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SISSEJUHATUS

Ekstratsellulaarne proteoliitis ja eriti MMP (maatriks metalloproteaas)/TIMP
(maatriks metalloproteaaside koeinhibiitorid) Siisteem omab suurt tdhtsust erinevates
kesknarvisiisteemi fiisioloogilistes ja patoloogilistes protsessides. Proteaasid méngivad
keskset rolli paljudes bioloogilistes protsessides, mille hulka kuuluvad embriiogenees,
normaalne kudede timberehitamine, haava paranemine ja angiogenees, ning mitmetes
haiguslikes protsessides (nt. kasvajate invasioon, artriit ja koe haavandumine).

Maatriks metalloproteaasid on Zn**-sdltuvate proteaaside perekonna liikmed,
mille aktiivsus on normaalsetes tingimustes tipselt reguleeritud transkriptsiooni,
eellasmolekuli aktiveerimise ja spetsiifiliste inhibiitorite tasemel. TIMP-d on MMP-de
koespetsiifilised inhibiitorid, mis osalevad MMP-de lokadse aktiivsuse kontrollis.
TIMP-de perekond koosneb neljast liikmest: TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 ja TIMP-4. Koiki
neid voib leida enamustest organismi kudedest ja kehavedelikest. Kuigi kdigil neljal
TIMP-l paju thiseid jooni, on neil erinev struktuur, biokeemilised omadused ning
ekspressioonimustrid seetottu arvatavasti ka in vivo erinev roll.

Lisaks TIMP-de MMP-sid inhibeerivatele omadustele on neil ka vihemtuntuid
funktsioone MM P-de koaktivaatoritenaja MM P-sdltumatuid funktsioone.

Suur osa informatsioonist TIMP-de rolli kohta neurofiisioloogilistes ja —
patol oogilistes protsessides on saadud uurides erinevaid katseloomi, peaasjaikult hiiri ja
rotte. Selleks on kasutatud nii transgeenseid loomi, kui  ka knockout mudeleid.

Kéesoleva t60 eesmirk on luua siistemaatiline iseloomustus TIMP-1, -2, -3, -4
ekspressiooni kohta normaalses inimese kesknarvisiisteemis. Selleks hinnati TIMP-de
ekspressiooni inimese keskndrvististeemi 11-s olulisemas anatoomilises struktuuris,
kasutades selleks immuuno-histokeemilist analiiiisi, in Situ hiibridisatsiooni, Western blot
meetodit ning Q-PCR-i.



KIRJANDUSE ULEVAADE

1. Ekstratsellulaar sed proteaasid

1.1. Rakuviline maatriks ja selle remodelleerimine

Imetgjate kudedest olulise osa moodustab rakuviline maatriks (RVM) —
kompleksne struktuursete valkude, proteogliikaanide, kasvufaktorite, erinevate
ensiiiimide ja nende inhibiitorite kogum. Rakuvilisel maatriksil on votmeroll organite ja
kudede struktuuri tagamisel. Samas pole RVM pelgat inertne mehaaniline raamistik,
vaid pajude bioaktiivsete makromolekulide kompleks. Paljud RVM molekulid
(fibronektiin, vitronektiin, mitmed kollageenid) tdidavad nii struktuurset kui ka
regulatoorset funktsiooni. RVM on diinaamiline struktuur ja selle seisund Soltub
maatrikss  molekulide Siinteesi ja ensiimaatilise lagundamise vahelisest tasakaalust
(Werb, 1997). Aktiivne maatriks iimberkujundamine on iseloomulik kudede struktuuri
kiire tmberkorraldumise ja rakuinvasiooniga seotud fiisioloogilistes protsessides
(embriiogenees ja postnataalne areng, neurogenees). Maatriksi metabolismi héired on
olulised paljude haiguslike protsesside tekkes: iihelt poolt pdhjustab iilemidrane
maatriksi ladestumine fibrootilisi muutusi, samas on suurenenud maatriksi degradatsioon
seotud vihirakkude invasiooni ja metastaseerumisega, narvikiudude demiielinatsiooniga,
isheemilise koekahjustusega.

Olulisemad imetgjate rakuvilise maatriksi degradatsiooni 1abi  viivad
proteoliiiitiliste ensiilimide riihmad on metalloproteaasid (maatriks-metalloproteaasid,
adamliisiinid ja pappaliisiinid) ja seriinproteaasid (plasminogeeni aktivatsiooni siisteem,
elastaas, koagulatsioonifaktorid; GarciaTouchard jt., 2005). Ekstratsellulaarsed
proteaasid on oma struktuurilt vaga varieeruvad, kuid nende iihiseks jooneks on Siintees
valkudena, mis vagavad aktiveerimist tegutsevateks proteaasideks, ning aktiivsuse
reguleerimine inhibiitorite poolt.

Maatriks metaloproteinaasid (MMP) on proteaasid, mis osalevad pidevas
ekstratsellulaarse maatriks  timberkorraldamises. MMP-d kuuluvad Zn®* sSSltuvate
metsinsiinide hulka ning normaal setes fiisioloogilistes tingimustes on nende aktivatsioon

tipselt reguleeritud transkriptsiooni, aktivatsiooni, teiste RVM komponentide



interaktsioonide ja endogeensete inhibiitoritega (Nagase ja Woessner, 1999; Sternlicht ja
Werb, 2001). MMP aktiivsuse kontrollmehhanismide hiired voivad pohjustada mitmeid
tosiseid haiguseid, nagu niiteks artriit, kasvajad, kardiovaskulaarsed haigused, nefriit,
neuroloogilised hiired, kudede haavandid ja fibroos (\Woessner, 1998).

Olulisimaks rakuviliste seriinproteaaside siisteemiks on plasminogeeni
aktivatsiooni (PA) siisteem. PA siisteem méangib tdhtsat rolli ekstratsellulaarse maatriksi
lagundamises, fibrinoliiiisis ja paljudes rakkude migratsiooniga seotud fiisioloogilistes ja
patoloogilistes protsessides, nagu niiteks embriiogeneesis, neurogeneesis ja
angiogeneesis ning erinevates RVM  iimberkujundamisega seotud patoloogilistes
protsessides (Mak jt., 1976; Strickland jt., 1976; Gross jt., 1983; Ossowski ja Reich,
1983; Dano jt., 1985; Nidsen jt., 1988; Schafer jt., 1994; Teesalu jt. 1996; Teesau jt.
1998). Plasminogeeni aktivatsiooni siisteemi komponentideks on plasminogeen (laia
spektriga proteaasi plasmiini eellasmolekul, leidub kdrges kontsentratsioonis veres ja
paljudes kudedes), plasminogeeni aktivaatorid (urokinaas/uPA ja koetiilipi plasminogeeni
aktivaator/tPA), retseptorid (UPAR; anneksiin) ning inhibiitorid (alfa-1-antiplasmiin,
plasminogeeni aktivaatori inhibiitorid 1-3, afa-2-makroglobuliin; joonis 1.). tPA
peamine fiisioloogiline roll seisneb intra- ja ekstravaskulaarses tromboliiiisis. uPA on
oluline peritsellulaarse plasmiini tekkeks ja rakuinvasiooniks. Sekreteeritud pro-uPA
seondub oma membraani seoselise retseptori UPAR-i ning kataliilisib membraani seoselise
plasminogeeni muutumist plasmiiniks. uPA poolt tekitatud membraaniseoselist plasmiini
kaitseb inhibitsiooni eest alfa-1-antiplasmiin. Plasmiin on laia substraadispetsiifilisisega
ensiiiim, mis on Vvoimeline lagundama paljusid ekstratsellulaarse maatriksi valke,
aktiveerima mitmeid maatriks metalloprotesase ning aktiveerima ja/voi maatriksist
vabastama mitmeid latentseid kasvufaktoreid (TGF-Beta, VEGF; Ellis ja Murphy, 2001).
Plasminogeeni aktivatsiooni Siisteem on véga tipselt reguleeritud mitmete fiisioloogiliste
inhibiitorite, nagu a-antiplasmiin, PAI-1 jaPAI-2 poolt (Ellisjt., 1990).

Tsiisteiinproteaasid on samuti vdga laialdaselt levinud. Imetajatel koige
levinumad tsiisteiinproteaasid - katepsiinid on peaasalikult seotud intratsellulaarse
proteoliiiisiga: valkude degradatsiooni (Turk jt., 2000), antigeeni esitlemisega (Chapman
jt., 1997). Otsesdlt voi kaudselt on tsiiteiinproteaasid seotud ka pdletikuliste protsesside
(Dickinson, 2002) ja kasvajate invasiooniga (Sloane jt., 1994; KosjalLah, 1998).
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Joonis 1. Plasminogeeni aktivatsiooni siisteem (Waisman, 2003).

1.2. Maatriks- metalloproteaasid
1.2.1 MM P-de struktuur

MMP-d kuuluvad Zn**-s3ltuvate metalloproteaaside perekonda (metzincins), kuhu
kuuluvad veel astatsiinid (astacins), bakteriaalsed serraliisiinid ja ADAM-sid
(disintegriin-metalloproteaasid; Stocker jt., 1995). MMP perekond koosneb vihemalt 24
liikmest (Puente jt., 2003).

MMP-sid on voimalik Kklassifitseerida nii substraadispetsiifilisuse kui ka
struktuuri alusel. Substraadi alusel jagatakse MMP-d Zelatinaasideks, stromeliisiinideks,
membraani tiiiipi MMP-deks (MT-MMP-d) ja “teisteks MMP-deks” (Kojima jt., 2000).
Oma struktuurilt on MMP-d  jargmistest domeenidest koosnevad valgud: sekreteerimist

madravast propeptiidist, latentsust siilitavast propeptiidist, kataliiiitilisest domeenist,

10



substraadispetsiifilisust madravast domeenist, interakteeruvast C-terminaal sest
hemopeksiini domeenist (Overal jt.,, 2002). Struktuuri alusel véib MMP-d jagada
arhetiitipseteks MMP-deks, matriliisiinideks, zelatinaasideks, furiiniga aktiveeritavateks

MM P-deks ning kaheks ,,ebatavaliseks* MMP-ks (vt joonis 2).

Fibronektiini  Kataliiiitiline B Idiemﬂpeksiilﬁ Menibraand
domeen domeen Ligend  domeen —r

555555l

ZFLATINAASID MMP-17

Joonis 2. MM P-de ehituse mitmekesisus (Folgueras jt., 2004 jargi)
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Arhetiitipset MMP ehitust omavad alamgrupp sekreteeritavaid: kolm inimese
kollagenaas (MMP-1, MMP-8 ja MMP-13), kaks stromeliisiini (MMP-3 ja MMP-10)
ning lisaks veel neli unikaase ehitusega MMP-d (MMP-12, MMP-19, MMP-20 ja
MMP-27). Matriliisiine (MMP-7 ja MMP-26) isedloomustab hemopeksiini domeen
puudumine ning Zelatinaase (MMP-2 ja MMP-9) kolm fibronektiin Il tiiipi moodulit,
millega need seonduvad kollagenaaside (Morgunova jt., 1999). Membraani tiitipi MMP-d
(MT-MMP) seonduvad rakule C-terminaalse domeeni (MT1-, MT2-, MT3-, ja MT6-
MMP) véi gliikosiiiilfosfatidiitilinositoolankru kaudu (MT4-ja MT6-MMP; Zucker jt.,
2003). MT-MMP-del on propeptiidi ja kataliiiitilise domeeni vahele lisandunud uus osa,
mis on seotud furiinisarnase seriinproteaasiga ja viib ldbi propeptiidi rakusisesest
aktiveerimist (Thomas, 2002; Zucker jt., 2003). Furiinisarnane sidumiskoht on olemas ka
kolmel sekreteeritaval MMP-I (MMP-11, MMP-21 ja MMP-28), mis e kuulu iihessegi
eelnevasse gruppi, ja samuti kahel ebatavalisel transmembraansel MMP- (MMP-23A ja
MMP-23B), mis on seotud rakumembraaniga N-terminaal se domeeni kaudu ning niivad
olevat sama aminohappelise jarjestusega, kuigi neid kodeeritakse erinevate geenide poolt
(Pei jt., 2000; Velasco jt., 1999).

1.2.2. MM P-deregulatsioon

MMP-d on laia substraadispektriga ensiitimid, mille kontrollimatu aktiivsus voiks
kahjustada kudede struktuuri ja pohjustada rakkude surma. Seetottu on MMP-de aktiivsus
tapselt reguleeritud. MMP-de regulatsioon toimub geeni transkripsiooni, proensiiiimi
aktivatsiooni ja ensiimaatilise aktiivsuse inhibeerimise tasemel.

