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erinev. 129S6/SvEvTac hiired on tundlikumad gripiviiruse poolt pdhjustatud infektsioonile,
pdhjustades mitmeid kliinilisi simptomeid, samas kui C57BL/6Ntac on parema
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SISSEJUHATUS

Neuroinflammastioon esineb mitmetes erinevates neuroloogilistes haigustes. Naiteks on
depressioonipatsientidel leitud kérgenenud pdletikutsutokiinide tase (Himmerich et al., 2019).
Samuti on leitud seoseid Parkinsoni, Alzhaimeri, Huntingtoni tdve ning pdletiku vahel
(Niranjan, 2018). Kuigi pdletikku on seostatud mitmete haigustega, on siiski vahe teada
mehhanismidest nende taga. Suure hulga poletikuliste faktorite kuhjumisel ajusse l&bi
hematoentsefaalbarjaéri (BBB) viib neuroinflammatsiooni tekkeni. (Banks et al., 2015) Samuti

seostatakse neuroinflammatsiooni tekkimist oksudatiivse stressiga (Agostinho et al., 2010).

Teaduslaborites kasutatakse tihti erinevate uuringute labiviimiseks hiireliine C57BL/6NTac
(BI6) ja 129S6/SvEv/Tac (129Sv). Need hiired erinevad Uksteisest nii geneetiliselt kui ka
kaitumuslike isedrasuste tottu. BI6 hiiri peetakse vdhem é&revaks ja kehaliselt aktiivsemaks,
samas kui 129Sv loetakse pigem &revaks ja kehaliselt véhemaktiivseks. (Abramov et al., 2008)
Lisaks on neil erinev vastupanuvdime patogeenidele. Gripiviiruse puhul tekib 129Sv hiirtel
tugev poletikutsitokiinide vastus ning nad vdivad infektsiooni tdttu surra, seevastu BI6 hiirtel
on poletikuliste tsttokiinide vastus pigem tagasihoidlik ja loomad saavad nakkusega t6husalt
hakkama (Davidson et al., 2014).

Varasemalt on Tartu Ulikooli fusioloogia osakonna uuringutes naidatud erinevusi ka nende
liinide metaboolses profiilis, kus gram-negatiivse bakteri toksiini, lipopoltsahhariidi (LPS),
manustamise jargselt BI6 hiired reageerisid tugeva hiipometaboolse reaktsiooniga, mis 129Sv
puhul oli puudulikult véljendunud (Piirsalu et al., 2020). Hipmetaboolne seisund on oluline
energia saastmiseks poletikulistes tingimustes. Pdletikuline reaktsioon on energeetiliselt kallis
ja nBuab immuunaktivatsiooni toetamiseks toitainete imberjaotumist. (Ganeshan ja Chawla,
2014) Huipometaboolne vastus suurendab kudede tolerantsust bakterite pohjustatud
infektsioonidele (Ganeshan et al., 2019).

Kéesolevas magistritdos on vaatluse all koesobivuskompleks klass I (MHC 1) rajas osalevad
geenid. Kirjanduse ulevaade keskendub BI6 ja 129Sv isedrasuste ja neuroinflammatsiooniga
seotud mehhanismide lahti seletamisele. Eksperimentaalse osa eesmaérgiks oli vdrrelda

erinevusi MHC | rajaga seotud geenide (TapBp ehk tapasiini kodeeriv geen, f2m, Tapl, Tap2,



Lmp2, Lmp7 ja Lmp10) ekspressionis BI6 ja 129Sv hiirte erinevates ajuosades peale LPSi poolt
indutseeritud pdletikku. Selleks kasutati kvantitatiivset reaalaja PCR (QRT-PCR) meetodit.

Antud magistritdo valmis Tartu Ulikooli molekulaar-ja rakubioloogia instituudi biomeditsiini
Oppekava raames. Eksmeprimentaalne osa viidi labi Tartu Ulikooli meditsiiniteaduste

valdkonna Bio- ja siirdemeditsiini instituudis, Fusioloogia osakonnas.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1 Inbriiditud hiireliinid

Biomeditsiinilistes uuringutes on hiirte kui mudelorganismide kasutamine laialdaselt levinud.
Selleks kasutatakse tldjuhul inbriiditud ehk sugulusaretuse teel saadud hiireliine, kes omavad
palju eeliseid vdrreldes outbriiiditud hiirtega. (Lutz et al.,, 2012) Outbriidiitud hiirte
populatsioonis esineb suur mitmekesisus kuna nad nad on vaga heterostigootsed (Chia et al.,
2005). Sugulusaretuse teel saadud hiireliinide eeliseks on nende fenotiiibiline ja geneetiline
samasus ning see, et neid liine on eelnevates uuringutes juba palju kirjeldatud. Seega on teada
kuidas mingi hiireliin reageerib teatud katsetele, millised on nende spetsiifilised omadused ning
milliseid haiguseid on oodata hiire vananedes. (Lutz, Linder, & Davisson, 2012) Tapsemalt on
inbriiditud nériline saadud 20 Ge-venna jarjestikusel paaritamisel. Sellistes tingimustes on

tdheldatud, et mis tahes lookuses on nende homosugootsus peaaegu 99%. (Roderick, 2013)

Seega on sugulusaretuse teel saadud loomad geneetiliselt Uksteise kloonid. (Silver, 2001)
Inbriiditud hiiri saab kasutada erinevate inimeste haigusjuhtude modelleerimiseks. Samuti
annavad nad vGimaluse ka erinevateks geneetilisteks uuringuteks. (Beck et al., 2000) Hiiri
peetakse védga heaks mudelorganismiks, kuna hiire ja inimese geenid on kodeeritavates
piirkondades ligikaudu 95% identsed. Eeliseks on ka nende vaike suurus, lihike tiinusaeg (3

nédalat) ning 5-10 pojaga pesakonnad. (Silver, 2001)

Inbriiditud hiirte samasus vdib tihti olla ka takistuseks erinevate inimeste haigusjuhtude
modelleerimiseks, kuna inimesed on geneetiliselt suure varieeruvusega. Seega kui vaadelda
haiguse geneetilist tausta néitab inbriiditud hiir ainult véikest osa sellest. Samuti néitavad
hiljutised uuringud, et tegelikult ei ole inbriiditud hiirte tunnuste varieeruvus véiksem kui seda
on segatasutaga hiirtel. (Tuttle et al., 2018) Uuringud nditavad ka, et kui sama inbriiditud
hiireliiniga teha katseid, kas teises laboris (Crabbe et al., 1999; Kafkafi et al., 2005) v6i aastaid
hiljem (Wahlsten et al., 2006), siis nditeks etanooli eelistamise ja lilkumisaktiivsuse osas on
andmed olnud viimased 40-50 aastat vdga sarnased (Wahlsten et al., 2006). Kognitiivse
kaitumise kohta seda aga Gelda ei saa. Arevust vordlevates katsetes aga vGivad tulemused juba
tugevalt varieeruda sama maja teises ruumis. (Wabhlsten et al., 2006) Seega tuleb tulemuste osas

olla kriitiline ning vBimalusel eelistada segataustaga hiiri (Tuttle et al., 2018).



Hetkel on maailmas Kirjeldatud ligikaudu 450 erinevat inbriiditud hiireliini. Oluline on, et
erinevate uurimisteemade korral on vaja kasutada erinevaid hiireliine, kuna igal liinil on mingid
liinispetsiifilised omadused. (Wang et al., 2017) Transgeensetes uuringutes on 129S6/SvEv
(129Sv) ja C57BL/6 (BI6) hiireliinid Ghed enim kasutatavad inbriiditud hiired (Monastersky
and Geistfeld, 2002).

1.1.1. C57BL/6NTac ja 129S6/SvEvTac hiireliinid

129Sv hiired on paremaks mudeliks psthhiaatrilistes uuringutes, kuna neil on Disc-1
mutatsioon (Mukaida et al., 1996), mis p&hjustab muutusi dopamiini homdostaasis ja mdjutab
erinevaid kognitiivseid funktsioone (Koike et al., 2006). BI6 hiireliinid on enim levinud
kaitumuslikes, farmakoloogilistes ja geneetilistes uuringutes. (Lucki et al., 2001) Samuti on nad
laialdaselt kasutusel ka stidame- ja veresoonkonnahaiguste uuringutes (Lutz et al., 2012) kui ka

diabeedi uuringutes (Schreyer et al., 1998).

129S6/SvEvTac (129Sv) ja C57BL/6NTac (BI6) hiireliinid erinevad teineteisest mitmeti.
129Sv hiired on madalama liikumisaktiivsusega ja suurenenud arevusega, seevastu BI6 hiired
on vdhem drevad ning suurema liikumisaktiivsusega. Lisaks, kui rikastada hiirte elukeskkonda,
siis tulevad paremini esile hiireliinidele isedrased k&itumismustrid. (Abramov et al., 2008)
Mitmekesisemas keskkonnas sliveneb 129Sv hiirte endasse tdmbumine ja tagasihoidlikkus
veelgi, samas kui BI6 hiired muutuvad veel fldsiliselt aktiivsemaks, julgemaks ning saavutavad
kiirema reaktsioonivoime (Heinla et al., 2014). 129Sv ja BI6 hiirtega teostatud
depressioonitestide vérdlusuuringud, nagu sundujumise test voi sabariputamise test, nditavad,
et 129Sv hiirtel on suurem litkumatus kui BI6 hiirtel. Seega on 129Sv hiired tundlikumad stressi
suhtes, kui seda on BI6 hiired. (Liu and Gershenfeld, 2001, 2003) Uuringus, kus hiirte
kodukeskkonda oli viidud kassildéhnaga riideese, kutsus BI6 hiirtes esile &revuse, mida 129Sv
hiirte puhul ei tdheldatud. See néitab, et BI6 hiired on uudishimulikumad kui 129Sv hiired.
(Raud et al., 2007)

Samuti on hiirte kognitiivsetes funktsioonides erinevusi. 129Sv hiirte tundlikkus valule on
oluliselt vaiksem kui seda on BI6 hiirtel (\Vdikar et al., 2004; Abramov et al., 2008). Hiirte
puhul on uuritud ka nende alkohlilembelisust ning on leitud, et 129Sv hiireliinid eelistavad

etanoolile vett, samas kui BI6 hiired eelistavad veele etanooli, olles seejuures uuritud

10



hiireliinidest kdige alkoholilembelisemad (Yoneyama et al., 2008). Erinevusi on taheldatud ka
amfetamiini manustamisel, kus BI6 liikumisaktiivsus oli rohkem stimuleeritud kui 129Sv hiirtel
(Chen et al., 2007; Vanaveski et al., 2018). Neid erinevusi v0ib seostada raaminihke
mutatsiooniga Disc-1 geenis (Mukaida et al., 1996). Kuna see pdhjustab muutusi dopamiini

homd@ostaasis ja mdjutab erinevaid kognitiivseid funktsioone (Koike et al., 2006).

