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KASUTATUD LUHENDID

ANT — adeniinnukleotiid translokaas

CK — kreatiinkinaas

CKB/Ckb — ajutiiiipi kreatiinkinaasi geen inimesel/hiirel
CKM/Ckm — lihastiiiipi kreatiinkinaasi geen inimesel/hiirel
CKMT1/Ckmtl — ubikviitne kreatiinkinaasi geen inimesel/hiirel
CKMT2 /Ckmt2 — sarkomeerne kreatiinkinaasi geen inimesel/hiirel
CK-PCr — kreatiinkinaasne energiaiilekande siisteem

Cr — kreatiin

CT — lavetsiikkel

DIDMOAD - Diabetes Insipidus, Diabetes Mellitus, optiline atroofia ja kurtus
DMEM - Dulbecco modifitseeritud Eagle keskkond

ER — endoplasmaatiline retiikulum

ITS —insuliin/transferriin/seleniit siisteem

MHC — miiosiini raske ahel

MRF — miiogeenne regulatoorne faktor

MY OG - miiogeniin

NRT — negatiivne poordtranskriptsiooni kontroll (no reverse transcriptase)
NTC — negatiivne kontroll (no template control)

OXPHOS - oksiidatiivne fosforiiiilimine

PCr — fosfokreatiin

RT — poordtranskriptsioon

ROS - reaktiivsed hapnikuiihendid

SR — sarkoplasmaatiline retiikulum

Tm - sulamistemperatuur

TMR - tuumamagnetresonants

UV/VIS — ultraviolett/ndhtav

VDAC — mitokondri vdlismembraani poriinkanal

WFS1/Wfsl — Wolframi siindroom 1 geen inimesel/hiirel

WS — Wolframi stindroom

-/- — Wfs1-puudulik hiir

+/+ — muutmata genoomiga hiir (wild-type)



SISSEJUHATUS

Raku energeetilise seisundi ja energeetilise puudulikkuse tekkepShjuste uurimine on
tilioluline, kuna teadaolevalt soltub sellest haiguse patofiisioloogiline mehhanism, samuti
haiguse prognoos ja ravi efektiivsus. Raku energeetilise puudulikkuse kujunemist késitletakse
kui siidame- ja skeletilihase haiguste alusmehhanismi.

Kéesolevas t60s on hinnatud geenide ekspressiooni seoses mitme olulise omavahel haakuva
probleemi uurimisega selliste lihasraku energeetilise puudulikkusega kaasnevate héirete puhul
nagu sarkopeenia ning endoplasmaatilise retiikulumi talitlushédired (ER stress) ja diabeedi-
sarnane seisund Wfsl hiirtel. Seega oli antud t60s erilise tdhelepanu all rakusisene
kreatiinkinaasne energiaiilekanne ja selles iilekandes osalevaid valke kodeerivate geenide
ekspressiooni hindamine seoses vananemisega kaasneva sarkopeeniaga, mis on teatavasti
seotud skeletilihaste oksiidatiivse voimekuse alanemisega peamiselt mitokondriaalse genoomi
oksiidatiivse kahjustuse tottu. Paralleelselt uuriti lihasrakkude energeetilise metabolismiga
seotud geenide ekspressiooni rakkude replikatiivse vananemise korral in vitro. Hinnati ka
nende geenide ekspressioonitaset, mis on seotud mitokondrite vOimega akumuleerida
kaltsiumioone, kuna tsiitosoolse kaltsiumi iilesandeks on koordineerida raku tookoormust ja
adenosiin trifosfaadi (ATP) tekkeprotsessi mitokondrites. Kéesoleva bakalaureuset6o
Kirjanduse iilevaates on vastavalt teemale kaisitletud lihasraku energeetilise metabolismi
klassikalisi ja kaasaegseid kontseptsioone, raku energeetilise puudulikkuse kujunemise
mehhanisme inimese skeletilihases vananemisega kaasneva sarkopeenia puhul ning diabeedi
ja ER stressi tingimustes, kasutades transgeensetel hiirtel rajanevat mudelit. T66 keskendub
peamiselt muutustele lihasrakkudes. Skeletilihased on olulised liikumisvoimes ja abiks
hingamisel, mistottu lihasmassi kadu ja lihasnorkus (sarkopeenia) kujutab vananedes endast
olulist probleemi halvendades inimeste elukvaliteeti. On teada, et lihasrakkude energeetiline
seisund halveneb mitmete haiguste puhul, nagu néiteks diabeet ja sarkopeenia. Seega on téhtis
uurida neid faktoreid ja molekulaarseid mehhanisme, mis kontrollivad skeletilihase arengut ja
fiisioloogiat vo1 méngivad rolli haiguste patogeneesis.

T66s saadud tulemused aitavad kontrollida tildisemat hiipoteesi, mille kohaselt lihashaigused,
tilipilised patoloogilised ja vananemisega seotud protsessid on vahendatud iihise
kahjustusmehhanismi — raku energeetilise puudulikkuse kaudu. Lahtuvalt sellest hiipoteesist
oli t66 peamiseks eesmargiks hinnata lihasraku energeetilist seisundit reguleerivate geenide
ekspressiooonitaset erinevates patoloogilistes tingimustes ja selgitada vélja, milliste uuritud
geenide ekspressioonitaseme muutused viitavad lihasraku energeetilise puudulikkuse

kujunemisele.



Uurimistdd eksperimentaalne osa teostati Tartu Ulikooli arstiteaduskonna bio- ja
siirdemeditsiini instituudi patofiisioloogia osakonnas ning on seotud kahe praeguseks
10ppenud ja iihe kdimasoleva teadusprojektiga: 1) MYOAGE - Eaga seotud lihasnorkuse
moistmine ja sellega voditlemine; 2) Raku energeetiline puudulikkus kui siidame- ja
skeletilihase haiguste alus ja kaitsemehhanismide sihtmérk; 3) Oksiidatiivse fosforiiiilimise ja
energeetilise metabolismi kompartmentatsiooni hdirete roll haigestunud ja vananenud

lihasrakkude patofiisioloogias.

Mairksonad: energeetiline metabolism, raku energeetiline puudulikkus, sarkopeenia,

replikatiivne vananemine, kreatiinkinaasi ekspressioon.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Oksiidatiivsed ja gliikolinitilised lihased

Lihaskiudude heterogeensus pohineb kahel peamisel geeniregulatsiooni mehhanismil, mida
on kirjeldatud Bottinelli ja Reggiani (2000) poolt jargnevalt:

1) Kvalitatiivne mehhanism: lihasvalgud (nagu miiosiin) vdivad esineda sarnaste, kuid mitte
identsetena s.t isovormidena. Isovormid voivad tuleneda sama perekonna erinevatelt geenidelt
voi samalt geenilt alternatiivse splaissimise kaudu, mille tulemusena saadakse erinevad
valgud.

2) Kvantitatiivne mehhanism: iihe ja sama geeni erinev ekspressioon. Mitmed geenid voivad
olla iiksteisest sOltumatult iiles- voi allareguleeritud vastavalt mehaanilisele koormusele,
hormoonide toimele jne. Geeniproduktideks olevate valkude proportsioon kujuneb sellisel
juhul erinevaks, mille tulemusena kujunevad struktuuri ja funktsiooni isedrasused.

Nii vdib lihaseid grupeerida miiosiini raskete ahelate (MHC) isovormide profiili alusel, kuid
samuti ka kontraktiilsete omaduste jargi acglasteks ja kiireteks (Bottinelli et al., 1991; Ruff ja
Whittlesey, 1991; Larsson ja Moss, 1993; Lynch et al., 1994; Harridge et al., 1996; Widrick
et al., 1996) voi ka metaboolsete ensiiimide aktiivsuste alusel oksiidatiivseteks ja
gliikoliiiitilisteks (Stienen et al., 1996).

Lihaskiudude pohitiitibid miiosiini raskete ahelate isovormide alusel. See jaotus pohineb
elekroforeetilisel liikuvusel. Poliiakriitilamiid geelelektroforeesi (PAGE) abil on segalihases
(inimese m. pectoralis) visualiseeritavad kolm MHC fragmenti (Hilber et al., 1999). Koige
kiiremini litkuv. MHCI on ekspresseerunud esimest tliiipi kiududes (Tiitip 1, aeglased,
okstidatiivsed), kdige aeglasema migratsiooniga MHCIIb aga on iseloomulik IIb tiiiipi
kiududele (Tiitip IIb, kiired, gliikoliititilised). MHClIIa (Tiitip Ila, oksiidatiiv-gliikoliiiitilised)
migreerub pisut kiiremini kui IIb. Roti erinevat tiilipi skeletilihastes m. extensor digitorum
longus (kiire, gliikoliiiitiline) ja m. soleus (aeglane, oksiidatiivne) on aga kummaski tdheldatav
vaid iiks domineeriv MHC fragment, vastavalt MHCIIb ja MHCI (Vescovo et al., 1998).
Nimetatud isovorme seostatakse miiosiini ATPaasi aktiivsusega. Ila- ja I1b-tiitipi kiududes on
ATPaasne aktiivsus korge ja neid nimetatakse kiireteks kiududeks. Tiitip I kiud on aeglased ja
miiosiini ATPaasi aktiivsus on neis madal.

Lihaskiudude tiipiseerimine metaboolse profiili alusel. Metaboolselt eristatakse lihaskiude
mitokondriaalse =~ hingamisahelaga  seotud  ensiliiimide  (suktsinaatdehiidrogenaas,
tsiitokroomoksidaas) ja gliikoliiiitiliste ensiiiimide (laktaatdehiidrogenaas, piiruvaatkinaas)
aktiivsuste jargi (Ogata ja Mori, 1964; Peter et al., 1972; Lowry et al., 1978). Vastavalt sellele

on mitokondriterikkad ja korge hingamisensiiimide aktiivsusega kiud oksiidatiivsed ning
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madala mitokondrite sisaldusega ja korge gliikoliiitiliste ensiitimide aktiivsusega kiud
gliikoliiitilised. Ila-tiiipi kiud on metaboolselt oksiidatiiv-gliikoliititilised. ~Aeglaselt
kontraheeruvad lihased tarvitavad vihem ATP-d kui kiired ja nad ei vési nii ruttu kui kiired.
Aeglaste okstidatiivsete lihaste tiitipilisteks ndideteks on miiokard ja skeletilihas m. soleus.
Tiitpiline kiire gliikoliititiline lihas on m. extensor digitorum longus ja m. rectus femoris
(valge osa).

Varasemad andmed nditavad, et inimese skeletilihase puhul MHClIla ja IIx mRNA tasemed

vananedes viahenevad (Balagopal et al., 2001).

