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MtDNA stressivastus limiteerib katabolismi siisinikuallikate kasutamist

Drosophila melanogaster’is

Mitokondritel on oluline roll organismi funktsiooni reguleerimises. Mitokondriaalsetest defektidest
tulenevate haiguste tekke peamiseks pohjuseks on siiani peetud ROS-ide (reaktiivsed
hapnikuiihendid) produktsiooni tdusu ning ATP siinteesi efektiivsuse langust. Arvatasti ei pruugi
aga vead mitokondriaalses DNA-s (mtDNA) pohjustada ainult neid defekte, vaid ka muid
metaboolseid muutusi organismis. Kéesoleva magistritd0 teema baseerub juba ennem meie
tooriihmas néidatud seose pohjal, kus mitokondriaalne DNA stress viib metaboolsete muutusteni
Drosophila melanogaster mudelsiistemis, kuid ei pohjusta ROS-ide iileproduktsiooni. Oluline osa
to0st moodustab valgu sarah rolli kirjeldamisel mtDNA stressi kontekstis. Tulemustest selgub, et
metaboolne iimberprogrammeerumine on vihemalt osaliselt seotud suhkrute transpordiga lihaskoe
rakkudesse ning valk sarah kontrollib rasvhapete utiliseerimise voimekust antud mtDNA stress
kontekstis.
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MtDNA stress response limits the use of carbon sources of catabolism in

Drosophila melanogaster

Mitochondria plays a crucial role in regulating organisms functions. Metabolic diseases driven from
mitochondrial defects are often thought to be caused by the increase in ROS (reactive oxygen
species) production and the reduction in synthesis efficiency of ATP. Presumably the errors in
mitochondrial DNA (mtDNA) do not produce only those kinds of defects, but can also lead to ohter
metabolic changes in an organism. The topic of this master’s thesis is based on the previous finding
of our workgroup, where the mitochondrial DNA stress leads to metabolic changes in Drosohila
melanogaster modelsystem, but does not lead to ROS production. Work is largely based on protein
called sarah and to determine its role in regulating mtDNA stress. It was found that metabolic
reprogramming is at least in part realeted to sugar transport into muscle cells and protein called
sarah is involved in regulation of fatty acid utilization capability in the contect of mtDNA stress.
Keywords: Drosophila, mitochondria, mitochondrial stress, metabolic flexibility, carbohydtrates,
fatty acid, ATP, glucose transporter, metformine, Sirt2, sarah, BCAA
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LUHENDID

4-AAP — 4-aminoantipiiriiin

4E-BP — ingl eukaryotic tanslation initiation factor 4E binding protein

AcCoA -atsetiiiil koensiitim A molekul (ingl acetyl coenzyme A)

Akt - seriin/treoniin valgukinaas (ingl serine/threonine protein kinase)

AMPK - 5’ AMP-aktiveeritud valgukinaas (ingl 5° AMP-activated protein kinase)
BCAA - hargnenud ahelaga aminohapped (ingl branch chain amino acids)
Bcl-2 — B-rakuline liimfoom (ingl B-cell lymphoma)

CoA — koensiitim A (ingl coenzyme A)

DAP - dihiidroksiiatsetoon fosfaat (ingl Dihydroxy Acetone Phosphate)
DSCRI1 - ingl Down syndrome critical region 1

DTT - ditiotreitool (ingl dithiothreitol)

ECHSI1 - enoiiiil koenstiiim A hiidrataas (ingl Enoyl-CoA hydratase)

ECL - véimendatud kemoluminestsents (ingl enhanched chemiluminescence)
EDTA - etiileendiamiintetraetaanhape (ingl ethylenediaminetetraacetic acid)
elF2a — eukariioodi initsiatsioonifaktor 2a (ingl eukaryotic initiation factor 2 o)

ESPA - naatrium N-etiitil-N-(3-sulfopropiiiil) anisidiin (ingl N-Ethyl-N-(3-sulfopropyl)-m-

anisidine sodium salt)

G1P — gliitserool-1-fosfaat (ingl glycerol 1 phosphate)

G6P — gliikoos-6-fosfaat (ingl glucose 6 phosphate)

G6P DH - gliikoos-6-fosfaadi dehiidrogenaas (ingl glucose 6 phosphate dehydrogenase)
GK - gliitserooli kinaas (ingl glycerol kinase)

Glut — gliikoosi transporter (ingl glucose transporter)

GPO - gliitserooli fosfaat oksiidaas (ingl glycerol-3-phosphate oxidase)
H20: - vesinikperoksiid (ingl Hydrogen peroxide)

HMG-box - ingl high mobility-group box

IRS - insuliini retseptori substraat (ingl insulin receptor substrate)

ISR — integreeritud stressi vastus (ingl integrated stress response)

L1, L2, L3 — vastse staadiumid

MCU - mitokondri kaltsiumi uniporter (ingl mitochondrial calcium uniporter)



MP - RU486 ehk mifepristoon (ingl mifepristone)
mtDNA — mitokondriaalne DNA (ingl mitochondrial DNA)

mTERFS - mitokondriaalne transkriptsiooni terminatsioonifaktor (ingl mitochondrial

transcription termination factor)
mtISR — mitokondriaalne integreeritud stressivastus (ingl mitochondrial integrated stress response)
mTORCI1 ja 2 - ingl mammalian target of rapamycin complex 1 and 2

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

mTTF — mitokondriaalne transkriptsiooni terminatsiooni faktor (ingl mitochondrial

transcription termination factor)

mtUPR - ingl Mitochondrial unfolded protein response

NAFLD - mittealkohoolne rasvamaksa haigus (ingl non-alcoholic fatty liver disease)

NRF1 ja 20 — tuuma transkriptsioonifaktor 1 ja 2a (ingl nuclear respiratory factor 1 and 2a.)
OXPHOS - oksiidatiivne fosforiileerimine (ingl oxidative phosphorylation)

PGC-1a - ingl peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator 1

PI3K - fosfoinositiid-3-kinaas (ingl Phosphoinositide 3-kinase)

PKC - proteiin kinaas C (ingl protein kinase C)

POD - peroksiidaas (ingl peroxidase)

Pol y — poliimeraas vy (ingl polymerase vy)

PTP- ingl permeability transition pore

ROS-id — reaktiivse hapniku osakesed (ingl reactive oxygen species)

SDH - suktsinaadi dehiidrogenaasid (ingl succinate dehydrogenase)

S6K — ribosomaalse valgu S6 kinaas (ingl ribosomal protein S6 kinase)

SIRT - sirtuiin (ingl sirtuin)

SSC - naatriumkloriid naatriumtsitraat (ingl saline-sodium citrate)

TAG - triatsiitilgliitseriidid (ingl triacylglyceride)

TCA - tsitraaditsiikkel (ingl citric acid cycle)

TFAM — mitokondriaalne transkriptsioonifaktor A (ingl mitochondrial transcription factor A)
UAS — ingl Upstream activating sequence

VDAC - pingest sdltuv anioonselektiivne kanal (ingl voltage-dependent anion channel)



SISSEJUHATUS

Mitokonder on raku organell, millel on keskne roll organismi aine -ja energiavahetuses.
Peamiselt peetakse tema iilesandeks ATP tootmist oksiidatiivse fosforiileerimise teel. Lisaks
sellele on mitokondril veel palju muid olulisi funktsioone, nagu néiteks osalemine kaltsiumi

homodostaasis ja apoptoosi reguleerimine.

Mitokondriaalsete haiguste tekkepdhjuseks peetakse geenidefekte, mille tottu tekivad hdired
mitokondriaalsetes valkudes, mis osalevad hingamisahela komplekside siinteesis ja
kokkupanekuks. See omakorda voib pohjustada hdireid mitokondri hingamisahela komplekside
funktsioonis ning viia ROS-ide iileproduktsiooni ning ATP siinteesi languseni (Suomalainen ja
Battersby, 2017). Pikka aega on just neid kahte aspekti peetud mitokondriaalsetest defektidest
tingitud haiguste pohjuseks, kuid pidevalt kasvab avastatud mitokondri héiretest pohjustatud
patoloogiate arv, mille puhul on hingamisahel normaalne ning puuduvad tdendid oksiidatiivsest

stressist.

Paljusid metaboolseid haigusi, sh II tiilipi diabeeti, seostatakse nn metaboolse paindlikkuse
kadumisega. Sel juhul on organismis soltuvalt energiavajadustest ja keskkonnatingimustest
héiritud kataboolse siisiniku allika valik. Siiani ei ole veel aga piris tapselt selge, mis selliste
fenotiiiibi muutusteni organismis viib, kas on tegemist pdhjuse vOi tagajirjega haiguste

viljaarenemisel ning milline on selles mitokondri tépne roll.

Kiesolevas magistritdds on uuritud seoseid mitokondriaalse DNA stabiilsuse ja laiema
organismi metabolismi vahel. Mudelorganismina kasutatava Drosophila mitokondriaalset
homdostaasi on in vivo héiritud bakteriaalse endonukleaasiga, kuid millega ei kaasne
mitokondri hingamisahela defekti. Selle tulemusena on toimunud metaboolse paindlikkuse
kadu, mis seisneb rasvade eelistamisele suhkrutele. Kdesoleva magistritoo eesmaérgiks oli vilja
selgitada pohjuseid, mis vdivad viia Drosophila’s mitokondriaalse DNA stressist tingitud
metabolismi timberprogrammeerumisele. Antud tulemused ei anna kiill tdielikku selgitust selle

mehhanismi kohta, kuid on siiski heaks alustalaks moistmaks seda laiaulatuslikku teemat.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Mitokondri struktuur, funktsioonid ja diinaamika.

Mitokonder on eukariiootse raku kaksikmembraanne organell, millel on keskne roll organismi
aine- ja energiavahetuses ning mille enim tuntud iilesandeks on ATP tootmine oksiidatiivse
fosforiileerimise (OXPHOS) teel. Arvatakse, et mitokonder pdrineb eukariiootse eellasega
endoslimbiontses suhtes olnud o-proteobakteri eellasest (Thrash et al., 2011). Seda, et
mitokonder oli kunagi iseseisev elusorganism, toetab ka fakt, et ainukese organellina loomses
rakus sisaldab mitokonder tuuma genoomist eraldiseisvat DNA-d (mtDNA). Mitokondreid
iimbritseb peamiselt fosfolipiididest ja valkudest koosnev kaksikmembraan. Véilismembraanis
paiknevad poorid ja transporterid on enamasti ldbitavavad ioonidele ning véiksematele
valkudele. Sisemebraani libilaskvus on aga oluliselt tugevamini reguleeritud. Sisemembraan
on omapdrase, voldilise struktuuriga, moodustades kristadeks nimetatavaid sissesopistusi.
Sellise néhtuse eesmirk on suurendada OXPHOS-1 jaoks vajalikku sisemembraani pindala ning
koos sellega hingamisahela komplekside arvu, suurendades seega ATP siinteesi potensiaali

(McBride et al., 2006; Renard et al., 2012).

Universaalse energikandja ATP siinteesiks vajalik energia saadakse peamiselt kahe meie toidus
leiduva molekulideriihma, siisivesikute ja rasvhapete oksilideerimisest. Rasvhapete ning
suhkrute katabolismi kéigus tekib mitokondris atsetiililkoensiiim A (AcCoA) molekul.
Gliikoliiiisil tekkiv piiruvaat okstideeritakse AcCoA-ks mitokondri maatriksis asuva piiruvaadi
dehiidrogenaasi kompleksi abil. Rasvhapete B-oksiidatsioon toimub samuti mitokondri
maatriksis, kuid sellele eelneb nende aktiveerimine koensiiiim A-ga (CoA) ning transportimine
mitokondri maatriksisse. Selle jaoks vajalikud enstiimkompleksid asuvad mitokondri vilis- ja
sisemembraanis.  Rasvhapped  aktiveeritakse = mitokondri  vélismembraanis  asuva
atsiitilkoensiiim A siintetaasiga. Rasvhappe ning CoA molekuli vahele moodustatakse
tioesterside, tekib atsiililkoensiiim A, mis on vdimeline lébi teiste valguliste komplekside
sisenema mitokondri maatriksisse, kus toimub B-oksiidatsiooni ning mille kaudu tekib AcCoA

(Tymoczko et al., 2011).

AcCoA on koos oksaalatsetaadiga substraadiks tsitraadi siintaasile, mille poolt kataliiiisitud
tsitraadi siinteesireaktsiooni loetakse tsitraaditsiikli (TCA) esimeseks reaktsiooniks. TCA kdigus
kantakse nelja redoksreaktsiooni tulemusena elektronid kolmele nikotiinamiid adeniin
dinukleotiidile (NAD+) ning iihele flaviin adeniin dinukleoitiididele (FAD) molekulile. Need
molekulid on oma redutseeritud kujul elektronide kandjateks, loovutades need hingamisahela
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kompleksidele oksiidatiivse fosforiileerimise protsessis (OXPHOS). Redutseeritud vormid
NADH ja FADH: oksiideeritakse vastavalt hingamisahela I ja II kompleksile, milleks on NADH
ja suktsinaadi dehiidrogenaas (SDH). Oksiideerumise kdigus vabanenud elektronid liiguvad
elektronkandjate ubikinooni ning tsiitokroom C abiga edasi Il ning IV kompleksile, kus viimane
kannab need nelja kaupa molekulaarsele hapnikule, mille tulemusena tekib H>O. Elektronide
transportimisel 1dbi I, III ja IV komplekside vabanev energia rakendatakse prootonite
pumpamiseks membraanidevahelisse ruumi. Sellega tekitatakse iile sisemembraani
prootongradient, mida hingamisahela V kompleks, ATP siintaas kasutab ADP
fosforiileerimiseks, et toota ATP-d. Iga CO»-ks ja H>O-ks 16puni okslideerunud AcCoA molekuli
kohta moodustub 10 ATP molekuli, millest 1 tekib TCA kdigus (Tymoczko et al., 2011).

Kui elektronide voog toitainete oksiideerimise kdigus iiletab OXPHOS-1 vdimekuse neid
hapnikule kanda, voivad elektronid kalduda korvale oma ettendhtud ,rajast® piki
hingamisahelat. Alternatiivselt vdib sama ndhtus toimuda ka ténu defektidele hingamisahela
komplekside struktuurides. Olenemata pohjusest toimub sellisel juhul enamasti elektronide
n-0 ,enneaegne®, enslimaatiliselt mittekontrollitud liitumine hapniku kui korgeima
redokspotensiaaliga elektronide aktseptoriga. See aga viib superoksiidi (- O, ) formeerumisele,
mida koos vesinikperoksiidi (H202) ning selle osalisel redutseerumisel tekkiva
hiidrokstiiilradikaaliga (-OH) nimetatakse vabadeks hapniku radikaalideks (ROS) (Tymoczko
et al.,2011). Laenguta H,O; suudab edukalt 14bi plasmamembraanide difundeeruda ning seega
pOhjustada  kahjustusi ka  viljaspool mitokondrit, seda eriti redutseerumisel
hiidroksiitilradikaaliks. Enamasti toimub selline elektronide ,,lekkimine* peamiselt I ja III
kompleksi kaudu (Tymoczko et al., 2011), kuid voib toimuda ka 1dbi IT kompleksi (Quinlan et
al., 2012). Kui ROS-ide produktsioon iiletab raku antioksiidatiivsete mehhanismide voimekuse,
viib see organismis okstidatiivse stressi tekkimiseni. ROS-id kui véga reaktiivsed tihendid on
voimelised reageerima koigi peamiste biokeemiliste molekulide riihmadega ja pdhjustama
seeldbi nende pdordumatuid modifikatsioone. Niitena v3ib tuua nukleiinhapete ahelate katked,
mutatsioone  pohjustavaid  ldmmastikaluste =~ modifikatsioonid, = membraanlipiidide
peroksiidatsiooni jne (Apel ja Hirt, 2004). ROS-idest tingitud DNA mutatsioonide teket
seostatakse enneaegse vananemise ja paljude muude mitokondriaalset komponenti omavate
haiguste, nagu nditeks diabeedi, neurodegeneratiivsete- ja aju-veresoonkonnahaigustega
(Brieger et al., 2012). Teatud hulgal on ROS-ide tekkimine organismis normaalne ja isegi
vajalik, kuna on ndidatud nende osalemist erinevates signaalililekande radades (Suzukawa et
al., 2000) ning ka rakkude diferentseerumisel (Zhou et al., 2016). Siiski voib liigne ekso- voi
endogeensete antioksilidantide aktiivsus viia organismi seisukohalt hoopis negatiivsetele

tagajirgedele.