Enamus MMP-sid e ekspresseeru konstitutiivselt (Yong, 1999). Paljud
regulaatormolekulid, sealhulgas tsiitokiinid ja kasvufaktorid reguleerivad MMP-de
ekspressiooni  (Westermarck ja Kahari, 1999). MMP-de gaiselt ja ruumiliselt
reguleeritud ekspressiooni on kasutades in sSitu hiibridisatsiooni Kkirjeldatud paljudes
flisioloogilistes rakuinvasiooni protsessides — embriio implantatsioonis, trofoblasti

invasioonis, neurogeneesis (Teesalu jt., 1999). Hasti dokumenteeritud on ka MMP-de
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induktsioon tumorigenees erinevates faasides — kasvajarakkude invasioonis ja kasvajates
aset leidvas neoangiogeneesis. MMP-sid toodavad paljud erinevad rakud, mille hulka
kuuluvad nii epteliaalsed kasvagjarakud kui ka kasvagjatesse tungivad stromaalsed
fibroblastid ja poletikulised rakud. MMP-de transkriptsiooni  regulatsiooni
votmekiisimuseks on just erinevate rakkude MMP-de ekspressiooni blokeerimine (De
Wever jaMaredl, 2003; Nielsen jt., 2001).

MMP-d siinteesitakse inaktiivsete pro-MMP-dena. Seetdttu on pro-MMP-de
aktivatsioon jargmineks astmeks MM P-de aktiivsuse reguleerimiseks. In vivo toimub pro-
MM P-de aktivatsioon propeptiidi eemaldamise kaudu, mida viivad l4bi teised proteaasid
(Lijnen, 2001). In vitro pohjustavad MMP-de aktivatsiooni paljud valgu struktuuri
destabliseerivad ained/tingimused (kaotroopsed ithendid, denatureerivad ained, madal pH
ja korge temperatuur; Nagase, 1997). Nende tulemusel katkeb side propeptiid domeeni
tsiisteiini ja kataliiiitilise domeeni Zn*" iooni vahel (cystein-switch; Morgunova jt., 1999;
Van Wart ja Birkedal-Hansen, 1990).

Kord aktiveeritud MMP-de bioloogilist aktiivsust reguleerivad endogeensed
ekstratsellulaarsed inhibiitorvalgud. Osad inhibiitorid on ildised, nagu niiteks o2-
makroglobuliin (inhibeerib laia spektrit erinevate perekondade proteaase). MMP-de
spetsiifilised inhibiitorid on metalloproteaaside koeinhibiitorid (Tissue Inhibitor of
MetalloProteinases, TIMP). Imetgjatel on iseloomustatud neli erinevat TIMP-i, TIMP-1-4
(Brew jt., 2000). TIMP-d inaktiveerivad proteaas seondudes selle aktiivtsentrisse.
Huvitaval kombel on TIMP-e vaja ka monede MMP-de aktiveerimiseks (Murphy ja
Knauper, 1997).

1.2.3. MM P-derall fiisioloogilistes ja patoloogilistes protsessides

MMP-de ja TIMP-de ekspressioon on indutseeritud paljude kudede struktuursete
muutustega seotud protsessides. ovulatsioonis, blastotsiisti implantatsioonis, loote
embriionaalses arengus, elundite morfogeneesis, muuhulgas neurogeneesis (Nagase ja
Woessner, 1999). Tiiskasvanud organismis on proteaaside aktiivsus parsitud. Erandiks
on proteaaside induktsioon seoses tsiikliliste struktuursete muutustega emasorganismi

reproduktiivorganites. Kooskolas MMP-de  rolliga  patoloogilistes  koe
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remodelleerimisprotsessides on kirjeldatud erinevate MMP-de rolli destruktiivsetes ja
rakuinvasiooniga seotud protsessides artriit, vihk, siidameveresoonkonna haigused,
demiielinatsioon, periodontaalsed haigused, naha haavandid, maohaavad, sarvkesta
haavandid, maksa tsirroos, emfiiseem, krooniline fibroseeriv kopsuhaigus (Parks ja
Mecham, 1998).

MMP ja TIMP knockout hiirte olemasolu on vodimaldanud hinnata
metalloproteaaside  siisteemi  funktsionaalset tdhtsust hiire fiisioloogilistes ja
patoloogiliste protsessides. Transgeensete hiirtega on niidatud, et MMP-7
tileekspressioon  paljunemisorganites  muutis RVM  terviklikkust, rakkude
diferentseerumist ja koespetsiifilist rakkude havitamist (Rudolph-Owen jt., 1998). MMP-
3 konstitutiivselt aktiivse variandi {ileekspresseerimine hiire rinnanddrme epiteelis
pohjustas stroomarakkude aktivatsiooni, suurenenud kollageeni Siinteesi ja fibroosi
(Sympson jt., 1994), MMP-1 iileekspressioon assotsieerub kardiovaskulaarsete haiguste
siivenemisega (D" Armiento jt., 1997)

MM P-de bioloogiliste funktsioonide lithikokkuvote on toodud tabelis 3 (lisal).

1.3. MM P-deinhibiitorid

Koik imetajate TIMP-d on ligi 180 aminohappelised iseloomulikku tsiisteiinide
paigutusega valgud. Struktuurselt koosnevad TIMP-d kahest domeenist:
aminoterminaalsest ,,OB kurru“ domeenist ja karboksiiterminaalsest domeenist. C-
terminaalne domeen on omakorda volditud B-tiinniks, milles on ,,Kreeka votme* (Greek
key) motiiv ja iiks voi mitu a-heeliksit (joonis 3; Brew jt. 2000). Kahte domeeni hoiab
koos kuus disulfiidsilda. TIMP-d seostuvad MMP-dega mittekovalentsete sidemetega
suhtes 1:1 (Gomis-Ruth jt., 1997). TIMP-de N-terminaalne domeen vastutab MMP-de
inhibeerimise eest, samal gal kui C-terminaalne domeen interakteerub teiste valkudega
(Strongin jt., 1995; Kai jt., 2002).
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N-terminal domain

C-terminal domain

Joonis 3. TIMP-1 tridimensionaal ne struktuur (Lambert jt., 2004).

131.TIMP-1

TIMP-1 on 28,5 kDa suurune valk, mida kodeeriv geen paikneb X-kromosoomis.
TIMP-1 mRNA on suurusega 0,9 kb ning valgu molekulmass 28,5 kDa (Lambert jt.,
2004).

Koekultuuris ekspresseerub TIMP-1 paljudes rakutiiiipides (fibroblastides,
epiteelirakkudes, endoteelirakkudes, osteoblastides, kondrotsiiiitides, silelihasrakkudes ja
paljudes kasvajarakkudes (Welgus jt., 1985; Bord jt., 1999; Cawston jt., 1999). TIMP-1
sekreteeritakse ekstratsellulaarsesse ruumi. TIMP-1 inhibeerib koiki MMP-sid, vilja
arvatud MT1-MMP (Crocker jt., 2004). Roti kesknarvisiisteemis on ekspressiooni
kirjeldatud hipokampuses (Riverajt., 2002), gjukoores (Newton jt., 2003; von Gertten jt.,
2003), viikeajus (Rathke-Hartlieb jt., 2000; Fager ja Jaworsky, 2000), taalamuses (Khuth
jt., 2001) ja mustaines (substantia nigra; Lorenzl jt., 2002). TIMP-1 ekspressiooni tase
narvisiisteemis langeb postnataalse arengu kiigus (Vaillant jt., 1999; Rathke-Hartlieb jt.,
2000; Fager ja Jaworsky, 2000).

TIMP-1 ekspressioon indutseerub mitmete haiguslike protsesside kaigus:
krampide (Rivera jt., 2002; Riverajt., 1997; Nedivi jt., 1993; Jaworski jt., 1999; Newton
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jt., 2003), katkuviiruse (canine distemper virus) infektsiooni (Khuth jt., 2001), inimese T-
l[imfotroofilise viiruse tiilip I infektsiooni (Szymocha jt., 2000; Gardner ja Ghorpade,
2003), Parkinsoni tove, demiielinatsiooni (Pagenstecher jt., 1998; Teesalu jt., 2001),
inimese autoimmuunviirus 1-ga seotud dementsuse (Gardner ja Ghorpade, 2003), KCl-
indutseeritud depolarisatsiooni, ajupdrutuse (von Gertten jt., 2003), hiipertroofilistes
astrotsiiiitides glioosi piirkonnas, mesenteriaaltromboos (Rivera jt., 2002) ja mitmete
hematol oogiliste haiguste korral (Murate jt., 1997).

TIMP-1 funktsionaalseks hindamiseks in vivo on kasutatud TIMP-1 knockout
hiiri. Emastel TIMP1-knockout hiirtel esinesid suguelundite arengu korvalekalded:
muutused menstruaaltsiiklis, emaka morfoloogias ja Siisteemsete  steroidide
kontsentrasioonis (Nothnick, 2000, 2001). Taheldati ka fertiilsuse ja reproduktiivse eluea
liihenemist (Nothnick, 2000, 2001). Ullataval kombel on TIMP-1 negatiivsetel hiirtel
taheldatud resistentsust bakteri Pseudomonas aeruginosa nakkuse vastu, mida on
seostatud suurenenud poletikulise ja komplemendi-Sdltuva immuunvastusega (Coussenss
jt., 2001; Osiewicz jt., 1999).

132. TIMP-2

TIMP-2 on peamine MMP-de inhibiitor tidiskasvanud roti kesknarvisiisteemis
(Fager ja Jaworsky, 2000). TIMP-2 on 21 kDa suurune valk, mida sekreteeritakse
ekstratsellulaarsesse ruumi. TIMP-2 kodeeriv geen asub 17-ndas kromosoomis ning
MRNA on suurusega 1,0-3,5 kb. TIMP-2 inhibeerib koiki teadaolevaid MMP-sid
(Lambert jt., 2004).

Roti keskndrvisiisteemis on TIMP-2 ekspressiooni kirjeldatud paljudes neuronite
tiiipides: interneuronites, Purkinje rakkudes ja viikeaju sisemise granulaarkihi neuronites
(Rathke-Hartlieb jt., 2000; Vaillant jt., 1999). Ka gukoores on leitud TIMP-2
ekspressiooni peamiselt neuronites (Pagenstecher jt., 1998; von Gertten jt., 2003).

TIMP-2 ekspresseerub paljudes kudedes ja rakutiiiipides konstitutiivselt ja

madalal tasemel. Erinevalt TIMP-1-st, e suurene TIMP-2 ekspressioon neuronite
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depolarisatsiooni ja haiguslike muutuste korral (Pagenstecher jt., 1998; Lorenzl jt., 2002;
Khuth jt., 2001). Samas on ndidatud, et TIMP-2 stimuleerib fibroblastide ja
l[imfoomirakkude kasvu (Corcoran ja Stetler-Stevenson, 1995; Hayakawa jt., 1994).

TIMP-2 knockout hiirtel e ole selget fenotiiiipi. Sellistel hiirtel on pro-MMP-2
aktivatsioon pirsitud, mis on kooskodlas TIMP-2/MT1-MMP kompleksi rolliga pro-
MMP-2 aktivatsioonil (Strongin jt., 1995, Caterinajt., 1999; Wang jt., 2000). MMP-2 on
hiire normaalseks arenguks mittevajalik ning seetdttu pole tdheldatud ka kindlat
fenotiiiibilist efekti, kuid MMP-2 null-hiirtel on tdheldatud transplanteeritud kasvajate
aeglasemat kasvu ja parsitud vaskularisatsiooni (Itoh jt., 1998).

1.33. TIMP-3

TIMP-3 kodeeriv geen paikneb 22-s kromosoomis. TIMP-3 mRNA on suurusega
2,6-2,4 voi siis 5 kb ning valgu molekulmass vastavalt 22 véi 27 kDa (Lambert jt.,
2004). TIMP-3 erineb teistest TIMP-dest selle poolest, et peale sekretsiooni seostub ta
ekstratsellulaarse maatriksiga sulfaaditud gliikoosaminogliikaanide kaudu (Yu jt., 2000).
Seetdttu inhibeerib TIMP-3 ka rohkem membraaniseoselisi proteaase, nagu niiteks
membraani tiilipi  matriksiinid (MT-MMP-d; Butler jt, 1997) ja disinegriin-
metalloproteaasid (ADAM; Amour jt., 1998; Kashiwagi jt., 2001).

Taiskasvanud roti ajus ekspresseerub TIMP-3 TIMP-dest kdige madalamal
tasemel. TIMP-3 mRNA on leitud neuronites gjukoorest (Gardner ja Ghorpade, 2003),
viikeajust (Vaillant jt., 1999), talamusest, haistesibulast (Jaworsky ja Fager, 2000) ja
gjutiivest (Rathke-Hartlieb jt., 2000). Viikeajus ekspresseerub TIMP-3 Purkinje rakkude
ja sisemise granulaarkihi neuronites (Vaillant jt., 1999; Rathke-Hartlieb jt., 2000).
TIMP-3 valku toodavad kortikaal sed neuronid (Wetzel jt., 2003) ja astrotsiitidid (Muir jt.,
2002). TIMP-3 tase touseb neuronites varajase katkuviiruse infektsiooni (Canine
distemper virus) korra viaga kiiresti (Khuth jt., 2001). Samuti toimub taseme tdus
tromboosi korral (Wallacejt., 2001).

