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INFOLEHT
IgLON valke kodeerivate geenide ekspressiooni muutused skisofreeniapatsientide

dorsolateraalses frontaalkoores
Mitmed uuringud on ndidanud, et IgLON perekonna neuraalsed adhesioonimolekulid
(OPCML, NTM, LSAMP, NEGR1) on olulisteks kanditaatideks skisofreenia tekke
pohjustajatena. IgLONId osalevad neuriitide véljakasvus, slinapsite moodustumises ja nende
elimineerimises ja neurogeneesis. On naidatud LSAMP taseme 20% tbusu skisofreenia
patsientide postmortaalses dorsolateraalses prefrontaalkoores. Kindlaks on tehtud ka teatud
SNPid LSAMP geenis, mis on seotud skisofreenia tekkega. T60 eesmargiks on iseloomustada
IgQLON  perekonna  adhesioonimolekulide  ekspressiooni  skisofreenia  patsientide
dorsolateraalses prefrontaalkoores, kasutades selleks qgPCR. LSAMP, NTM ja OPCML
alternatiivsete promootorite 1a ja 1b aktiivsuseid mdddeti eraldi. Statistiliselt oluline erinevus
skisofreenia patsientide ja kontrollisikute vahel esines NEGR1 (P<0,001) ja NTM 1b
(P<0,01) puhul. Seega voOivad muutused IgLON perekonna adhesioonimolekulide
ekspressioonis olla tiheks skisofreenia tekkepdhjuseks.

e IgLON

e Skisofreenia

e Dorsolateraalne prefrontaalkoor

CERCS ERIALA: B790 Kliiniline geneetika

Changes of the expression levels of the genes coding the IgLON family proteins in the

dorsolateral prefrontal cortex of the patients with schizophrenia

Several studies suggest that the family of IgLON neural adhesion molecules (OPCML, NTM,
LSAMP, NEGR1) are important candidates in forming the susceptibility of schizophrenia.
IgLONSs have been suggested to be involved in neurite outgrowth, synapse formation and
pruning and neurogenesis. It has been shown that the level of the LSAMP protein is
approximately 20% increased in the postmortem frontal cortex in patients with schizophrenia.
There are also certain SNPs in the 1b promoter of the human LSAMP gene that have a strong
association with the risk of schizophrenia. The aim of this study was to characterize the
expression levels of the genes coding the IgLON family in the dorsolateral prefrontal cortex
of the patients with schizophrenia by using gPCR. Alternative 1a and 1b promoter activities

of LSAMP, NTM and OPCML were assessed separately. There was significantly higher



expression of NEGR1 (P<0,001)and NTM 1b (P<0,01) transcript postmortem dorsolateral
prefrontal cortex in patients with schizophrenia. So the changes in the expression level of the
IgLON family adhesion molecules can be one of the causes of schizophrenia.

e IgLON
e Schizophrenia

e Dorsolateral prefrontal cortex
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KASUTATUD LUHENDID

ASAM - adipotsuitide spetsiifiline adhesioonimolekul (ingl. k. adipocyte-specific adhesion

molecule)

CAM - raku adhesioonimolekul (ingl. k. cell adhesion molecule)

CHL1 - L1 sarnane raku adhesioonimolekul (ingl. k. cell adhesion molecule L1 like)
CLMP — CXADR sarnane membraani proteiin (ingl. k. CXADR like membrane protein)
CNS — kesknérvisusteem (ingl. k. central nervous system)

DRG — dorsaaljuure ganglion (ingl. k. dorsal root ganglion)

ECM - ekstratsellulaarne maatriks (ingl. k. extracellular matrix)

ESAM - endoteeli raku adhesioonimolekul (ingl. k. endothelial cell adhesion molecule)
GPI — glukostiul-fosfatidiiul-inositool (ingl. k. glycosylphosphatidylinositol)

ICAML1 — rakusisene raku adhesiooni molekul 1 (inglise. k. intracellular adhesion molecule
1)

Ig — immuunoglobuliin (ingl. k. immunoglobulin)

IgCAM — immuunoglobuliini raku adhesiooni molekulid (ingl. k. immunoglobulin cell

adhesion molecule)
IgLON — immuunoglobuliin LON (ingl. k. immunoglobulin LON)

IGSF11 — immuuniglobuliini superperekonna liige 11 (ingl. k. immunoglobulin superfamily

member 11)
JAM - liiduste adhesioonimolekul (ingl. k. junctional adhesion molecule)

LSAMP- limbilise slsteemiga seotud membraanvalk (ingl. k. limbic-system associated

membrane protein)
LSAMP- limbilise stisteemiga seotud membraanvalku (LSAMPI) kodeeriv geen

LTD — (ingl. k. long-term depression)



LTP — (ingl. k. long-term potentiation)

MAG — mieliiniga seotud glukoproteiin (ingl. k. myelin associated glycoprotein)
MDD - (ingl.k major depression disorder)

NCAM - neuraalne raku adhesioonimolekul (ingl. k. neural cell adhesion molecule)
NEGR1/Kilon — neronaalne kasvuregulaator (ingl. k. neuronal growth regulator)
NEGR1- neuronaalset kasvuregulaator 1 (NEGR1) kodeerv geen

NFASC — (ingl.k neurofascin)

NTM — neurotrimin

NTM — neurotrimini kodeeriv geen

OBCAM/OPCML- opioide siduv raku adhesioonimolekul (ingl. k. opioid-binding cell

adhesion molecule)
OPCML - opioide siduvat raku adhesioonimolekuli (OPCML) kodeeriv geen

PECAML1 — trompotsidtide ja endoteelirakkude raku adhesioonimolekul (ingl. k. platelet and

endothelial cell adhesion molecule)

PNS — piirdenarvisusteem (ingl.k. peripheral nervous system)

SALM — (ingl. k. synaptic cell adhesion-like molecule)

SCG — (ingl. k superior cervical ganglion)

SICAM-1 — ICAM lahustuv versioon (ingl. k. soluble intracellular cell adhesion molecule)
SIGLEC - silaani siduv 1g sarnane lektiin (ingl. k. silalic acid binding Ig like lectin)

SNP — ihe nukleotiidi polimorfism (ingl. k. singel nucleotide polymorphism)

sVCAM — VCAM lahustuv versioon (ingl. k. soluble vascular cell adhesion molecule)
SynCAM - siinaptiline raku adhesioonimolekul (ingl. k. synaptic cell adhesion molecule)

VCAM - vaskulaarne raku adhesioonimolekul (ingl. k. vascular cell adhesion molecule)



SISSEJUHATUS

Raku adhesioonimolekulid on olulised valgud, mis vahendavad kas rakkude omavahelist voi
rakkude ja ekstratsellulaarse maatriksi vahelist adhesiooni. Adhesioonimolekulid
vOimaldavad rakkudel Kkleepuda Uksteise kilge, Ghendada naaberrakkude tsiitoplasmasid ja
annavad kudedele nende tugevuse ja vastupidavuse, samas ka paindlikkuse. Raku
adhesioonimolekulid jagatakse viide pohilisse klassi, nendeks klassideks on kadheriinid,
immunoglobuliinide (1g) superperekond, selektiinid, mutsiinid ja integriinid. (Lodish et al.,
2008) Neuraalsed adhesioonimolekulid on olulised neuronitevaheliste Uhenduste loomisel
narvisusteemi arengus ning ka téiskasvanud ajus. Seetbttu vOivad muutused
adhesioonimolekulide ekspressioonis voi funktsioonis olla aluseks muutustele adaptatiivses
kaitumises ning pdhjustada psthhopatoloogilisi seisundeid. Ig superperekonda kuuluvad
IgLON perekonna adhesioonimolekulid omavad olulist rolli aju arengus. Nad osalevad
neuriitide  valjakasvus, sunapsite moodustumises ja nende elimineerimises ning
neurogeneesis. (Behan et al, 2009) LSAMP geeni ekspressioon saab alguse juba
embrionaalses arengus, kui limbiline stisteem pole veel téielikult valjakujunenud. LSAMP
ekspresseerub kdige pealt limbiliste struktuuride postmitootilistel neuronitel. (Pimenta et al.,
1996; Horton ja Levitt, 1988) LSAMP ekspressioon algab rotil embrionaalse arengu 12.5
paeval. (Pimenta et al., 1996; Philips et al., 2015). Lsamp la ekspresseerub hipokampuse,
temporaalkoore, mandelkeha, ventraalse striaatiumi, tsingulaar- ja insulaarkoore
piirkondades. Lsamp 1b ekspresseerub sensoorsetes radades, mis ulatuvad ajutiivest ja
taalamuse sensoorsetest tuumadest primaarsete sensoorsete aladeni ajukoores. Lisaks
ekspresseerub Lsamp 1b ka piirkondades, mis moodustavad limbilise susteemi ja on seotud
stressi ja erutuse reguleerimisega. (Philips et al., 2015) Loote varajase arengus leidub LSAMP
lisaks neuronitele ka dendriitidel ja aksonitel ja seeldbi suunab limbilise susteemi
valjakujunemist (Horton ja Levitt, 1988; Keller et al., 1989). LSAMP on IgLON perekonna
kdige rohkem uuritud liige, aga on alust arvata, et ka teised perekonna liikmed kaituvad talle
sarnaselt. Muutused nende ekspressioonis vivad olla aluseks laialdsele spektrile
psuhiaatrilistele hdiretele nagu néiteks depressioon, skisofreenia ja bipolaarne héire (Bailer et
al., 2002; Camp et al., 2005; Hong et al., 2009; Maccarrone et al., 2013). Kdesoleva t66
eesmark on uurida, kas IgLON perekonda kuuluvatel geenidel esineb ekspressiooni
muutuseid skisofreeniapatsientide dorsolateraalses frontaalkoores. Samuti hinnata, kas uuritud
transkriptide ekspressioonitasemete vahel esineb korrelatsioone, mis oleksid iseloomulikud
ainult skisofreenia patsientidele vdi kontrollisikutele. T60 eksperimentaalne osa teostati Tartu
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1. KIRJANDUSLIK ULEVAADE

