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Primaarsete kortikaalsete neuronite elumust ja jitkete kasvu reguleerivad faktorid

Huntingtoni tove mudelis

Huntingtoni tdbi (HD) on périlik neurodegeneratiivne haigus, mida pdhjustab CAG-korduste
arvu suurenemine H77T geenis. Haiguse keskseks molekulaarseks tunnuseks on mutantse
huntingtiini (mHTT) valgu kuhjumine neuronites, mille tulemusel hdiruvad mitmed rakusisesed
protsessid, sealhulgas transkriptsiooni regulatsioon, mitokondrite talitlus ja aksonaalne
transport. Kdesoleva bakalaureusetod eesmérgiks oli uurida mHTT mdju primaarsete roti
ajukoore neuronite elumusele ja jitkete kasvule, kasutades normaalse ja mutantse huntingtiini
plasmiidkonstrukte (pHM6-Q23 ja pHM6-Q74). Lisaks hinnati DYNLRBI1 (roadblock 1) rolli

voimaliku kaitsva teguri ja ravivoimalusena.

Mirksonad: Huntingtoni tdbi, neuronite elumus, jdtkete kasv, mutantne huntingtiin,

DYNLRBI.

CERCS kood: B640 Neuroloogia, neuropsiihholoogia, neurofiisioloogia.

Factors Affecting the Survival and Neurite Growth of Primary Cortical Neurons in a

Huntington's Disease Model

Huntington's disease (HD) is a hereditary neurodegenerative disorder caused by an expanded
CAG repeat in the HTT gene. The central molecular hallmark of HD is the accumulation of
mutant huntingtin (mHTT) protein, which disrupts several intracellular processes, including
transcriptional regulation, mitochondrial function, and axonal transport. The aim of this
bachelor’s thesis was to investigate the effects of mHTT on the survival and neurite growth of
primary rat cortical neurons using plasmid constructs expressing either wild-type or mutant
huntingtin (pHM6-Q23 and pHM6-Q74). Additionally, the role of DYNLRBI1 (roadblock 1)

was analyzed as a potential protective factor and therapeutic target.
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SISSEJUHATUS

Huntingtoni tdbi (HD) on autosoom-dominantselt paranduv neurodegeneratiivne haigus, mille
esinemissagedus on ligikaudu 1:100 000 inimese kohta. HD stimptomid avalduvad tavaliselt
keskeas ja progresseeruvad jirk-jargult, pdhjustades motoorsete, kognitiivsete ja
pstihhiaatriliste vOimete langust. Kuigi HD geneetiline pdhjus, CAG-korduste arvu
suurenemine H77T geenis, on teada juba aastast 1993, ei ole haiguse kulgu mojutavaid tdhusaid
ravimeetodeid siiani olemas. See rohutab vajadust parema arusaama jérele HD patogeneesi

molekulaarsetest ja rakulistest mehhanismidest.

HD keskseks molekulaarseks tunnuseks on mutantse huntingtiini (mHTT) valgu kuhjumine
neuronites, mis pdohjustab ulatuslikke rakusiseseid hdireid, sealhulgas probleeme
transkriptsiooni regulatsioonis, mitokondriaalses talitluses ja aksonaalses transpordis.
Normaalne huntingtiin (HTT) toimib adaptervalguna rakusiseses transpordis, interakteerudes
nii diineiini kui ka kinesiiniga ja reguleerides vesiikulite, rakuorganellide ja mRNA transporti.
Muutused valgu struktuuris, nagu poliiglutamiini (polyQ) ahela pikenemine, kahjustavad
eelistatult retrograadset ehk draspidist transporti, kuid selle moju ulatus ja spetsiifilisus vajavad

tdiendavat uurimist.

Aksonaalne transport on iiks olulisemaid transportmehhanisme neuronites, tagades
signaalmolekulide, organellide ja valkude liitkumise rakukehast aksoni tipuni ja vastupidi. Selle
hdirumine voib olla varajane ja otsustav tegur neurodegeneratsiooni kdivitumises. Seetdttu on
HD patofiisioloogia mdistmisel oluline uurida, kuidas mHTT mdjutab aksonaalset transporti ja
neuronite elumust, ning kas neid protsesse saab mdjutada potentsiaalselt kaitsvate tegurite

kaudu.

Varasemad uuringud on niidanud, et teatud transpordikompleksi komponendid, nagu
huntingtiiniga seonduv valk 1 (HAP1), vdivad kaitsta rakke mHTT toksilisuse eest, soodustades
retrograadset transporti ja stabiliseerides retseptorvalke. Kéesoleva t66 raames uuritakse, kas
diineiini adaptervalgul DYNLRBI1 (diineiini kerge ahel roadblock 1) vdiks olla sarnane
protektiivne moju. DYNLRBI kuulub roadblock domeeniga valkude hulka, mis on seotud
mikrotorukestel pohineva transpordiga, kuid selle voimalikku rolli neurodegeneratsiooni

kulgemisel on seni vdhe uuritud.

Antud bakalaureusetdd iildeesmérk on uurida mHTT moju roti primaarsete kortikaalsete
neuronite elumusele ja aksonaalsele transpordile, vorreldes seda normaalse huntingtiiniga.

Lisaks analiitisitakse, kas DYNLRBI iileekspressioon vdiks leevendada mHTT kahjulikke
8



toimeid. T66 tulemused aitavad kaasa mHTT pohjustatud kahjustuste mehhanismide paremale
mdistmisele ning hindavad diineiini valgukompleksi potentsiaali neurodegeneratiivsete

haiguste ravis.

T66 eksperimentaalne osa viidi 1dbi Tartu Ulikooli Bio- ja siirdemeditsiini instituudi

farmakoloogia osakonnas.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1. Huntingtoni tobi (HD)

1.1.1. HD kliinilised stimptomid ja kulg

Huntingtoni tobi (HD) on autosoom-dominantselt paranduv progresseeruv neurodegeneratiivne
haigus, mida pohjustab CAG-korduste arvu suurenemine H77 geenis (MacDonald et al., 1993).
CAG-trinukleotiid kodeerib aminohapet glutamiin, mistottu viib korduste laienemine
ebanormaalselt pika poliiglutamiiniahela siinteesini huntingtiini (HTT) valgu N-terminaalses
otsas (Zheng ja Diamond, 2012). HD esinemissagedus Euroopas on hinnanguliselt 4-8 inimest

100 000 kohta (Harper, 1992; Morrisson et al., 1995; Peterlin et al., 2009).

HD Kkliiniline pilt hdlmab progresseeruvaid motoorseid hdireid, kognitiivsete ehk tunnetuslike
voimete langust ja psiihhiaatrilisi siimptomeid (Kieburtz et al., 1996; Ross et al., 1997).
Neurodegeneratiivsed muutused algavad tihti juba aastaid enne kliiniliste stimptomite
ilmnemist prodromaalses ehk eelndhulises faasis, mida iseloomustavad kerged motoorsed,
kognitiivsed ja emotsionaalsed kdrvalekalded (Marder et al., 2000). Prodromaalses staadiumis
ilmnevad sageli drrituvus, impulsiivsus, rahutus ja drevus (Paulsen et al., 2001; Walker, 2007).
Haigusele on omased koreaatilised (tahtmatud, tdmblevad) liigutused, mis progresseerudes
hakkavad mdjutama neelamis-, konni- ja kdnevdimet (Kim et al., 2021). Haiguse hilisemates
staadiumites voivad esineda ka muud motoorsed siimptomid, nagu bradiikineesia (liigutuste
aeglustumise), diistoonia (vddrpinge) ja lihasjdikus (Walker, 2007; Rosenblatt et al., 2003;
Kieburtz et al., 1996). Haigusele on iseloomulik ka motoorne impersistentsus ehk suutmatus

sdilitada piisivat lihaskontraktsiooni (Gordon ef al., 2000).

Kognitiivsel tasandil on mdjutatud peamiselt tdidesaatvad funktsioonid, sealhulgas
organiseerimine, planeerimine ja probleemide lahendamine, samas kui pikaajaline mélu on
iildjuhul sdilinud (Paulsen ef al., 1995; Craufurd et al., 2002; Walker 2007). Psiihhiaatrilisest
siimptomitest esinevad kodige sagedamini diisfooria (ebaolek), agiteeritus, drrituvus, apaatia

(osavotmatus) ja drevus (Paulsen et al., 2001; Craufurd et al., 2002).

HD neurodegeneratsioon mojutab kdige tugevamalt juttkeha (corpus striatum) keskmiseid
ogalisi neuroneid (MSN — medium spiny neurons), mille kadu vdib ulatuda kuni 95%-ni
(Halliday et al., 1998; Ross ja Tabrizi, 2011). Lisaks juttkehale on atroofiat ehk kdhetumist
taheldatud ka neokorteksis, talamuses, globus palliduses, subkortikaalses must- ja valgeaines,

subtalaamses tuumas ja véikeajus (Vonsattel, 2008). Juttkeha atrofeerumist on vdimalik
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tuvastada juba prodromaalses staadiumis, samas kui laiem neurodegeneratsioon ilmneb alles

hilisemates staadiumites (Vonsattel, 2008; Tabrizi et al., 2009).

1.1.2. HD molekulaarne geneetika

1993. aastal tuvastati kindel geenimutatsioon, mis HD-d pdhjustab: laienenud CAG-kordused
HTT geeni esimese eksoni kodeerivas alas, 4. kromosoomi lithikeses dlas (4p16.3) (MacDonald

etal., 1993).

HTT geenis olev CAG-korduste arv normaalsetel indiviididel on alla 36, kus kdige sagedamini
jaab see 15-25 vahele (Zheng ja Diamond, 2012). Korduste hulk, mis jdib alla 27, ei ole
haigustekitavad; 27-35 kordust loetakse vahepealseks alaks, mis iseseisvalt haigust ei pohjusta,
kuid voivad olla meioosi ajal ebastabiilsed ja jargmistes pdlvkondades laieneda (Myers, 2004).
Korduste arvu vahemikus 36-39 seostatakse mittetéieliku penetratsuse ehk ekspressiivsusega,
kus haigus avaldub vaid monedel juhtudel (Myers, 2004). Téielik penetrantsus ilmneb tavaliselt

alates 40st CAG-kordusest (Langbehn et al., 2004).

Uuringud on nédidanud tugevat pdordkorrelatsiooni CAG-korduste arvu ja haiguse avaldumise
vanuse vahel: mida rohkem kordusi, seda varasemas eas avalduvad siimptomid (Myers, 2004).
CAG-korduste arvuga >40 seostatakse peaaegu tiielikku penetrantsust 65. eluaastaks
(Langbehn et al. 2004). Samas ei piisa lksi sellest, et tdpselt ennustada, millal haigus
konkreetsel indiviidil algab ning varieeruvus vaib olla suur isegi samade korduste arvu korral
(Myers, 2004). CAG-korduste hulk selgitab ligikaudu 50-70% haiguse avaldumise vanuse
varieeruvusest, iilejddnu on tingitud tdiendavatest geneetilistest ja keskkondlikest teguritest

(Ross ja Tabrizi, 2011; Wexler, 2004).

Uheks mdjutavaks faktoriks on geneetilised modifikaatorid, nagu HAPI (huntingtiiniga
seonduv valk 1; ingl. Huntingtin-Associated Protein 1), GRIK2 ja TCERGI (Li et al., 2007,
Metzger et al., 2008; Taherzadeh-Fard et al., 2009). Niiteks HAP1-geeni varianti M441, kus
on toimunud aminohappeasendus treoniinilt (T441) metioniinile, on seostatud hilisema
avaldumisvanusega (Metzger et al., 2008). M441 suhtes homosiigootsete Euroopa péritolu
patsientide hulgas, kellel oli H7T geenis alla 60 CAG-korduse, lilkkus haiguse avaldumise iga
edasi keskmiselt 8 aastat (Metzger et al., 2008). Samas uuringus niitasid laboratoorsed katsed,
et M441-variant seondub mHTT-ga tugevamini, vihendades selle toksiliste fragmentide teket

ja kaitstes neuroneid kahjuliku toime eest (Metzger et al., 2008).
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1.1.3. HD terapeutilised voimalused

Olenemata laiaulatuslikest uuringutest, ei ole siiani iihtegi efektiivset HD-d modifitseerivat
ravimeetodit avastatud. Seetdttu on HD ravi valdavalt siimptomaatiline, keskendudes
haigusndhtude leevendamisele ja patsiendi elukvaliteedi parandamisele (Kim ef al., 2021; Ross
ja Tabrizi, 2011). Enamik kasutusel olevatest ravimitest pdhinevad kliinilistel kogemustel ja
tahelepanekutel, mitte ulatuslikel uuringutel (Adam ja Jankovic 2008; Bonelli ja Hofmann,
2007; Priller et al., 2008).