1.2. Lihasraku energeetiline metabolism
Lihasraku energeetika pohijooned. Rakkude diferentseerumise kéigus toimub imetajate
lihasrakkudes komplekssete ja funktsionaalsete rakukompartmentide moodustumine. Igale
lihastiitibile (okstlidatiivsed, oksiidatiiv-gliikoliiiitilised, gliikoliititilised) on omased
morfoloogilised ja biokeemilised isedrasused. Ka raku energeetilise metabolismi
organisatsioon soltub rakutiilibist. Naiteks lihasrakk peab olema vdimeline tagama efektiivset
energiaiilekannet energiat andvate ja seda tarbivate kohtade (raku kompartmentide) vahel
(Ventura-Clapier et al., 1998). Lihasrakkudele on omane korge struktuurse organiseerituse
tase: paralleelsete miiofibrillikimpude vahel on korrapdraselt mitokondrid kohakuti
sarkomeeri A-voodiga (Raturi ja Simmen, 2013). Lihasrakkude funktsionaalsetes iiksustes
toimub pidev energiarikka ATP produtseerimine gliikoliilisi ja oksiidatiivse fosforiililimise
(OXPHOS) protsessides (Ventura-Clapier et al., 1998). Aeglastes oksiidatiivsetes lihastes on
peamiselt OXPHOS kéigus tekkinud ATP kasutatav kontraktsiooniks ja ioonpumpade t66ks
ning teisteks energiat vajavateks protsessideks.
Okstidatiivsete lihaste rakkudes kantakse ATP mitokondritest miiofibrillideni kreatiinkinaasse
energiaiilekande stisteemi (CK-PCr) kaudu fosfokreatiini molekulide abil (Joonis 1), kuna
mitokondrite  sisemembraani  viéliskiiljel lokaliseeruv  kreatiinkinaasi isovorm on
funktsionaalses seoses sisemembraani valgu adeniinnukleotiidi translokaasiga (ANT),
voimaldades seega OXPHOS protsessis tekkinud ATP arvel fosforiiiilida kreatiini. Selle
reaktsiooni tasakaal on nihutatud fosfokreatiini tekke suunas (Bessman ja Carpenter, 1985;
Wyss et al., 1992).
CK on ensiiiim (EC 2.7.3.2), mis kataliiiisib jargnevat poorduvat reaktsiooni:

ATP + Cr <=> ADP + PCr (ExPASy Enzyme).
Kuna kreatiini lihasrakus ei teki (imetajate organismis toimub kreatiini biosiintees pohiliselt
maksas), siis viiakse kreatiin lihasrakku spetsiifilise kreatiini transporteri abil (Straumann et
al., 2006).



Lihasrakus funktioneeriv CK-PCr siisteem koosneb kahest pohisubstraadist (Cr, PCr) ja
erinevatest Cr isovormidest, mis lokaliseeruvad nii mitokondriaalses kui miiofibrillaarses
osas. Mitokondriaalne CK on positiivse laenguga isoensiiim ja seetdttu seostub
elektrokeemiliselt negatiivselt laetud kardiolipiini molekulidega, mis paiknevad mitokondri
sisemembraanis ANT ldheduses (Walliman et al., 1992; Fritz-Wolf et al., 1996; Saks et al.,
2000).

ATP
,“

|‘A[)‘T ‘
ATPase

I /

O SIS MR A SN AT

Mitochondrion Myofibril /

—

Joonis 1. Kreatiinkinaasse energiaiilekande siisteem (Saks et al., 2000).
ANT — adeniinnukleotiidi translokaas; CKmito — mitokondriaalne kreatiinkinaas;
CK - miiofibrillaarne kreatiinkinaas; PCr — fosfokreatiin; Cr — kreatiin.

Selline  integratsioon ~ moodustab  mitokondri ~ sisemembraanis  funktsionaalse
mikrokompartmendi, nii et mitokondriaalses CK reaktsioonis tekkinud ADP viiakse ANT
poolt mitokondrite maatriksisse, kus ta kontrollib hingamisahelat, mille viiendas kompleksis
tekkinud ATP on samuti kasutatav ANT poolt (Walliman et al., 1992; Saks et al., 1994;
Kanai et al., 2004).

Kreatiinkinaasne energia iilekanne lihasrakus. 1metajatel on identifitseeritud kolm dimeerset
tsiitosoolset isovormi: 1) lihastiiiipi CK-MM, mida kodeerib geen CKM (Hs) voi Ckm (Mm);
2) ajutiitipi CK-BB, mida kodeerib geen CKB (Hs) voi Ckb (Mm) ning mille
ekspressioonitase lihastes on iilimadal ja 3) segatiitipi CK-MB, mille erinevaid ahelaid
kodeerivad erinevad geenid (Wallimann et al., 1992, 2011; Ventura-Clapier et al. 1998).
CKM geen asub inimesel 19. kromosoomi pikemas o6las (19q), hiirel 7. kromosoomi pikemas
olas (7q) ja CKB geen inimesel 14. kromosoomi pikemas Olas (14q) ning hiirel 12.

kromosoomi pikemas 0las (12q) (Ensembl).



Lisaks on 2 mitokondriaalset isovormi: 1) ubikviitne, mida kodeerib geen CKMT1 (Hs) voi
Ckmtl (Mm); 2) sarkomeerne, mida kodeerib geen CKMT2 (Hs) voi Ckmt2 (Mm).
Mitokondriaalsed isovormid erinevad tsiitosoolsetest nii  biokeemilistelt kui ka
immunokeemilistelt omadustelt (Ventura-Clapier et al., 1998). Mitokondriaalsed isovormid
paiknevad mitokondri véliskompartmendis (Wallimann et al., 1992, 2011). CKMT2/Ckmt2
geeni produktiks olev valk esineb sarkomeersetes kudedes ja on ko-ekspresseeritud CKM
poolt. Ubikviitne CKMT1/Ckmt1 geeni produktiks olev valk on ko-ekspresseeritud CKB poolt
(Payne et al., 1991; Wyss et al., 1992).

CK isovormide kompartmentatsioon lihasrakus on eeldus selleks, et funktsionaalne CK-PCr
sisteem saaks toimida (Wallimann et al., 1992). CK-PCr energiaiilekande siisteem on kui
tthendusliili ATP-d tootva tliksuse (gliikoliiiis ja mitokondriaalne oksiidatiivne fosforiilatsioon)
ja subtsellulaarsete ATP-d utiliseerivate iiksuste (ATPaasid) vahel. Mitokondri
vélismembraanil paiknev CK siisteem on vahetult seotud ATP ekspordiga mitokondritest, mis
toimub 1dbi ANT ja seeldbi vabastab PCr-i tsiitosooli (Wallimann et al. 2011). Mitokondri
véilismembraanis on poriinkanal (VDAC), millel on selektiivne ldbilaskvus ATP ja ADP
suhtes, aga PCr saab vabalt liikuda (Timohhina et al. 2009). Kreatiinkinaasne
mitokondriaalne isoensiiim toodab mitokondrite membraanidevahelises 0sas PCr-i, mis
suunatakse 1dbi VDAC-i tsiitoplasmasse ja ldbi kreatiinkinaasse iilekande siisteemi edasi
energia tarbimise sihtpunktidesse, kus teised kreatiinkinaasi isovormid kasutavad seda ATP
taastootmiseks (Anmann et al., 2013). ADP, mis tekib mitokondriaalse kreatiinkinaasi
reaktsioonis, suunatakse 1dbi ANT tagasi mitokondri maatriksisse, kus ATP siintetaas toodab
uuesti ATP-d (Anmann et al., 2013). CK siisteem on eriti oluline siidame- ja skeletilihastes.
Kiired gliikoliiitilised (valged) lihaskiud, mis to6tavad kiirelt, aga vdsivad samuti Kiiresti,
sisaldavad markimisvédrselt korgemates kogustes CK ja PCr-i. Vastupidiselt aeglased
okstidatiivsed (punased) lihaskiud ehk siidamelihaskiud, mis td6tavad jérjepidevalt ja on
vastupidavad visimusele, sisaldavad vahem CK-d ja PCr-i (Sahlin et al., 1997).

Valgu tasemel on kahedimensionaalse elektroforeesi abil ndidatud, et inimese skeletilihases V.
lateralis (nelipealihas) lihastiiiipi kreatiinkinaasi valgu sisaldus vananedes vaheneb (Gelfi et
al., 2006). Reaalaja-PCR abil saadud andmed selle kohta (mRNA tase) puuduvad, mistdttu oli
kdesolevas to0s liheks eesmirgiks vorrelda CKM ja CKMT2 mRNA taset noorte ja vanade

inimeste nelipealihases.

1.3. Lihasraku energeetilise metabolismi kaasaegsed kontseptsioonid
Lihasraku energeetilise metabolismi organisatsioon on niivord keeruline, et seda peetakse

oigeks kirjeldada ja analiiiisida siisteemibioloogiast ldhtudes kasutades molekulaarsete
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stisteemide bioenergeetika kontseptsiooni. Viimased arengud lihasrakkude uurimisel on
ndidanud, et energiavoogude ja mitokondrite funktsiooni regulatsioonimehhanisme in vivo
tuleb moista molekulaarsete siisteemide bioenergeetika raames, arvestades et energeetiline
metabolism ei ole mitte ainult biokeemiliste reaktsioonide siisteem, vaid olulised on ka
ruumiline organisatsioon ja rakusiseste interaktsioonide diinaamika (Saks et al., 2007).
Interaktsioonid rakukomponentide vahel viivad uute omaduste ilmnemiseni siisteemi tasandil
nagu nditeks intratsellulaarne  kompartmentatsioon ja  funktsionaalsed  seosed
valgukomplekside vahel (Saks et al., 2007). Molekulaarsete siisteemide bioenergeetika
Kirjeldab integreeritud energeetilise metabolismi protsesse rakus kasutades matemaatilist
modelleerimist, kuid ldhtudes eksperimentaalsete uuringute andmetest. Matemaatilise
modelleerimise teel on ndidatud, et aeglaste oksiidatiivsete lihaste rakkudes metaboliitide
difusioonitakistus ei ole jaotunud rakus iihtlaselt, vaid on lokaliseerunud teatud piirkondades
(Vendelin et al., 2004). See tdik toetas uut vastloodud kontseptsiooni. Lihasraku energeetilise
metabolismi kaasaegse kontseptsiooni kohaselt moodustavad oksiidatiivsetes lihasrakkudes
mitokondrite ja miiofibrillide ning sarkoplasmaatilise retiikulumi ATPaasid komplekse, mis
funktsioneerivad kui rakusisesed energiaiiksused, olles lihasraku energeetilise metabolismi
pShimooduliteks, mille piires toimub energia iilekanne Kreatiin- ja adeniilaatkinaassete
stisteemide vahendusel ning vaid mingil mééral adeniinnukleotiidide otsese iilekande teel
(Saks et al., 2001; Seppet et al., 2001). See avastus muudab oluliselt varasemat paradigmat, et
adeniinnukleotiidide lilkkumine mitokondrite ja ATPaaside vahel toimub lihtsa difusiooni teel.
Okstidatiivsetes lihastes kontrollivad ADP difusiooni energeetiliste iiksuste piires teatud
tsiitoskeleti valgud, milledest on kindlasti tuvastatud PB-tubuliin (Puurand et al., 2003;
Guerrero et al., 2010; Guzun et al., 2011). Kadaja et al. (2004) on ndidanud, et tilalnimetatud
mitokondrite ja ATPaaside kompleksid vdivad olla patogeensete antikehade mirklauaks ja
nende talitlushdireid on registreeritud nii siidame- (Vandroux et al.,, 2004) kui ka
muskuloskeletaalsete haiguste puhul (Braun et al., 2001; Eimre et al., 2006). Viimatimainitud
toodes on nédidatud, et otsene ATP/ADP iilekanne mitokondrite ja ATPaaside vahel aktiveerub
diistrofiinipuudulikkusega hiirte siidames (Braun et al., 2001) puusaliigese artroosi korral
(Eimre et al., 2006). Teised autorid on sedastanud sellise muutuse tsiitoplasmaatilise ja
mitokondriaalse CK puudulikkusega lihases (Kaasik et al., 2003). Koosvoetuna voivad need

haired viia raku energeetilise puudulikkuse kujunemiseni.