1.1. Ig superperekonna adhesioonimlekulid

Ig superperekonna raku adhesioonimolekulid véivad olla nii homofiilsed kui ka heterofiilsed.
IgCAMId sisaldavad Ig domeene. Ig domeenid koosnevad vahelduvatest hudrofiilsetest ja
hiidrofoobsetest jadkidest, mis moodustavad B-ahelaid. f-ahelad moodustavad omakorda -
lehtesid, mida stabiliseerivad lehtede vahelised disulfiid sidemed. Ig domeenid jagunevad 3
alamklassi soltuvalt nende sarnasusest Ig-de varieeruvale (V) ja konstantsele (C) regioonile.
Kolmas klass on C2, millele on sarnasusi nii V kui ka C regiooniga. (Colman ja Filbin, 2006)
Nad saavad endaga siduda integriine ja teisi lg superperekonna adhesioonimolekule. Ig

superperekonna adhesioonimolekulid jagunevad paljudeks alamliikideks.

SynCAM - sunaptilised raku adhesioonimolekulid;

e ICAM-1 - rakusisesed raku adhesioonimolekulid (NCBI);

e VCAMs - vaskulaarsed raku adhesioonimolekulid (NCBI);

o PECAM-1 — trombotsudtide endoteeli raku adhesioonimolekulid (NCBI);

e L1 perekond — perekonda kuuluvad L1 (valk), CHL1 (NCBI), NFASC (NCBI);

e SIGLEC — miueliiniga seotud glukoproteiinid (nt. MAG (NCBI)), CD22;

e CTX perekond — CTX, JAM, IGSF11, CLMP, VSIG, ESAM, ASAM (Walmod et al.,
2007);

o Nektiin ja nektiinisarnased molekulid,;

e CD2 - seda ekspresseerivad oma pinnal T-rakud ja loomulikud tappurrakud;

e CD48 - kuulub CD2 alamperekonda. CD48 leidub Ilumfotstitide ja teiste
immuunrakkude ning dendriitrakkude ja endoteelirakkude pinnal ning ta osaleb nende
rakkude aktiveerimisel ja diferentseerumisel. (NCBI)

e« NCAM - neuraalne raku adhesioonimolekul. NCAMid méangivad olulist rolli lihaste, gliia

rakkude ja narvirakkude diferentseerumisel (Rutishauser et al., 1983; Skibo et al., 1999).

Siia kuuluvad ka perekonna IgLON adhesioonimolekulid ( Levit, 1984).

1.2. IgLON perekond

IgLON perekonna adhesioonimolekulide alamliigid on LSAMP (limbic system-associated
membrane protein), Neurotrimin (Ntm)/CEPU-1 (roti ja kana ortoloogid), OBCAM (opioid-
binding cell adhesion molecule), Kilon/NEGRL1 ja IgLONS5 ( Levit, 1984). IgLON valgud on
erinevate liikide vahel korgelt konserveerunud (Funatsu et al., 1999; Gil et al., 2002).
IgLONid on korgelt glikosileeritud valgud. IgLON perekonna adhesioonimolekulid
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koosnevad kolmest C2  tudpi Ig domeenist, mis Kinnituvad GPI
(glukostulfosfatidudlinositool) ankruga plasmamembraanile. IgLON valgud moodustavad
raku pinnal homofiilseid ja heterofiilseid komplekse. Nad vahendavad korvuti asetsevates
rakkudes adhesiooni; kontaktide moodustumist ja neuriitide valjakasvu. (Sanz et al., 2015)
IgLONId vdivad mangida rolli ka siinapsite kujunemises ja sailimises (Hashimoto et al.,
2009). Kuigi IgLONIid on neuraalsed adhesioonimolekulid, mida peamiselt ekspresseeritakse
ajus, voivad nad mitmetes mitteneuraalsetes organites ja kudedes nagu munasarjad, kopsud,
luud ja magu toimida kui tuumorsupressorid (Sellar et al., 2003; Ntougkos et al., 2005; Wang
et al., 2006; Tsou et al,. 2007; Bargy et al., 2014). IgLONIid vdivad moodustada heterofiilseid
dimeere, mida nimetatakse digloniteks. Kui kaks IgLONi moodustavad Digloni, siis v6ib uue
kompleksi toime olla hoopis teine kui algsetel IgLONitel. Diglonid on aktiivsed narvisusteemi
valjakujunemise ajal ning osalevad aksonite valjakasvul ja suunamisel. OBCAM ja NTM
koos inhibeerivad neuronite valjakasvu, aga Uksinda pole neil neuronite véljakasvule mingit
efekti. Neljast IgLON perekonna valgust on vGimalik moodustada 6 erinevat heterofiilset
Diglonit (joonis 1). LSAMP seob kdige kdrgema afiinsusega OBCAMi ja CEPU-1. CEPU-
1/OBCAM heterofiilne kompleks on véhem stabiilne kui CEPU-1/LSAMP ja
OBCAM/LSAMP heterofiilsed kompleksid. Nii LSAMPi kui ka OBCAMi homofiilsed
interaktsioonid on nérgad, samas kui CEPU-1/CEPU-1 interaktsioon on kdrge afiinsusega.
(Reed et al., 2004; Akeel et al., 2011)

Diglon-LO  Diglon-LC  Diglon-CO Diglon-KO Diglon-KC  Diglon-LK
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Diglon-LO  Diglon-LC  Diglon-CO Diglon-KO Diglon-KC  Diglon-LK

Joonis 1. Diglonite jaotus. Kaks erinevat IgLONit vbivad moodustada heterofiilse dimeeri Digloni.
IgLON perekonna neljast valgust on vdimalik moodustada 6 erinevat Diglonit. Joonisel on O —
OBCAM, L — LSAMP, K —Kilon ja C — neurotrimin. (Reed et al., 2004)
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1.2.1. LSAMP

LSAMP on 64-68 kDa glukoproteiin, mida on voimalik leida kortikaalsete ja subkortikaalsete
neuronite kehadel ja dendriitidel. Need piirkonnad moodustavad taiskasvanud imetaja
limbilise siisteemi, mis osaleb emotsionaalse kaitumise vahendamises, Gppimises, malus ja
keskses autonoomses regulatsioonis. (Horton et al., 1988; Levitt 1984) Arvatakse, et LSAMP
on vajalik molekulaarne komponent limbilise susteemi piirkondade vaheliste (henduste
moodustumiseks (Horton et al., 1988). LSAMP ekspresseeritakse ka arenevatel aksonitel ja
kasvukoonusel (Horton and Levitt 1988). LSAMP soodustab ldbi homofiilsete
interaktsioonide neuronite valjakasvu (Gil et al., 2002; Pimenta et al., 1995). LSAMP
heterofiilsed interaktsioonid inhibeerivad neuriitide valjakasvu (Gil et al., 2002; Keller et al.,
1989). LSAMP interaktsioonid, mis on vahendatud esimese g domeeni poolt, suurendavad
neuriitide valjakasvu hipokampuse neuronites. Interaktsioonid, mis on vahendatud teise Ig
domeeni poolt inhibeerivad neuriitide valjakasvu SCG (superior cervical ganglion)
neuronites. (Eagleson et al., 2003) Samuti on LSAMPIl oluline roll neuronite ja sunapsite
moodustumisel (Mann et al. 1998; Gil et al. 2002). Lisaks limbilisele susteemile
ekspresseritakse seda veel keskaju ja tagaaju piirkondades (Reinoso et al., 1996) ning
sensoorsetes ststeemides (Philips et al., 2015). Inimestel paikneb LSAMP geen 3qg13.2-g21
kromosomaalses regioonis ja koosneb 11 eksonist ja on roti LSAMP cDNA-ga nukleotiidsel
tasemel 94% identne ja kodeeritud 338 aminohappelise polipeptiidi tasemel 99% identne
(Pimeta et al., 1996). LSAMP geenil on kaks alternatiivset esimest eksonit 1a ja 1b, mis on
Uksteisest eraldatud 1,6 Mbp pikkuse intoni poolt, tdnu millele tekib kaks erinevat mRNA
transkripti (Pimenta et al., 2004). Northern blot anallilisid nditavad, et inimese ajus on
LSAMPIl 1,6 kb ja 8.0 kb transkript (OMIM). Uuringud on néidanud, et LSAMPIl vdib olla
roll suitsiidse kditumise neurobioloogias (Must et al., 2008). Lisaks on LSAMP geeni lookust
inimese 3 kromosoomi pikas 6las seostatud depressiooni ja arevuse (Camp et al., 2005),
bipolaarse haire (Bailer et al., 2002), agorafoobia, skisofreenia (Hong et al., 2009; Kaneko et
al., 2007; Ng et al., 2009) ja autismi toimespektriga hdirete puhul (Auranen et al., 2002).
Skisofreenia ja bipolaarse héirega patsientidel on néidatud 20% LSAMP valgu taseme tus
postmortaalses dorsolateraalses prefrontaalkoores (Behan et al., 2009). On néidatud, et on
olemas teatud polimorfismid LSAMP geenis, mis on seotud skisofreenia esinemissageduse
tbusuga (Koido et al., 2011).