Koreat ehk tahtmatuid tdmblevaid liigutusi, pdhjustab GABA-ergiliste MSN-ide kadu, mille
tulemuseks on hiiperkineetiline seisund (Kim ef al., 2021). Koreaatiliste sliimptomite
leevendamiseks kasutatakse dopamiini taset langetavaid ravimeid, et vihendada dopamiini
vahendatud basaalganglionide aktivatsiooni v4i disinhibitsiooni (Wyant et al., 2017). Seni on
heakskiidu saanud kaks ravimit (tetrabensaiin ja deutetrabensaiin), mis mdlemad vidhendavad
dopaminergilist neuroiilekannet (Potkin ja Potkin, 2018; Frank, 2014). Vajadusel kasutatakse
ka antipsiihhootikume, nagu haloperidool ja kvetiapiin, ning muid dopamiini retseptorite
antagoniste, kuigi nende tohusus ja talutavus on patsientide 1dikes varieeruvad (Adam ja
Jankovic, 2008; Wyant et al., 2017). Muude HD motoorsete siimptomite ravivdimalused on

oluliselt piiratumad (Wyant et al., 2017).

Kognitiivsete héirete vastu seni tohus farmakoloogiline ravi puudub; dementsusevastaste
ravimite, nagu atsetiililkoliinesteraasi inhibiitorite kasutamine ei ole andnud HD puhul veenvaid
tulemusi (Adam ja Jankovic, 2008; Kim et al., 2021). Psiihhiaatriliste siimptomite késitlemisel
rakendatakse vastavalt vajadusele tavapéraseid psithhofarmakone, sealhulgas antidepressante,

antipsiihhootikume ja anksioliilitikume (Adam ja Jankovic, 2008).

Siiski ei peata siimptomaatiline ravi haiguse progresseerumist. Praegu puuduvad
teraapiavoimalused, mis suudaksid pidurdada HD neurodegeneratsiooni vdi muuta oluliselt
haiguse loomulikku kulgu (Carroll et al., 2015 ; Kim et al., 2021). Seetdttu on oluline jéitkata

HD ja selle patogeneesi pdhimehhanismide uurimist.

1.2. HTT valk

1.2.1. HTT struktuur ja paiknemine

Huntingtiin (HTT) on 348 kDa suurune tsiitoplasmaatiline valk, mida kodeerib H7TT geen

(MacDonald et al., 1993; DiFiglia et al., 1995). HTT koosneb 3144 aminohappest ning sisaldab

N- ja C- terminaalseid o-helikaalseid korduvaid HEAT-domeene (huntingtiin,
12



elongatsioonifaktor 3, proteiinfosfataas 2A ja TORI1; ingl. Huntingtin, Elongation Factor 3,
Protein Phosphatase 24, TOR1; joonis 1), mis on omavahel seotud a-helikaalse silla domeeniga

(Ross ja Tabrizi, 2011; Guo et al., 2018).

HTT N-terminaalsele alale jdrgneb poliiglutamiini (polyQ) jérjestus, mis algab 18.
aminohappepositsioonist ning sisaldab 9-35 CAG-kordust (Saudou ja Humbert, 2016).
Imetajatel jargneb polyQ-le proliinirikas ala (PRR — proline-rich region), mis on tdendoliselt
oluline valk-valk interaktsioonide vahendamiseks (Harjes ja Wanker, 2003; Saudou ja
Humbert, 2016). Keskosas paiknevad korduvad HEAT-domeenid, mis on samuti olulised valk-
valk interaktsioonideks, ning vdivad moodustada superhelikaalse solenoidi-laadse struktuuri,
mis vahendavad inter- ja intramolekulaarseid interaktsioone ja HTT toimimist rakusisese

adapterina (Li et al., 2006; Saudou ja Humbert, 2016; Palidwor et al., 2009).

N fuleovaPre ol v [l 2 |l +o || s+ s ©

i A7 40 78 167 586 2397 3144

I kalpaiini/kaspaasi loikekohad I tuuma ekspordi signaal

Joonis 1. Huntingtiini valgu struktuurne iilevaade. N-terminaalne ala (1-17), millele
jérgnevad poliiglutamiini jirjestus (polyQ) ning proliini rikas ala (PRR). Keskosas paiknevad
neli HEAT-korduste domeeni (H1-H4). C-terminaalse otsa 1dhedal asub leutsiinirikas tuuma
ekspordi signaal (NES). Huntingtiin on modifitseeritav ja Idhustatav mitmes kohas, sealhulgas
kaspaas-6 poolt ldikekohas D586. (Ananbeh et al., 2021, kohandatud)

HTT C-terminaalses alas asub leutsiinirikas aktiivne tuuma ekspordi signaal (NES — ingl.
Nuclear Export Signal; joonis 1) ja N-terminaalses alas tuuma siirdumise jarjestus (NLS — ing]l.
Nuclear Localization Signal) (Schulte ja Littleton, 2011; Desmond et al., 2012; Ananbeh et al.,
2022). Lisaks leidub valgu erinevates piirtkondades mitmeid posttranslatsiooniliste
modifikatsioonide saite, sealhulgas fosforiiiilimise, atsetiileerimise, sumoiileerimise,
ubikvitiniileerimise ja palmitotileerimise saidid, mis mdjutavad HTT aktiivsust, lokaliseerumist

ja stabiilsust (Sadou ja Humbert, 2016; Ross ja Tabrizi, 2011; Yanai et al., 2006).

HTT on evolutsiooniliselt konserveerunud ja ekspresseeritud kogu kehas, olles eriti rohkelt
esindatud kesknérvisiisteemis ja testistes (Ferrante et al., 1997; Li et al., 1993; DiFiglia et al.,
1995). Rakulisel tasandil paikneb HTT peamiselt tsiitoplasmas, kuid teda leidub ka rakutuumas
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ja erinevates organellides, sealhulgas endoplasmaatilises retiikulumis, Golgi kompleksis,
mitokondrites, endosoomides ja siinaptilistes vesiikulites (DiFiglia et al., 1995; Cattaneo et al.,
2005; Saudou ja Humbert, 2016). HTT lokaliseerumine on diinaamiline ning sdltub tema

interaktsioonidest teiste valkudega ja rakulistest tingimustest (Schulte ja Littleton, 2011).

1.2.2. HTT rakusisesed rollid

HTT rakusisene roll on mitmekesine ja tihedalt seotud neuronite elumuse, arengu ja talitlusega.
Tal on oluline roll mikrotorukeste vahendatud organellide ja valkude transpordis, kus ta toimib
adaptervalguna mootorvalkude, nagu diineiin, kinesiin, ja nende koormate vahel (Schulte ja
Littleton, 2011; Saudou ja Humbert, 2016). Neuronites osaleb HTT niiteks kasvufaktor
BDNF-i (tserebraalne neurotroofne faktor; ingl. Brain-Derived Neurotrophic Factor),
autofagosoomide, liisosoomide ja endosoomide suunatud transpordis (Gauthier et al., 2004,
Wong ja Holzbaur, 2014; Caviston et al., 2011; Liot et al., 2013). Lisaks seondub HTT
Rab8/optineuriin/miiosiin VI kompleksiga ja reguleerib seeldbi transporti aktiinifilamentidel,
voimaldades sellega sujuvat koordinatsiooni erinevate tsiitoskeleti komponentide vahel (Farber

et al., 1998; Hattula ja Perdnen et al., 2000; Sahlender et al., 2005; Prowse et al., 2025).

HTT osaleb mRNA-de transpordis ja stabiliseerimises, seondudes nende kompleksidega ning
interakteerudes RNA-ga seonduvate valkudega (Catteneo et al., 2005; Prowse et al., 2025).
HTT osaleb neoronispetsiifiliste NRSF-reguleeritud geenide, sealhulgas BDNF-i,
transkriptsiooni regulatsioonis (Zuccato et al., 2003, 2001; Saudou ja Humbert, 2016).
Regulatsioon toimub seostudes REST/NRSF-iga (ingl. Repressor Element-1 Silencing
Transcription Factor / Neuron-Restrictive Silencer Factor), mis takistab selle seondumist
RE1/NRSE-ga (REl - ingl. Neuron-Restrictive Silencer Element; NRSE) ja tuuma
korepressorkompleksi moodustumist (Zuccato et al., 2001; Saudou ja Humbert, 2016). Selle
mehhanismiga toetab HTT lisaks BDNF-i siinteesile ka neuronite arengut, siinaptilist aktiivsust
ja plastilisust, mistdttu on selle funktsiooni hdirumine seotud mitmete HD patofiisioloogiliste

tunnustega (Chao, 2003; Binder ja Scharfman, 2004; Zuccato ja Cattaneo, 2007).

Stinaptilisel tasemel osaleb HTT neurotilekandes, interakteerudes ekso- ja endotsiitoosi jaoks
vajalike tsiitoskeleti ja vesiikulvalkudega (Smith et al., 2005; Cattaneo et al., 2005). Niiteks
osaleb HTT NMDA (N-metiiiil-D-aspartaadi) retseptorite regulatsioonis seondudes PSD-95
(post siinaptiline tiheduse valk 95; ingl. Post Synaptic Density Protein 95) valguga, mis mojutab

neurotoksilisust, stinaptilist plastilisust ja signalisatsiooni (Sun et al., 2001).
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Lisaks sellele, et HTT toetab neuronaalset funktsiooni, on ta oluline ka nende elumuse
tagamisel. HTT omab tugevat antiapopootilist toimet, kaitstes rakke erinevate apoptootiliste
stiimulite eest ja pérssides kaspaas-9 aktivatsiooni, mis hoiab dra ka kaspaas-3 aktivatsiooni

ning DNA fragmenteerumist (Dragatsis et al., 2000; Rigamonti et al., 2000).

Katsetega on ndidatud, et Ht”~ hiire embriiod on eluvdimetud ning surevad pregastrulatsiooni
staadiumis, mis viitab HTT olulisusele embriionaalses arengus (Copp, 1995; Duyao et al.,
1995; Zeitlin et al., 1995). Haplodefitsiitsetel Htt- hiirtel esinevad ajustruktuuride
arenguhiired, motoorika puudulikkus ja neurogeneesi hdired, mis nditab, et HTT on vajalik nii
aju struktuurseks viljakujunemiseks, kui ka hilisemaks funktsioneerimiseks (White et al., 1997;
Reiner et al., 2003; Cattaneo et al., 2005). Mitmetes mudelorganismides ja rakulistes katsetes
on ndidatud, et metsiktiiiipi HTT tileekspressioon suurendab neuronite elumust ning kaitseb
mHTT poolt pohjustatud neorotoksiliste toimete eest (Rigamonti et al., 2000; Zuccato ja
Cattaneo, 2007). See tdestab, et HD patogeneesis méngib lisaks mHTT toksilisele toimele
olulist rolli ka normaalse HTT funktsiooni osaline voi tdielik kadu (Cattanco et al., 2005;

Schulte ja Littleton, 2011).