1.4. Rakkude energeetiline puudulikkus kui lihashaiguste alus
Haigused, tiitipilised patoloogilised ja vananemisega seotud protsessid voivad olla vahendatud

tthise kahjustusmehhanismi — raku energeetilise puudulikkuse kaudu. Niiteks on
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stidamepuudulikkuse korral TMR (tuumamagnetresonants) abil tuvastatud PCr/ATP signaali
suhte muutus, alanenud on ka kreatiini ja Kkreatiini transporteri tase, mi-CK ekspressiooni
maharegulatsioon, mi-CK ja ANT seose hdirumine ja vihenenud CK-MM ekspressioon (De
Sousa et al., 1999; Ye et al., 2001), mis viitavad CK-ga vahendatud energia-iilekandevorgu
muutustele (Nascimben et al., 1996; Neubauer et al., 1997). Kuna aga enamik neist muutustest
on tuvastatud katseloomade rohuiilekoormuse tingimustes, vdivad need olla mitte seostatavad
inimese haigusega, eriti selle 16ppstaadiumis, mil domineerib mahu iilekoormus. Roosimaa et
al. (2013) on nididanud, et inimese mahu tilekoormuse tottu laienenud siidamekodades
suureneb HK2 (heksokinaas 2) geeni ekspressioon, seostumine mitokondritega ja osatdhtsus
OXPHOQOSi aktivatsioonis. Seega toimib kompensatoorne mehhanism, mis kaivitub miiokardi
mahu iilekoormuse tdttu suurenenud energiavajaduse korral. Siidamelihase kohta on veel
ndidatud, et miiokardi iiletreeningujirgses seisundis on hdiritud funktsionaalne seos
mitokondriaalsete ensiilimide, adeniilaatkinaasi (AK2) ja ANT vahel, mille tottu vdheneb
adenosiindifosfaadist (ADP) soltuva OXPHOS iildine kapatsiteet (Kadaja et al., 2010). Kuna
selle protsessi kdigus siinteesitakse siidamelihase energiaallikaks olevat ATP-d, siis jarelikult
halveneb iiletreenituse korral rakkude energeetiline seisund. Need andmed niitavad, et
rakkude energeetilise puudulikkuse kujunemisel on olulisel kohal mitokondrite talitluse
héired, mis voivad olla tingitud oluliste geenide alackspressioonist voi valkude biosiinteesi

vahenemisest.

1.5. Oksiidatiivse fosforiitilimise reguleerimine kaltsiumioonide toimel

Klassikalise kontseptsiooni kohaselt kontrollib tsiitoplasma kaltsium mitokondrite hingamist
kaltsium uniporter, mis toimub valgu kaudu kaltsiumioonide difusiooni teel mitokondrite
maatriksisse. Selle tulemusena aktiveeritakse dehiidrogenaasid (piiruvaat dehiidrogenaas,
isotsitraat dehiidrogenaas ja 2-oksoglutaraat dehiidrogenaas) (Denton ja McCormack, 1985;
Heineman ja Balaban, 1990; McCormack ja Denton, 1990; Hansford ja Zorov, 1998). Ent
hiljuti on avastatud uus mehhanism, mille vahendusel kaltsiumioonid stimuleerivad hingamist
ilma, et kaltsium akumuleeruks maatriksisse (Gellerich et al., 2008, 2010; Seppet et al.,
2009). Nendes toodes on ndidatud, et kui ajurakkude tsiitoplasmas kaltsiumi sisaldus
(fiisoloogilise kontsentratsiooni piires) suureneb, kasvab mitokondri sisemembraani
viliskiiljel lokaliseeruva glutamaat-aspartaat transporteri (aralari) aktiveerimise tulemusena
mitokondrites glutamaat-soltuva oksiidatiivse fosfortiiilimise kiirus. Esmased katsed néitavad,
et ajurakkudes on gliitserool-3-fosfaadist soltuv hingamine samuti ekstramitokondriaalse
kaltsiumi poolt aktiveeritav. Praegu uuritakse, kas need ekstramitokondriaalse kaltsiumi poolt
aktiveeritavad mehhanismid toimivad ka lihasrakkudes ja kas nad patoloogiliste seisundite
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(sarkopeenia, ER stress) puhul hiiruvad. Vastavate geenide ekspressiooni on hinnatud ka
kéesolevas to0s.

Hoolimata senisest uurimistoost ei moisteta mitokondrite funktsiooni regulatsiooni-
mehhanisme ikka veel tiielikult. Paljud andmed niitavad, et tsiitosoolse Ca?* iilesandeks on
koordineerida raku tookoormust ja ATP regenereerimist mitokondrites. Praegu valitseb
seisukoht, et Ca®" uniporteri poolt haaratud tsiitosoolse kaltsiumi ioonid aktiveerivad
mitokondrite maatriksi ensiiiime: piiruvaadi dehiidrogenaasi, a-ketoglutaraat dehiidrogenaasi
ja isotsitraat dehiidrogenaasi. Ent hiljuti on leitud, et Ca®*-ioonid reguleerivad glutamaat-
soltuvat hingamist staadiumis 3, varustades aralari ehk mitokondriaalse glutamaat/aspartaat
kandja abil mitokondreid glutamaadiga. Kuna ruteenium punane seda aktivatsiooni ei mdjuta,
siis glutamaadi transport mitokondritesse on kontrollitud vaid ekstramitondriaalse Ca?* poolt.
Selline avastus nditab, et jdrelikult intramitokondriaalse korval reguleerib oksiidatiivset
fosforiiiilimist ka mitokondriteviline kaltsium. See mehhanism toimib kui mitokondriaalne
»gaasipedaal, varustades OXPHOS protsessi ndudluse korral substraadiga. Need tulemused
on kooskolas hiljutiste Satrustegui et al. (2007) jareldustega, mille kohaselt aralar kui
malaadi-aspartaadi tsiikli osa, on kaasatud H* transportimises NADH-It mitokondritesse.
Kirjanduse andmed viitavad sellele, et mitokondrite pinnal eksisteerivad regulatoorsed Ca?*-
ioone siduvad kohad vdivad olla teatud neurotoksiliste valkude mairklauaks, nagu nditeks
muteerunud huntingtiin ja teised. Nende valkude seostumine Ca®*-ioone siduvate saitidega
voib esile kutsuda kaltsiumi-regulatsiooni héireid pohjustadades raku energeetilist

puudulikkust ja neurodegeneratsiooni (Gellerich et al., 2008).

1.6. Vananemisega kaasnev sarkopeenia

Sarkopeenia on vananemisega kaasnev haigus, mille puhul vdheneb nii lihasmass kui ka
lihasjoud (Cruz-Jentoft et al., 2010). Tuuakse vilja kolme peamist siimptomit: (1) vahenev
lihasmass; (2) vdhenev lihasjoud; (3) vdhenev flisiline vdimekus (Cruz-Jentoft et al., 2010).
Esimest korda kasutas mdistet ,,sarkopeenia” Irwin Rosenberg 1989. aastal. Seda, et
sarkopeenia on geriaatriline ehk vanadushaigus, mis progresseerub inimese vananedes,
néditavad andmed haiguse esinemisest valdavalt vanemates populatsioonides (Iannuzzi-Sucich
et al., 2002; Chien et al., 2008).

Sarkopeenia on multifaktoriaalne haigus. Sarkopeenia patogeneesis omavad tdhtsust mitmed
erinevad faktorid. Inimese eluea jooksul toimunud mdjutustest voiks nimetada selliseid nagu
vale toitumus, kroonilised haigused, voodihaigus ja ka teatud ravimite tarvitamine
(Thompson, 2007; Paddon-Jones et al., 2008; Sayer et al., 2008). Geriaatrilisi haigusi on

palju: osteoporoos, dementsus, kognitiivsed héired, depressioon, ndgemishdired, diabeet ja
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teised (Inouye et al., 2007). Sarkopeenia lihaskoes on vorreldav osteoporoosiga luukoes
(Morley, 2012).

Vananedes aeglustub rakkude taastootmine, millega kaasneb paljude lihaste funktsionaalsuse
vihenemine. See viljendub lihaste ndrkuses ja liigutuste aegluses. Suureneb aeglaste
lihaskiudude osakaal. Vananedes toimuv skeletilihase massi viahenemine on siiski pohjustatud
nii kiirete kui ka aeglast tiiiipi lihaskiudude mddtmete ja hulga vdhenemisest. On leitud, et
kiirete kiudude (tiiip II) vdhenemine algab varem (Lexell et al., 1983). Lihasmassi
viahenemist pohjustavad veel anaboolne resistentsus valkudele (Farnfield et al., 2012) ja
katabolismi domineerimine. Krooniline pdletik (Visser et al., 2002) ja vidhene fiiiisiline
aktiivsus (Castillo et al., 2003) aitavad samuti kaasa sarkopeenia kujunemisele.

Rakutasandil toimub ensiilimide efektiivsuse langus ja rakkude jagunemise aeglustumine.
Néiteks ensiilimi telomeraasi muutused pohjustavad kromosoomide lithenemist, samuti
intensiivistub rakkude apoptoos ja nekroos (Cruz-Jentoft et al., 2010).

Nérvislisteemiga seotult vidheneb ka motoneuronite hulk kesknérvisiisteemis vOi on
olemasolevad motoneuronid kahjustatud (Aagaard et al., 2010).

Sarkopeeniat eristatakse diagnoosimisel kahte tiilipi: primaarne ja sekundaarne. Primaarne on
seotud ainult vanusega, aga sekundaarset sarkopeeniat vOib esineda ka noortel inimestel
seoses teatud haigustega (endokriinhaigused, organpuudulikkus), inaktiivse eluviisiga voi vale
toitumisega. Vanematel inimestel diagnoositakse enamasti multifaktoriaalset sarkopeeniat,
sest tihti pole vdimalik vélja tuua, kas haiguse on tinginud ainult loomulik vananemine voi
lisaks ka muud pdhjused (Cruz-Jentoft et al., 2010).

Lihasrakud (miiotsiiiidid) koosnevad paljudest miiofibrillidest ja on mitmetuumalised. Igas
miiotsiitidis on sadu tuhandeid mitokondreid, kus OXPHOS kéigus tekib ATP, mis on
teatavasti lihase ja ioonpumpade t66ks vajalik energiaallikas. Aja jooksul kuhjuvad
mitokondrites ROS stressist pohjustatud kahjustused (Harman, 1956, 1972; Miquel et al.,
1980). Tsellulaarsed mehhanismid sarkopeenia puhul on seotud eelkdige mitokondrite
vaartalitlusega, mis pohjustab rakkude apoptoosi (Strasser et al., 1999; Dirks ja
Leeuwenburgh, 2002; Short et al., 2005; Whitman et al., 2005). Mitokondrid on apoptoosi
regulatoorseks tsentriks (Pollack ja Leeuwenburgh, 2001) ja vdivad seda indutseerida
kasutades kas kaspaas-soltuvat voi kaspaas-soltumatut rada (Danial ja Korsmeyer, 2004).
Samuti on leitud, et mitokonder vdib apoptoosi reguleerida, kui see interakteerub ER-iga
(Chen et al., 2002). Stressiolukorras, nditeks ATP puudusest tingitud kaltsiumi homeostaasi
rikkumise korral (Harriman et al., 2002) voib ER indutseerida mitokondrist tsiitokroom c
vabanemise, mis initsieerib apoptoosi (Chen et al.,, 2002). ER vd&ib olla seotud ka

vananemisega kaasneva lihasapoptoosiga: katsetes on ndidatud, et vanade rottide
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skeletilihastes on suurenenud prokaspaas-12 ekspressioon ja seeldbi ka apoptoos (Dirks ja
Leeuwenburgh, 2004; Chung ja Ng, 2005; Dirks et al., 2006). Apoptoosi stiimuleid on palju,
itheks neist ongi mitokondrite véértalitlus, mis vOib olla pdhjustatud elulise tdhtsusega
makromolekulide = (DNA, mtDNA, RNA, valgud) oksiidatiivsete kahjustuste
akumuleerumisest (Dirks et al., 2006). Postmitootiliste rakkude mitokondrid muutuvad
vananedes: nad paisuvad, kristade ala vdheneb, maatriksi seisukord halveneb (Wilson ja
Franks, 1975). Pideva hapniku vabade radikaalide poolt tekitatud stressi tingimustes ja
MIDNA mutatsioonide kuhjudes viheneb nende mitokondriaalsete ensiiiimide aktiivsus, mis
osalevad tsitraaditsiiklis, beetaoksiidatsioonis ja OXPHOS protsessis ning seetdttu
produtseeritakse ka vahem ATP-d (Ozawa, 1995). Kirjeldatud mitokondrite funktsioonihdired
viivad I6puks raku energiapuuduseni.

