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KASUTATUD LUHENDID

2-OG — 2-oksoglutaraat (ingl.k. 2-oxoglutarate)

2-OGDD - 2-oksoglutaraat s6ltuv dioksiigenaas (ingl.k. 2-oxoglutarate-dependent
dioxygenase)

AcCoA — atsetiililkoenstiim A (ingl.k. acetyl coenzyme A)

ACLY — ATP-tsitraadi ltaas (ingl.k. ATP citrate lyase)

CPEO - krooniline progresseeruv valine oftalmopleegia (ingl.k. chronic progressive external
ophthalmoplegia)

DEPC — diettilpurokarbonaat (ingl.k. diethyl pyrocarbonate)

ECL - vb6imendatud kemoluminestsents (ingl.k. enhanced chemiluminescence)

HMG — (ingl.k. high-mobility group)

HPLC — kdrgsurvevedelikkromatograafia (ingl.k. high-performance liquid chromatography)
KAT — lusiini atsetutltransferaas (ingl.k. lysine acetyltransferase)

MELAS - (ingl.k. mitochondrial encephalopathy, lactic acidosis, and stroke-like episodes)
MERRF — (ingl.k. myoclonic epilepsy with ragged red fibers)

MtDNA — mitokondriaalne DNA (ingl.k. mitochondrial DNA)

MTERF — mitokondriaalne transkriptsiooni terminatsiooni faktor 1 (ingl.k. mitochondrial
transcription termination factor 1)

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

mtTFB2 — mitokondriaalne transkriptsioonifaktor B2 (ingl.k. mitochondrial transcription
factor B2)

OAA — oksaloatsetaat (ingl.k. oxaloacetic acid)

OXPHOS - oksudatiivne fosforulatsioon (ingl.k. oxidative phosphorylation)

PDH — puruvaadi dehlidrogenaas (ingl.k. pyruvate dehydrogenase)

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

POLRMT — mtRNA polimeraas (ingl.k. mitochondrial RNA polymerase)

PFK1 — fosfofruktokinaas-1 (ingl.k. phosphofructokinase-1)

PFK2 - 6-fosfofrukto-2-kinaas (ingl.k. 6-phosphofructo-2-kinase)

ROS - reaktiivsed hapnikutihendid (ingl.k. reactive oxygen species)

SAM - S-adenosiul metioniin (ingl.k. S-Adenosyl methionine)

SDH — suktsinaadi dehtidrogenaas (ingl.k. succinate dehydrogenase)

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

TET — (ingl.k. ten-eleven translocation)



TFAM — mitokondriaalne transkriptsiooni faktor A (ingl.k. mitochondrial transcription factor
A)
THF — tetrahldrofolaat (ingl.k. tetrahydrofolate)

UAS - (lespoole aktiveeriv jarjestus (ingl.k. upstream activating sequence)
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Lahikokkuvdte. Mitokondriaalse DNA manipuleerimine in vivo Drosophila mudelorganismis
mitokondrisse viidud tidp | bakteriaalse restriktsiooni endonukleaasiga (mtEcoBI) p8hjustab
mitmesuguseid metabolismi mberkorraldusi, muu hulgas ka seriini taseme téusu (Bahhir jt.,
2019). See vdib omakorda pdhjustada epigeneetiliste ning post-translatsiooniliste
modifikatsioonide muutusi, kuna seriin on keskseks tihendiks uhestsinikulises metabolismis,
mille kaudu toodetakse metlulrihma peamisi doonoreid. Ldputdd eesmargiks oli valja
selgitada, kas mitokondriaalsest stressist tulenevad seriini metabolismi muutused mdjutavad
kvantitatiivselt ja/vGi kvalitatiivselt valkude ja RNA metilatsiooni. Tulemustest selgus, et RNA
tulemused olid ebathtlased, kuid histoon 3 lusiin 4 spetsiifilise trimetilatsiooni (H3K4me3)

puhul oli ndha markimisvéarset tdusu tivedes, kus mtEcoBI oli aktiivne.
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post-translational modifications
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Susanna Janno
Abstract. Manipulation of mitochondrial DNA in vivo in Drosophila with a type | bacterial
restriction endonuclease (mtEcoBI) inserted in mitochondria leads to alteration of metabolism,
including increase in serine levels (Bahhir jt., 2019). Elevated serine levels can lead to changes
in epigenetic and post-translational modifications as it is a central compound in one-carbon
metabolism, which produces the main methylgroup donors. The aim of this thesis was to find
out whether changes in serine metabolism due to mitochondrial stress affect the methylation of
proteins and RNA quantitatively and/or qualitatively. The results showed that the level of RNA
modifications had decreased or remained the same. Protein mono- and dimethylation results
were inconsistent, but histone 3 lysine 4 specific trimethylation (H3K4me3) showed a
significant increase in strains where mtEcoBI was active.
CERCS research specialization: P310 proteins, enzymology; P320 nucleic acids, protein
synthesis; B220 geneticsa, cytogenetics
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SISSEJUHATUS

Mitokonder on eukaruootse raku organell, mille peamiseks tlesandeks on toota ATP-d labi
oksudatiivse fosforilatsiooni (OXPHOS) ning seelédbi varustada rakku energiaga (Schaffer ja
Suleiman, 2007). Klassikalise ettekujutuse jargi on mitokondriaalsete haigustega kaasnevaid
muutusi seostatud just hingamisahela defektiga, kuid juba nende haiguste kirjeldamise algusest
on taheldatud patoloogiate fenottitibi markimisvaarset varieeruvust (Wallace ja Chalkia, 2013;
Liang jt., 2014). Uha suurenev hulk kirjeldatud kontake mitokondri ja tildise metabolismi vahel
annab alust oletada, et mitokondriaalsete haiguste pdhjused ei seisne mitte ainult hingamisahela
defektides vaid on palju komplekssemad ning vdivad mdjutada metabolismi sdltumata
hingamisahela funktsioneerimisest.

Viimasel ajal on Uha enam fookusesse tdusnud mitokondri regulatoorne roll Gldises raku
metabolismis. Nimelt kdituvad mitokondriaalsed metaboliidid ka kui signaalmolekulid, mis
osalevad raku laiema homd@ostaasi reguleerimisel 1abi nukleiinhapete epigeneetiliste ja valkude
post-translatsiooniliste modifikatsioonide. Eriti on hakatud sellisel regulatsioonil tahelepanu
po6rama TCA tsukli metaboliitide rollile, mis on muutnud arvamust nendest metaboliitidest
kui pelgalt korvalproduktidest ning andnud neile vahelhenditele uue tdhenduse raku
homoostaasi regulatsioonil (Frezza, 2017).

Meie uurimisgrupis on eelneva t66 tulemusena leitud, et mitokondriaalse DNA
manipuleerimine in vivo Drosophila mudelorganismis mdjutab muu hulgas ka seriini
metabolismi (Bahhir jt., 2019), mis on keskse téhtsusega aminohape ka Ghesusinikulises (1C)
metabolismis. 1C metabolismi Uheks rolliks on toota metullrihma doonoreid nagu
tetrahiidrofolaat (THF) ja S-adenosiul-metioniin (SAM). Seega saab oletada, et seriini
metabolismi muutused vodivad viia ka ldbi 1C metabolismi epigeneetiliste ja post-
translatsiooniliste modifikatsioonide (metilatsioon, atsetiilatsioon) muutusteni. Metulatsiooni
muutustel on aga omakorda potentsiaal tugevalt mojutada rakkude Uldist metabolismi ja

geenide ekspressiooni (Matilainen jt., 2017).

LOputdd eesmérk on valja selgitada, kas mitokondriaalsest stressist tulenevad seriini
metabolismi muutused mojutavad kvantitatiivselt ja/voi kvalitatiivselt valkude ja RNA

metulatsiooni.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Mitokondri struktuur ja ATP siintees

Mitokonder on eukartootse raku organell, mis sisaldab loomses rakus ainukesena
ekstranukleaarset DNA-d ning mille enimtuntud funktsiooniks on ATP suinteesimine (Schaffer
ja Suleiman, 2007). Varasem ettekujutus mitokondritest kui jaikadest struktuuridest, mis
tugines suuresti fikseeritud preparaatide elektronmikroskoopia tulemuste vaartélgendamisele,
on osutunud valeks. Tanu elusrakkude mikroskoopiale on tdnaseks teada, et mitokondrid
moodustavad rakus diinaamilise vorgustiku, milles toimuv pidev liitumine ning lahknemine on
tihedalt seotud mitokondri muude funktsioonidega (Westermann, 2010). Mitokonder on
tsutoplasmast eraldatud kahe membraaniga — sisemise ja valimise membraaniga — millede vahel
asub intermembraanne ruum. Mitokondri sisemist ruumi, mis on imbritsetud sissmembraaniga,
nimetatakse maatriksiks. Vélismembraanis paikneb arvukalt poore moodustavaid
valgukomplekse — poriine — mis teevad vélismembraani l&bilaskvaks ioonidele ja véikestele
kuni 5 kDa suurustele laenguta molekulidele (Alberts jt., 2015). Suuremate molekulide
transport toimub spetsiifiliste transporterite abil (Kihlbrandt, 2015). Mitokondri sisemembraan
on vélismembraaniga vorreldes palju selektiivsem ka véikeste molekulide (né&it. ioonide) suhtes
(Kdhlbrandt, 2015). Selline selektiivsus tagab muuhulgas ka prootongradiendi tekkimise
vOimalikkuse, mis on mitokondriaalset ATP sinteesi kdivitavaks jouks (Kihlbrandt, 2015).
ATP siintees toimub 1abi OXPHOS-i, mille jaoks on vajalikud hingamisahela valgukompleksid,
mis prootoneid pumbates tekitavad elektrokeemilise gradiendi ATP siinteesiks (Kuhlbrandt,
2015). Prootoneid pumbatakse ule sisemembraani membraanidevahelisse ruumi energia abil,
mis vabaneb elektronide liikumisel madalamale energeetilisele tasemele nende transpordi
kaigus piki hingamisahelat. Elektronid labivad nelja valgukompleksi: hingamisahelasse
sisenemine toimub kompleksis | (substraadiks NADH) ja kompleksis 11 (substraadiks
suktsinaat, mille konverteerimisel fumaraadiks moodustub ka FADHz2), edasi suunatakse
kompleks Ill-le ja siis kompleks 1V-le. Viimane kompleks suunab elektronid hapnikule, mille

tulemusena tekib vesinike lisamisega vesi (Joonis 1) (Botham & Mayes, 2018).