1.2.3. Mutantne HTT

PolyQ laienemine H7T geenis pdhjustab huntingtiini (HTT) valgus ulatuslikke stuktuurseid ja
konformatsioonilisi muutuseid, mis on votmetdhtsusega HD patogeneesis (Ross ja Tabrizi,
2011). PolyQ jérjestuse ekspansiooni tottu siinteesitud mutantne HTT siilitab kiill mitmed
normaalse HTT struktuursed tunnused, kuid kordustest tingitud muutused nii valgu primaar-
kui ka korgemajérgulistes struktuurides muudavad selle fiiiisikalis-keemilisi omadusi ning
rakulist kditumist (Taylor et al., 2002; Schaffert et al., 2020; Ananbeh et al., 2021). Oluline roll
on ka N17 domeenil (esimesed 17 aminohapet N-terminaalses alas; joonis 1), mille
posttranslatsioonilised modifikatsioonid, nagu fosforiililimine ja atsetiiiilimine, mdjutavad
mHTT lahustuvust, tuumasiirdumist ja agregatsioonipotentsiaali (Lontay ef al., 2020; Ananbeh
et al., 2021). PolyQ pikenemine suurendab mHTT kalduvust moodustada ebatavalisi
konformatsioone, néiteks B-lehtstruktuure, mis soodustavad valgu agregatsiooni ja fibrillide
teket (Taylor et al., 2002; Grima et al., 2017; Schaffert et al., 2020). Kuigi mHTT-s on HEAT-
kordused séilinud, vdib poliiQ ekspansioon muuta nende ruumilist asetust, mojutada seeldbi
tema interaktsioone mootorvalkude ja teiste rakukomponentide vahel (Jung et al., 2020;

Ananbeh et al., 2021).
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Struktuurimuutuste tdttu on mHTT vastuvotlikum proteoliiiitilisele 10hustumisele, ehkki tal
sdilivad samad proteoliiiitiised saidid nagu normaalsel HTT-l (joonis 1), ning polyQ
pikenemine destabiliseerib valku, soodustades patoloogiliste fragmentide teket ja
agregeerumist (Saudou ja Humbert, 2016; Warby et al., 2008; Ananbeh et al., 2021). NLS-i
sisaldavad fragmendid akumuleeruvad rakutuumadesse, samas kui normaalne HTT paigutub

peamiselt tsiitoplasmasse (DiFiglia et al., 1995; Peters et al., 1999; Ananbeh et al., 2021).

Lisaks hdirib mHTT tuuma ja tsiitoplasma vahelise transpordi regulatsiooni, interakteerudes
tuumapoorikompleksi (NPC) komponentidega, nditeks RanGAP1 (ran-GTPaasi aktiveeriv valk
1; ingl. Ran GTPase-Activating Protein 1) ja NUP62-ga (nukleoporiin 62; ingl. Nucleoporin
62), mis omakorda kahjustab tuumamembraani struktuuri ning pdhjustab NPC komponentide
agregatsiooni (Suhr et al., 2001; Hosp et al., 2015; Grima et al., 2017). Need muutused
soodustavad valgu akumuleerumist tuuma ja mojutavad seega raku funktsiooni mitmel tasandil

(Ananbeh et al., 2021; Grima et al., 2017).

mHTT patogeneetilise moju hulka kuulub ka védhenenud seondumine huntingtiiniga
interakteeruva valgu 1-ga (HIP1 — ingl. Huntingtin Interacting Protein 1), mille tagajirjel saab
vabanenud HIP1 moodustada komplekse HIPPI-ga (HIPPI — ingl. HIPI-Protein Interactor)
(Gervais et al., 2002). HIP1-HIPPI moodustab kompleksi prokaspaaas-8-ga ja kéivitab

apoptootilise rakusurma (Gervais ef al., 2002).

Seega ei muuda mutatsioonid H77T geenis ainult valgu struktuuri, vaid héirivad ka mitmeid

olulisi rakusiseseid radu, homdostaasi ning kdivitavad neurodegeneratiivseid protsesse.

1.3. HD molekulaarsed mehhanismid

1.3.1. Transkriptsiooni diisregulatsioon ja signalisatsioonihdired

Transkriptsiooni diisregulatsioon on HD patogeneesi varajane ja keskne tunnus. Muutusi
geeniekspressioonimustrites, mis on seotud neuronaalsete talitlushiirete ja degeneratsiooniga,
on tdheldatud juba haigue varajastes staadiumites, tihti enne siimptomite avaldumist (Lin ez al.,

2000).

Uks pdhjus nende muutuste tekkes on mHTT akumuleerumine tuuma, mis hiirib

transkriptsioonifaktorite ja koaktivaatorite normaalset seondumist (Wellington et al., 2000;

Dunah et al., 2002; Graham et al., 2006). mHTT interakteerub CREB (cAMP-

reaktsioonielemendiga seonduv valk; ingl. cAMP Response Element-Binding Protein)

seonduva valguga CBP (CREB-i siduv valk; ingl. CREB-Binding Protein), pdhjustades selle
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agregatsiooni ja funktsiooni kaotust, mis viib histoonide hiipoatsetiililimise ja laiaulatuslikku

transkriptsioonirepressioonini (Steffan et al., 2001; Nucifora et al., 2001).

Histoonide hiipoatsetiiiilimist on kirjeldatud HD mudelites ning see néhtus korreleerub
progresseeruva neurodegeneratsiooni ja siimptomite slivenemisega (Steffan er al., 2001).
Histoonide deatsetiilaasi (HDAC) inhibiitorid, nagu naatriumbutiiraat ja SAHA (ingl.
Suberoylanilide Hydroxamic Acid), on olnud tdhusad transkriptsioonihiirete leevendamisel ja
neurodegeneratsiooni aeglustamisel voi pidurdamisel poliiglutamiini haiguste mudelites

(Steffan et al., 2001; Ferrante et al., 2003; Hockly et al., 2003).

mHTT mojutab otseselt ka CREB-signaalirada, vihendades CREB-i fosforiiililimist ja
aktiivsust, mis toob kaasa languse BDNF-i ekspressioonitasemes (Zuccato et al., 2001; Choi et
al., 2009). CREB-i aktiivsuse taastamine, niditeks fosfodiesteraasi (PDE) inhibiitoritega on
ndidanud positiivset mdju neuronite ellujidmisele HD mudelites (Choi ef al., 2009; DeMarch

et al, 2008; Giampa et al., 2009).

Tuumasisese transkriptsioonirepressiooni pohjuseks on ka REST/NRSF, mille aktiivsus kasvab
mHTT olemasolul, pdhjustades neuronispetsiifiliste geenide, sealhulgas BDNF-i,

transkriptsiooni parssimist (Zuccato et al., 2003).

Samuti parsib mHTT transkriptsioonifaktorit SP1 ning vdhendab SP1 ja transkriptsiooni
initsiatsioonifaktori TAFII130 poolt vahendatud dopamiini D2 retseptori geeniekspressiooni
(Dunah et al., 2002). Katsetega on ndidatud, et SP1 ja TAFII130 iileekspressioon vihendab
mHTT-st tulenevat D2 promootori aktiivsuse inhibitsiooni (Dunah et al., 2002). Lisaks takistab
mHTT SP1 seondumist DNA-ga, mis v0ib samuti pdhjustada SP1-reguleeritavate geenide

ekspressioonitaseme langust (Dunah et al., 2002).

mHTT pérsib ka peroksiimaalse proliferaator-aktiveeritud retseptor gamma ko-aktivaator 1-a
(PGC-1la — ingl. Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma Coactivator-1 Alpha)
ekspressiooni (Cui et al., 2006). PGC-1a kontsentratsiooni langus kahjustab mitokondriaalset
biogeneesi ja respiratsiooni, muutes neuronid vastuvotlikumaks metaboolsetele hiiretele (Cui

et al., 2006).

1.3.2. Mitokondriaalne véartalitlus ja oksiidatiivne stress

Mitokondriaalne diisfunktsioon ehk vaértalitlus ja sellest tulenev okstidatiivne stress on HD

patogeneesis keskse tdhtsusega mehhanismid. Neuronid, eriti striataalsed MSN-id, sdltuvad
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tugevalt mitokondriaalsest energiavarustusest, olles seega mitokondriaalsete kahjustuste suhtes

eriti tundlikud (Gu et al., 1996, Tabrizi et al., 2000).

mHTT pdhjustab mitokondriaalset vdartalitlust, hédirides hingamisahela ensiitimide aktiivsust ja
viahendades slinteesitava ATP hulka (Gu et al., 1996; Tabrizi et al., 2000). Lisaks suurendab
mHTT mitokondrite tundlikkust Ca** akumulatsioonile ning soodustab mitokondriaalsete PTP-
de (mPTP — mitokondriaalne lébilaskvuspoor; ingl. Mitochondrial Permeability Transition
Pore) avanemist (Panov et al., 2002). Striataalsed neuronid on eriti haavatavad kaltsiumi
diisregulatsiooni ~ suhtes, mis koos energiapuudusega  suurendab  vdimalikku
degeneratsiooniriski (Gu et al., 1996; Browne et al., 1997; Greene et al., 1996; Bezprozvanny

ja Hayden, 2004).

Energeetilised héired ilmnevad juba HD varajases staadiumis, nagu nditavad
positronemissioontomograafia (PET) uuringud, mille abil on tuvastatud véhenenud gliikoosi
tarbimine ajukoores ja juttkehas ehk striaatumis (Kuwert et al., 1990). Lisaks on striataalsetes
kudedes tidheldatud hingamisahela komplekside II, III ja IV aktiivsuse langust (Gu et al., 1996;
Browne et al., 1997; Quintanilla ja Johnson, 2009).

HD-ga seotud mitokondriaalne kahjustus avaldub ka mtDNA (mitokondriaalne DNA)
vihenemises ja kahjustustes ning struktuurilistes muutustes, sealhulgas kristade lagunemises ja
vdikeste limarate mitokondrite akumuleerumises (Acevedo-Torres et al., 2009; Kim et al.,

2010; Chaturvedi et al., 2009).

Mitokondrid on peamised reaktiivsete hapnikuiithendite (ROS) tootjad rakus, ning
mitokondriaalne vééirtalitlus HD-s suurendab ROS-ide taset, pdhjustades biomolekulide
kahjustusi, nagu lipiidide peroksiidatsioon ja DNA oksiidatiivsed kahjustused (Beal et al., 1993;
Browne et al., 1997; Sorolla et al., 2008).

Spetsiifiline neuronite haavatavus HD-s, eriti striataalsete MSN-ide puhul, voib olla seotud
nende kdrgete metaboolsete vajaduste ja kaltsiumi diisregulatsiooni tundlikkusega (Vonsattel
ja DiFiglia, 1998; Vonsattel et al., 1985). Uuringud on ndidanud, et kui mitokondriaalne Ca?*
puhverdamine on hiiritud, kalduvad striataalsed neuronid mPTP avanemisele ja Ca**

akumulatsioonile (Quintanilla ja Johnson, 2009).

Lisaks péarsib mHTT transkriptsioonifaktori PGC-la funktsiooni, mis on vajalik

mitokondriaalse biogeneesi ja antioksiidatiivse kaitse regulatsiooniks (Cui et al., 2006). PGC-
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la ekspressioonitaseme langus pohjustab vdhenenud ATP-siinteesi ja neuronite

vastupanuvdimet oksiidatiivsele stressile (Gines et al., 2003; Cui et al., 2006).

Varajased metaboolsed hdired on tuvastatavad juba presiimptomaatilistes HD geenikandjates,
olles haiguse varajased biomarkerid ning viidates sellele, et mitokondriaalne véértalitlus voib
olla oluline mehhanism haiguse algatamises (Kuwert et al., 1990; Jenkins et al., 1998; Tabrizi

et al., 2009).

1.4. HTT ja aksonaalne transport

1.4.1. Retrograadne ja anterograadne transport neuronites

Neuronid on tugevalt polariseeritud rakud, mis sdltuvad eluspiisimiseks ja funktsioneerimiseks
keerulistest rakusisestest transpordimehhanismidest, mis vdimaldavad organellide, valkude ja
RNA-de efektiivset liikumist rakukeha ja aksoni tipu vahel (Hirokawa ja Takemura, 2005;
Guillaud et al., 2020). Mikrotorukestel pdhinev transport toimub kahes suunas: anterograadne
transport viib koormad rakukehast aksonaalse terminali poole, retrograadne transport aga

aksonaalsest terminalist rakukeha suunas (Colin ez al.,2008).

Anterograadse transpordi mootorvalkudeks on kinesiinid, mis liigitatakse vastavalt nende
mehhanilistele omadustele kolme perekonda: kinesiin-1, -2 ja -3 (Vale et al., 1985; Gicking et
al., 2022). Kinesiinid seonduvad koormaga kas otse voi adaptervalgu vahendusel ning liiguvad
mikrotorukese pluss-otsa suunas, kandes siinteesitud valke, lipiide ja organelle rakukehast

eemale (Vale et al., 1985; Gicking et al., 2022).