A.J. Dirks et al./Ageing Research Reviews 5 (2006) 179-195 187

/ Myofibril \
Mitochondrion
(7 N

Incorrect ribosomal
protein translation?

ADP +P,+ $0, + NADH + H*

e
complexes (unchanged?)

\’ LATP + H,0 + NAD*

Causes of energy failure in aged myocytes:
+ Mutations/deletions in mtDNA;

+ Impaired removal of damaged proteins,
pIDNA iaer RNA and lipids.

\mtDNA mutations and deletions j

Joonis 2. Voimalik selgitus lihaskiududes vananemisest tingitud energiapuuduse
tekkimiseks (Dirks et al., 2006). Vananemisega kaasnevad mtDNA, RNA, lipiidide ja valkude
kumulatiivsed kahjustused viivad lihase funktsiooni progressiivse languseni ja ATP tootmise
vihenemiseni. See voib vananedes toimuda ka ilma ROS tekke intensiivistumiseta (Kujoth et
al., 2005). MtDNA mutatsioonid ja deletsioonid nagu ka rRNA v&i tRNA oksiidatsioon
(joonisel tdhistatud rohelisega) vdivad pohjustada mitokondrite hingamisahela defektsete
(joonisel tdhistatud oranziga) valkude teket.

1.7. Skeletilihase miiogenees

Skeletilihas koosneb mitmetuumalistest rakkudest nn. miiofiibritest e. lihaskiududest.
Miiogenees (lihaskiudude moodustumise protsess) saab alguse lihase satelliitrakkudest, mis
on mitootiliselt uinuvad eellasrakud ja paiknevad lihaskiu perifeersetel aladel (Joonis 3). Neid

kirjeldati esmakordselt juba 1961. aastal Mauro poolt, kuigi ametlikke tdendeid, et
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satelliitrakud on teatud tiitipi tiivirakud tollal veel polnud ning nende anatoomiline seos
lihastega oli tuvastatav vaid elektronmikroskoopia abil. Praeguseks on teada mitmed
satelliitrakkude markerid nagu M-kadheriin, Pax7, Myf5 (Seale et al., 2000; Péault et al.,
2007). Teatud stiimuli toimides satelliitrakud aktiveeruvad (sisenedes rakutsiiklisse). Nende
jareltulijateks on miiogeensed prekursorrakud (miioblastid), mis ldbivad mitu jagunemistsiiklit
enne kui liituvad miiotuubideks ja edasi kiipseteks lihaskiududeks. Miiogeneesi kontrollivad
mitmed transkriptsioonifaktorid nagu Myf5, Mrf4, MyoD ja miogeniin (MyoG).
Satelliitrakkude lihaskiududeks diferentseerumisele eelneb Pax geenide allaregulatsioon,
millega kaasneb miiogeniini ekspressioon (Dhawan ja Rando, 2005; Relaix et al., 2006; Ge et
al., 2014).

&
o® P
o P 9

¢ © 2 sateliite cells
< -4
—a Myoblasts

— —

\ >
@~ Mature muscle

Joonis 3. Skeletilihase miiogenees. Miiogenees saab alguse satelliitrakkudest,
mis on spetsiifilised tlivirakud. Nendest ldhtudes tekivad miioblastid, mis
diferentseerumise kiigus liituvad miiotuubideks, nii kujunebki lihas. Nagu
jooniselt ndha, sisaldavad satelliitrakke ka véljakujunenud lihased.
(http://neuromuscular.wustl.edu/mother/myogenesis.html)

1.8. Replikatiivne vananemine

Vananedes toimub lihaskoes ja —rakkudes palju muutusi. Suuremate muutustena voib vilja
tuua lihasmassi ja —jou vdhenemise, rakkudes muutub nende morfoloogia, metabolism,
geeniekspressioon, valkude protsessimine jne. Rakkude replitseerudes toimub aga pidevalt
telomeeride lithenemine. Skeletilihastes, mis koosnevad miiotsiititidest ja satelliitrakkudest, ei
ole telomeeride liihenemine nii drastiline, vaid nende pikkus jddb enam-vihem samaks, kuid
nad lithenevad siis, kui tegemist on mone tdsise kahjustusega (Ponsot et al., 2012). On teada,
et lihaste regeneratsioon on vanadel inimestel aeglasem kui noorematel. Regeneratiivne

voimekus on seotud nii satelliitrakkude arvuga kui ka nende vOoimega signaale vastu votta
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ning edastada. Samas voib seda mojutada ka organism kui keskkond (Bigot et al., 2008).
Vananedes vihenev kasvufaktorite ja hormoonide (nditeks IGF-1) tase vdib aeglustada
rakkude regeneratsiooniprotsessi (Benbassat et al., 1997). Lisaks on probleemseteks
pOhjusteks ka motoneuronite ja mikrovereringe funktsiooni vdhenemine (Doherty et al.,
1993).

Vananevad miioblastid on rakud, mis ei saa enam rakutsiiklisse siseneda, aga on vdimelised
diferentseeruma (Renault et al., 2000). Vananevatest miioblastidest arenenud miiotuubid on
markimisvaarselt vdiksemad kui noortest miioblastidest arenenud (Bigot et al., 2008). Samuti
on MRF-de (miiogeenne regulatoorne faktor) ja CKI-de (tsiikliin-soltuvate kinaaside
inhibiitor) ekspressioon vananevates rakkudes madalam ja ka hilisem (mdlemad on
votmefaktoriteks — diferentseerumisprotsessi  alguses). Eraldi voib  vélja tuua, et
diferentseerumise alguses on MyoD valgu ja selle DNA-ga seondumise vdime vdrreldes
noorte satelliitvalkudega mirkimisviérselt vihenenud. Kuigi voiks 6elda, et viahenemine voib
olla pohjustatud ka iildise transkriptsiooni ja valgu stabiilsuse vdhenemisest vanades
rakkudes, siis DNA-ga seondumise vdhenemine niitab selgelt MyoD funktsiooni kaotust
hiirtes (Bigot et al., 2008). Lisaks on vihenenud tdiskasvanud MyoD-defitsiitsete (MyoD-/-)
hiirte lihastest eraldatud satelliitrakkude diferentseerumisvdime (Sabourin et al., 1999).

Kuna on andmeid, et vananedes vaheneb tiivirakkude voime produtseerida jarglasrakke (Day
et al., 2010), siis selle tulemusena vidheneb ka satelliitrakkude arv ja seeldbi lihasmass
(Schultz ja Lipton, 1982; Renault et al., 2002a,b; Kadi et al., 2004; Brack et al., 2005; Collins
et al., 2007; Shefer et al., 2006, 2010). Nagu selgub ka iilalmainitud andmetest, moduleerib
vananemine satelliitrakkude osalust diferentseerumisprotsessis (Lorenzon et al., 2004,
Beccafico et al., 2007; Bigot et al., 2008; Pietrangelo et al., 2009). On teada, et vananenud
satelliitrakud ekspresseerivad valku S100B. See on anti-miiogeenne valk, mis stimuleerib
proliferatsiooni, aga inhibeerib diferentseerumist (Beccafico et al., 2011). Lisaks sellele
kaotavad vananenud satelliitrakud voime piisavalt ekspresseerida neid fakroteid (MyoD ja
milogeniin), mis on seotud miiogeense diferentseerumise erinevate faasidega (Bigot et al.,
2008). Vastupidiselt noorte uuritavate lihastest parit rakkudele, viitab vananenud lihaste
satelliitrakkude geeniekspressiooni muster oksiidatiivsetele kahjustustele, tsiitoskeleti
muutustele, FOXO-sdltuva atroofia programmide aktivatsioonile, miiotuubide moodustumise
pidurdumisele ja Ca* -sdltuva signaaliiilekande kahjustumisele (Lorenzon et al., 2004; Fulle
et al., 2005; Beccafico et al., 2007; Luin et al., 2008; Pietrangelo et al., 2009).

Viadrib  markimist, et vanade lihaste rakkudes ilmnevad just nende geenide
regulatsioonihdireid, mis teostavad kontrolli mitokondriaalsete ja gliikoliiiitiliste ensiiiimide

tile (Bortoli et al., 2005) — seega otseselt raku energeetilist seisundit mojutavate valkude iile.
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Nende muutuste funktionaalsed tagajarjed on ebaselged. Praeguseks on uuritud in vitro
vananemise toimet energeetilisele metabolismile kultuuris kasvatatud miioblastides (Nehlin et
al., 2011; Minet ja Gaster, 2012). Seega on ilmne, et replikatiivse vananemise kdigus viheneb

muoblastide voime diferentseeruda.

1.9. Wolframiin 1 geeni ekspressioon ja seos haigustega

Hiire Wolframi siindroom 1 homoloog e. Wolframiin 1 (Wfs1) geen asub viienda kromosoomi
pikas Olas (50). Western meetodiga on ndidatud, et Wfsl ekspressioonitase on siidame- ja
skeletilihases kiillaltki korge, ent siiski monevorra madalam kui pankrease Langerhansi
saarekestes ja ajukoes (Yamada et al., 2006). Wfsl geeni produkt wolframiin on
glitkoproteiin, mis paikneb transmembraanselt endoplasmaatilises vorgustikus (Inoue et al.
1998; Strom et al. 1998), mida lihasrakus nimetatakse sarkoplasmaatiliseks vorgustikuks
(SR). Geeni funktsiooni kohta on lihasrakus vihe teada, kuid energeetilisest seisukohast on
oluline, et Wfs1 on seotud selliste bioloogiliste protsessidega nagu SR Ca?" homeostaasiga ja
gliikoosi homeostaasiga, kuna Ca?*-ioonidel on tiita oluline roll mitokondrite regulatsioonis
ja gliikoos on oluline substraat raku energiaga varustamisel gliikoliiiisi kaudu. Kaltsiumi
pohjustatud regulatsioonihdired, glitkoosipuudus jt tegurid kutsuvad esile endoplasmaatilise
retitkulumi talitluse héireid (ER stress). Wfsl reguleerib rakutsiiklit ja apoptoosirada
peaasjalikult pankrease p-rakkudes (Yamada et al., 2006). Samuti on ndidatud, et
pankreaserakkudes gliikkoos stimuleerib Wfs1 translokeerumist plasmamembraani, kus ta
interakteerudes adeniilaattsiiklaasiga on vdimeline reguleerima insuliini produktsiooni ja
sekretsiooni (Fonseca et al., 2012).

Wfsl geeniga seotud haigustest rddkides voib esmalt mainida Wolframi siindroomi, mis on
autosomaalne retsessiivne haigus ning mida vahel viljendatakse ka koodnimedusega
DIDMOAD (Diabetes Insipidus, Diabetes Mellitus, optiline atroofia ja kurtus). Wfsl hiirte
diabeedi-sarnase seisundiga (Luuk et al., 2009) voivad kaasneda skeletilihase energeetilise

metabolismi muutused, kuid seda aspekti pole teadaolevalt seni uuritud.
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Too eesmirgid
2.1.1. Hinnata lihasraku energeetilist seisundit reguleerivate geenide ekspressiooonitaset

erinevates tingimustes ja lihastiitipides (sarkopeenia, replikatiivne vananemine in vitro,

Wfs1 hiirte aeglased oksiidatiivsed ja kiired gliikoliiiitilised skeletilihased).

2.1.2. Selgitada vilja kreatiinkinaasi erinevaid isovorme kodeerivate geenide ekspressiooni-
taseme muutused miioblastide diferentseerumisel miiotuubideks ning leida seoseid

diferentseeriumise ning energeetilise metabolismi muutuste vahel.