11



S'UTR/SP Sp S'UTR/SP/NH Ig! Ig2 Ig2 Ig3 Ig3  6¢ 6c COOH/3UTR
la la Ib 2 3 K 5 6 7 8 9

i i il 11— HHH-

A 799 838 T\* 355 66 79 9 05 6 17 6
ATG ATG

C

LA
Lo
el L L AL

Joonis 2. Lsamp geeni transkriptid. LSAMP esineb kahe erineva transkriptina ning Lsamp geenil on

kaks alternatiivset promooterit 1a ja 1b (Pimenta ja Levitt, 2004 modifitseeritud).

1.2.2. Neurotrimin

Inimesel paikneb NTM geen 11. kromosoomis (NCBI). NTM on seotud intelligentsusega (Pan
et al., 2011) ja on ndidatud, et ta osaleb ka nérvikimpude moodustumises aksonite poolt,
suunab ndrvikiude nende marklaua suunas ja stabiliseerib sunapseid. NTM on neuronite
spetsiifiline adhesioonimolekul. NTM leidub metiileerimata aksonite pinnal, astrotsiiitide ega
oligodendrotstitide pinnal neurotrimini ei ole. (Chen et al., 2001; Sharma et al., 2015) NTMi
olemasolu on oluline teatud tlupi sinapsite moodustumisel ja nende séilimisel taiskasvanu
véikeajus. (Chen et al., 2001). Inimese ja hiire NTMi aminohappeline jarjestus on 96%
ulatuses homoloogne. Inimese OPCML ja NTMi aminohappelisede jarjestused on 76,5%
identsed ning NTM ja LSAMP aminohappelised jarjestused 50,1% identsed. NTMi
ekspresseritakse peamiselt kesknérvisusteemis. Taiskasvanu ajus on NTMi ekspressiooni tase
kdrgem kui loote ajus. Aju kasvaja puhul on margata NTMi ekspressiooni taseme langust
vOrreldest normalse ajukoega. (Jin et al., 2003) NTM seob spetsiifiliselt DRG (dorsal root
ganglion) ja hipokampuse neuroneid, aga mitte SCG neuroneid. NTM soodustab DRG

neuronite valjakasvu ja inhibeerib SCG neuronite oma. (Gil et al., 1998)

1.2.3. OPCML

Inimesel paikneb OPCML geen 11. kromosoomis (NCBI). OPCML geen sisaldab 7 eksonit ja
on transkribeeritud telomeeridest tsentromeerideni. OPCML on kaks alternatiivset splaissitud
transkripti, mis erinevad omavahel 5’ eksonite poolest. Uks transkriptidest on 46 kDa ja teine

51 kDa. OPCML on naidatud tuumorsupressori rolli mitmete erinevate kasvajate puhul (Cui

12



et al., 2008; McKie et al.,, 2012). Normaalsetes munasarjades on OPCML CpG-saared
metlleerimata. Sellar ja teised viisid labi uuringu, kus nad néitasid, et 87% uuritud munasarja
kasvajatest olid OPCML CpG-saared metileeritud (Sellar et al., 2003). Samuti on ndidatud
OPCML kdrget metilatsiooni taset kospu adenokartsinoomi puhul (Tsou et al,. 2007) ja
OPCML ekspressiooni taseme langust mao- ja ajukasvajate puhul (Wang et al., 2006; Reed et
al., 2007). OPCML v6ib moodustuda nii homodimeere kui ka heterodimeere teiste IgLON
perekonna litkmetega ja osaleda seelébi signaali ulekandmises (Reed et al., 2004). OPCML
kontrollib astrotstiitides toimuvaid morfoloogilisi muutusi ja astrotsiitide proliferatsiooni.
OPCML paikneb tulp-1 ja tulp-2 astrotsultide peritsellulaarses piirkonnas. OPCML
ekspressioon tliup-1 astrotstiutides on nende kasvufaasis kdrgem kui statsionaarses faasis.
(Sugimoto et al., 2010) Uuringutega on ndaidatud, et OBCAM (ileekspressioon suurendab
margatavalt sunapsite arvu dentriitidel, millest vdib jareldada, et OBCAM osaleb sunapsite
arvu reguleerimisel (Yamada et al., 2007). OBCAM vdib moodustada presunaptilistes

piirkondades heterofiilseid kontakte teiste IJLON perekonna valkudega (Reed et al., 2004).

1.2.4. Kilon/NEGR1

Inimesel paikneb NEGR1 geen 1. kromosoomis (NCBI). NEGR1 on véhem glukosuleeritud
kui teised IgLON perekonna liikmed. Uuringud nditavad, et NEGR1 kutsub esile astrotsudtide
aktiivsuse ja soodustab neuriitide valjakasvu hipokampuse neuronites. (Schéfer et al., 2005)
Mitmed genoomsed uuringud on néidanud, et NEGR1 on seotud rasvumisega (Elks et al.,
2012; Hotta et al., 2011;Poveda et al., 2014) ja disleksiaga (Veerappa et al., 2013). Rasvunud
inimestel on néidatud vahenenud NEGR1 taset nahaaluses rasvkoes (Bernhard et al., 2013).
NEGR1 ekspresseeritakse erinevates aju piirkondades, sealhulgas ajukoores ja
hipotaalamuses (Lee et al., 2012), kus ta osaleb neuriitide véljakasvul (Marg et al., 1999).
NEGR1 ekspresseeritakse ka téiskasvanu ajukoore ja hipokampuse dendriitide
poststnaptilistes piirkondades ja somaatilistes siinapsites (Miyata et al., 2003). NEGR1 osaleb
stinapsite moodustumises narvirakkude arengu ajal ja NEGR1 arvatakse olevat roll ka
sunapsite plastilisuse tagamisel ja malus (Hasimoto et al., 2008). Samuti on néidatud, et
NEGR1 vdib olla seotud psiihhiaatriliste hdiretega. Hiljutised uuringud on ndidanud NEGR1
seost depressiooni, skisofreenia ja bipolaarse héirega. (Maccarrone et al., 2013)

1.2.5. IgLON5

Hiljuti kirjeldati ka viiendat IgLON perekonna liiget IgLONS. Inimesel paikneb IGLON5
geen 1. kromosoomis (NCBI). IgLON5 on IgLON perekonna varskelt avastatud liige. Ta

omab rolli unehdirete tekkimises, kroonilises neurodegeneratsioonis ja rakkupinna
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autoimmuunsuses. (Sabater et al., 2014; Leypolt et al., 2015) Kdesolevas t66s IgLONS

ekspressioonitaset ei uurita.

1.3. Adhesioonimolekulid ajus

Neuraalsed adhesioonimolekulid osalevad neuraaltoru ja neuraalharja kujunemisel, neuronite
ja gliia rakkude migratsioonil, aksonite véljakasvul ja suunamisel, marklaua valikul, suinapsite
stabiliseerimisel ja sunapsite plastilisuse tagamisel, mueliniseerumisel ja narvide
regeneratsioonil pérast vigastus (Colman ja Filbin, 2006). Rakkude vahelised adhesioonid on
olulised aju morfoloogias ja korgelt koordineeritud aju funktsioonide nagu malu ja Gppimine
jaoks. Narvisiisteemi varajase arengu kaigus neuronid pikenevad aksonite suunas ja ténu
rakkudevahelisele adhesioonile loovad ja séilitavad stinapse. Rakkudevaheline adhesioon
toetab ka aksonite omavahelist kontakteerumist ja thendab neuroneid gliiarakkudega ja
oligodendrotstiitidega. (Sakisaka ja Takai, 2005) Narvislsteemis esineb 3 peamist
adhesioonimolekulide gruppi: 1g superperekonna adhesioonimolekulid, integriinid ja
kadheriinid. 1g superperekond ja kadheriinid vahendavad rakk-rakk v6i membraan—
membraan interaktsioone, aga integriinid vahendavad pohiliselt rakkude seondumist
ekstratsellulaarse maatriksi komponentidega. Integriinid mangivad nii PNS kui CNS olulist
rolli varajasel aksonite véljakasvul. Ajukoes ekspresseritakse vahemalt 20 erinevat kadheriini.
Esimene kadheriin, mida nérviststeemis ekspresseeritakse on N-kadheriin, mida hakatakse
tootma umbes samal ajal kui neuraaltoru sulgub. (Colman ja Filbin, 2006) N-kadheriini leidub
nii pre- kui ka poststinaptilistes piirkondades. N-kadheriin reguleerib stinapsite arengut. (lwai
etal., 2002)