Retrograadset transporti viib 1dbi tsiitoplasmaatiline diineiin, mis tagab koormate liikkumise
mikrotorukeste miinus-otsa suunas (Paschal et al., 1987). Diineiini valgukompleks koosneb
kahest raskest ahelast ja mitmest abivalgust, sealhulgas vaheahelast, kergest vaheahelast ning
kolmest kergest ahelast: LC8, Tctexl ja roadblock 1 (DYNLRBI1 — diineiini kerge ahel
roadblock 1) (Paschal et al., 1987; Vallee et al., 1988; King et al., 1996a; King et al., 1996b;
Nikulina et al., 2004). Mittekataliiiitilised subiihikud, kaasaarvatud DYNLRBI, on olulised
diineiini valgukompleksi struktuuri ja stabiilsuse tagamisel, mis on vajalik, et diineiin saaks

seonduda koormate ja adaptervalkudega (Trokter et al., 2012).

Transpordikomplekside tdpse funktsioneerimise tagavad mitmed adapter- ja scaffolding-
valgud, nagu JIP1, JIP3, diinaktiin, HTT ja HAP1 (HAP1 — huntingtiiniga seonduv valk 1; ingl.
Huntingtin-Associated Protein 1) (Fu ja Holzbaur, 2014; Prowse et al., 2025). HTT vahendab
interaktsioone erinevate mootor- ja adaptervalkude ning rakuorganellide vahel (Prowse et al.,

19



2025). HTT seondub diineiini vaheahelaga ning moodustab koos HAP1 ja teiste
adaptervalkudega komplekse, tagades aksonaalse transpordi spetsiifilisuse ja koordineerituse
(Engelender et al., 1997; Gauthier et al., 2004; Caviston et al., 2007; Colin et al., 2008). HTT-
HAP1 kompleksi kaudu toimub nii retrograadse kui anterograadse transpordi regulatsioon,
kaasates kas kinesiin- v0i diineiinmootoreid ning osaledes erinevate koormate, nagu
amiiloidprekursorvalgu (APP — ingl. Amyloid Precursor Protein), BDNF-i vesiikulite,
mitokondrite, endosoomide ja autofagosoomide transpordis (Colin et al., 2008; Prowse et al.,
2025). HTT on ainulaadne oma vdime poolest vahetada koormat mikrotorukestelt aktiini
filamentide peale, tegutsedes aksonaalses transpordis keskse regulaatorina (Prowse et al.,

2025).

1.4.2. HAP1

Huntingtiniga seonduv valk 1 (HAP1 - ingl. Huntingtin-Associated Protein 1) on iiks
olulisemaid adaptervalke neuronites, mis seondub HTT-ga ning osaleb vesikulaartranspordis,
retseptorite ringluses ja signaaliiilekandes (Li ez al., 1995; Wu ja Zhou, 2009; Zhao et al., 2022).
Oluline on mérkida, et HAP1 seondumisafiinsus sdltub poliiQ jirjestuse pikkusest, scondudes
tugevamini just mutantse HTT-ga (Li et al., 1995; Metzger et al., 2008). Lisaks HTT-le,
seondub HAP1 ka paljude teiste valkudega, sealhulgas KLC (kinesiini kerge ahel; ingl. Kinesin
Light Chain), diinaktiin p1509®d ja inositool-1,4,5-trifosfaadi retseptor 1 (IP3R1) (Engelender
et al., 1997; McGuire et al., 2006; Sheng et al., 2008).

Rakusiseselt paikneb HAPI1 peamiselt neuronite tsiitoplasmas, sealhulgas aksonites ja
dendriitides, kus ta seondub mikrotorukeste, mikrofilamentide ja erinevate membraansete
rakuorganellidega, nagu mitokondrid, tsiitoplasmavorgustik, liisosoomid ja siinaptilised
vesiikulid (Li et al., 2000; Xiang et al., 2014; Gutekunst et al., 1998). HAP1 ja HTT omavad
sarnast rakusisest jaotust, mis viitab nende koostdole rakusiseses transpordis (Li et al., 1998;

Gauthier et al., 2004).

HAPI interakteerub HTT ning mootorvalkudega, nagu kinesiin-1 ja diinaktiini subiihik
p15091ued osaledes seelibi anterograadses ja retrograadses transpordis mikrotorukestel (Deacon
et al., 2003; Gauthier et al., 2004). Seda mehhanismi on kirjeldatud BDNF-i anterograadses
transpordis, mis sdltub otseselt HTT-HAP1-p1509!u¢d kompleksist (Block-Galarza et al., 1997,
Engelender et al., 1997; Li et al., 1995, 1998; Schroer, 1996; Gauthier et al., 2004). HAP1 ja
HTT osalevad kortikaalsetes neuronites ka BDNF-i mRNA transpordis ning hidired selles
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funktsioonis vdivad oluliselt mdjutada BDNF-i kéttesaadavust ja neuronite elumust (Yu et al.,

2018).

Kui HTT voi HAPI1 funktsioon on héiritud, siis aeglustub aksonaalne transport ja sageneb
vesiikulite peatumine, nagu on ndidatud nii HTT kui HAP1 puudulikkusega mudelites
(Gauthier et al., 2004; Twelvetrees et al., 2010). Sarnast mehhanismi on ndidatud HD knock-in
hiiremutelites, mille tulemusel oli kortikaalsetes neuronites BDNF-i vesiikulite transport
aeglustunud ja BDNF-i vabastamine héiritud, viidates sellele, et transportmehhanismide héired

voivad olla iiheks HD patogeneesi aluseks (Yu et al., 2018).

Rakukultuurides on niidatud, et HAPIA isovormi iileekspressioon pdhjustab STB-de (ingl.
Stigmoid Body) teket, mis on tsiitoplasmaatilised, mikrotorukestest moodustunud struktuurid
(Fujinaga et al., 2009; Gauthier et al., 2004). STB-de moodustumine on omane just HAP1A
isovormile, samas kui HAP1B jaotus tsiitoplasmas on hajusam (Gauthier et al., 2004). STB-del
arvatakse olevat kaitsev funktsioon pikenenud polyQ jérjestuse toksilisuse ja apoptoosi

soodustavate omaduste vastu (Fujinaga et al., 2011).

Arvestades, et HAP1 vahendab HTT-ga seotud transpordifunktsioone, vesikulaartransporti ja
kaitseb rakke mHTT toksiliste mdjude eest voib jareldada, et ta on oluline komponent neuronite

eluvdoime ja neuriitide kasvu séilitamisel.
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Too eesmargid

Kiesoleva bakalaureusetod eksperimentaalne osa keskendub mutantse huntingtiini (mHTT)
mojudele primaarses kortikaalses neuronikultuuris, eesmérgiga paremini iseloomustada selle
neurotoksilisust ning hinnata vdimalikke kaitsemehhanisme. Kuigi mHTT-d on varasemates
uuringutes seostatud neuronite elumust ja morfoloogiat kahjustavate protsessidega, ei ole nende
mdjude ulatus ning nende seos rakusiseste transportmehhanismide hdiretega tdiesti selge.
Samuti on ebaselge, kas teatud valkude, sealhulgas diineiini kerget ahelat kodeeriva DYNLRBI
valgu roadblock 1 (DYNLRBI1) iileekspressioon vdiks mHTT-st tulenevat toksilisust

leevendada.

Eelnevates toodes on ndidatud, et mHTT vdib hdirida aksonaalset transporti ja mdjutada
neuronite morfoloogiat, kuid sellest tulenevate aksonite ja dendriitide kahjutuste ulatus ei ole
taielikult selge. Kéesolev t66 seob varasemad teadmised mHTT toksilisusest, et uurida, kas
mHTT mdjutab neuriitide kasvu ning kas DYNLRBI {ileekspressioonil on kaitsev toime mHTT
pohjustatud kahjustuste vastu. Lisaks analiilisitakse, kas DYNLRBI suunamine mitokondrile

FIS1 abil mdjutab selle toimet vorreldes tsilitoplasmaatilise paiknemisega.
T66 raames késitletakse jargmisi uurimiskiisimusi:

1. Millist mdju avaldab mHTT neuronite elumusele ja jitkete kasvule primaarsetes
kortikaalsetes neuronites?

2. Kas DYNLRBI iileekspressioon mojutab neuronite elumust ja kas sellel on kaitsev
toime mHTT pdhjustatud toksilisuse vastu?

3. Kas DYNLRBI suunamine mitokondrile (liites FISI-iga) mdjutab selle toimet

neuronitele?
Bakalaureuset66 eesmirgid on:

1) Kirjeldada mHTT mdju neuronite elumusele ja jitkete kasvule roti primaarses kortikaalses

neuronikultuuris.

2) Hinnata DYNLRBI iileekspressiooni vdimalikku kaitsvat toimet mHTT indutseeritud

toksilisuse vastu.

3) Selgitada, kas mitokondrile suunatud DYNLRBI erineb oma mdjus tslitoplasmaatilisest
DYNLRB]I-st.
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2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Primaarsete kortikaalsete neuronite isoleerimine ja kultiveerimine

Roti kortikaalsete neuronite primaarkultuurid valmistas kogenud laboritehnik. Neuronid
isoleeriti Wistar rottide suurajukoorest, kasutades kuni P2 (48 tundi pérast siindi) vanuseid
loomi. Kultuuri tegemisel kasutavate katseloomade arv varieerus sodltuvalt kittesaadavusest;
orienteeruvalt kasutati viie looma ajusid 100 ml rakususpensiooni valmistamiseks tihedusega

0,5 x 10° rakku/ml] kohta.

Enne dissektsiooni steriliseeriti katteklaasid eetri ja etanooli (1:1) segus leotamise ja leegis
poletamisega. Seejérel kaeti need 0,01% polii-D-liisiiniga (PDL) vdhemalt tunniks ajaks ja
loputati bidestilleeritud veega. Petri tassid (35mm ldbimdddu ja @ 15mm klaasist keskosaga

konfokaaltassid) kaeti PDL-iga vihemalt 30 minutiks ja jéeti kuivama.
Kortikaalsete neuronite isoleerimiseks suurajukoorest valmistati jargmised lahused:

1. Krebs’i lahus: 3,945 g NaCl (135 mM), 0,1865 g KCI (5 mM), 0,027 g KH2POs (0,5
mM), 0,1235 g MgSOa4-7H20 (1 mM), 2,38 g HEPES (20 mM), 1,3 g gliikoosi 500 ml
destilleeritud vees; pH viidi NaOH-d kasutades 7,4 juurde. Lahus steriliseeriti 1dbi 0,2
um filtri ja séilitati 4 °C juures.

2. Magneesiumsulfaatlahus: 3,82 g MgSO4-7H.O 100 ml destilleeritud vees. Lahus
steriliseeriti 1dbi 0,2 pum filtri ja séilitati 4 °C juures.

3. Kaltsiumkloriidlahus: 0,18 g CaClz:2H>0 100 ml destilleeritud vees. Lahus steriliseeriti
1dbi 0,2 pm filtri ja séilitati 4 °C juures.

Nende baasil valmistati samal paeval viis to6tluslahust (markeeritud A—E), mille komponendid

on toodud Tabelis 1.