2.1.3. Selgitada vilja, milliste uvuritud geenide ekspressioonitaseme muutused viitavad

lihasraku energeetilise puudulikkuse kujunemisele.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Reaktiivid
B-merkaptoetanool ja SYBR Green 1® (Sigma-Aldrich); tahke TBE originaal (NAXO Ltd) 5-

kordse puhverlahuse (0.445M tris-boraati ja 10 mM EDTA) valmistamiseks; agaroos
TopVision LE GQ, 2-kordne ja 6-kordne laadimispuhver ja RNA suurusmarker RNA Ladder,
High Range (Fermentas; DNA suurusmarker Atlas Star 100 bp ja DNA virv TitanSight
(BioAtlas).

2.2.2. Uuritavad, koed ja rakukultuurid

Eksperimentaalsed uuringud on kooskdlas Euroopa Noukogu inimdiguste ja biomeditsiini
konventsiooniga ning WMA Helsingi deklaratsiooniga. Projektid, mille raames t66 toimus, on
saanud Tartu Ulikooli inimuuringute eetika komitee vdi loomkatsete eetika komitee loa.

1) Noorte (20-30 a.) ja vanade (70-80 a.) inimeste reie nelipealihase (m. vastus lateralis)
transkutaansed lihasbiopsiad ning nendest parit miioblastide ja miiotuubide kultuurid.

2) Eksperimentides kasutatavad rakukultuurid olid valmistatud dots. Andres Piirsoo toogrupi
poolt. Inimese miioblastide primaarne kultuur saadi skeletilihase biopsiamaterjalist. In vitro
vananemise uurimiseks vOrreldi miioblaste parast teist iimberkiilvi e. passaazi ja pérast 6.
timberkdlvi.

Mononukleaarsete  rakkude diferentseerumine indutseeriti DMEM kasvukeskonnas ITS
stisteemi  juuresolekul. —Miioblastid {iihinesid sellises  diferentseerumiskeskkonnas

mitmetuumalisteks miiotuubideks.
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3) Muutmata genoomiga (wild-type) ja mutantsete Wfs1 hiirte (Wfs1 geenis puudub 8. ekson)
kiired gliikoltiiitilised (m. rectus femoris) ja aeglased oksiidatiivne skeletilihased (m. soleus).

Katsetes kasutati isasloomi.

2.2.3. Totaalse RNA eraldamine
RNA eraldamine lihaskoest. Biopsiad toodi kliinikust spetsiaalses RNAd siilitavas lahuses

RNAlater® (Ambion). Hiire skeletilihastest eraldati RNA vahetult pérast prepareerimist voi
kasutati lihasproove, mida hoiti -80°C juures. RNA eraldati lihaskoest firmatoote RNeasy®
Fibrous Tissue Mini Kit (Qiagen) abil jargides tootja protokolli (RNeasy® Fibrous TisSue
Handbook, 2006, |k 14-19). Esmalt lisati liiisimislahusele B-merkaptoetanooli (valkude
struktuuris S-S e. védvelsildade 16hkumiseks ja samal ajal ka rakkude liitisimisel vabanevate
valkude ribonukleaaside inaktiveerimiseks denatureerimise teel). Seejirel tosteti sinna 30-50
mg kudet, mida homogeniseeriti 10 kuni 30 sekundit, kasutates roteeruvate ldiketeradega
homogenisaatorit (Janke ja Kunkel). Jargnes proteinaas K tootlus. RNA seoti etanooli
juuresolekul eraldamiskolonni membraaniga, pesti selleks ettendhtud lahustega ning 16puks
elueeriti 35 pl RNaasivaba veega. Sel viisil saadud totaalse RNA preparaat sisaldab
eeldatavalt kdiki mRNA jarjestusi, mille pikkus iiletab 200 nukleotiidi. Kuna transport-RNAd
on valdavalt lithemad, siis on preparaat mRNA-rikastatud.

RNA eraldamine miioblastidest ja miiotuubidest. RNA eraldati rakkudest RNeasy Plus Mini
Kit (Qiagen) abil ning t60s jérgiti tootja protokolli (RNeasy® Plus Mini Handbook, 2005, Ik.
18-23). Uhe proovi kohta vdeti ligikaudu 3 miljonit rakku. Peale B-merkaptoetanooli
sisaldava  liilisimislahuse  lisamist  rakkudele,  pipeteeriti  moodustuv liisaat
homogeniseerimiseks spetsiaalsesse kolonni QIlAshredder (Qiagen). Rakuliisaat voolutati
kolonnist 1dbi tsentrifuugimise teel ja viidi tile RNeasy spin column (Qiagen) kolonni ning

peale korduvaid pesemisi elueeriti kolonni seondunud nukleiinhape 30 pul RNaasivaba veega.

2.2.4. RNA kvaliteedi hindamine ja kontsentratsiooni miiramine
RNA preparaadi puhtuse ja kontsentratsiooni hindamine neeldumisspektri alusel. RNA

neeldumisspekter registreeriti toatemperatuuril vesilahuses UV/VIS spektrofotomeetriga
Multiskan GO (Thermo Scientific) lainepikkuste vahemikus 230 kuni 280 nm (Joonis 4).
RNA (ka DNA) neeldumismaksimum on 260 nm. Neeldumine lainepikkusel 230 nm néitab
kontaminatsiooni selliste orgaaniliste iihenditega nagu néiteks tiotsiianaadid, fenolaadid ja
karbohiidraadid. TRIzol reagent kui fenoolne iihend annab neeldumise 230 nm ja 270 nm
juures. Neeldumine 280 nm juures néditab peamiselt valguliste kontaminantide sisaldust
preparaadis. Neeldumiste suhet 260 nm ja 280 nm juures peetakse nukleiinhappe puhtust

iseloomustavaks informatiivseks niitajaks. Eeldatakse, et nimetatud suhe peab olema
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ligikaudu 2. Seda kriteeriumit arvestati ka kdesolevas t60s. RNA kontsentratsioonid moddeti
neeldumismaksimumi (260 nm) juures jargnevalt: 96-kohalisele plaadile UV-star (Greiner
bio-one) kanti 96 pul deioniseeritud vett (milliQ) vett, millele lisati 3 ul RNA vesilahust. 0-
proovina (blank) lisati iihte plaadi siivendisse 99 ul deioniseeritud vett (milliQ). Arvutustel
lahtuti neeldumisfaktorist, mille kohaselt kiivetis (paksusega 1 c¢cm) oleva RNA vesilahuse
kontsentratsioon 40 pg/ml annab neeldumise véartuseks 1, kuid kalkulatsioonidel vdeti
arvesse vedelikukihi vertikaalset moddet antud mahu juures. RNA kontsentratsiooni oli vaja
teada, et laadida optimaalne kogus nukleiinhapet geel-elektoforeesiks, samuti ka selleks, et

votta ettendhtud kogus RNAd poordtranskribeerimiseks.

e milliGy 111
016 MYO3 _C_0001 1M
O3 _lif_0001 1.1

Abs

231 234 237 240 243 246 248 252 255 258 261 284 267 270 273 276 278

Joonis 4. Miioblastidest (MYO31_C) ja miiotuubidest (MYO31_dif) eraldatud
RNA originaalspektrid. Roheline joon vastab neeldumisele miioblastidest eraldatud
RNA proovis, punane joon vastab neeldumisele miiotuubidest eraldatud RNA proovis
ja sinine joon néditab neeldumise taset 0-proovis. X-teljel on lainepikkus (nm), Y -teljel
on absorptsioon ehk neeldumine.

RNA kvaliteedi elektroforeetiline hindamine. RNA kvaliteedi hindamiseks teostati
elektroforees 0,8% agaroosgeelis 1-kordses tris-boraat-EDTA (TBE) puhvris (50 mM Tris-
boraat, pH 8,3). Kasutati elektroforeesisiisteemi Multisub Mini (Biocom Ltd.). Agaroosgeel
valmistati Fermentas Top Vision™ LE (madal elektroendoosmoos) GQ agaroosist. Vedelale
agaroosgeelile lisati UV valguses nukleiinhappe visualiseerimiseks tihendit TitanSight
(BioAtlas). RNA proovide geeli kandmiseks segati need 2-kordse laadimispuhvriga
(Fermentas) vahekorras 1:1. Elektroforees toimus 45 minuti jooksul rakendades toitepinget 75
V (5 V/cm). Geelis olev RNA visualiseeriti ja pildistati geelidokumenteerimissiisteemiga
SYNGENE (Joonis 5) ning analiiiisiti GENETOOLS tarkvara abil (Joonis 6). Eelduseks oli, et
ndhtavate diskreetsete ribosomaalse RNA fragmentide 28S ja 18S intensiivsuste suhe oleks

ligikaudu 2.
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Joonis 5. Niited totaalse RNA elektroforeesi tulemustest (0,8%-lises agaroosgeelis). Aidrmisele
parempoolsele rajale on laaditud RNA suurusmarker Riboruler High Range (Fermentas). Numbrid
fragmentide juures tdhistavad aluste arvu. 28S ja 18S tdhistavad ribosomaalse RNA fragmente.

Frofile height
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Joonis 6. Nidide ribosomaalse RNA fragmentide 28S (vasakul) ja 18S (paremal)
suhte hindamisest GENETOOLS tarkvara (Syngene) abil. Piikide kdrguste suhe
nditab, et 28S ja 18S suhe vastab tilalmainitud ndutavale Kriteeriumile.

2.2.5. RNA poordtranskribeerimine
Saadud totaalse RNA preparaat sisaldas koiki mRNA jérjestusi, mille pikkus tiletab 200

nukleotiidi. Selleks, et uurida geenide ekspressiooni mMRNA tasemel reaalaja-PCR abil,
konverteeriti need iiheahelaliseks komplementaarseks DNAks (cDNA). Sellist moodust
kasutatakse tdnapdeval seoses podrdtranskriptaaside avastamisega sageli, sest mRNAd on
ebastabiilsed ja voivad olla vdga lithikese elueaga. RNA poordtranskribeeriti (RT) cDNA-ks
QuantiTect® Reverse Transcription Kit (Qiagen) abil ning jargiti tootja protokolli (Quantitect
Reverse Transcription Handbook, 2009, Ik. 11-13), mille kohaselt RT protseduurile (Joonis 7)
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mRNA AAAAAA

l Primer annealing

mRNA AAAAAA
—

Reverse transcription
(RNA-dependent DNA polymerase)

mRNA AAAAAA
c<DNA

l RNA degradation

(RNase H)

l

Quantitative, real-fime PCR

<DNA

Joonis 7. cDNA saamise skeem. Praimer (oligoT) seondub mRNa tiiiipilise poliiA otsaga.

Quantiscript poordtranskriptaas evib Rnase H aktiivsust ning degradeerib RNA RNA:DNA
hiibriidist.

eelnes DNA eemaldamise protseduur. See seisnes selles, et RNA vesilahusele, mis sisaldas
ligikaudu 1 pg RNAd, gDNA wipeout reagenti ja vajadusel lisati veel RNaasivaba vett.
Seejarel inkubeeriti proove 42 °C juures 2 minutit. P6drdtranskribeerimise ldbiviimiseks oli
vélja tootatud funktsionaalne tooprotokoll Exceli tabeli formaadis, mille ndide on toodud
alljargnevalt (Tabel 1). Osade proovide puhul (kui materjali oli piisavalt) teostati ka NRT
reaktsioon kui negatiivne kontroll. Protokollis on nididatud totaalse RNA sisaldused
preparaadis ja poordtranskribeerimiseks voetavad RNA kogused.

RT tulemusena saadud cDNAd hoiti kuni reaalaja-PCR teostamiseni -20 °C juures.

Tabel 1. Niide tooprotokollist, mida kasutati RNA poordtranskribeerimisel reaktsioonisegude
valmistamisel. Proovide identifitseerimiseks kasutati koe prepareerimise kuupdeva ning staatusele ja
koele viitavat lithendit.