TIMP-3 knockout on letaane hingamisteede puuduliku funktsiooni tottu.
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Puudulikkus on detekteeritav kaks niddalat peale siindi ning areneb edasi looma
vananedes. L etaal seks muutub defekt 13-ndal kuul. Siinnist alates iseloomustab TIMP-3
knockout hiirte kopse vihenenud  kollageeni sisaldus, suurenenud kollageeni
lagundamine peribronhiaalses ruumis ja Kkollageeni fibrillide disorganisatsioon
alveolaarsetes interstiitsiumides (Leco jt., 2001). TIMP-3 negatiivsetel hiirtel on naidatud
ka suurenenud rinnanddrmete epiteelirakkude apoptoosi imetamisjargse involutsiooni
kaigus (Fata jt., 2001). TIMP-3 inimestel on seotud lihaste degeneratiivse haiguse Sorsby
maopdhimiku diistroofiaga (Weber jt., 1994).

1.34. TIMP-4

TIMP-4 kodeeriv geen paikneb 3-ndas kromosoomis, mMRNA on suurusega 1,4 kb
ning valgu suuruseks on 22 kDa (Lambert jt., 2004). TIMP-4 sekreteeritakse
ekstratsellulaarsesse ruumi ning tainhibeerib MMP-1, -2, -3, -7, -9 (Crocker jt., 2004).

Roti kesknarvisiisteemis on TIMP-4 ekspressiooni ndidatud viikeajus, suurgjus ja
gjutiives (Rathke-Hartlieb jt., 2000; Fager ja Jaworsky, 2000; Rahkonen jt., 2002).

TIMP-4 fiisioloogiline roll on ebaselge. TIMP-4 knockout hiiri ei ole seni
kirjeldatud. On teada, et TIMP-4 kiirendab inimese rinnaniddrme kasvaja rakkude
paljunemist in vitro (Baker jt., 2002) ning inhibeerib jagunemist inimese Wilmsi kasvaja
rakkudes (Celiker jt., 2001).

1.3.5. Siinteetilised MMP inhibiitorid

Téanapdeval uuritakse MMP-de inhibeerimist eelkdige voimaliku kasvajatevastase
teraapia eesmirgil. Esimesed iihendid, mida rakendati kliinilises katsetes, olid
looduslikud MMP-de inhibiitorid (TIMP). TIMP-de voime inhibeerida mitmeid MMP-sid

voiks teoreetiliselt viia kasulike terapeutiliste tulemusteni (Ahonen jt., 1998; Bian jt.,
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1996), kuid tegelikult, piirab TIMP-de sdllist kasutamist efektiivsete rakuteragpia
meetodite puudumine. Samas on laialdaselt uuritud ja kliinilistes katsetes testitud
Siinteetilisi MMP-de inhibiitoreid (Denis jt., 1997; Wojtowicz-Praga jt., 1997; Brown,
1998; Brown, 1999). MMP-de siinteetilised inhibiitorid jagatakse kolme
farmakoloogilisse kategooriasse : 1) peptiidomimeetlised ja mittevalgulised MMP
inhibiitorid, 2) tetratsiikliini derivaadid ja 3) bisfosfonaadid (Hidalgo jt., 2001).

Peptiidomimeetilised MMP inhibiitorid on pseudopeptiidide derivaadid, mis
mimikeerivad kollageeni struktuuri kohtades, kus see seostub MMP-ga (Betz jt., 1997).
Selle grupi kdige levinuimad esindajad on batimastaat ja marimastaat.

Batimastaat on esimene MMP inhibiitor, mida kasvajate inhibiitorina on
katsetatud. Tegemist on hiidroksaamhappe derivaadiga, mis inhibeerib mitmeid MMP-
sid. Loommudelites parssis batimastaat nii kasvga enda kasvu kui ka metastaaside teket
(Chirivi jt., 1994; Watson jt., 1996). Batimastaadi puudusteks on vihene lahustuvus ja
kittesaamatus suukaudse manustamise korral. Katsetatud on ka intrapleuraalset ja
intraperitonaalset manustamist, kuid sellised teed e ole sobilikud pikagaliseks raviks
(Wojtowicz-Pragajt., 1996; Macaulay jt., 1999; Bedttie jt., 1998).

Marimastaat on sarnane batimastaadiga, kuid parem on omastamine oraalse
manustamise korral. Marimastaat on seni kdige paremini uuritud siinteetiline MMP
inhibiitor, mida on ka koige enam Kliinilistelt katsetetatud (Millar jt., 1998). Uuringud on
ndidanud metastaaside vdhenemist marimastaadi toimel kopsu- ja rinnavidhi mudelites
(Wojtowicz-Pragajt., 1998).

Mittevalgulised MMP inhibiitorid on siinteesitud véltimaks peptiidsete MMP
inhibiitorite halba omastamine suukaudse manustamise korral (Millar jt., 1998).
Keemilise disainiga on saavutatud ithendid, mis on MMP-de spetsiifilised, mis omakorda
voimaldab neid kasutada kindlate haiguste raviks (kasvajad ja artriit). Naiteks, MMP-2
spetsiifilised on AG3340, BAY 12-9566 jaBMS-275291 ning MMP-1 spetsiifiline on Ro
32-3555 (Brown, 1999).

Tetratsiikliini derivaadid inhibeerivad nii MMP-de aktiivsust kui ka produktsiooni
ning kasutatakse seetottu haiguste raviks, millega kaasneb MMP siisteemi voimendumine
(Lokeshwar, 1999; Fife jt., 1997; Seftor jt., 1998; Greenwald jt., 1998). Vastavad ained
inhibeerivad mitmeid kollagenaase (MMP-1, -3, -13) ja Zelatinaase (MMP-2, -9),
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kasutades selleks mitmeid erinevaid mehhanisme (Lokeshwar, 1999; Fife jt., 1997; Seftor
jt., 1998; Greenwald jt., 1998; Ryan jt., 1996). Monede tetratsiikliini derivaatide toimet
(doksiitsiikliin ja Col-3) on hinnatud kasvajamudelitel ning nad on leidnud rakendust ka
vargjastes kliinilistes katsetustes (Hidalgo jt., 2001).

Bisfosfonaadid loodi agselt selleks, et reguleerida katsiumi homostaasi
korvalekaldeid, kuid nad leidsd hiljem kasutust rinnavahi luu metastaaside ja
miieloomtovega patsientide ravis (Delmas, 1996; Hortobagyi jt., 1996). Nende

toimemehhanism on seni ebaselge.

1.3.6. TIMP-de MM P-dest soltumatud funktsioonid

TIMP-de ekspressiooni analiitisil rottide ja hiirte kudedes ilmnes, et iga inhibiitori
ekspressioonimuster ja gjastus on unikaalsed (Young jt., 2002). TIMP-1 on eriti kdrgelt
ekspresseeritud sigimiselundkonnas, TIMP-3 siidames, neerudes ja tiiimuses ning TIMP-
4 peamiselt kesknirvisiisteemis. Kogige laialdasemalt on erinevates kudedes
ekspresseeritud TIMP-2 ning kdige vdhem on iildse TIMP-e maksas (Campbell jt., 1991).

TIMP-d omavad mitmeid MMP-dest soltumatuid bioloogilisi funktsioone.
Naiteks, TIMP-1-l on eriitropoeesi aktiveerivad omadused (Gasson jt., 1985). Samuti on
TIMP-1 on vdimeline indutseerima inimese keratinotsiilitide kasvu (Bertaux jt., 1991).
Samamoodi toimib ta ka paljudel e teistele rakutiitipidele (Hayakawa jt., 1992).

Ka TIMP-2 omab eriitropoeesi potentseerivat toimet (Stetler-Stevenson jt., 1992)
ning aktiveerib mitogeene mitmetele erinevatel rakuliinidel (Hayakawa jt., 1994).

Huvitavalt on TIMP-1 leitud ka rakkude tuumadest (Zhao jt., 1998). TIMP-1
seondub MCF-7 rinnandarme viahkkasvaja rakkudele ja paigutub tuuma. Samas vihendab
TIMP-1, TIMP-2 ja TIMP-3 iileekspressioon mdnedes mudelites kasvajarakkude kasvu
(Gomez jt., 1997; Edwards jt., 1996; Bian jt., 1996; Ahonen jt., 1998; Baker jt., 1999;
Valentejt., 1998). TIMP-2 inhibeerib ka bFGF tingitud rakkude kasvu (Murphy jt., 1993)
ja osaleb kusgjuha punga metanefrilise mesenhiiiimi kasvu ja morfogeneesi pérssimises
(Barash jt., 1995).

On ndidatud ka seda, et TIMP-prokatepsiin L kompleks stimuleerib in vitro
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steroidide geneesi roti testistes ja munasarjades (Boujrad jt., 1995).

2. Rakuviliste proteaaside regulatsioon ja roll neurobioloogias ja —
patoloogistes protsessides

2.1. TIMP-d imetaj ate nirvisiisteemis

Nii MMP-de kui ka plasminogeeni aktivatsiooni Siisteemi kuuluvad rakuvilised
proteaasid tdidavad imetajate ontogeneesi kdigus mitmeid olulisi rolle (Teesalu jt. 2002;
Crocker jt., 2000). Need proteaasid on voimelised lisaks tavapirasele rakuvilise
maatriksi lagundamisele ka tootlema bioaktiivseid molekule, mis lisab neile veelgi
tahtsust paljudes bioloogilistes funktsioonides (Vu ja Werb 2000).

Arenevas hiire gjus ekspresseerub kodige enam TIMP-4, millele jargnevad TIMP-
2, TIMP-3 ja TIMP-1 (Leco jt., 1997; Young jt., 2002). TIMP-1 ekspresseerub mRNA
tasemel kesknarvisiisteemis vaid viaga vihesel méadral (Vaillant jt., 1999).

TIMP-2 on ekspresseerub neuronites ja astrotsiiitides kogu kesknérvisiisteemi
ulatuses. Tapsemalt on TIMP-2 tugev ekspressioon detekteeritav suurgu korteksi
Siigavamates kihtides, haistesibula korteksis, ajutiive suurerakulistes neuronites,
anterioorse haru motoneuronites ja vdikeaju granulaarsetes neuronites (Pagentecher jt.,
1998; Vaillant jt., 1999; Muir jt., 2002).

TIMP-3 ekspresseerub tiiskasvanud hiire ajus taalamuses, subventrikulaarses
tsoonis ja haistesibula neuronites ja astrotsiiitides (Jaworski ja Fager, 2000), kuid teda
on leitud ka soonpdimikust ja gyrus dentatus e neuronitest (Pagenstecher jt., 1998).

TIMP-4 ekspressiooni kesknarvisiistemis pole kiill palju uuritud, kuid on teada, et
TIMP-4 ekspressiooni on parsitud aju arteriovenoosses vadrarendites (arterite ja veenide
vahel moodustuv veresoonte vohand; Hashimoto jt., 2003).

TIMP-2 jaTIMP-3 esinevad rikkalikult vastsiindinu viikeajus (Vaillant jt., 1999).
Embriionaalsetes nérvirakkudes on TIMP-3 detekteeritav juba arengu 14 pdeval (E14).
Hilisemas siinnieelses arengus avaldub TIMP-3 ainult subventrikulaarses alas gjutiive
rakkude tuumades. Varases Siinnijargses arengus avaldub TIMP-3 rikkalikult vdikeajus,

suurgju koores, talamuses ning ka gju parenhiitimis (Jaworsky ja Fager, 2000). Kuna
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TIMP-2 jaTIMP-3 ekspresseeruvad rikkalikult neuraal setes eellasrakkudes, siis see lubab
oletada, et nendel valkudel on omaroll neurogeneesis ja rakkude migratsioonis (Vaillant
jt., 1999; Jaworski ja Fager, 2000). Mdnedes neist regioonidest ekspresseeruvad koos
TIMP-dega ka mitmed metalloproteaasid. Seetottu arvatakse, et proteoliiiis reguleerib
rakulist adhesiooni, kasvufaktorite mobilisatsiooni ja neuronite kasvu (Chang ja Werb,
2001).

2.2. TIMP-d kasvajate bioloogias

Kasvajateke ehk tumorigenees koosneb paljudest erinevatest etappidest. Kasvajate
pahaloomulise kulu olulisteks komponentideks on vihirakkude kontrollimatu
proliferatsioon, angiogenees ning metastaseerumiseni viiv koebarjiiride iiletamine ja
rakuinvasioon. TIMP-d ja MMP-d on seotud kdikide nende protsessidega. MMP/TIMP
tasakaal maddrab ekstratsellulaarse maatriksi lagundamise vOi pilisimajddmise ja
bioloogilised omadused. Akiivsete MMP-de iilehulga tulemuseks on rakuvalise maatriksi
lagundamine, mis viib kasvagjainvasiooni jasiirete tekkimiseni (Hicksjt., 1984; Liottajt.,
1991; Tanakajt., 1995).

MMP-sid ja TIMP-e on uuritud nii normaalsetes kui ka kasvgjate kudedes
(Yoshiji jt., 1996; Ree jt., 1997). TIMP-de ekspressiooni tase mojutab kasvajate
invasiooni ning MMP-de aktiivsust ja ekstratsellulaarse maatriksi seisundit (Visscher jt.,
1994; Airola jt., 1999). TIMP-de MMP-sid inhibeeriv aktiivsus kasvaja levimisel on
selgelt kinnitust leidnud nii in vitro kui ka in vivo katsetes. Nii TIMP-1 kui ka TIMP-2
parssumist seostatakse kasvajate suurenenud invasiivsusega ning nende iileekspressiooni
kasvajate kasvu aeglustumise ja sirete tekke viahendamisega erinevat tiilipi kasvajates
(DeClerck jt., 1992; Albini jt., 1991; Khokhajt., 1989).