Eelnevalt eutaniseeritud (dekapitatsioon) rotipoegade ajude dissektsioon viidi 1dbi
laminaarkapis (Jouan MSC.12 G3 2XE; II klassi bioloogiline ohutus) steriilsetes tingimustes.
Pérast suurajude eemaldamist, asetati need esimesse dissektsioonindusse koos jédkiilma A-
lahusega. Ajukoored eraldati A-lahusega niisutatud filtripaberi peal ja tdsteti teise A-lahusega
dissektsioonindusse. Ajukoored puhastati visuaalse kontrolli all, eemaldati dhuke
veresoonterikas aju parenhiiiimi kattev pehmekelme (pia mater) ja siirdati kolmandasse A-
lahusega dissektsioonindusse. Seejirel tiikeldati korteks koeviilutaja (Mcllwain™) abil 400
um suurusteks tiikkideks ning viidi 50 ml steriilsesse Falcon-tuubi, tdites see A-lahusega 10
milliliitrini. Tuubi sisu loksutati drnalt ja tsentrifuugiti 1-2 minuti viltel 167,7 x g.
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Tabel 1. Kortikaalsete neuronite isoleerimiseks kasutatud lahused

Lahuse téhis Lahusekomponendid Kogus

A Krebs’i lahus 100 ml
BSA (veise seerumalbumiin) 03¢g
Magneesiumsulfaatlahus 0,3 ml

B Lahus A 12,5 ml
Triipsiin 10 mg

C Lahus A 15 ml
Triipsiini inhibiitor 7,8 mg
DNaas 1,2 mg
Magneesiumsulfaatlahus 0,15 ml

D Lahus A 10,5 ml
Lahus C 2 ml

E Lahus A 12,5 ml
Magneesiumsulfaatlahus 0,1 ml
Kaltsiumkloriidlahus 0,1 ml

Pérast supernatandi eemaldamist lisati 10 ml B-lahust ja inkubeeriti 10 minutit 37 °C veevannis
(Grant GD100). Seejérel lisati 10 ml lahust D, millele jargnes teine tsentrifuugimine 3,5 minuti
jooksul 241,3 xg juures. Supernatant eemaldati ning sade resuspendeeriti 5 ml-s C-lahuses.
Rakumass homogeniseeriti klaaspipetiga ning suspensioon jieti 5 minutiks toatemperatuuril
seisma ning saadud supernatant koguti uude Falcon-tuubi. Tritureerimist korrati iilejadnud

sademega, kasutades kuni 5 ml C-lahust. Saadud supernatant viidi eelmisega kokku.

Rakumass lahjendati E-lahusega (1:1), segati ettevaatlikult ning tsentrifuugiti 5 minutit 167,7—
202,8 xg juures. Rakud suspendeeriti 50 ml eelsoojendatud 1x Neurobasal-A Mediumis™
(Thermo Fisher Scientific), millele oli lisaud 10% veise loote seerumit (FBS — ingl. Fetal
Bovine Serum), B-27™ (Thermo Fisher Scientific) lisand (optimeeritud seerumivaba lisand,
mis toetab nérvirakkude eluvdimet ja kasvu), 20 mM L-glutamiini (GlutaMAX™) ja 1 ml

gentamiitsiini.

Lopliku rakususpensiooni tihedus maédrati Biirkeri hemotsiitomeetria loenduskambris, kus
rakutiheduse madramiseks kasutati valemit x x 500 x 1000 (x — kambris loendatud rakkude

arv), ning lahjendati seejérel kontsentratsioonini 0,5 x 10° rakku/ml kohta. Igale eelnevalt PDL-
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iga t6odeldud ja stigavkiilmas séilitatud Petri tassile kiilvati 2 ml rakususpensiooni, et tagada
rakkude adhesioon substraadile. Ligikaudu 2-3 tundi pérast kiilvamist, kui rakud olid

substraadile kinnitunud, vahetati kasvukeskkonda.

Rakukultuure kasvatati 37 °C juures, 5,0% CO: ja 0% suhtelise dhuniiskusega inkubaatoris
(New Brunswick Galaxy 170R). Kasvukeskkonnana kasutati 1x Neurobasal-A Mediumi,
millele oli lisatud B-27 lisand, GlutaMAX ning 10% FBS-i. Lahus ei sisaldanud L-glutamiini

ega fenoolpunast.

2.2.2. Primaarsete kortikaalsete neuronite transfektsioon

Primaarsete kortikaalsete neuronite transfektsioon viidi enamasti li&bi kolmandal
kultiveerimispédeval (DIV3), kasutades Lipofectamine™ 2000 (Thermo Fisher Scientific)
vahendatud DNA viimist rakku. Koik protseduurid teostati eelnevalt UV-steriliseeritud
laminaarkapis (Thermo Scientific MSC-Advantage™ v4i Jouan, MSC.12 G3 2XE), kus koik

vajalikud vahendid ja reagendid olid desinfitseeritud, et tagada steriilsed tingimused.

Transfektsioonisegude ettevalmistamiseks kasutati Opti-MEM™ (Thermo Fisher Scientific)
Reduced Serum Mediumi, mille abil viidi 1dbi Lipofectamine’i ja DNA lahjendused.
Lipofectamine 2000 segati lithidalt vorteksil enne kasutamist. Iga eksperimentaalse rithma
jaoks valmistati individuaalsed 0,5 ml Eppendorfi tuubid, kuhu lisati katseskeemist tuleneva
protokolli alusel eelnevalt méédratud koguses Opti-MEM-i ja plasmiidset-DNA-d. Lisaks
valmistati MasterMix, mis sisaldas katserithmade iihiseid komponente, sealhulgas
neuronispetsiifilist fluorestsentsmarkerit, Lipofectamine'i ja Opti-MEM-i. Transfekteeritud
neuronite tuvastamiseks kasutati fluorestseeruvaid reporterplasmide: pAAV-hSyn-RFP (RFP;
ergastuslainepikkus ~555nm, emissioon ~584nm) ja pAAV-hSynl-mNeonGreen

(mNeonGreen; ergastuslainepikkus ~506 nm, emissioon ~517 nm).

Kasutatud plasmiidid on toodud Tabelis 2. Plasmiidide, markerite ja Lipofectamine’i
proportsioonid varieerusid soltuvalt katsegrupist ning pdhinesid eelnevalt optimeeritud

transfektsiooniskeemidel (Tabel 3).

Pérast komponentide segamist inkubeeriti Eppendorfi tuubides olevaid transfektsioonisegusid
15 minutit toatemperatuuril, et vdimaldada Lipofectamine-DNA komplekside moodustumist.

Seejérel lisati igasse tuubi vordne kogus MasterMix'i ning inkubeeriti taas 10-25 minutit.
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Tabel 2. Kortikaalsete neuronite transfektsioonil kasutatud plasmiidid

Plasmiid Kirjeldus Konstruk- Kasutus Piritolu, viide
tsioon
pHM6-Q23 Huntingtiin 23 HA-mirgis, | HTT ekspressioon | Addgene
CAG-kordusega | Q23 neuronites #40263
pHM6-Q74 Huntingtiin HA-mirgis, | mHTT Addgene
(mutantne) 74 Q74 ekspressioon #40264
CAG-kordusega neuronites
FIS1- FIS1-ga FIS1- Roadblock 1 Stinteetiline
DYNLRBI1 mitokondri DYNLRBI1 protektiivse moju geen
membraanile testimine (Thermo)
suunatud
DYNLRBI
DYNLRBI1 Inimese diineiini | Myc-DDK Roadblock 1 Origene
kerge ahel, méargis protektiivse mdju | RC200051
(roadblock 1) testimine
pcDNA3-VN | Kontrollplasmiid, | pcDNA Tiihi vektor DNA | Kingitus Dr
mis kodeerib backbone koguse T.- F. Tsai'lt
mitte- tasakaalustamiseks
fluorestseeruvat
Venus-konstrukti
PAAV-hSyn- | Neuronispetsiifi- | Inimese Neuronite Addgene
RFP line RFP marker | siinapsiini visualiseerimine #22907
promootor (Edward
(hSyn), Callaway)
DsRed-
Express
PAAV-hSynl- | Neuronispetsiifi- | hSynl Neuronite Addgene
mNeonGreen | line mNeonGreen | promootor, visualiseerimine #99135
marker mNeonGreen (Viviana
Gradinaru)
Transfektsiooni ldbiviimiseks toodi rakukultuurid inkubaatorist laminaari, eemaldati

ettevaatlikult sootmekeskkond, viltides rakkude eemaldamist nou keskelt, kuhu neuronid olid

kinnitunud, ning lisati kiiresti eelvalmistatud transfektsioonisegud, véltimaks rakkude

kuivamist. Koekultuuritassid asetati koheselt tagasi inkubaatorisse (37 °C, 5,0% CO-), kus neid

inkubeeriti 2,5 kuni 3 tundi.

Pérast inkubatsiooniperioodi lisati igale kultuurindule 2 ml eelsoojendatud Neurobasal-A

Mediumi, mis sisaldas B-27 lisandit ja GlutaMAX-i, et toetada neuronite edasist kasvamist ja

elujoulisust. Kultuure kasvatati edasi standardsetes tingimustes (37 °C, 5,0% CO-), kuni viidi

14bi edasised analuiisid.
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Tabel 3. Transfektsiooniskeemid

Grupp HTT konstrukt Koekspresseeritud Fluorestsents- Mirkused
vektor marker

1 pHM6-Q23 pcDNA3-VN pAAV-hSyn-RFP HTT kontroll

2 pHM6-Q74 pcDNA3-VN pAAV-hSyn-RFP  mHTT kontroll

3 pHM6-Q23 FIS1I-DYNLRBI1 pAAV-hSyn-RFP HTT + roadblock 1

4 pHM6-Q74 FISI-DYNLRBI1 pAAV-hSyn-RFP  mHTT + roadblock 1

5 pHM6-Q23 DYNLRBI1 pAAV-hSyn-RFP HTT + roadblock 1

6 pHM6-Q74 DYNLRBI1 pAAV-hSyn-RFP  mHTT + roadblock 1

7 pHM6-Q23 B pAAV-hSynl- HTT" "neuronaalj atkete

mNeonGreen analiiiis

JEETE e

9 pHM6-Q23 B DAAV-hSyn-REP i"g;l;iﬁr;euronaalj atkete
mHTT neuronaal-

10 pHM6-Q74 - PAAV-hSyn-RFP  jstkete analiiis

2.2.3. Kortikaalsete neuronite elumuse analiiis

Transfekteeritud primaarsete kortikaalsete neuronite elumust hinnati fluorestsentsmikroskoopia
abil, ldhtudes neuronite morfoloogilistest tunnustest ja fluorestsentsmarkeri ekspressioonist.
Eluvdimelisteks loeti neuronid, millel oli iimar vdi ovaalne, ilma fragmentatiivsete tunnusteta
rakukeha (joonis 2A), ning millel oli selgelt tuvastatav fluorestsentsmérgis (RFP vdi GFP).
Elusrakkude hulka ei arvatud fragmenteerunud, kondenseerunud v&i muul viisil kahjustatud

neuroneid (joonis 2B).

Mikroskoopiline hindamine viidi 1&bi fluorestsentsmikroskoobiga Olympus 1X70. Objektiivi
valik soltus rakukultuuri tihedusest: kasutati kas 40% voi 20x objektiivi, vajadusel koos 1,5x

lisasuurendusega. RFP v3i GFP fluorestsentsfilter valiti vastavalt ekspresseeritud markerile.

Neuronite loendamisel kasutati jirgmist skeemi (joonis 2): iga koekultuuritassi kohta loendati
manuaalselt mikroskoobi all kokku koik elujdulised neuronid 50-s vaatevéljas. Loendust

alustati koekultuuri tassi lilemisest servast ja liiguti horisontaalselt jirjestikuste vaatevéljade
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kaupa teise servani, pdordudes seejirel allapoole jairgmisesse ritta ja korrates litkumismustrit,
kuni 50 vaatevilja kohta olid andmed kogutud. Selline trajektoor tagas pinna iihtlase katvuse ja

minimeeris valikupdhist kallutatust.

A. Eluvdimeline neuron
B. Kahjustunud neuron

Joonis 2. Transfekteeritud primaarsete kortikaalsete neuronite elumuse analiiiis. (A)
Fluorestsentsmikroskoopia pilt eluvdoimelisest neuronist (fluorestsentsmarker RFP), millel on
selgelt tuvastatav degeneratiivsete tunnusteta rakukeha ja jétked. (B) Kahjustunud neuron, mille
rakukeha on fragmenteerunud ja fluorestsentssignaal ndorgenenud. Keskel: koekultuuri tassil
loendati kokku 50-s vaateviljas olevad eluvdimelised neuronid, liikudes siksakilise mustri
alusel iihest servast teise (nool), et viltida valikupdhist kallutatust ja tagada kultuuri tildine
esindatus. Mootloik: 50 um.