Mitokonder omab tdhtsust ka kaltsiumi resevuaarina. Seda funktsiooni jagab ta rakus
endoplasmaatilisele retiikulumiga (Mammucari ef al., 2015). Kaltsium on oluline organismi
homodoostaasi sdilitamisel, osaledes paljudes biokeemilistes protsessides, nagu nditeks
ensiitimreaktsioonides, signalisatsiooni radadel (Rizzuto et al., 2012) ja lihaskontraktsioonide
tekitamises (Rudolf ef al, 2004). Kaltsiumi joudmist mitokondrisse reguleerib Iébi
vilismembraani pohiliselt pingest soltuv anioonselektiivne kanal (VDAC) ning lébi
sisemembraani transpordib seda pohiliselt mitokondri kaltsiumi uniporter (MCU) (Gincel et al.,
2001; Baughman ef al., 2011). VDAC reguleerib lisaks kaltsiumile ka teiste metaboliitide ja
ATP sisse-viljavoolu mitokondrisse (Hodge ja Colombini, 1997). Kaltsiumi akumuleerumist
mojutab ka membraanipotentsiaal, mida mitokondris prootongradiendiga tekitatakse (Rizzuto
et al, 2012). Mitokondris on kaltsium niiteks koaktivaatoriks piliruvaadi dehiidrogenaasi
kompleksi defosforiileerimisel (Pan et al, 2013) ning TCA tomimiseks vajalike
o-ketoglutaraadi ja isotsitraadi dehiidrogenaasi ensiiiimidele (Rizzuto et al., 2012). Liigne Ca**
ioonide akumuleerumine mitokondrisse voib aga eelpool nimetatud ensiiiimide aktiivsuse
suurendamise kaudu tdsta koormust TCA-le ning seega ka OXPHOS-ile, mis v3ib suurendada
ROS-ide produktsiooni (Santulli et al, 2015) ning 1dbi konformatsiooniliste muutuste
pohjustada ka PTP (ingl mitochondrial permeability transition pore) valgukompleksi
avanemist, mis langetab mitokondri mempraanipotentsiaali. See on ka iiheks raku apoptoosi
vallandavaks teguriks, mis on olulisel kohal organismi arengus ning vastuseks
stressisignaalidele (Huang et al., 2000). Mitokonder osaleb selles protseesis reguleerides
peamiselt vastavate Bcl-2 perekonda kuuluvate valkude siinteesi, mis pohjustavad mitokondris
tstitokroom C vabastamist ning sellega kaasnevat vilismembraani permeabilisatsiooni.
Protsessi tulemusena aktiveeritakse rakus proteaasid, mis hakkavad valke I6hustuma ning
sellega on rakk votnud suuna apoptoosini (Jiang et al., 2014). Seega mojutavad kaltsiumi
konsentratsiooni koikumised otseselt mitokondri funktsiooni ning seeldbi laiemalt rakulist

metabolismi.

Lisaks eelpool kirjeldatule on mitokondritel veel palju teisi funtsioone. Mitokondrid on kohaks,
kus ristuvad erinevate aminohapete metabolismirajad (Guda et al., 2007), toimub uurea tsiikkel
(Tymoczko et al., 2011), slinteesitakse steroidhormoone (Miller, 2013), heemi (Atamna, 2004),
toodetakse soojust termogeneesi protsessis (Tymoczko et al, 2011) ja reguleeritakse
immuunvastust (Weinberg et al, 2015). Seega on mitokondrid paljude metabolismi
signalisatsiooniradade ristumiskohaks ning pidevalt kasvab meie arusaamine nende
tdhelepanuviirsete organellide osalusest mitmetes erinevates raku funktsioonides. Uheks
nditeks, kuidas meie arusaamine mitokondrist on viimase paarikiimne aasta jooksul muutunud

on nende organellide diinaamika. Erinevalt varasemast ettekujututusest mitokondritest kui
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staatilistest, oakujulistest struktuuridest, teame me niiiid, et mitokondrid on diinaamilised
organellid, mis rakus mddda tsiitoskeletti ringi litkudes teevad vastavalt keskkonnatingimustele
ning raku energiavajadusele 14bi pidevaid liitumis -ja lahknemisprotsesse (Jheng et al., 2012).
Liitumise protsess voimaldab heteroplasmia korral komplementeerida kahjustunud mtDNA-d,
kuna téielikult iihinenud mitokondrites on vdimalik metaboliite, ensiilime ja geneetilist
materjali saada no ,,tervelt mitokondriaalselt vorgustiku osalt ning seeldbi parandada terve
mitokondriaalse retiitkulumi respiratiivset voimekust (Ono et al., 2001; Yang et al., 2015).
Heteroplasmiaks nimetatakse olukorda, kus iihel voi teisel pohjusel erineva jirjestusega
mtDNA molekulid eksisteerivad rakus paralleelselt (Gilkerson et al., 2013). Mitokondrite
jagunemine on vajalik rakkude jagunemisel nende jaotamiseks tiitarrakkude vahel, kahjustunud
mitokondriaalse vorgustiku osade degradeerimisel rakus ning raku apoptoosi suunamisel
(Westermann, 2010). Kuigi hetkeseisuga on pohjus-tagajirg seos ebaselge, on seostatud hiireid
mitokondri diinaamikas mitmete metaboolsete ja neurodegenratiivsete haigustega, nagu

Alzheimeri ja Parkinsoni tobi (Jheng et al., 2012; Chen ja Chan, 2009).

1.2 mtDNA ja nukleoidid

Imetajate mtDNA koosneb umbes 16000 aluspaarist, mis kodeerib 13 valku, kahte tRNAd ja
22 rRNAd. Teistest loomariihmadest périt laboratoorsete mudelorganismide (Drosophila
melanogaster, Caenorhabditis elegans) mitokondriaalne genoom on suuruselt sarnane ja
kodeerimispotensiaalilt peaaegu identne imetajate omaga. Kodeeritavad valgud on
hingamisahela komplekside subiihikud, RNA-sid aga on vaja mitokondri enda translatsiooni
aparaadi toimimiseks (Gilkerson et al., 2013), kuna mitokondris kodeeritud valgud ka

transleeritaks organellis paiknevate ribosoomide (mitoribosoomide) abil (Sharma et al., 2003).

mtDNA molekulid eksisteerivad in vivo DNA-valk kompleksides, mida nimetatakse
mitokondriaalseteks nukleoidideks. Sellel struktuuril on piiratud analoogia tuuma DNA-ga, mis
eksisteerib samuti tihedas kontaktis mitmete normaalset struktuuri ja funktsiooni tagavate
valkudega (Kucej ja Butow 2007). Uhes nukleoidses kompleksis esineb tavaliselt rohkem kui
iiks mtDNA koopia, millede arv v3ib tugevalt varieeruda, nagu ka iiletildine mtDNA koopiaarv
rakus soOltuvalt raku- ja koetiilibist (Iborra et al., 2004). Imetajatel on see korgem niiteks
lihaskoes, siidamerakkudes, maksas ja ajus, mis on kooskdlas ka vastavate kudede suurema

energeetilise vajadusega organismi normaalseks toimimiseks (D’Erchia ef al., 2015).
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Kuna mitokondris toimub pidevalt mtDNA poolt kodeeritud valkude aktiivne siintees, on
nukleoidi koosseisus olevad valgud analoogselt tuuma valkudega olulise tdhtsusega mtDNA
siilitamisel, replikatsioonil ja transkriptsioonil. Uheks paremini uuritud valguks nukleoidide
koosseisu kontekstis vOiks pidada mitokondri transkriptsiooni faktorit A (TFAM). Seda
multifuntsionaalset valku peetakse peaaegu ainukeseks universaalselt esinevaks nukleoidi
komponendiks muidu iisna varieeruva valgulise koostisega struktuuris. Lisaks osalemisele
transkriptsioonil on sellel ka oluline roll mtDNA pakkumisel (Alam et al., 2003). TFAM-i
struktuuris esinevat kahte HMG-box-i (ingl high mobility-group box) sisaldavat domeeni
peetakse peamiseks pohjuseks tdnu millele toimub mtDNA nukleoidi pakkumine (Ngo et al.,
2011). Lisaks kontrollib TFAM mtDNA koopiaarvu ning reguleerib replikatsiooni
(Pohjoismaéki et al., 2006). Mehhanism, millel kaudu TFAM seda teeb, ei ole hetkel 16puni
selge, kuid seondumine mtDNA-ga paistab olevat eeltingimuseks. Nukleoidide koostises on
kirjeldatud ka selliseid replikatsiooni tagavaid valke nagu mitokondriaalne iiksikahelalise
DNA-ga seostuv valk mtSSB, mtDNA replikatiivne helikaas Twinkle ja mitokondris olev ainus
teadaolev DNA poliimeraas Pol y (Tyynismaa et al, 2004; Bogenhagen et al, 2008).
Bogenhagen ef al. on vilja pakkunud mudeli mille kohaselt esinevad nukleoidis otseselt
mtDNA-ga seotud nn tuumikvalgud, nagu eelpool nimetatud replikatsiooni ja transkriptsiooni
1abi viivad valgud ning perifeersed valgud, mis ise ei ole mtDNA-ga otseses kontaktis. Kuid
kuna nukleoidi struktuur on arvatavasti kiillaltki varieeruv, siis selline hiipoteetiline mudel ei
pruugi anda tegelikku pilti nukleoidsest struktuurist. Pigem rddgitakse nendest perifeersetest
valkudest kui valk-valk interaktsioonide kaudu nukleoidiega assotseerunud valkudest (mtNAP
- mitochondrial nucleoid associated proteins). Erineva koostisega nukleoidid osalevad ilmselt
erinevates mtDNA-ga seotud protsessides, kus osadel valkudel on defineeritud roll mtDNA
replitseerumisel (Lewis et al., 2016). Seega on mitokondrite nukeloidne struktuur d&rmiselt
diinaamiline ja oleks arvatasti ekslik piitida defineerida universaalselt mudelit nende valgulise

koosseisu kohta.

1.3 Mitokondri ja tuumavaheline suhtlus

Raku normaalse homdoostaasi sdilitamiseks on oluline mitokondri ja tuuma vaheline pidev
kommunikatsioon. Mitokondri funktsioon on tugevalt tuuma genoomi kontrolli all, kuna
enamus mitokondriaalsest proteoomist kodeeritakse tuuma poolt ja imporditakse
mitokondrisse. Sellist tuuma ja mitokondri vahelist suhtlusviisi, kus tuum signaliseerib

mitokondri funktsioneerimist nimetatakse anterograardseks rajaks (Quiros et al, 2016).

12



Tuumas  kodeeritavad  mitokondriaalsed  valgud on  enamasti  kontrollitud
transkriptsioonifaktorite NRF1 ja NRF2a (tuuma transkriptsiooni faktor 1 ja 2a) kaudu.
Need kontrollivad nditeks OXPHOS raja valgukompleksi subiihikute transkriptsiooni tuumas
ning mtDNA replikatsioonil, transkriptsioonil ja translatsioonil osalevate valkude siinteesi,
moduleerides niiviisi mitokondri funktsiooni (Gleyzer et al., 2005). Neid omakorda reguleerib
mitokondri biogeneesi kontrolliv keskne faktor PGC-10, millel on oluline ja mitmetédhenduslik
roll metabolismi reguleerimses (Fernadez-Marcos ja Auwerk, 2011), kuna suur enamus
mitokondri valkudest on kodeeritud tuumas, pole iillatav, et maéarkimisvddrne osa
mitokondriaalsete haiguste pdhjustajad on mutatsioonid tuuma genoomis (Taylor et al., 2014).
Kuid ka mitokonder on vdimeline mdjutama tuumas toimuvaid protsesse ning sellist
kommunikatsioonivormi, mille kdigus mitokonder mdjutab metaboolset iimberreguleerimist
vOi stressivastuseid nimetatakse retrograadseteks signaalideks (Quiros et al., 2016). PShiliselt
viljendub see vastusena toitainete stressile, Ca** homdostaasi muutustele vdi ROS-ide
produktsioonile, aktiveerides erinevaid valke, mis indutseerivad mitokondri biogeneesi voi
spetsiifilise funktsiooniga valkude ekspressiooni (Quiros et al, 2016). Enim tuntumateks
regulatiivseteks valkkompleksiteks, mille kaudu toimub mitokondriaalses stressivastuses
signalisatsioon, on mTOR (ingl mammalian target of rapamycine) kinaasi valguline kompleks

ning AMPK (ingl 5" AMP-activated protein kinase) (Inoki et al., 2011).

Mitokondriaalne stress vOib aktiveerida ka tervet rakku hdlmava, n-6 integreeritud
stressivastuse (ISR) (ingl integrated stress response), et sidilitada rakulist homdostaasi. Selle
peamiseks tunnuseks on eukariioodi initsiatsioonifaktor 2a (eIF2a) subiihiku fosforiileerumine,
mis vihendab tsiitosoolis toimuvat valkude siinteesi (Taniuchi e al., 2016) . Sellise mehhanismi
voib kédivitada nditeks aminohapete nilg (Sikalidis ef al., 2011), oksiidatiivne stress (Taniuchi
et al., 2016) vd1 mtUPR (ingl mitochondrial unfolded protein response). Viimane on
mehhanism, mis kdivitub, kui mitokondri maatriksisse koguneb teatud hulk digesti voltumata
valke, mille korral aktiveeritakse erinevaid tSaperonid ja proteaase, mis osalevad kahjustunud
valkude eemaldamisel mitokondris (Baker et al., 2012). See vdib néiteks juhtuda, kui
mutatsioonid mtDNA-s pdhjustavad OXPHOS raja subiihikute assambleerumise defekte, mille
tulemusena tuumas kodeeritud ja sealt mitokondrisse imporditud valgud ei saa seonduda mone
valgukompleksi koosseisuga, kuhu ta kuuluma peaks. Samuti voib selline mehhanism
vallanduda ka vigadest mitokondriaalsete valkude kvaliteedi kontrollil (Suomalainen ja

Battersby, 2018).
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Mitokondri homdostaasi regulatsioonis on tsentraalse tdhtsusega mTOR valguline kompleks.
mTOR on seriin/treoniin valgukinaas, mis koosneb kahest kompleksist — mTORCI ja
mTORC2. mTORCI1 peamiseks iilesandeks on raku kasvu reguleerimine 14bi translatsiooni,
transkriptsiooni ja ribosoomide biogeneesi reguleerimise. mTORCI1 aktiivsust kontrollib
nditeks rapamiitsiin (inhibeerib) ning insuliin (aktiveerib). mTORCI1 reguleerib raku kasvu
peamiselt ldabi valkude 4E-BP1 (eukariioodi initsiatsiooni faktor E) ja kinaasi S6K
fosforiileerimise. Toitainete ja aminohapete ndlja korral on mTORCI1 inhibeeritud, mis
pohjustab S6K fosforiilatsiooni langust (Acosta-Jaguez et al., 2009). Aktiveeritakse see aga
nditeks hingamisahela defektide korral, mis omakorda indutseerib mtISR-1 (Khan et al., 2017).

Seega ei pruugi mitokondriaalsed stressitingimused otseselt hdlmata mitte ainult mitokondri
biogeneesis ja energia metabolismi suunavate valkude siinteesi, vaid ka globaalselt kogu raku
valkude siinteesi ning homdostaasi. Selline raku tasandil metabolismi muutus voib pikemas

perspektiivis viia kogu organismi funktsioneerimise muutusteni.

1.4 Metaboolne paindumatus ja sellega seonduvad haigused

Organismi vOimet kasutada katabolismi siisinikuallikana kas rasvhappeid voi suhkruid
vastavalt keskkonna tingimustele ning vajadustele nimetatakse metaboolseks paindlikuseks.
Muutusi organismis, mille korral kasutatakse ATP tootmiseks eelistatult iihte energiaallikat
seostatakse metaboolse paindumatuse tekkega ning seda omakorda paljude nn elustiili
metaboolsete  haiguste  véljaarenemisega nagu  slidame-veresoonkonna  haigused,
mittealkohoolne rasvamaksa haigus (NAFLD), rasvumine ning insuliini resistentsus
(Goodpaster ja Sparks 2017; Tilg et al., 2017). See kas haigused ise pohjustavad metaboolset
paindumatust voi on metaboolse paindumatuse teke nende haiguste pdhjustajaks, ei ole hetkel
veel 1oplikult selge. Metaboolne paindumatus on lai termin, mille mehhanismid vdivad esineda
mitmel erineval tasandil: erinevate siisinikuallikate internaliseerimisest kuni, defektideni nende
ensiimaatilise katabolismi erinevatel etappidel ning organismi kui ka raku tasandil. Tanu
assotsiatsioonile diabeediga on nende protsesside hulgast erilist tdhelepanu palvinud gliikkoosi
litkkumine 14bi plasmamembraani rakku ja seda eriti lihaskoes. Gliikkoosi suunamine rakku
toimub vastavate GLUT perekonda kuuluvate transporterite abil, mille ekspressiooni tase soltub
raku -ning koetiiiibist. Inimesel on neid 14, millest enim uuritumad on Glutl-4. Glut 1-3 on
insuliin soltumatud, samas kui lihaskoes rohkelt esinev Glut4 funktsioon on kontrollitud
insuliini poolt (Mueckler ja Thorens, 2013). Insuliin on selgroogsete pankrease B-rakkude

toodetav peptiidne hormoon, mis kontrollib vere gliikoosi sisaldust. Insuliini seondumisel oma
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plasmamembraanis olevale retseptorile autofosforiileeritakse sellel tiirosiini jérjestused,
millega omakorda fosforiileeritakse insuliini retseptori substraat (IRS). Sellega aktiveeritakse
PI3K (fosfoinositiid-3-kinaas) ja Akt (seriin/treoniin valgukinaas) mis viib 16puks muidu
vesiikulitena intratsellulaarses ruumis olevaid Glut4 transportvalke translokeerumisele
plasmamembraani, et nende kaudu saaks toimuda gliikoosi transport rakku (Bevan, 2001).
Insuliiniraja valkude fosforiilatsioon toimub G-valkude kaasabil, mida reguleeritakse -
subiihiku kiiljes oleva GTP vahendusel (Sano et al., 2003). Glutl on uniporter valk, mis
transpordib gliikkoosi rakku passiivse difusiooni teel (Mueckler ja Thorens, 2013). Enamus
insuliin-stimuleeritud gliikoosi transporti rakku toimub lihas ja rasvkoes ning kuna Glut4
ekspresseeritakse suures osas just korge energiavajadusega lihaskoes, on insuliini
signaliseerimine selles koes erilise tdhtsusega. Insuliini sensitiivsuse langus oma retseptori
suhtes peetakse insuliini resistentsuse peamiseks pdhjustajaks, mille tottu ei saa toimuda
efektiivne gliikoosi transport rakku. See viib suurenenud veresuhkru sisalduseni, mis on II tiitipi

diabeedi viljaarenemise peamine aspekt (Carvalho et al., 2005).