On néidatud, et kdik need kolm adhesioonimolekulide gruppi osalevad aksonite valjakasvul.
Selleks, et akson jouaks oma mérklauani peab ta labima pikki vahemaid. Aksoni lamenenud
tipp, mida kutsutakse kasvukoonuseks, reageerib keskkonnale ja madrab, millises suunas
akson kasvab. Keskkonnast tulevad signaalid, millele kasvukoonus reageerib, vdivad olla
ekstratsellulaarses maatriksis paiknevad fikseeritud ja difuussed molekulid. Enamus
fikseeritud molekulid on CAMid, mida ekspresseerivad gliia rakud vdi teised rakud ning
vanemad aksonid. (Dalva et al.,2007)

Stinapsid on spetsialiseerunud rakkudevahelised Uhendused, mille eripdra ja plastilisus
toetavad narvisusteemi funktsioneerimist. (Sakisaka ja Takai, 2005) Siinapsite moodustumisel
on oluline roll presunaptilisel neureksiinil ja poststnaptilisel neuroligiinil, mis kéituvad
kaltsium-sdltuvate adhesioonimolekulidena. Olemas on kolm neureksiini geeni, millest igatiks

kodeerib kahte transkripti, a- ja P-neureksiini. o- ja B-neureksiinil on mdlemal identne
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intratsellulaarne domeen, aga a-neureksiinil on suurem ekstratsellulaarne domeen, mis
vbimaldab tal osaleda erinevates ekstratsellulaarsetes interaktsioonides. Ténu alternatiivsele
splaissingule esineb rohkem kui 1000 erinevat neureksiini isovormi. Neuroligiini
ekspresseeritakse peamiselt ajus ja ta seob neureksiini labi ekstratsellulaarse esteraasi sarnase
sideme. Neureksiin ja neuroligiin osalevad mélemad nii erutus- kui ka pidurdussiinapsite
moodustumisel. Ig superperekonna adhesioonimolekulitest osalevad suinapsite moodustamisel
SynCAM, SALM, L1, nektiin, SYG ja LAR-RPTP. (Dalva et al., 2007) N-kadheriin asub nii
pre- kui poststinaptilistes osades. (Fannon et al., 1996) N-kadheriin osaleb slinapsite arengu
reguleerimises. N-kadheriin koguneb kohtadesse, kus akson ja dentriit moodustavd kontakti.

See toimub enne kui kumbki neist on joudnud diferentseeruda. (Togashi et al., 2002)

Raku adhesioonimolekulid mojutavad ka slinapsite plastilisust, nad vdivad algatada ja
séilitada stnaptilisi muutuseid. Stinapsite plastilisus on bioloogiline protsess, kus kindlad
mustrid sunapsite aktiivsuses kutsuvad esile muutuseid sunapsite tugevuses. Nii pre- kui
poststinaptilised mehhanismid vOivad kaasa aidata stnapsite plastilisusele. Sunapsite
plastilisust peetakse theks pdohiliseks rakuliseks mehhanismiks, mis osaleb Gppimises ja
maélus. Sunapsite plastilisus jaguneb luhiajaliseks ja pikaajaliseks plastilisuseks. Luhiajaline
plastilisus v6ib kesta millisekunditest kuni mdne minutini, pikaajaline plastilisus vdib kesta
mdned tunnid aga ka terve elu (Zucker and Regehr, 2002; Collingridge et al., 2010; Granger
ja Nicoll, 2013). Uheks stinaptiliseks muutuseks on pikaajaline véimendumine (LTP, ingl. k.
long-term potentiation), mis on kestev slinapsite tugevnemine, mis jargneb lihikesele
stnaptilisele aktiivsusele. LTP vastandiks on pikaajaline ndrgenemine (LTD, ingl. k. long-
term depression), mis on sunaptilise tugevuse langus. (Dalva et al., 2007; Murase and
Schuman, 1999) Uuringud on naidanud, et lisaks neuronaalsele aktiivsusele on stinapsite
plastilisuse tekkel oluline roll veel raku adhesioonimolekulidel. Stunapsite plastilisuse
tekkimisel osalevad erinevate raku adhesioonimolekulide omavahelisted interaktsioonid ja
adhesioonimolekulide interaktsioonid rakku pinnal paiknevate retseptoritega. Vastuseks
neuronite aktiivsusele kutsuvad adhesioonimolekulid esile muutuseid siinapsite struktuuris.
Lisaks osalevad mitmed ECM komponendid ja CAMd sunapsite Ulekande reguleerimisel.
(Benson et al.,, 2000) Arvatakse, et hdired stnapsite luhiajalises plastilisus vdivad olla
skisofreenia tekkimise p&hjuseks. Skisofreenia tiheks simptomiks on puudujaagid lihiajalises
info tootlemises. Asjaolu, et lihiajalise, pideva info tootlemise eest vastutab suuresti
lihiajaline sunapsite plastilisus, néitab, et see vdib osaleda skisofreenia tekkimises. (Abbott ja
Regehr, 2004; Crabtree ja Gogos, 2014) In vivo slnapsite plastilisuse uuringud skisofreenia

patsientidel on ndidanud transkraniaalse magnetstimulatsiooni poolt esile kutsutud vastuse
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vahenemist vOi téielikku puudumist sinaptilise plastilisuses. (Fitzgerald et al., 2004;
Daskalakis et al., 2008; Frantseva et al., 2008; Hasan et al., 2011; Crabtree ja Gogos, 2014)

1.4. Skisofreenia

Paljud uuringud on ndidanud, et skisofreenia simptomid on seotud molekulaarsete
muutustega aju neurobioloogias (Guidotti et al., 2005; Chen et al., 2002). Skisofreenia saab
tavaliselt alguse hilises noorukieas vOi varajases tdiskasvanu eas. Naistel saab haigus alguse
natuke hiljem kui meestel (Gogtay et al., 2011). Skisofreenia on neuroprogressiivne héire, mis
on pohjustatud biokeemilistest, funktsionaalsetest ja strukturaalsetest muutustest ajus. Need
muutused erinevad haiguse varajases ja hilises staadiumis. (Stefanovi¢ et al., 2016)
Skisofreenia mojutab 21 miljonit inimest kogu maailmas (WHQO). Eestis kasutatakse
skisofreeni diagnoosimiseks Rahvusvahelist Haiguste Klassifikatsiooni (RHK-10), mis on
valja antud Maailma Terviseorganisatsiooni poolt. Selle V peatiikk késitleb psiihika-ja
kaitumishaireid. Lisaks diagnooside loendile sisaldab see veel héirete diagnoosimiseks
vajalikku detailset informatsiooni. (Kliinikum) Skisofreeniale on iseloomulik mitmekesine
kogum siimptomeid, mille hulka kuuluvad muutused mdtlemises ja kognitiivses tunnetuses,
motoorsed korvalekalded, tahteaktiivsuse langus ja apaatia, raskused suhtlemisel ja piiratud
afektiivne vastus. Uldiselt liigitatakse need siimptomid positiivseteks, negatiivseteks ja
kognitiivseteks sumptomiteks. (Tandon et al., 2009) Mitmed uuringud on naidanud N-CAM
taseme suurenemist skisofreenia patsientide tserebrospinaalses vedelikus (van Kammen et al.,
1998). Samuti on skisofreenia patsientidel naidatud suurenenud sSICAM-1 taset haiguse hilises
faasis ja vahenenud sVCAM-1 taset nii haiguse varajases kui ka hilises faasis (Stefanovié¢ et
al.,, 2016). Neuroanatoomilised uuringud on néidanud, et skisofreenia patsientidel on
toimunud morfoloogilised muutused dorsolateraalse prefrontaalkoore, dorsaalse striaatumi,
ventraalse striaatumi, hipokampuse, taalamuse, oimusagara ja mandelkeha piirkondades.
Skisofreenia patsientidel on nédidatud funktsionaalseid hdireid prefrontaalkoores. (Eisenberg ja
Berman, 2010) Lisaks sellele on ndidatud, et skisofreenia patsientidel esineb hipokampuse,
taalamuse, vasaku superioorse temporaalsagara ja mandelkeha piirkondade ning insulaarkoore
ja anterioorse tsingulaarkoore piirkondade mahu suurenemist (Meyer-Lindenberg, 2010).
Voib eeldada, et aju piirkondades, mille puhul on skisofreenia patsientidel ndidatud

morfoloogilisi muutuseid, ilmnevad muutused ka geenide ja valkude ekspressioonis.
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1.4.1. Negatiivsed simptomid

Negatiivseteks sumptomiteks peetakse normaalse sotsiaalse kaitumise langust voi puudumist.
Skisofreenia negatiivsete simptomite hulka kuuluvad sotsiaalne vodrandumine, véhenenud
afektiivne vastus, huvipuudus, madal sotsiaalne staatus ja vahenenud v6ime tajuda eesmarke
ja teha t66d nende eesmarkide saavutamiseks. Skisofreenia negatiivsed simptomid kestavad
kauem Kui positiivsed simptomid ja neid on raskem ravida.