Inimestel on DISC-1 geeni seostatud eelkBige skisofreeniaga. Seos avastati Soti perel, kelle
esimese ja 11. kromosoomi vahel tuvastati translokatsioon, mis viis DISC-1 geeniekspressiooni
vahenemiseni. (Jacobs et al., 1970; St Clair et al., 1990) Hiljem on DISC-1 geeni seostatud ka
mitmete teiste psiihhiaatriliste hairete véaljakujunemisega. 129Sv hiirte kuuendas eksonis on 25
aluspaari pikkune deletsioon, mida BI6 hiirtel ei esine. Seda deletsiooni peetakse 129Sv
omaseks polimorfismiks. (Koike et al., 2006) Lisaks nditasid Kamiya et al., et Disc-1
geeniekspressiooni vahenemine héirib normaalset neuronite migratsiooni arenevas ajukoes
(Kamiya et al., 2005).

Samuti reageerivad hiireliinid erinevalt teatud patogeenidele. Néiteks kui nakatada kumbagi
hiireliini gripiviirusega, siis 129Sv hiired jadvad raskemini haigeks, esineb rohkem ja
raskemaid kopsukahjustusi ning samuti I6peb rohkem juhtumeid surmaga, kui seda on
taheldatud BI6 hiirte puhul. Seega on BI6 hiirte vastupanuvdime viirusele tugevam.
Nakatumise korral méjutab viirus rakkudevahelise informatsiooni vahendamist ja tsiitokiinide
vabastamist. Kuna 129Sv hiirte puhul vabaneb tsutokiine palju suuremal hulgal (vallandub
tsutokiinide torm), kui seda juhtub BI6 hiirtel, muudab see 129Sv hiirtel haiguse labipddemise

tunduvalt raskemaks. (Davidson et al., 2014)

Erinevusi esineb ka nende ainevahetuses. Hiljutises uuringus vorreldi BI6 ja 129Sv hiireliinide
metaboolset profiili 1,5 h ja 24 h lipopolusahhariidi (LPSi) manustamise jargselt. Ehkki paljud
LPS-ist pdhjustatud metaboolsed muutused olid hiireliinide vahel sarnased, leiti mitmeid
liinispetsiifilisi muutusi. 1,5 h peale LPS-i manustamist esines BI6 hiirtel mitmete metaboliitide
hipometabolism, mis vGimendus veelgi 24 h peale LPS-i manustamist. Lisaks naidati ka BI6
hiirtel suurenenud putrestsiini tootmist, millel on teadaolevalt neuroprotektiivsed omadused.
Seevastu 129Sv hiireliinis BI6 hiireliinile omast hlipometaboolset reaktsiooni ei esinenud, vaid

metabolismi iseloomustas suurenenud lipiidide tootmine 1,5 h peale LPS-i manustamist. 24 h
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hiljem olid téusnud lisaks lipiidide tasemele ka hidroksuleeritud atstulkarnitiinid, mis vdib

viidata suurenenud pdletikulisele seisundile. (Piirsalu et al., 2020)

Hupometaboolne reaktsioon on oluline energia sadstmise vaatepunktist, mis toetab toitainete
Umberjaotumist immuunaktivatsiooni kasuks. Peremeesorganism hoiab oma sisemist
temperatuuri thtlasena metabolismi kiirust muutes. Patogeenide korral viib organism labi aga
energiavahetuse, mis viib hipometabolismi tekkeni. Tekib hipotermia, et organism saaks
kasutada keha temperatuuri 0Uhtlasena hoidmiseks vaja minevat energiat hoopis
immuunvastuses. (Ganeshan et al., 2019) See toetab veelgi teooriat, et BI6 hiired tulevad

paremini toime infektsiooniga.

1.2 Neuroinflammatsioon

Poletikku peetakse paljude kesknarvisiisteemi haiguste pohjustajaks. Nendeks vdivad olla
néiteks neurodegeneratiivsed haigused, depressioon, unehéired, insult jpt. (Welcome, 2020)
Samuti on leitud seoseid pdletikul nii epilepsia (Vezzani et al., 2019) kui ka migreeniga
(Edvinsson et al., 2019).

Immuunststeemil on oluline roll organismi homoostaasi loomisel. Selleks on oluline, et
immuun-, endokriin- ja nérviststeem oleksid vBimelised iksteise vahel signaale vahetama.
(Dantzer, 2018) Narvi- ja immuunsisteemi vahelisi interaktsioone vdib nimetada
neuroimmuunsiisteemiks ,,neuroimmune system*. Selle siisteemi eesmargiks on vahendada
biokeemilisi ja elektrofusioloogilisi omadusi, et kaitsta neuroneid patogeenide eest. Pdletiku
korral aktiveeritaks KNS immuunrakud, milleks on mikrogliia rakud. (Zhang et al., 2021)
Neuroinflammatsiooni korral aktiveeritakse gliia rakud, vabastatakse tsttokiinid, kemokiinid
ja reaktiivsed hapnikuthendid (ROS) (Milatovic et al., 2017). Soltuvalt sellest kui kaua
poletikuline protsess kestab voib sellel olla nii positiivseid kui ka negatiivseid omadusi
(DiSabato et al., 2016).

Lihikest ja kontrollitud pdletikku peetakse peremeesorganismile kasulikuks, kuna infektsiooni
korral kutsuvad immuunsignaalid esile haiguskaitumise, mis aitab infektsiooniga vdidelda.

Lisaks sellele on téheldatud, et muidu immuunsuses olulist rolli omaval interleukiin 4 (IL-4)
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on tahtis roll ka erinevates ajufunktsioonides. Traumaatilise KNS vigastuse korral juhib IL-4
makrofaagide repolarisatsiooni. (DiSabato et al., 2016) Lisaks on ndidatud, et IL-4 mdjutab ka

maélu ja Gppimisvbimet (Gadani et al., 2012).

Kroonilise ja kontrollimatu pdletikuga on suurenenud tsitokiinide, IL-1, tuumor-nekroosi
faktori (TNF, tumor necrosis factor), ROS-i ja muude pdletikuvahendajate tootmine. Nende
suurenenud kogus kahjustab oluliselt narviststeemi. (DiSabato et al., 2016) See omakorda vdib
pohjustada ajupiirkondade degeneratsiooni, mis on iseloomulik neurodegeneratiivsetele
haigustele nagu nditeks kognitiivsed ja kaitumuslikud haired, dementsus ja depressioon
(Singhal and Baune, 2019).

1.2.1. Mikrogliia

Mikrogliia rakud on peamised pdletiku vahendajad KNS-is. Nad moodustavad umbes 5-12%
KNS-i rakkudest. (Bazan et al., 2012) Mikrogliia rakke iseloomustab vaike rakukeha ning pikad
dunaamilised jatked, millega nad skaneerivad pidevalt aju sisekeskkonda. Koekahjustuse,
patogeensete seisundite ja vigaste sunapside tuvastamisel saavad nad jaguneda ja seeldbi

vahendada vajalikke kaitsefunktsioone. (Hanisch, 2014)

Nii 0elda puhkefaasis, kui ei ole pdletikku, peavad mikrogliia rakud sailitama homoostaasi.
Tavaseisundis vastutavad mikrogliia rakud arengu kaigus tekkinud vigaste neuronite
kdrvaldamise eest pdletikku esile kutsumata. (Takahashi et al., 2005, 2007) Samuti aktiveerivad
nad teisi vajalikke rakke koe vigastuste korral (Davis et al., 2017), juhivad raku migratsiooni
(Lively and Schlichter, 2013) ja kontrollivad proliferatsiooni (Gomez-Nicola et al., 2013).
Varajases arengus aitavad mikrogliia rakud kaasa ka KNS hapniku ja toitainetega rikastamisel,
uhendades omavahel arenevaid veresooni (Rymo et al., 2011). Tavaolekus on mikrogliia rakud
vaikesed dunaamiliste jatketega rakud, erutuse korral aga muutub nende morfoloogia ja nad

muutuvad amoboidseks (Davis et al., 2017).

Tavaliselt aktiveeruvad mikrogliia rakud ka vdiksema homoostaasi korvalekalde korral. Kui
maérgatakse kahjulikke patogeene vdi vigaseid stnapse, siis aktiveeritakse fagotsutoos ja

tsutokiinide vabastamine. (Morales et al., 2016) Koekahjustuste korral viivad rakuvélise
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maatriksi degeneratsioonini ning soodustavad taastumist (Michell-Robinson et al., 2015).
Samuti osalevad nad korrapdrase aju fuisioloogias, heas mélu ja dppimisvéimes (Nava Catorce
and Gevorkian, 2016). Aitavad kaasa aju normaalsele arengule, mdjutades neuronite

juurdekasvu (Hammond et al., 2018).