Tulemused esitati iga katsegrupi kohta kui eluvdimeliste neuronite keskmine iihe tassi kohta +
standardhdlve (SEM). Elumuse analiiiisi katsed viidi l4bi kahes sdltumatus katseseerias, kus iga
katsegrupp sisaldas nelja erinevat kultuuritassi. Analiiiisid teostati igale katseriihmale eraldi,
ning statistiline vordlus viidi 1dbi vastavalt alajaotuses 2.2.5 kirjeldatud statistilistele

meetoditele.
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2.2.4. Neuronaaljitkete analiilis

Neuronaaljitkete analiilisi eesmérgiks oli hinnata normaalse ja mutantse HTT moju primaarsete
kortikaalsete neuronite jatkete arengule. Selleks médrati kvantitatiivselt jatkete ja eluvdimeliste
neuronite arvu suhe, mis kajastab keskmist jatkete hulka {ihe neuroni kohta (neurites per

neuron).

Analiitis tugines eelnevalt fluorestsentsmikroskoopia abil jaddvustatud piltidele, mis olid tehtud
Olympus DP75 kaameraga varustatud mikroskoobiga Olympus IX70, kasutades olenevalt
rakukultuuri tihedusele kas 20x voi 40x objektiivi, vajadusel koos 1,5x lisasuurendusega. 40x
objektiivi kasutati juhul, kui 30x suurendusega oli vaateviljades olevate neuronite hulk 10 vai
enam. Neuronite mérgistamiseks kasutati neuronispetsiifilisi fluorestsentsmarkereid pAAV-

hSyn-RFP vdi pAAV-hSynl-mNeonGreen (Tabel 2).

Igast koekultuuritassist jaddvustati 10 vaatevélja, mida hiljem kasutati kvantitatiivsete andmete
kogumiseks. Pildistamine algas horisontaalsuunas koekultuuri tassi vasakust servast, litkudes
paremale. Vaateviljade vahel liigutati mikroskoobi preparaadilauda ebaregulaarse, juhuslikult
valitud vahemaa vdrra, kuni oli kokku pildistatud vaatevéljadest 10 fotot. Juhul, kui moned
vaatevéljad tuli analiilisist vélja jétta, nditeks ebaiihtlase voi horeda kultuuri korral, jatkati

vajadusel andmete kogumist ka vertikaalsuunas iilevalt alla.

Pildito6tlus ja kvantitatiivne analiiiis viidi 14bi ImageJ tarkvara abil. Kdigepealt korrigeeriti
kontrastsust ja heledust, et kdik struktuursed osad oleksid néhtavad. Seejérel lisati igale pildile
kaks horisontaalset joont, mis jagasid vaatevélja kolmeks osaks (joonis 3). Kdik neuronid, mille
rakukeha oli pildil selgelt jélgitav ja ilma degeneratiivsete tunnusteta, loendati manuaalselt.
Jatkete kvantifitseerimiseks loendati kokku kdik punktid, kus oli toimunud jétkete 16ikumine
eelnevalt joonistatud horisontaalsete joontega. Selline lihenemine voimaldas tagada objektiivse

ja korratava jétkete arvu hindamise.

Iga pildi kohta arvutati kahe véartuse suhe: horisontaaljoontega 16ikumised (mis kaudselt nditab
jatkete hulka) jagatuna kdigi pildil olevate eluvdimeliste neuronite arvuga. Kuna andmeid ei
kogutud iiksikrakkude, vaid vaateviljade kaupa, kisitleti igat pilti ithe andmepunktina.
Loplikud tulemused arvutati koekultuuritassi tasemel, vottes 10 vaatevilja keskmise. See
vOimaldas igat tassi késitleda iihe soltumatu modtmisiiksusena (n = tass), mis vélistas samas
tassis esinevate ruumiliste erinevuste mdju ning voimaldas tulemusi statistiliselt vorrelda

sOltumatute replikatsioonidena.
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Joonis 3. Neuronaaljitkete analiiiisiks kasutatud metoodika. Fluorestsentsmikroskoopia
pilt primaarsetest kortikaalsetest neuronitest (markeriks mNeonGreen), millele on lisatud kaks
valget horisontaalset joont, et jagada vaatevili kolmeks osaks. Horisontaaljooned paigutati pildi
keskele nii, et lilemise joone kaugus (ithikuks 1 piksel) pildi iilemisest servast oleks vordne
alumise joone kaugusest pildi alumisest servast. Neuronite rakukehad loendati kogu vaatevilja
ulatuses, samas kui jdtkete puhul loendati punktid, kus toimus alumise voi iilemise
horisontaaljoonega 16ikumine. Mootloik: 50 um.

Esmalt viidi 1&bi kolm sdltumatut katset, kus igas katsegrupis oli vdhemalt 4 neuronaalset
koekultuuritassi. Kogutud andmete pdhjal teostati esmane statistiline analiiiis, millest ilmnes,
et saadud tulemused olid vastuolus samas laboris varem labiviidud katsete, mistottu otsustati
katset korrata mitmes tdiendavas korduses. Lopuks teostati neuronaaljéitkete kasvu analiilis

kuue erineva katsekorduse kdigus kogutud andmete pdhjal.

2.2.5. Andmetootlus ja statistiline analiitlis

Statistiline analiiiis viidi ldbi GraphPad Prism 10 tarkvaraga. Toorandmed koguti ja salvestati
tabelarvutusprogrammi Microsoft Excel (16.89.1), kus teostati esmane arvutuslik kokkuvote:
keskvédrtused, mediaanid, standardvead (SE), varieeruvuskoefitsiendid (CV%) ning andmete

esindatus koekultuuritassi tasemel. Tulemuste normaliseerimiseks jagati iga kultuuritassi
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védrtus vastava eksperimendi Q23 kontrollgrupi keskmise véértusega. Kdik andmed on esitatud

kujul keskviirtus + SEM.

Andmete normaaljaotuse kontrollimiseks kasutati D’ Agostino-Pearsoni omnibus testi. Kahe
grupi dispersioonide vordsust hinnati F-testiga ning rohkem kui kahe grupi korral Brown-
Forsythe’i testiga. Vdimalike erindvéértuste olemasolu kontrolliti ROUT-meetodiga (Q = 1%);

andmestikus ei esinenud iihtegi erindvéartust.

Elumuse analiiiisi puhul viidi ldbi kaks sdltumatut katseseeriat. Esimeses katsetiiiibis oli kuus
eksperimentaalgruppi, millest igas neli koekultuuritassi (kokku 48 tassi); teises katsetiiiibis oli
neli gruppi nelja tassiga (kokku 32 tassi). Iga koekultuuritassi kohta arvutati eluvoimeliste
neuronite keskvédrtus ning normaliseeriti see Q23 grupi kontrollvdédrtuse suhtes. Kuna
eksperimentaalriihmi oli rohkem kui kaks, kasutati ithepoolset ANOV A-dispersioonianaliiiisi.
Juhul kui testist tulenev p-viirtus oli statistiliselt oluline, viidi libi ka Sidaki post-hoc mitmese

vordluse testi. Olulisuse nivooks valiti o = 0,05.

Jitkete kasvu analiilisis oli igas katses kaks gruppi (Q23 ja Q74), kummaski neli
koekultuuritassi, vilja arvatud esimesel katsekordusel, kus kummaski grupis oli kuus
koekultuuritassi. Katsed viidi 1dbi kuues soOltumatus korduses (kokku 52 tassi). Iga
koekultuuritassi kohta arvutati jitkete ja neuronite suhtarv "neurites per neuron" (neuriidid /
neuronid) ning védrtused normaliseeriti Q23 grupi keskvéértuse suhtes. Kuna andmed olid
normaaljaotusega, kasutati grupivordlusteks kahepoolseid sdltumatute valimite t-teste voi

Welch’i korrektsiooniga t-teste, sdltuvalt sellest, kas dispersioonid olid vordsed.

Et vilistada koondanaliiiisi tulemuste tundlikkust iiksikute katsete suhtes ning hinnata
tulemuste korratavust, viidi lébi tdiendav vordlus iga katse kohta eraldi. Igas katses kontrolliti
riihmasiseste andmete normaaljaotuvust Shapiro—Wilki testiga. Kui mdlemas rithmas (HTT ja
mHTT) oli p > 0,05, kasutati Welch’i t-testi, mis ei eelda variatsioonide vordsust. Kui vihemalt
ithe rithma puhul oli normaaljaotuse eeldus tditmata, kasutati kahepoolset Mann—Whitney U

testi. Selline analiilisimeetod pohineb labori varasemal praktikal (Liiv et a/ 2024) .

Peatiikkides 2.3.1. ja 2.3.2. olevatel graafikutel on esitatud individuaalsed andmepunktid koos
keskvidrtuse ja SEM-iga. Statistiliselt olulised erinevused on vilja toodud vastavate p-
védrtustega. P-vadrtused, mis ei osutunud statistiliselt oluliseks, jéeti graafikutel esitamata.
Koiki t60 kontekstis ja tulemuste tdolgendamisel olulisi p-vddrtusi mainitakse vastavas

tekstiosas. Statistiliselt olulisena késitleti p-vairtust < 0,05 (o = 0,05).
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2.3. Tulemused

2.3.1. Neuronaalse elumuse analiiiis

Neuronite elumust hinnati kahes eraldiseisvas katsetiitibis, milles uuriti roadblocki (DYNLRBI1
— diineiini kerge ahel roadblock I) vdoimalikku kaitsvat toimet neuronitele ning selle mdju
sOltumist DYNLRBI rakusisesest paiknemisest. Mdlemal juhul kasutati normaalse (Q23) ja
mutantse (Q74) huntingtiini plasmiidkonstrukte. Andmed koguti fluorestsentsmikroskoopia
abil, loendades kokku eluvdimeliste neuronite hulk 50 vaatevilja kohta igas kultuuritassis. Koik
vaidrtused normaliseeriti vastava katseseeria Q23 kontrollriihma keskvéértuse suhtes (Q23 =

1,00), et voimaldada tulemuste vorreldavust sdltumatute katsete vahel.

Esimese katsetiilibi (joonis 4A) eesmirgiks oli uurida DYNLRBI1-plasmiidi rakendamise
iseseisvat moju neuronite elumusele, kus DYNLRBI paiknes vabalt tsiitoplasmas. Katses
vorreldi nelja rithma: Q23 kontroll, Q74 kontroll, Q23 + DYNLRBI1 ja Q74 + DYNLRBI1. Koik
rihmad olid esindatud kahes soltumatus katsekorduses, kus igas riihmas oli neli

koekultuuritassi.

Kdigepealt vorreldi normaalset ja mutantset HTT-d ekspresseerivate neuronite elumust, ilma
tdiendava manipuleerimiseta. Analiiiis néitas, et HTT Q74 ekspressioon pdhjustas oluliselt
madalama neuronite elumuse vorreldes Q23-ga, kus Q23 riihma keskvaartus oli 1,00 + 0,046
ja Q74 keskviirtus oli 0,59 + 0,033 (p < 0,0001). Sarnane tulemus ilmnes ka eelnevalt
sooritatud eraldiseisvas katses, kus Q23 riihma neuronite elumus oli 1,00 + 0,089 ja Q74 riihmas
0,51 = 0,062 (n = 3). Need tulemused kinnitavad, et mutantse HTT ekspressioon neuronites

avaldab rakkudele toksilist moju ja vihendab sellega nende elumust.