Negatiivsed sumptomid saab jagada primaarseteks ja sekundaarseteks. Primaarsed sumptomid
on idiopaatilised ehk endogeensed, mis tulenevad mingisugustest, hetkel veel teadmata,
patoloogilistest protsessidest ajus. Negatiivsed primaarsed simptomid esinevad nii episoodide
ajal kui ka episoodide vahelisel ajal ja ei soltu alati sellest kas patsient votab ravimeid voi
mitte. Sekundaarsed sumptomid on pdhjustatud muudest faktoritest kui haigus ise.
Sekundaarseid negatiivseid simptomeid v@ivad olla pdhjustatud ravimite kdrvaltoimest voi
nad v@ivad tuleneda depressioonist, sotsiaalsest torjutusest ja isiksushairetest. Sekundaarsed
negatiivsed slimptomid ei esine kogu aeg ja nad ilmnevad lihematel ajaperioodidel kui
primaarsed negatiivsed simptomid. (Sarkar et al., 2015)

1.4.2. Positiivsed simptomid

Positiivseteks simptomiks on héiritud reaalsustaju, kuhu hulka kuuluvad luulud,
hallutsinatsioonid ja muud reaalsust moonutavad tegurid. Hallutsinatsioonid v@ivad esineda
kdigi viie meele puhul, aga kdige levinumad on kuulmishallutsinatsioonid. Patsiendid v@ivad
oma peas kuulda h&ali, mis Gtlevad neile, mida teha, hoiatavad neid ohu eest voi vdivad teha
patsiendi kohta Gelaid kommentaare. Samuti vdivad kaks h&alt omavahel kommenteerida
patsienti ja tema tegemisi. (Keshavan et al., 2008) Skisofreenia puhul on thdpiliseks luuluks
see, et patsient arvab, et temalt on vfetud tema vaba tahe ja ta allub kellegi teisele. Samuti
vOib skisofreenia haige arvata, et mingi valine joud kontrollib tema métteid ja tundeid ning, et
tema pédhe pannakse vOdraid motteid. Skisofreenia all kannatav isik vdib arvata, et teda
jalitatakse voi tema jérel nuhitakse. Patsiendid vOivad nende Umber toimuvatele normaalsetele
asjadele anda oma isikliku tdhenduse. Naiteks patsient vdib kindel olla, et lehtedes v6i raadios
viidatakse temale vOi seal antakse talle edasi teateid. (Mellor, 1970) Moondunud realsustaju
peetakse Uldiselt ametlikult skisofreenia alguseks, kuigi patofiisioloogilised protsessid vdivad
olla kestnud juba isna pikka aega. Positiivsed simptomid saavad tavaliselt alguse teismeeas

vOi varajases taiskasvanueas. (Keshavan et al., 2008)
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1.4.3. Kognitiivsed simptomid

Kognitiivsete simptomite alla kuuluvad probleemid tahelepanuv6imega, raskused maluga,
raskused probleemide lahendamisel ja info t66tlemisel ning raskused otsuste langetamisel.
Skisofreenia patsientidel on ndidatud sotsiaalse tunnetuse langust, mis avaldub nende
suutmatuses tunnetada teiste inimeste emotsioone, nad ei suuda tunnetada oma seotust teiste
inimestega, aimata inimeste motteid ja reageerida teiste inimeste emotsioonidele. (Green et
al., 2015) Inimestel, kellel on skisofreenia vOib olla probleeme valvsusega ja téhelepanu
séilitamisega, mis pohjustab neil raskusi vestluste ja oluliste juhiste jargimises. Lihtne tegevus
nagu lugemine vdi televiisori vaatamine vdib nende jaoks olla vaga keeruline vdi vdimatu.
Valvsus viitab voimele sdilitada valmisolek reageerida signaalile (arritajale) ja mitte lasta end
hairida Ulejddnud mdirast. Tanu sellele esinevad skisofreenia patsientidel sotsiaalsed
puudujaagid ja neil on raskusi erinevate oskuste omandamisel. (Green et al. 2000)
Skisofreenia patsientidel vdivad esineda probleemid mélu toimimisega. Neil on raskusi uue
info dppimisega ja selle info meeleshoidmisega pikema aja jooksul ning varem dpitud asjade

aratundmisega. (Aleman et al.,1999)

2. EKPERIMENTAALOSA

2.1. TO6 eesmargid

1) Hinnata IgLON perekonna transkriptide ekspressiooni skisofreeniapatsientide ja
kontrollisikute dorsolateraalses prefrontaalkoores.
2.) Hinnata, kas uuritud transkriptide ekspressioonitasemete vahel esineb korrelatsioone, mis

oleksid iseloomulikud ainult patsientidele vdi kontrollgrupile.

2.2. Materjalid ja metoodika

2.2.1. Koeproovid ja RNA eraldamine

Skisofreeniapatsientide ja tervete indiviidide dorsolateraalse prefrontaalse koore koeproovid
saadi Austraalia ajupankade (henduselt (ingl Australia Brain Bank Network,
ABBN, http://www.austbrainbank.org.au/). Proovide arv oli 71 (36 skisofreenia patsienti ja
35 kontrollisikut). RNA eraldamiseks ajuosad homogeniseeriti Trizol® reagendiga
(Invitrogen). Esialgu homogeniseeriti koed jaal 100 ul Trizoli® reagendis. Seejérel proovid
uhmerdati ja lisati tlejadnud Trizol kuni mahuni 750 pl. Seejarel inkubeeriti proove 5 minutit

toatemperatuuril. Parast inkubatsiooni lisati 150 ul kloroformi (Sigma-Aldrich) ja raputati
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tuube 15 sekundit. Proove inkubeeriti veel 2 minutit toatemperatuuril ja tsentrifuugiti proove
eeljahutatud tsentrifuugis (Eppendorf 5810 R) 15 minutit 12 000 rpm 4°C juures. Selle
tulemusena tekkis kolm kihti: roosa, kus on valgud ja suhkrud ning kromosomaalne DNA,
valge lipiidkiht, ning tlemine vesifaas, kus on RNA, vesifaasi maht on 60% algselt kasutatud
trisooli mahust. Ulemine vesifaas tdsteti uude tuubi ja lisati 375 pl (pool kasutatud trisooli
mahust) isopropanooli (Naxo BioTop) RNA sadestamiseks ning proovid segati. Proove
inkubeeriti 10 minutit toatemperatuuril ja seejarel fuugiti 10 minutit 12 000 rmp 4°C juures.
Peale fuugimist supernatant eemaldati ja lisati 1 ml jaakilma 75% etanooli, millega pestakse
pelletilt maha soolad. Proove fuugiti 5 minutit 7500 rmp 4°C juures. Etanool eemaldatakse ja
RNA sade suspendeeriti 50 pl vees. Proovide RNA kontsentratsioonid mdddeti NanoDrop
ND-1000 spektrofotomeetriga (NanoDrop Technologies). Eraldatud RNA proovid sailitati -
80°C juures.

2.2.2. cDNA slntees

Eelnevalt saadud RNAst sinteesiti komplementaarne DNA. cDNA sinteesil kasutati
SuperScript™ 111 poordtranskriptaasi (Invitrogen) ja heksameerseid oligonukleotiide vastavalt
tootja juhendile. cDNA stinteesiks voeti 7 pl RNAd ja lisati vett kuni mahuni 20 pl. Seejarel
lisati 1 pl 20mM dNTP segu (Fermentas) ja 1 pl Random primer mix (Applied Biosystems).
Proove inkubeeriti praimerite seondumiseks 5 minutit 65°C juures ja parast seda tdsteti
proovid 1 minutiks jadle, et peatada k&ik reaktsioonid. Edasi lisati CDNA sunteesiks 4 pl 5x
First-Strand Buffer [250 mM Tris-HCI (pH 8,3 toatemperatuuril), 375 mM KCI, 15 mM
MgCI], 1 ul 0,21 M DTT, 1,5 pl H20 ja 0,5 pl SuperScriptTM 111 pddrdtranskriptaasi (200 U/
ul). Proove segati drnalt ja inkubeeriti 4 minutit toatemperatuuril. Seejérel inkubeeriti proove
slinteesi toimumiseks 60 min 50°C juures. Kdige 18puks hoiti tuube reaktsioonide peatamiseks
15 minutit 70°C juures. Saadud cDNA proovid sailitati -80°C juures.

2.2.3. Realaja-PCR

QRT-PCR kasutab lisaks tavalistele DNA sense ja antisense ahela spetsiifilistele PCR-i
praimeritele veel kolmandat oligonukleotiidi (TagMan sond). TagMan sond on hudroltusitud
proov, mis on mdeldud qRT-PCR spetsiifilisuse suurendamiseks. TagMan sondi puhul
kasutatakse 5°-3” endonukleaasse aktiivsusega Taq poliimeraasi, et md0ta geeniekspressiooni
taset uuritavas proovis. TagMan sond on 18-22 oligonukleotiidi pikk ja selle 5’ ots on
kovalentselt seotud fluoroflooriga (FAM) ja 3’ otsas asub ,summutaja” (quencher).