MMP-de iileproduktsiooni seos kasvaja levimisega on loonud erinevaid
strateegiaid, mis aitaksid blokeerida MMP-de proteoliiiitilist aktiivsust. Piiitakse leida
uus kasvgatevastaseid ravivotteid, kasutatades ekstratsellulaarse  maatriksi
ensiimaatilise ~ lagundamise  parssimist. Uuringud MMP-de grupispetsiifiliste
inhibiitoritega on ndidanud, et oodatud kasvajavastase toimega kaasnevad tdsised
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korvalmojud ja seetdttu on hetkel prioriteediks pigem iihe kindla MMP suhtes
spetsiifiliste, mitte aga grupispetsiifiliste molekulide viljatootamine (Coussens jt., 2002;
Overal ja Lopez-Otin, 2002). Sihtmirkidena piilitakse kasutada just MMP-de
transkriptsiooni-, aktivatsiooni- ja inhibitsioonimehhanisme, mis on nende ensiitimide
kolm pohilist endogeense regulatsiooni taset (Hicks jt., 1984; Liotta jt., 1991; Tanaka jt.,
1995).
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3. To6 eesmirgid

Kéesoleva to0 eeesmirk on luua siistemaatiline iseloomustus TIMP-1, -2, -3, -4
ekspressiooni kohta normaalses inimese kesknarvisiisteemis. Selleks hinnati TIMP-de
ekspressiooni inimese keskndrvististeemi 11-s olulisemas anatoomilises struktuuris,
kasutades selleks immuuno-histokeemilist andliiiisi, in situ hiibridisatsiooni ja Western
blot meetodit. Saaadud tulemuste kvantitatiivseks iseloomustamiseks tehti Q-PCR

analiiiis.
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EKSPERIMENTAALNE OSA

4. Materjal ja metoodika
4.1. Kasutatud koed

Sistemaatiliseks TIMP  1-4 geeniekspressiooni  analiitisiks  suurel hulgal
koeproovidel nii valgu kui ka mRNA taseme loodi kudede mikrokiibid. Koekiipide
valmistamiseks kasutati spetsiaalset seadet (Beecher Instr, USA), mille abil kanti 0,6 mm
diameetriga ning kuni 7 mm pikkused koesiidamikud parafiinsisestatud doonorplokkidest
parafiinist retsipientplokki. Koekiibid valmistati normaalse kesknirvisiisteemi (seljaaju,
tagagju, keskaju, vahegu, suurgju poolkerade, basaalganglioni, limbilise siisteemi ja 7
muu gu struktuuri; lisa 2-9) kuni 40 erinevast lokalisatsioonist neuropatoloogiliste
lahangute kiigus saadud materjalist. Koekiipidest vamistati 5 um paksused koeldigud,
millel viidi 1abi immuuhistokeemilised reaktsioonid ning geeniekspressiooni analiiiis in
situ hiibridiseerimise meetodit kasutades.

TIMP 1-4 geeniekspressiooni hindamiseks reaalgja PCR ja Western blot meetodil
uuringus kasutatud patoanatoomiliste lahangute kdigus kogutud inimese normaalsed pea-
ja seljagju koed saadi Tartu Ulikooli Kliinikumi koepangast. Tiikid suurusega 0,2-0,5 g

kiilmutati vedelas lammastikus ning siilitati -84°C juures siigavkiilmas.

4.1.1. In situ hiibridisatsioon
4.1.1.1. RNA eradamine kudedest
RNA eraldati koest TRIzol-iga (Chomczynski ja Sacchi, 1987) 0,2-0,5 grammine

platsenta tilkk purustati uhmri ja nuia abil vedelas ldmmastikus pulbriks. Pulbristatud
koele lisati 3 ml TRIzol-i (Invitrogen) ning homogeniseeriti jail hoides kuni suuremate
osakeste kadumiseni (15-20 korda). Tsentrifuugiti Sorval SS-34 rootoriga 10000 g +4°C
10 minutit, et eemadada rasvad ja teised mittelahustuvad materjalid. Supernatant kanti
ettevaatlikult iile puhtasse tuubi. Proove inkubeeriti 5 minutit toatemperatuuril, et lasta
nukleoproteiini kompleksil dissotseeruda. Lisati 0,6 ml kloroformi (Naxo), loksutati

intensiivselt 15-20 sekundit ning inkubeeriti  2-3 minutit toatemperatuuril. Proove
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tsentrifuugiti 12000 g juures +4°C 15 minutit. Ulemine vesifaas kanti iile uude tuubi.
Supernatandile lisati 1,5 ml isopropanooli, segati vorteksil ja inkubeeriti 10 minutit
toatemperatuuril. Proove tsentrifuugiti uuesti 12000 g juures +4°C 10 minutit, eemal dati
supernatant. RNA sadet pesti 6 ml 75% etanooliga (Iahjendatuna DEPC t66deldud vees),
tsentrifuugiti 7500 g +4°C 5 minutit. Supernatant eemaldati ning sadet kuivatati
toatemperatuuril umbes 10 minutit. RNA sade suspendeeriti iles 100 ul DEPC-ga
toodeldud vees. RNA kvaliteeti hinnati 1% RNA gedil ja spektrofotomeetril
(A2601280<1,6).

4.1.1.2. RNA gedli elektroforees
0,8%-line RNA ged sisaldas 1,6 grammi agaroosi ja 170 ml destilleeritud vett,
20 ml 20X RNA puhvrit (MOPS 0.4M, Na atsetaat 80mM, EDTA 10mM ) ja 40 ml
formal dehiitidi.
RNA proovide ettevalmistamiseks kuumutati neid 10 minutit 62°C juures ning
jahutati segjarel jdal. Foreesi jaoks kasutati 1X RNA puhvrit ning firma Biorad

foreesivanni. Geelil elektroforeesiti ligikaudu 2 tundi 5 V/cm.

4.1.1.3. DNaasl tootlus

RNA proovide puhastamiseks DNA-st kasutati DNaas to6tlust. Reaktsioon viidi
[dbi 300 ul mahus, mis sisaldas 1/10 RNA proovi (punkt 4.1.1.1.), 1/10 DNaasi puhvrit
(200mM Tris pH 7,5, 25 mM MgCl; ja 5mM CaCl,) ja 1/100 DNaasi (Fermentas) ning
tilejadnud mahus mQ vett (237 pl). Inkubeeriti 30 minutit 37°C. Lisati EDTA (Riedel-de
Haén) 16ppkontsentratsioonini 5mM ning kuumutati 5 minutit 75°C. Sadestamiseks lisati
6 ul IM DTT-d, 30 pul 6M ammooniumatsetaati (Riedel-de Haén), 750 pl 99%-list
etanooli ning inkubeeriti 1 h -80°C. Tsentrifuugiti tsentrifuugiga Eppendorfi Centrifuge
5415 C maksimumpdoretel +4°C 25 minutit. Eemaldati supernatant ning sadet pesti 1
ml 75% etanoolis, segati vorteksil ning tsentrifuugiti maksimumpooretel +4°C juures 10
minutit. Eemaldati koheselt supernatant ning kuivatati sadet 10 minutit toatemperatuuril .
Sade suspendeeriti iiles 10 ul DEPC vees ning mdddeti spektrofotomeetriga optilised
tihedused lainepikkustel 260/280 ja 260/230 nm.
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4.1.1.4. cDNA Siintees
CcDNA siintees viidi 1dbi Revert Aid T14 First Strand cDNA Synthesis Kit-ga
(Fermentas; #K 1622), kasutades oligo(dt)1g praimerit ning RNA-d koguses 1-0,43 pg.

4.1.15. PCR

In situ hiibridisatsiooni proovide siinteesiks vajalikke DNA jérjestuste
kloneerimiseks disainiti praimerid internetipdhise programmi Primer3 abil ning telliti
firmast TAG Copenhagen A/S. Kasutatud pramerid  sisaldasid kloonimise
holbustamiseks Kpnl ja Sacl saite.

Praimerite jarjestused:

TIMP-1: 5-ATAGGTACCGACACCAGAGAACCCACCAT-3
5- ATAGAGCTCTTGCAGGGGATGGATAAACA-3

Amplikoni pikkus: 499 aluspaari

TIMP-2: 5-ATAGGTACCTCCAAGGGTTTCGACTGGT-3
5-ATAGAGCTCGTGCTGGGAGCTCATGGT-3
Amplikoni pikkus: 492 aluspaari

TIMP-3: 5-ATAGGTACCAACTTTGGAGAGGCGAGCAG-3
5-ATAGAGCTCAGCAGGACTTGATCTTGCAG-3
Amplikoni pikkus: 499 aluspaari

TIMP-4: 5°-ATAGGTACCAGTGCTTCCCCTCTGCTTC-3
5-ATAGAGCTCTTTCAGTGTCAGCAGGGTCT-3
Amplikoni pikkus: 499al uspaari

PCR-i reaktsioon viidi ldbi 20 ul segus. 1X PCR-i puhver (Naxo), 1,5 mM
MgCl, (Naxo), 0.2 mM dNTP (Fermentas), 0.2 uM praimerit, 0.2 U Taq poliimeraas

(Naxo), 2 ug cDNA, mQ vett.
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PCR-i viidi ldbi masinaga Mastercycler (Eppendorf) jargmistel tingimustel:

eeldenaturatsioon 98°C 2 minutit
denaturatsioon 96°C 30 sekundit
praimertite seostumine 54°C 30 sekundit
elongatsioon 72°C 1 minut
temperatuur Siilitatakse 21°C

Tsiklite arv oli 35.

PCR-i produktide pikkust kontrolliti agaroosgeelelektroforeesil.

4.1.1.6. Agaroosgeel el ektroforees

1%-line agaroosgedl sisaldas 1 g agaroosi ja 100 ml 1X TAE puhvrit (Naxo)
ning 10 ul etiidium bromiidi (10 mg/ml). DNA proovide geelile kandmiseks kasutati
virvi 6X DNA Loading Dye Solution (Fermentas) ning suuruse markerina Fermentase

GeneRuler 100bp DNA Ladderit.

4.1.1.7. DNA sadestamine
PCR-i produkt sadestati lisades 1/10 mahtu naatriumatsetaati (Riedel-de Haén)

ja 25 mahtu kiilma 99 % etanooli. Proove inkubeeriti 10 minutit —20°C ning
tsentrifuugiti Eppendorf Centrifuge 5415 C maksimum pooretel 20 minutit 4°C
juures. Supernatant eemaldati koheselt peae tsentrifuugimist ning sadet pesti 1 ml
70% etanooliga. Proove tsentrifuugiti uuesti maksimum pooretel 2 minutit 4°C juures,

supernatant eemaldati ning sadet kuivatati 37°C juures 15 minutit. Sade lahustati vees.

4.1.1.8. Restriktsioon

Sadestatud PCR-i produkti ja 1pug vektorit pBluescript I SK (+) (Fermentas)
[Gigati 1 h 37°C restriktaasidega Kpnl ja Sacl ( Fermentas) 2x Y ellow Tango Buffer-is
(Fermentas).

Kloneerimisel saadud plasmiide kontrolliti restriksioonanaliiisiga. Reaktsioon
viidi 1abi 20 pl mahus ning segu sisaldas 1/10 DNA-d, 1/10 kollast Tango 1X puhvrit
(Fermentas), 1/40 restriktaasi Kpnl (Fermentas) 1/40 restriktaasi Sacl (Fermentas)
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ning iilejaanud mahus mQ vett.
Restriktsioon toimus 37°C juures 1h ning saadud DNA béndid lahutati 1%-lisel
agaroosgeelil. DNA suuruse markerina kasutati 100bp DNA Ladder (Fermentas).

In situ hiibridisatsiooni proovide Siinteesimiseks lineariseeriti plasmiidid 600
pl mahus iile6o 37°C. Restriktsiooni segu koosnes 1/10 sinisest restriktsiooni puhvrist

(Fermentas), 30 pug DNA, 60 U restriktaasi Kpnl voi Sacl (Fermentas) ning mQ veest.

4.1.1.9. DNA eraldamine geelist
Restrikteeritud DNA eraldati TAE geelist komplektiga DNA Purification Kit
From Agarose Gels and Solutions (Mo Bio Laboratories, Inc.) vastavat tootja

protokollile.

4.1.1.10. Ligeerimine
Geelist eradatud inserti ligeeriti vektorisse pBleuscript |1 SK (+) (saadud M.
Kivisaar) 2 h 25°C. 20ul ligeerimissegu sisaldas 2 U T4 DNA ligaasi (Fermentas), 1l
ATP-d (Fermentas), 1X ligaas puhvrit (Fermentas), 100 ng vektorit, 300 ng inserti
ning mQ vett.

To606s kasutaud plasmiidid on esitatud tabelis 1.

Tabel 1. T66s kasutatud plasmiidid.