Normaalselt funktsioneerivas organismis toimub toitumise ajal ja vahetult pérast seda
rasvhapete oksiidatsioonilt eelistatult gliikoosi oksiidatsioonile iileminek. Diabeedi ja korge
rasvasisaldusega toitumise puhul on selline ilimberliilitumine piiratud ja rasvhapete -
oksiidatsioon jadb korgeks (Goodpaster ja Sparks, 2017). Suurem koormus B-oksiidatsioonile
viib aga mittetdielikule rasvhapete oksiidatsioonile, mille tottu kuhjuvad rakus antud protsessi
vahetihendid nagu diatsiiiilgliitserool ja keramiidid (Koves et al., 2008). On niidatud, et just
need B-okstidatsioonist tulenevad vaheiihendid hédirivad insuliini normaalset signalisatsiooni ja
on seotud insuliini resistentsusest tingitud patoloogiate véljakujunemisega (Haus et al., 2009;
Szendroedi et al., 2014). B-oksiidatsiooni vaheilihenditel on néidatud roll erinevat tiitipi PKC
(proteiin kinaas C) aktiveerimisel, mis fosforiileerivad IRS-1, mille tdttu on hiiritud insuliinist
soltuva gliikoosi suunamine rakku (Powell ef al., 2004; Szendroedi et al., 2014). Lisaks
lihaskoele voib insuliini resistentsus ka maksas tekkida, kuna sellel organil on keskne roll
suhkrute ja rasvade ainevahetuses. Maksa insuliini resistentsust defineeritakse suurenenud
glilkoneogeneesi ja viahenenud gliikogeeni siinteesiga (Krssak et al., 2004). Sellest tulenevalt
suuremat rasvade akumulatsiooni maksas seostatakse insuliiniresistentsuse tekkimisega libi
insuliini retseptori aktiivsuse vihenemise. See voib aga héirida gliikogeeni siinteesi maksas
(Samuel er al., 2004). Maksa insuliini resistentsust seostatakse tugevalt mittealkohoolse
rasvamaksa haiguse (NAFLD) tekkega ning suurenenud riskiga haigestuda II tiilipi diabeeti
(Lallukka ja Yki-Jarvinen, 2016).
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Uheks oluliseks metabolismi reguleerivaks teguriks on selles osalevate ensiiiimide
posttranslatsioonilised modifikatsioonid. Mehhanisme, mille kaudu need toimuvad on mitmeid,
kuid iiha rohkem koguneb andmeid liisiinijdékide atsetiilatsiooni kohta, mis on kesksel kohal
metaboolsel regulatsioonil (Park et al., 2013). Oma olemuselt on see sarnane enam tuntud
fosforiilatsiooniga - modifitseeritakse teatud kindlas positsioonis olevaid aminohappeid, mis
seeldbi mojutavad valkude stabiilsust ja/vdi enslimaatilist aktiivsust. Nagu ka fosforiilatsiooni
puhul, on atsetiilatsioon kontrollitud kahe vastandliku protsessi, siinteesi ja elimineerimise
poolt. Kui atsetiilaase on vordlemisi vdhe uuritud, siis deatsetiilaasid, eriti mittehistoonsetelt
valkudelt atsetiitilriihmi eemaldavad sirtuiinid on olnud suure tdhelepanu all tinu nende rollile
vananemisel ja sellega seotud metaboolsel regulatsioonil (Houtkooper et al., 2012). Imetaja
rakkudes olevatest sirtuiindest esinevad mitokondris SIRT3, SIRT4 ja SIRTS, neist SIRT3-1 on
mitokondris peaasjalikult roll just valkude deatsetiileerimisel (Lombard et al., 2007). Piiruvaadi
dehiidrogenaasi kompleksi aktiivsusel osalev SIRT3 deatsetiilaas aktiveerib selle toitainete
kiilluses, lubades seega gliikoosi oksiidatsiooni suurenemist. Toitainete puudusel PDH jéllegi
inaktiveeritakse SIRT3 ekspressiooni vihenemisega ja seega toimub timberliilitumine gliitkoosi
oksiidatsioonilt rasvhapete oksiidatsioonile (Jing ef al, 2013). Lisaks kontrollib SIRT3 ka
rasvhapete metabolsimil osaleva ensiilimi enoiiiil-CoA hiidrataas 1 (ECHS1) aktiivsust (Zhang
et al., 2017). Nagu siit jareldada voib, reguleerib SIRT3 suuresti rasvhapete ja gliikkoosi
oksiidatsiooni, seega voivad defektid selle ensiiiimi to6s mdjutada organismi metaboolset
paindlikust. Lisaks deatsetiilatsioonile tegelevad osad sirtuiinid ka teiste atsiililriihmade
(nditeks suktsiniililriihmade, malontiiilrihmade jne.) (Park et al, 2013) eemaldamisega
valkudelt. Nende poolt mdjutatavad protsesside arv on vdga suur nagu ka seeldbi nende roll
raku metaboolsel regulatsioonil, mistottu ei ole selle t66 kirjandusliku osa eesméirk anda

ulevaade sellest teemast.

1.5 Vastuolulisus mitokondriaalsete haiguste tekkepdhjuste vahel

Haireid mtDNA homdostaasi siilitamisel, selle koopiaarvu voi topoloogia muutustes ning
nukleoidse kompleksi struktuuris on klassikaliselt peetud ROS-ide iileproduktsiooni ning ATP
stinteesi languse allikaks. Need defektid on sellisel juhul tingitud hédiretest mitokondriaalsete
valkude siinteesil ja/vdi aminohappelises jédrjestuses ning pdhjustavad hingamisahela
diisfunktsiooni. See pohjustab omakorda erinevaid patoloogiaid, mida klassikaliselt
nimetatakse mitokondriaalseteks haigusteks. Kuid ainuiiksi selline mehhanism on ebapiisav
seletamaks kogu mitokondriaalsete haiguste laiaulatuslikku varieeruvust ja mustrit

(Suomalainen ja Battersby, 2018). Nimelt on kirjeldatud mtDNA mutatsioonidest pdhjustatud
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patoloogiaid, millede puhul on -elektronide transpordiahel intaktne ning ka ROS-de
produktsioon pole tdusnud (Rodenburg, 2011). Samas on nende haigusseisundite korral
normaalne metabolism tugevalt héiritud. Analoogseid andmeid on saadud ka imetajate
mudelsiisteemides, mis mimikeerivad mtDNA haigussesisundeid. Niditeks, mtDNA poliimeraas
v kataliititilise subiihiku defektiga hiirtel mtDNA replikatsioonil nn vigade parandust ei toimu
ning selle tulemusena kuhjuvad mutatsioonid. Sellistel hiirtel tekkis mtDNA replitseerumisel
umbes 5 korda rohkem vigu kui metsiktiilipi hiirtel ning vanuse kasvades suurenes ka vigade
arv. Nende konkreetne fenotiilip véljendus eluea lithenemises, kuid puudus oksiidatiivne stress
ning liigne ROS-ide produktsioon (Trifunovic et al., 2005). Twinkle-defektsel hiirel arenes
lihaskoes aastaga vélja defektid hingamisahelas, kuid ei mdjutanud negatiivselt nende
elulemust ning pole ka selge, kas ROS-de tase neis on tdusnud (Tyynismaa et al., 2005). Sellest
tulenevalt on vilja pakutud, et kuna mitokondril on teadaolevalt palju rohkem funktsioone kui
OXPHOS, voivad hdired mtDNA topoloogias ja jirjestuses pohjustada metabolismi muutusi,
mis ei ole otseselt seotud ATP vidhenemise voi ROS-ide iileproduktsiooniga. Selle hiipoteesi
kohaselt mojutab mtDNA stabiilsus oluliselt laiemalt organismi metaboolset spektrit kui

lihtsalt 1dbi defektse hingamisahela (Suomalainen ja Battersby, 2018).

1.6 Drosophila mudelsiisteemina

Drosophila melanogaster on molekulaarbioloogias ja geneetikas laialdaselt kasutatav
mitmekiilgne mudelorganism. Selle organismil on vorreldes teiste mudelorganismidega
mitmeid eeliseid: tal on suhteliselt lithike arengutsiikkel ning suur jirglaste arv. Drosophila’te
iilalpidamine on vordlemisi odav ning oma keskkonna suhtes on nad vihendudlikud. Lisaks,
pea sajandi jooksul, mil Drosophila’t on mudelorganismina kasutatud, on tema uurimiseks vilja
tootatud vdga suur hulk erinevaid geneetilisi tooriistu ja markereid. On leitud, et Drosophila
genoom on 60% ulatuses homoloogne inimese omaga ning 75%-1 geenidest, mis inimesel on

seotud mingi haigusega, on ka Drosophila’s homoloog (Prokop, 2013)..

Drosophila areng munast valmikuni vdtab optimaalsetes tingimustes (25°C, kiillaldaselt
toitaineid ja vett) aega 9-10 pdeva. Embriiogenees kestab nende tingimuste juures 24h, millele
jargneb kolm vastse staadiumit (L1, L2 ja L3), millest kaks esimest kestab iihe ning kolmas
kaks paeva. Kui kahe esimese vastse staadiumi jooksul liiguvad vastsed s66tmes ringi, siis L3
staadiumi vastsed ronivad sootmest vélja ning alustavad nukkumist, mille kdigus moodustub
kitiinkest ning hakkab toimuma metamorfoos. Nukustaadium kestab 4-5 pideva, kus

metamorfoosi kdigus 10hutakse vastse koed ning hakkavad moodustuma tdiskasvanud isendi
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kehaosad nagu silmad, tiivad ja jalad. Peale nukkust koorumist saavutavad emased 25°C juures
sugukiipsuse umbes 6-8 tunniga. Korra viljastunud emased on munemisvoimelised ka niddalaid
hiljem, ilma et peaksid isastega kokku puutuma, kuna suudavad oma kehas séilitada isaste
spermat. Munemisaktiivsust suudavad emased Drosophila’d reguleerida vastavalt toidu

olemasolule (Ashburner ef al.,2005; Prokop, 2013).

Drosophila suudab elada ka temperatuuri optimumist (25°C) madalamatel temperatuuridel,
kuid sellisel juhul on nende areng aeglasem. Néiteks 18°C juures votab arengutsiikkel aega
umbes 19 pdeva ning viljastumisvoime saavutavad emased alles kuskil 16 tunniga. Selline
kasvukeskkonna temperatuuridega manipuleerimine voimaldab laboratoorsetes tingimustes
vastavalt vajadusele kirbeste koorumisaega edasi liikata. Seda néhtust saab samuti rakendada
dsjakoorunud emaste kérbeste neitsiperioodi pikendamiseks, vOimaldades véltida nende
ristumist sama tiive isastega 16 tunni jooksul. Hoides emaste eraldamisintervalli alla 16 tunni,
saab neid tinu sellele hoida neitsitena kuni ristamiseni soovitud tiive isastega (Ashburner ef al.,

2005).

Drosophila’l on mudelorganismina hulk konkreetse fenotiilibiga markergeene, mis lihtsustavad
geneetilist ristamist. Uks tuntumaid selleks on Drosophila silmavirvi miirava geeni esinemine
kromosoomis. Naiteks, tavaliselt alustatakse uue tiive loomisel valgete silmadega Drosophila’st
(retsessiivne mutatsioon white geenis - w!/w!). Huvipakkuv geen eksisteerib tavaliselt aga koos
punast silmavérvi médrava markergeeniga (w'). Kui selline geenikasett on insertseerunud
kromosoomi, on vdimalik huvipakkuva geeni olemasolu jiargmistes pdlvkondades jilgida

punaste silmadega Drosophila’te olemasolul populatsioonis (Prokop, 2013).

Drosophila’te geneetilisel ristamisel on suureks probleemiks homoloogilise rekombinatsiooni
esinemine, mis voib lahku viia huvipakkuva ning markergeeni. Seda saab dra hoida niiteks nn
tasakaalustaja kromosoomide abil (ingl balancer chromosomes). See tdhendab, et iihel
homoloogilistest kromosoomidest on laiaulatuslikud geenijérjestuste inversioonid, mille tottu
homoloogiline rekombinatsioon toimuda ei saa. Selline kromosoom sisaldab fenotiiiibiliselt
ndhtavat dominantset markergeeni ning retsessiivset letaalselt geeni. Niikaua, kui integreeritud
transgeeni kandev kromosoom eksisteerib koos sama kromosoomi tasakaalustaja
kromosoomiga, ei ole karta geneetilise rekombinatsiooni poolt pdhjustatud markergeeni ja

transgeeni eraldumist (Prokop, 2013).
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1.6.1 GALA4-UAS ekspressioonisiisteem Drosophila’s

Transgeensete valkude ekspresseerimiseks on Drosophila’s laialdaselt kasutusel GAL4-UAS
siisteem, mida kirjeldasid Brand ja Perrimon oma 1993. aasta artiklis. See on kaheosaline
ekspressioonisiisteem, mis koosneb parmi transkriptsiooni aktivaatorvalgust GAL4-st ning
selle marklaudjarjestusest ehk UAS-st (ingl upstream activating sequenze). GAL4 kodeeriva
geeni ette on voOimalik paigutada erinevaid koespetsiifilisi promootoreid, voimaldades
huvipakkuvat geeni ekspresseerida kas iile kogu organismi vai ainult teatud kindlas koes. UAS
jarjestuse jarele pannakse huvipakkuv geen. Need kaks komponenti on iiksteisest eraldatud
paiknedes eraldi kérbeste tiivedes, kelle omavahelisel ristumisel satuvad eelpool nimetatud
komponendid kokku iihte organismi ning GAL4 saab seonduda vastavale UAS-jéarjestusele,
mille jirel ekspresseeritakse huvipakkuv geen. Selline siisteem vdimaldab kiill koespetsiifilist
geeniekspressiooni, kuid on limiteeritud endogeense promooteri ekspressioonimustriga.
Selleks, et geeniekspressiooniga oleks voimalik ka ajaliselt manipuleerida, on loodud
edasiarendus GAL4-UAS siisteemist — nn GeneSwitch (Osterwalder ef al., 2001). GeneSwitch
kujutab endast GAL4 transkriptsioonifaktorist ja progesterooni retseptorist koosnevat
kimaarset valku, mis lisaks DNA-ga seonduvale ning aktivatsiooni domeenile sisaldab ka
progesterooni retseptori ligandi siduvat domeeni. Ligandiks antud siisteemis on siinteetiline
steroid RU486 (mifepristoon, MP), mille olemasolul s66tmes aktiveeritakse huvipakkuva geeni
ekspressioon (Osterwalder et al., 2001; Scialo et al., 2015; Yamada et al., 2017), ning mille
ekspressiooni taset on voimalik kalibreerida MP kontsentratsiooniga s66tmes (Osterwalder et
al., 2001). Siisteemi kitsaskohana on niidatud, et osaline geeniekspressioon vdib osades
kudedes toimuda ka ilma MP juuresolekuta. Siisteemi nd ,lekkimine* soltub niiteks
ekspreseritavast geenist, kasutatavast GeneSwitch’ga liinist ning uuritava Drosophila tiive
geneetilisest taustast. Enamus juhtudel aga ei ole see statistiliselt piisavalt relevantne, et voiks
katsetulemusi mojutada (Scialo et al., 2016), mistdttu ei takista see enamasti selle siisteemi
kasutamist teaduses. Siiski tuleb iga uudse eksperimentaalse siisteemi korral selle vdoimalusega

arvestada ning vajadusel kontrollida seda efekti.
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1.7 Toogrupi eelnev t66 mtDNA stressi indutseerimisel

Enne minu magistriprojekti algust Priit Joersi to0rithmas oli antud toorithm vilja todtanud
uudse viisi indutseerida mtDNA stressi. See saavutati ldbi transgeense Drosophila
melanogaster’i tiive konstrueerimise. See kannab endas GAL4-UAS siisteemiga kontrollitavat
heterotrimeerse bakteriaalse endonukleaas I valgu koiki kolme subiihikut (HsdM, HsdS ja
HsdR). Antud subiihikutega on liidetud ka mitokondriaalne signaaljirjestus tsitraadi siintaasi
geenist (mtEcoBI). Tiilip I endonukleaaside toopdhimote seisneb selles, et pirast seondumist
kaheahelalise DNA-ga lédbi oma spetsiifilise seostumisjérjestuse, translokeerib see DNA ning
tekitab kaheahelalise katke juhuslikku kohta, mis v4ib olla tuhandete nukleotiidide kaugusel
nukleaasi algsest seostumiskohast. Seeldbi on antud nukleaas voimeline nii translokeerima kui
ka juhuslikult degradeerima oma substraadiks olevat DNA ahelat. Kuigi DNA fragmentatsioon
on juhuslik, 1dikavad tiiiip I endonukleaasid suurema tdendosusega siis, kui translokatsioon
peatub, nditeks tinu DNA sekundaarstruktuuri voi mone muu valk-DNA interaktsiooni mojul.
Selleks, et vélistada ainuiiksi valgu ekspressioonist tulenevaid sekundaarseid efekte, mis ei ole
seotud antud nukleaasi/translokaasi ensiimaatilise funktsiooniga, loodi lisaks tdiesti
funktsionaalsele tiivele (RMS, funk.) ka kaks punktmutatsioonidega isovormi. Nendeks on
kontrolltiivena kasutatav nii translokatsiooni- kui ka endonukleaas-defektne tiivi (R4MS,
endo/trans-; aminohappeline asendus: K477R) ning endonukleaasse defektiga tiivi (R2MS,
endo-; aminohappeline asendus: D298E). Selliselt indutseeritud mtDNA stress pdhjustas
funktsionaalset mtEcoBI ekspresseerivas tdiskasvanud kidrbses selget rasvade katabolismi
allikana eelistamist suhkrutele ja kiiret suremist, jittes samas hingamisahela intaktseks ja
ROS-de produktsiooni normaalseks. Samuti puudus igasugune negatiivne fenotiiiip endo/trans-
mutatsiooni kandval transgeensel tlivel, mis kinnitas mtDNA stressi spetsiifilist moju
metabolismile. Kiill aga oli endo- tiive fenotiilip paljuski sarnane ja kohati identne funk.
mtEcoBI tiivele, mis demonstreeris, et mitte ainult kaksikahelalised katked vaid ka muutused
mtDNA in Vivo konformatsioonis on  piisavad selliseks metabolismi
timberprogrammeerimiseks. Lisaks indutseeris mtEcoBI aromaatsete aminohapete tiirosiini ja
fentiiilalaniini kadu, mis omakorda pdhjustas kditumislikke ja fiisioloogilisi muutusi tinu
nendest aminohapetest siinteesitavate neurotransmitterite vahenenud kogusele (Yalgin ef al.,

parandamisel).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1 To6 eesmargid:

Kuna to6rihmas varem avastatud fenomeni, mille kohaselt mtDNA stress viib metaboolse
paindumatuse tekkeni, pohjus on jddnud ebaselgeks, oli selle magistritod laiemaks eesmargiks

antud mehhanismi uurimine.