Mikrogliia rakud on voimelised muutma oma fenotliupi vastusena erinevatele stiimulitele.
Klassikalise mudeli jargi saab mikrogliia polariseeruda, kas M1 v8i M2 tulpi. Kuigi viimaste
uuringute jargi peetakse seda klassifikatsiooni pigem lihtsustatuks ning mikrogliia
polarisatsioon arvatakse olevat palju keerukam, omades mitmeid erinevaid polarisatsiooni
fenotliupe. (Wells et al., 2003; Orihuela et al., 2016) M1/M2 polarisatsioonimudel jagab
mikrogliia rakud kaheks erinevaks fenotlibiks: klassikaliselt aktiveeritud (M1 fenotiilp) ja
alternatiivselt aktiveeritud (M2 fenotulp). Klassikaliselt aktiveeritud M1 mikrogliiat peetakse
pro-inflammatoorseks ning vahendab esmast Kkaitset patoloogilistes tingimustes, M2
mikrogliiat peetakse anti-inflammatoorseks ning tegeleb kahjustuste parandamisega. (Zheng
and Wong, 2019) Polarisatsiooni méérab suuresti ka mikrokeskkond. Enamasti aktiveeritakse
mikrogliia labi tolli-laadsete retseptorite (toll-like receptor, TLR) interaktsioonide. TLR-id
asuvad mikrogliia rakkude pinnal ning on vdimelised tuvastama erinevaid koekahjustuse ja
patogeenidega seotud molekulaarseid mustreid (DAMP-e ja PAMP-e) keskkonnas. (Jack et al.,
2005) Pérast polariseerumist on mikrogliia vdimeline lilituma M1 ja M2 fenotulpide vahel

vastavalt mikrokeskkonna muutustele (Gao et al., 2018).

Zhilin Li et al (2014) uurisid kuidas mdjutab pdletik mikrogliia rakke neljas erinevas hiireliinis.
Nad naitasid, et &revamate hiireliinide puhul oli kbrgem M1 mikrogliia tase. Samuti leiti, et
129Sv hiirtel oli ajus suurem hulk makrofaage kui BI6 hiireliinil ning viimastel oli mikrogliia
rakkudel kdrgem pdletikuvastaste geenide ekspressioonitase kui 129Sv hiirtel. Lisaks tédheldati,
et LPS-i manustamisel suurenes 129Sv hiirtel M1 ja M2 mikrogliia aktivisatsioon rohkem kui
BI6 hiirtel. Uuringud nditasid ka, et M1/M2 mikrogliia suhe v6ib olla hea néaitaja loomade
arevustaseme hindamiseks ning M1/M2 mikrogliia vaheline suhe v6ib mdjutada looma

sotsiaalset kaitumist ja mangida olulist rolli aju arengus. (Li et al., 2014)
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1.2.2. Lipopoltsahhariid

Lipoliisahhariid (LPS) on hasti teada ja kirjanduses laialdaselt kirjeldatud PAMP. LPS on
bakteriaalne endotoksiin, mis kuulub Gram-negatiivsete bakterite valismembraani koosseisu.
Immuunsisteem reageerib LPS-ile TNF-i ja paljude teiste pdletikutsiitokiinide tootmise ja
vabastamise kaudu. Organismis seondub LPS tolli-laadsete retseptoritega (TLR). Tapsemalt
reageerib LPS-ile TLR4 (Akira et al., 2006). Seondudes TLR4 retseptoriga, aktiveerib LPS
transkriptsioonifaktori NF-xB (nuclear factor-«B), millega indutseeritakse pdletikutsitokiinide
ekspressioon ja IRF-3 (interferon response factor-3), mis suurendab esimest tulpi

interferoonide tootmist (Sakai et al., 2017).

Selleks, et TLR4 saaks kéivitada pdletikuvastuse, on tal esmalt vaja &ra tunda LPS. LPS-i
koostisesse kuulub hidrofiilne poliisahhariidne osa ja hiidrofoobne lipiid A, mis tagab LPS-i
toksilisuse. (Nijland et al., 2014) Selleks, et lipiid A-d dra tunda, on vajalik LPS-i siduv valk
(LPS binding protein, LBP). LPS-i vabal kujul tdiselt organismis ei esine, kuna ta seotakse
koheselt LBP-ga. Seejérel kannab LBP LPS-i lile CD-14-le (cluster of differentiation 14), mida
vOib leida nii vabalt vereplasmas kui ka glikostulfosfatididil inositool (glycosylphosphatidyl
inositol, GPI) ankru kaudu rakupinnale seotuna. (Van Amersfoort et al., 2003) Seejéarel
kantakse LPS Ule TLR4 retsepotrile, mida vahendab MD-2 (Myeloid Differentiation factor 2)
mediaatorvalk. (Teghanemt et al., 2005) Peale LPS sidumist toimub TLR4 retseptori
dimeriseerumine. Dimerisatsiooni jargselt aktiveerub TLR intratsellulaarne ,saba“, mis
meelitab enda ligi adaptervalgud ja kaivitab signaalide kaskaadi, mille tulemusel aktiveeritakse
transktiptsionifaktorid NF-xB ja IRF-3 ning pdletikutsitokiinide tootmine (Joonis 1).
(Medzhitov et al., 1997; Faure et al., 2000)
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Joonis. 1 LPS-TLR4 interaktsioon. Kdigepealt seotakse vaba LPS LPB-ga, mis seejdrel
kantakse (le CD-14-le. Sellele jargneb LPS-i Ulekandmine TLR4 retseptorile MD-2
vahendusel. Jargnevalt toimub moodustunud kompleksi dimerisatsioon, mis omakorda
pbhjustab  adaptervalkude, TIRAP ja MyD88, kaasamise. Need soodustavad
transkriptsioonifaktori NF-xkB aktivatsiooni, mis omakorda aktiveerib pdletikuvastaste
tsutokiinide nagu IL-6 ja TNF-a transkriptsiooni. (Maeshima and Fernandez, 2013; pilt
adapteeritud)

LPS-i kasutatakse laialdaselt neuroinflammatsiooni uurimiseks. Perifeerias olev LPS ei ole ise
vBimeline labima hematoentsefaalbarjaari (BBB) ning pdletik tekib labi sekundaarse vastuse.
Mitmed tsitokiinid, naiteks IL-6 ja TNF-a, on vGimelised l&bima BBB-d ning on seega
olulisteks aineteks neuroimmuunsetes interaktsioonides. Veelgi enam, LPS stimuleerib
ajusisest tsutokiinide vabastamist. Neid vabastavad ajus asuvad endoteelirakud. (Singh and
Jiang, 2004; Vargas-Caraveo et al., 2017)
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Lisaks on mitmed erinevad uuringud ndidanud, et LPS kutsub esile tdusu MHC (major

histocompatibility complex) klass I raja komponentides. (MacAry et al., 2001)

1.2.3. MHC | rada

MHC geenid on jagatud kolme klassi, milleks on klassis I, Il ja 11l (Cebrian et al., 2014).
Peaaegu koik organismi rakud ekspresseerivad MHC | kompleksi (Hewitt, 2003). Samas kui
MHC Il ekspresseerub ainult antigeene esitavate rakkude (APC) pinnal. MHC 1ll kompleks
erineb teistest selle poolest, et ta ei ole vGimeline siduma ja presenteerima antigeene. Kiill aga
on MHC Il regioonil oma oluline koht immuunsisteemis, sisaldades mitmeid
immuunreaktsiooni seisukohalt olulisi geene nagu naiteks TNF- o kodeeriv geen. (Mak and
Saunders, 1983)

Inimesel asub MHC geenikompleks kuuendas kromosoomis, hiirtel 17ndas kromosoomis
(Apostolopoulos et al., 2008). MHC | kompleks koosneb nii hiirel kui inimesel a-ahelast ning
beeta-2-mikrogloobuliinist (2m). See asub inimesel ja hiirel erinevates kromosoomides.
Inimesel asub /2m 15ndas kromosoomis ja hiirtel teises kromosoomis. (Shiina et al., 2017)
Inimese MHC | kompleksi geenideks on inimese leukotsuit antigeen A (HLA-A), inimese
leukotsiiit antigeen B (HLA-B) ja inimese leukotslit antigeen C (HLA-C). Hiire MHC |
kompleksi geenideks on aga H2-K, H2-D ja H2-L. (Nardo et al., 2016)