Plasmiid | seloomustus
pBluescript SK (+) Kloneerimisvektor (Fermentas)
pSK TIMP-1 pBluescript SK (+)

poliikkloneermissaidi Kpnl ja Sacl
restriktsioonisaitide vahele kloneeritud

TIMP-1 cDNA jérjestuse aluspaarid

76-575 (referentgjarjestus nr
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BC007097)

pSK TIMP-2

pBluescript SK (+)
poliikkloneermissaidi  Kpnl ja Sacl
restriktsioonisaitide vahele kloneeritud
TIMP-2 cDNA jirjestuse aluspaarid
1007-1499  (referentgdrjestus  nr
NM_003255)

pSK TIMP-3

pBluescript SK (+)
poliikkloneermissaidi Kpnl ja Sacl
restriktsioonisaitide vahele kloneeritud
TIMP-3 cDNA jérjestuse aluspaarid
1139-1639  (referentgdrjestus  nr
NM_000362)

pSK TIMP-4

pBluescript SK (+)
poliikkloneermissaidi Kpnl ja Sacl
restriktsioonisaitide vahele kloneeritud
TIMP-4 cDNA jérjestuse aluspaarid
13-513 (referentgarjestus nr
NM_003256)

37°C loksutil. Jargmisel pdeval kiilvati inokulum edasi 100 ml LB-S66tmesse ning
kasvatati kultuuri 37°C loksutil nii kaua kuni rakud on kasvanud tiheduseni
ODgo=0,6. Rakud sadestati Sorvalli tsentrifuugiga 4°C juures 10 minutit Kiirusega
2700 G (rootor SS-34) ning suspendeeriti iiles 10 ml 80mM MgCl, (Riedel-de Haén)-
20mM CaCl; (Riedel-de Haén) lahuses ja hoiti jdél 15 minutit. Rakud sadestati uuesti
Sorvalli tsentrifuugiga 4°C juures 10 minutit 2700 G juures (rootor SS-34). Rakud

4.1.1.11. Kompetentide valmistamine

Kompetensete rakkude valmistamiseks kasutati E. coli tiive XL1-Blue (saadud
P. Petersonilt). Baktereid kasvatati {ile66 1ml Luria-Berthani (LB) s66tmes (Naxo)
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suspendeeriti uuesti iiles 2 ml 100 mM CaCl, (Riedel-de Haén) lahuses ja hoiti jaal 1
h. Lopuks lisati rakkudele gliitserooli (Riedel-de Haén) 16ppmahuga 15% ning tosteti
100 pl kaupa 1,5 voi 2 ml katsutitesse. Rakud kiilmutati vedelas ldmmastikus ning
sdilitati -70°C kiilmikus.

4.1.1.12. Transformatsioon

-70°C hoitud kompetendid pandi jddle sulama. Lisati 10 pl ligatsioonisegu
DNA-d. Segu hoiti jaal 30 minutit. Rakke kuumutati (,.kuuma Sokk) 90 sekundit
42°C juures ning jahutati segjarel 1-2 minutit jaal. Lisati 800 pl LB sd6det ning
inkubeeriti 37°C 45 minutit. Seejdrel fuugiti rakud pohja Eppendorfi fuugiga
Centrifuge 5415 C5 minutit 6000 pooret/min. Rakud plaaditi LB s66tmele, millele oli
lisatud 100pg/ml ampitsilliini (Balkanpharma), 75ug/ml 5-bromo-4-kloro-3-indoliiiil-
beeta-D-galaktopiiranosiidi (X-GAL) (Riedel-de Haén). Rakke inkubeeriti 37°C
termostaadis ca 24 h.

4.1.1.13. DNA eraldamine rakkudest aluselise liiiisi meetodil
DNA eraldati rakkudest aluselise liitisi meetodil (Sambrook ja Russel, 2001).

4.1.1.14. DNA eraldamine rakkudest suures mahus

DNA eraldamiseks suures mahus kasutati firma Qiagen komplekti Plasmid
Midi Kit (25) ning era damine teostati vastavalt tootja protokollile.

4.1.1.15. DNA restriktsioonijargne puhastamine
In gitu hiibridisatiooni proovide jaoks restrikteeritud DNA puhastati
fenooltootlusega. Lisati 0,25 mahtu fenooli (Riedel-de Haén) ja 0,25 mahtu kloroformi
(Naxo). Tsentrifuugiti maksimum poodretel 5 minutit. Vesifaas tosteti uude katsutisse,
lisati 0,5 mahtu kloroformi. Tsentrifuugiti uuesti maksimum pdoretel 5 minutit.
Kloroformiga puhastamist korrati veel kaks korda. DNA sadestati ja lahustati mQ

VEES.
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4.1.1.16. In Situ hiibridisatsioon

In situ hiibridisatsioon viidi 14bi néarvikoe kiipidel vastavalt artiklis Teesalu jt.,
1996 toodud protokollile. Riboproovi siinteesi reaktsioon viidi I&dbi 15 ul segus: 1X
transkriptsioonipuhvrit, 10 mM ATP, 10mM GTP, 10mM CTP, 30 U RNase
inhibiitorist (Fermentas), 10mM DTT, 1 ug lineariseeritud plasmiidi (table 1), 0,75 U
RNA poliimeraasi, 1,300 Ci/umol 35S-UTP (GE Hedlthcare Bio-Sciences). Segu
inkubeeriti 1 tund 37°C juures. Igale reaktsioonile lisati 0,5 ul DNase I (Fermentas)
ning inkubeeriti veel 15 min 37°C juures. Lisati 15 pul parmi tRNA segu, mis koosnes
0,3 png tRNA ja veest. Seejdrel lisati koheselt 40 pl aluselist lahust A (80mM
NaHCO;, 120 mM NaCOsz;, 10 mM DTT (Naxo)) ning inkubeeriti 1 tund 60 °C
juures. Lisati 40 pl aluselist lahust B (0,2M Na atsetaat, 1% addikhape, 10mM DTT).
Proov puhastati seondumata nukleotiididest filtratsiooniga ldbi Sephadex G-50
kolonni (Roche Biochemicals) tsentrifuugides 3 min  1000G. Proov sadestati 5mM
DTT, 0,5M ammooniumatsetaadi ja 70% etanooli lisamisega. Inkubeeriti 1 tund -80
°C. Tsentrifuugiti 4 °C 20 min maksimum pooretel. Sadet pesti 75% etanooliga,
kuivatati ruumitemperatuuril ja suspendeeriti iles 50 ul 20mM DTT/DEPC-ga
toodeldud vees. Segati kokku hiibridisatsiooni proov, mis koosnes 50000dpm 35S-
UTP-ga mirgistatud proovist, 50% formamiidist, 20mM TRIS-st (pH8,0), 5mM
EDTA-st (pH=8,0), 1X Denhardt-st, 10mM DTT-<t, 0,5 mg/ml parmi tRNA-st, 10mM
naatriumfosfaatpuhvrist (pH=7,5), 0,3M NaCl, 10% Na dekstraansulfaadist. Proov
denatureeriti 80 °C 2 min, jahutati ning kanti deparahviniseeritud koekiibi slaididele.
Proove inkubeeriti 58 °C 16-18 tundi niiskuskambris.

Slaidid pesti 0,5X SSC, 0,141% B-merkaptoetanooli |ahusega toatemperatuuril,
inkubeeriti 30 min 65 °C 50% formamiid, 2X SSC, 0,141 B-merkaptoetanooli lahuses.
Pesti 2 tundi pesulahusega (0,5 M NaCl, 10mM TRIS, 5mM EDTA, 20 pg/ml RNase
A). Inkubeeriti 30 min 65 °C 50% formamiid, 2X SSC, 0,141 B-merkaptoetanooli
lahuses. Pesti 2X SSC lahusega 15 min toatemperatuuril ning segjarel 0,1X SSC 15
min toatemperatuuril. Slaidid dehiidreeriti etanooliga (30%, 60%, 80%, 96%) ning
kuivatati.

Mikrokiibi slaidid kaeti autoradiograafilise emulsiooniga (Amersham RPN40)
taielikus pimeduses, pakiti karpidesse ning inkubeeriti 4 nddalat 4 °Cjuures.
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Slaidid ilmutati kasutades Kodaki ilmutit D19 ja kinnitit (CAT 5221338) ning
segjarel varviti toluidiinsinisega ja kaeti katteklaasiga.

Klaase analiiiisiti mikroskoobiga Nikon Eclipse E400 pimeviljas. Tulemuste
hindamisel kasutati prof. Andres Kulla abi. Fotografeerimiseks kasutati Olympus
Camedia C3030 digitaalkaamerat.

4.1.2. Immuuno-histokeemilised uuringud koekiipidel.

Kudede mikrokiibid valmistati nagu kirjeldatud punktis 4.1. 6um parahvini
[digud deparafiniseeriti. Immuuno-histokeemilised reaktsioonid viidi |&bi nii
manuaalselt kui ka automatiseeritult. Selleks inkubeeriti eelnevalt deparafiniseeritud
koekiipide [6ike primaarsete antikechadega 60 min. jooksul niiskuskambris
toatemperatuuril. Negatiivseid kontroll-16ike inkubeeriti primaarse antikeha asemel
mitteimmuunse hiireseerumiga. Pérast loputamist 0,5M TRIS/HCI-ga inkubeeriti 16ike
kitselt parinevate hiire/kiiiiliku vastaste biotiniileeritud immuunglobuliinidega 20 min.,
millele jargnes inkubatsioon StreptABComplex/HRP-ga 20 min jooksul. Parast
loputamist Tris-puhvris virviti 1dike kromogeeniga 3,3-diaminobensidiin (DAB),
tuumad varviti hematoksiiliiniga ning 16igud sulundati Entellan-i (Merck). Slaidide
automatiseeritud varvimiseks kasutati masinat Dako Cytomation Autostainer Plus ning
kitti Dako REAL EnVision Detection System, Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse
vastavalt tootja protokollidele. Slaide toodeldi eelenevalt 3% vesinikperoksiidi
lahusega 5 minutit, et blokeerida kudede endogeense peroksidaasi moju. Kasutatud
antikehade lahjendused olid TIMP-1 1:40 (Calbiochem; IM32L), TIMP-2 1:1000
(Calbiochem; IM11L), TIMP-3 1:1000 (Cabiochem; IM43L), TIMP-4 1:120
(AbCam).

4.2. Q-PCR

4.2.1. Toos kasutatud narvisiisteemi lokalisatsioonid

Toos anausitud narvisiisteemi |okalisatsioonid on esitatud tabelis 2.
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Tabel 2. Toos analiiiisitud narvisiisteemi lokalisatsioonid.

>
=

Lokalisatsioon (erinevatelt |ahangutelt saadud kudede arv)

Seljagu (3)

Viikeaju, ajukoor (3)

Taalamus, vahegju (3)

Hiipofiiiis, vaheaju (3)

Frontaalsagar, hallaine (suuraju koor) (3)

Frontaalsagar, valgeaine (3)

Mandeltuum (Amygdal a) (3)

Hipokampus, limbiline siisteem (3)

Ol 0| N| O O | W N B

Sabatuum (Nucleus caudatus) (3)

[EEY
o

Soonpodimik (3)

=
=

Ajupdhimiku arterid (3)

4.2.2. RNA eraldamine kudedest ja cDNA siintees

RNA eraldamine, RNA geeli elektroforees, DNaas t66tlus ning cDNA siintees
viidi ldbi nagu kirjeldatud punktides 4.1.1.1.-4.1.1.4.

4.2.3. Praimeritedisain
Kvantitatiivse PCR-1 (Q-PCR) jaoks vajaikud praimerid disainiti programmiga
Primer Express ning telliti firmast TAG Copenhagen A/S.

Praimerite jarjestused:

TIMP-1: 5°-GCA GGA TGG ACT CTT GCA CAT-3
5-TTG CAG GGG ATG GAT AAA CA-3

Amplikoni pikkus:146 aluspaari

TIMP-2: 5-TCA CCC TCT GTGACT TCA TCG T-3'
5-GGA GGA GAT GTA GCA CGG GA-3
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Amplikoni pikkus: 133 aluspaari

TIMP-3: 5-CTG ACA GGT CGC GTC TAT GA-3
5-AGC AGG ACT TGA TCT TGC AG-3
Amplikoni pikkus: 142 aluspaari

TIMP-4: 5-AAG CTG GGT GCT GTT GCT-3
5-TTT CAG TGT CAG CAG GGT CTG-3
Amplikoni pikkus: 179 aluspaari

HPRT: 5-AGT CTG GCT TAT ATCCAA CACTTC G-3
5-GACTTT GCT TTCCTT GGT CAG G-3
Amplikoni pikkus:100 aluspaari

4.2.4. Q-PCR
Kvantitatiivse PCR-i reaktsiooni labiviimiseks kasutati firma ABGene Kkitti
Absolute QPCR Green Rox Mix. Reaktsioon viidi Idbi 10 ul segus: 5 ul SYBR Green
segu, 200 nM mblemat praimerit, 20 ng cDNA-d, vesi.
Reaktsioon viidi lébi firma Applied Biosystems seadmega 7900HT Fast Real-
Time PCR System.