Suktsinaat Fumaraat

Kompleks Il
Suktsinaat-Q
reduktaas

NADH + H* 1/,0, + 2H*
NAD H,0

Kompleks | Kompleks llI Kompleks IV
NADH-Q Q-cyte Cytc
oksidoreduktaas oksidoreduktaas oksiidaas

Joonis 1. Hingamisahel. Cyt ¢ — tsutokroom c. Joonis on kohandatud raamatust Botham ja
Mayes, 2018

Pideva prootonite pumpamise tagajarjel tekib maatriksi ja sisemembraani vahel
kontsentratsioonide erinevus (mis pohjustab ka laengute erinevuse ehk membraanpotentsiaali)
ning see gradient saab tasakaalustuda ATP siintaasi vahendusel. Prootonite lilkumine l&abi ATP
suntaasi struktuuri paneb poodrlema osa ATP sintaasist, mille poolt pdhjustatud
konformatsiooniliste muutuste tulemusena algab ATP suntees (Hassinen, 2007; Botham ja
Mayes, 2018). ATP-d siinteesitakse ADP-st ja fosfaatioonidest ning 360° ATP suntaasi
pOordega suudetakse stinteesida 3 ATP molekuli (Kihlbrandt, 2015; Hassinen, 2007). Lisaks
korrektsele elektronide litkumisele piki hingamisahela komplekse toimub mitokondris pidevalt
ka elektronide korvalekalle hingamisahelast, mis tdhendab, et osad elektronid liiguvad otse
hapnikule enne kompleks IV aktiivtsentrit mitte tihelt elekronkandjalt teisele (Shokolenko jt.,
2007). See juhtub enamasti kompleksidel I ja Il ja selle tulemusena tekivad reaktiivsed
hapnikutihendid ehk ROS-id (Zhao jt., 2019). Need on véga reaktiivsed molekulid ja on
vOimelised reageerima praktiliselt kdikide raku komponentidega (valgud, nukleiinhapped,
membraanid jt.), mis bioloogilises kontekstis tdéhendab nende lagunemist vGi ebasoovitavate
modifikatsioonide teket. Paradoksaalsel kombel on limiteeritud ROS-ide produktsioon teatud
hulgal rakule vajalik, sest nad on ka olulised signaalmolekulid, mis osalevad muu hulgas ka
raku proliferatsioonis ja hupoksiaga kohanemisel (Zhao jt., 2019). Hingamisahela defektide
tdttu vBivad aga elektronid oma teelt kdrvale kalduda liiga suurel maaral ja see p6hjustab ROS-
ide Uleproduktsiooni (Kennelly, 2018), mis uletab raku vdime neid konverteerida vahem
toksilisteks molekulideks ning v8ib pdhjustada po6rdumatuid kahjustusi ning isegi rakusurma
(Zhao jt., 2019).

Mitokonder on organell, mis on vélja kujunenud bakteriaalse endosiimbioosi teel eukariiootse
eellasrakuga juba umbes 1 miljard aastat tagasi (Heinaru, 2012). Evolutsioneerumise kaigus
kaotas see organism enamuse oma geenidest: osa kanti peremeesraku kromosoomi koosseisu

ning osad geenid elimineeriti. Allesjddnud DNA-st sai mitokondriaalne DNA ehk mtDNA



(Heinaru, 2012). Hulkraksetes loomades on mtDNA molekulid enamasti rongasjad ja mtDNA
genoom on tavaliselt 16-17 kb (Heinaru, 2012) suurune, kuid see varieerub organismiti. On
kirjeldatud nii 10 kb (Pett jt., 2011) ja ka 48 kb suuruseid mtDNA molekule (Ladoukakis ja
Zouros, 2017). Kéesoleva t66 mudelorganismi Drosophila melanogasteri mtDNA on umbes
20 kb suurune (Ciesielski jt., 2018). Inimese mtDNA on 16 571 kb suurune ning sisaldab 37
geeni (Heinaru, 2012). Imetajate hingamisahela kompleksidel I, I, 1V ja V on kokku
identifitseeritud hetkeseisuga 86 subihikut (Caruana & Stroud, 2020), mida kodeerivad nii raku
tuumas kui ka mitokondri enda DNA-s paiknevad geenid. MtDNA 37-st geenist 13 kodeerivad
valke, mis on koik hingamisahela subiihikud. Samuti kodeerib mtDNA hingamisahela
komplekside translatsiooniks vajalikke RNA-sid - 22 tRNA-d ja 2 rRNAd. (Heinaru, 2012;
Ylikallio ja Suomalainen, 2012). Ulejaanud subiihikud (mille hulgas on ka k&ik kompleks II
komponendid) on kodeeritud tuuma DNA poolt (Shokolenko jt., 2007). Suur enamus
mitokondri proteoomist, mis koosneb 1100-1900 valgust, kodeeritakse samuti tuuma poolt
(Calvo jt., 2016; Smith & Robinson, 2016). MtDNA poolt kodeeritud subiihikud on olulised
transmembraansed valgud hingamisahela komplekside assambleerumisel, ilma nende
sublhikuteta funktsioneerivaid komplekse ei moodustu. Seega enamik hingamisahela
subtihikutest on kodeeritud kill tuuma poolt, kuid hingamisahela veatuks toimimiseks on

vajalik nii tuuma kui ka mitokondri DNA.

1.2. Mitokondriaalsed haigused

Mitokondriaalsed haigused on péritavatest metaboolsetest haigustest thed levinumad,
esinemissagedusega 1:2000 (Suomalainen ja Battersby, 2018). Mitokondriaalsete haiguste
pdhjuseks on mitokondri ebanormaalne/hdiritud funktsioon, mis vodib olla pdhjustatud
mutatsioonidest nii mitokondri kui ka tuuma geenides (Vafai ja Mootha, 2012). Klassikaliselt
on mitokondriaalseid haigusi seostatud just hingamisahela defektidega, kuna ebanormaalselt
tootav OXPHOS pdhjustab ATP taseme langust ja samuti ka ROS-ide Gleproduktsiooni
(Suomalainen ja Battershy, 2018). Nagu eelpool mainitud, voivad ROS-id reageerida ja seelabi
kahjustada kdiki biokeemilisi molekule, nii valke, nukleiinhappeid kui ka membraanlipiide
(Kennelly, 2018). ROS-idest tingitud oksudatiivne stress voib tekitada omakorda geneetilisi
mutatsioone 1abi DNA kahjustamise ning samuti ka teisi patofiisioloogilisi seisundeid
(Kennelly, 2018). Néiteks on ROS-idest tingitud oksudatiivset stressi seostatud ka diabeedi,
maksahaiguse ja neurodegeneratiivsete haigustega, kuigi nende haiguste tdpne kausaalne seos
ROS-idega on jaanud ebaselgeks (Van Houten jt., 2006). ROS-id pdhjustavad DNA-s nii
mutatsioone (naiteks l&bi guaniini oksudeerimise) kui ka kaheahelalisi katkeid, algatavad

lipiidide peroksudatsiooni, mille tulemusena tekib omakorda reaktiivseid hendeid ning samuti
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okslideerivad ROS-id valkudes aminohapete koérvalahelaid ning I6huvad peptiidsidemeid
(Kennelly, 2018).

Mitokondriaalsed haigused vdivad esineda igas vanuses inimesel alates imikueast kuni
taiskasvanueani ning olla multististeemsed voi hoopis koespetsiifilised. Lisaks mdjutavad need
enamikke organsusteeme (Vafai ja Mootha, 2012). Alates mitokondriaalsete haiguste
Kirjeldamise algusest on téheldatud nende patoloogiate fenotulbi markimisvaarset
varieeruvust, mis eristab neid enamikest teistest patoloogiatest. Nditeks v6ib (ihes positsioonis
olev identne asendusmutatsioon pdhjustada erineva patoloogilise fenotiilbi erinevates
patsientides (Wallace ja Chalkia, 2013; Liang jt., 2014). Uheks selliseks mutatsiooniks on
tRNALeuuur) Nt 3243A>G, mis voib pohjustada Leigh’i siindroomi, MELAS siindroomi,
kroonilist progresseeruvat vélist oftalmopleegiat (CPEO), kardiomUopaatiat, migreeni, diabeeti
ja kuulmise kadumist (Wallace ja Chalkia, 2013). Samuti mitokondriaalse tRNA siintetaasi
ARS2, mille Glesandeks on liita tRNA aminohappega ja viia see ribosoomi valgustnteesiks,
defektid viivad erinevate fenotudpideni nagu kardiomuopaatia (Gotz jt., 2011), munasarjade
dusfunktsioon ja kuulmise kadumine (Pierce jt., 2011). Samas on kirjeldatud ka juhtumeid, kus
erinevad punktmutatsioonid pohjustavad Kkliiniliselt identseid haigusi. Néaiteks MERRF
sundroomi seostatakse mitmete erinevate tRNA punktmutatsioonidega (m.8344A>G,
m.8356T>C, m.3463G>A) (Liang jt., 2014). Samuti on tRNA punktmutatsioon m.3243A>G
MELAS sundroomi poéhjustajaks (Goto, 1995), kuid ka teised mutatsioonid mtDNAs —
m.3271T>C, m.3291T>C, m.13513G>A — viivad sama haiguseni (Liang jt., 2014). Selline
MtDNA mutatsioonide paradoks, kus tihti puudub lineaarne seos mutatsiooni ja patoloogia
tlubi vahel ning nende patoloogiate vdga mitmekesine Kliiniline pilt, viitab oluliselt
keerulisematele seostele mitokondri funktsiooni ja metabolismi vahel kui lihtsalt ATP puudus

ja/vdi ROS-ide Uleproduktsioon (Suomalainen ja Battersby, 2018).

1.3. Mitokondri ja metabolismi seosed

Seda hiipoteesi toetavad ka meie U(ha kasvavad teadmised mitokondri Ulesannete
kompleksusest, millede hulka kuuluvad peale ATP tootmise l&bi OXPHOS-i veel paljud teised
metabolismi protsessid: rasvhapete metabolism, aminohapete siintees, valkude biosintees,
apoptoos, rakusignaalide regulatsioon (Gerhold, 2018; Schaffer ja Suleiman, 2007). Labi
erinevate molekulide sunteesi reguleerib mitokonder mitmeid bioloogilisi protsesse nagu
rakkude proliferatsioon, diferentseerumine ning kohanemine stressiga (Chandel, 2015).
Viimasel ajal on (Uha enam fookusesse tdusnud mitokondriaalsete metaboliitide roll
signaalmolekulidena, mis osalevad raku laiema homodstaasi reguleerimisel Iabi nukleiinhapete

epigeneetiliste ja valkude posttranslatsioonilisete modifikatsioonide. Eriti on tahelepanu
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pélvinud TCA tsiikli vahevormide osalus sellisel regulatsioonil, mis on andnud nende ammu
tuntud katabolismi vaheiihenditele uue dimensiooni raku homdstaasi regulatsioonil (Frezza,
2017). TCA tsukli erinevad metaboliidid osalevad muuhulgas ka kromatiini modifitseerimisel,
DNA metiilatsioonil ja post-translatsioonilistes modifikatsioonides (Martinez-Reyes ja
Chandel, 2020), mis laiendab oluliselt kesksete katabolismiradade mdju ning seob toitainete
kasutamise otseselt raku homoostaasiga.