MHC I molekulid vastutavad selle eest, et teha vahet millised rakud on omad ja millised vodrad,
kuid MHC I heterodimeer ise ei erista oma ja vGorast peptiidi. Seda vahendab T-rakul asuv T-
raku retseptor (TCR). Seega omavad MHC | molekulid néiteks olulist rolli organismi
immuunvastusel, kui peremeesorganism nakatub viirustega, kuna MHC | kaudu esitatakse
immuunststeemile enamik rakusisestest bakteritest ja viirustest parit peptiide. (Hewitt, 2003)
Kui organism on nakatunud viirusega, siis Gldjuhul on MHC ekspressioon ja transport raku
pinnale aktiveeritud ning nakatunud rakkudel ké&ivitatakse apoptoos, et véltida naaberrakkude
nakatumist. Tavaliselt on naturaalsed killer-rakud (natural killer, NK) inaktiveeritud, kui MHC
I on ekspresseeritud raku pinnal, kuid MHC | molekulide puudumisel aktiveeritakse NK rakud.
Seega juhul kui viirus suudab &ra hoida MHC 1 raja aktiveerumist kaitsevad organismi viiruse
eest NK rakud. (Antoniou and Powis, 2008; Wang et al., 2008; Revilleza et al., 2011)
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MHC | on heterodimeer, mis koosneb rakumembraani labivast transmembraansest raskest o-
ahelast, mis seondub mittekovalentselt beeta-2-mikrogloobuliiniga (B2m). (Linda et al., 1999)
MHC | kaudu esitatakse immuunsusteemile enamik viirustest ja rakusisestest bakteritest parit
peptiide raku pinnal. Selleks on vajalik eelnev antigeeni todtlemine raku sees. Kdigepealt
toimub tsltoplasmas antigeeni omastamine, peale mida toimub valgu degradatsiooon
proteosoomis. (Hewitt, 2003; Murat and Tellam, 2015) Tavaline proteosoom, mis viib l&bi
valgu lagundamist, koosneb 20S p&hiproteosoomist ja 19S regulatoorsest uhikust. Selleks, et
peptiidid saaksid seonduda MHCI kompleksiga, peavad need olema 8-18 aminohapet pikad.
Kui need seda ei ole, siis l6igatakse need lihemaks peptidaaside abil. (Groettrup et al., 2010)
Eraldi struktuurideks on veel ka immuunoproteosoomid, mida rakkudes tavaolekus ei leidu
ning aktiveeritakse poletikulises seisundis. Nendeks on nditeks Imp2, Imp7 ja ImplO0.
(Ferrington and Gregerson, 2012) Proteosoomides tekkinud peptiidid transporditakse ERI,
mida viib labi transporterkompleks TAP (transporter-associated with antigeen processing),
mis koosneb TAP1 ja TAP2 valgust. (Reits et al., 2000) ERis toimub MHC biosiintees, mille
kaigus ribosoom silinteesib MHC | o-ahela, mis integreerub translatsiooni kaigus ER-i
membraaniga. ER-i membraanil seondub a-ahel kalneksiiniga, mis vahendab 32m ja a-ahela
vahelist seondumist. Seejérel vahetatakse kalneksiin kalretikuliini vastu, mis aitab MHC | ja
2m kompleksil seonduda peptiidiga. Selleks, et tagada peptiidi efektiivne seondumine MHC
| kompleksiga toimub MHC | ja TAP kompleksi interaktsioon ER-i pinnal, mida stabiliseerib
valk nimega tapasiin. Lopuks kantakse MHC | koos peptiidiga Golgi kompleksi kaudu raku
pinnale. (Groettrup et al., 2010; Murat and Tellam, 2015) Jargnevalt tunnevad MHC molekuli
ja peptiidi kompleksi dra T-rakud. Pohiliselt tunnevad MHC | kompleksi &a CD 8 +
tsttotoksilised T-lumfotsutdid. (Hewitt, 2003) (Joonis 2.)
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Joonis 2. MHC 1 antigeeni protsessimine. Antigeenid lagundatakse proteosoomis
peptiidideks. Peptiidid kantakse TAP1 ja TAP2 valkudest koosneva transporterkompleksi abil
ER-i, kus toimub antigeeni sidumine MHC | kompleksiga. ER-i membraanil seondub o-ahel
kalneksiiniga, mis aitab a-ahelal seonduda B2m-ga. Seejdrel vahetatakse kalneksiin
kalretikuliini vastu, mis aitab moodustunud kompleksi edasist seondumist peptiidiga.
Jargnevalt toimub MHC | ja TAP interaktsioon ER-i pinnal, mida stabiliseerib valk tapasiin.
Ldpuks kantakse MHC | koos peptiidiga Golgi kompleksi kaudu raku pinnale ning kompleksi
tunnevad dra T-rakud. (Groettrup et al., 2010; pilt adapteeritud)
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2. EKSPERIMENTAALOSA
2.1 T60 eesmargid

Kéesoleva magistritdd suuremaks eesmargiks oli vorrelda muutusi MHC | rajas osalevate
geenide ekspressioonis, BI6 ja 129Sv hiirte erinevates ajuosades, peale pdletikulise seisundi

indutseerimist lipopolisahhariidiga.
T60 alaeesmérgid:

« Vorrelda LPSi mdju kehakaalule 24 h peale ststimist BI6 ja 129Sv hiirtel
« Vorrelda LPSi mdju kehatemperatuurile 24 h peale ststimist BI6 ja 129Sv hiirtel
« Uurida BI6 ja 129Sv hiirtel MHC | rajaga seotud geenide (TapBp ehk tapasiini kodeeriv
geen, 2m, Tapl, Tap2, Lmp2, Lmp7 ja Lmpl10) ekspresiooni baastasemeid ning LPSist
tingitud muutusi 4 erinevas ajukoes:
o Haistesibul
o Hipokampus
o Vaikeaju

o Ventraalne keskaju

2.2 Materjalid ja metoodika
2.2.1. Kasutatud katseloomad

T60s kasutati kahte erinevat hiireliini, mida on kirjeldatud kirjanduse llevaates: C56BL/6NTac
(BI6; n=20) jal29S6/SvEvTac (129Sv; n=20). Katseloomad olid 16-23 nadala vanused
metsiktutpi isased hiired. Loomi aretati ja hoiti Tartu Ulikooli katseloomakeskuses. Neid hoiti
tavatingimutes, kus toidugraanulid ja joogivesi olid loomadele vabalt kattesaadavad. Hiirtel oli
reguleeritud 66pdevane reziim, 12h/12h valge/pime tsiikkel (valge tsukkel: 07.00 - 19.00 ja
pime tstikkel: 19:00 — 07:00).

Katse teostati Eesti Vabariigi Maaeluministeeriumi loomkatseprojekti loakomisjoni poolt
valjastatud loa alusel (nr 141, 17.04.2019).
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2.2.2. Lipopolusahhariidi manustamine

Lipopoltsahhariid (LPS; E.Coli stereotuitibist 0111:B4; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
lahustati fusioloogilises lahuses (0,9% NaCl). Hiirtele manustati intraperitoneaalselt (i.p) 0,5
mg/kg LPSi lahust. Kontrollgrupi hiirtele manustati fusioloogilist lahust. Katsegrupid jagunesid
jargnevalt: 20 hiirt, kellele manustati LPSi (BI6 n=10; 129Sv n=10) ning 20 hiirt, kellele
manustati fusioloogilist lahust (BI6 n=10; 129Sv n=10).

2.2.2. Katseloomade kaal ja temperatuur

Hiirte kehatemperatuuri ja kehakaalu moddeti enne ning 24 h pérast LPS-i ja flsioloogilise
lahuse sustimist. Kehatemperatuuri modtmiseks kasutati rektaalset termomeetrit (TSE

Technical & Scientific Equipment GmbH, Saksamaa).

2.2.3. Ajustruktuuride prepareerimine

Katseloomad hukati 24 h parast LPSi ja flsioloogilise lahuse manustamist dekapitatsiooni teel.
Seejarel eraldati aju koljust. Eemaldatud aju prepareeriti jaal, valjadppinud eksperdi poolt.
Eraldati haistesibul, vaikeaju, ventraalne keskaju ja hipokampus. Eraldatud ajuosad kilmutati

koheselt vedelas lammastikus ning séilitati temperatuuril -80 C.

2.2.4. RNA eraldamine

RNA eraldus viidi labi jaal, et véltida RNaasi degradeerivat efekti. Hiire rakuline RNA eraldati
ajuosade homogeniseerimise teel. Homogeniseerimiseks kasutati homogenisaatoreid (10x
micrpestels 0030120.973, Eppendorf) TRI reagenti (Trizol Reagent, Invitrogen, Molecular
Research Center Inc, USA) ning tootja poolseid juhiseid. Proovid homogeniseeriti esialgu 100
ul TRI reagendis ning seejarel lisati tlejadnud osa TRI reagenti, kuni 500 pl. Jargnevalt
inkubeeriti proove 5 minutit toatemperatuuril ning seejérel lisati 200 pl kloroformi (Sigma-
Aldrich, Saksamaa). Proove raputati tugevalt kuni segu uthtlaselt roosaks muutumiseni peale
mida inkubeeriti veel 2 minutit toatemperatuuril. Seejarel tsentrifuugiti proove eeljahutatud
tsentrifuugis (Eppendorf 5810/R Bench Top, Saksamaa) kiirusel 12 000 G 4 °C juures 15
minutit. Moodustus kolm kihti, millest pealmine RNAd sisaldav vesifaas (u. 300 ul) tOsteti
umber uude eppendorfi ning lisati 250 pl (pool kasutatud TRI reagendi mahust) isopropanooli

(Naxo, Eesti) RNA sadestamiseks. Proovid segati hoolega tuube p6édrates ning inkubeeriti 10
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minutit toatemperatuuril. Seejarel tsentrifuugiti 10 minutit kiirusel 12 000 G 4 °C juures.
Supernatant eemaldati ning RNA sadet pesti 1 ml ja&kilma (-20 °C juures hoiustatud) 75%
etanooliga. Seejarel proove tsentrifuugiti Kiirusel 7500 G 4°C juures 10 minutit. Etanool
eemaldati ning pesu teostati veel teist ja kolmandat korda. Kolmanda pesu jargselt peale
etanooli eemaldamist suspendeeriti RNA sade tles 50 pl MilliQ (MQ) vees. Proove segati
vortexil ning jargnes RNA  konsentratsiooni mddtmine NanoDrop ND-1000
spektrofotomeetriga (NanoDrop Technologies, USA). Eraldatud RNA proove séilitaiti - 80 °C

juures.