RNA poordtranskribeerimine

Poordtranskriptsiooni kuupdev 14.11.2013
Kasutatud protokoll QIAGEN Quantitect Reverse Transcription Handbook 03/2009
Maérkused gDNA WO 2 min, RT 20 min

| 1l
. Quantiscript L. .
Kogus gDNA Wipeout RNA | Vesi Reverse Quantiscript | RT Pr!mer Loppmaht | C (RNA) RNA
Buffer, 7x R RT Buffer, 5x Mix kogus
Transcriptase
Proov korda ul V1] ul pl ul ul ul ug/ul ug
MH Wfs 22.05.2013 1 2 2 10 1 4 1 20 0,61 1
MH WT 18.06.2013 1 2 10 2 1 4 1 20 0,10 1
MH_WT_23_05_2013 1 2 10 1 4 1 20 0,68 1
MH_Wfs1_28 05_2013 1 2 3 9 1 4 1 20 0,39 1
Vesi
NRT korda ul 1] ul 1] ul ul ul ug/ul ug
MH WT 18.06.2013 1 2 10 2 1 4 1 20 0,10 1
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2.2.6. Reaalaja-PCR
Pohiprintsiibid. Reaalaja-PCR meetod voimaldab fluorestsentsi jérgi kvantitatiivselt hinnata

produkti akumuleerumist reaalajas. Kiesolevas t66s kasutati DNA visualiseerimiseks tihendit
SYBR Green |. PGhimote seisneb selles, et SYBR Green | annab tugeva fluorestsentsi
seondudes kaheahelalise DNA molekulidega (dAsSDNA). Kui SYBR Green on seondumata, siis
fluorestsents puudub. Kuna PCRi algfaasis on keskkonnas vihe kaheahelalist DNA-d, siis on
fluorestsents norgem, kuid mida rohkem dsDNA-d tekib, seda tugevam on fluorestsents
(Joonis 8). Antud juhul tuleb aga arvestada sellega, et fluorestsents voib tekkida ka
mittespetsiifilise seondumise tulemusena (nt praimerite dimeeride tekke ja genoomse DNA
sisalduse puhul). Selleks on otstarbekas disainida praimerid nii, et pari- ja vastassuunaline
praimer ei saaks moodustada komplementaarseid jarjestusi ning et vdhemalt iiks praimeritest
oleks eksonite ristumiskohast. Spetsiifilise produkti kindlakstegemist voimaldab ka see, kui
praimerid on erinevatest eksonitest.

Kéesolevas t00s kasutatud praimerite nukleotiidsed jérjestused ja vastavate amplikonide

pikkused on esitatud alljargnevas tabelis (Tabel 2).

Tabel 2. Kasutatud praimerite nukleotiidsed jarjestused, liigispetsiifilisus ja amplikonide
pikkused. Hs — Homo sapiens, Rn — Rattus norvegicus ja Mm — Mus musculus. Praimerite jarjestused:
parisuunaline (iilalpool) ja vastassuunaline (allpool). Amplikoni pikkused on esitatud aluspaarides.

Praimeri jirjestus 5°-3’ Amplikoni
pikkus (bp)
ACTB Rn AGCCATGTACGTAGCCATCCA 81
B-aktiin Mm AGCCATGTACGTAGCCATCCA
ACTB Hs CTGGAACGGTGAAGGTGACA 140
B-aktiin AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA
B2M Hs TGTCTTTCAGCAAGGACTGG 148
B2-mikroglobuliin GATGCTGCTTACATGTCTCG
CKB Mm TCGTGGCATATGGCACAATG 114
Kreatiinkinaas B CGGGTGAACACTTCCTTCATG
CKM Rn GTCCGTGGAAGCTCTCAACAG 133
Kreatiinkinaas M Mm CAGAGGTGACACGGGCTTGT
CKMT2 Mm AGCAAGGATCCACGCTTTTCT 126
Mitokondriaalne CK TCTGCCGATCCGATCTATGTT
GAPDH Mm TGAAGCAGGCATCTGAGGG 102
Glitseeraldehiitid-3- CGAAGGTGGAAGAGTGGGAG
fosfaat
HPRT1 Hs GACTTTGCTTTCCTTGGTCAGG 101
Hupoksantiin-ribosiiiil- GACTTTGCTTTCCTTGGTCAGG
transferaas
HPRT1 Rn GCAGTACAGCCCCAAAATGG 85
Hiipoksantiin-ribosiiiil- Mm AACAAAGTCTGGCCTGTATCCAA
transferaas
MPC1 Rn GATGACTTTCGCCCTCTG 156
Mitokondriaalne Mm CGCTTACTCATCTCGTAGTT
piiruvaadi kandja 1
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MPC2 Mm ACCGACTCATGGATAAAGTG 119
Mitokondriaalne CACCAATCCCCATTTCATTA
piiruvaadi kandja 2
SLC25A11 Hs GACTCAGGCTACTTCTCTG 164
Malaat-a-ketoglutaraat Rn ACATCCAGCCCATTCTT
antiporter (OGC) Mm
SLC25A12 Rn ACTGTACCGAGGTCTGAT
Glutamaat-aspartaat Mm CTCCAGCGCAACCTC 152
antiporter AGC
(aralarl)
SLC25A13 Rn AGGTGACTAAGGAGGAGTT
Glutamaat-aspartaat Mm GTCATGCGCCCCCTC 115
antiporter AGC (tsitriin)
SLC25A22 Rn AGGGGAGCAGCAGTAA
Mitokondriaalne Mm AGCTTCTGTCCATCCTTAG 104
glutamaadi kandja 1
MYOG CAGTGCACTGGAGTTCAGCG
Miiogeniin Hs TTCATCTGGGAAGGCCACAGA 139
Amplification Plot
20.0
17.5 1
1o Referentsgeen
12.5 (AcTB) Uuritav
geen (MYOG)
& 10.0
g
25
0.5

a 2 4 ] 8 10 12 14 16 18 20 2 24 2 28 30 R 34 3 38 40 &2

Cycle

Joonis 8. Tiiiipilised amplifikatsiooni originaalkdverad. Need kdverad on saadud esitades
lavetsiiklitele vastavad fluorestsentsi vdirtused, mis on vordelised tekkinud reaktsiooniprodukti
hulgaga (ARn). Etteantud laveks on 0.5. Uuritava geeni (MYOG) lavetsiikli erinevus (ACT)
referents ehk housekeeping geeniga vorreldes on 11. X-teljel on PCR tsiiklite arv, Y-teljel
reaktsiooniprodukti juurdekasv (ARn).

2.2.7. Tooprotokoll ja DNA dissotsiatsioonikdverate analiiiis
Selles t66s kasutati reaalaja-PCRi tegemiseks QuantiTect® SYBR® Green PCR Kit (Qiagen)

jirgides tootja protokolli (QuantiTect® SYBR® Green PCR Handbook, 2009, Ik 12-14) ning
kasutades StepOnePlus™ (Applied Biosystems) siisteemi. Reaktsiooni maht igas PCR plaadi
(Applied Biosystems) stivendis oli 11 pl.

PCR reziim: Esmalt poliimeraasi aktiveerimine 15 min 95 °C juures, seejdrel 35-40 tstiklit:
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1. Denaturatsioon 15 sekundit 94 °C juures

2. Praimeri seondumine 30 sekundit 56 °C juures

3.DNA siintees 30 sekundit 72 °C juures
PCR-jargselt, DNA dissotsiatsiooniprotokolli jérgi, saab vilja selgitada ebasoovitavate
praimerite  dimeriseerumist. Praimerite dimeerid ilmnevad piikidena madalamatel
temperatuuridel.
Antud t60s, iga reaalaja-PCR ekspermendi 10pus (tavaliselt peale 35. tsiiklit) koostati ka nn
dissotsiatsiooniprotokoll. Paljud reaalaja-PCR instrumendid, sealhulgas StepOnePlus™, mida
kasutati antud t60s, voOimaldavad kohe pérast viimast PCR tsiiklit mé&érata
reaktsiooniproduktide dissotsiatsiooni- ehk sulamistemperatuuri (Tm). Tm médramiseks tdstab
instrument ettendhtud vahemikus pidevalt temperatuuri ning samaaegselt registreerib
fluorestsentsi. Viimase tugevus sdltub SYBR Green | seostumisest kaheahelalise produktiga.
Madalamatel temperatuuridel, kui ahelad ei ole lahti keerdunud, fluorestsents oluliselt ei
vihene. Ahelate lahtikeerdumise suurenedes (Tm piirkonnas) fluorestsents norgeneb kiiresti,
sest dsDNA denatureerumise tottu SYBR Green | enam ei seostu. Registreeritud
fluorestsentsist arvutab tarkvara negatiivse tuletise temperatuuri jérgi ja genereerib nn
dissotsiatsioonikoverad, mis vastavad olukorrale, mil 50% DNA ahelatest on lahtikeerdunud.
Niitena on esitatud iihes teatud konkreetses eksperimendis saadud dissotsiatsioonikdverad
(Joonis 9).
Tm sOltub pohiliselt konkreetsete praimerite omadustest ja mingil méédral ka
reaktsioonikeskkonnast. Dissotsiatsiooniprotokolli Tm jargi on vdimalik kontrollida

amplikonide spetsiifilisust.

Melt Curve

Joonis 9. CKMT2 (lilla joon) ja HPRT1 (sinine joon) dissotsiatsioonikdverad. Jooniselt on
néha, et olulist praimerite dimeriseerumist ei esine. CKMT2 ja HPRT1 T, on vastavalt 78,1 °C
ja 81,4 °C. Negatiivsed kontrollid (NTC) nditavad, et PCR produkti ei tekkinud. X-teljel on
temperatuur (°C), Y-teljel on negatiivne tuletis (-dF/dT).
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2.2.8 mRNA taseme suhteline kvantiteerimine
Teatud momendil iiletatakse lavi ehk etteantud fluorestsentsi tase (Joonis 8). Tsiiklit, mille

ajal toimub selle ldve iiletamine, nimetatakse ldvetsiikliks (CT). Mida rohkem on
paljundatavat algmaterjali, seda Kiiremini akumuleerub eksponentsiaalselt kulgevas
reaktsioonis kaheahelaline produkt ja seda varasemas tsiiklis {iletatakse l1dvi. Seega, mRNA
erinevate tasemete tottu toimub ldve liletamine erinevates tsiiklites. Siit tuleneb livetsiikli
erinevuse moiste (ACT). Suhtelisel kvantiteerimisel arvutatakse lévetsiiklite erinevus
referents- ehk koduhoidja-geenide suhtes. MRNA tasemete vordlemisel erinevates kudedes ja
rakutiitipides v0i1 normi ja patoloogia puhul on eelduseks see, et nende geenide ekspressioon
peab jadma muutumatuks. Antud t60s olid referentsgeenidena (housekeeping) kasutusel
HPRT1, ACTB, GAPDH ja B2M. Nendest kolme viimase sobivust miioblastide uuringuks on
ka spetsiaalselt testitud ning on leitud, et B2M ekspressioon on stabiilseim (Stern-Straeter et
al., 2009). Erinevus kordades vorreldavate ekspressiooni-tasemete vahel arvutati AACT
meetodil (Livak ja Schmittgen, 2001).

2.2.8 Amplikonide elektroforeetiline analiiiis agaroosgeelis

Kuigi reaalaja-PCR puhul ei ole otsest vajadust 10pp-produkti elektroforeetiliseks
hindamiseks, on vahel otstarbeks veenduda, kas kasutatud praimerite abil on saadud
ettendhtud pikkusega amplikonid. Néide taolisest kontrollist on esitatud joonisel 10. Vorreldes
praimerite kohta kdivat informatsiooni (Tabel 2) ja elektroforeetiliselt mddratud amplikonide
pikkusi, voib Oelda, et nende geenispetsiifiliste praimeritega on saadud ettenidhtud pikkusega

jarjestused.