Uheks naiteks sellise regulatsiooni kohta on tsitraat, mis on allosteeriliseks regulaatoriks
sUsiniku katabolismis (lacobazzi ja Infantino, 2014). Akumuleerunud tsitraat aeglustab
fosfofruktokinaas-1 (PFKZ1) inhibitsiooni kaudu glikoliiusi ning on vGimeline inhibeerima ka
6-fosfofrukto-2-kinaasi (PFK2), mille tilesandeks on fruktoos-6-fosfaadist konverteerida PFK1
allosteerilist aktivaatorit fruktoos-2,6-bisfosfaati (Ros ja Schulze, 2013). Samuti aktiveerib
tsitraat atsetutilkoensiim A (AcCoA) karbokstlaasi, mis on rasvhapete siinteesis esimeseks
sammuks, ning inhibeerib mitokondriaalset rasvhapete transporti (Frezza, 2017). Seega
tsitraadi kogunemine rakus on oluliseks signaaliks, mille tulemusena rakk eelistab kataboolsele
metabolismile (glikolids, rasvhapete oksidatsioon, TCA tslikkel) anaboolset metabolismi
(rasvhapete siintees) (Frezza, 2017). AcCoA on vajalik nii tstitosoolis biostinteesi protsessides
— rasvhapete ja kolesterooli siinteesil — kui ka atsettilatsiooni protsessis, mis on tuntud post-
translatsiooniline modifikatsioon ja reguleerib mitmete valkude aktiivsust (Pietrocola jt., 2015;
Choudhary jt., 2014). AcCoA-d ei transpordita otse tsutosooli vaid see saadakse mitokondrist
eksporditud tsitraadist, mille ATP-tsitraadi luaas (ACLY) konverteerib AcCoA-ks ja
oksaloatsetaadiks (OAA) (Martinez-Reyes ja Chandel, 2020). Valkude atsetiilatsiooni 1abi
viivad lGsiini atsetlultransferaasid (KAT) kasutavad AcCoA-d kofaktorina, mille poolt
annetatav atsetlulriihma jaék lisatakse valgus lusiini jd&gile (Choudhary jt., 2014). Valke, mida
atsetuleeritakse on palju ning nende seas on ka histoonid, millede atsetilatsioon muudab
kromatiini ,,avatumaks® geeni ekspressioonile (Sivanand jt., 2017). Korge AcCoA tase rakus
aga viib tlemaarasele histoonide atsetiilatsioonile ning see omakorda tdstab ekspressioonitaset
geenidel, mis on seotud raku paljunemise ning kasvuga (Lee jt., 2014). Naiteks vahirakud
reguleerivad ules just enstiime, mis on vajalikud AcCoA moodustumiseks (Martinez-Reyes ja
Chandel, 2020). Seega AcCoA hulk rakus mdjutab valkude atsettlatsiooni kaudu ka immuun-,
véhi- ja tlvirakkude funktsioone.

Lisaks tsitraadile/AcCoA-le on oluline roll kromatiini modifitseerimisel ka 2-oksoglutaraadil
(2-OG; tuntud ka kui a-ketoglutaraat) labi 2-OG soltuvate dioksligenaaside (2-OGDD)
aktiivsuse kontrolli. See on perekond enslime, mis katalliisivad erinevate substraatide
(lipiidid, valgud, nukleiinhapped) hudroksuilimise protsessi (Martinez ja Hausinger, 2015),
mille hulka kuulub ka DNA ja histoonide demetilatsioon (Hausinger, 2004). 2-OGDD seovad

11



substraadi kahe-elektronilise oksudatsiooni protsessi 2-oksoglutaraadi dekarboksilatsiooni
reaktsiooniga, mille tulemusena tekib huadroksidlrihmaga produkt ning suktsinaat ja
susihapegaas (Joonis 2) (Farrow ja Facchini, 2014; Biamonti jt., 2018). On teada, et nende

valkude aktiivsus s6ltub nende kofaktori 2-OG kontsentratsioonist (Martinez-Reyes 2020).

e OH
Substraat Produkt
2-OGDD
2-0GDD Fe(IV) 2-0GDD
Fe(Il) / Fe(Il)
aKG 02 Suktsinaat

CO2

Joonis 2. 2-OGDD perekonna enstiiimreaktsioon. Joonis on kohandatud artiklist Biamonti
jt., 2018

Lisaks sellele on 2-oksoglutaraat vajalik metaboliit ka kromatiini modifitseerimisel olles
substraadiks histoonide ja teatud tiiipi DNA demetulaasidele, vastavalt ltsiini demetilaasidele
JaTET (ten eleven translocation) ensutimidele (Martinez-Reyes ja Chandel, 2020). Histoonide
metilatsioon reguleerib transkriptsiooni aktiivsust muutes kromatiini struktuuri, mille
tagajérjel represseeritakse geeniekspressiooni (Heinaru, 2012). Seega v6ib 2-oksoglutaraadi
kontsentratsioon reguleerida histoonide ja nukleiinhapete metilatsiooni taset ja seelébi
mojutada geeniekspressiooni ning ka raku saatust.

2-OGDD perekonna enstiimreaktsioonide heks produktiks on suktsinaat (Joonis 2), mis
akumuleerudes inhibeerib 2-OGDD enstiime ja seet6ttu ka histoonide ning DNA mettlatsiooni
(Martinez-Reyes ja Chandel, 2020). Suktsinaati v6ib rakus akumuleeruda ka siis, Kkui
suktsinaadi dehldrogenaas (SDH) on muteerunud ja ei ole vdimeline tootma fumaraati
(Sciacovelli ja Frezza, 2016), mis on jargmine oluline s6lmpunkt TCA tsuklis.

Lisaks 2-OG ja suktsinaadile on oluline 2-OGDD perekonna enstumide reguleerija ka
fumaraat. Fumaraat on struktuurilt sarnane molekul suktsinaadile, millel on C5 Kkuljes
(fumaraadil C4 kiljes) kaks hapniku aatomit, mis interakteeruvad diokstigenaasidega (Xiao jt.,
2012), ning seeldbi inhibeerib fumaraat 2-OGDD perekonnast TET enstiiime, mis osalevad
demetiilatsioonis, pOhjustades seega DNA hipermetiilatsiooni, mis omakorda muudab
transkriptsiooni aktiivsust (Sciacovelli jt., 2016; Laukka jt., 2016). Selline TCA tsikli

metaboliitide regulatsioon ja seos nukleiinhapete epigeneetiliste ja valkude post-
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translatsioonilise modifikatsioonidega ning tldise metabolismiga néitab, et mitokondriaalsed
metaboliidid ei ole pelgalt vahetihendid metabolismi radades vaid mangivad palju olulisemat
rolli raku laiemal homdostaasil.

Teiste metabolismi radade kdrval toimub mitokondris ka tihesusinikuline (1C) metabolism, mis
on oluline osa erinevate metaboliitide — ATP, S-adenostul-metioniin (SAM), NAD(P)H —
biostnteesil. 1C metabolism toimub nii tsiitosoolis kui ka mitokondris ning seriini ja formaadi
vahendamine kahe keskkonna vahel annab 1C metabolismile paindlikkuse liikuda erinevates
suundades vastavalt metaboolsetele vajadustele (Newman ja Maddocks, 2017). 1C metabolism
toetub folaatide vOimele aktsepteerida ning kanda edasi stisinikriihmasid (Tibbetts ja Appling,
2010) Tetrahldrofolaat (THF) on folaatidest peamine slsinikriilhma edasi kandja ning seriin on
uks peamistest metlitlrihma doonoritest THF tstiklisse (Davis jt., 2003), mis omakorda annab
metldlrihma edasi puriini sinteesiks ning mettlatsiooniks (Joonis 3) (Newman ja Maddocks,
2017). Seega on seriini taseme muutusel vOimalik otsene mdju metilatsioonile 1&bi
doonormolekulide siinteesi taseme. Mitmel erineval juhul on téheldatud mitokondriaalse
dusfunktsiooni tulemusena seriini stinteesi tdusu, mis seeldbi vdib péhjustada 1C metabolismi
komplikatsioone (Bao jt., 2016; Nikkanen jt., 2016; Bahhir jt., 2019). Kuigi on teada, et seriin
on vajalik kompleks I funktsioneerimiseks (Lucas jt., 2018), on siiski jd&nud sellise fenomeni

pdhjuslik seos mitokondriaalse stressiga ebaselgeks.

Puriini
slintees
Gliitsiin /
5,10 -
metiileen-
£ THF 4"‘;«,
= X %%
Seriin Vitamiin
B6
DHFR 5
Folaat ———>» THF THF
NADPH

metiil-  Metioniin %
tsiikkel THF I
Vitamiin

B12
Metioniini SAM

tsiikkel

Homotsiisteiin /

\_ SAH

SAHH

Metiilatsioon

Joonis 3. THF ja SAM tsukkel. DHFR — dihidrofolaadi reduktaas; SHMT — seriini
hidrokstmetudltransferaas; MTHFR — metuleentetrahlidrofolaadi reduktaas; MS — metioniini
stntaas; MAT — metioniini adeniiultransferaas; SAM — S-adenosuil-metioniin; SAH — S-
adenosiul homotsusteiin; SAHH — S-adenosull homotsdisteiini hudrolaas. Joonis on
kohandatud artiklist Zeng jt., 2019
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1.4. mtDNA ja nukleoidid