2.2.5. cDNA slntees

RNA-st siinteesiti cDNA, kasutades SuperScript™ III poordtranskriptaasi (Invitrogen) ning
hesameerseid praimereid (Invitrogen). Alustuseks vdeti -80 ‘C stigavkiilmast eelnevalt eraldatud
RNA proovid ning lasti toatemperatuuril sulada. Slnteesiks kasutati 1000-2000 ng eraldatud
RNA-d. RNA lahusele lisati praimer-dNTP segu, mis koosnes 1 ul dNTP (Fermentas) ja 1 pl
heksameersest praimerist (50 uM). Praimerite seondumiseks inkubeeriti proove 5 minutit 70°C
juures. Seejarel tOsteti proovid 5 minutiks jadle reaktsiooni peatamiseks. cDNA siinteesiks lisati
proovidele 4 pl 5X First-Strand Buffer [250 mM Tris-HCI (pH 8,3 toatemperatuuril), 375 mM
KCI, 15 mM MgCl], 1 ul 0.1 M DTT, 1,5 pl MQ ja 0,5 pl SuperScript™ III pdordtranskriptaasi
(200 U/ul). Seejarel inkubeeriti proove 75 minutit 50 °C juures. Reaktsioon peatati tdstes
proovid 15 minutiks 70 °C juurde. Seejarel lahjendati cDNAd 10X ning proove hoiustati —80
°C juures. Lisaks moddeti ka cDNA konsetratsiooni kasutades NanoDrop ND-1000

spektofotomeetrit.

2.2.6. Kvantitatiivne reaalaja PCR

Antud magistritoés kasutati SYBR green kvantitatiivse reaalaja PCR-i (RT-qPCR)
tehnoloogiat, mis seondub mittespetsiifiliselt kaheahelalise DNA-ga. SYBR green on
fluorestsentsvarv ning tekkiv fluorestsentssignaali hulk on proportsionaalselt soltuvuses
kaheahelalise DNA hulgaga. (Marmiroli and Maestri, 2007; Tajadini et al., 2014)

MHC 1 rajas osalevate geenide (TapBp ehk tapasiini kodeeriv geen, f2m, Tapl, Tap2, Lmp2,
Lmp7 ja LmplO) praimerite selektsioon leidis aset Primer3 tarkvara vahendusel.

Referentsgeenina kasutati htipoksantiin-guaniin fosforibosiiiiltransferaasi  (hypoxanthine-
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guanine phosphoribosyltransferase, Hprt-d). Praimerid disainiti alati erinevatesse eksonitesse,
mille vahele jai suurem intron vOi kahe eksoni piirile, et valistada genoomse DNA
amplifikatsiooni. Praimerite amplikonide spetsiifilisust ning praimerite efektiivsust kontrolliti
nii geeleketroforeesil kui ka RT-qPCR-ga, analtitisides sulamiskdverat. Praimerite jérjestused

on valja toodud tabelis 1.

Tabel 1. RT-qPCR praimerite nukleotiidsed jarjestused

Produkt Forward /
Geen . Jarjestus
pikkus (nt) Reverse
F 5’-GCAGTACAGCCCCAAAATGG-3’
Hprt 85 bp
R 5’-AACAAAGTCTGGCCTGTATCCAA-3’
F 5’-TGGTCTTTCTGGTGCTTGTC-3’
/2m 107 bp
R 5’-TATGTTCGGCTTCCCATTCTCC-3’
F 5’-CTTGGATGATGCCACCAGTG-3’
Tapl 99 bp
R 5’-AGAAGAACCGTCCGAGAAGC-3’
F 5’-GCGCCATCTTTTTCATGTGC-3’
Tap2 143 bp
R 5-AAGGTCTTGGCGCAACAAAG-3’
F 5’-ATGCAGCCCACCGCATTC-3’
Lmp7 73 bp
R 5’-CGTGGGCCATCTCAATTTGAAC-3’
F 5’-GAATGCGTCCTTGGAACACG-3’
Lmpl0 94 bp
R 5’-TCCATCTCGGAACACAAGCC-3’
F 5’-ATGGGAGGGATGCTAATTCGAC-3’
Lmp2 134 bp
R 5’-ATGGCATCTGTGGTGAAACG-3’
F 5’-CAGCTACCTCCAGTCACTGC-3’
TapBp 124 bp
R 5’-GCCCTGAGAAGCCTGCCA-3’
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Proove analtlsiti QuantStudio 12K Flex (Applied Biosystems, USA) masinaga. lga proovi
reaktsioonisegu sisaldas 8,8 ul HOT FIREPol® EvaGreen® gPCR Supermix (Solis Biodyne,
Eesti), 25,2 ul MQ, 5 ul 5mM forward ja reverse praimersegu (TAG Copenhagen, Taani),
millele lisati 5 ul cDNAd, I1dppmahuga 44 ul (Tabel 2). Reaktsioonisegu pipeteeriti 10 pl kaupa
384-augulisele mikrotiiterplaadile neljas korduses. RT-qPCR-i programmietapid on vélja

toodud tabelis 3. Suhtelise MRNA ekspressioonitasemed esitati 22T kujul.

Tabel 2. RT-qPCR reaktsioonisegu koostis

Komponent Kogus 1 proovi kohta

HOT FIREPol® EvaGreen® | 8,8 pl
gPCR Supermix (Solis Biodyne,

Eesti)

Vesi (Milli-Q) 25,2 ul
cDNA 5 ul
Praimermix (10 uM) 5ul

Tabel 3. RT-qPCR programm

Etapp Temperatuur (°C) Aeg Korduste arv
Pollimeraasi aktivisatsioon 95 10 minutit 1
Denatureerimine 95 15 sekundit 40
Praimerite seondumine ja 60 1 minut

produkti paljundamine

Dissotsiatsioon 95 15 sekundit 1
60 1 minut
95 15 sekundit
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2.2.7. Statistiline analtius

Peale RT-gPCR-i analitisi viidi andmed 2-2¢T kujule, kus ACT tahistab erinevust koduhoidja
(Hprt) ja uuritava geeni vahel (Silver et al., 2006). Andmed korrastati ning halbijad eemaldati
tuginedes sulamiskdvera kvaliteedile. Seejarel koostati korrastatud andmetest graafikud,
kasutades GraphPad Prism 9 (GraphPad Software Inc, USA) programmi. Andmed on esitatud
keskmise mRNA ekspressiooni tasemena koos keskmise standardveaga (mean = SEM).
Andmete statistiliseks analliisiks kasutati kahefaktorilist dispersioonanalliisi [Two-way
ANOVA; hiireliin (BI6 v0i 129Sv) x to6tlus (LPS voi fusioloogiline lahus)], millele jargnes
Bonferroni post hoc analliis. Tulemused loeti statistiliselt oluliseks, kui p-vaartus oli vaiksem
kui 0,05.

Kaalu ja temperatuuri korral arvutati esmalt 0 h ja 24 h md6tmistulemuste vahe

((24h kaal—0h kaal)
0 h kaal

kahefaktorilist dispersioonanalulsi [Two-way ANOVA,; hiireliin (BI6 vdi 129Sv) x t06tlus

x 100). Seejérel teostati saadud tulemustest statistiline analtilis, kus kasutati

(LPS vadi fisioloogiline lahus)], millele jargnes Bonferroni post hoc analtilis. Tulemused loeti
statistiliselt oluliseks, kui p-véartus oli vdiksem kui 0,05. Nii kaalu kui ka temperatuuri

muutused 24 tunni jooksul on esitatud keskmise standardveaga (mean £ SEM).

2.3 Tulemused

Antud magistritdds uuriti gram-negatiivse bakteri toksiini, lipopolisahhariidi (LPS), mdju
129Sv ja BI6 hiirte kehakaalule, kehatemperatuurile ning MHC 1 rajas osalevate geenide
ekspressioonile neljas erinevas ajustruktuuris. Ajuosade valikul veti arvesse mikrogliia
tihedust, et oleks esindatud k&rgeima mikrogliia tihedusega piirkonnad (hipokampus ja
haistesibul), keskmise mikrogliia tihedusega piirkonnad (ventraalne keskaju) ning madalaima
tihedusega alad (vaikeaju). (Tan et al., 2020) Seega on esindatud potentsiaalselt tugevama kui

ndrgema immuunvastusega piirkonnad.
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Et uurida LPS-i poolt esile kutsutud muutusi BI6 ja 129Sv hiirtel, jaotati loomad nelja gruppi.
Kontrollgrupi hiirtele manustati 0,9% NaCl Ghekordse siistina. Kontrollgrupi hiired jagunesid
omakorda kaheks — 10 BI6 liini hiirt ning 10 129Sv liini hiirt. Eksperimentaalgrupile manustati
0,5 mg/kg LPS-i Ghekordse i.p siistina ning grupp jagunes sarnaselt kontrollgrupile kaheks —
10 BI6 liini hiirt ning 10 129Sv liini hiirt.

2.3.1. LPS-i mdju kehakaalule

Selleks, et vorrelda LPS-ist tingitud muutusi hiirte kehakaalus, kaaluti hiiri enne ning 24 tundi

parast LPS-i ja fusioloogilise lahuse manustamist.

24 tunni moddudes oli LPS oluliselt mdjutanud nii BI6 kui ka 129Sv kehakaalu (mdlemal
langus p < 0,0001). Sealjuures oli BI6 hiirte kehakaalu langus LPS-i ja fusioloogilise lahuse
vahel suurem kui 129Sv hiirtel. Nimelt 24 tundi peale LPS-i manustamist langes BI6 hiirtel
kehakaal keskmiselt 3,44 g ehk 10,36 %, 129Sv hiirtel oli langus keskmiselt 2,20 g ehk
7,52 %, samas kui keskmine kaal enne LPS-i manustamist oli mdlema hiireliini puhul sarnane.