Summutaja asub fldsiliselt fluorestsentsmargis lahedal. Kui TagMan sond on terve siis
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kustutab ,,summutaja” tekkiva fluoresentsi. PCR reaktsioonis lagundatakse TagMan sond Taq
polumeraasi 5°-3’ eksonukleaase aktiivsuse poolt tikkideks, selle tulemusena fluoretsents
margis vabaneb ja annab ergastamisel fluorestsents signaali. Fluorestsents signaali kasv on
proportsionaalne reaktsiooni segus tekkivate produktide hulgaga. Lisaks asub veel TagMan
praimeri 3’ otsas MGB (minor groove binder). MGB seondub sihtmark DNA vaikesesse
vakku. MGB kinnitub Uheahelalise DNA proovi (TagMan sond) kilge ja tdstab selle
stabiilsust ja DNA dupleksi sulamistemperatuuri (Tm), mis vOimaldab kasutada ltihemaid ja

jarjestuse spetsiifilisemaid proove.
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Joonis 3. LSAMP, NTM ja OPCML geenidel on kaks alternatiivset promootorit (avalikustamata
andmed). PCR forward ja reverse praimerite ning TagMan sondi paigutus gRT-RCRuIl.

IgLON perekonna geenide poolt kodeeritavate transkriptide tase kvantiteeriti gRT-PCR-i
reaktsioonis. LSAMP, OPCML ja NTM transkriptide detekteerimiseks disainiti
la forward praimerid 1la eksonile ja 1b forward praimerid 1b eksoni tagumisele osale.
OPCML, LSAMP ning NTM eksonite l1a ja 1b korral kasutati universaalset sondi ja
universaalset reverse praimerit.  Referentsgeenina kasutati HPRT, mille efektiivsus ja
stabiilsus on eelnevalt testatud (Raud et al., 2009). K®&ik reaktsioonid sooritati eraldi nelja
uksiku kordusena (singleplex). Geeniekspressiooni labiviimisel kasutati jargnevat segu: 10X
PCR Buffer [200 mM Tris-HCI (pH 8,4), 500 mM KCI] ja TagMan® Universal PCR Master
Mix (Applied Biosystems, USA) reagenti. Kvantitatiivne reaalaja-PCR viidi 1&bi ABI Prism
7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems, USA) ja ABI Prism 7900 SDS
2.4.2 tarkvara vahendusel. Reaktsiooni maht oli 10 pl ja igast proovist villiti neli kordust.
Nii OPCMLIi, NTMi, LSAMPI kui Kiloni transkriptide ekspressioonitase mooddeti FAM-
margistatud MGB-sondiga ja standardiseeriti koduhoidja geeni HPRT VIC-TAMRA sondi
suhtes. Andmed analUUsiti ja teisendati 22T kujule (Livak ja Schmittgen, 2001).
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2.2.4 Statistiline analiits

Reaalaja-PCRi andmete statistiline anallius viidi labi Studenti t-testi abil Statistica 12
programmiga (Statsoft, USA). Tulemused valjendati keskmiste véértustena koos keskvaartuse
standardveaga (standard error of the mean, SEM). Oluliseks loeti p-véartus alla 0,05.
Graafikud loodi GraphPad Prism 5 tarkvara vahendusel (GraphPad Software Inc, USA). Pilte
toodeldi Adobe Photoshop CS6 vahendusel (Adobe Systems Software Ireland Ltd, USA).
Korrelatsioonanaltitisid on 1abi viidud MedCalc statistika programmiga (MedCalc Softwarw
bvba, Belgia). Tulemused esitati korrelatsioonimaatriksina. Oluliseks loeti korrelatsioon,

mille p-vaartus oli alla 0,05.

2.3. Tulemused

2.3.1. Studenti t-testi tulemused

Studenti t-test naitas, et skisofreeniahaigete ajukoes oli vorreldes kontrollgrupiga statistiliselt
oluliselt tdusnud nii NTM 1b (skisofreenia patsiendid 0,94+0,08, kontrollgrupp 0,65%0,06;
p<0,01) kui ka Kiloni tase (skisofreenia patsiendid 6,07+0,34, kontrollgrupp 4,57+0,25;
p<0,001). Statistiliselt olulisi erinevusi gruppide vahel ei ilmnenud LSAMP 1la (skisofreenia
patsiendid 3,66+0,18, kontrollgrupp 3,48+0,17; p=0,47), LSAMP 1b (skisofreenia patsiendid
3,26%0,25, kontrollgrupp 3,19+0,26; p=0,86), NTM 1la (skisofreenia patsiendid 3,7+0,43,
kontrollgrupp 3,16+0,31; p=0,32), OBCAM 1la (skisofreenia patsiendid 3,89+0,24,
kontrollgrupp 3,5+0,17; p=0,2) ja OBCAM 1b (skisofreenia patsiendid 0,41+0,05,
kontrollgrupp 0,38+0,04; p=0,72) tasemete 0sas.
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Joonis 4. gPCR tulemused teisendatud 2-2€T kujule. Transkriptide LSAMP 1a (a) , LSAMP 1b
(b), OBCAM 1la (c) ja OBCAM 1b (d) mRNA ekspresioonitase skisofreenia patsientidel ja
kontrollisikutel. Skisofreenia patsientide grupis n=36 ja kontrollgrupis n=35.

Uhelgi joonisel 4. esitatud transkriptil ei esinenud ekspressioonitasemes skisofreenia
patsientide ja kontrollisikute vahel a=0,05 juures statistiliselt olulist erinevust. Skisofreenia
patsientide LSAMP 1la ekspressiooni taseme keskvéartus oli 3,66 ja kontrollisikutel 3,48
(joonis 4a). LSAMP 1a SEM oli skisofreenia patsientidel +0,18 ja kontrollisikutel +0,17,
kahe grupi vaheline p=0,47. LSAMP 1b ekspressiooni taseme keskvaartus skisofreenia
patsientidel oli 3,26 ja kontrollisikutel 3,19 (joonis 4b). SEM oli skisofreenia patsientidel
10,25 ja kontrollisikutel +0,26, gruppide vaheline p=0,86. OBCAM 1a ekspressioonitaseme
keskvéartus skisofreenia patsientidel oli 3,89 ja kontrollisikutel 3,5 (joonis 4c). SEM oli
skisofreenia patsientidel +0,24 ja kontrollisikutel £0,17, gruppide vaheline p=0,2. OBCAM
1b ekspressioonitaseme keskvéaartus oli skisofreenia patsientidel 0,41 ja kontrollisikutel 0,38
(joonis 4d). SEM oli skisofreenia patsientidel +0,05 ja kontrollisikutel +0,04, gruppide
vaheline p=0,72.
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Joonis 5. gPCR tulemused teisendatud 2-2€T kujule. Transkriptide Ntm 1a (a), Ntm 1b (b) ja
Kilon (c) ekspressioon skisofreenia patsientidel ja kontrollisikutel. Skisofreenia patsientide grupis
uuriti 36 isikut ja kontrollgrupis uuriti 35 isikut.

** _p<0,01

*** _ P<0,001

NTM 1a ekspressioonitaseme keskvéartus oli skisofreenia patsientidel 3,7 ja kontrollisikutel
3,16 (joonis 5a). SEM oli skisofreenia patsientidel +0,43 ja kontrollisikutel +0,31. Gruppide
vaheline p=0,32, seega ei esinenud NTM la ekspressioonitasemes kahe grupi vahel 0=0,05
juures statistiliselt olulist erinevust. NTM 1b ja Kilonil oli kahe grupi vahel geenide
ekspressioonitasemes 0=0,05 juures statistiliselt oluline erinevus. NTM 1b ekspressiooni
taseme keskvaartus oli skisofreenia patsientidel 0,94 ja kontrollisikutel 0,65. SEM oli
skisofreenia patsientidel +0,08 ja kontrollisikutel  +0,06. Skisofreenia patsientide ja
kontrollisikute vaheline p<0,01. Kiloni ekspressioonitaseme keskvéartus oli skisofreenia
patsientidel 6,07 ja kontroll isikutel 4,57. SEM oli sksofreenia patsientidel +0,34 ja
kontrollisikutel £0,25. Kilon ekspressioon kahes uuritud grupis on statistiliselt erinev
(P<0,001).
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2.3.2. KorrelatsioonanalUusi tulemused

Tabel 1. Skisofreenia patsientide korrelatsioonikordajate maatriks.

LSAMP LSAMP NTM1la |[NTM1b | OBCAM | OBCAM | Kilon
la 1b la 1b

LSAMP | 1,000

la

LSAMP | 0,890*** | 1,000

1b

NTM la | 0,645*** | 0,686*** | 1,000

NTM1b | 0,488** | 0,506** | 0,384* 1,000

OBCAM | 0,348* 0,380* 0,723*** | 0,285 1,000

la

OBCAM | 0,355* 0,351* 0,187 0,657*** | -0,026 1,000

1b

Kilon 0,478** | 0,522** | 0,418* 0,097 0,479** | 0,098 1,000

Tabelis on naha skisofreenia patsientide Spearmani

korrelatsioonikordajad esitatud

maatriksina. Kui Spearmani korrelatsioonikordaja on >0 siis on tegemist positiivse
korrelatsiooniga, kui Spearmani korrelatsioonikordaja on <0 siis on tegemist negatiivse
korrelatsiooniga, ja kui Spearmani korrelatsioonikordaja on vordne 0, siis korrelatsioon antud
geenide ekspressiooni vahel puudub.  *** — P <0,0001, ** — P <0,01, * — P <0,05.