Kéesoleva t06 tapsemateks eesmirkideks oli uurida:

1) kas varasemalt nédidatud fenotiiiibi, mille kohaselt suhkrute rakku joudmine on piiratud,

tekkimine on seotud suhkrute transpordiga membraantranspordi tasandil.

2) voimaliku regulaatorvalgu sarah efekti mtEcoBI poolt pohjustatud stressivastusele.

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Drosophila’te kiitlemine, ristamine ja tiived

Drosophila’te kasvatamiseks ja hoiustamiseks sootmel kasutati viaale vOi suuremaid
plastikkonteinereid ning hoiti neid 18°C vdi 25°C kapis. Drosophila’tega to6tamisel kasutati
nende uimastamiseks CO», kuid mitte kauem kui pool tundi, kuna liigsel CO> doosil on

elulemusele negatiivne moju.

Drosophila’te s60de sisaldas jargmisi komponente: agar (1%), parm (3,5%), maisijahu (1,5%),
sojajahu (1%), sahharoos (1,5%), gliikkoos (3%), suhkrusiirup (3%), propioonhape (0,5%),
nipagiin (0,1%). Agar, pirm, maisijahu ja sojajahu segati vees ning lasti seista umbes 15
minutit. Segu kuumutati keemiseni ning lisati sahharoos, gliikkoos ja suhkrusiirup. S6odet
keedeti veel 20 minutit ning siis jahutati magnetsegajal vihemalt 65°C-ni, pédrast mida lisati
sO0tmele antibakteriaalsed ja antifungsiitsed ained — propioonhape ja nipagiin. GeneSwitch’i
indutseerimiseks  lisati  vajadusel so0tmesse ka  steroidhormoon  mifepristooni
1dppkontsentratsiooniga 200 uM. S66tmed jaotati vastavalt vajadusele 35 ml, 4 ml ning 7.5 ml
kaupa konteineritesse ning lasti lahtiselt kuivada umbes 2 tundi, pdrast mida s66tmed korgiti

ning hoiustati 4°C juures, kus virskeid so6tmeid hoiti maksimaalselt 3 néddalat.

21



Drosophila’te ristamiseks ettevalmistamine ja ristamine:

Drosophila neitside (viljastamata emased) korjamisel selekteeritakse vélja mitteviljastunud
emased jargnevaks ristamiseks. Pudelit kooruvate kdrbestega hoiti 18°C kapis, kuna sellel
temperatuuril saavutavad nad viljastumisvéime umbes 16 tunniga. Neitsid korjati hommikul ja
ohtul selliselt, et korjamiste vahepeal oleks maksimaalselt 15 tundi. Kui intervall oli pikem,
selekteeriti vdlja ainult ebatiielikult pigmenteerunud emased. Peale nukust koorumist ei ole
dddikakérbsed 4-5 tunni jooksul tdielikult pigmenteerund ja seega voib kindel olla, et sellised
emased ei ole veel viljastumisvoimelised. Sellisel juhul saab emastel ja isastel vahet teha
esikdppade jargi, kus emastel kdrbestel puuduvad isastele iseloomulikud karvatutid. Neitseid
korjati senikaua, kuni neid oli ristamiseks piisav arv. Vahetult enne ristamist kontrolliti
veelkord nende sugu ning ka seda kas so6tme peal on méargata vastsete litkumist. Isaste kérbeste
vOi vastsete tuvastamisel viaalist elimineeriti seal olevad emased ning neid ristamisel ei

kasutatud.

Kérbeste ristamisel voeti isaseid ja emaseid suhtes 1:2, vastavalt 30 ja 60 pudeli kohta.
Ristuvaid kéarbseid hoiti tavalisel s66tmel kolm pieva 25°C juures, peale mida kanti need
uutesse pudelitesse voi elimineeriti. Koorunud kérbestest selekteeriti maksimaalselt 3 pdeva
jooksul vilja isased ning kanti MP s66tmele, mida iilepdeviti vahetati CO; kasutamata virskema
s00tme vastu. Vdhemalt 24 tundi enne ajapunkti korjamist jagati kirbsed 25-30 kaupa MP

viaalidesse.

To6s kasutatud Drosophila’te tiived on toodud tabelis 1 ning ristamised LISA-s.
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Tabel 1. To6s kasutatud Drosophila tiivede nimetused, kirjeldused ja genotiiilibid.

Tiive nimi

funk.
mtEcoBI

endo-

mtEcoBI

endo/trans-

mtEcoBI

tubGS

mhcGS

sraKD

UAS-Glutl

UAS-Sirt2

Tiive kirjeldus

UAS susteemi

kontrolli all.

UAS
kontrolli all.

susteemi

UAS siisteemi
kontrolli all.

indutseeritav
tubuliin
promootor
indutseeritav
lihaskoe-
spetsiifiline
GAL4
promootor.
kommertsiaalne
RNAi tivi sra

vastu

Glutl

ileekspressioon

Sirt2

iileekspressioon

Genotiiiip

1 .
y W

UAS/HsdM,UAS/HsdS . UAS/HsdR
UAS/HsdM, UAS/HsdS; > UAS/HsdR

1 .
y W
UAS/HsdM,UAS/HsdS
UAS/HsdM, UAS/HsdS;’

UAS/HsdR(D298E)
UAS/HsdR(D298E)

1 .
y W
UAS/HsdM,UAS/HsdS .
UAS/HsdM, UAS/HsdS; ’

UAS/HsdR(K477R)
UAS/HsdR(K477R)

tubGS
tubGS

y'w*;wgSp-1/CyO;

P{MhcSwitch.0} GSG314-

UAS - sarah RNAi
UAS - sarah RNAi

UAS - Glutl
UAS - Glutl

UAS - Sirt3
UAS - Sirt3

Allikas

meie

toorihm

meie

to0riihm

meie

tooriihm

Scott
Pletcheri
toOrihm
Bloomington
Stock
Center

#43641

VDRC
Stock
Centre,
VDRC 1ID:
107573
Linda
Partridge
toorithm
Usha
Acharya

toorihm

Modif.
Kkromosoom
II

kromosoom

II

kromosoom

III

kromosoom

III

kromosoom

III

kromosoom

II

kromosoom

II

kromosoom

III

kromosoom
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2.2.2 Siisivesikute mootmine

Siisivesikute - gliikoosi, gliikogeeni ning trehhaloosi mddtmiseks kasutati glilkoosi reagenti
(Glucose Assay Reagent, Sigma G3293), amiilogliikosidaasi (Sigma A1602) ning trehhalaasi
(Sigma T8778). Enstitimid amiilogliikosidaas ning trehhalaas lagundavad vastavalt gliikkogeeni
ning trehhaloosi gliikoosiks, mis fosforiileeritakse ATP ning ensiilimi heksokinaas abil gliikoos-
6-fosfaadiks (G6P), mis omakorda gliikoos-6-fosfaadi dehiidrogenaasi (G6P DH) abil 6-
fosfogliikonaadiks okstideeritakse. Reaktsiooni kdigus redutseeritakse NAD"™ NADH-ks, mida
spektrofotomeetriga moddetakse 340 nm juures ning mille kogus on proportsionaalne lahuses

oleva gliikoosiga.

Siisivesikute mootmiseks homogeniseeriti jadl 400 pul PBS-s (137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10
mM NaxHPO4, 2 mM KH2PO4) 10 isast kdrbest. Endogeensete ensiiiimide inaktiveerimiseks
inkubeeriti liisaate 5 minutit 70°C juures. Iga proovi kohta vdeti 4 uut katsutit ning lisati neisse
40 pl lisaati. Kahte katsutisse lisati juurde 6,7 ul PBS, kolmandasse 6,7 ul amiilogliikosidaasi
(1U/ml) ning neljandasse 1 pl trehhalaasi (1U/mg). Proove inkubeeriti 2 tundi 37°C juures.
Peale seda tsentrifuugiti homogenisaate 15 sekundit 10.000 x g juures. 96-mikrotiiterplaadile
kanti 100 pl gliikoosi reagenti ning sadet kaasa votmata lisati sinna 30 pl liisaati. Tausta
moodtmiseks lisati 100 ul PBS-le 30 pul homogenisaati, mida oldi eelnevalt PBS-ga toddeldud.
Korvale tehti ka standardkover, et kontrollida mdotmistulemuste paiknemist skaala lineaarses
piirkonnas. Plaati proovidega inkubeeriti 30 minutit 37°C juures, millele jargnevalt moddeti
OD 340 nm juures. Vaba gliikoos, gliitkogeen ja trehhhaloos arvutamiseks lahutati moodetud

tulemustest maha tausta tulemus.

2.2.3 Triatsiiiilgliitseriidide mootmine

Triatsiitilgliitseridide (TAG-ide) mddtmiseks kasutati trigliitseriidide reagenti (7riglyceride
Reagent, Sigma, T2449) ja vaba gliitserooli reagenti (Free Glycerol Reagent, Sigma, F6428).
Trigliitseriidide reagent sisaldab lipaasi, mis hiidroliilisib TAG-e vabadeks rasvhapeteks ning
gliitserooliks. Vaba gliitserooli reagent muudab lahuses oleva gliitserooli vérvaineks, mille
neelduvust on vdimalik spektrofotomeetriga mdota ning selle intensiisvsus on vordne algse
TAG-ide kontsentratsiooniga lahuses. Reaktsioonis vaba gliitserooli reagendiga
fosforiileeritakse gliitserool ATP toimel gliitserool-1-fosfaadiks (G1P) gliitserooli kinaasi (GK)
poolt  kataliilisitavas  reaktsioonis. = G1P  oksiideeritakse  reaktsioonis  gliitserool
fosfaatoksiidaasiga (GPO) dihiidrokstiatsetoon fosfaadiks (DAP) ning vesinikperoksiidiks
(H203). Viimane reageerib peroksiidaasi (POD) toimel vaba gliitserooli reagendi lahuses oleva
4-aminoantipiiriiini (4-AAP) ja naatrium N-etiilil-N-(3-sulfopropiiiil) anisidiiniga (ESPA),
mille tagajérjel tekib vesi ning vérvaine kvinoneimiini, mille neeldumismaksimum on 540 nm

juures.
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TAG-1de modtmiseks homogeniseeriti 20 isasest kédrbsest 800 pul PBS-Tween’is (0,1%) ning
endogeensete lipaaside inaktiveerimiseks inkubeeriti liisaate 5 minutit 70°C juures. Peale seda
voeti iga proovi kohta kolm uut katsutit, milledesse pandi 20 pul kuumtdddeldud liisaati. Kahte
nendest lisati juurde 20 ul PBS-i ning kolmandasse 20 pl trigliitseriidide reagenti (250 U/ml).
Saadud proove inkubeeriti 30 minutit 37°C juures. Homogenaate tsentrifuugiti 15 sekundi
jooksul 10.000 x g juures. TAG-ide mddtmiseks kanti 96-mikrotiiterplaadile 100 pl vaba
gliitserooli reagenti, millele lisati 30 pul homogenaati, sadet kaasa votmata. Kdrvale tehti ka
standardkdver, et kontrollida modtmistulemuste paiknemist skaala lineaarses piirkonnas.
Proove inkubeeriti 5 minutit 37°C juures, peale mida mdddeti OD 540 nm juures. TAG-ide

taseme arvutamiseks lahutati vaba gliitserooli tase totaalsest gliitserooli kogusest.

2.2.4 Toitumise aktiivsuse mo6tmine

Toitumisaktiivsuse modtmiseks pandi isased kdrbsed CO; kasutamata 1,5 tunniks 1% brilliant
sinist (Blue FCF) sisaldavale so6tmele. Peale mida korjati isased kérbsed 25 kaupa katsutitesse.
Kirbsed homogeniseeriti jadl 800 ul PBS-s. Koetiikid sadestati tsentrifuugimisega 10 minutit
4°Cja 10.000 x g juures. Katsutitest voeti vélja 700 ul proovi ning tsentrifuugiti nagu eelnevalt.
96-mikrotiiterplaadile kanti 200 pl proovi, véltides lipiides kihi iilekandumist, kuna see héirib
neeldumise modtmist. Standardkover tehti Blue FCF-ga, lahjendustega konsentratsioonis

0,5ug/ml — 50 pg/ml. Spektrofotomeetriga moddeti virvaine neelduvust 650 nm juures.

2.2.5 ATP moo6tmine

ATP mootmiseks kasutati Invitrogen ATP determinatsiooni komplekti (A22066). See pdhineb
jaanimardikast (Lampyris noctiluca) parit rekombinantse lutsiferaasi voimel 14bi viia ATP ning
D-lutsiferiini vahelist reaktsiooni. Lutsiferaas kataliilisib ATP, hapniku ning oma substraadi D-
lutsiferiini  vahelist reaktsiooni Mg>* ioonide juuresolekul, mille tulemusena tekib
oksiilutsiferiin, AMP, pilirofosfaat, CO, ning valgus, mille intensiivsust luminomeetriga

dektekteeritakse.

ATP moodtmiseks homogeniseeriti 300 pul ATP ekstraktsiooni puhvri (6M guanidiin-HCI;
100mM Tris-HCl pH=7.8; 4mM EDTA pH=8) lisamisega 10 isast kirbest, mis seejérel vedelas
lammastikus korraks 14bi kiilmutati. ATP-aaside inaktiveerimiseks pandi katsutid 5 minutiks
100°C juurde keema. Seejdrel pandi proovid 10 minutiks 4°C ja 10.000 x g juurde
tsentrifuugima. Katsutitest voeti vilja 200 pl liisaati ning tsentrifuugiti uuesti nii nagu eelnevalt.

ATP ekstraktsiooni puhvriga tehti liisaatidest 12,5x lahjendused. 5 pl lahjendatud liisaati kanti
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libipaistmatule (Greiner Bio-One™, 655207) mikrotiiterplaadile, millele oli eelnevalt lisatud
100 ul ATP reaktsiooni segu (MQ H>0O, 20x reaktsiooni puhver, 0,1M DTT (ditiotreitool), 10
mM lutsiferiin, lutsiferaas 2,5 pul/10ml). ATP standardkdvera saamiseks kasutati ATP
konsentratsioone vahemikus 0-1000nM, millest igaiihte lisati samuti 5 pl. ATP moddeti

luminomeetriga 28°C juures 30 minutit, {iks modtmine iga kahe minuti tagant.

2.2.6 Elulemuse katsed

Drosophila elulemuse katsete jaoks korjati iga tiive kohta kolme erinevasse viaali 20 kérbest,
mitte rohkem kui 72 tundi peale koorumist. Esimesed kaks niddalat pandi kérbsed iilepéeviti
CO> kasutamata uutesse virske sootmega viaalidesse, edaspidi esmaspdeval-kolmapieval-
reedel. Iga pdev vaadeldi sdodet ning loeti kokku surnud kdrbsed. S66tme vahetamise péeval
loeti surnuks koik, kes vana s66tme kiilge kinni olid jadnud, ka siis kui oli mérgata nende

litkumist. Katse kestis, kuni viimane kérbes oli surnuks tunnistatud.

2.2.7 SDH mo66tmine

Suktsinaadi dehiidrogenaasi modtmiseks kasutati APExBIO kolorimeetrilisel meetodil
pohinevat katsesiisteemi (Kataloogi N° K2210). Suktsinaadi dehiidrogenaas on hingamisahela
IT kompleks, ensiiiim, mis oksiideerib suktsinaati fumaraadiks ja kannab elektronid
ubikvinoonile. Katses kantakse elektronid kunstlikule elektronaktseptorile (SDH Probe), mis

redutseerimine muudab sinise virvaine varvituks.

SDH mootmiseks homogeniseeriti jadl 10 isast kdrbest 100 ul katse puhvris ning lasti jail 10
minutit inkubeeruda. Proove tsentrifuugiti 5 minutit 10.000 x g juures ning saadud supernatant
pandi uude katsutisse. SDH mddtmiseks kanti 96-mikrotiiterplaadile kdigepealt 40 pl katse
puhvris, millele lisati 10 pl liisaati ning 16puks ka 50 pl reaktsiooni puhvrit, mis koheselt ka
sama pipetiotsikuga dra segati. SDH aktiivsust moddeti spektrofotomeetriga 600 nm ja 25°C
juures tunni aja jooksul. Ensiitimi kineetika hindamiseks kasutati lineaarse faasi tulemusi 5-6

minuti jooksul.