Joonis 10. Reaalaja PCR amplikonide elektroforees 1.8%-lises agaroosgeelis. Adrmistel
radadel on DNA suurusmarker Atlas Star 100 bp (BioAtlas), DNA fragmentide pikkused on
esitatud aluspaarides.
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2.2.9. Andmete statistiline tootlus

Katseandmete organiseerimine ja elementaarne statistiline todtlus teostati  MS Office
Microsoft Excel 2010 programmiga ning detailsemalt t66deldi GraphPad Prism 3 abiga.
Uuritud proovid ja saadud andmed on sisestatud ja sdilitatud patofiisioloogia uurimisgrupi
tihiskasutuses olevasse MS Office Access andmebaasi. Originaalfailid on salvestatud kasutatud
reaalaja-PCR siisteemiga iihendatud arvuti kdvakettale. Andmeid analiiiisiti pohiliselt
kahesuunalise, paaritu t-testi abil. Rakkude erinevatele imberkiilvidele vastavate andmete

vordlemisel kasutati kahesuunalist paaris t-testi. Mediaane vorreldi Mann-Whitney testiga.

2.3. Tulemused

2.3.1. Kreatiinkinaasi valke kodeerivate geenide ekspressiooni muutused

Arvestades CK isovormide olulisust ja CK energiaiilekandesiisteemi keskset rolli rakkude
energeetilise seisundi kujunemisel (kirjeldatud punktis 1.2., Ik. 8), hinnati vastavate geenide
ekspressiooni mRNA tasemel mitmetes erinevates tingimustes (lihasraku arenemine,
vananemisega kaasnev sarkopeenia, volframiini defitsiit). Saadud tulemused on esitatud
joonisel 11, millel on kujutatud CK lihastiilipi isovormi ekspresseerumist rakkude

diferentseerumisprotsessis miioblastidest miiotuubideks.
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Joonis 11. CKM geeni ekspressioonitaseme muutus miioblastide diferentseerumisel
miiotuubideks.

Ekspressioonitasemed on arvutatud endogeense kontrolli (ACTB geeni ekspressioonitaseme)
suhtes.

* — statistiliselt oluline erinevus miioblastide ja miiotuubide vahel (p<0.05); n=5.

Mododeti viielt uuritavalt inimeselt parit rakke. Selgus, et CKM tase inimese nelipealihasest
(m. vastus lateralis) pédrit kultuuristatud miioblastides oli  {ilimadal ning

diferentseerumisprotsessis tousis ekspressioonitase oluliselt. Eriti suur nihe toimus
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miiotuubidest kiipse lihasraku (miiofiibri) moodustumisel. Miioblastides kui lihasraku
ecllastes avaldus koige tugevamini hoopis CKB ning mitokondriaalse CK sarkomeerset ega ka
ubikviitset vormi kodeerivad CKMT2 ja CKMT1 nendes ei ekspresseerunud.

CKM on sageli kasutusel lihasrakkude markerina ja nagu selgub ka iilalmainitust,
iseloomustab selle geeni ekspressioonitase rakkude diferentseerumise astet. Uhes katseseerias
moddeti paralleelselt CKM ja miiogeense transkriptsioonifaktori miiogeniini (MYOG)
ekspressiooni. Tulemused on esitatud joonisel 12. Selgus, et mdlemad mRNA tasemed on
oluliselt kdrgemad miiotuubides, mis néitab diferentseerumisprotsessi toimumist. Voib 6elda,
et inimese skeletilihase arenevates rakkudes CKM ja MYOG koekspresseeruvad. CKM geeni
produktil, lihastiiiipi isovormil, on tiita lihase funktsioonis oluline roll. See valk on lihases

seotud miiofibrillidega ja osaleb teistes tdhtsates rakusisestes interaktsioonides.
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Joonis 12. Diferentseerumismarkerite ekspressiooni muutused mRNA tasemel miioblastide
diferentseerumisel miiotuubideks.

Ekspressioonitasemed on arvutatud ACTB ja B2M suhtes.

* — statistiliselt oluline erinevus miioblastide ja miiotuubide vahel (p<0.05); n=5.

Selleks, et saada lisaandmeid, mis viitavad CK rollile rakkude erinevatel eluetappidel, uuriti
replikatiivset vananemist in vitro rakukultuuris, vorreldes CKB geeni ekspressioonitaset teise
ja kuuenda passaazi (iimberkiilvi) miioblasti rakkudes. Joonisel 13 esitatud tulemused

nditavad, et CKB tase oli kuuendaks timberkiilviks oluliselt langenud.
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Joonis 13. CKB geeni ekspressioonitaseme muutus miioblastide replikatiivsel vananemisel
rakukultuuris in vitro.

Ekspressioonitasemed on arvutatud B2M suhtes ja skaleeritud 1000 korda.

** — statistiliselt oluline erinevus miioblastide ja miiotuubide vahel (p=0.0095); n=6.

Rakkude vananemise ilmingud in vitro esinesid nii noorte kui ka vanade inimeste lihastest
parit rakkudes, olenemata sellest, et neid kasvatati sarnastes tingimustes ja seega vananenud
organismi moju oli elimineeritud, mistottu tulemused summeeriti. CKM ja CKMT2
ekspressioon ei olnud miioblastide 6. tmberkiilvi puhul detekteeritav. Sellel lihasraku
arenguastmel ekspresseerub ilmselt vaid CKB, mille osakaal rakkude kiipsemisel langeb,
kusjuures CKMT2 ja CKM ekspressioonitase touseb. Vananemisega kaasneva sarkopeenia
uurimisel méérati kreatiinkinaasses energiatlilekandes osalevatele valkudele vastavad mRNA
tasemed noortelt (kontrollgrupp) ja vanadelt (sarkopeenia) uuritavatelt voetud lihasbiopsiatest
lahtudes (Joonis 14).

140
120 _
100 . T o

T *
80 ' _—_; O Kontroll

60 m Sarko-
40 * peenia

2 I
0 1 1

CKM CKB CKMT2

Suhteline ekspressioon

Joonis 14. Kreatiinkinaasi geenide ekspresssioonitaseme muutused vananemisega
kaasneva sarkopeenia korral. Kuna CKMT2 tase oli vdrreldes teiste geenidega vdga
madal, siis on vastav joonis sisestatud erinevas skaalas.
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Sarkopeenia  korral  erinesid just lihastiiipi  isovorme  kodeerivate  geenide
ekspressioonitasemed (CKM ja CKMT2). Ajutiiiipi CKB mRNA tase jdi ligikaudu samaks.
Analoogilisi tulemusi kreatiinkinaasi ekspressiooni kohta skeletilihases seoses vananemisega
on esitatud ka varem, kuid need on saadud loomkatsetes ja mdddetud valgu tasemel (Piec et
al., 2005; O’Connell et al., 2007). Kéesoleva t66 tulemused néitavad, et nimetatud muutused
toimuvad ka inimese skeletilihases mMRNA tasemel.

Hiljuti sedastati, et aju-tiiiipi CKB on posttranslatsiooniliselt reguleeritav AMP-aktiveeritava
proteiinkinaasi (AMPK) poolt, kusjuures fosforiileeritud CK lokaliseerub endoplasmaatilises
retiikulumis (Rios et al., 2014). Autorid leiavad, et need valgud koopereeruvad omavahel
energeetilise stressi tingimustes. Kuna volframiin on ER membraaniseoseline valk ja Wfsl
geenil on oluline roll ER stressi regulatsioonis (Fonseca et al., 2010), uuriti antud t66 raames
CK geenide ekspressiooni Wfsl1-puudulikkusega hiirte skeletilihases m. rectus femoris, et
saada esmast teavet selle kohta, kas volframiini-puudulikkus mdjutab kreatiinkinaasset
stisteemi. Tulemused joonisel 15 niditavad, e¢ Ckm mRNA tase langeb oluliselt Wfs1 hiirte
lihastes, kuid Ckmt2 puhul olulist erinevust ei tuvastatud. Joonisel on samuti ndha, et
mitokondriaalset isovormi kodeeriva Ckmt2 tase on gliikoliiiitilises lihases iilimadal, mis on
seletatav sellega, et gliikoliiiitiliste lihaste rakkudes on vdhe mitokondreid nagu on ndidatud
hamstri erinevate lihastiilipide kohta (Sullivan ja Pittman, 1987). Seetdttu oli ka mRNA
taseme tdpne kvantiteerimine kiillaltki keeruline. Arvestades Ckm geeni produktiks oleva
valgu olulist funktsionaalset rolli lihasrakus, vOib arvata, et volframiini defitsiit on seotud

raku energeetilise puudulikkusega.
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Joonis 15. Lihasespetsiifiliste CK geenide ekspressioon Wfsl hiirte gliikoliiiitilises
skeletilihases m. rectus femoris. Andmed on esitatud geomeetriliste keskmistena kolme
housekeeping geeni (ACTB, GAPDH, HPRT1) alusel. * — statistiliselt oluline erinevus vorreldes
wild-type hiirtega (p < 0,05); n=6.
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2.3.2. Ca?*-aktiveeritavate mitokondriaalsete transportvalkude mRNA tasemete
hindamine oksiidatiivsetes ja gliikoliiiitilistes lihastes

Kéesolevas t60s vorreldi reaalaja-PCR abil mitokondriaalsete transportvalkude ekspressiooni
mRNA tasemel hiire gliikoliiiitilises (m. rectus femoris) ja oksiidatiivses (m. soleus)

skeletilihases (Joonis 16).
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Joonis 16. Mitokondriaalseid transportvalke kodeerivate geenide ekspressioon lihastes
m. rectus femoris (RF) ja m. soleus (SOL). Erinevus kordades on arvutatud 2 4T meetodil
ja ACTB suhtes. MPC1 — mitokondriaalne piiruvaadi kandja 1; MPC2 — mitokondriaalne
piiruvaadi kandja 2; SLC25A22 — mitokondriaalne glutamaadi kandja.

Jooniselt selgub, et mitokondriaalsete valkude mRNA tase vorreldes gliikoliiiitilisega on
oksiidatiivses lihases oluliselt korgem, kuid aralarl ja tsitriin on lihastiilibi spetsiifilised.
Oksiidatiivses lihases domineerib tsitriin, gliikoliiiitilises aga aralar. Aralar varustab OXPHOS
protsessi glutamaadiga, mis on {iks mitokondriaalsetest vOtmesubstraatidest. Hiljutised
andmed nditavad, et OXPHOS vo0ib olla otseselt aktiveeritav ekstramitokondriaalse
kaltsiumiga ja on vilja selgitatud, et aralar osaleb selles regulatsioonis (Gellerich et al., 2009).
Tsitriini peetakse lihaskudede 16ikes siidamespetsiifiliseks (del Arco et al., 2002), kuid ilmselt
ekspresseerub tsitriin mRNA tasemel ka oksiidatiivses skeletilihases, millele viitavad antud
toos hiire soleuse uurimisel saadud tulemused. Voimalik, et siidames ja oksiidatiivsetes
skeletilihastes tdidab aralari funktsionaalset rolli tsitriin, kuid see probleem vajab edasist
uurimist. Konkreetsed kirjanduse andmed selle kohta puuduvad.

Jargnevalt uuriti, kas iilal kirjeldatud mitokondriaalsete transportvalkude ekspressioon on

muutunud volframdefitsiidi tingimustes. Kuna oksiidatiivses ja gliikoliiiitilises lihases vdivad
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toimed olla erinevad, siis hinnati uuritavate geenide ekspressioonitaset nendes eraldi (m.

rectus femoris, Joonis 17 A ja m. soleus, Joonis 17 B).
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Joonis 17. Mitokondriaalseid transportvalke kodeerivate geenide ekspressioon
normaalses ja volframiindefitsiidi tingimustes. WT — wild-type hiir; Wfs — volframiin-
defitsiitne hiir. MPC1 — mitokondriaalne piiruvaadi kandja 1; MPC2 — mitokondriaalne
ptiruvaadi kandja 2; SLC25A11 — malaat-a-ketoglutaraat antiporter.