LSAMP la - LSAMP 1b, LSAMP 1la - NTM 1a, LSAMP 1b — NTM 1a, NTM la - OBCAM
la ja NTM 1b — OBCAM 1b puhul oli P<0,0001, mis nditab, et antud geenide ekspressioon
on omavahel tugevalt korrelatsioonis. LSAMP 1a — NTM 1b, LSAMP 1a — Kilon, LSAMP 1b
— NTM 1b, LSAMP 1b — Kilon ja OBCAM 1la — Kilon puhul oli P <0,01 ja nende geenide
ekspressioni vahel esineb statistiliselt oluline korrelatsioon a=0,05 juures. LSAMP la —
OBCAM 1a, LSAMP l1la - OBCAM 1b, LSAMP 1b — OBCAM 1a, LSAMP 1b — OBCAM
1b, NTM 1la — NTM 1b, NTM 1a — Kilon puhul jéi p véartus samuti alla 0,05 ja seega esineb
ka nende geenide ekspressiooni vahel korrelatsioon. NTM 1la — OBCAM 1b, NTM 1b —
OBCAM 1a, NTM 1b - Kilon, OBCAM 1a - OBCAM 1b ja OBCAM 1b — Kilon puhul oli p
vaartus suurem kui 0,05 ja seega antud geenide ekspressiooni vahel esineb kas vaga ndrk

korrelatsiooon voi korrelatsioon puudub téielikut.
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Tabel 2. Kontrollisikute korrelatsioonikordajate maatriks.

LSMAP | LSAMP |NTM1la | NTM 1b | OBCAM | OBCAM | Kilon
la 1b la 1b

LSAMP 1,000

la

LSAMP 0,754*** | 1,000

1b

NTM la 0,740*** | 0,816*** | 1,000

NTM 1b 0,083 0,044 0,060 1,000

OBCAM | 0,480** |0,419* | 0,490** |0,375* 1,000

la

OBCAM | 0,285 0,182 0,314 0,181 0,244 1,000

1b

Kilon 0,455** | 0,156 0,168 0,190 0,456** | 0,290 1,000

Tabelis on néha kontrollisikute Spearmani korrelatsioonikordajad esitatud maatriksina. Kui
Spearmani korrelatsioonikordaja on >0 siis on tegemist positiivse korrelatsiooniga, kui
Searmani korrelatsioonikordaja on <0 siis on tegemist negatiivse Kkorrelatsiooniga, ja kui
Spearmani korrelatsioonikordaja on vdrdne 0, siis korrelatsioon antud geenide ekspressiooni
vahel puudub.

*** _ P <0,0001, ** - P <0,01, * — P <0,05.

LSAMP la - LSAMP 1b, LSAMP la - NTM 1laja LSAMP 1b — NTM 1a puhul oli P<0,0001
ja nende geenide ekspressioon on tugevalt korrelatsioonis. LSAMP 1la - OBCAM 1la, LSAMP
la — Kilon, NTM l1la — OBCAM la ja OBCAM 1la — Kilon puhul oli P <0,01 ja nende geenide
ekspressiooni vahel esineb statistiliselt oluline korrelatsioon. LSAMP 1b — OBCAM 1a, NTM
1b - OBCAM 1la, OBCAM la — OBCAM 1b, ja OBCAM 1b - Kilon puhul jai p véartus alla
0,05 ja seega esineb nende geenide ekspressiooni vahel samuti korrelatsioon. LSAMP la —
NTM 1b, LSAMP la — OBCAM 1b, LSAMP 1b — NTM 1b, LSAMP 1b — OBCAM 1b,
LSAMP 1b — Kilon, NTM 1a — NTM 1b, NTM 1a - OBCAM 1b, NTM 1la - Kilon, NTM 1b
— OBCAM 1b ja NTM 1b — Kilon puhul oli p vaartus Gle 0,05 ja seege nende geenide

ekspressiooni vahel esineb ainult ndrk korrelatsioon voi korrelatsioon puudub téielikult.
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2.4. Arutelu

Neuraalsed adhesioonimolekulid on olulised neuronitevaheliste (ihenduste loomisel
narvisiisteemi arengus ning ka tdiskasvanud ajus. Seetdttu vdivad muutused
adhesioonimolekulide ekspressioonis v@i funktsioonis olla aluseks muutustele adaptatiivses
kaitumises ning pdhjustada pstihhopatoloogilisi seisundeid. Uha enam tdendeid viitab sellele,
et IgLON perekonna adhesioonimolekulidel (OPCML, NTM, LSAMP ja NEGR1) vdib olla
oluline roll skisofreenia tekkes. IgLONid osalevad neuriitide valjakasvus, siinapsite
moodustumises ja nende elimineerimises ning neurogeneesis, kdigi nende protsesside puhul
on ndidatud muutuseid skisofreenia patsientide ajus. (Behan et al, 2009) Ké&esoleva t00
eesmark oli iseloomustada IgLON valke kodeerivate geenide ekspressioonitaset skisofreenia
patsientide dorsolateraalses prefrontaalkoores, kasutades gPCRi. LSAMP, NTM ja OPCML
promootorite 1a ja 1b aktiivsust mdddeti eraldi. Antud uuring sai labi viidud, kuna varasemate
uuringutega on ndidatud, et rakkude vahelised adhesioonid on olulised aju morfoloogias ja aju
funktsioonide nagu mélu ja Oppimine jaoks (Sakisaka ja Takai, 2005). Skisofreenia
patsientidel on néidatud, et neil vdib esineda probleeme méluga ja dppimisega. Neil esineb
raskusi uue info Gppimisega ja selle info meeleshoidmisega ja varem &pitud asjade &ra
tundmisega (Aleman et al., 1999). Seega vOivad muutused adhesioonimolekulide
ekspressioonitasemes olla Uheks skisofreenia tekkimise p&hjuseks. Uuringutega on néidatud,
et LSAMP v6ib olla seotud suitsiidse kaitumise neurobioloogiaga (Must et al., 2008). Lisaks
on LSAMPI seostatud mitmete muude psuhhiaatriliste hairetega nagu néiteks depressioon ja
arevus (Camp et al., 2005), bipolaarne haire (Bailer et al., 2002), agorafoobia (Hong et al.,
2009; Kaneko et al., 2007; Ng et al., 2009) ja autismi toimespektriga haired (Auranen et al.,
2002).

Kéesoleva uuringu tulemused nditasid, et skisofreenia patsientide dorsolateraalses
prefrontaalkoores oli toimunud méargatav NEGR1 ja NTM 1b ekspressioonitaseme tdus.
Ullataval kombel ei esinenud muutuseid LSAMP 1a ja 1b tasemes, mida oleks vdinud oodata
varem l&bi viidud uuringute pdhjal. Varasemate uuringute kéigu on ndidatud LSAMP taseme
20% tbusu skisofreenia patsientide postmortaalses frontaalkoores (Behan et al, 2009). Samuti
on inimese LSAMP geeni 1b promootoris kindlaks tehtud teatud SNPid, mis on tugevalt

seotud skisofreenia riskiga (Koido et al,. 2014).

Varasemate uuringutega on ndidatud NEGR1 ekspressioonitaseme tbusu MDD (major

depressive disorder) patsientide dorsolateraalses prefrontaalkoores vorreldes tervete
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inimestega (Chang et al., 2014), mis viitab sellele, et muutused NEGR1 tasemes/aktiivsuses
on aluseks laiemale spektrile psuhhiaatrilistele hairetele. NEGR1 osaleb ka slinapsite
moodustumises nérvirakkude arengu ajal ja mojutab ka tekkivate stinapsite arvu. Hasimoto ja
teised nditasid, et varajastes rakukultuurides vahendab NEGR1 (leekspressioon tekkivate
stinapsite arvu ja hilistes rakukultuurides NEGR1 uleekspressioon tdstab slnapsite arvu.
(Hasimoto et al., 2008) NTM puhul on néaidatud, et ta omab olulist rolli sunapsite
stabiliseerimises. NTM on tdiskasvanu véikeajus oluline roll teatud tipi slinapsite tekkes ja
nende sdilimises. (Chen et al., 2001) Seega osalevad nii NEGR1 kui ka NTM siinapsite tekkes
ja nende sdilitamises ja muutused nende ekspressioonitasemes vdivad olla seotud muuustega

slinapsite moodustumises, sailimises ja elimineerimises skisofreenia patsientide ajus.

Rakkude vahelised adhesioonid toetavad aksonite omavahelist kontakteerumist ja aitavad
uhendada neuroneid gliiarakkude ja oligodendrotsiitidega. Raku adhesioonimolekulid on
olulised ka neuriitide véljakasvuks. (Sakisaka ja Takai, 2005) Varasemad rakukultuuridega
labiviidud uuringud nditavad, et NEGR1 on oluliseks mediaatoriks neuriitide véljakasvul.
NTM puhul on samuti néidatud, et ta osaleb neuriitide véljakasvus ja suunab nérvikiude
nende maérklaua suunas. Seega vOivad muutused neuriitide valjakasvul skisofreenia

patsientidel seotud olla NEGR1 ja NTM ekspressioonitaseme muutusega nende ajus.