Mitokondri kromosoom on tavaliselt rongakujuline ning eksisteerib maatriksis in vivo DNA-
valkkompleksina ehk nukleoidina (Nunnari ja Suomalainen, 2012; Chen jt., 2007). MtDNA
pakkumisel nukleoidiks méngib olulist rolli mitokondriaalne transkriptsioonifaktor A (TFAM),
mille seondumist mtDNA-ga peetakse esimeseks sundmuseks mitmeetapilises nukleoidi
moodustumise protsessis (Kukat jt., 2015). See on HMG (ingl.k. high-mobility group) grupi
valk, kuhu kuuluvad mitmed DNA struktuuri muutusi vahendavad valgud (Reeves, 2010).
TFAM on vdimeline ilma spetsiifilise jarjestuseta DNA-le seonduma ning painutama selle
ahelaid U-kujuliselt (Kukat ja Larsson, 2013). Samuti on naidatud, et ka in vitro seondub TFAM
homodimeerina DNA-ga ning pakib selle nukleoidiga sarnasesse struktuuri (Kaufman jt.,
2007). Nukleoidis esineb veel mitmeid erinevaid valke, kuid t&pses nukleoidi koostises pole
veel kokkuleppele jéutud, seda suuresti tdnu erinevate to6gruppide poolt saadud erinevatele
andmetele kui ka tdendoliselt nukleoidide heterogeensuse tottu (Hensen jt., 2014; Lewis jt.,
2016). Erandiks on TFAM, mille esinemist igas nukleoidis peetakse tanu oma rollile mtDNA
pakkimisel universaalseks nadhtuseks. Lisaks sellele on nukleoidis peaaegu alati ka valgud,
mille funktsioon on seotud mtDNA siinteesi ja geeniekspressiooniga: DNA helikaas Twinkle,
DNA poliimeraas y (POLG) ja mitokondriaalne heahelalist DNA-d siduv valk (mtSSB),
MtRNA  polimeraas (POLRMT), eelnevalt mainitud TFAM, mitokondriaalne
transkriptsioonifaktor B2 (mtTFB2), transkriptsiooni terminatsioonifaktor (MTERF) jt.
(Hensen jt., 2014). Nukleoidide koostises on kirjeldatud ka mitmeid metaboolseid enstitime,
millede funktsioon ei ole teadaolevalt otseselt seotud mMtDNA slinteesi ja geenide
ekspressiooniga (Hensen jt., 2014). Nende hulgas on ka mitmeid seriini metabolismiradades
osalevaid ensulme (Hensen jt. 2014). See annab alust oletada, et mtDNA stabiilsus voib
mdjutada metabolismi mitte ainult hingamisahela subuhikuid kodeerivate geenide defektide
kaudu vaid potentsiaalselt ka l&bi nukleoidide struktuuri. Tanu pikalt eksisteerinud
ettekujutusele mtDNA muutuste ja OXPHOS-i defektide vahelisele otsesele seosele on seda
tlupi véimalik kommunikatsioon jaanud paljuski tahelepanuta. Siiski on varasemalt parmis ja
niud ka inimese rakkudes kirjeldatud seoseid nukleoidi struktuuri ja metabolismi vahel.
Sellised bifunktsionaalsed valgud, mis seovad omavahel nukleoidi struktuuri ja metabolismi,
on parmis Acolp (akonitaas) ja llv5p (Kucej jt., 2008) ning inimese rakkudes LETM1 (Durigon
jt., 2018). Lisaks oma rollile TCA tsiklis (akonitaas katalliisib tsitraadi konverteerimist
isotsitraadiks) (Lushchak jt., 2014) on Acolp-I oluline roll ka mtDNA pakkimisel, olles isegi
vBimeline komplementeerima Abf2p (TFAM-i homoloog parmis) funktsiooni (Chen jt., 2005).
IlvSp funktsioneerib hargnenud ahelaga aminohapete — valiini, leutsiini ja isoleutsiini —
biostinteesil, kuid lisaks sellele osaleb ka mtDNA pakkimisel (Bateman jt., 2002). Ilv5p
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interaktsioon nukleoididega on sdltuv keskkonnas olevatest toitainetest, aminohapete nélja
korral tbuseb llv5p kontsentratsioon nukleoidis (Kucej jt., 2008). Deletsioonid ILV5 geenis
pdhjustavad muude fenomenide kdrval ka mtDNA destabilisatsiooni (Macierzanka jt., 2008).
Inimese rakkudes kirjeldatud LETM1 geenist kodeeritud valk on seotud mitokondriaalsete
ribosoomidega, osaleb mtDNA ekspressioonis ning reguleerib ka piruvaadi dehiidrogenaasi
(PDH) aktiivsust (Durigon jt., 2018). LETML1 inhibeerib PDH-d (Durigon jt., 2018; Jiang jt.,
2013), mis on vajalik gliikoosi metabolismis puruvaadi tekkeks ning sellise regulatsiooni kaudu
muudab LETM1 katabolismi tasakaalu. Samuti LETM1 puudumine viib rakus toitainete
metabolismi muutustele, mis omakorda pdhjustab nukleoidi struktuuri muutumist (Durigon jt.,
2018). Selliste valkude olemasolu nukleoidis, mis osalevad ka nukleoidi struktuuri
formeerumisel, tdestab metabolismi otseseid, OXPHOS-st s6ltumatuid seoseid nukleoidide

struktuuriga ning mtDNA stabiilsusega.

1.5. Meie t60grupi eelneva to6 Ulevaade

Meie to0grupis on eelneva too tulemusena kirjeldatud uudset mehhanismi, mille kaudu mtDNA
stabiilsus reguleerib uldist metabolismi loomses mudelorganismis Drosophila melanogasteris
(Bahhir jt., 2019). See avastati tdnu mtDNA in vivo manipulatsioonile mitokondrisse suunatud
tlup | bakteriaalse restriktsiooni endonukleaasiga (mtEcoBl). Kolmest eri subihikust (M, S ja
R) koosnevad tliup | endonukleaasid on vdimelised DNA-d I6ikama ja ka metiileerima (Murray,
2000), seondudes oma spetsiifiliste sintmarkjarjestusega (D. melanogasteri mtDNA-s on EcoBl
seondumisjarjestusi  kolm). Vastavalt seostumisjarjestuse metllatsioonile nad kas
dissotseeruvad (taielikult mettleeritud), metileerivad (hemimetileeritud) vai 16ikavad DNA-d
(metuleerimata). Nende unikaalne I6ikamisprotsess algab DNA translokatsiooniga, mille
kaigus jadvad nad seotuks oma seostumisjarjestusega (Murray, 2000). Kuna DNA-d
lilgutatakse kompleksist mooda piki ahelate keerdumist, tekitavad nad positiivset
superkeerdumist ,.ettepoole” ja negatiivset superkeerdumist ,tahapoole®, muutes niimoodi
DNA natiivset konformatsiooni (Janscak jt., 1999). DNA-s kaksikahelaliste katkete tekitamine
vOib toimuda juhuslikult, kuid tihti on see seotud translokatsiooni takistustega nagu kdrgemat
jarku struktuuridega ja DNA-valk interaktsioonidega (Loenen, 2013). Lisaks on neil vdime ka
eemaldada tédnu translokatsioonilisele aktiivsusele mérklaud-DNA-It mérkimisvéaarse
tugevusega seotud molekule (nt. DNA triplekse) (Firman ja Szczelkun, 2000). Selline mtDNA
manipuleerimine varajases arenguetapis (vastsestaadiumis) D. melanogasteris modifitseeris
oluliselt mtDNA-d tehes sellesse katkeid ning pdhjustades ka topoloogilisi muutusi, mis
omakorda tekitas mtDNA ekspressiooni hdirete kaudu hingamisahela defekti ning ROS-ide

tUleproduktsiooni (Bahhir jt., 2019). Tdiskasvanud karbses oli aga mtDNA modifitseerimine
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palju tagasihoidlikum ja ei p6hjustanud hingamisahela defekte. Hoolimata sellest oli mtEcoBI
ekspressioon letaalne tingituna ainevahetuse imberkorraldustest, mille tulemusena ei suutnud
organismid enam Kkataboliseerida suhkruid. See oli pdhjustatud kahe fenomeni poolt:
tsutosoolse AcCoA langusest, mis viis ekstramitokondriaalsete valkude atsetiilatsiooni
véhenemisele ning suhkrute rakku liikumise blokeerimise tottu Akt kinaasi inhibitsiooni poolt.
Sellised muutused on vdga sarnased metaboolsetele Gmberkorraldustele tulp 1l diabeediga
patsientidel. Diabeet on (ks koige kiiremini kasvav probleem tervisevaldkonnas. IDF
(International Diabetes Federation) andmete pdhjal (2019 aasta seisuga) on viimase 20 aasta
jooksul diabeeti pddevate inimeste arv kolmekordistunud ning tdnaseks umbes 9,3% tdoealiste
inimeste (20-79 aastat) populatsioonist on haigestunud tiup Il diabeeti ja see number on siiani
kasvavas trendis. Diabeet mdjutab suuresti ka majandust — iga aastased kulutused diabeediga
seotud tervishoiule on 760 miljardit USA dollarit ning IDF prognoosib ka kulutuste kasvu
aastani 2045. Hoolimata aastakiimneid kestnud intensiivsest uurimistoost on diabeet 11 tdpne
tekkemehhanism siiani ebaselge. Seega nditab meie toogrupi varasem tdo, et diabeedi tekkimise
pbhjus vdib olla seotud just mtDNA stabiilsuse muutustega in vivo ilma, et see viiks
hingamisahela defektideni. Lisaks 0mberkorraldustele susinikuallikate katabolismis oli
tdusnud ka seriini tase, fenomen, mida on tihti td4heldatud ka teiste mtDNA stressististeemide
puhul (Bao jt., 2016; Nikkanen jt., 2016), kuid mille mehhanism on jaanud ebaselgeks. Kuna
seriin on sisinikriihma doonor Uhesusinikulises metabolismis (Davis, jt., 2003), on seega
vOimalus, et seriini Uleproduktsioonist tulenevad muutused v6ivad mdjutada nii valkude post-
translatsioonilisi modifikatsioone kui ka tuuma DNA metulatsiooni. Selline mehhanism voib
olla viisiks, kuidas kommunikeeritakse mtDNA stabiilsuse muutusi mitokondrist valjapoole
ning viia metabolismi Umberkorraldustele. Lisaks seriini tdusule nditas meie t06grupis varem
labi viidud metaboloomika ka osade metileeritud aminohapete (Joonis 4a-c) ja ka
trimetullisiini katabolismi produkti aktiniini taseme tdusu (Joonis 4d). Need andmed viitavad

sellele, et ka valkude mettlatsioon v8ib olla suurenenud.
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Joonis 4. Aminohapete metilatsioon ja aktiniini tase. a) Lisiini metulatsioon b) Histidiini
metulatsioon c) Seriini metllatsioon d) Aktiniini tase; * p<0.05; ** p<0.01; *** p<0.001;

tulemused on saadud uldise metaboloomika analtitisi kaigus meie uurimisgrupis.

Seega on kéesoleva t06 eesmargiks vélja selgitada kas ja kuidas mtDNA stressist pohjustatud

seriini Uleproduktsioon mdjutab nii Gldist kui ka spetsiifilist RNA ja valkude metulatsiooni.