Fusioloogilist lahust saanud hiirte vahel olulist kaalumuutust ei margatud. (Joonis 3).

%k 3%k %k %k
[ |
57 sewex ok o B 09% NaCl
e 1 1 = LPS
o ‘T =
= |
5
5 -5+
=
=
tﬂ I —
© -10 _
X o
-15 | 1
BI6 129Sv

Joonis. 3 Kehakaalu muutus (%) 24 tundi peale LPS-i ja 0,9% NaCl manustamist BI6 ja
129Sv hiirtel. Statistiliselt olulised tulemused on ndidatud horisontaalse joonega, kus **** p <
0,0001. Tulemuste statistiliseks analiilisiks kasutati Two-way ANOVA testi testi koos
Bonferroni post hoc testiga.
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2.3.2. LPS-i mdju kehatemperatuurile

Selleks, et vorrelda LPS-ist tingitud muutusi hiirte kehatemperatuuris, mdddeti hiirte

temperatuuri enne ning 24 tundi pérast LPS-i ja flsioloogilise lahuse manustamist.

LPS-i manustamine ei kutsunud esile olulisi muutusi temperatuuris kummagi hiireliini puhul.
Kill aga oli mérgata tendentsi mdlemas hiireliinis, mille kohaselt LPS-i md&jul langes
kehatemperatuur, kuid see muutus ei osutunud statistiliselt oluliseks. LPS-ist tingitud keskmine
temperatuuri langus oli BI6 hiirtel suurem (3,00°C + 0,78°C) kui 129Sv hiirte puhul (0,96 +
0,74°C). Samuti vOis margata fusioloogilise lahuse puhul BI6 hiirtel suuremat

temperatuurimuutust kui 129Sv hiirtel, mis samuti ei osutunud statistiliselt oluliseks (Joonis 4).

-
|

W 0,9% NaCl
-
0 = LPS

1

n
- B

IN

T T
BI6 129Sv

kehatemperatuuri muutus (°C)
)
1

Joonis. 4 Temperatuurimuutus (°C) 24 tundi peale LPS-i ja 0,9% NaCl manustamist BI6
ja 129Sv hiirtel. Tulemused loeti statistiliselt oluliseks, kui p < 0,05.Tulemuste statistiliseks
analliisiks kasutati Two-way ANOVA testi koos Bonferroni post hoc testiga.

2.3.3. MHC I raja geenide ekspressioon haistesibulas

MHC | raja geenide (Tapl, Tap2, f2m, TapBp, Lmp2, Lmp7 ning Lmpl0) ekspressiooni
baastaseme erinevuste maaramiseks BI6 ja 129Sv hiirte vahel, vorreldi alustuseks
kontrollgruppe ehk hiiri, kellele manustati fusioloogilist lahust. Haistesibulas ei esinenud ihegi

geeni puhul statistiliselt olulist erinevust 129Sv ja BI6 hiirte geeniekspressiooni baastasemetes.
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Jargnevalt, et uurida LPS-i mdju mainitud geenide ekspressioonile haistesibulas, vorreldi
geeniekspressiooni tulemusi fusioloogilist lahust ja LPS-i manustatud hiirte vahel. LPS-i
manustamine pohjustas olulisi muutusi BI6 hiirtel, kuid 129Sv hiirtel ei indutseerinud LPS
muutusi mitte Gheski geenis. LPS-i manustatud BI6 hiirtel oli kdigi valitud MHC | raja geenide
ekspressioon oluliselt kdrgem kui flsioloogilist lahust saanud BI6 hiirtel. Kdige suuremat tdusu
oli mérgata geenides Tapl ja Tap2 (p < 0,0001). Samuti esines tugev téus geenide /2m (p <
0,001), Lmp7 (p < 0,001) ja TapBp (p < 0.01) ekspressioonis. Kdige tagasihoidlikum tdus oli
Lmp2 (p <0,05) ja Lmpl10 (p < 0,05) geenide ekspressioonitasemes vorreldes flsioloogilist

lahust saanud BI6 hiirtega.

MHC | rajas uuritud seitsmest geenist haistesibulas oli kuue geeni puhul margata statistiliselt
olulist erinevust BI6 ja 129Sv LPS-i saanud hiirte vahel. Kuna LPS suurendas geenide
ekspressiooni BI6 hiirtes, aga 129Sv hiirtes Uhtegi statistiliselt olulist muutust geenide
ekspressioonides ei pdhjustanud, siis olid kahe hiireliini omavahelised LPS-i muutused

statistiliselt olulised. (Joonis 5).
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Haistesibul Hl 0,9% NaCl = LPS
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Joonis. 5 MHC | raja geenide ekspressioon haistesibulas. MHC | raja geenide: (A) f2m, (B)
Lmp2, (C) Lmp7, (D) Lmpl0, (E) TapBp, (F) Tapl ja (G) Tap2 ekspressioon fusioloogilist
lahust (mustad tulbad) ning LPS-i (hallid tulbad) manustatud BI6 ja 129Sv hiirte haistesibulas.
Tulemused on graafikutel 2-2¢T kujul koos keskmise standardveaga (mean = SEM). Statistiliselt
olulised tulemused on ndidatud horisontaalse joonega, kus *p < 0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001
ja ****p < 0,0001. Tulemuste statistiliseks analliusiks kasutati Two-way ANOVA testi koos
Bonferroni post hoc testiga.
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2.3.4. MHC 1 raja geenide ekspressioon hipokampuses

Hipokampuse puhul esines baastaseme erinevus 129Sv ja BI6 hiirte vahel ainult /2m geeni
ekspressioonis, kus 2m ekspressioonitase BI6 hiirtel oluliselt kdrgem (2-4€T = 5,464+ 0,86)
kui 129Sv hiirtel (2-4¢T = 3,447 £+ 0,24; p = 0,0411).

LPS-i manustatud hiirtel oli neljas geenis statistiliselt oluline ekspressiooni muutus, vorreldes
hiirtega, kellele manustati fusioloogilist lahust. BI6 hiirtel oli oluliselt tdusnud ekspressiooni
tase 2m, TapBp, Tapl ja Tap2 geenide korral (p < 0,0001). Statistiliselt olulisi muutuseid ei
esinenud aga tiheski immunoproteasoomigeenis: Lmp2, Lmp7 ja Lmp10. 129Sv hiirte puhul oli
samades geenides ndha ekspressiooni tasemete tdusu LPS-i ja flsioloogilist lahust saanud hiirte
vahel. Kdige suurem tbus esines 52m ja Tapl geeni ekspressioonis (p < 0,0001). Lisaks esines

tous nii TapBp geenis (p < 0.01) kui ka Tap2 geeni ekspressioonis (p < 0.05).

LPS-ist mgjutatud geenide puhul esines statistiliselt oluline erinevusi BI6 ja 129Sv LPS-i
manustatud hiirte vahel (p < 0,0001). Nimelt kutsus LPS esile tunduvalt suurema téusu £52m,
TapBp, Tapl ja Tap2 geenide ekspressioonis BI6 hiirte hipokampuses vorreldes 129Sv hiirtega
(Joonis 6).
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Joonis. 6 MHC | raja geenide ekspressioon hipokampuses. MHC | raja geenide: (A) f2m,
(B) Lmp2, (C) Lmp7, (D) Lmp10, (E) TapBp, (F) Tapl ja (G) Tap2 ekspressioon fiisioloogilist
lahust (mustad tulbad) ning LPS-i (hallid tulbad) manustatud BI6 ja 129Sv hiirte hipokampuses.
Tulemused on graafikutel 2-2¢T kujul koos keskmise standardveaga (mean + SEM). Statistiliselt
olulised tulemused on ndidatud horisontaalse joonega, kus *p < 0,05, **p < 0,01, ja ****p <
0,0001. Tulemuste statistiliseks analutsiks kasutati Two-way ANOVA testi koos Bonferroni
post hoc testiga.
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2.3.5. MHC | raja geenide ekspressioon vaikeajus

Véikeajus ei esinenud thegi geeni puhul fusioloogilist lahust saanud 129Sv ja BI6 hiirte vahel
statistiliselt olulist erinevust. Teistest kudedest oli vaikeaju erinev, kuna seal ei esinenud Lmp2
geeni ekspressiooni. Vaadeldes Lmp7 geeni, ei esinenud Uhtegi statistiliselt olulist muutust nii

129Sv kui ka BI6 hiireliinil, seda nii fusioloogilise lahuse ning LPS-i manustamise korral.

LPS-i manustamine kutsus BI6 hiirtel esile statistiliselt olulise tdusu vorreldes fusioloogilist
lahust saanud hiirtega neljas geenis seitsmest. Kdige suurem tdus esines £2m ja Tapl geenide
ekspressioonis (p < 0,0001). Madalam geeniekspressiooni tdus esines TapBp ja Tap2 geenides
(p < 0,001). 129Sv hiirte puhul oli olulist muutust nédha LPS-i saanud hiirte ja flsioloogilist
lahust saanud hiirte vahel kolmes geenis kuuest. K&ige suurem geeniekspressiooni tdus esines
Tapl geenis (p < 0,0001). Geeniekspressiooni téusu oli ndha ka Tap 2 (p < 0,001) ja 2m (p <
0,001) geenide korral.