Edasi hinnati DYNLRBI1 plasmiidi koekspressiooni moju Q23 ja Q74 HTT-d
ekspresseerivatele neuronitele. Statistiline analiilis nditas rithmade vahel olulist erinevust
(ithefaktoriline ANOVA, p < 0,0001). Edasine analiiiis teostati Sidaki post-hoc mitmese
vordluse analiiiisiga. Q23 + DYNLRBI rilhma neuronite elumus (1,27 £+ 0,080) oli oluliselt
korgem vorreldes Q23 kontrolliga (p = 0,0038; joonis 4A). Q74 + DYNLRBI riithma elumus
oli 0,73 + 0,028, vorreldes Q74 kontrolliga 0,59 + 0,033, kuid erinevus ei osutunud statistiliselt
oluliseks (joonis 4A).
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A. DYNLRB1 méju neuronite elumusele B. FIS1-DYNLRB1 méju neuronite elumusele
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Joonis 4. Roadblock 1 mdju kaitsva tegurina mHTT pohjustatud toksilisuse eest. (A)
Neuronite elumus neljas eksperimentaalrithmas: Q23 (HTT) kontroll, Q74 (mHTT) kontroll,
Q23 + (DYNL)RB1 (DYNLRBI — diineiini kerge ahel roadblock I) ning Q74 + DYNLRBI.
Selles katses ei olnud roadblock 1 (DYNLRBI1) mitokondrile suunatud, vaid paiknes vabalt
tsiitoplasmas. (B) Neuronite elumus kuues eksperimentaalriihmas: Q23 kontroll, Q74 kontroll,
Q23 + FISI-DYNLRBI, Q74 + FISI-DYNLRBI, Q23 + less FISI-DYNLRBI (/ess — ingl.
vihem; madalam ekspressioonitase) ning Q74 + FISI-DYNLRBI. FIS1 (mitokondriaalse
fissiooni valk 1) abil suunati DYNLRB1 mitokondri vélismembraani kiilge. Elumust hinnati
fluorestsentsmikroskoopia abil, loendades eluvdimeliste neuronite arv 50 vaatevélja kohta igas
koekultuuritassis. Andmed on mdlema katsetiiiibi puhul normaliseeritud vastava katsekorduse
ja -seeria Q23 kontrollriihma keskvidirtuse suhtes (Q23 = 1,00). Tulemused on esitatud
keskvédrtuse + standardhédlbena (SEM) kahe soltumatu katsekorduse pdhjal. Statistiline analiiiis
viidi labi ithefaktorilise ANOVA ja Sidaki post-hoc testiga. Tapne metoodika on kirjeldatud
alapeatiikis 2.2.5.

Teises katseseerias (joonis 4B) testiti, kas DYNLRBI protektiivset toimet saab mdjutada selle
rakusisese paiknemise kaudu. Selleks kasutati FISI-DYNLRBI1 konstrukti, milles FISI-
mitokondriaalset paiknemist méédrav jirjestus suunab roadblocki mitokondri vilimise
membraani kiilge. Elumust hinnati kuues erinevas rithmas: Q23 kontroll, Q74 kontroll, Q23 +
FISI-DYNLRBI1, Q74 + FISI-DYNLRBI, Q23 + less FISI-DYNLRBI (less — ingl. vihem;
madalam ekspressioonitase) ja Q74 + less FISI-DYNLRBI1. Sarnaselt eelmisele katsetiiiibile

viidi see ldbi kahes sdltumatus katseseerias, nelja koekultuuritassiga igas rithmas.

Statistiline analiiiis néitas riithmade vahel statistiliselt olulist erinevust ({ihefaktoriline ANOVA,
p <0,0001). Edasine analiiiis Sidaki post-hoc testiga niitas, et FIS1-DYNLRBI lisamisel langes
neuronite elumus oluliselt nii Q23 kui ka Q74 riithmades (joonis 4B). Q23 + FISI-DYNLRBI1
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riihmas langes elumus 0,57-ni + 0,026 (p <0,0001) ja Q74 + FIS1I-DYNLRBI riihmas 0,53-ni
(= 0,049). Madalama FISI-DYNLRBI ekspressioonitaseme korral (Q23 + less FIS1-
DYNLRB1) tdusis elumus 0,75 peale (= 0,063), kuid olles siiski statistiliselt olulises languses
vorreldes kontrollrithmaga (p = 0,0314). Q74 riihmas tdusis madalama FIS1-DYNLRBI1
ekspressioonitaseme korral elumus 0,80 peale (+ 0,090), kuid vordluses Q74 kontrollriihmaga
iiletas p-vairtus usaldusnivood (joonis 4B). Kiill aga esines statistiliselt oluline erinevus Q74 +
less FISI-DYNLRBI ja Q74 + FISI-DYNLRBI vahel (p = 0,0295), viidates sellele, et elumus
on mdjutatud DYNLRBI1 ekspressioonitasemest (joonis 4B).

Molemad katseseeriad nditavad, et DYNLRB1 modjutab oluliselt neuronite elumust.
Tsiitoplasmaatiline DYNLRBI suurendas elumust normaalset, kuid mitte mutantset HTT-d
ekspresseerivates neuronites. Mitokondrile suunatud DYNLRB1 (FISI-DYNLRB1) pdhjustas
vastupidiselt languse nii normaalset kui mutantset HTT-d ekspresseerivate neuronite elumuses.
Madalama FIS1-DYNLRBI1 ekspressioonitaseme puhul avaldus toksiline efekt véiksemal

maéral.

2.3.2. Neuronaaljiatkete kasvu analiiiis

Neuronite jitkete kasvu analiilis viidi 18bi kuues sdltumatus katsekorduses, et hinnata, kas
mutantse huntingtiini (mHTT; Q74) ekspressioon pdhjustab sagedasemat jétkete regressiooni
vorreldes normaalset huntingtiini (HTT; Q23) ekspresseerivate neuronitega. Igas katsekorduses
(n = 6) vorreldi Q23- ja Q74-huntingtiini ekspresseerivaid neuroneid, kasutades neuronite
visualiseerimiseks fluorestsentsvalku RFP v6i mNeonGreen (Tabel 2.). Igas koekultuuritassis
analiiiisiti kimme vaatevélja ning arvutati jitkete ja neuronite suhe (neurites per neuron), mis
seejdrel normaliseeriti vastava eksperimendi Q23 rithma keskvéértuse suhtes (Q23 = 1,00), et

vOimaldada tulemuste vorreldavust katsekorduste vahel.

Algse plaani kohaselt viidi 14bi kolm sdltumatut katset, milles igas katsegrupis oli vidhemalt neli
koekultuuritassi. Pdrast esmast statistilist analiilisi ilmnes, et saadud tulemused olid vastuolus
samas laboris varasemalt kogutud andmetega. Seetdttu otsustati eksperimente korrata mitmes
tdiendavas korduses, et hinnata tulemuste reprodutseeritavust ning vilistada juhuslikud voi
metoodikast tingitud korvalekalded. Kokkuvdttes teostati neuronaaljétkete kasvu analiilis kuue

erineva sdltumatu katsekorduse pdhjal.
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Joonis 5. Neuronite jitkete kasvu analiiiis kuues séltumatus katses. Iga paneel (I-VI)
kujutab iihte jitkete kasvu analiiiisi katse kordust, kus vorreldi normaalset huntingtiin (HTT;
Q23) ja mutantset huntingtiini (mHTT; Q74) ekspresseerivaid neuroneid. Iga koekultuuritassi
kohta arvutati kiimne vaatevilja pdhjal jétkete ja neuronite suhtarv "neurites per neuron"
(neuriidid / neuronid). Tulemused on normaliseeritud Q23 riihma keskvéértuse suhtes ja esitatud
kujul keskvéirtus + standardhdlve (SEM). Statistilised erinevused riihmade vahel méiérati t-
testide abil (Welch’i korrektsiooniga, kui dispersioonid olid erinevad). Q23 — huntingtiin 23
CAG-kordusega; Q74 — huntingtiin 74 CAG-kordusega. Tapne analiiiisimeetod on kirjeldatud
alapeatiikis 2.2.5.

Viis katset kuuest jargisid sama efektisuunda, kus jéitkete hulk neuroni kohta oli Q74 riihmas
korgem kui Q23 riihmas. Esimeses katses (joonis 5; I) oli Q74 riihma keskvairtus 1,56 £ 0,112,
samas kui Q23 rithmas oli see 1,00 + 0,024, mis osutus statistiliselt oluliseks (p = 0,0035).
Teises katses (joonis 5; II) oli Q74 rithma elumus 1,48 + 0,061 (p = 0,0010) ning kolmandas
katses (joonis 5; IIT) 1,50 = 0,067 (p = 0,0024), jargides taas sarnast trendi. Viiendas katses
(joonis 5; V) tdheldati samuti suurenenud jétkete kasvu Q74 rithmas (1,23 + 0,060 vs. Q23 =
1,01 + 0,062; p = 0,0464). Kuuendas katses jdi sama suund piisima (Q74 = 1,10 = 0,031), kuid

erinevus ei olnud statistiliselt oluline (p = 0,1240).
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Joonis 6. Neuronaaljitkete koondanaliiiis kuue katsekorduse pohjal. Kombineeritud
andmed koigist kuuest jitkete kasvu eksperimendist, kus vorreldi Q23 ja Q74 huntingtiini
ekspresseerivaid neuroneid. Iga punkt graafikul tdhistab individuaalse koekultuuritassi
keskvaartust, mis on normaliseeritud vastava katsekorduse Q23 kontrolli suhtes (Q23 = 1,00).
Tulemused on esitatud kujul keskvdirtus + standardhidlve (SEM). Tulemused niitavad
statistiliselt olulist jitkete kasvu suurenemist Q74 rithmas (p = 0,0020). Q23 — huntingtiin 23
CAG-kordusega; Q74 — huntingtiin 74 CAG-kordusega. Kasutatud meetodid on kirjeldatud
alapeatiikis 2.2.6.

Erandiks oli neljas katse (joonis 4; IV), kus jatkete arv Q74 riihmas oli madalam (0,57 + 0,017)
kui Q23 riihmas (1,04 £ 0,146) ning erinevus osutus statistiliselt oluliseks (p = 0,0478).

Uldise efekti suuna hindamiseks kombineeriti kdigi kuue sdltumatu katse andmed ja analiiiisiti
neid koondandmestikuna (joonis 6). Koondanaliilis kinnitas statistiliselt olulist erinevust
riihmade vahel: Q74 riihmas oli jdtkete arv neuroni kohta keskmiselt 1,26 + 0,074 ning Q23
riihmas 1,01 £ 0,026 (p = 0,0020).
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2.4. Arutelu

Kéesoleva t60 eesmérk oli uurida mutantse huntingtiini (mHTT) rakusiseseid mojusid
primaarsetes kortikaalsetes neuronites, keskendudes seostele neuronite elumuse ja jitkete kasvu
parameetrite muutustega. Tdiendavalt hinnati inimese diineiini kerge ahela valgu roadblock 1
(DYNLRBI1 — diineiini kerge ahel roadblock 1) ja selle mitokondrile suunatud versiooni (FIS1-
DYNLRBI) iileekspressiooni mdju neuronite elumusele mHTT poolt pohjustatud toksilisuse

tingimustes.

Tulemused néitasid, et mHTT (Q74) ekspressioon pohjustab neuronite elumuses olulist langust
vorreldes normaalse huntingtiiniga (Q23), mis on kooskdlas varasemate toodega, kus
seostatakse mHTT-d mitokondriaalse vééirtalitluse, oksiidatiivse stressi, transkriptsiooni
diisregulatsiooni ja rakusurma mehhanismidega (Gu et al, 1996; Beal et al., 1993; Browne et
al., 1997). Kuna neuronid on tugevalt polariseeritud rakud, mille eluspiisimine sdltub
energiahomoostaasist ja aksonaalsest transpordist, voivad isegi vdikesemad muutused nendes

protsessides mdjutada oluliselt nende elumust.

DYNLRBI1 on oluline komponent tsiitoplasmaatilise diineiini kompleksis, osaledes
rakuorganellide, sealhulgas mitokondrite, mikrotorukestel pShinevas transpordis (Nikulina et
al., 2004; Trokter et al., 2012). Varasemates to0des on ndidatud, et DYNLRBI1 on kriitiline
retrograadse transpordi toimimiseks, ning selle deletsioon sensoorsetes neuronites pohjustab
aksonaalse transpordi héireid ja rakusurma (Terenzio et al., 2020). Nendele teadmistele
tuginedes piistitati hiipotees, et DYNLRBI1 ekspressioonitaseme tdstmine neuronites kaitseb

neid mHTT poolt pdhjustatud toksilisuse korral ning suurendab seeldbi elumust.