4.3. Western blot

Geeniekspressiooni analiiiis valgu tasemel Western blot meetodil viidi labi
tabelis 2 loetletud inimese normaalsetel pea- ja seljagu kudedel, mis saadi Tartu
Ulikooli Kliinikumi koepangast. 0,2-0,5 g koele lisati 0,5 ml liiiisilahust (1mM EGTA
(Sigma), 1 mM DTT (Sigma), 5mM HEPES (Sigma), 0,1% Triton X-100 (Sigma); pH
8,7 KOH-ga) ning uhmerdati peenemaks. Segjirel purustati ultraheliga (Bandelin
Sonoplus) 15 sek 5 intervalli 40% tugevusega kaks korda. Hoiti jaial 1 tund,
tsentrifuugiti Eppendorfi tsentrifuugis Centrifuge 5415 C 4000g 20 min jooksul 4°C
juures. Supernatandi valgu kontsentratsioon moodeti kasutades firma Pierce toodet
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BCA Protein Assay Kit.

Valgu ged valmistati vastavalt Laemmli meetodile (Ausubd jt., 2002), .
separeeriva geeli  kontsentratsioon oli 10% ja kontsentreeriva geeli kontsentratsioon
3,9%.

Gedlile kanti 50ug valku, mis oli kokku segatud kolme erineva doonori
proovidest (iga doonori valku 16,6 pug) ning lahjendati 1:1 2X SDS puhvris (1/4 mahtu
4X Tris-Cl/SDS pH 6.8, 20% dliitserooli (Riedel-de-Haén), 4% SDS (Fluka), 0,2M
ditiotreitool (Sigma), 0,001% broomfenoolsinist (Naxo)). Proove kuumutati 5 min
96°C juures ning kanti segjirel geelile. Molekulaarmass maaramiseks kasutati firma
Fermentas Prestained Protein Molecular Weight Marker'it.

Valgu iilekandmiseks geelist filtrile kasutati firma Biorad masinat, kus valgud
kanti geelilt PVDF membraanile (Millipore) kasuatades Semidry puhvrit (24 mM
TRIS (AppliChem), 192 mM gliitsiin (AppliChem), 20% metanool (Naxo)). Ulekanne
toimus firma Bio-Rad laboratories masinaga Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell
vastavalt valmistaja protokollile voolutugevuse 0,8mA/cm? 30 min kestel.

Peale iilekannet pesti membraani TTBS puhvris (100mM Tris (pH=7,5;
AppliChem), 150mM NaCl, 0,1% Tween 20 (Naxo)). Vagu mittespetsiifiliste
seondumiskohtade blokeerimiseks inkubeeriti iiled6 loksutil Labnet Orbit LS 4°C
juures 2,5% Iossipulbri TTBS lahuses. Primaarse antikehana kasutati firma
Cabiochem TIMP-1 (1:10000), TIMP-2 (1:20000), TIMP-3 (1:20000) ja firma
AbCam TIMP-4 (1:500) vastaseid antikehi, mis lahjendati 2,5% lossitulbri TTBS
lahuses ning inkubeeriti 1 tund toatemperatuuril. Enne sekundaarse antikeha lisamist
pesti membraani 3X10 minutit 2,5% 16ssipulbri TTBS lahuses. Sekundaarse
antikehana kasutati peroksiidaasiga konjugeeritud hire  1gG vastast antikeha
(lahjendusega 1:10000) 2,5% |6ssipulbri TTBS lahuses, millega inkubeeriti 1 tund
toatemperatuuril. Segjdrel pesti membraani 3X15 minutit 2,5% lossipulbri TTBS
lahuses.

Signaalide detekteerimiseks kasutati firma GE Hedthcare ECL Advance
Western Blot Detection Kit'i ning rontgenfilmi (Fuji).
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5. Tulemused

5.1. In Stu hibridisatsioon

Kesknirvisiisteemis analiiiisiti TIMP-de ekspressiooni kuuel erineval normaalse
narvististeemi mikrokiibil. In situ hiibridisatsiooni proovide siinteesimiseks kloneeriti
metalloproteaaside inhibiitorite 500 bp cDNA-de jarjestused plasmiidi pBluescript SK
(+) poliikloneerimissaiti Kpnl ja Sacl restriktsioonisaitidesse. Kloneeritud jarjestusi
kontrolliti sekveneerimisega, milleks kasututati firma GeneArt teenust.

In situ hiibridisatsiooni tulemuste hindamise tabelid on kokku voetud tabelites 4-7
(lisad 2-5) ning neid illustreerivad mikrofotod joonistel 4-7.

Joonis 4. TIMP-1 ekspressioon inimese kesknirvisiisteemi koekiipidel in situ
hiibridisatsiooni meetodil. Esitatud on pimevilja (B, D) ja traditsioonilised (A, C)
mikrofotod. TIMP-1 ekspresseerub olivaartuumade (A, B) ja mustaine (C, D) neuronites.
Suurendus x 400
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Joonis 5. TIMP-2 ekspressioon inimese kesknirvisiisteemi koekiipidel in situ
hiibridisatsiooni meetodil. Esitatud on pimevilja (B, D, F) ja traditsioonilised (A, C, E)
mikrofotod. TIMP-2 ekspresseerub dorsadse juure  spinaalganglioni (A, B),
hipokampuse (C, D) jaajusilla (E, F) neuronites. Suurendus x400
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Joonis 6. TIMP-3 ekspressioon inimese kesknarvisiisteemi koekiipidel in sSitu
hiibridisatsiooni meetodil. Esitatud on pimevilja (B, D, F, H) ja traditsioonilised (A, C, E,
G) mikrofotod. TIMP-3 ekspresseerub mandeltuuma (A, B), soonpdimiku (C, D),
oimusagara hallaine (E, F) ning taalamuse frontaal se mediaal se tuuma (G, H) neuronites.
Suurendus x 400.

[

g

. c," '
s ¥ 2

‘.r."‘ "

Joonis 7. TIMP-4 ekspressioon inimese kesknirvisiisteemi koekiipidel in situ
hiibridisatsiooni meetodil. Esitatud on pimevilja (B) ja traditsioonilised (A) mikrofotod.

TIMP-4 ekspresseerub olivaartuumade (A, B) neuronites. Suurendus x400

5.2. Immuunohistokeemiline-analtuiis

TIMP-de eksressiooni kesknadrvisiisteemi kuuel mikrokiibil analiiiisiti ka
kasutades immuunohistokeemilist analiiiisi. |mmuunhistokeemilised reaktsioonid viidi
libi TIMP-1 (1:40; Calbiochem), TIMP-2 (1:1000; Cabiochem), TIMP-3 (1:1000;
Calbiochem) ja TIMP-4 (1:120; AbCam) antikehadega ning hinnati jéargnevalt: -,

negatiivne; +, madal; ++, keskmine; +++, tugev.

Imuunohistokeemilise uuringu tulemused on summeeritud tabelites 8-11 (lisa 6-9)

ning neid illustreerivad mikrofotod on esitatud joonistel 8-11 .
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Joonis 8. TIMP-1 ekspressioon kesknarvisiisteemi koekiipidel. TIMP-1 oli detekteeritav
seljagju (A), piklikaju (B), olivaartuumade (C), lateraal se pdlvtuuma (D) ja hiipofiiiisi (E)
neuronites ning gjukelme soonpdimiku (F) epiteliaal setes rakkudes. Suurendus x400.
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Joonis 9. TIMP-2 ekspressioon kesknarvisiisteemi koekiipidel. TIMP-2 oli detekteeritav
dorsaalse juure spinaalganglioni (A), olivaartuumade (B), gjusilla (C), hammastuuma
(D), lateraalse pdlvtuuma ja (E) hiipofiitisi (F) neuronites. Suurendus x400.
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Joonis 10. TIMP-3 ekspressioon kesknirvisiisteemi koekiipidel. TIMP-3 oli detekteeritav
dorsaalsejuure spinaalganglioni (A), gusilla(B), lateraalse pdlvtuuma (D) ning
mandeltuuma (F) neuronites, soonpdimiku (E) epiteelis ning ka viikeaju (C) Purkinje
rakkudes. Suurendus x400.



Joonis 11. TIMP-4 ekspressioon kesknarvisiisteemi koekiipidel. TIMP-3 oli detekteeritav
gusilla (A), viikeaju (B), lateraalse polvtuuma (C), frontaalsagarahalaine (D),

parietaalsagara hallaine (E) ning ajukel me soonpdimiku epiteelirakkudes (F) neuronites.
Suurendus x400.



5.3. Western blot

Western blot analiiiisil kasutati tabelis 2 loetletud kudesid. Uhe lokalisatsiooni
kolm erinevat proovi segati kokku vordses koguses (16,6 ug). Igale rajale kanti kokku 50
ug valku. Primaarsete antikehadena kasutati TIMP-vastaseid poliiklonaalseid antikehasid
ning sekundaarse antikehadena peroksiidaasiga konjugeeritud hiire ja kiitiliku 1gG-vastast
antikeha.

Western blot meetodi tulemused on esitatud joonistel 12-15.
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Joonis 12. TIMP-1 ekspressiooni andiiis Western blot meetodil
& *
& F K &®

2KkDa —* -' - -

TET WS-

B e+ ...3:

Joonis 14. TIMP-3 ekspressiooni analiiiis Western blot meetodil.
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Joonis 15. TIMP-4 ekspressiooni analiiiis Western blot meetodil.

5.4. Q-PCR

In situ hiibridisatsiooni, immuunohistokeemilise analiiiisi ja \Western blot meetodi
kvantiatiivseks isel oomustamiseks viidi 1abi kvantitatiivne PCR. Q-PCR-ga isel oomustati
11-ne gju erinevalokalisatsiooni (table 2) TIMP-1-4 ekspressiooni.

Q-PCR-i tulemuste analiiiisiks kasutati 2**“; meetodit (Livak jt., 2001). TIMP-
de ekspressiooni taseme hindamiseks normaliseeriti Cr vairtused koduhoidja HPRT
(hiipoksantiin ribostiiiltransferaas) mRNA Cy vairtustega. Segjérel vorreldi TIMP-de
ekspressioonitaset kesknarvisiisteemis igas doonoris eradi, kasutades kalibraatorkoena
fibrosarkoomi HT1080 rakke. Koik Q-PCR katsed teostati triplikaatidena ning viga
viljendati standardveana (Standard Error of Measurement, SEM). Q-PCR-i tulemused on
esitatud joonistel 16-19. Joonistel esitatud vaartused viljendavad TIMP-de ekspressiooni
taset vorreldes HT1080 rakkude ekspressiooni tasemega. Doonroritevahelised TIMP-de
ekspressiooni erinevused voivad tuleneda indiviidide metabolismi varieeruvusest ning

kesknarvisiisteemi plastilisusest.
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Aju erinevad lokalisatsioonid

Joonis 16. TIMP-1 ekspressioon inimese kesknirvisiisteemi koe-ekstraktides. 274t
vadrtused iseloomustavad TIMP-1 ekspressiooni taset erinevates piirkondades ja
struktuurides vorreldes ekspressiooniga HT1080 rakkudes. Katsed teostati triplikaatidena
ning viga viljendati SEM-na (standardviga).
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Aju erinevad lokalisatsioonid

Joonis 17. TIMP-2 ekspressioon inimese kesknirvisiisteemi koe-ekstraktides. 274

vadrtused iseloomustavad TIMP-2 ekspressiooni taset erinevates piirkondades ja
struktuurides vorreldes ekspressiooniga HT1080 rakkudes. Katsed teostati triplikaatidena
ning vigaviljendati SEM-na (standardviga).
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Joonis 18. TIMP-3 ekspressioon inimese kesknirvisiisteemi koe-ekstraktides. 274

vadrtused iseloomustavad TIMP-3 ekspressiooni taset erinevates piirkondades ja
struktuurides vorreldes ekspressiooniga HT1080 rakkudes. Katsed teostati triplikaatidena
ning viga viljendati SEM-na (standardviga).
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Joonis 19. TIMP-4 ekspressioon inimese kesknirvisiisteemi koe-ekstraktides.2™“;
vadrtused iseloomustavad TIMP-4 ekspressiooni taset erinevates piirkondades ja
struktuurides vorreldes ekspressiooniga HT1080 rakkudes. Katsed teostati triplikaatidena
ning vigaviljendati SEM-na (standardviga).
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6. Arutelu
6.1 TIMP-1 ekspressioon kesknirvisiisteemis

TIMP-1 on koiki MMP-sid inhibeeriv valk, mida peetakse koige vihem
ekspresseeritud TIMP-ks tdiskasvanud roti kesknérvisiisteemis. Tema ekspressiooni
peetakse madalaks kuni isegi alapoole detektsiooni piiri isegi tundliku RNase analiiiisi
(Pagenstecher jt., 1998) ja RT-PCR-ga (Y oung jt., 2002). Antud t66s ndidatakse TIMP-1
ekspressiooni normaalses inimese gus in situ hiibridisatsiooni, imuunohistokeemilise
analiiiisi, Western blot meetodi ning ka Q-PCR-ga.

TIMP-1 ekspressiooni tulemused kesknirvisiisteemis on esitatud joonistel 4, 8,
12, 16 jatabelites 4, 8.

Immuuno-histokeemilise uuringuga niidati TIMP-1 korget ekspressiooni
hiipofiiiisis (joonis 8), mida kasutati ka selle meetodi sisemiseks positiivseks kontrolliks.
Antud meetod niitas korget ekspressiooni ka olivaartuumades (joonis 8), hammastuumas,
seljagjus, viikeajus, taalamuses ja ka lateraalses polvtuumas (lisa 6).