2.2.8 Western proovide ettevalmistamine ja blotting

Westerni proovide ettevalmistamiseks koguti 30 isast kirbest katsutisse ning homogeniseeriti
300 pl homogenisatsiooni puhvri lisamisega (1,5% Trition X-100; Complete Mini EDTA-vaba
proteaasi inhibiitor — 1 tbl/10 ml; PhoSTOP fosfataasi inhibiitor — 1 tbl/10ml; PBS). Liisaate
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inkubeeriti 15 minutit jéél, tsentrifuugiti 13.000 x g ja 4°C juures 15 minuti. Liisaat pandi uude
katsutisse ning mdddeti valgu kogus Bradfordi meetodil. Liisaate hoiustati -80°C juures, kuniks
nende analiiisimiseni. Enne Westerni tegema hakkamist segati liisaadid ldbi 2xSDS
laadimispuhvriga (50mM Tris-HCI pH=6.8; 0,01% vérvaine Serva Blue G; 4% SDS; 12%
gliitserool, 0,1M DTT) ning pandi 5 minutiks 95°C juurde inkubeerima.

Westerni tegemiseks kasutati Bio-Rad AnyKD (Criterion™ TXG™ Precast Gels) eelvalatud
gradientgeeli. Geelilt kanti valgud nitrotselluloosmembraanile (GE Healthcare AmershamTM
ProtranTM 0,45 pm) (wet transfer). Membraanid blokeeriti 5% BSA lahusega ning pesti
IxTBS-Tween (0,1%) (137mM NaCl; 2,7mM KCI; 25mM Tris + 0,1% Tween ) lahusega.
Valgud visualiseeriti ECL (kemoluminestsents) signaaliga (Bio-Rad Clarity™ Western ECL
Substrate) ning pilt tehti Bio-Rad (Molecular Imager ChemiDoC™ XRS+) masinaga. Westerni
signaal kvantifitseeriti lildise valgukoguse vastu. Selleks vérviti membraani 15 minutit Ponceau
S vérvilahusega (0,1% Ponceau S virv, 5% etaanhape) ning pildistati sama masinaga nagu

ennemgi. Kvantifitseerimist teostati Image Lab programmiga.

2.2.9 Bradford

Drosophila’te metaboliitide, enslilimiaktiivsuse ja ATP modtmisel normaliseeriti tulemused
tildise valgukoguse vastu. Selleks kasutati lihtsat ja kiiret Bradfordi meetotit. Meetod pohineb
varvaine Coomassie Brilliant Blue G-250 seondumisel aromaatsete ja aluseliste aminohappe
jadkidega, moodustades sinise vérvuse. Selleks lisati 200 ul Bradfordi reagendile soltuvalt
katsest kas 1, 2 voi pl liisaati. Kaliiberkdvera jaoks kasutati veise seerumi albumiini (BSA)
lahuseid kontsentratsioonis 0 mg/ml kuni 2 mg/ml, mida Bradfordi reagendile lisati 2 pl.

Neelduvust mdddeti 595 nm juures.

2.2.10 Drosophila mtDNA eraldamine

Drosophila mitokondriaalse DNA eraldamiseks homogeniseeriti jddl Dounce homogenisaatoris
1sased kdrbsed, kasutades homogenisatsiooni puhvrit (225 mM mannitool, 75mM sahharoos,
10mM Tris-HCI pH=7,6; 1mM EDTA; 0,1% BSA). Homogenaati fuugiti 3 korda 1000 x g ja
4°C juures 1 minut, et saada lahti laibatiikkidest. Mitokondrite kitte saamiseks fuugiti
supernatanti 9000 x g ja 4°C juures 10 minutit. Sadet pesti 20 ml homogenisatsiooni puhvriga
ning fuugiti uuesti nagu eelmine kord. Mitokondritega sade resuspendeeriti 1 ml DNA
ekstraktsiooni puhvriga (25 mM EDTA pH=8.0; 75 mM NaCl), lisati juurde 0,2V 10% SDS ja
200 pg proteinaas K ning inkubeeriti toatemperatuuril 1 tund. mtDNA ekstraheeriti 2V fenool-
kloroform-isoamtiiilalkoholi (25:24:1) kasutades. mtDNA sadesdati 0,2V 10M ammoonium
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atsetaadi ja 2V etanooliga iile66 -20°C juures. mtDNA fuugiti pohja 16 000 x g ja 4°C juures
20 minutit, pesti seejirel 70% etanooliga. mtDNA vdeti iiles 150 pl TE puhvris (100mM Tris-
Cl pH=7,4; 10 mM EDTA pH=8.0).

2.2.11 Geelelektroforees ja Southern blot

Southern bloti ldbiviimiseks kanti 0,5%-lisele TBE-ga (89 mM Tris-boraat, 2 mM EDTA)
agaroosgeelile 1 pg lineariseerimata DNA-d ning Ndel (4U/pug) ja Bsrgl-ga (1 ul/pg)
lineariseeritud proovid. Geeli jooksutati 20 tundi (1,7V/cm). Geeli inkubeeriti 20 minutit TBE
puhvris etiidiumbromiidiga (1 pg/ul) ning pesti siis veel 20 minutit TBE puhvris. Edasi pesti
geeli 4x20 minutit, vastavalt depurinisatsiooni (0,25 M HCI), 2x denaturatsiooni (0,5M NaOH;
1,5M NaCl) ja neutralisatsiooni puhvris (2M NaCl; 1M Tris; pH=7,4). Southern blottimisel
kanti DNA geelilt nailonmembraanile iiledd. Membraan pandi 6x SSC (3M NaCl; 0,3M
trinaatriumtsitraat) puhvrisse ning DNA ristseostati UV-ga membraani kiilge, parast mida pandi
membraan 6x SSC puhvrisse tagasi, kuni hiibridiseerimiseni. Membraan eel-hiibridiseeriti
hiibridisatsiooni puhvris (1 mM EDTA; 7% SDS; 250 mM naatriumfosfaat puhver) 1h 55°C,
ning siis hiibridiseeriti sama puhvriga 55°C juures liled6 radioaktiivselt mérgistatud mtDNA-
spetsiifilise prooviga. Radioaktiivne proov genereeriti PCR-ga, kasutades oligoneukleotiide
Dm12075F ja Dml12584R ning P32 isotoobiga mairgistatud dCTP nukelotiide. Pérast
hiibridisatsiooni pesti membraani 20 minutit 5x SSC, 0,1% SDS puhvri ja 20 minutit 1x SSC,
0,1% SDS puhvriga. Tulemused visualiseeriti Phosphoimageri ekraanil Amersham Typhoon

instrumendiga.

2.2.12 Andmete statistline analiiiis

Esitatud andmed on vidhemalt kolme erineva bioloogilise korduskatse keskmised.
Kahesuunalise Student’i t-testi p-védrtused arvutati programmiga GraphPad, Welchi

korrektsiooni kasutati juhul kui f-testi p-véartus oli alla 0,05.

2.2.13 Metaboloomika ja RNA sekveneerimine

Mblemad laiaulatuslikud analiiiisid viidi 1dbi teenusena selleks tooks spetsialiseerunud laborite
poolt. Meie to6grupi poolt saadetud materjal analiitisiti Helsingi iilikooli sekveneerimise ja
transkriptoomika tuumiklaborisse, kus teostati ka andmete esmane andmeanaliiiis.
Metaboloomika (nii proovide to6tlemine, andmete kogumine ja esmane analiiiis) teostati

Human Metabolome Technologies, Inc. Poolt.
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2.3 Tulemused ja arutelu

2.3.1 ATP viheneb nii lihaskoe kui ka iildise ekspressiooni korral, kuid ei korreleeru
toitumisaktiivsusega.

Selleks, et teha kindlaks, kas metaboolse jiikuse teke on seotud toitainete omastamise defektiga
lihaskoes voi ei, mdotsin nii lihaskoe spetsiifilise promotoori (mhcGS) kui ka koiki kudesid
holmava promootori (tubGS) kontrolli all olevate mtEcoBI isovorme kandvates tiivedes
ATP-d. Seda modtsin tubGS>mtEcoBI puhul 0 pdeval, kus Drosophila’id ei indutseeritud,
teisel, kuuendal ning kiimnendal péeval (joonis 1A). mhcGS>mtEcoBI ATP tasemed modtsin
nii 6-ndal kui ka 9-ndal péaeval (joonis 1B), millest viimane ajapunkt oli eluea suhtes analoogne
tubGS>mtEcoBI tiivede 10 pdevaga. Tulemustest on ndha ATP taseme langust mdlema
ekspressioonisiisteemi puhul vdhemalt alates 6-ndast paevast, mis piisib sisuliselt muutumatuna
kuni letaalsuse tekkeni. Monevorra vidiksem langus endo- tiives peegeldab ka vihem tugevat
metaboolse jdikuse teket antud tiives (Yalgin et al., parandamisel). Siin tuleb rohutada, et kuigi
ekspressioon oli mhcGS puhul piiratud lihaskoega, kasutati analiiiisiks terveid kérbseid,
mistottu vihemalt mhcGS>mtEcoBI tiivedes oli ATP vdhenemine lihaskoes kindlasti suurem
kui kogu keha homogenaadis. I[lma induktsioonita (pdev 0) ning varajases ajapunktis (pdev 2)
(joonis 1A) modtsin ATP-d tubGS>mtEcoBI Drosophila’tel, nditamaks, et meie to6riihmas
vilja tootaud mtEcoBI silisteemi puhul ei toimu osalist geeniekspressiooni ilma MP
juuresolekuta, mida GAL4-UAS puhul on selle siisteemi kitsaskohana varasemalt ka nédidatud
(Scialo et al., 2016). Samuti modtsin ATP-d rubGS>mtEcoBI-s ka teisel pdeval (joonis 1A),
mille puhul ei olnud ATP taseme langust endo/trans- ja funk. tiive puhul mirgata, mis tdhendab,

et mtEcoBI geeniekspressioon hakkab oma moju avaldama hiljem kui kahe pédeva parast.

Varem on meie todrithmas ndidatud, et funktsionaalses tiives on tfubGS>mtEcoBI
Drosophila’tel toitumisaktiivsus langenud vdrreldes kontrolltiivega (Yalgin et al,
parandamisel). See efekt on tingitud aminohappe tiirosiin vihenemisest, mis on prekursoriks
neurotransmitter dopamiinile, millest silinteesitakse L-DOPA-t ning mis kontrollib
Drosophila’te toitumiskditumist. Vastupidiselt tubGS>mtEcoBI oli toitumisaktiivsus lihaskoe
spetsiifilise promootori kontrolli all hoopis tdusnud (joonis 2), mis viitab lipiidide vdhenemise
tulemusena signaliseeritud néljastressile. See tulemus nditab seda, et tiheldatud toitainete
omastamise defekt lihaskoe-spetsiifilise ekspressiooni korral ei saa olla tingitud héiretest
Drosophila lihasmotoorikas. Nimelt on Drosophila toitumiskéitumine otseses seoses lihaskoe
aktiivsusega, kuna toidu omastamiseks on vajalik huule viljasirutumine. Héirete korral lihaste

to0s pohjustaks see koheselt takistust toitumises ning vastavalt ka omastatava toidu hulga
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viahenemist. Seetdttu voib viita, et katabolismi allika valiku pdhjus ei ole seotud iildise toidu
omastamise defektist tingitud néljaseisundiga ja on pigem pohjustatud defektitest katabolismi
tasemel. Lisaks sellele néitab toitumisaktiivsuse kasv ka seda, et dopamiiniga seostatud efektid
on spetsiifilised narvisilisteemile, kus toimub ka enamiku neurotransmitterite siintees. ATP
langust on tihti seostatud hdiretega OXPHOS protsessiga, mille tottu suureneb ROS-ide
produktsioon. Meie toorithmas vélja todtatud siisteemi puhul on aga OXPHOS protsessiga koik
korras ja ROS-ide iileproduktsiooni ei toimu (Yalgin et al., parandamisel). Seetdttu on meie
eelistatud seletus ainsa kasutatava siisinikuallika ehk lipiidide tagavara jérk-jarguline
vihenemine, mille tulemusena elektronide voog piki hingamisahelat ja sellest soltuva ATP
stintees pidurdub. See kas ATP langus on otsene pohjus varajaseks suremiseks voi on pigem
tingitud sekundaarse ndhtusena metabolismi timberprogrammeerumisest, on antud kontekstis

veel vara Oelda.
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Joonis 1. tubGS>mtEcoBI (A) ja mhcGS>mtEcoBI (B) ATP tasemed. Joonisel on kujutatud
ATP tasemed tubGS>mtEcoBI tiivedes pédeval 0, 6-ndal ja 10-ndal pédeval (A) ning
mhcGS>mtEcoBI tiivedes 6-ndal ja 9-ndal pdeval (B). p<0,05(*), p<0,01(**), p<0,001(***),
ns — (not significant) — statistiliselt mitte oluline tulemus.
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mhcGS>mtEcoBI toitumine, 6. pdev
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Joonis 2. mhcGS>mtEcoBI toitumisaktiivsus 6-ndal paeval. p<0,01(**), ns — (not significant)
— statistiliselt mitte oluline tulemus.

2.3.2 Metformiin pikendab rubGS>mtEcoBI tiivede eluiga, kuid GlutI iileekspressioon
siisivesikute tarbimise ei paranda.

Metformiin on biguaniidne iihend, mida on edukalt kasutatud nii diabeedi ravimina kui ka
erinevates uurimustes hiire ja Drosophila mudelite peal (Kita et al., 2012; Niccoli ef al., 2016).
Peamiselt peetakse metformiini efektiks gliikkoneogeneesi vdhendamist ning AMPK
aktivatsiooni kaudu kudede vdimet gliikkoosi 1dbi GLUT4 aktivatsiooni paremini omastada
(Zhou et al, 2001) Metformiini mdju vaatlesin tubGS>mtEcoBI tiives MP sdd6tmel
kontsentratsioonidega 5 mM ja 20 mM ning kontrollina oli kdrval ka ilma metformiinita,
tavalisel MP s66tmel olev tiivi (joonis 3). Joonisel on niha, et kontsentratsioonil 5 mM pikeneb
keskmine eluiga funk. tiivel neli pdeva ning 20 mM juures umbes kaheksa pieva kui seda ilma
metformiini lisamiseta. Siinkohal tuleb mainida, et tegu pole nende maksimaalse elueaga, vaid

keskmisega, mida saab tildistada kdikide antud tiivede populatsioonide kohta.

Selleks, et kontrollida suhkrute omastamisest tulenevat efekti membraantranspordi tasandil
ristasin fubGS>mtEcoBI tiivedesse UAS kontrolli all olev Glutl iileekspressiooni kasseti
(LISA-s). Glutl on gliikoosi transporter, mis sdltumata insuliini signaliseerimisest vastutab
basaalse gliikkoosi transpordi eest rakku (Mueckler ja Thorens, 2013). Glutl iileekspressiooni
tiives vaatlesin elumust (joonis 4) ning samuti modtsin TAG-ide kasutamist (joonis 5).
Tulemustest joonisel 4 on ndha, et Glutl iileekspressiooni korral ei olnud paranenud eluiga
endo- ja funktsionaalses tiives. Kuna Glut! iileekspressiooni korral vOiks teoreetiliselt eeldada,
et kui suhkrute transport rakku on paranenud, vdiks see omada efekti mtEcoBI poolt tekitatud
fenotiiiibile ja seega voiks rasvavarude vihenemine olla védiksem ja/vdi aeglasem. Piistitatud
hiipotees aga paika ei pidanud, kuna nagu jooniselt 5 ndha voib, on Glutl iileekspressiooni tiives
TAG-ide tase funktsionaalses tiives langenud pea 20%-ni, mis on analoogne meie todriihmas

varem ndidatud andmetele tubGS>mtEcoBI tiives (Yalgin ef al., 4A). Samas ei ole meil
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lisakatsete puudumisel siiski kindlust kas Glutl iileekspressioon on piisav kompenseerimaks
defektset suhkrute transporti. Seega eksisteerib voimalus, et erinevused metformiini ja Glutl
iileekspressiooni katsete tulemuste vahel on tingitud vaid kompensatsiooni erinevatest

doosidest.