Kéesoleva t60 tulemused niitasid, e¢ DYNLRBI (diineiini kerge ahel roadblock 1)
iileekspresseerimine avaldas statistiliselt olulist kaitsvat toimet kortikaalsetes neuronites, mis
ekspresseerisid normaalset HTT-d, kuid ei pakkunud kaitset mHTT-st tingitud toksilisuse vastu
(joonis 4A). Samas tuleb arvesse votta, et analiilis viidi 14bi vaid kahe sdltumatu katsekorduse
andmete pohjal, mistdttu on katsevigadel, rakukultuurisisestel variatsioonidel ja juhuslikel
korvalekalletel tugev mdju. See tdhendab, et statistilise olulise erinevuse puudumine ei ndita, et
bioloogiline efekt kindlasti puudub, vaid et andmehulk vdis olla selle tuvastamiseks lihtsalt
liiga viike. Edasised uuringud suuremate valimite ja rohkemate kordustega on vajallikud, et

tapsustada DYNLRBI rolli mHTT poolt pohjustatud neurotoksilisuse korral.

Huvitav on, et DYNLRBI iileekspresseerimine HTT Q23 taustal pShjustas statistiliselt olulise

elumuse tousu (joonis 4A). Kuna normaalse HTT korral voiks eeldada transpordimehhanismide
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normaalset funktsioneerimist, siis voiks oletada, et tdus DYNLRBI ekspressioonitasemes ei
avalda elumusele maérkimisvddrset moju. Tulemused viitavad sellele, et diineiini
valgukompleksi t66 jddb ka normaaltingimustes optimumist allapoole ning tdiendav
DYNLRBI1 toetab mikrotorukeste vahendatud transporti voi aitab selle komplekse
stabiliseerida viisil, mis toetab raku elujdulisust vdi suurendab ta vastupidavust erinevatele

stressoritele.

Selleks, et paremini mdista, kuidas DYNLRB1 mdju soltub tema rakusisesest paiknemisest,
testiti FISI-DYNLRBI1 konstrukti, kus FIS1 jérjestuse eesmérk oli suunata DYNLRBI
mitokondriaalsele vdlismembraanile, erinevalt tsiitoplasmaatilisest DYNLRB1-st (joonis 4B).
Korge ekspressioonitaseme korral mdjutas FISI-DYNLRBI negatiivselt mdlema HTT grupi
neuronite elumust. Ekspressioonitaseme langetamine (less FISI-DYNLRBI1) véhendas
seevastu toksilisust ning saavutas mHTT-d ekspresseerivate neuronite hulgas elumuse taseme,
mis oli vorreldav mHTT kontrollrithmaga. Need tulemused viitavad selgelt sellele, et
DYNLRBI lokaalne kontsentratsioon ja rakusisene paiknemine mojutavad tema toimet ja
efekti ulatust neuronites ning liiga kdrge ekspressioonitaseme korral vOib mitokondrile
suunatud DYNLRB1 akumuleerumine mdjuda rakule toksiliselt, samas kui madalamas koguses
vOib ta omada kaitsvat funktsiooni. Sarnast kontsentratsioonitundlikkust on tdheldatud ka
muude mitokondri  vélismembraani  valkude puhul, kus ebatavaliselt korge
valgukontsentratsioon vdib pdhjustada stressi (Pfanner et al., 2019). Uks vdimalik selgitus
sellele mehhanismile seisneb selles, et korgel kontsentratsioonil mitokondritele kuhjunud
DYNLRBI1 vodib hidirida mitokondriaalseid protsesse, nditeks membraanipotentsiaali
sdilitamist, kaltsiumpuhvrit vdi organellide liikumist médda mikrotorukesi. On teada, et
mitokondrid on sellistele muutustele tundlikud, ning juba véikesed héired tasakaalus vdivad
pohjustada langust nende funktsioonis vdi apoptoosi soodustavate signaalide aktiveerimist

(Giorgi et al., 2018).

Lisaks neuronite elumusele hinnati kdesolevas bakalaureuset6ds ka mHTT moju neuronite
morfoloogiale, keskendudes jétkete arvule iihe neuroni kohta. Algse hiipoteesi kohaselt eeldati,
et mHTT ekspressioon pohjustab jitkete degeneratsiooni isegi rohkem kui elumuse langust.
Ootamatult ilmnes aga enamikus katsekordustes hoopis jéitkete kasvu suurenemine mHTT-d
ekspresseerivates neuronites ning viies katses kuuest oli jitkete arv Q74 rithmas kdrgem kui
Q23 riihmas. Ka andmete koondanaliilis nditas statistiliselt olulist erinevust rithmade vahel.
Need tulemused seavad kahtluse alla hiipoteesi, et mHTT pohjustab eelistatult jitkete

degeneratsiooni. Voimalik, et teatud rakusisestes tingimustes vdivad kiivituda
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kompensatoorsed mehhanismid, mille eesmérk on sdilitada silinaptiline {ithenduvus voi

reageerida stressile.

Antud tulemustele ei ole vdimalik anda iihest seletust. Uks vdimalik selgitus on seotud hiiretega
aktiini regulatsioonis. Varasematest to0dest on teada, et mHTT interakteerub tsiitoskeleti
komponentidega, sealhulgas aktiiniga (Michael et al., 1997; Gauthier et al., 2004). Kui mHTT
agregaadid moodustuvad jitkete distaalsetesse piirkondadese, vdib see muuta tsiitoskeleti
diinaamikat ja signaliseerida kasvu, mille tulemusena hakkab neuron jétkete vorgustikku
laiendama. See ei pruugi peegeldada tegelikke funktsionaalseid vajadusi, vaid olla vastus
lokaalsetele muutustele, mida tdlgendatakse ekslikult kasvustiimulina. Lisaks vdib mHTT
muuta kasvukoonuse tundlikkust juhusignaalidele vdi keemilistele gradientidele, mille
tulemuseks on juhuslik hargnemine ja vdimalik funktsionaalne véartalitlus. Arvestada tuleb ka
sellega, et kotransfektsiooni puhul ei saa eeldada, et markerplasmiidi (RFP voi mNeonGreen)
olemasolu tagab mHTT-ga samaaegse ekspressiooni, ehk osa analiiiisi kaasatud neuronitest
voib esindada alampopulatsiooni, kus mHTT mdju ei ole tdielikult kajastatud. Edasi oleks
oluline uurida, kas muutused on ainult kvantitatiivsed vdi on mdjutatud ka muud jétkete

morfoloogilised tunnused.

Kiesoleva bakalaureusetdo tulemused néitavad, et mHTT ja DYNLRBI1 avaldavad keerulist ja
mitmetasandilist mdju neuronite elumusele ja morfoloogilistele parameetritele.
Tsiitoplasmaatilise DYNLRBI1 valgu iileekspressioon parandas elumust kontrollneuronites,
kuid selle suunamine mitokondrile avaldas elumusele negatiivset mdju. Nii tsiitoplasmaatiline
kui mitokondrile suunatud DYNLRBI1 ei olnud protektiivsed mHTT korral. mHTT-d
ekspresseerivate neuronite seas oli jatkete kasv neuroni kohta suurenenud. Samas ei toeta need
leiud algset hiipoteesi, et DYNLRBI1 aktivatsioon parandab elumust Huntingtoni tdve

neuronaalses mudelis.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva bakalaureusetod eesmérgiks oli uurida mutantse huntingtiini (mHTT) moju
neuronite elumusele ja jitkete kasvule primaarsete kortikaalsete neuronite mudelis ning
hinnata, kas roadblock 1 valgu (DYNLRBI) iileekspressioon voiks pakkuda kaitset mHTT
indutseeritud toksilisuse vastu. Lisaks uuriti, kuidas DYNLRB1 toime soltub tema rakusisesest
paiknemisest, suunates see FISI-DYNLRBI (FIS1 — mitokondriaalse fissiooni valk 1)

konstrukti abil mitokondri vilismembraanile.

Neuronite elumuse analiiiis néitas, e¢ DYNLRBI iileekspressioon tdstis oluliselt normaalset
HTT-d tleekspresseerivate neuronite elumust, kuid ei avaldanud kaitsvat toimet mutantset
HTT-d ekspresseerivates neuronites. FISI-fusiooni abil mitokondrile suunatud DYNLRBI
(FISI-DYNLRBI1) avaldas korgel ekspressioonitasemel toksilist toimet mdlema riihma
neuronitele, kuid madalama ekspressioonitaseme korral vihenes toksilisus mérgatavalt. Jatkete
kasvu analiilisis tdheldati kuuest sdltumatust katsekordusest viies mHTT rithmas suurenenud
jétkete arvu neuroni kohta vdrreldes HTT rithmaga. Andmete koondanaliiiis néitas rithmade
vahel statistiliselt olulist erinevust, mis viitab, et mHTT vdib stimuleerida jéitkete kasvu voi

pidurdada nende degeneratsiooni.

T66 tulemused nditasid, et mHTT mojutab neuronite elumust ja morfoloogiat keerukamalt, kui
seni arvatud on. Samas ei toeta need leiud hiipoteesi, et DYNLRBI1 aktivatsioon parandab
neuronite elumust mHTT indutseeritud toksilisuse korral. Leiud rdhutavad vajadust
tdiendavateks uuringuteks, et tdpsemalt selgitada DYNLRBI valgu lokaliseerumise,

ekspressioonitaseme ja funktsionaalse rolli seoseid HD patogeneesis.
Tulemustest ldhtuvalt tehti jirgmised jéreldused:

1. mHTT ekspressioon vihendab neuronite elumust, vorreldes normaalset HTT-d
ekspresseerivate neuronitega.

2. mHTT voib suurendada jétkete arvu neuroni kohta.

3. DYNLRBI iileekspressioon parandab normaalset, kuid mitte mHTT-d ekspresseerivate
neuronite elumust.

4. DYNLRBI toime sdltub ekspressioonitasemest ja rakusisesest paiknemisest.
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Factors Affecting the Survival and Neurite Growth of Primary Cortical Neurons in a

Huntington's Disease Model
Laura Maria Mikenberg
Summary

Huntington’s disease (HD) is a neurodegenerative disorder caused by the expansion of CAG
repeats in the H7T gene. Aggregation of mutant huntingtin (mHTT) in neurons leads to various
cellular disturbances, including disruption of homeostasis and normal cellular function. The
aim of this bachelor’s thesis was to investigate the effects of mHTT on neuronal viability and
neurite growth in a primary cortical neuron model. Additionally, the potential protective role
of the roadblock 1 protein (DYNLRBI1) against mHTT-induced toxicity was assessed, and it
was evaluated whether the magnitude and direction of DYNLRBI1's effects depend on its
subcellular localization by targeting it to the mitochondrial outer membrane using a FISI-

DYNLRBI construct (FIS1 — mitochondrial fission protein 1).

Neurons were transfected with either wild-type HTT (pHM6-Q23) or mHTT (pHM6-Q74)
plasmid constructs, and their viability and neurite growth were analyzed using fluorescence

microscopy.

Analysis of neuronal viability showed that DYNLRBI1 overexpression significantly increased
survival in neurons expressing wild-type HTT but did not confer protection in mHTT
expressing neurons. When DYNLRB1 was targeted to mitochondria via FIS1 fusion (FIS1-
DYNLRBI1), high expression levels led to toxicity in both groups, whereas reduced expression

lessened this toxic effect.

In neurite growth analysis, five out of six independent experiments revealed that neurons
expressing mHTT exhibited a greater number of neurites per cell compared to those expressing
normal HTT. Pooled data analysis demonstrated a statistically significant difference, suggesting
that mHTT may promote neurite growth or cause less neurite degeneration than previously

assumed.
The main conclusions of this thesis were as follows:

1. mHTT expression decreases neuronal viability compared to normal HTT.
2. mHTT may increase the number of neurites per neuron.
3. DYNLRBI overexpression improves the viability of normal HTT-expressing neurons

but not those expressing mHTT.
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4. The effects of DYNLRBI1 depend on its expression level and subcellular localization.

Overall, these findings indicate that mHTT affects neuronal viability and morphology in a more
complex manner than previously assumed. The results do not support the initial hypothesis that
DYNLRBI overexpression improves neuronal survival in the context of mHTT induced
toxicity. These findings highlight the need for further studies to clarify the relationships

between DYNLRBI localization, expression level, and its functional roles in HD pathogenesis.
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