1.5.1. GALA4-UAS ekspressioonististeem

Kdige rohkem kasutust leidnud transgeene ekspressiooni slsteem Drosophilas baseerub
GAL4-UAS-il (Osterwalder jt., 2001). See on kahest komponendist koosnev slisteem, parmi
Saccharomyces cerevisiae transkriptsioonifaktorist GAL4 ja DNA mérklaudjarjestusest UAS
(Ulesvoolu aktiveeriv jarjestus, ingl.k. upstream activation sequence). GAL4 seondub nende
DNA jérjestustega ja on seelé&bi vdimeline aktiveerima nende geenide transkriptsiooni, millede
promootorregioonis esineb UAS-e. Kasutades erinevaid koespetsiifilisi promootoreid on
voimalik reguleerida GAL4 ekspressiooni nii, et GAL4 valku ekspresseeritaks ainult teatud
kudedes ja see omakorda vbimaldab transgeensete geenide transkriptsiooni (Chow, 2017)
(Joonis 5). Samuti on sellise kahekomponentse stisteemi eeliseks vdimalus uurida toksilisi voi
surmavaid geeniprodukte, kuna nende ekspressiooni ei toimu responder liinis (Drosophila liin,
kus sihtmérk geeni ees on UAS jdrjestus, kuid puudub GAL4) (Duffy, 2002). GAL4-UAS

siisteem on laialdaselt kasutusel ja seda on rakendatud tuhandetes erinevates Drosophila
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katsetes: transgeenide ekspressioonil, kudede ablatsioonil kasutades programmeeritud
rakusurma mehhanisme, signaaliradades, rakkudevahelisel kommunikatsioonil (Osterwalder,
2001).

X

GALA4 driver liin responder liin

oo Jo{ GALA =

7R

jarglased
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ko.::.?ii:ilin' GAL4 | UAS = huvipakkuv geen

Joonis 5. GAL4-UAS susteemi skeem. Joonis on kohandatud raamatu peatiikist Caygill ja
Brand, 2016

GeneSwitch GAL4 susteem (GS), mida kasutati ka k&esolevas t66s Drosophilas mtEcoBI
ekspresseerimiseks, on edasiarendus algsest GAL4-UAS sisteemist. GS slisteem vdimaldab
huvipakkuva geeni ekspressiooni indutseeritavat regulatsiooni, mis t&hendab, et geeni
ekspressioon indutseeritakse vaid selle soodustaja (ingl.k. inducer) olemasolul (Scialo jt., 2016)
(Joonis 6). GS sisteemi puhul kasutatakse modifitseeritud GAL4 valku, mis koosneb GAL4
aktivatsiooni domaéanist ja progesterooni steroidi retseptori ligandiga seondumise domaanist.
Selline valk on kull véimeline seonduma UAS jérjestustele, kuid vaikeolekus ei aktiveeri
transkriptsiooni (Joonis 5). Siinteetilise steroidi analoogi mifepristooni (RU486) seondumisel
muutub selle liitvalgu konformatsioon, mille tulemusena on ta vdimeline aktiveerima
transkriptsiooni. Seetdttu saab GS driveri aktiivsust kontrollida progesterooni retseptori ligandi

RU486 ehk mifepristooni puudumise voi olemasoluga (Scialo jt., 2016).
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Joonis 6. GeneSwitch stisteemi skeem. Joonis on kohandatud artiklist Osterwalder jt., 2001

Meie to6grupis on eelneva uurimistdd kaigus juba vélja tootatud stisteem mtDNA stressi
tekitamiseks, mida on v@imalik kontrollida GAL4-UAS susteemiga. Katsete labiviimiseks on
konstrueeritud kolm D. melanogasteri tlive erinevate mtEcoBI aktiivsustega: endo/trans-, endo-
ja func. Endo/trans- on kontrolltiivi, kus endonukleaas mtEcoBI on inaktiivne, endo- tivel on
tanu  punktmutatsioonile  D298E  endonukleaarses doméédnis  mtEcoBI-l  ainult
translokatsiooniline aktiivsus ja func. tuvel on mtEcoBi-I nii endonukleaasne kui ka
translokatsiooniline aktiivsus tanu Walker A motiivis esinevale ATP sidumiseks vajaliku lUsiini

muteerimisele K477R punktmutatsiooniga.
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. T60 eesmark
LOputdd eesmark on valja selgitada, kas mitokondriaalsest stressist tulenevad seriini
metabolismi muutused mojutavad kvantitatiivselt ja/voi kvalitatiivselt valkude ja RNA

metilatsiooni.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Drosophila melanogasteri kasitlemine

Drosophila kasvatamiseks kasutati jdrgnevate koostisosadega soddet:

Tabel 1. T66s kasutatud s66tme komponendid

Komponent Léppkontsentratsioon
Agar 1%

Parm 3,5%

Maisijahu 1,5%

Sojajahu 1%

Sahharoos 1,5%

Glikoos 3%

Suhkrusiirup 3%

Propioonhape 0,5%

Nipagiin 0,1%

Segati kokku agar, parm, maisijahu, sojajahu ning lisati vesi. See kuumutati keemiseni ning
lisati sahharoos, glikoos ja suhkrusiirup. S60det keedeti 20 minutit ning lasti sellel
magnetsegajal jahtuda 65°C-ni. Siis lisati propioonhape ja nipagiin ning vajadusel ka
mifepristoon, millega GAL4/UAS ekspressioonisiusteem indutseeriti (vt. ,,GAL4-UAS
ekspressioonisiisteem®). S60de valati valja viaalidesse (4-8 ml) ja pudelitesse (35 ml), lasti
tarduda umbes 2 h. Need korgiti ning hoiti kuni kasutamiseni 4°C juures, kuid mitte le 3
nadala.
Kérbseid inkubeeriti kas 18°C v6i 25°C juures. Mikroskoobi all té6tamisel kasutati nende
uimastamiseks CO2 anesteesiat.
Neitsite korjamiseks inkubeeriti kédrbseid 18°C juures. See pikendas perioodi, mille kéigus
emased ei kopuleerunud 16 tunnini. See v@imaldas isoleerida neitseid kaks korda 60paeva
jooksul, hommikul enne kella 9.00 ja 6htul kell 17.00. Ristamisel paigutati pudelitesse emaseid
ja isaseid kérbseid vahekorras 2:1 ehk 60 emast ja 30 isast karbest. Neid hoiti 25°C juures.
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Parast kolme pédeva pikkust ristumisperioodi eemaldati pudelitest vanemad nii, et pudelitesse
jaid ainult nende larvistaadiumis jarglased. Vajadusel kanti vanemad uutesse pudelitesse, et
tagada piisavalt suur jarglaskond. MtEcoBI indutseerimiseks kanti jarglased 10. paevaks 200
uM mifepristooni kontsentratsiooniga so6tmetele, vahetades s66tme varske vastu iga kolme

paeva tagant.

2.2.2. RNA eraldamine

40 isast k&rbest homogeniseeriti jd&l 1 ml fenoolil baseeruva kommertsiaalse RNA
eraldamiseks méeldud Fenozol+ (A&A Biotechnology) lahusega. Seejérel inkubeeriti saadud
lUsaati toatemperatuuril 5 minutit, lisati 200 ul kloroformi, segati 15 sekundit ning lasti seista
toatemperatuuril veel 3 minutit. Siis tsentrifuugiti proove tingimustes 4°C, 12 000 g, 15 minutit.
Lahuse tlemine faas eemaldati ning segati 500 ul isopropanooliga. Proove hoiti 10 minutit
toatemperatuuril ning seejarel tsentrifuugiti neid uuesti tingimustel 4°C, 12 000 g, 10 minultit.
Siis pesti saadud sadet 75% etanooliga, tsentrifuugiti tingimustel 7 500 g, 5 minutit. Proovidel
lasti kuivada paar minutit 37°C juures. Kuivanud proovid lahustati Milli Q vees ning inkubeeriti
60°C juures 10 minutit. Et kogu DNA materjalist proovides lahti saada lisati neile 20 ul 10x
DNaasi puhvrit ja 10 pl (10 thikut) DNaas I-e. Seejarel inkubeeriti saadud lahuseid 37°C juures
Uks tund. Lahusest eraldati RNA 1 ruumala fenooliga (pH=5), segati ning tsentrifuugiti
maksimaalsel kiirusel 4°C juures 5 minutit. Proovide lemine faas eraldati ja sellele lisati 1
ruumala kloroformi ning tsentrifuugiti uuesti maksimaalsel kiirusel 4°C juures 5 minutit.
Ulemine faas eraldati uuesti, lisati 1/10 ruumalast 3M NaAc-d, 2,5 ruumala 95% etanooli, segati
ja inkubeeriti proove -20°C juures ule6d. Seejérel tsentrifuugiti tuube tingimustes 4°C, 11 000
g, 10 minutit. Proovid pesti 500 ul etanooliga ning kuivatati paar minutit 37°C juures. Saadud
RNA sade lahustati 60 ul Milli Q vees ja kontsentratsioon mdddeti spektrofotomeetriliselt
NanoDrop (Thermo Scientific) aparatuuriga. Jargnevalt toodeldi saadud RNA lahust P1
nukleaasiga (Sigma, N8630), mis I8ikas kogu eraldatud RNA monomeerideks. Selleks viidi 40
ng RNA kogus 82 pl ruumalani RNaaside inhibiitori DEPC-ga (dietttlpirokarbonaat, ingl.k.
diethyl pyrocarbonate) téddeldud vees ning kuumutati 95C juures 4 minutit. Seejérel lahus
jahutati ning lisati 8 ul 10 MM ZnSOa4 ja 15 ul P1 (200). Seda inkubeeriti 37°C juures uledd.
Fosfaatgruppide eemaldamiseks nukleotiidide kuljest lisati lahusesse 12 ul 10x Fast AP
puhvrit, 7 ul vett ja 1 ul Fast AP ensiiimi (ThermoFisher, EF0651). Seda inkubeeridi 37°C

juures 3 tundi ning analtidsiti saadud nukleosiide HPLC-I.
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2.2.3. HPLC meetod

Toos kasutatakse RNA nukleosiidide metilatsiooni uurimiseks high-perfomance liquid
chromatography (HPLC) meetodit (Shimadzu Prominence HPLC silsteem kolonniga
Supercosil LC-18-S, mille mddtmed on 25 ¢cm x 4,6 mm, 5 um). HPLC pdhimdte on
keemilistest segudest eraldada ning analiitisida erinevaid komponente (Snyder jt., 2010), mida
tehakse proovi pumpamisega labi kolonni, millega on Uhendatud detektor (Meyer, 2013).
Detektoreid voib olla erinevaid, antud t66s kasutati nukleosiidide detekteerimiseks UV Kiirguse
neeldumise madtmist. Erinevate komponentide eraldamine p&hineb nende liikumise Kiirusel
labi kolonni. Kui proov on l&bi kolonni liikunud, tekitab iga komponent selles proovis
graafikule piigi. Iga piigi madrab retentsiooniaeg (retention time) — aeg, mil komponent on
joudnud 1abi kolonni liikuda ning piigi pindala naitab komponendi kontsentratsiooni proovis
(Snyder jt., 2010). Nukleosiidide lahutatamiseks kasutasin varem vélja tootatud protokolli
(Gehrke ja Kuo, 1989), mis nagi ette kolme erineva puhvri (A, B ja C) (puhvrite koostised on
néha Tabelis 2) kontsentratsiooni varieerimist voolukiirusel 1,0 ml/min katse kdigus jargnevalt:
1) 100% HPLC puhver A 12 minutit, 2) tleminek 10%-le HPLC puhver B-le 8 minutiga, 3)
uleminek 25% HPLC puhver B-le 4 minutiga, 4) tleminek 100% HPLC puhver B-le 9
minutiga, 5) 0%-100% HPLC puhver C-le 35 minutiga, hoides 100% HPLC puhver C-d 10

minutit.