Veel on naidatud, et IgLON perekonda kuuluvad adhesioonimolekulid osalevad ka stinapsite
plastilisuse tagamises (Hasimoto et al.,, 2008). Skisofreenia Uheks siimptomiks on
puudujadgid lihiajalises info to6tlemises. Lihiajalise, pideva info tootlemise eest vastutab
suuresti lihiajaline stinapsite plastilisus. Seega voivad héired sunapsite lihiajalises plastilisus
olla skisofreenia tekkimise Uheks pdhjuseks. (Abbott ja Regehr, 2004; Crabtree ja Gogos,
2014) Kuna IgLON perekonna adhesioonimolekulidel on néidatud rolli stinapsite plastilisuse
tagamises, siis voivad muutused nende adhesioonimolekulide ekspressioonitasemes esile
kutsuda héireid stinapite luhiajalises plastilisuses ja seega vOib eeldada, et muutused nende

adhesioonimolekulide ekspressioonitasemes vdivad olla seotud skisofreenia tekkega.

IgLON perekonna siseste korrelatsioonide uuring néitab, et skisofreenia patsientidel esinevad
IgQLON  perekonna adhesioonimolekulide  ekspressioonitasemete  vahel  k&rgemad
korrelatsioonid kui kontrollgrupi isikutel. See vO6ib tuleneda sellest, et skisofreenia
patsientidel on ndidatud pigem IgLON perekonna adhesioonimolekulide tdusu vorreldes

tervete inimestega ja osade adhesioonimolekulide ekspressioonitaseme tdus vOib tdsta ka
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perekonna sisest korrelatsioonide esinemist. Sellele viitab ka see, et enamus korrelatsioone,
mis skisofreenia patsientidel olid statistiliselt olulised aga kontrollgrupil mitte, olid seotud kas
NTM 1b-ga voi Kiloniga. NTM 1b ja Kiloni ekspressioonitaseme tdusuga skisofreenia
patsientidel olid suurenenud ka NTM 1b ja Kiloni ekspressioonitasemete vahelised
korrelatsioonid teiste IgLON perekonna liikmetega. Antud katseosa on pigem pilootuuring,
mille tulemuste t6lgendamiseks oleks vaja alternatiivseid katseid, nditeks IgLON valkude

interaktsioonidest rakukultuuris.

28



2.4.1 Peamised jareldused

Katse tulemustest vOib jareldada, et statistiliselt oluline muutus skisofreenia
patsientide dorsolateraalses prefrontaalkoores oli toimunud IgLON perekonna kahe
lilkme NTM 1b ja Kilon ekspressioonitasemes. Muutused voivad tuleneda sellest, et
NTM 1b ja Kilon osalevad tGhenduste loomisel, mille haired on aluseks skisofreenia
avaldumisele.

IgLON perekonna sisesed korrelatsioonanaltlisid nditasid, et skisofreenia patsientidel
esinevad kdrgemad perekonna sisesed korrelatsioonid kui kontrollisikutel. See vdib
tuleneda sellest, et enamik Kkorrelatsioone, mis skisofreenia patsientidel olid
statistiliselt olulised aga kontrollgrupil mitte, olid seotud kas NTM 1b-ga v6i Kiloniga.
NTM 1b ja Kiloni ekspressioonitaseme tdusuga skisofreenia patsientidel olid
suurenenud ka NTM 1b ja Kiloni ekspressioonitasemete vahelised korrelatsioonid
teiste IgLON perekonna liikmetega. Antud katseosa pohjalikumaks télgendamiseks on
vajalikud alternatiivsed katsed IgLON valkude interaktsioonidest naiteks

rakukultuuris.
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KOKKUVOTE

Neuraalsed adhesioonimolekulid on olulised neuronitevaheliste (ihenduste loomisel
narvisiisteemi arengus ning ka tdiskasvanud ajus. Seetdttu vdivad muutused
adhesioonimolekulide ekspressioonis v@i funktsioonis olla aluseks muutustele adaptatiivses
kaitumises ning pdhjustada psuhhopatoloogilisi seisundeid. Mitmed uuringud on naidanud, et
IgLON perekonda kuuluvad adhesioonimolekulid vOivad omada olulist rolli mitmete
psihiaatriliste hdirete tekkimises. Muutused nende ekspressioonitasemes voivad olla seotud
skisofreenia, depressiooni, bipolaarse haire ja mitmete muude psuhiaatriliste hairete tekkega.
Néiteks on ndidatud, et skisofreenia ja bipolaarse héire patsientide postmortaalses
dorsolateraalses prefrontaalkoores on LSAMP valgu tase tdusnud 20% vorra.Veel on ndidatud
teatud poliimorfismide esinemist LSAMP geeni 1b promootoris, mis v@ivad seotud olla

skisofreenia esinemissageduse tdusuga.

Kéesoleva t06 eesméark oli uurida, kas IgLON perekonda kuuluvate geenidel esineb
ekspressiooni muutuseid skisofreenia patsientide dorsolateraalses frontaalkoores. Samuti
hinnata, kas uuritud transkriptide ekspressioonitasemete vahel esineb korrelatsioone, mis
oleksid iseloomulikud ainult patsientidele voi kontrollgrupile. Uuringu kaigus uuriti 36
skisofreenia patsienti ja 35 kontrollisikut.

T60 kaigus saadi jargnevad tulemused:

e Statistiliselt oluline erinevus ekspressioonitasemes skisofreenia patsientide ja
kontrollisikute vahel esines kahe transkripti NTM 1b ja Kilon puhul. Teistel
transkriptidel ei esinenud gruppide vahel statistiliselt olulist ekspressioonitasemete
erinevust.

o Kaorrelatsioonanaliiis nditas, et skisofreenia patsientidel on IgLON perekonna sisesed
ekspressioonitasemete korrelatsioonid kdrgemad vorreldes kontrollgruppi kuuluvate

isikutega.

Nii NTM 1b kui ka Kilon omavad olulist rolli siinapsite tekkes, sdilimises ja nende
ellimineerimises. Samuti on mdlema puhul néidatud, et nad osalevad neuriitide valjakasvuv.
Need kdik on protsessid, mille puhul on ndidatu muutuseid skisofreenia patsientide ajus.
Seega voOivad need muutused olla seotud muutustega NTM 1b ja Kilon ekspressioonitasemes
ja muutused IgLON perekonna adhesioonimolekulide ekspressioonis vOivad olla heks

skisofreenia tekke pdhjuseks. Edasised uuringud peaksid keskenduma IgLONite
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ekspressioonitaseme uurimisele ka teistes ajupiirkondades, mille puhul on ndidatud
morfoloogilisi muutuseid skisofreenia patsientidel. Samuti tuleks katsetesse kaasata ka
IgLONS, mis on alles &sja avastatud ja mida on hetkel veel vahe uuritud. Lisaks tuleks
korrelatsioonanalliiisi  kéigus saadud tulemuste kinnitamiseks vaja viia labi Kkatseid

rakukultuuridega, et uurida IgLON valkude vahelisi interaktsioone.
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SUMMARY

Neural adhesion molecules are relevant in synapse formation between neurons during the
development of the nervous system as well as in the mature brain.Thus, the changes in the
expression or function of the adhesion molecules can be the basis for the changes in the
adaptive behaviour and the cause for psychopathological conditions. One group of neural
adhesion molecules is the family of IgLON adhesion molecules. The IgLON family includes
five members: LSAMP, Neurotrimin, OBCAM, Kilon and IgLON5. The adhesion molecules
of the IgLON family consist of three type C2 Ig domains which are anchored onto the plasma
membrane by GPI. The IgLON proteins mediate adhesion in adjacent cells, synapse formation
and neurite outgrowth. The IgLONSs can also play a significant role in the development and
preservation of synapses. Several studies suggest that the IgLON family adhesion molecules
can be considered as relevant factors in causing various psychiatric disorders. The changes in
the expression level of the IgLON family adhesion molecules can be related to the origin of

schizophrenia, depression, bipolar disorder and several other psychiatric disorders

The aim of this study lied in characterizing the expression level of the genes coding the
IgLON family proteins in the dorsolateral prefrontal cortex of the patients with schizophrenia
by using gPCR. Alternative 1la and 1b promoter activities of LSAMP, NTM and OPCML
were assessed separately. This paper also attempted at establishing the existence of
correlations between the expression levels of the observed transcriptscharacteristic of only the

patients with schizophrenia or the control group.

The results of the present study include the following:

e Statistically significant variation in the expression levels between the patients with
schizophreniaand the control group was established in case of two transcripts: NTM
1b and Kilon. In terms of other transcripts, no statistically significant variation in the
expression levels between the groups was observed.

e Correlation analysis showed that the patients with schizophrenia have significantly
higher correlations of the expression levels of the IgLON family as compared to the

control group.

Both NTM 1b and Kilon play an important role in the development, preservation and
elimination of synapses. Several studies have shown that Both NTM 1b and Kilon are
relevant in terms of neurite outgrowth. All the abovementioned processes have been observed

causing changes in the brains of the patients with schizophrenia. Thus, the changes can be
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related to the variations of NTM 1b and Kilon expression level and the changes of expression
levels of the IgLON family adhesion molecules can be considered as one of the causes of
schizophrenia.
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Ma tédnan oma juhendajaid Mari-Anne Philipsit, Kersti Lillevdlja ja Tambet Tonissood
huvitava 18put6o teema eest ja igakiilgse abi eest. Veel sooviksin ma tédnada Jirgen Innost,

kes aitas mind statistiliste analliiiside ja graafikute koostamisega.
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