Kolme MHC | rajas osaleva geeni puhul oli ndha, et LPS-i manustamise jargselt olid geenid
kdrgemalt ekspresseerunud BI6 hiirtel kui 129Sv hiirtel. Kdige suurem erinevus oli /2m geeni
korral (p < 0,01), kus BI6 hiirtel 52m oli kdrgemini ekspresseerunud LPS-i manustamise korral
kui 129Sv hiirtel. Samuti olid oluliselt kdrgemalt ekspresseerunud BI6 hiirtel Tapl ja Lmpl0
kui 129Sv hiirtel (p < 0,05) LPS-i manustamise jérgselt. Kuigi LPS ei kutsunud esile
statistiliselt olulist muutust Lmp10 geeni ekspressioonis, oli ekspressioonitase BI6 hiirtel
oluliselt kdrgem LPS-i manustamise jargselt. Sellest tulenevalt esines ka oluline liinidevaheline

erinevus LPS-i gruppide vahel (Joonis 7).
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Joonis. 7 MHC | raja geenide ekspressioon vaikeajus. MHC | raja geenide: (A) £2m, (B)
Lmp7, (C) Lmp 10, (D) TapBp, (E) Tap 1 ja (F) Tap2 ekspressioon fusioloogilist lahust (mustad
tulbad) ning LPS-i (hallid tulbad) manustatud BI6 ja 129Sv hiirte vaikeajus. Tulemused on
graafikutel 2-2€T kujul koos keskmise standardveaga (mean + SEM). Statistiliselt olulised
tulemused on ndidatud horisontaalse joonega, kus *p < 0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001 ja ****p
< 0,0001. Tulemuste statistiliseks analliisiks kasutati Two-way ANOVA testi koos Bonferroni
post hoc testiga.
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2.3.4. MHC 1 raja geenide ekspressioon keskajus

Keskajus ei esinenud enamike geenide puhul statistiliselt olulisi erinevusi 129Sv ja BI6 hiirte
baastasemetes. Kull aga oli erinevus (ihe geenis, f2m ekspressioonitase oli BI6 hiirtel oluliselt

kdrgem (2-4€T= 4,79 + 0,15) kui 129Sv hiirtel (2"2¢T= 2,848 + 0,12; p < 0,0001).

Vorreldes kontrollgrupiga, kutsus LPS esile BI6 hiirte puhul statistiliselt olulise tdusu kdigis
seitsmes MHC 1 raja geeniekspressioonis (kdikide geenide puhul p < 0,0001). 129Sv hiirte
puhul olid LPS-i manustamise jargselt oluliselt tiles reguleeritud 6 geeni: Lmp2, Tapl ja /2m
(p <0,0001); Lmp7 (p <0.001), Tap2 (p < 0.001) ja TapBp (p < 0.01) . KBige suurem iseérasus
keskajus oli Lmpl10 geeniekspressiooni taseme muutuses, kus LPS-i manustamine kutsus esile
tugeva tdusu BI6 hiirtes (p < 0,0001) varreldes kontrollgrupiga, samas kui 129Sv hiirte puhul

statistiliselt olulist muutust LPS esile ei kutsunud.

Kdikide MHC 1 rajas osalevate geenide puhul oli mérgata statistiliselt olulist erinevust BI6 ja
129Sv LPS-i manustatud hiirte vahel. V&ga suurt LPS-i indutseeritud erinevust (p < 0,0001)
129Sv ja BI6 hiirte vahel oli nd&ha A2m, Lmp2, Lmpl0, TapBp, Tapl ja Tap2 geenide
ekspressiooni korral, kus kdikidel juhtudel oli BI6 hiirtes geenide ekspressiooni tase kdrgem
vOrreldes 129Sv hiirtega. Erinevus esines Lmp7 geeniekspressiooni korral. Taaskord oli

geeniekspressiooni tase kdrgem BI6 hiirtel vorreldes 129Sv hiirtega (Joonis 8).
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Joonis. 8 MHC 1 raja geenide ekspressioon keskajus. MHC | raja geenide: (A) f2m, (B)
Lmp2, (C) Lmp7, (D) Lmp 10, (E) TapBp, (F) Tap 1 ja (G) Tap2 ekspressioon flsioloogilist
lahust (mustad tulbad) ning LPS-i (hallid tulbad) manustatud BI6 ja 129Sv hiirte keskajus.
Tulemused on graafikutel 2-2€T kujul koos keskmise standardveaga (mean + SEM). Statistiliselt
olulised tulemused on ndidatud horisontaalse joonega, kus *** p < 0,001 ja ****p < 0,0001.
Tulemuste statistiliseks analutsiks kasutati Two-way ANOVA testi koos Bonferroni post hoc
testiga.
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2.4 Arutelu

Antud t66 pdhieesmérgiks oli vorrelda muutusi MHC 1 rajas osalevate geenide ekspressioonis,
BI6 ja 129Sv hiirte erinevates ajuosades, peale pdletikulise seisundi indutseerimist
lipopolisahhariidiga. Tépsemalt uurit TapBp ehk tapasiini kodeerivat geeni, /2m,
transporterkompleksi Tapl, Tap2 geene ning immunoproteasoomigeene Lmp2, Lmp7 ja
Lmp10. Vorreldi nende geenide ekspressiooni baastasemeid ning LPS-i manustamisest tingitud
muutusi haistesibulas, hipokampuses, véikeajus ja ventraalses keskajus. Lisaks uuriti ka LPS-i
mdju kehakaalule ja temperatuurile. Gram-negatiivse bakteri toksiini, lipopolusahhariidi.
(LPS-i), on immunoloogilistes uuringutes laialdaselt kasutatud nii perifeerselt indutseeritud
neuroinflammatsiooni kui ka nériliste depressioonilaadse kaitumise modelleerimisel (Singh and
Jiang, 2004; Vargas-Caraveo et al., 2017). Seni on vahe uuritud hiireliinide vahelisi erinevusi
poletikulises seisundis. Téheldatud on nende erinevat vastupanuvdimet patogeenide korral.
Gripiviiruse puhul tekib 129Sv hiirtel tugev pdletikutsitokiinide vastus ning nad vdivad
infektsiooni tOttu surra, seevastu BI6 hiirtel on pdletikuliste tsutokiinide vastus pigem
tagasihoidlik ja loomad saavad nakkusega t6husalt hakkama (Davidson et al., 2014). Antud
magistritod eesméark oli uurida vdimalikke erinevusi pdletikuliste protsessidega toimetulekul
BI6 ja 129Sv hiireliinide vahel 24 tundi pérast LPS-i manustamist.

LPS-i manustamine pdhjustas nii BI6 kui ka 129Sv hiirte kehatemperatuuris languse, kuid
antud erinevus ei osutunud statistiliselt oluliseks. BI6 hiirte kehatemperatuur langes
madalamale kui 129Sv hiirtel. LPS-ist tingitud keskmine temperatuurilangus oli BI6 hiirtel
3,00 °C + 0,78 °C ning 129Sv hiirte puhul 0,96 °C £ 0,74 °C. Ka varasemalt on ndhtud hiirtes
sarnast efekti, kus LPS kutsub esile hipotermilise reaktsiooni. Naiteks on tehtud
kehatemperatuuri mdotmised 1,5 tundi peale LPS-i manustamist, mil pdletik on veel varajases
staadiumis ja 24 tundi peale LPS-i manustamist, kus esineb hiline pdletikureaktsioon. 129Sv
hiirte puhul ndhti suuremat kehatemperatuuri langust kui BI6 hiirtel 1,5 tunni méddumisel
LPS-i manustamisest. Péletiku progresseerudes normaliseerus nende kehatemperatuur, samas

kui BI6 hiirtel oli kehatemperatuur pusivalt madal. (Piirsalu et al., 2020)

Patoloogilistes tingimustes on organismil immuunvastuse kéivitamiseks vaja lisaenergiat.
Seega on vaja energiat stisteemide vahel Umber jaotada, mis viib hipometabolismi tekkeni.

Hiljutine uuring néitas pdletiku poolt pdhjustatud hipotermiat kui hipometabolismi
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esilekutsumise strateegiat, mis on oluline peremeesorganismi tolerantsuse ja ellujag@mise jaoks
(Ganeshan et al., 2019). See v0ib tdhendada, et BI6 hiired tulevad infektsioonidega paremini
toime, kuna 129Sv hiirtes toimub kehatemperatuuri kdikumine, samas kui BI6 hiired suudavad
hoida pusivalt madalat temperatuuri, mis soodustab hipometabolismi ja immuunsisteemile

vajamineva lisaenergia teket.

Samuti kutsus LPS esile tugeva kehakaalu languse md&lemas hiireliinis. BI6 hiirte kehakaalu
langus oli 10,36 %, samas kui 129Sv hiirtel oli kehakaal langenud 7,52 %. Lisaks oli BI6 hiirte
kehakaal tunduvalt rohkem langenud, kui 129Sv hiirtel. Sellist LPS-i p6hjustatud muutust BI6
ja 129Sv hiirte kehakaalule on tdheldatud ka varem, kus peale LPS-i manustamist m&lemas
hiireliinis kehakaal oluliselt langes ning samuti taheldati suuremat kehakaalu langust BI6 hiirtes
vorreldes 129Sv hiirtega (Piirsalu et al., 2020). Uuringud on néidanud ka, et LPS-i manustamine
vahendab oluliselt BI6 hiirte toidutarbimist (Kim et al., 2013), 18 tunnise naljaperioodi véltel
on BI6 hiirtel tdheldatud juba 16% kehakaalu langust (Ayala et al., 2006). See voib
immuunvastuse kontekstis olla BI6 hiirtele suureks eeliseks, kui eeldada, et kaalulangus on
seotud hipometabolismi tekkega. Seega voib suurem kaalulangus BI6 hiirtel ndidata paremat
vastupanuvOimet vorreldes 129Sv hiirtega. Seda toetab ka teadmine, et 129Sv hiirtel

hipometaboolset vastust LPS-i manustamise jargselt ei esine (Piirsalu et al., 2020).