Tabel 2. HPLC-s kasutatud puhvrite koostised ja pH

Puhver NHsH2PO4 konts. Lisand ja selle Puhvri pH
konts.
Puhver A 0,01 M Metanool; 20 % 53
Puhver B 0,01 M Metanool; 20 % 51
Puhver C 0,01 M Atsetonitriil; 35 % 4,9

Kuna antud tingimustel on erinevalt modifitseeritud nukleosiididel erinev retentsiooniaeg, on
vOimalik P1l-ga toddeldud ja defosforileeritud RNA proovis detekteerida neid erinevalt
modifitseeritud nukleosiide ning nende UV lainepikkustel (260 ja 280 nm) tulevate piikide jargi
leida ka kontsentratsioonid. Retentsiooniaja ja sellele vastava modifitseeritud nukleosiid

identifitseeriti varem valja to6tatud protokolli jargi (Gehrke ja Kuo, 1989).

2.2.4. Western blot
Valkude eraldamiseks koguti kokku 30 isast karbest, kiulmutati vedelas ldmmastikus ning

homogeniseeriti 300 ul westerni homogenisatsioonipuhvris (PBS; 1,5% Triton X-100;
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Complete Mini EDTA-vaba proteaasi inhibiitor — 11836170001 Roche; PhosSTOP fosfataasi
inhibiitor — 4906845001 Roche). Lisaati inkubeeriti jaal 15 min ning tsentrifuugiti siis 4°C
juures 13000 g ja 15 minutit. Koguti kokku supernatant, milles leiduva valgu kogus
determineeriti  Bradfordi meetodiga. See pdhineb varvi Coomassie Brilliant Blue G-250
seondumisel valguga, mille tulemusena moodustub sinine valgukompleks ning
kontsentratsiooni maaramiseks kvantifitseeritakse neeldumine 595 nm juures. Peale md&tmisi
segati kokku supernatant ja 2xSDS laadimispuhver (50 mM Tris-Cl, pH 6,8; 0,01% Serva Blue
G; 4% SDS; 12% glutserool; 0,1 M DTT) vahekorras 1:1. Westerni jaoks kasutati BioRad
Criterioni gradientseid AnyKD (#5671124) eelvalatud geele. 60 pg totaalset valguliisaati
eraldati geelis esialgse 70 V ja hilisema 90 V pingega BioRad Criterion voolutusslisteemiga.
Valmis westerni geelikassett eemaldati ja geelilt 18igati ara stacking osa, mis on vajalik
hammastesse laetud valguproovide kontsentreerimiseks hésti piiritletud ribadeks (ingl.k. band).
Ulejaanud osa inkubeeriti 5 minutit Lonza westerni lekande puhvris. Samuti inkubeeriti samas
puhvris nitrotselluloosi membraan (GE Healthcare Amershamtm Protrantm 0,45 pum) ja
filterpaberid. Ulekanne toimus nn. ,mirja“ iilekande meetodiga BioRad Criterioni
ulekandeslisteemis (#1703989), mille jaoks komplekteeriti 3 filterpaberist, geelist,
nitrotselluloosi membraanist ning veel 3 filterpaberist koosnev nn. transfer pack. Seda voolutati
30 V juures umbes 1 tund. Jargnevalt inkubeeriti membraani loksutil toatemperatuuril 1 tund
primaarse antikeha inkubatsioonipuhvris (Tabel 3) eesmargiga blokeerida antikeha
mittespetsiifilist sidumist. Seejarel vahetati puhver primaarse antikehaga sisaldava puhvri vastu
(Tabel 3) ning inkubeeriti 4°C juures loksutil Gile6d. Primaarse antikehaga puhver eemaldati
ning membraani pesti loksutil 3 x 15 min TBS/Tween 20-ga. Jargnes membraani inkubeerimine
loksutil peroksiidaasiga konjugeeritud sekundaarse kudliku primaarse antikeha mittevariaabli
osa vastase antikehaga 1 tund toatemperatuuril. Membraani pesti uuesti TBS/Tween 20-ga 3 X
15 min. Signaali visualiseerimiseks kasutati ECL (ingl.k. enhanced chemiluminescence)
reagenti (BioRad Clarity Western ECL Substrate, #1705061), mis segati kokku kahest
komponendist tootja poolt valmistatud protokolli jargi. ECL-i lahusega inkubeeriti membraane
5 minutit ja signaal mdddeti ning analldisiti BioRad XRS masina abil Image Lab programmis.
Uldise mono- ja dimetiilatsiooni analtitisi korral inkubeeriti membraani mittespetsiifilise
Ponceau S valguvarviga, et kvantifitseerida membraanil olevat totaalset valgukogust, mida
kasutati tulemuste normaliseerimiseks. Histoon 3 (H3) trimettlatsiooni uurimisel normaliseeriti
tulemused teisel membraanil visualiseeritud H3 koguse vastu. Anallisimisel kasutati
optimaalse pikkusega sériaega, et vélistada tleeksponeeritud signaali kvantifitseerimist ning

signaali normaliseerimiseks moddeti taustasignaali mitmes eri kohas membraanil.
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Tabel 3. To0s kasutatud antikehad ja inkubatsioonipuhvrid

Antikeha Primaarse antikeha Sekundaarse Primaarse | Sekundaarse
inkubatsioonipuhver antikeha antikeha antikeha
inkubatsioonipuhver | lahjendus | lahjendus
Anti-histoon 3 | 5% BSA ja 1x TBS + | 5% piimapulber jalx | 1:5000 1:10000
(ab1791) 0,1% Tween20 TBS +0,1%
Tween20
Anti- 5% BSA ja 1x TBS + | 5% piimapulber jalx | 1:5000 1:10000
mettleeritud 0,1% Tween20 TBS +0,1%
Isiin (mono- Tween20
ja
dimetuleeritud)
(ab23366)
H3K4me3 5% BSA ja 1x TBS + | 5% piimapulber jalx | 1:5000 1:10000
(AB_2615077) 0,1% Tween20 TBS +0,1%
Tween20

2.2.5. Statistiline analtius

Kdikide katsete tulemusi analttsiti nii Exceli kui ka GraphPad Prism 6 programmidega. T60s
kasutati katsetes 4 vdi 5 bioloogilist kordust ning statistiline relevantsus determineeriti
kahesuunalise Student t-testiga. Antud testi p-vaartuste tahised graafikutel on * p<0.05; **
p<0.01; *** p<0.001. Graafikud koostati GraphPad Prism 6 programmiga.

2.3. Tulemused

Meie tO60grupi varasema t00 tulemusena on Kkirjeldatud, et mitokondriaalse DNA
manipuleerimine in vivo D.melanogasteri mudelorganismis mdjutab muu hulgas ka seriini
metabolismi (Bahhir jt., 2019). Seriin on peale oma funktsiooni kui aminohape ka oluline
metaboliit, mis osaleb hesusinikulises metabolismis susinikriihma doonorina. Seega vdib
seriini taseme muutus potentsiaalselt m&jutada nii nukleiinhapete kui ka valkude metilatsiooni.
Kuna sellised metillatsiooni muutused véivad poOhjustada laiaulatuslikke muutusi raku
homdosaasil ja metabolismil, v6ib see olla Giheks viisiks, mille abil vahendatakse mtDNA meie
poolt varem kirjeldatuid stressist tulenevaid metaboolseid muutusi (Bahhir jt., 2019) véljapoole

mitokondrit. Hipoteesi kontrollimiseks uurisin D. melanogasteris RNA metiilatsiooni, valkude
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uldist mono- ja dimettlatsiooni ning H3K4 spetsiifilist trimetllatsiooni. Katsetes kasutasin
kolme tlive: endo/trans-, endo- ja func. Endo/trans- on kontrolltiivi, mis ekspresseerib mtEcoBlI
inaktiivset vormi, endo- tlives on mtEcoBI-1 ainult translokatsiooniline aktiivsus ning func. tivi
kannab mtEcoBI téielikult aktiivset vormi, millel on nii endonukleaasne kui ka
translokatsiooniline aktiivsus. Antud isovormide ekspresseerimiseks ristasin nende tiivede
neitseid tubGS tive isastega. Nende ristamiste jarglaskond sisaldas nii tubGS transkriptsiooni
aktivaatorit kui ka kdiki vastava mtEcoBI isovormi geene. Tuvede tdpsemad genotlbid on
Kirjeldatud Tabelis 4. Eksperimentides kasutasin 4 (valkude katsed) voi 5 (RNA katsed)
bioloogilist kordust. MtEcoBI ekspressiooni indutseerimiseks viidi karbsed mifepristooni
sisaldavale s66tmele (konts. 200 uM), millel hoiti neid 10 paeva, kandes neid lle vérskele

mifepristooniga s60tmele iga kolme péeva tagant.