Saadud andmed néitavad, et Wfs1 hiirte m. rectus femoris puhul (Joonis 17 A) esineb aralarl
tileekspressioon, mis voib olla tingitud nn. gaasipedaali efekti realiseerumisest (kirjeldatud
punktis 1.5 Ik. 13) seoses rakkude energiapuudulikkuse kujunemisega. Ullatuslikult niitab

Wfs1 hiirte okstidatiivses lihases (m. soleus) aralarl ekspressioonitase hoopis vdhenemise
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tendentsi (Joonis 17 B). On alust arvata, et soleuses nimetatud ekstramitokondriaalse Ca?*-
ioonide ja aralarl vahendatud kompensatoorne mehhanism ei toimi. Siin v3ib rolli mingida
hoopis tsitriin, kuna selle valgu mRNA osakaal hiire soleuses on kdesoleva t66 andmetel

suurem.

2.4. Arutelu

Kéesolevas to0s hinnati raku energeetilist seisundit reguleerivate geenide ekspressiooni.
Rohuasetus oli CK geenidel vottes arvesse kreatiinkinaasse energiaiilekande siisteemi olulist
rolli lihasrakkude energiaga varustamisel. Ekspressioonitasemed méérati reaalaja-PCR
meetodil, rakendades suhtelise kvantiteerimise printsiipi AACT meetodil (Livak ja
Schmittgen, 2001). Sellist ldhenemisviisi on eriti kohane kasutada biomeditsiinilistes
uuringutes, kuna nii saab kohe vilja tuua erinevuse kordades néiteks haigete ja tervete, vanade
ja noorte, erinevate kudede jms vahel.

Seoses meditsiini arenguga ja paremate elutingimustega on viimase 50-60 aasta jooksul
eurooplaste keskmine eluiga oluliselt kasvanud, mille tdttu on iile 65-aastaste inimeste
osakaal populatsioonis markimisvaarselt tousnud. Kuna vanemad inimesed pdevad tihti eaga
seotud haigusi, siis selline tendents suurendab {ihiskonna koormust nii meditsiinilises kui ka
majanduslikus plaanis. Nende probleemidega tegelemine nduab nii sobivat meditsiinilist ravi
kui ka sotsiaalset tuge, aga ka ulatuslikku teadustood vananemisega seotud aladel —
bioloogiast sotsioloogiani, kus uuritavateks ongi vanemad inimesed (Goodpaster et al., 2006).
Seetottu toetab Euroopa Liit paljusid sellealaseid teadusliku uurimisto6 projekte. Antud t60s
uuriti {ihe sellise projekti (MYOAGE) raames vananemisega kaasnevat sarkopeeniat. Saadud
andmed vanade inimeste sarkopeenilise skeletilihase (m. vastus lateralis) CK geenide mRNA
profiili muutuste kohta on tiiesti uudsed. Tulemused viitavad sellele, et rakkude energeetilisel
puudulikkusel on sarkopeenia patogeneesis oluline roll.

Toos leiti seoseid lihasrakkude diferentseerumisastme ja energeetilise metabolismi
organiseerituse taseme (CK siisteemi véljakujunemise) vahel. Selleks, et mdista, kas
vananemisega kaasnevad muutused lihastes on tingitud organismi kui terviku vananemisest
voi esinevad need ka raku tasemel in vitro, vorreldi vanadelt ja noortelt inimestelt parit
lihasrakke kultuuris. Hoolimata iihesugusest keskkonnast olid vananemise ilmingud
tdheldatavad ka rakukultuuris.

Wisl-defitsiitsete hiirte mudeli abil oli vdimalik uurida Wolframi siindroomi sarnast
seisundit, et saada teavet Wfsl puudulikkuse korral vdimalike aset leidvate energeetilise
metabolismi muutuste kohta. Eeldatavalt esinevad Wfsl hiirtel siisivesikute ainevahetuse

hidired, sest gliikkoosi tolerantsi testiga on kindlaks tehtud, et nad ei suuda kontrollida oma
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veresuhkru taset. Siisivesikud on aga oluline energiaallikas eriti gliikoliiiitilistele lihastele.
Lihasespetsiifilist CK isovormi kodeeriva Ckm geeni ekspressioonitase Wfs1 hiirte lihases m.
rectus femoris oli oluliselt langenud, mis nditab rakkude energeetilise seisundi halvenemist
volframiini defitsiidi tingimustes. Leitud ekspressiooni muutus oli kooskdlas teiste
uurimisgrupi litkmete poolt lihaskoe homogenaadis mooddetud CK totaalse aktiivsuse
viahenemisega. Gliikoliiitilistes lihastes tulenebki CK aktiivsus peamiselt lihastiiiipi isovormi

arvelt, mis on Ckm geeni produkt.

Tulemused voimaldavad teha jargmised jareldused:

1) Lihasrakkude energeetilise seisundi reguleerimisel omavad olulist tdhtsust kreatiinkinaasi

perekonna geenid. See ilmneb jérgmistest asjaoludest:

a. Kreatiinkinaasi  isovormide  profiil ja neid Kkodeerivate geenide
ekspressioonitase  muutub  rakkude diferentseerumisel  miioblastidest
miiotuubideks ja edasiselt kuni kiipsete miiotsiilitide (miiofiibrite)

moodustumiseni.

b. Kreatiinkinaasi geenide ekspressioonitase langeb teatud patoloogilistes

tingimustes nagu sarkopeenia ja diabeedisarnane seisund.
2) Energeetilist metabolismi reguleerivate geenide alaekspressioon on iiks tegur rakkude

energeetilise puudulikkuse kujunemisel. Selline kahjustusmehhanism ilmneb nii

vananemise kui ka diabeedisarnase seisundi puhul ja on ilmselt seotud ka ER stressiga.
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KOKKUVOTE

Toos uuriti lihasrakkude energeetilist seisundit reguleerivate geenide ekspressioonitaset
reaalaja-PCR abil erinevates tingimustes: 1) rakkude diferentseerumisaste; 2) vananemisega
kaasnev sarkopeenia; 3) rakkude replikatiivne vananemine in vitro; 4) Wfsl hiired kui
eksperimentaalne mudel diabeedisarnase seisundi ja ER stressiga kaasneva uurimiseks.
Tulemused on esitatud kahes alapunktis: kreatiinkinaasi valke kodeerivate geenide
ekspressiooni muutused ja Ca®*-aktiveeritavate mitokondriaalsete transportvalkude mRNA
tasemete hindamine oksiidatiivsetes ja gliikoliiiitilistes lihastes.

Kreatiinkinaasne energiaiilekande siisteem omab lihasraku energeetilises metabolismis
votmerolli, mistdttu hinnati CK siisteemi valke kodeerivate geenide ekspressiooni muutuseid
milogeneesi kaigus, sarkopeenilistes lihastes ja volframiini defitsiidi puhul. Tulemustest
selgus, et miioblastide diferentseerumisel miiotuubideks tdusis oluliselt lihastiiiipi CK (CKM)
ekspressioonitase, samas miioblastides domineeris CKB. CKM ja MYOG geenid
iseloomustavad rakkude diferentseerumise astet, nad koekspresseeruvad skeletilihase
arenevates rakkudes, olles miiotuubides oluliselt korgema ekspressioonitasemega kui
miioblastides. Selleks, et saada lisateavet CK osatdhtsusest rakkude erinevatel eluetappidel,
uuriti replikatiivset vananemist in vitro rakukultuuris vorreldes teist ja kuuendat iimberkiilvi.
Peale kuuendat timberkiilvi oli miioblastides CKB tase oluliselt langenud. Vanade inimeste
sarkopeenilistes lihastes erinesid oluliselt lihastiitipi CKM ja CKMT2 geenide mRNA tasemed
vorreldes kontrollgrupiga (noored). Wfs1-puudulikkusega hiire skeletilihast m. rectus femoris
uurides selgus, et Ckm mRNA tase on volframiinpuudulikkuse korral oluliselt madalam wild-
type hiirest, mis niitab seda, et antud siindroom, millega kaasneb diabeedisarnane seisund ja
ER stress, on seotud raku energeetilise puudulikkusega.

Metaboolselt erinevates (oksiidatiivsetes ja gliikoliiitilistes) lihastes vaib energeetilist
seisundit reguleerivate geenide, eriti nende, mille produktideks on mitokondriaalsed valgud,
ekspressioonitase olla erinev. Kiesolevas t66s miirati Ca?*-aktiveeritavate mitokondriaalsete
transportvalkude mRNA taset hiire aeglases oksiidatiivses (m. soleus) ja kiires gliikoliiiitilises
(m. rectus femoris) lihases. Selgus, et oksiidatiivses lihases on nimetatud mitokondriaalseid
valke kodeerivate geenide ekspressioonitase kdrgem. Samasid valke kodeerivaid geene uuriti
ka volframdefitsiidi tingimustes Wfs1-hiirte lihastes. Gliikoliiiitilise m. rectus femoris puhul
esines aralarl tleekspressioon, mis nditab, et ER stressi tingimustes ja raku energeetilise
puudulikkuse  kujunemisel  vdib  hakata  kompensatoorselt toimima ~OXPHOS
aktivatsioonimehhanism ekstramitokondriaalse Kaltsiumi poolt. Okstidatiivse m. soleus puhul

sellist toimeefekti ei tiheldatud.
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Estimation of expression level of the genes regulating cellular energy state
by real-time PCR

Marian Tarrend

Summary

The present work addresses several interrelated aspects regarding to gene expression in
sarcopenia, ER stress and experimentally induced diabetic state. Sarcopenia is associated with
cellular energetic depression. The results of current work should control and confirm more
general hypothesis according to which muscle disease typical pathological and aging related
processes are mediated by common mechanism of failure — cellular energetic depression.

The review of literature was written with emphasis on cellular energy metabolism and
creatine kinase system. In this system the mitochondrial and extramitochondrial creatine
kinases work in opposite directions, and are functionally coupled to adenine nucleotide
translocase and ATPases, respectively. Creatine kinase energy transfer network has of critical
importance in cellular energy supply.

The main purposes of the work were:

a) To assess gene expression level of the genes regulating cellular energy state in
different conditions and in different muscle types (sarcopenia, replicative aging in
vitro, slow-twitch oxidative and fast-twitch glycolytic skeletal muscles of Wfs1 mice).

b) To find out gene expression level of the genes encoding creatine kinase isoforms in the
differentiation from myoblasts to myotubes and find links between differentiation and
changes of energetic metabolism.

c) To find out which of the expression level changes of the genes studied indicate the
formation of cellular energetic depression.

The expression of the genes was assessed with reverse transcription real-time PCR. The
process of collecting fluorescence data during PCR was performed by StepOnePlus™ Real-
Time PCR System (Applied Biosystems) using intercalator-based method, also well-known as
SYBR Green method.

The results showed that development of CK system occurs during the myogenesis. Sarcopenia
was accompanied with significal decrease in CKM and CKMT2 expression, that points to the
situation that energy supply was disturbed in skeletal muscle of elderly people. In addition,
the expression of Ca®*-activated mitochondrial carriers of metabolic substrate was compared
in slow-twitch oxidative and fast-twitch glycolytic muscles of wild-type and Wfsl mice,

imitating diabetes-like and ER stress condition.
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Obtained results allow to conclude the following:

1) Creatine kinase gene family members (CKM, CKB, CKMT2) have a major importance in
regulating energy state of muscle cell. It is concluded by following facts:

a. Expression level of the genes encoding creatine kinase isoforms changes in
differentiation process from myoblasts to myotubes and subsequently until mature

myocytes (myofibers) are formed.
b. The expression level of the creatine kinase genes decreases in several pathological
conditions such as sarcopenia and diabetes-like state.

2) Underexpression of the genes regulating energy metabolism is one factor leading to
cellular energetic depression. That kind of mechanism of failure appears in both, in elderly
and in diabetes-like state and is probably related to ER stress.
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