Western blot meetod nditas ekspressiooni taalamuses, hiipofiilisis, hallaines,
mandeltuumas, hipokampuses ja juttkehas, mida osaliset kinnitavad ka Q-PCR
tulemused, kuid erinevusteks on taalamus, soonpdimik ja Willisi ring.

In situ hiibridisatsioon néitas ekspressiooni viikeajus, olivaartuumades (joonis 4),
hammastuumas, taalamuses, mis kinnitab immuuuno-histokeemilise analiiiisi tulemusi.
Varasemat on TIMP-1 ekspressiooni roti gus ndidatud viikeajus (Rathke-Hartlieb jt.,
2000; Fager ja Jaworski, 2000) ning ka hipokampuses (Riverajt., 2002).

6.2. TIMP-2 ekspressioon kesknirvisiisteemis

Roti gjus on TIMP-2 kdige enam ekspresseeritud TIMP (Fager ja Jaworski, 2000).
TIMP-2 ekspressiooni on niidatud tdiskasvanud roti aju neuronites ja astrotsiiiitides.
TIMP-2 ekspresseerub au poolkerade korteksi siigavamates kihtides, haistesibula

korteksis, gutiives, seljaaju motoneuronites ja viikeajus (Pagenstecher jt.; 1998, Vaillant
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jt., 1999; Muir jt., 2002).

TIMP-2 ekspressiooni tulemused kesknirvisiisteemis on esitatud joonistel 5, 9,
13, 17 jatabelites 5, 9.

TIMP-2 transkriptide hulga hindamisel in situ hiibridisatsiooni  ja
immuunohistokeemilise analiiisiga inimese kesnérvisiisteemi erinevates struktuurides
ilmnes suhteliselt homogeenne ekspressioon. Jillegi ilmnes vdga korge ekspressioon
immuuno-histokeemilise ja ka Western blot analiitisiga hiipofiilisis, mida kasutati
sisemise positiilvse kontrollina (joonised 9 ja 13). Samuti tiheldati kdrgemat
ekspressiooni mandeltuumas ning gusillas neuronites (joonised 5 ja 9). In situ
hiibridisatsioon niitas TIMP-2 ekspressiooni ka suurgu korteksis, seljagjus ning ka
vdikeaju neuronites, mis ldheb kokku kattub varem avaldatud andmetega roti kohta.
Samas e saa antud tulemuste pohjal Gelda, et TIMP-2 oleks normaalses inimese

kesknarvisiisteemis koige rohkem ekspresseeritud.

6.3. TIMP-3 ekspressioon kesknirvisiisteemis

Fager ja Jaworski (2000) on niidanud, et TIMP-3 on kdige madalamal tasemel
ekspresseeritud tiiskasvanud roti gjus, kuid siiski on leitud ekspressiooni neokorteksist
(Gardner ja Ghorpade, 2003), taalamusest, haistesibulast (Jaworski ja Fager, 2000),
gjutiives (Rathke-Hartlieb jt., 2000). Tugevat ekspressiooni on ndidatud ka soonpdimikus,
sakilises gjukurrus ning viikeaju Purkinje rakkudes (Pagenstecher jt., 1998).

TIMP-3 ekspressiooni tulemused kesknirvisiisteemis on esitatud joonistel 6, 10,
14, 18 jatabelites 6, 10.

Antud t66s oli TIMP-3 koige laialdasemalt ekspresseeritud TIMP normaalses
inimese kesknarvisiisteemis. Immuuno-histokeemiline analiiiis ja in situ hiibridisatsioon
nditasid ekspressiooni peaaegu koigis mikrokiibi lokalisatsioonides, paljudes
lokalisatsioonides vais ekpressiooni lugeda isegi vdga tugevaks. Samuti niditas Western
blot meetod laialdast ekspressiooni. Q-PCR kinnitab saadud tulemusi.

Antud t66 pohjal ekspresseerub TIMP-3 koige rohkem ajusilla neuronites,

viikeaju Purkinje rakkudes, taalamuses, punatuumas, mandeltuumas, lateraalses
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polvtuumas neuronites, soonpoimiku epiteelis, hiipofiiiisis ning ka seljagjus neuronites
(joonised 6 ja 10). Seega viitavad meie tulemused TIMP-3 ekspressioon inimese
narvisiisteemis Voib oluliselt erineda TIMP-3 ekspressioonist tidiskasvanud roti ajus
(Fager jajaworski, 2000).

TIMP-3 korge ekspressiooni pdhjal inimese kesknirvisiisteemis voib oletada, et
TIMP-3 méngib tdhtsat rolli inimese nérvisiisteemi fiisioloogias. Antud fakti kinnitab ka

see, et TIMP-3 knockout hiire fenotiitip on letaalne (Leco jt., 2001).

6.4. TIM P-4 ekspressioon kesknirvisiisteemis

TIMP-4 ekspressiooni gjus on viga vihe uuritud. TIMP-4 mRNA on leitud roti
viikeajust, suurajust aja ajutiivest (Rathke-Hartlieb jt., 2000; Fager ja Jaworski, 2000;
Rahkonen jt., 2002).

TIMP-4 ekspressiooni tulemused kesknarvisiisteemis on esitatud joonistel 7, 11,
15, 19 jatabelites 7, 11.

TIMP-4 ekspressioon oli kdige korgem hiipofiilisis, mida kinnitavad nii
immuuno-histokeemilise uuringu, Western blot analiiiisi ja ka Q-PCR tulemused. TIMP-4
esines ved gusllas, viikeajus, taalamuses, sabatuumas, saaresagaras, mustaines ning
punatuumas neuronites (joonis 11). Saadud tulemused sarnanevad roti gu TIMP-4

ekspressioonimustriga

6.5. TIMP-d inimese nor maal ses kesknérvisiisteemis
Esitatud tulemustest |dhtub, et TIMP-d ekspresseeruvad tiiskasvanud inimese
kesknarvisiisteemis paljudes erinevates struktuurides. Antud to6s nididati TIMP-de

ekspressiooni eelkdige neuronites, kuigi varem on nende ekspressiooni ndidatud ka
teistes gliaal se rea rakkudes (Pagenstecher jt., 1998; Vaillant jt., 1999; Rivera jt., 2002),

mis antud toost viélja el tule. Voimalik on TIMP-de liigispetsiifiline regulatsioon.
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Liigispetsiifiliss erinevusi  proteoliiiitiliste siisteemide molekulide ekspressioonil on
kirjeldatud genestiliselt ldhedases hiires ja rotis (Liu jt., 1996) ning poleks iillatav kui
TIMP-de regulatsioon inimese ja narilise ajus oleks erinev.

Antud t66 tulemustest ldhtub, et koige laialdasemalt ekspresseeritud TIMP
normaalses inimese kesknirvisiisteemis on TIMP-3. Meie t66 dokumenteerib TIMP-3
laialdase ekspressiooni transkriptide ja valgu tasemed koikjal kesknérvisiisteemi
neuronites, eriti kdrge ekpressiooniga taalamuses, hippokampuses ja viikeajus. Kuna
TIMP-3 knockout fenotiiiip on letaalne (Leco jt., 2001), siis voib jareldada, et TIMP-3 on
tahtis roll ka inimese fiisioloogias. Neid andmeid kokku vottes voib oletada, et eelkdige
just TIMP-3-I on téhtis roll inimese nérvisiisteemi fiisioloogias. Ekspressiooni tasemelt
jargneb TIMP-3-le TIMP-2, mis ekspresseerus paljudes erinevates narvisiisteemi
piirkondades (taalamus, gjusild, hiipofiiiis). TIMP-1 ja TIMP-4 ekspresseerusid inimese
narvisiisteemis nendest juba oluliselt madalamal tasemel.

Fager ja Jaworski (2000) artiklis on ndidatud, et kdige madalamal tasemel
ekspresseeritud TIMP roti kesknarvisiisteemis on TIMP-3. Seega ilmneb selge erinevus
immuuno-histokeemilise, in situ hiibridisatsiooni ja Western blot analiiiisiga nariliste ja
inimese TIMP-de ekspressioonimustrite vahel. Eelkdige on inimese nérvisiisteemis
ekspresseeritud TIMP-3, mida nariliste ajus leidub vihe. Samas, on nériliste ajus tugevalt
ekspresseeritud TIMP-2, mis meie andmetel on aga inimese narvisiisteemis ndrgalt
ekspresseeritud ega oma seetdttu ilmselt samavéarset tiahtsust kui nériliste ajus.

To6 peamiseks tulemuseks on nérvisiisteemi fiisioloogias ja haiguslikes
protsessides tihtsat rolli mingivate TIMP-de ekspressiooni kaardistamine normaalses
inimese kesknarvisiisteemi 11 erinevas lokalisatioonis. Normaalne nirvisiisteem on nii
funktsionaalselt kui ka morfoloogiliselt muutuv siisteem, milles teatud tingimustes
ekspresseeruvad ka MMP-d, mis peavad saama tasakadustatud vastavate TIMP-de
ekspressiooniga (Yong jt., 1999). Voimalus on ka, et vdike osa neuroneid vahetatakse
pidevalt neuraasete tiivirakkude arvel ja pidevalt toimuva neurogeneesi alusel Vilja,
seega voivad nii MMP-d kui ka nende inhibiitorid TIMP-d osaleda normaalse kiipse
narvististeemi plastilisuse tagamisel (Crocker jt., 2004). Andmed viitavad TIMP-de
tdhtsusele normaalse nérvisiisteemi fiisioloogias ja tdendoliselt ka nérvisiisteemi

plastilisuse tagamisel. Sellega on esmakordselt sSiisteemselt analiiiisitud TIMP-de
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ekspressiooni kogu kesknérvisiisteemis. Seniilmunud kirjanduses puuduvad andmed

TIMP-de ekspressiooni analoogse Siisteemse kasitluse kohta inimese nérvisiistemis.

6.6. Jareldused

1 Erinevad TIMP-d ekspresseeruvad erineva intensiivsusega inimese
narvislisteemis.
2. Kdige tugevamalt ja ulatuslikumalt levinud TIMP inimese normaalses

narvisusteemis immuuno-histokeemilise analtiiisi, in Situ hiibridisatsi ooni
jaWestern blot meetodi alusel on TIMP-3.

3. Kdige ndrgemini on ekspresseeritud immuuno-histokeemilise analiiiisi, in
Situ hiibridisatsiooni ausel TIMP-1 jaTIMP-4.
4, Esineb oluline erinevus TIMP-de ekspressioonis inimese ja nariliste

narvislisteemis, seega pole nérilistel |4dbi viidud eksperimentaalsete to6de
tulemused iiheselt ekstrapoleeritavad inimesele; seega on oluline uurida

just inimeselt saadud hai gulikult muutunud kudesid.
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KOKKUVOTE

Anadiiisimaks MMP-de Koetiilipi inhibiitorite ekspressiooni normaalses
narvisiisteemis koguti projekti raames koematerjali 6 kohtumeditsiinilise ja
patoanatoomilise lahangu kiigus eemaldatud normaalse kesknérvisiisteemi 40 erinevast
piirkonnast (neokorteks, valgeaine traktid, basaaltuumad, striatum, limbiline Siisteem,
gjutiivi, vdikeaju, hiipofiiiis, epifiilis, seljaaju hall- ja valgeaine). Sellest materjalist
vamistatud koekiipidel analiiiisisime in situ hiibridiseerimise ja immunohistokeemia abil
TIMP 1-4 ekspressiooni. Lisaks hinnnati kiilmutatud koeproovidest valmistatud
ekstraktides TIMP 1-4 esinemist nii mRNA kui valgu tasandil gu erinevates
piirkondades. T66 peamiseks tulemuseks on nérvisiisteemi filisioloogias ja haiguslikes
protsessides tihtsat rolli méngivate TIMP-de ekspressiooni kaardistamine. Meie t66
dokumenteerib TIMP-3 laialdase ekspressiooni transkriptide ja valgu tasemel koikjal
kesknarvisiisteemi neuronites, eriti kdrge ekpressiooniga taalamuses, hippokampuses ja
vdikeajus. Meie andmed viitavad TIMP-de tdhtsusele normaalse nérvisiisteemi
fsioloogias ja tdendoliselt ka ndrvisiisteemi plastilisuse tagamisel. Sellega on
esmakordsdlt siisteemselt analiiiisitud TIMP-de ekspressiooni kogu kesknérvisiisteemis.
Seniilmunud kirjanduses puuduvad andmed TIM P-de ekspressiooni analoogse Siisteemse

kisitluse kohta inimese nirvisiistemis.
Meie andmed niitavad:

- selget erinevust TIMP-de ekspressioonis nériliste ja inimese vahel;

- ¢t tuleb olla ettevaatlik katseloomadel saadud eksperimentaal sete tulemuste
iilekandmisel inimesele;

- on oluline uurida eeskitt patsientidelt saadud materjale tegemaks jareldusi
nende faktorite osalemise kohta erinevates patoloogilistes tingimustes

(muuhulgas ka kasvajates) inimesel;
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SUMMARY
Expression profiling of inhibitors of metalloproteasesin the

normal human central nervous system

Extracellular proteolysis machinery and the MMP/TIMP system in particular are
increasingly recognized to play important roles in various physiological and pathological
processes in the central nervous system (CNS). Much of the data on the involvement of
TIMPsin neurophysiology and -pathology have been derived from studies on experimental
animals. The aim of current work was to perform a systematic characterization of the
expression of TIMP-1, 2, -3 and -4, in the norma human CNS. Brain and spinal cord
samples from 11 anatomic locations covering all the mgjor brain regions were collected of
donors with no neurological disease. Tissues were embedded in paraffin and tissue arrays
were constructed. A set of 11 localizations was snap-frozen for RNA extraction.
Expression profiling of TIMPs was performed by in situ hybridization, immunohisto-

chemistry, western blot and gPCR assays.