Tabel 4. Tlvede nimetused ja genotlubid

Tuve nimetus | Genotuup Allikas Kirjeldus
endo/trans- UAS-mtHsdM.UAS- Bahhir jt., 2019 Inaktiivset mtEcoBlI
mtHsdS/UAS- isovormi geene sisaldav
mtHsdM.UAS-mtHsdS; tavi
UAS-mtHsdR
(K477R)/UAS-mtHsdR
(K4AT7R)
endo- UAS-mtHsdM.UAS- Bahhir jt., 2019 Translokatsiooniliselt
mtHsdS/UAS- aktiivset mtEcoBlI
mtHsdM.UAS-mtHsdS; isovormi geene sisaldav
UAS-mtHsdR tavi
(D298E)/UAS-mtHsdR
(D298E)
func. UAS-mtHsdM.UAS- Bahhir jt., 2019 Translokatsiooniliselt ja
mtHsdS/UAS- endonukleaasselt aktiivset
mtHsdM.UAS-mtHsdS; mtEcoBI isovormi geene
UAS-mtHsdR/UAS- sisaldav tlvi
mtHsdR
tubGS tubGS/tubGS Scott Pletcheri Sisaldab oma genoomis
grupp tubuliini promootori
kontrolli all olev
GeneSwitch liitvalku

25



RNA modifikatsioonide uurimiseks eraldasin kérbestest totaalse RNA, mida seejarel to6tlesin
P1 nukleaasiga, mis kogu RNA monomeerideks I6ikas. Saadud nukleotiididelt eemaldasin ka
fosfaadi ja nukleosiide analiiisisin  HPLC-ga. Detekteerisime jdrgnevate RNA
modifikatsioonide kontsentratsioone: m6A — N6-metulladenosiin; (m6)2A — N6,N6-
dimetudladenosiin; Gm — 2’-O-metlulguanosiin; m2G — N2-metlulguanosiin; m7G — N7-
metldlguanosiin;, m1G — N1-metldlguanosiin; Cm — 2’-O-metlultsutidiin; m5C — 5-
metudltsutidiin; m3C — 3-metudltsutidiin; m5U — 5-mettdluridiin; Um — 2°-O-metddluridiin;
ac4C — N4-atsetultsitidiin. Kuna seriini tase oli tdusnud vastusena mtDNA stressile, siis meie
algne hipotees eeldas ka metulatsiooni tusu, kuid tulemused nditavad, et detekteeritud
metileeritud nukleosiidide kontsentratsioonid jadvad kas samaks v@i langevad vastusena endo-
ja/lvdi  func mtEcoBl ekspressioonile (Joonis 7). lga modifitseeritud nukleosiidi
kontsentratsioon on normaliseeritud sama nukleosiidi mettleerimata vormi kontsentratsiooni
vastu. Graafikuid, kus tulemused on normaliseeritud koikide metiileerimata nukleosiidide
kontsentratsioonide summa vastu, néeb t60 Lisas 1. Lisaks sellele nditas HPLC analiius ka
tsutosiini atsetulatsiooni efekti langust func. tuves, mis korreleerub meie varasemate

tulemustega valkude atsetulatsiooni vahenemise kohta meie t66riihmas (Bahhir jt., 2019).
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Joonis 7. RNA nukleosiidide metilatsioon. m6A — N6-mettuladenosiin; (m6)2A — N6,N6-
dimetudladenosiin; Gm — 2’-O-metlulguanosiin; m2G — N2-metidlguanosiin; m7G — N7-
metldlguanosiin, m1G — N1-metlulguanosiin; Cm — 2’-O-metlultsutidiin; m5C — 5-
metudltsutidiin; m3C — 3-metudltsutidiin; m5U — 5-metddluridiin; Um — 2°-O-mettdluridiin;
ac4C — Nd4-atsetlultsatidiin; Endo/trans- - inaktiivset mtEcoBl-d kandev tuvi; endo- -
translokatsioonilise aktiivsusega mtEcoBI-d kandev tivi; func. — translokatsioonilise ja
endonukleaasse aktiivsusega mtEcoBI-d kandev tlvi; ns (ingl.k. not significant) — statistiliselt
mitterelevantne; * p<0.05; *** p<0.001; punased punktid tahistavad iga individuaalse katse

tulemust

Modifikatsioonid m7G ja m5U torkavad analliusitud modifikatsioonide hulgas silma oma
suurte standardhélvetega, mistdttu tegin neile eraldi graafikud (Joonis 8). Saadud graafikutest
saab jareldada, et suur standardhélve oli tingitud erinevustest kahe erineva katse vahel

(modifikatsioone anallitisiti kahes erinevad katses, millest esimene sisaldas kahte bioloogilist
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kordust ja teine kolme). Teiste modifikatsioonide puhul niivérd suurt standardhdlvet ei olnud

ning pdhjus, miks just nende kahe modifikatsiooni puhul katsed erinesid, on hetkel ebaselge.

a) b)
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Joonis 8. m7G ja m5U katsed eraldi. a) m5U kordused 1 ja 2 b) m5U kordused 3, 4 ja 5 )
m7G kordused 1 ja 2 d) m7G kordused 3, 4 ja 5; ns (ingl.k. not significant) — statistiliselt
mitterelevantne, * p<0.05; ** p<0.01

Kuna meie t06grupi varasema t00 tulemusena on néidatud lisaks seriini tbusule osade
metileeritud aminohapete ja ka trimettdllUsiini katabolismi produkti aktiniini taseme tdusu,
siis eeldasin ka valkude metilatsiooni tdusu ning selle kontrollimiseks analtitisisin nii valkude
uldist kui ka spetsiifiliselt histoon 3 mettlatsiooni muutusi.

Tulemused ei naidanud Uldist valkude mono- ja dimetilatsiooni tdusu (Joonis 9a-c). Kuid oli
voimalik detekteerida, et metllatsiooni tasemes oli valkude vahel olulisi erinevusi. Naiteks oli
umbes 40 KDa suuruse valgu metilatsiooni tase erinev globaalsest tasemest (Joonis 9a) (Lisa
2). Kuigi see vBib tdhendada ka antud valgu uldise taseme muutust, leidsin siiski, et on péhjust
analiisida ka spetsiifiliste valkude metiilatsiooni eraldi. Uhtedeks tugevalt metiileeritud
valkudeks, mille puhul see post-translatsiooniline modifikatsioon on ka otseses seoses valkude
ekspressiooniga labi kromatiini modifikatsioonide, on histoonid. Histoonides theks sihtmark-
aminohapeteks, mida metuleeritakse, on lusiinid (metlleeritakse ka arginiini ja histidiini)
(Greer ja Shi, 2012). Lasiini metulatsioon histoonides v6ib viia nii geenide ekspressiooni
aktivatsiooni kui ka represseerimiseni, see oleneb metilatsiooni asukohast ning ka liidetud
metddlrihmade arvust (mono-, di-, v6i trimettlatsioon) (Zhang ja Reinberg, 2001). Samuti on

lisiini  metlleerimine vaheetapiks kromatiini modifitseerimisel, metulatsiooni kaudu
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reguleeritakse teiste kromatiini modifitseerivate faktorite seondumist ja seeldbi geeni
transkriptsiooni regulatsiooni (Martin ja Zhang, 2005). Néiteks metileeritud H4 lusiin 9 (K9)
on seondumiskohaks heterokromatiini valgule HP1, mis osaleb heterokromatiini
moodustumisel (Martin ja Zhang, 2005). Heterokromatiin on tihedalt kokkupakitud DNA
vorm, Kkui transkriptsioon toimub oluliselt madalama aktiivsusega kui ,,avatumas®
konformatsioonis olevas eukromatiinis. Samas H3 lusiin K4, K36 ja K79 seostatakse positiivse
geeni ekspressiooniga ning H3K4 metilatsioon funktsioneerib kui seondumiskoht enstiimide
jaoks, mis geenide ekspressioonil osalevad (histooni atsetulltransferaasid, lUsiini

metudltransferaasid) (Martin ja Zhang, 2005).
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Joonis 9. Uldine mono- ja dimetilatsioon a) metiileeritud Itsiin (meK); punane nool tihistab
40 kDa suuruse valgu kvantifitseerimisel kasutatud riba (band); sinised ristktlikud t&histab
kvantifitseerimisel kasutatud alasid b) Ponceau S varvitud c) tldine mono- ja dimetilatsioon
H3-1; d) 40 kDa suuruse valgu metilatsioon; ns (ingl.k. not significant) — statistiliselt

mitterelevantne, * p<0.05; ** p<0.01
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Kuna antud Drosophila tivedes oli suurenenud aktiniini, trimetidllisiini laguprodukti
kontsentratsioon, siis see vOib tdhendada ka trimetttllisiinide hulga kasvu. Erinevalt Gldisest
mono- ja dimetulatsioonist, oli histoon 3 trimetllatsiooni (H3K4me3) puhul mérgata selle
modifikatsiooni markimisvaarset suurenemist. H3K4me3 puhul on ndha, et metulatsiooni tase
on téusnud nii endo- kui ka func, tlives vdrreldes kontrolltiivega (Joonis 10c). Selle katse puhul
on mérgata ka modifitseeritud histooni markimisvéarselt erinevate migratsiooni vorreldes
modifitseerimata vormiga. Histoon 3 suurus on umbes 15kDa ning see vastas tema
migratsioonile H3 westernil (Joonis 10b). Trimettleeritud H3 jookseb aga pisut kdrgemal,
umbes 25 kDa juures (Joonis 10a). Selle modifikatsiooni poolt pdhjustatud H3 migratsiooni
muutusi poltakriulamiidgeelis on taheldatud ka varem (Lisa 3) (Crump jt., 2011).

a)

35kDa @

e -l (el 2500 @

b)
35kDa @
25kba @
B e S e e e e
©)
H3K4me3/H3
0.0779
*%
4-
. 3-
=
(] 2-
1.
endo/trans- endo- func.

Joonis 10. Histoon 3 trimetulatsioon a) Trimetuleeritud histoon 3 (H3K4me3) western b)

Histoon 3 (H3) western c) statistiline analtiis; ** p<0.01

30



2.4. Arutelu

To6 tulemused ei néitanud globaalset ega uldist metilatsiooni taseme tdusu RNA-I ning
valkudel, mis on vastupidiseks tulemuseks algselt pustitatud hupoteesile, et seriini hulga tdus
suurendab ka metilatsiooni.

RNA nukleosiidide metlatsiooni muutused olid ebaiihtlased, modifikatsiooni hulk jéi kas
samaks vOi pigem langes. Atsetileeritud tsutosiini (ac4C) tase langes samuti vastusena mtDNA
stressile ja see korreleerub hasti meie t0ogrupi varasemate andmetega valkude atsettlatsiooni
muutuste kohta (Bahhir jt., 2019). See tbestab uldise atsetllatsiooni taseme vahenemist ka
valjaspool valkude modifikatsioone ja viitab sellele, et see efekt on pdhjustatud pigem tsitraadi
transpordist mitokondrist tsitoplasmasse kui spetsiifiliste atsetilaaside/deatsetiilaasise
inhibitsioonist voi aktivatsioonist. Koige suuremat efekti RNA nukleosiidide metilatsioonis
néeb guanosiinide puhul. Nii N2-mettdlguanosiini (m2G) ja N1-metillguanosiin (m1G) tase
endo- ja func. tives oli langenud rohkem vorreldes teiste modifitseeritud nukleosiididega. Siia
vOib reservatsioonidega lugeda ka m7G, kui arvestada tema taseme muutusi vaid he katse
raames analtdsitud kolme bioloogilise korduse puhul. m2G modifikatsiooni leidub
ribosomaalses RNA-s (rRNA), véikeses tuuma RNA-s (sSnRNA) ja ka transpordi-RNA-s
(tRNA). m1G modifikatsiooni esineb nii rRNA-s kui ka tRNA-s. m1G modifikatsioon on
spetsiifiline ning asub tRNA-s 37. positsioonil (Li ja Bjork, 1999). Sellised spetsiifilised
muutused teatud modifikatsioonide puhul vdivad olla pdjustatud erinevate mehhanismide poolt.
Néiteks vOivad meie toogrupi poolt varem kirjeldatud metabolismi tasakaalu muutused
pbhjustada erinevate RNA-de suhete muutusi, mis vdivad peegelduda globaalses
modifikatsioonide suhete muutustes. Samuti, kuna modifikatsioonide tase on alati tasakaal
keemiliste rihmade lisamise ja eemaldamise vahel, siis vdib antud juhul olla ka tegemist
demetiilaaside suurenenud aktiivsusega. Molema modifikatsiooni (m2G ja mlG)
demetiileerimisega on seotud E. coli-st périt 2-OGDD gruppi kuuluv demetiilaas AIkB
(homoloogideks eukartiootides on ALKBH1-8) (Fedeles jt., 2015). Seega vo0ib eeldada, et
pdhjuseks, miks metilatsiooni taseme muutus eeldustele ei vastanud ning pigem langes, voib
olla TCA tsikli vahevormide kontsentratsioonide muutuses. 2-OGDD gruppi kuuluvate
demetiilaaside kofaktoriks on 2-oksoglutaraat (2-OG) (vt ,,Mitokondri ja metabolismi seosed*),
mis tdhendab et 2-OGDD aktiivsus s6ltub suurest 2-OG hulgast. On taheldatud, et 2-OG taseme
muutused pohjustavad ka metilatsiooni efekti muutusi (Carey jt., 2015) ja kuna varasema t66
tulemusena on leitud, et mtEcoBI ekspressioon suurendab 2-OG kontsentratsiooni (Bahhir jt.,
2019), siis vdib olla see Uheks p6hjuseks, miks selliste RNA modifikatsioonide efekt on