Naéiteks vaib pohjus, miks metformiin pééstis elulemust, kuid Glut! iileekspressioon mitte, olla
seotud sellega, et katabolismidefekt on ilmselgelt lihaskoespetsiifilisne. mhcGS-1 poolt
suunatud  ekspressioon  pdhjustas  selles  aspektis identse  fenotiiibi = ubGS
ekspressioonimustriga. See viitab sellele, et ka tubGS kontekstis on peamine ATP viahenemise
allikaks defekt lihaskoes. Kuna metformiin suurendab gliikoosi transporti Glut4-soltuvalt ja
antud transporter on eriti oluline suhkrute transpordil lihaskoes (Mueckler ja Thorens, 2013),
el pruugi basaalse transpordi suurenemisest antud kontekstis Glutl kaudu lihtsalt piisata. Igal
juhul toetavad nii ATP kui ka metformiini andmed katabolismi defekti seotust just nimelt
lihaskoega. Kuna gliikoosi transpordi hdired selles koes on peamine tiitip II diabeedi patoloogia
tunnuseid (Carlvalho et al., 2005) nditavad minu katsed iiheselt mtDNA stressi voimalikku
keskset rolli antud patoloogia viljakujunemisel. Siiski ei saa see efekt olla ainus pdhjus, mis
seletaks kogu keerukat metabolismi iimberprogrammeerumist (Yalgin ef al., parandamisel).
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Joonis 3. fubGS>mtEcoBlI metformiiniga sootmel olnud isaste Drosophila’te suremus.
Metformiiniga so0tmel olnud isaste kérbeste suremus kontsentratsioonide 0 mM, SmM ja
20mM juures. Joonisel on vélja toodud iga tlive kohta eraldi graafik.
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Joonis 4. tubGS>mtEcoBI, Glutl iileekspressiooni tiive suremus.
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Joonis 5. tubGS>mtEcoBI, Glutl TAG-ide tase 8-ndal paeval. p<0,01(**), p<0,0001(***%*),

2.3.3 Sarah geeni knock-down ei méjuta mtDNA topoloogiat ega ATP langust, kuid
sureb keskmiselt 2 pideva varem.

Transkriptoomika analiitis rubGS>mtEcoBI tiivedes nditas, et vorreldes kontrolltiivega on
oluliselt tdusnud iihe kindla geeni ekspressioon (Tabel 2). Konealuseks kdrgelt ekspresseerunud
geeniks on sarah, mille homoloog inimeses on DSCR1 (Down syndrome critical region 1).
Sarah/DSCRI {ileekspressiooni on seostatud nii Downi siindroomiga, kus ta on oluliselt mééral
iileekspresseeritud kui ka Alzheimer-i tovega (Fuentes et al., 2000; Ermak et al.,, 2001). Oma
funktsioonilt on sarah kaltsipressiin, mis inhibeerib Ca?" ja kalmoduliin sdltuvat seriin/treoniin
tiiipi valkude fosfataas kaltsineuriini. On ndidatud sarah valgu lokaliseerumist lisaks tuumale
ja tsiitoplasmale ka mitokondrisse ning tema olulist rolli mitokondri funktsiooni ja mtDNA
taseme sdilitamisel (Chang ja Min, 2005). Selleks, et vilja selgitada sarah roll metabolismis
ristasin sarah RNA1i ekspresseeriva kasseti kokku rubGS>mtEcoBI tiivedega (edaspidi sraKD).

Sarnaselt rubGS>mtEcoBI tiivedele (Yalgin et al., parandamisel) toimub ka funk. ja endo-
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sraKD tiivede puhul ATP langus (joonis 6) ja kiire suremine (joonis 7). sraKD ei pohjusta aga
veelgi suuremat ATP langust, kui seda tubGS>mtEcoBI-s, millest jéreldub, et sarah osaleb

muudes funktsioonides, kui seda on ATP taseme reguleerimine.

Kuna ATP vidhenemine ei pruugi olla suremise pohjus, uurisime kas sraKD mdjutab néiteks
mtDNA topoloogiat mtEcoBI kontekstis. Nagu tooriihma andmetest nédha voib, on mtEcoBI
poolt pdhjustatud mtDNA struktuuri degradatsioon piisavalt minimaalne, et mitte mdjutada
hingamisahelat (Yalgin et al., parandamisel). Kuna sra iileekspressioon on vastus mtEcoBI
poolt indutseeritud mtDNA stressile, on voimalik sarah mtDNA-d kaitsev efekt, mis limiteerib
mtEcoBI moju mtDNA-le. Sellisel juhul oleks sraKD korral mérgatav tugevam efekt mtDNA
struktuurile ja topoloogiale. Selle kontrolliks vaatasin sraKD moju mtDNA topoloogiale 14bi
Southern blot analiiiisi (joonis 8). MtDNA analiiiisimiseks kasutasin nii 16ikamata mtDNA-d
kui ka restriktsiooniensiiiimide Bsrgl ja Ndel-ga 16igatud mtDNA-d. MtDNA fragmenteeritus
oli mojutatud vaid funktsionaalses tiives, eriti mTTF/mTERF5-1 seondumissaitidel, kuhu
mtEcoBI suurema osa oma Idigetest teeb tdnu eelpool mainitud suurenenud aktiivsusele kohates
translokatsioonil valk-DNA interaktsioone. Joonisel on nooltega nédidatud osad mtEcoBI poolt
pohjustatud tugevamad 1dikekohad, mis korreleeruvad mTTF/mTERFS5 seostumiskohtadega.
Samas on iildine mtDNA fragmenteeritus analoogselt tubGS>mtEcoBI tiivedega limiteeritud
(Yalgin et al., joonis 2B), mistdttu saab viita, et sraKD ei pdhjusta mtDNA oluliselt suuremat

fragmenteerumist rubGS>mtEcoBI kontekstis.

Tabel 2. Transkriptoomika andmed sarah geeni kohta.

Ekspressiooni Standardviga Wald testi p-vairtus

erinevus kordades

R4 vs. R 20,25 0.28 3.25%104

R4 vs. R2 11 0.27 6.63*107%
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Joonis 6. sraKD ATP tasemed. Joonisel on kujutatud sraKD ATP tasemed 6-ndal ja 8-ndal
péaeval. p<0,05(*), p<0,01(**), p<0,0001(****).
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Joonis 7. sraKD tiive suremus.
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Joonis 8. mtDNA topoloogia mtEcoBI sraKD tiives. Joonisel on kujutatud Southern
blottimisel saadud tulemust sraKD mtDNA kohta viiendal pdeval. Vilja on toodud 16ikamata
mtDNA ning Bsrgl ja Ndel restriktsiooniensiiiimidega lineariseeritud mtDNA. Punased nooled
téahistavad 10ikamist mTTF/mTERFS5 seostumissaitidelt. Nurksulg hdlmab iiht mtEcoBI poolt
tekitatatavat degradatsiooniproduktide grupeeringut. R4: endo/trans-, R2: endo-, R: funk.

2.3.4 sarah KD blokeerib TAG-de tarbimise mtEcoBI kontekstis.

Selleks, et ndha kuidas sarah iileekspressioon mojutab rasvade tarbimist mooddeti knock-down
tiives slisivesikute ning TAG-ide kasutamist. Sarnaselt tubGS>mtEcoBI ei ole ka sraKD tiives
margata siisivesikute varude vihenemist (joonis 9). Kuna gliikogeen on lisaks TAG-idele teine
Drosophila rasvkehas hoitav varuaine (Arrese ja Soulages, 2010), on just selle mittekasutamine
kinnitus siisivesikute kasutamise blokeerimisest. Gliikoosi osaline vihenemine 6-ndal ja 8-ndal
ning trehhaloosi vihenemine 8-ndal péeval voib viidata osalisele intratsellulaarsele siisivesikute
varude kasutamisele, kuna tervete kdrbeste analiilisimisel segunevad nende homogeniseerimisel
rakusisesed ja -vilised suhkrud. Gliikogeeni, mida rasvkehas hoitakse peaks aga enne selle
kasutamist lagundama ja transportima gliikoosi kasutatavate kudede rakkudesse. Selline

tulemus, kus gliikkogeeni pole kasutatud, viitab sellele, et endiselt esineb probleem siisivesikute
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kasutamisel, mis on tdendoliselt seotud just rakku transportimisega, nagu oleme seda
kirjeldanud mtEcoBI puhul ilma sraKD-ta. Kuid vastupidiselt iubGS>mtEcoBI-le, ei ole sarah

knock-down tiives toimunud TAG-ide kasutamist (joonis 10).

Nagu ka rubGS>mtEcoBI puhul, oli toitumisaktiivsus enne suremise algust vihenenud (joonis
11). Kuna toitumisaktiivsuse langus oli seotud aromaatsete aminohapetest toodetavate
neurotransmitterite vdhenemisega viitab see sraKD efekti spetsiifilisusele TAG-ide
katabolismil. See aga rohutab TAG-ide organismisisese tarbimise inhibitsiooni efektiivsust,
kuna isegi langenud toitumise korral ei utiliseerita rasvavarusi isegi mitte piiratud ulatuses,

nagu muidu néljatingimustes toimub.

6. péev 8. piev
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0.4 0.8 T -|-
0.21 0.4
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vaba glikoos glikogeen trehhaloos vaba glikoos gliikogeen trehhaloos
W endo/trans- M endo- funk. B endo/trans- M endo- funk.

Joonis 9. sraKD siisivesikute tasemed. Joonisel on kujutatud sraKD siisivesikute: vaba
gliikoosi, gliikogeeni ning trehhaloos tasemeid, 6-ndal ja 8-ndal paeval. p<0,05(*), p<0,01(**),
p<0,001(***), ns — (not significant) — statistiliselt mitte oluline tulemus.

sraKD, TAG, 8. pdev

a.u.
=)

0.5

0.0~
endo/trans- endo- funk.

Joonis 10. s7aKD TAG-ide tase 8-ndal pdeval. p<0,01(**), n.s. — (not significant) -
statistiliselt mitte oluline tulemus.
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Joonis 11. sraKD toitumisaktiivsus. Joonisel on néidatud sraKD toitumisaktiivsust 6-ndal
pdeval 8-ndal pédeval. p<0,01(**), p<0,001(***), ns — (not significant) — statistiliselt mitte
oluline tulemus.

2.3.5 TAG-ide tarbimise inhibitsiooniga kaasneb hargnenud ahelaga aminohapete
(BCAA-de) katabolismi defekt.

Kuna sraKD mojutab TAG-ide tarbimist, tekkis kiisimus, kas probleem vdiks olla pohjustatud
inhibeeritud elektronide sisenemisel hingamisahelasse 1dbi kompleks II ehk SDH-i. Antud
kompleksi kaudu sisenevad hingamisahelasse elektronid FADH»-It, mis on lipiidide
katabolismil redutseeritav elektronide kandja. Selle kontrolliks mddtsin SDH aktiivsust 8-ndal
pédeval (joonis 12). Kuna 8-ndaks péevaks ei olnud antud kompleksi aktiivsuses muutusi vin

jareldada, et hingamisahela see osa toGtab normaalselt.

Ootuspéraselt nditasid metaboloomika andmed, et vorreldes rubGS>mtEcoBI-ga, on karnitiinid
kuhjunud s7aKD tiives (joonis 13). Need vaheiihendid tekivad rasvhapete katabolismil ning
nende kuhjumine viitab defektile nende oksilidatsioonil. Lisaks 6, 8 ja 10 siisinikuga
karnitiinidele (joonis 13A) tdheldasin ka isovaleriiiil- ja isobutiiriiiilkarnitiinide taseme tousu
(joonis 13B). Need karnitiinid on vaheiihendid hargnenud ahelaga aminohapete (BCAA, ingl
branch chain amino acids) katabolismil, mistottu on alust arvata BCAA-de lagundamise
defekti. Selleks vaatlesin ka nende aminohapete (leutsiin, isoleutsiin, valiin) taset nii
tubGS>mtEcoBI (joonis 14A) kui ka sraKD tiivedes (joonis 14B). Nagu antud jooniselt néha,
on BCAA-de tase sisuliselt muutumatu ilma sraKD-ta, kuid tdusnud oluliselt sraKD puhul
mtEcoBI kontekstis. See annab aluse oletada sarah valgu osalemist lisaks TAG-ide

katabolismile ka BCAA-de katabolismis.

38



sraKD, SDH aktiivsus, 8. pdev
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Joonis 12. sraKD, SDH aktiivsus 8-ndal pdeval. ns — (not significant) — statistiliselt mitte
oluline tulemus.
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Joonis 13. s7aKD tiive karnitiinide tasemed 6-ndal pdeval. p<0,01(**), p<0,001(***),
p<0,0001(****),
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valiin leutsiin isoleutsiin
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Joonis 14. Hargnenud ahelaga aminohapete tasemed fubGS>mtEcoBI tiives 6-ndal péeval (A)
ning vastavad tasemed sraKD tiives 6-ndal paeval (B). p<0,05(*), p<0,01(**), ns — (not
significant) — statistiliselt mitte oluline tulemus.

2.3.6 SIRT3/Sirt2 iileekspressioon ei piista elulemust

Rasvhapete ning BCAA-de katabolismi radades osaleb kaks ensiilimi, mis on jagatud mdélema
raja vahel: AcCoA dehiidrogenaas(id) ning enoiiiil-CoA hiidrataas (ECHS1). Kui AcCoA
dehiidrogenaase on mitmeid erinevaid isovorme (niiteks erineva pikkusega rasvhapete
kataliiiisiks ja BCAA-de lagundamisel), siis teise ja kolmanda siisiniku vahelise kaksiksideme
hiidreerimise eest AcCoA-des vastutab vaid iiks ensiiim, ECHSI. Seega on ECHSI
universaalne ensiitim, mis osaleb mdlemas katabolismi rajas ja on seega n-0 ristteeks rasvhapete
ja BCAA-de lagundamisel (Zhang et al., 2017). Kuna sraKD tiive puhul esineb efekt nii
BCAA-de lagundamisel kui ka TAG-ide kasutamisel, siis tdendoliselt vOib olla tegemist
defektiga just ensliiimi ECHS1 aktiivsuses. Nagu véga paljude teiste metaboolsete ensiitimide
puhul, on ka selle ensiitimi aktiivsus reguleeritud atsetiilatsiooni poolt. Enamasti, kuid mitte
alati, on atsetiilatsiooni néol tegemist inhibitoorse modifikatsiooniga, s.t. atsetiileeritud valgud
on kas inaktiivsed vOi suunatakse elimineerimisele. Analoogne mehhanismin toimib ka ECHS1
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aktiivsuse reguleerimises inimese rakkudes, kus selle valgu atsetiilatsiooni reguleerib
mitokondriaalne sirtuiin SIRT3 (Zhang, 2017), mille homoloog Drosophilas on Sirt2 (Rahman
et al., 2014). Kontroll kdib kas otseselt valgu inaktiveerimise kaudu voi mitokondrist vilja
suunamise ja ubikviniilatsiooni kaudu toimuva degradatasiooni vahendusel. Seega pohjustab
SIRT3 aktiivsuse langus inimestes nii rasvhapete kui ka BCAA-de katabolismi defekti, kuna
liigselt atsetiileeritud ECHS1 elimineeritakse mitokondrist (Zhang et al., 2017). Lisaks sellele
voib SIRT3-e aktiivsuse langus seletada ka gliikoosi tarbimise defekti. Nimelt on teada, et
gliikoltiiisi esimest etappi kataliiiisiv heksokinaasi aktiivsus on reguleeritud assotsiatsiooni
kaudu mitokondriga. Selle ensiilimi {iilesandeks on fosforiileerida gliikoos gliikoos-6-
fosfaadiks, mis ei ole substraat Glut transporteritele. Seeldbi tagatakse gliikoosi
kontsentratsiooni pidev ,,vihendamine* raku sees, mis vastasel juhul hakkaks parssima
vahendatud difusiooni mehhanismi alusel toimuvat gliikoosi transporti. Heksokinaas vajab oma
aktiivsuseks ATP-d ning arvatakse, et kontakt mitokondri vélismembraaniga 1dbi VDAC-i
tagab talle pideva ja kiillaldase mitokondri poolt siinteesitava ATP varu. Hiires on ndidatud, et
seda kontakti reguleerib mitokondriaalne sirtuiin SIRT3, mis deatsetiileerib VDAC-i ja
vOimaldab seeldbi heksokinaasi seostumist mitokondriga. SIRT3 knock-out hiires see
assotsiatsioon kaob ning tekkiv gliikoosi transpordi/omastamise defekt on iilimalt sarnane
diabeedi patofiisioloogiaga (Lantier, 2015). Seepirast kaalusin vdimalust, et mtEcoBI poolt
tekitatav mtDNA stress voib olla seotud mitokondriaalse sirtuiini defektiga, mille puhul sra
tileekspressioon pédstab rasvhapete katabolismi. Hiipoteesi kontrollimiseks ristasin SIRT3
Drosophila homoloogi Sirt2 iileekspressiooni kasseti fubGS>mtEcoBI tiivedesse. Siiski ei
pohjustanud selline geneetiline manipulatsioon eluea mérkimisvédrset pikenemist (joonis 15).
Samuti tuleb mainida, et ei olnud néha imetajate rakkudes ECHS1 inaktiivsusega kaasnevat
mTORCI1 aktivatsiooni, kui jilgisime tema substraadi S6K fosforiilatsiooni taset (joonis 16).
Siin peab muidugi rGhutama, et fosforiileeritud valgu koguse kvantifitseerimise aluseks oli pan-
S6K antikehade puudumisel Ponceau S-ga viérvitud totaalne valk, mis ei peegelda voimalikke
spetsiifilisi S6K valgukoguse muutusi ja v3ib seetdttu anda ebaadekvaatseid tulemusi. Kuna
sraKD tiivedes oli juba neli transgeeni, ei saanud me tdnu ristamisskeemi komplitseeritusele
otseselt kontrollida Sirt2 iileekspressiooni efekti BCAA-de ja rasvahapete katabolismile sraKD
tiivedes. Igal juhul ei pédsta Sirt2 iileekspressioon mtEcoBI poolt pdhjustatud metaboolset
defekti ega ka mitte letaalsust, kuigi ta voib méngida rolli spetsiifiliselt rasvade tarbimise ja
BCAA-de katabolismi blokeerimisel 1&bi ECSH1. Hetkel pole ka 16puni selge, milline sirtuiin
on kindlalt mitokondriaalne sirtuiin Drosophilas. Sirt2 atsetiiloomis on hulgaliselt mitokondri
maatriksi valke, tal on suurim homoloogia SIRT3-ga, kuid pole suudetud ndidata tema

lokalisatsiooni mitokondrisse (Rahman et al., 2014). Hiljutised andmed néitavad kindlat Sirt4
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lokalisatsiooni mitokondrisse ja tema KD tiive fenotiilip on védga sarnane mtEcoBI poolt
pohjustatud muutustega, kuid samas ei ole tuvastatud atsetiilatsiooni mustri muutusi vastusena
Sirt4 iile- ja alaekspressioonile (Wood et al., 2018). Seega jaab hetkel lahtiseks, kas mtEcoBI
poolt pohjustatud mtDNA stress mojutab globaalset katabolismi 1dbi sirtuiinide/atsetiilatsiooni
ja kui, siis milline Drosophila sirtuiinidest sellega tdpselt tegeleb. Lisaks sellele ei ole meil
16plikku vastust sarah valgu mehhanismi kohta mtDNA stressi kontekstis. Tema vaieldamatu
roll TAG-ide tarbimise regulatsioonil on iillatav, kuna enamasti neuraalkoes funktsioneeriva
fosfataasi kaltsineuriini inhibiitorina on teda uuritud eelkdige mélu ja kditumise kontekstis. On
kill tdheldatud tema homoloogi, DSCRI1 rolli katabolismi muutmisel, kuid see on vastupidine
minu andmetele ehk krooniline DSCRI {ileekspressioon nihutab katabolismi gliikoliiiisi suunas
(Ermak et al., 2012). Kuid vottes arvesse tema assotsiooni mitmete kaasasiindinud ja
degeneratiivsete neuraalkoe patoloogiatega nagu Downi siindroom ja Alzheimeri tobi, on minu
poolt kirjeldatud seos mtDNA stressi ja selle valgu vahel potentsiaalne uute iithenduste
avastamisel mitokondri ja nende haiguste vahel, mis kunagi vdivad loodetavasti viia uute

ravimeetodite véljatdotamisele.
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Joonis 15. rubGS>mtEcoBI suremus Sirt2 {ileekspressiooni tiives.
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Joonis 16. sraKD pS6K tasemed 6-ndal ja 8-ndal pdeval.
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KOKKUVOTE

Mitokondrite iiheks peamiseks rolliks peetakse ATP tootmist oksiidatiivse fosforiileerimise
teel. Lisaks sellele on mitokondril teadaolevalt ka palju muid olulisi funktsioone. Varem arvati,
et mtDNA defektidest tingituid patoloogiad on pohjustatud ainult defekts hingamisahelas, mis
viib ROS-ide {iileproduktsioonile ning ATP vidhenemisele. Kuid iihe rohkem on kirjeldatuid
haigusi ning haiguste mudeleid laboratoorsetes organismides, kus hingamisahel on intaktne
ning mainitud metaboliitide tasemed normaalsed. Seega mitokondri defektidest tingitud

muutused voivad avalduda ka muudel viisidel.