MHC 1 rajas osalevate geenide ekspressiooni muutuste tulemused naitasid, et LPS pdhjustas
koikides kudedes muutuseid BI6 hiirtes. 129Sv hiirte puhul oli MHC | geenide ekspressiooni
néha vaikeajus, keskajus ja hipokampuses. Haistesibulal ei esinenud aga Uhtegi statistiliselt
olulist LPS-i indutseeritud geeniekspressiooni muutust. LPS-i suurendavat méju MHC 1 raja
geenide ekspressioonile kinnitavad ka varasemad uuringud, kus on naha, et LPS kutsub esile
tousu kdikides MHC | raja komponentides (MacAry et al., 2001). Huvitav oli see, et keskajus
ja hipokampuses oli 0,9% NaCl lahust saanud 129Sv ja BI6 2m geeni ekspressioon erinev, kus
BI6 hiireliinis on ekspressiooni tase kdrgem kui 129Sv hiirtes. See tdhendab, et keskajus ja
hipokampuses on 129Sv ja BI6 hiireliini f2m geeni ekspressioon teistsugune. Tapsemaid

pdhjuseid selle taga ei ole teada.

Ajustruktuur, kus esines kdige rohkem muutuseid MHC | rajas osalevate geenide ekspressiooni

tasemes oli keskaju. Seal oli ndha LPS-i saanud 129Sv hiirte suurenenud geenide ekspressiooni
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taset vOrreldes fusioloogilist lahust saanud 129Sv hiirtega, kui ka LPS-i saanud BI6 hiirte
suurenenud taset geenide ekspressioonis vorreldes flsioloogilist lahust saanud BI6 hiirtega.
Erandiks oli Lmp10, kus 129Sv hiirtel LPS olulist muutust ei pdhjustanud. Erinevalt teistest
ajustruktuuridest, ei toimunud véikeajus Lmp2 geeniekspressiooni, kuid ka teistes ajuosades oli
antud geeni ekspressioon madal. Ka varasemates uuringutes on saadud, et Lmp2 geeni
ekspressioon on madalam kui nditeks Lmp7 ekspressiooni tase. Erinevus voib tulla sellest, et
MHC 1 klassi pinna ekspressiooni tase on seotud Lmp7 geeniekspressiooniga ning Lmp2 seda
taset oluliselt ei mdjuta (Kang et al., 2000). Kdige kdrgemat ekspressiooni mélemas hiireliinis
andis #2m. Uuringud nditavad, et f2m on véga oluline roll nii MHC 1 rajas kui ka Uldises

immuunsusteemis (Li et al., 2016).

Ainuke ajustruktuur, kus 129Sv hiirtes LPS-i manustamine ei pohjustanud Uhtegi statistiliselt
olulist muutust geeniekspressioonides oli haistesibul. Seevastu BI6 hiirte puhul olid Ules
reguleeritud kdik geenid peale LPS-i manustamist. Haistesibul on seotud haistmisega, saates
edasi haistmisteavet amugadalasse, frontaalsesse ajukoorde ja hipokampusesse, kus see edasi
mdjutab juba emotsioone, mélu ja dppimisvdimet (Moon et al., 2014). Seega on hiirte
haistesibulal vaga oluline roll. See, et BI6 hiirtel oli LPS-i manustamise jargselt naha koikide
MHC 1 rajas osalevate geenide kdrgenenud ekspressiooni, samas kui LPS-i manustamine ei
pohjustanud markimisvaarseid muutuseid 129Sv hiirte geenide ekspressioonis, Kkinnitab

MHC | geenide suuremat ekspressiooni.

LPS-ist tingitud oluliselt suurem tdus BI6 hiirte MHC | rajas osalevate geenide ekspressioonis
vOib olla Gheks pbhjuseks, miks BI6 hiired tulevad paremini toime infektsioonidega. Kuna
organismi nakatumisel viirusega aktiveeritakse MHC | geenide ekspressioon ja transport raku
pinnale (Antoniou and Powis, 2008; Wang et al., 2008; Revilleza et al., 2011). Seega omavad
MHC I molekulid olulist rolli organismi immuunvastuses juhul kui peremeesorganism nakatub
viirusega (Hewitt, 2003). Samuti on taheldatud, et MHC | kompleksi geenide ekspressiooni
taseme vahenemisega on inimestel suurenenud melanoomi tase (Garrido et al., 2012). Eelnevast
vOib jareldada, et BI6 ja 129Sv hiirte erinevused immuunstisteemis vdivad osaliselt olla seotud
MHC | rajas osalevate geenide ekspressiooniga. Seda selle tottu, et BI6 hiiirtes, mida oli
indutseeritud LPS-i poolt, oli kdrgem MHC | ekspressioon kui 129Sv hiirtes. See seletaks ka,

miks BI6 hiired on infektsioonidele vastupidavamad kui 129Sv hiired.
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KOKKUVOTE

Organismi homoostaasi hoidmisel on immuunsisteemil oluline roll. Neuroimmuunsusteemi
tlesandeks on kaitsta neuroneid patogeenide eest. Pdletiku reguleerimisel osalevad mikrogliia
rakud, mis on pdhilised immuunsusteemi rakud ajus (Morales et al., 2016). Lisaks on pdletiku
korral aktiveeritud NF-kB rada ja MHC-I kompleks. Kuna neuroinflammatsiooni seostatakse
mitmete neuroloogiliste haigustega nagu depressioon (Welcome, 2020), migreen (Edvinsson et
al., 2019) voi epilepsia (Vezzani et al., 2019), on oluline mdista sellega seotud mehhanisme.
129Sv ja BI6 hiireliinid on voimaldanud vdrrelda nii kognitiivseid (Raud et al., 2007; Abramov
et al., 2008; Heinla et al., 2014) kui ka metaboolseid erinevusi (Ganeshan et al., 2019; Piirsalu
et al., 2020). Samuti on nende vastupanu vdime erinev gripiviiruse korral (Davidson et al.,

2014), mis vdimaldab uurida nende erinevusi immuunvastuses.

Ké&esoleva magistritod eesmark oli analtiiisida MHC | rajaga seotud geenide ekspressiooni BI6
ja 129Sv hiireliinide hipokampuses, vaikeajus, keskajus ja haistesibulas, Lisaks vorreldi LPS-i

mdju kaalule ja kehatemperatuurile.

Labiviidud katsete tulemused nditasid, et LPS-i manustamise jargselt esines nii 129Sv kui ka
BI6 hiirtel langus kehatemperatuuris ja kaalus. Suurem langus esines BI6 hiirtel, mida on
taheldatud ka teistes uuringutes. (Ganeshan et al., 2019; Piirsalu et al., 2020). Erinevusi esines
ka gripiviirusega, kus BI6 tulevad infektsiooniga paremini toime ja on harvemini raskelt haiged
vOrreldes 129Sv hiirtega (Davidson et al., 2014). Kaalu ja temperatuuri langust ning paremat
vastupanu vdimet viirusele BI6 hiirtes vdib seostada hipometablismiga (Ganeshan et al., 2019;
Piirsalu et al., 2020). Samuti naitasid MHC | raja geenide ekpressioooni vordlusuuringud, et
kdikides ajukudedes on BI6 hiirte puhul geeniekspressiooni muutused peale LPS-i manustamist
tunduvalt suuremad kui 129Sv puhul. Seega voib tulemustest jareldada, et 129Sv ja BI6 hiirtes
esinevad olulised erinevused nende immuunsisteemis ning neuroinflammatoorsetes mudelites
on BI6 hiirtel tugevam immuunvastus, millest tulenevalt nad saavad paremini hakkama

infektsiooniga vditlemisel.
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Comparative study of the expression of genes involved in MHC | in diferent brain
structures of 129Sv and BI6 mice in a lipopolysaccharide-induced neuroinflammatory

model

Summary
Johanna Liis Udumets
There have been many studies that compare various medical aspects of 129Sv and BI6 mouse
lines. The lines exhibit both behavioural and genetic differences. For example, the 129Sv mice
have lower locomotor activity and increased anxiety, whereas BI6 mice are less agitated and
more mobile. Dissimilarities have also been observed with the administration of different
substances. For instance, amphetamine caused the Bl6’s locomotor activity to be more
stimulated than 129Sv's. These differences may relate to a frameshift mutation in the Disc-1
gene. Differences have also been found in their metabolism as well as responses to certain
pathogens, such as the influenza virus which caused the 129Sv mice to become more ill when
infected. Important mechanisms in the immune response in case of inflammation are microglia
cells, the Nf-xB pathway, and the MHC | complex. However, there have not been many studies
around the immune response mechanisms in the aforementioned mouse lines. Additionally,
since neuroinflammation is the cause of many diseases, such as depression, epilepsy, and
migraine, this master’s thesis' aim is to understand those immune responses better in the 129Sv

and BI6 lines by surveying the expression of MHC | pathway genes in different brain tissues.

The main genees in the MHC | pathway are b2m, Lmp2, Lmp7, Lmp 10, Tap Bp, Tap 1, and
Tap 2 which were examined in two different mouse strains C56 BL6 Tac (BI6; n = 20) and
129S6/SvEvTac (129Sv; n = 20). An inflammation model was induced by using
lipopolysaccaride. The mice of both strains were divided into two groupings: the saline group
and the inflammatory group. After the experiment sample tissues were collected and gene
expression was measured using RT-gPCR. The main objectives of this study were to determine
the levels of gene expression and to compare this found data between the study groups. The
results showed that the most significant changes occurred in the midbrain, with B16 mice
exhibiting changes in the expression levels of all genes when LPS was administered. Gene
expression in all the MHC | compnents were higher in BI6 mice receiving LPS compared to
129Sv mice. These results demonstrated that high expression of MHC | pathway genes in BI6
mice compared to 129Sv mice may be strongly associated with resistance in mice.
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