langenud.
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Samamoodi nagu ka RNA puhul, on valkude metilatsiooni muutused ebaihtlased. Histoon 3
K4 spetsiifilise trimetilatsiooni (H3K4me3) puhul on ndha kindlat suurenemist nii func. kui ka
endo- tives. Fakt, et endo- ja func. tlives oli trimetllatsiooni tdus sarnane, tdestab seda, et
metllatsioonimustrite muutmiseks piisab ainult mtEcoBI translokatsioonilisest aktiivsusest nii
valkude kui ka RNA puhul. Antud aktiivsus v8ib pdhjustada muutusi nukleoidi struktuuris,
muutes tGestatult mtDNA topoloogiat (Bahhir jt., 2019) ning teoreetiliselt Idhkudes ka mtDNA
ja valkude vahelisi kontakte. Kuna H3K4me3 on ulerepresenteeritud tavaliselt aktiivsete
promootorite regioonides (Heintzman jt., 2007), siis vOib see tdhendada seda, et vastusena
mtEcoBIl poolt pdhjustatud stressile reorganiseeritakse ka globaalne transkriptsioon
markimisvaérselt.

Drosophilas mtEcoBl kaudu indutseeritud mtDNA stress viib kill RNA ja valkude
metilatsiooni muutustele, kuid need on kompleksemad kui esialgu eeldatud otsene seos seriini
kontsentratsiooni tdusu ja mettlatsiooni suurenemise vahel. Et vélja selgitada, kuidas tdpsemalt
ning mis pohjustel need modifikatsioonide muutused on tekkinud vastusena sellisele mtDNA
stressisusteemile, on vaja tadpsemalt analulsida spetsiifiliste valkude ja teiste histoonide
lusiinide modifitseerituse taset kui ka detekteerida muutuste jaotust erinevate RNA-de tlitpide

(néit. tstitosoolsed vs, mitokondriaalsed) vahel, fraktsioneerides neid enne HPLC analldisi.
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KOKKUVOTE

Meie uurimisgrupi varasem t66 on ndidanud, et mtDNA manipuleerimine in vivo tdp |
bakteriaalse restriktsiooni endonukleaasi mtEcoBl-ga viib muuhulgas ka seriini taseme tdusuni.
Kuna seriin on oluline osa U(heslsinikulises metabolismis, millel on keskne téhtsus
epigeneetikas  ning  post-translatsioonilistes ~ modifikatsioonides,  vdivad  nende
modifikatsioonide muutused olla viisiks, kuidas kommunikeeritakse mtDNA stressi muutusi
uldisele metabolismile.

LAputdd eesmargiks oli valja selgitada, kas mitokondriaalsest stressist tuleneavad seriini
metabolismi muutused mojutavad kvantitatiivselt ja/voi kvalitatiivselt valkude ja RNA
metilatsiooni. Selleks uurisin Drosophila melanogasteris RNA nukleosiidide metulatsiooni,
valkude dldist mono- ja dimetulatsiooni ja histoon 3 lusiin 4 spetsiifilist trimetdlatsiooni
(H3K3me3).

RNA nukleosiidide metilatsioon oli sellise mtDNA stressisusteemi puhul kas langenud voi jéi
samaks. Kdige suuremat metilatsiooni efekti muutust ndagi guanosiini puhul (m1G, m2G,
m7G). RNA nukleosiidide taseme langus vOib olla seotud TCA tsukli metaboliidi 2-
oksoglutaraadiga (2-OG), mis on muu hulgas kofaktoriks 2-oksoglutaraat-sdltuvate
dioksligenaaside (2-OGDD) perekonna demetulaasidele, sest varasem t60 meie uurimisgrupis
on naidanud, et 2-OG tase sellise MtDNA stressististeemi puhul on tdusnud.

Valkude tldise mono- ja dimetilatsiooni katsete tulemus oli ebatihtlane. Metilatsiooni efekt
oli langenud translokatsiooniliselt aktiivse mtEcoBl-ga Drosophila tlves, kuid jai samaks
taisfunktsionaalse mtEcoBl-ga Drosophila tiives vorreldes kontrolltiivega. Katse tulemuses oli
néha aga 40 kDa suuruse valgu metilatsiooni erinevat taset vorreldes globaalse tasemega.
Seetottu otsustasin uurida ka valke spetsiifilisemalt ja tegin katse, et ndha kas H3K4me3 tase
on muutunud.

H3K4me3 puhul oli hésti ndha metllatsiooni taseme tdusu, mis on pohjustatud mtDNA
modifitseerimisest mtEcoBI translokatsioonilise aktiivsuse poolt. See annab alust oletada, et
selle modifikatsiooni puhul piisab endonukleaasil ainult translokatsioonilisest aktiivsusest, et
metilatsioonimustreid muuta ning seel&bi pdhjustada muutusi nukleoidi struktuuris, 16hkudes
mtDNA-valk kontakte ja muutes mtDNA topoloogiat. Samuti on teada, et H3K4me3
modifikatsioon on tavaliselt Glerepresenteeritud aktiivsete promootorite regioonides. Seega

vOib H3K4me3 taseme tbus viidata ka globaalse transkriptsiooni reorganisatsioonile.
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SUMMARY

Previous work done by our research group has shown that mtDNA manipulation in vivo with a
type | bacterial restriction endonuclease mtEcoBI leads to an increase in serine levels. As serine
plays an important role in one-carbon metabolism, which is central to epigenetics and post-
translational modifications, changes in these modifications may be a way to communicate
changes in mtDNA stress to overall metabolism.

The aim of this thesis was to find out whether changes in serine metabolism due to
mitochondrial stress affect the methylation of proteins and RNA quantitatively and/or
qualitatively. For that | analyzed RNA nucleoside methylation, histone 3 (H3) mono- and
dimethylation and histone 3 lysine 4 specific trimethylation (H3K4me3) in Drosophila
melanogaster.

The methylation of RNA nucleosides in such mtDNA stress system decreased or remained the
same. The largest change on methylation effect was seen with guanosine (m1G, m2G, m7G).
Decreased levels of RNA nucleoside methylation may be associated with the TCA cycle
metabolite 2-oxoglutarate (2-OG), which is a cofactor for demethylases of the 2-oxoglutarate-
dependent dioxygenase (2-OGDD) family. That may be because previous work done by our
research group has shown increased levels on 2-OG in such mtDNA stress system.

The results of mono- and dimethylation experiments of proteins were inconsistent. The
methylation effect was reduced in the Drosophila strain where mtEcoBl had only
translocational activity (endo-) but remained the same in the Drosophila strain where mtEcoBlI
had both translocational and endonuclease activity (func.) compared to the control strain.
However, the experiment showed a different level of methylation of the 40 kDa protein
compared to the global level. Therefore, | decided to study the proteins more specifically and
did an experiment with H3K4me3 to see if the levels of this modification had changed.

The experiment with H3K4me3 showed an increase in methylation levels due to modification
of mtDNA by mtEcoBI translocational activity. This suggests that translocational activity of
mtEcoBI alone is sufficient to alter methylation patterns and thereby cause changes in
nucleotide structure, disrupting mtDNA-protein contacts and altering mtDNA topology. It is
also known that H3K4me3 modification is usually overrepresented in regions of active
promoters. Thus, an increased level of H3K4me3 may also indicate a reorganization of global

transcription.
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TANUSONAD

Soovin tdnada uldise ja mikroobibiokeemia labori dppejoude ja tootajaid, kes suuremal vOi
vahemal maaral mulle t66 tegemisel abiké&e ulatasid. Eriline tdnu kuulub juhendajale Priit Joers,
kes mind t60 tegemisel igati toetas ning motiveeris.
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LISAD

Lisa 1. RNA modifikatsioonide tulemused normaliseeritud kogu nukleosiidide

kontsentratsioonide summa vastu.

mBA/AUGC
ns
ns
L]
2
3 .
©
1
endo/trans- endo- func.
m2G/AUGC
*%
ns
1.0 . .
3
@ 0.5
0.0
endoftrans- endo- func.
Cm/AUGC
0.0687
ns
1.01 & -
3
%05
0.0
endo/trans- endo- func.
m5U/AUGC

0.0
endo/trans- endo- func.

(M6)2A/AUGC

. ns
2.0 —ns

1.51
3: 1.01
0.5
0.0-

endo/trans- endo- func.

m7G/AUGC

—ns
2.0
15
3
® 1.0
05
0.0

endo/trans- endo- func.

m5C/AUGC

0.0606

ns
1.0
3
© 0.5
0.0

endo/trans- endo- func.

Um/AUGC
0.0656
00698

1.0-
3
© 0.51

0.0-

endo/trans- endo- func.

a.u.

Gm/AUGC

***
D 0562

1.0
3
® 05
0.0

" endoltrans- endo-

m1G/AUGC

ns
0
5

0.0
endoftrans- endo- func.

1.

0.

m3C/AUGC
*

ns
L]
1.0
3
(]
05
0.0

endo/trans- endo- func.

ac40/AUGC

BT

00 endo/trans- endo-



Lisa 2. 40 kDa suuruse valgu kvantinfitseerimine. a) metuleeritud ltsiini Western b)

Ponceau S vérvitud c) statistiline analiits
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Lisa 3. Histoon 3 tleeksponeeritud Western. Pildil on néha drnalt ka trimettleeritud H3

jooksmist geelil 25kDa juures (t&histatud punase kastiga)
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