Kéesolevas magistrito0s uurisin seoseid mitokondriaalse stressi ja metaboolsete defektide vahel
Drosophila mudelsiisteemis. Suhkrute omastamise defektist tingitud fenotiiliibi muutusi uuriti
tubGS>mtEcoBI ekspressiooni korral. Suur osa t60st baseerus aga transkriptoomika andmete

pohjal iileekspresseerunud valgu sarah rolli selgitamisele metabolismis.

Too alguses nididati ATP mootmisega seda, et iildise mtEcoBI ekspressiooni tekitatud
metaboolne jdikus on suuresti lihaskoe spetsiifiline. ubGS>mtEcoBI elulemuse katse
metformiini sisaldaval s66tmel kinnitab, et toitainete omastamise efekt on vdhemasti osaliselt
seotud gliikoosi transpordiga rakku ja seda eriti just lihaskoes. Kuna diabeet II on pohjustatud
eelkdige suhkrute transpordi defektist 14bi insuliin-sdltuva mehhanismi lihaskoes, rdhutab see

mtDNA stabiilsuse varem kirjeldamata rolli selle haiguse kujunemisel.

Sarah valgul ei olnud néha rolli mtDNA topoloogia reguleerimisel, elulemusel voi ATP taseme
muutustel, kuid on teatud maidral oluline metabolismi reguleerimisel. Vorreldes
tubGS>mtEcoBlI tiivega oli sraKD tiives endiselt defekt suhkrute utiliseerimisel, kuid huvitaval
kombel oli blokeerunud ka rasvade katabolisatsioon. Karnitiinide ja hargnenud ahelaga
aminohapete ning nende vaheiihendite kuhjumine s7aKD tiivedes annab alust oletada defekti
ECHSI enstiiimis. Selle enstiiimi poolt kataliilisitud reaktsioon on vajalik nii hargnenud ahelaga
aminohapete kui ka rasvade katabolisatsioonil (Zhang et al, 2017). Kuna seda ensiilimi
reguleerib imetajates SIRT3, testisin selle Drosophila homoloogi Sirt2 iileekspressiooni moju
mtEcoBI stressile. Hoolimata sellest, et mitokondriaalse sirtuiini defekt seletaks ka gliikoosi
internalisatsiooni inhibitsiooni, ei padstnud Sirt2 iileekspressioon fubGS>mtEcoBI letaalset
efekti. Kiill ei saa aga kindel olla, et Sirt2 on Drosophilas ainuke mitokondriaalne sirtuiin, mis
reguleerib ECHSI ensiiiimi. Seega on todriihmal plaan kontrollida antud kontekstis ka Sirt4 kui
hiljuti kirjeldatud mitokondriaalset sirtuiini Drosophilas (Wood et al., 2018) mdju mtEcoBI

poolt pdhjustatud efektile.
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Kéesoleva t60 andmetest on ndha, et mtEcoBI poolt podhjustatud metaboolne
reprogrammeerimine on vihemalt osaliselt seotud suhkrute transpordiga ja seda eriti lihaskoes.
Rasvavarude kiire kadumine on tihe siisivesikute utiliseerimise inhibitsiooni tulemus, kuid selle
muudab voimalikuks tubGS>mtEcoBI kontekstis just sarah valgu iileekspressioon. Seega
pohjustab siisteemne mtEcoBI ekspressioon tegelikult molema siisinikuallika kasutamise
blokki. Mis on mtDNA stressi poolt pohjustatud sellise fenomeni bioloogiline roll, on hetkel

ebaselge ning toogrupp jitkab mehhanismi viljaselgitamiseks vajalikku t60d.

44



MtDNA stress response limits the use of carbon sources of catabolism in

Drosophila melanogaster
Liina Ots

SUMMARY

One of the main roles of mitochondria is thought to be ATP production via oxidative
phosphorylation. In addition to that mitochondria are also known to perform many other
functions. Previously it was thought that mitochondrial defects can cause pathologies due to
overproduction of ROS and ATP depletion. However, there is an amounting evidence that
mtDNA instability can cause metabolic reprogramming without any discernible effects on
respiratory chain. Thus, mitochondrial defects can cause a wide variety of metabolic

rearrangements that are not directly connected to respiratory chain dysfunction.

This master thesis investigated the relationship between mtDNA stress and metabolic defects
in Drosophila model system. A transgenic system targeting bacterial Type I endonuclease to
mitochondrial matrix was employed to induce mtDNA stress. Effects of this type of mtDNA
stress on carbohydrate metabolism in ubiquitous (using fubGS driver) and muscle-specific
(using mhcGS driver) expression pattern were investigated. ATP levels became largely
similarly depleted both in case of tubGS and mhcGS drivers, demonstrating that effects on
muscle tissue is the probable cause of total ATP depletion. Moreover, metformin that facilitates
glucose uptake in muscle was able to partially alleviate the lethal effect of mtEcoBI expression.
This demonstrates, that the metabolic rearrangements were at least partially caused by
inhibition of glucose uptake in muscle tissues. A substantial part of this work was dedicated to
analyze the effects of sarah protein, which overexpression were seen in transcriptomic analysis.
The role of sarah in metabolic changes induced by mtEcoBI sm were examined with genetical

manipulation of sraKD RNA levels.

It did not affect mtDNA integrity, early lethality or ATP depletion. Instead it was demonstrated
that it had a role in utilization of lipids in the context of mtEcoBI-induced stress. Namely, while
sraKD did not alleviate the defect in carbohydrate utilization, it did block the consumption of
lipid stores, along with accumulation of several carnitine species. Interestingly, some of these
carnitines were intermediates of branched-chain amino acid (BCAA) catabolism. Enoyl-CoA-
hydratase (ECHS1) is commonly shared between both fatty acid and BCAA catabolic pathways
(Zhang et al.,2017). This enzyme is known to be regulated in mammals by SIRT3 enzyme,
which is also known to regulate the internalization of glucose via controlling the contact

between hexokinase and volateg-dependent anion channel (VDAC). Therefore we tested if
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overexpression of Sirt2, which is the homologue of SIRT3 in Drosophila, is able to rescue the
effects of mtEcoBI. However, this was found not to be the case. Currently it is unclear, which
one of the several Drosophila sirtuins is the true mitochondrial sirtuin and work continues on

testing other mitochondrial sirtuin candidates for rescuing effect.

In this master thesis it is shown that mtDNA stress induced by mtEcoBI limits the utilizations
of catabolic carbon sources and sarah upregulation is a stress response aimed at rescuing the
lipid utilization.As above-mentioned results do not exhaustively explain the pathway that
connects mtDNA stress to metabolic reprogramming, work continues on the mechanism and

biological rationale of this phenomenon.

46



TANUAVALDUSED

Soovin tdnada oma juhendajat Priit Joersi, kes voimaldas mul enda magistritood teha sellisel
huvitaval teemal ja kelle suurepédrase juhendamise all t66 valmis. Lisaks tahan ka tdnada

Molekulaarbioloogia ja Biokeemia labori inimesi meeldiva ja sobraliku dhkkonna eest.

47



KASUTATUD KIRJANDUS

Acosta-Jaquez, H. A., Keller, J. A., Foster, K. G., Ekim, B., Soliman, G. A., Feener, E. P.,
Ballif,B. A ja Fingar, D. C. (2009). Site-specific mTOR phosphorylation promotes mTORC1-
mediated signaling and cell growth. Molecular and cellular biology, 29(15), 4308-4324.

Alam, T. I, Kanki, T., Muta, T., Ukaji, K., Abe, Y., Nakayama, H., Takio, K., Hamasaki, M.
ja Kang, D. (2003). Human mitochondrial DNA is packaged with TFAM. Nucleic acids
research, 31(6), 1640-1645.

Apel, K., ja Hirt, H. (2004). Reactive oxygen species: metabolism, oxidative stress, and signal
transduction. Annu. Rev. Plant Biol., 55, 373-399.

Arrese, E. L., & Soulages, J. L. (2010). Insect fat body: energy, metabolism, and
regulation. Annual review of entomology, 55, 207-225.

Ashburner, M., Golic, K. G., ja Hawley, R. S. (2005) Drosophila: a laboratory handbook. Cold
Spring Harbor Laboratory Press.

Atamna, H. (2004). Heme, iron, and the mitochondrial decay of ageing. Ageing research
reviews, 3(3), 303-318.

Baker, B. M., Nargund, A. M., Sun, T., ja Haynes, C. M. (2012). Protective coupling of
mitochondrial function and protein synthesis via the elF2a kinase GCN-2. PLoS genetics, 8(6),
€1002760.

Baughman, J. M., Perocchi, F., Girgis, H. S., ... ja Mootha, V. K. (2011). Integrative genomics
identifies MCU as an essential component of the mitochondrial calcium
uniporter. Nature, 476(7360), 341.

Bevan, P. (2001). Insulin signalling. Journal of cell science, 114(8), 1429-1430.

Bogenhagen, D. F., Rousseau, D., ja Burke, S. (2008). The layered structure of human
mitochondrial DNA nucleoids. Journal of Biological Chemistry, 283(6), 3665-3675.

Brand, A. H., ja Perrimon, N. (1993). Targeted gene expression as a means of altering cell fates
and generating dominant phenotypes. development, 118(2), 401-415.

Brieger, K., Schiavone, S., Miller Jr, F. J., ja Krause, K. H. (2012). Reactive oxygen species:
from health to disease. Swiss medical weekly, 142, w13659.

Carvalho, E., Kotani, K., Peroni, O. D., ja Kahn, B. B. (2005). Adipose-specific overexpression
of GLUT4 reverses insulin resistance and diabetes in mice lacking GLUT4 selectively in
muscle. American Journal of Physiology-Endocrinology and Metabolism, 289(4), E5S51-E561.

Chang, K. T., & Min, K. T. (2005). Drosophila melanogaster homolog of Down syndrome
critical region 1 is critical for mitochondrial function. Nature neuroscience, §(11), 1577.

Chen, H., ja Chan, D. C. (2009). Mitochondrial dynamics—fusion, fission, movement, and
mitophagy—in neurodegenerative diseases. Human molecular genetics, 18(R2), R169-R176.

48



D'Erchia, A. M., Atlante, A., Gadaleta, G., ... ja Pesole, A. (2015). Tissue-specific mtDNA
abundance from exome data and its correlation with mitochondrial transcription, mass and
respiratory activity. Mitochondrion, 20, 13-21.

Ermak, G., Morgan, T. E., & Davies, K. J. (2001). Chronic overexpression of the calcineurin
inhibitory gene DSCR1 (Adapt78) is associated with Alzheimer's disease. Journal of Biological
Chemistry, 276(42), 38787-38794.

Ermak, G., Sojitra, S., Yin, F., Cadenas, E., Cuervo, A. M., ja Davies, K. J. (2012). Chronic
expression of RCANI1-1L protein induces mitochondrial autophagy and metabolic shift from
oxidative phosphorylation to glycolysis in neuronal cells. Journal of Biological
Chemistry, 287(17), 14088-14098.

Fernandez-Marcos, P. J., ja Auwerx, J. (2011). Regulation of PGC-1a, a nodal regulator of
mitochondrial biogenesis—. The American journal of clinical nutrition, 93(4), 884S-890S.

Fuentes, J. J., Genesca, L., Kingsbury, T. J., Cunningham, K. W., Pérez-Riba, M., Estivill, X.,
& Luna, S. D. L. (2000). DSCRI1, overexpressed in Down syndrome, is an inhibitor of
calcineurin-mediated signaling pathways. Human molecular genetics, 9(11), 1681-1690.

Gilkerson, R., Bravo, L., Garcia, 1., Gaytan, N., Herrera, A., Maldonado, A., ja Quintanilla, B.
(2013). The mitochondrial nucleoid: integrating mitochondrial DNA into cellular
homeostasis. Cold Spring Harbor perspectives in biology, 5(5), a011080.

Gincel, D., Hilal, Z. A. I. D., ja SHOSHAN-BARMATZ, V. (2001). Calcium binding and
translocation by the voltage-dependent anion channel: a possible regulatory mechanism in
mitochondrial function. Biochemical Journal, 358(1), 147-155.

Gleyzer, N., Vercauteren, K., ja Scarpulla, R. C. (2005). Control of mitochondrial transcription
specificity factors (TFB1M and TFB2M) by nuclear respiratory factors (NRF-1 and NRF-2)
and PGC-1 family coactivators. Molecular and cellular biology, 25(4), 1354-1366.

Goodpaster, B. H., ja Sparks, L. M. (2017). Metabolic flexibility in health and disease. Cell
metabolism, 25(5), 1027-1036.

Guda, P., Guda, C., ja Subramaniam, S. (2007). Reconstruction of pathways associated with
amino acid metabolism in human mitochondria. Genomics, proteomics ja bioinformatics, 5(3),
166-176.

Haus, J. M., Kashyap, S. R., Kasumov, T., Zhang, R., Kelly, K. R., DeFronzo, R. A., ja Kirwan,
J. P. (2009). Plasma ceramides are elevated in obese subjects with type 2 diabetes and correlate
with the severity of insulin resistance. Diabetes, 58(2), 337-343.

Hodge, T., ja Colombini, M. (1997). Regulation of metabolite flux through voltage-gating of
VDAC channels. The Journal of membrane biology, 157(3), 271-279.

Houtkooper, R. H., Pirinen, E., ja Auwerx, J. (2012). Sirtuins as regulators of metabolism and
healthspan. Nature reviews Molecular cell biology, 13(4), 225.

Huang, X., Zhai, D., ja Huang, Y. (2000). Study on the relationship between calcium-induced
calcium release from mitochondria and PTP opening. Molecular and cellular
biochemistry, 213(1-2), 29-35.

49



Iborra, F. J., Kimura, H., ja Cook, P. R. (2004). The functional organization of mitochondrial
genomes in human cells. BMC biology, 2(1), 9.

Inoki, K., Kim, J., ja Guan, K. L. (2012). AMPK and mTOR in cellular energy homeostasis and
drug targets. Annual review of pharmacology and toxicology, 52, 381-400.

Jheng, H. F., Tsai, P. J., Guo, S. M., Kuo, L. H., Chang, C. S., Su, L. J., Chang, C. R. ja Tsai,
Y. S. (2012). Mitochondrial fission contributes to mitochondrial dysfunction and insulin
resistance in skeletal muscle. Molecular and cellular biology, 32(2), 309-319.

Jiang, X., Jiang, H., Shen, Z. ja Wang, X. (2014). Activation of mitochondrial protease OMA 1
by Bax and Bak promotes cytochrome c release during apoptosis. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 111(41), 14782-14787.

Jing, E., O’Neill, B. T., Rardin, M. J., ... Kahn, C. R. (2013). Sirt3 regulates metabolic flexibility
of skeletal muscle through reversible enzymatic deacetylation. Diabetes, 62(10), 3404-3417.

Khan, N. A., Nikkanen, J., Yatsuga, S., Jackson, C., Wang, L., Pradhan, S., Kivel4, R., Pessia,
A., Velagapudi, V. ja Suomalainen, A. (2017). mTORCI regulates mitochondrial integrated
stress response and mitochondrial myopathy progression. Cell metabolism, 26(2), 419-428.

Kita, Y., Takamura, T., Misu, H., ... Kaneko, S. (2012). Metformin prevents and reverses
inflammation in a non-diabetic mouse model of nonalcoholic steatohepatitis. PloS one, 7(9),
e43056.

Koves, T. R., Ussher, J. R., Noland, R. C., ... Muoio, D. M (2008). Mitochondrial overload and
incomplete fatty acid oxidation contribute to skeletal muscle insulin resistance. Cell
metabolism, 7(1), 45-56.

Krssak, M., Brehm, A., Bernroider, E., ... Roden, M. (2004). Alterations in postprandial hepatic
glycogen metabolism in type 2 diabetes. Diabetes, 53(12), 3048-3056.

Kucej, M., ja Butow, R. A. (2007). Evolutionary tinkering with mitochondrial
nucleoids. Trends in cell biology, 17(12), 586-592.

Lallukka, S., ja Yki-Jarvinen, H. (2016). Non-alcoholic fatty liver disease and risk of type 2
diabetes. Best Practice ja Research Clinical Endocrinology ja Metabolism, 30(3), 385-395.

Lewis, S. C., Uchiyama, L. F., ja Nunnari, J. (2016). ER-mitochondria contacts couple mtDNA
synthesis with mitochondrial division in human cells. Science, 353(6296), aaf5549.

Lombard, D. B., Alt, F. W., Cheng, H. L., ... Schwer, B. (2007). Mammalian Sir2 homolog
SIRT3 regulates global mitochondrial lysine acetylation. Molecular and cellular
biology, 27(24), 8807-8814.

Mammucari, C., Gherardi, G., Zamparo, 1., ... Rosario, R. (2015). The mitochondrial calcium
uniporter controls skeletal muscle trophism in vivo. Cell reports, 10(8), 1269-1279.

McBride, H. M., Neuspiel, M., ja Wasiak, S. (2006). Mitochondria: more than just a
powerhouse. Current biology, 16(14), R551-R560.

Miller, W. L. (2013). Steroid hormone synthesis in mitochondria. Molecular and cellular
endocrinology, 379(1-2), 62-73.
50



Mueckler, M., ja Thorens, B. (2013). The SLC2 (GLUT) family of membrane
transporters. Molecular aspects of medicine, 34(2-3), 121-138.

Ngo, H. B., Kaiser, J. T., ja Chan, D. C. (2011). The mitochondrial transcription and packaging
factor Tfam imposes a U-turn on mitochondrial DNA. Nature Structural and Molecular
Biology, 18(11), 1290.

Niccoli, T., Cabecinha, M., Tillmann, A., ... Partridge, L. (2016). Increased glucose transport
into neurons rescues A toxicity in Drosophila. Current Biology, 26(17), 2291-2300.

Ono, T., Isobe, K., Nakada, K., ja Hayashi, J. I. (2001). Human cells are protected from
mitochondrial  dysfunction by complementation of DNA products in fused
mitochondria. Nature genetics, 28(3), 272.

Osterwalder, T., Yoon, K. S., White, B. H., ja Keshishian, H. (2001). A conditional tissue-
specific transgene expression system using inducible GALA4. Proceedings of the National
Academy of Sciences, 98(22), 12596-12601.

Pan, X., Liu, J., Nguyen, T., ... Finkel, T. (2013). The physiological role of mitochondrial
calcium revealed by mice lacking the mitochondrial calcium uniporter. Nature cell
biology, 15(12), 1464.

Park, J., Chen, Y., Tishkoff, D. X., ... Zhao, Y. (2013). SIRT5-mediated lysine desuccinylation
impacts diverse metabolic pathways. Molecular cell, 50(6), 919-930.

Pohjoismaéki, J. L., Wanrooij, S., Hyvérinen, A. K., Goffart, S., Holt, L. J., Spelbrink, J. N., ja
Jacobs, H. T. (2006). Alterations to the expression level of mitochondrial transcription factor

A, TFAM, modify the mode of mitochondrial DNA replication in cultured human cells. Nucleic
acids research, 34(20), 5815-5828.

Powell, D. J., Turban, S., Alexander, G. R. A. Y., Hajduch, E., ja Hundal, H. S. (2004).
Intracellular ceramide synthesis and protein kinase CC activation play an essential role in
palmitate-induced insulin resistance in rat L6 skeletal muscle cells. Biochemical
Journal, 382(2), 619-629.

Prokop, A. (2013). A rough guide to Drosophila mating schemes. J. Roote ja A. Prokop (Eds.)
G, 3,353-358.

Quinlan, C. L., Orr, A. L., Perevoshchikova, I. V., Treberg, J. R., Ackrell, B. A., ja Brand, M.
D. (2012). Mitochondrial complex II can generate reactive oxygen species at high rates in both
the forward and reverse reactions. Journal of Biological Chemistry, 287(32), 27255-27264.

Quirds, P. M., Mottis, A., ja Auwerx, J. (2016). Mitonuclear communication in homeostasis
and stress. Nature reviews Molecular cell biology, 17(4), 213.

Rahman, M., Nirala, N. K., Singh, A., ... Acharya, U. R. (2014). Drosophila Sirt2/mammalian
SIRT3 deacetylates ATP synthase B and regulates complex V activity. J Cell Biol, jcb-
201404118.

Renard, P., Michel, S., Rommelaere, G., ja Arnould, T. (2012) Mammalian mitochondrial
genetics, genomics and turnover. Cellular Bioenergetics in Health and Diseases: New

Perspectives in Mitochondrial Biology. 1-83.
51



Rizzuto, R., De Stefani, D., Raffaello, A., ja Mammucari, C. (2012). Mitochondria as sensors
and regulators of calcium signalling. Nature reviews Molecular cell biology, 13(9), 566.

Rodenburg, R. J. (2011). Biochemical diagnosis of mitochondrial disorders. Journal of
inherited metabolic disease, 34(2), 283-292.

Rudolf, R., Mongillo, M., Magalhaes, P. J., ja Pozzan, T. (2004). In vivo monitoring of Ca2+
uptake into mitochondria of mouse skeletal muscle during contraction. The Journal of cell
biology, 166(4), 527-536.

Samuel, V. T., Liu, Z. X., Qu, X., Elder, B. D., Bilz, S., Befroy, D., Romanelli, A. J. ja Shulman,
G. I (2004). Mechanism of hepatic insulin resistance in non-alcoholic fatty liver
disease. Journal of Biological Chemistry, 279(31), 32345-32353.

Sano, H., Kane, S., Sano, E., Miinea, C. P., Asara, J. M., Lane, W. S., Garner, C. W. ja Lienhard,
G. E. (2003). Insulin-stimulated phosphorylation of a Rab GTPase-activating protein regulates
GLUTH4 translocation. Journal of Biological Chemistry, 278(17), 14599-14602.

Santulli, G., Xie, W., Reiken, S. R., ja Marks, A. R. (2015). Mitochondrial calcium overload is
a key determinant in heart failure. Proceedings of the National Academy of Sciences, 112(36),
11389-11394.

Scialo, F., Sriram, A., Stefanatos, R., ja Sanz, A. (2016). Practical recommendations for the use
of the GeneSwitch Gal4 system to knock-down genes in Drosophila melanogaster. PloS
one, 11(8),e0161817.

Sharma, M. R., Koc, E. C., Datta, P. P., Booth, T. M., Spremulli, L. L., ja Agrawal, R. K.
(2003). Structure of the mammalian mitochondrial ribosome reveals an expanded functional
role for its component proteins. Cell, 115(1), 97-108.

Sikalidis, A. K., Lee, J. L., ja Stipanuk, M. H. (2011). Gene expression and integrated stress
response in HepG2/C3A cells cultured in amino acid deficient medium. Amino acids, 41(1),
159-171.

Suomalainen, A., ja Battersby, B. J. (2018). Mitochondrial diseases: the contribution of
organelle stress responses to pathology. Nature Reviews Molecular Cell Biology, 19(2), 77.

Suzukawa, K., Miura, K., Mitsushita, J., Resau, J., Hirose, K., Crystal, R., ja Kamata, T. (2000).
Nerve growth factor-induced neuronal differentiation requires generation of Racl-regulated
reactive oxygen species. Journal of Biological Chemistry, 275(18), 13175-13178.

Szendroedi, J., Yoshimura, T., Phielix, E., Shulman, G. 1. ja Rode, M. (2014). Role of
diacylglycerol activation of PKCO in lipid-induced muscle insulin resistance in
humans. Proceedings of the National Academy of Sciences, 111(26), 9597-9602.

Taniuchi, S., Miyake, M., Tsugawa, K., Oyadomari, M., ja Oyadomari, S. (2016). Integrated
stress response of vertebrates is regulated by four elF2a kinases. Scientific reports, 6, 32886.

Taylor, R. W., Pyle, A., Griffin, H., ... Chinnery, P. F. (2014). Use of whole-exome sequencing
to determine the genetic basis of multiple mitochondrial respiratory chain complex
deficiencies. Jama, 312(1), 68-77.

52



Thrash, J. C., Boyd, A., Huggett, M. J., Grote, J., Carini, P., Yoder, R. J., Robbertse, B.,
Spatafora, J. W., Rappe, M. S., ja Giovannoni, S. J. (2011). Phylogenomic evidence for a
common ancestor of mitochondria and the SAR11 clade. Scientific reports, 1, 13.

Tilg, H., Moschen, A. R., ja Roden, M. (2017). NAFLD and diabetes mellitus. Nature Reviews
Gastroenterology and Hepatology, 14(1), 32.

Trifunovic, A., Hansson, A., Wredenberg, A., Rovio, A. T., Dufour, E., Khvorostov, L.,
Spelbrink, J. N., Wibom, R., Jacobs, H. T. ja Larsson, N. G. (2005). Somatic mtDNA mutations

cause aging phenotypes without affecting reactive oxygen species production. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America, 102(50), 17993-17998.

Tymoczko, J. L., Berg, J. M., ja Stryer, L. (2011). Biochemistry: a short course. Macmillan.

Tyynismaa, H., Sembongi, H., Bokori-Brown, M., Granycome, C., Ashley, N., Poulton, J.,
Jalanko, A., Spelbrink, J. N., Holt, L. J. ja Suomalainen, A. (2004). Twinkle helicase is essential
for mtDNA maintenance and regulates mtDNA copy number. Human molecular
genetics, 13(24), 3219-3227.

Weinberg, S. E., Sena, L. A., ja Chandel, N. S. (2015). Mitochondria in the regulation of innate
and adaptive immunity. Immunity, 42(3), 406-417.

Westermann, B. (2010). Mitochondrial fusion and fission in cell life and death. Nature reviews
Molecular cell biology, 11(12), 872.

Wood, J. G., Schwer, B., Wickremesinghe, P. C., ... Helfand, S. L. (2018). Sirt4 is a
mitochondrial regulator of metabolism and lifespan in Drosophila melanogaster. Proceedings
of the National Academy of Sciences, 201720673.

Yalgin, C., Jarvinen, S., George, J., Naudi, A., Andjelkovic, A., Dufour, E., Bahhir, D., Ots, L.,
Gerards, M., Parhiala, M., Pamplona, Reinald., Jacobs H. T., Jders, P. parandamisel.

Yamada, R., Deshpande, S. A., Keebaugh, E. S., Ehrlich, M. R., Soto Obando, A.,ja Ja, W. W.
(2017). Mifepristone reduces food palatability and affects Drosophila feeding and lifespan. The
Journals of Gerontology: Series A, 72(2), 173-180.

Yang, L., Long, Q., Liu, J., Tang, H., Li, Y., Bao, F., Qin, D., Pei, D. ja Liu, X. (2015).
Mitochondrial fusion provides an ‘initial metabolic complementation’controlled by
mtDNA. Cellular and molecular life sciences, 72(13), 2585-2598.

Zhang, Y. K., Qu, Y. Y., Lin, Y., ... Wei, X. (2017). Enoyl-CoA hydratase-1 regulates mTOR
signaling and apoptosis by sensing nutrients. Nature communications, 8(1), 464.

Zhou, G., Meng, S., Li, Y., Ghebre, Y. T., ja Cooke, J. P. (2016). Optimal ROS signaling is
critical for nuclear reprogramming. Cell reports, 15(5), 919-925.

Zhou, G., Myers, R., L1, Y., ... Moller, D. E. (2001). Role of AMP-activated protein kinase in
mechanism of metformin action. The Journal of clinical investigation, 108(8), 1167-1174.

53



LISAD

Ristamisskeemid

Ristamisskeemid on koostatud selliselt, et védlja on toodud ainult konealused kromosoomid
(selle t60 puhul on esindatud 2. ja 3. kromosoom). Ristamised tehti kdigi kolme tiive:
endo/trans-, endo- ja funk. kohta. Siin on lihtsuse mottes UAS-i kontrolli all olevate HsdR
subiihikute isovormide ekspressioonikassetid tdhistatud kui HsdRx. Samuti on ristamisel
saadud jarglaste genotiitipideks margitud ainult huvipakkunud tulemused. Ristamisel kasutati

balancer kromosoome, mille abil selekteeriti vdlja huvipakkuva geeniga isendid.

Ristamised on tehtud eesmérgiga kokku viia driver ja mtEcoBI subiihikute geenid

HsdM. HsdS ‘ HsdRx + ' tubGS 3 HsdM. HsdS . HsdRx

HsdM. HsdS’ HsdRx T tubGS + " tubGS
HsdM. HsdS ' HsdRx + ' mhcGS B HsdM. HsdS ' HsdRx
HsdM. HsdS' HsdRx ~ +  mhcGS + " mheGS
SraKD . HsdRx Hde.Hst‘ tubGS 3 SraKD HsdRx

SraKD' HsdRx = HsdM. HsdS ' twbGS  HsdM. HsdS' tubGS

UAS-GLUT1 ekspressioonikasseti ristamise eesmirgiks oli, et eri tiivedes ja

kromosoomides olevad geenid tuua kokku iihte tiivesse.

1. koigepealt ristati omavahel balancer kromosoomiga tiived, selleks et need iihte kérbse

tuvesse kokku saada.

+

+  +
CyO’ Sb

_l’_
"Sh CyO’ Shb

X

+1+
+1+

2. Edasi ristati saadud tiived eraldi nii homostigootse UAS-Glut! (liihendatud Glut! allpool) kui

ka HsdR geeni isovorme kandvate Drosophila’tega.

+ + Glutl B Glutl +

GO’ Sb " Glul ~ CyO ' Sb

+ o+ HsdRx o F .Hstx
CyO' Sb * HsdRx ~ CyO'  Sh
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3. Eelmistest ristamistest périt kérbsed ristati jirgnevalt omavahel, nii Glutl kui ka HsdR geeni
puhul ning wvaliti vélja isendid, kes oleks vastavas kromosoomis oleva geeni suhtes

homosiigootne ning omaks teises kromosoomis tema balancer kromosoomi.

Glutl + Glutl + Glutl +

GO’ Sb Y GO’ Sb Glml’ Sh

+  HsdRx + HsdRx +  HsdRx
) ¥ . _

CvO' b a0~ Sh CyO’ HsdRx

4. Eelmistest ristamistest parit isendid ristati omavahel

Glutl +  + HsdRx  Glutl HsdRx
Glutl’ Sb * CyO' "Ry OO’ Sh

5. Eelmistest ristamistest parit isendid ristati omavahel

Glutl R Glutl HsdRx  Glutl HsdRx
GO’ Sb Y CyO' ~ Sh Glurl' HsdRx

Sirt2 tiive ristamise eesméirgiks oli eraldi kirbestes olevad UAS-Sirt2 ja tubGS, mis
molemad asuvad 3-ndas kromosoomis, saada iihte kromosoomi tiives, mis oleks mélema

geeni suhtes homosiigootne.

1. Kdigepealt ristati omavahel UAS-Sirt2 ja tubGS tiived. Kuna balancer kromosoomi ei olnud,
vOis toimunud rekombinatsioon mdlemad kassetud kokku tuua iihte kromosoomi. Esimeses
polvkonnas esineb saadud voimalik tulemus vaid iduteerakkudes, kuid mitte somaatilistes
rakkudes ja seetdttu tuleb ristamise tulemusena saadud kérbseid omavahel veel ristata et
soovitud geenikonstrukt jouaks ka keharakudesse ja oleks jdlgitav silma virvi muutuse kaudu.
Silmas tuleb pidada, et soovitud on tulemus, kus algse ristamisega on iduteerakkudes toimunud
homoloogiline rekombinatsioon, mida muidugi kdigis iduteerakkudes toimunud ei ole. Lihtsuse
mottes on UAS-Sirt2 kassett allpool lithendatud Sirz2-ks.

+ Sirt2 + tubGS_ + Sirt2. tubGS
S Y T wbGS  + +
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2. Jargmisena ristati saadud jarglasi balancer kromosoomiga ning saadud jirglastest valiti
markergeenide pdhjal vélja moned jarglased. Markergeenidena on kasutusel nii Sirt2 kui ka
tubGS puhul geenikonstruktiga kaasas olev punast silmavirvi miirav geen. Kaks sellist geeni
koos annavad soltuvalt doosiefektist jarglaskonnas punasemate silmadega isendid kui juhul, kui
esineks vaid 1 markergeeni koopia. Samuti pidi jadrglaskonnas esinema ka balancer
kromosoom, mida fenotiiiipilise markeri alusel kindlaks sai teha.

' Sirt2. tubGS +  +  Sirt2. tubGS

+ —
e

3. Selleks, et jarglaskonda suurendada ristati eelmisest ristamisest saadud isased kéirbsed +/Sb

emastega ning eraldati punaste silmadega emased ja isasesd.

+ ‘ Sirt2. tubGS
+ +

+ . Sirt2. tubGS
Sb

+1+

X

+ |

_|_
" Sh

4. Viimases etappis ristamisel saadud jarglased ristati omavahel ning selekteeriti vélja balancer

kromosoomi mittekandvad isendid, mida siis juba edasiseks tooks kasutada sai.

+  Sirt2. tubGS +  Sirt2. tubGS  Sirt2. tubGS
_. Y —- _

+ Sh + Sh  Sirt2. tubGS
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