Immunohisto-chemistry and in situ hybridization assays demonstrated that
expression of TIMPsin normal adult CNS are located in different cell types and structures.
Te most abundantly expressed TIMP in the human normal central nervous system was
TIMP-3 what is in contradiction with the knowledge that in the murin brain the most
expressed is TIMP-2. The most intense signal was observed in highly vascularized choroid
plexus and in the endothelial cells of circle of Willis. In addition to neuronal expression,
TIMP-3 transcripts were present at high levels in epithelial cells of choroid plexusand in a

subpopulation of microvascular endothelial cells. TIMP-2 was the second most abundantly
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expressed TIMP in the human central nervous system. In all of the TIMPs high expression

was observed in hypophyis, what was also used as positive control.

Our work establishes expression map of the TIMPs in the normal human CNS.
Our data should be useful for future studies addressing TIMPs and MMPs in neurological

diseases.
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LISA 1.

Tabel 3. MMP-dega seotud bioloogilised aktiivsused roti organismis (Visse ja Nagase,
2003 jargi)

Bioloogiline efekt Vastutav MMP
Keratinotsiititide migratsioon ja re-epitelisatsioon MMP-1
Osteobl astide aktivatsioon MMP-13
Neuriitide viljakasv MMP-2
Adipotsiiiitide differentseerumine MMP-7
Rakkude migratsioon MMP-1, -2, -3
Rakkude migratsioon MT1-MMP
Rinnanidarme epiteeli rakkude apoptoos MMP-3

Rinnandarme  epiteeli  alveolaari  nadrmestruktuuride | MMP-3

moodustumine

Epiteliaal-mesenhiimaalne konversioon MMP-3
Mesenhiimaalsete rakkude diferentseerumine MMP-2
Vereliistakute agregatsioon MMP-1
Angiostatiinisarnaste fragmentide genereerimine MMP-3, -7, -9, -12
Endostatiinisarnaste fragmentide genereerimine MMP-d
Suurenenud kollagenaasne afiinsus MMP-2, -3, -7, -9, -13
Neeru tubulogenees MT1-MMP
bFGF-I vabastamine MMP-3, -13
Suurenenud IGF-i kittesaadavus ja rakkude jagunemine MMP-1, -2, -3
MMP-d
MMP-11
VEGF-i aktivatsioon MMP-d
Epiteliaal sete rakkude migratsioon MMP-2, MT1-MMP
Amnioni epiteliaal sete rakkude apoptoos Kollagenaas
Eelpdletikuline Pdletikueelne seisund MMP-1, -3, -9

Kasvaarakkude vastupanu ? kas resistentsus keemiaravile? MMP-9
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Pdletikuvastane toime MMP-1, -2, -9

Poletikuvastane toime MMP-1, -2, -3, -13, -14

TGF-B suurenenud kittesaadavus MMP-2, -3, -7

Rakkude agregatsiooni vihenemine ja rakkude invasiivsuse | MMP-3

ooni suurenemine tdus MMP-7

Rakkude adhesiooni ja levimise migratsiooni vihenemine | MT1-MMP

parssimine MT2-MMP
MT3-MMP

Fas retseptor-vahendatud apoptoos MMP-7

Vidhenenud IL-2 vastus immuunprotsessides MMP-9
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LISA 2.

Tabel 4. TIMP-1 ekspressiooni analiitis in situ hiibridisatsiooni meetodil normaalses
inimese kesknarvisiisteemis.Vérvingut hinnati jargnevalt: -, negatiivne; +, madal; ++,

keskmine; +++, tugev.

Kiibi kood | 11102/5/2 | CNS180-5 | KM8-5 | KM5-5 |

Sdjagu

Sdjagiu . - - -

Dorsaal sarve neuronid | -

Tagagu

Piklikau, neuronid - - - -

Olivaartuumad - +/- -

Ajusild - - - -

Viikeaju
Purkinje rakud - - - -
Sisemine granul aarkiht - + +/- -

Hammastuum + + - R

Keskau

Mustaine - + R

Punatuum - - - R

Eesgju
Vahegu

Taalamus, ventraane lateraalne | - -
tuum

Taaalamus, anterioorne tuum -

Taalamus, dorsaalne lateraalne | - -
tuum

Taalamus, mediaal ne tuum - + R

Taalamus, lateraalne - -
posterioorne tuum

Mammilaarkehad - -

Lateraalne polvtuum - -

Suuraju poolkerad

Frontaalsagar, hallaine - + - -

Frontaal sagar, valgeaine -

Oimusagar, hallaine - - - -

Parietaal sagar, hallaine - - - -

Kuklasgar, hallaine - - - -

Saaresagar (insula) - + - -
Basaal ganglionid
Sabatuum - n N n

Koorik (putamen) - - - -
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Kahkjaskeha (globus pallidus),
mediaalhe

Limbiline siisteem

Hipokampuse neuronid
Sakiline gjukurd

Parahipokampaal ne ajukoor

Mandeltuum

Teised

Mohnkeha (Cor pus callosum)

Sisemine kapsal (Capsula
interna)

Soonpdimik

Kébikeha

Hiipofiiiis

Aju pdhimiku arterid (C.
Willis)

Ajukelme
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LISA 3.

Tabel 5. TIMP-2 ekspressiooni analiitis in situ hiibridisatsiooni meetodil normaal ses
inimese kesknarvisiisteemis.Vérvingut hinnati jargnevalt: -, negatiivne; +, madal; ++,

keskmine; +++, tugev.

| Kiibi kood |M-1 | 11102/5/2 | 180-5 | 1292/5/1 | KM8-5 | KM5-5 |
Seljagju
Seljagju - - - -
Dorsaal sarve neuronid +++ ++
Tagagu
Piklikau, neuronid - - + +/- +/-
Olivaartuumad - - + -
Ajusild - - - +/++ +H[+++ | -
Viikeaju
Purkinje rakud - - - - + -
Sisemine granul aarkiht - +/- - +/- + +/-
Hammastuum - - - - -+
Keskau
Mustaine +/- - + -
Punatuum +/- - - + -
Eesgju
Vahegu
Taalamus, ventraalne lateraalne +++ + -
tuum
Taalamus, anterioorne tuum ++ ++ +/-
Taalamus, dorsaane lateraalne + - ++
tuum
Taalamus, mediaalne tuum - ++ - + ++ +/-
Taalamus, lateraalne + - +
posterioorne tuum
Mammilaarkehad + - +/++ _
Lateraalne polvtuum + -
Suuraju poolkerad
Frontaalsagar, hallaine - + - + ++/+++ | -
Frontaal sagar, valgeaine - - -
Oimusagar, hallaine - + - + ++ +/-
Parietaal sagar, hallaine - + - +/- ++ -
Kuklasgar, hallaine + - - + -
Saaresagar (insula) ++ - + ++ +/-
Basaalganglionid
Sabatuum - + - + ++ -
Koorik (putamen) + - - + -
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Kahkjaskeha (globus pallidus),
mediaalhe

++

Limbiline siisteem

Hipokampuse neuronid
Sakiline gjukurd

Parahipokampaal ne ajukoor

+/-

Mandeltuum

++

Teised

Mohnkeha (Cor pus callosum)

Sisemine kapsal (Capsula
interna)

Soonpdimik

Kébikeha

Hiipofiiiis

+/-

Aju pdhimiku arterid (C.
Willis)

Ajukelme
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LISA 4.

Tabel 6. TIMP-3 ekspressiooni analiitis in situ hiibridisatsiooni meetodil normaalses

inimese kesknarvisiisteemis.Vérvingut hinnati jargnevalt: -, negatiivne; +, madal; ++,

keskmine; +++, tugev.

Kiibi kood M-1 180-5 | 1292/ H KM8-5 | KM5-5
5/1

Seljagju
Seljagu + H++ | -
Dorsaal sarve neuronid

++/+++
Tagagju
Piklikau, neuronid +/- +/- +++ +/-
Olivaartuumad ++ +/- ++
Ajusild - ++/+++ | ++ ++ ++
Viikeaju
Purkinje rakud + + +/- +++ +
Sisemine granul aarkiht +/- + +/- +/++ +/++
Hammastuum + - - +/++
Keskau
Mustaine ++ +/- +
Punatuum + - ++ _
Eesgju
Vahegu
Taalamus, ventraane lateraalne - + +
tuum
Taalamus, anterioorne tuum + +/-
Taalamus, dorsaalne lateraalne -
tuum
Taalamus, mediaalne tuum +/- +/- - I -
Taalamus, |ateraal ne posterioorne +/- +
tuum
Mammilaarkehad + +/- -
Lateraalne pdlvtuum - +++ 4+
Suuraju pool kerad
Frontaal sagar, hallaine +/- + + +++ +/-
Frontaal sagar, valgeaine - -
Oimusagar, hallaine +++++ | - - +++ [ +++
Parietaal sagar, hallaine - +/- +/- ot +H[+++
Kuklasgar, halaine + - +H+++ | +/-
Saaresagar (insula) + +- A+ | -
Basaalganglionid
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Sabatuum +- + +/- +++ [+
Koorik (putamen) ++ + ++ +
Kahkjaskeha (globus pallidus), + - ++/+++ | +/-
mediaalne

Limbiline siisteem

Hipokampuse neuronid + + ++

Sakiline gukurd - - -
Parahipokampaal ne ajukoor +/- + +/- +/++ +/-
Mandeltuum +++ ++ ++ +++ +/-
Teised

Modhnkeha (Cor pus callosum) - - - - -
Sisemine kapsdl (Capsulainterna) | - - - - -
Soonp61m1k ++ ++

Kébikeha -

Hupoﬁlus +/++ - +4++

Aju pdhimiku arterid (C. Willis) ++ -

Ajukeime FH+H+ |+
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LISA 5.

Tabel 7. TIMP-4 ekspressiooni analiitis in situ hiibridisatsiooni meetodil normaalses
inimese kesknarvisiisteemis.Varvingut hinnati jargnevalt: -, negatiivne; +, madal; ++,

keskmine; +++, tugev.

Kiibi kood | 180-5 | KM8-5 | KM5-5 |

Seljagju

Sdjagju - -

Dorsaal sarve neuronid

Tagagu

Piklikau, neuronid - - -

Olivaartuumad - -

Ajusild +- - -

Viikeaju
Purkinje rakud + - +/-
Sisemine granul aarkiht - +/- +

Hammastuum - - -

Keskau

Mustaine +/- +

Punatuum - + -

Eesgju
Vahegu

Taalamus, ventraa ne lateraalne -
tuum

Taalamus, anterioorne tuum -

Taalamus, dorsaalne lateraalne | -
tuum

Taalamus, mediaal ne tuum - - -

Taalamus, lateraalne -
posterioorne tuum

Mammilaarkehad - -

Lateraalne polvtuum - -

Suuraju poolkerad

Frontaalsagar, hallaine - - -

Frontaal sagar, valgeaine

Oimusagar, hallaine - - -

Parietaal sagar, hallaine - - -

Kuklasgar, hallaine - - -

Saaresagar (insula) +/- - -
Basaalganglionid
Sabatuum +/- - -

Koorik (putamen) - - -
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Kahkjaskeha (globus pallidus),
mediaalhe

Limbiline siisteem

Hipokampuse neuronid
Sakiline gjukurd

Parahipokampaal ne ajukoor

Mandeltuum

Teised

Mohnkeha (Cor pus callosum)

Sisemine kapsal (Capsula
interna)

Soonpdimik

Kébikeha

Hiipofiiiis

Aju pdhimiku arterid (C.
Willis)

Ajukelme
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LISA 6.

Tabel 8. TIMP-1 ekspressiooni analiiiis immuunohistokeemilise analiiiisi meetodil

normaalses inimese kesknarvisiisteemis.Varvingut hinnati jargnevalt: -, negatiivne; +,

madal; ++, keskmine; +++, tugev.

Kiibi kood

M-1

KM9-5

CNS180-
5

1292/5/1

KM8-5

KM5-5

Seljagju

Sdjagiu

+/-

Dorsaal sarve neuronid

Tagagju

Piklikau, neuronid

Olivaartuumad

Ajusild

Viikeaju
Purkinje rakud
Sisemine granul aarkiht

Hammastuum

Keskau

Mustaine

Punatuum

Eesgju
Vahegu

Taalamus, ventraalne lateraalne
tuum

Taalamus, anterioorne tuum

Taalamus, dorsaal ne lateraalne
tuum

Taalamus, mediaal ne tuum

+/-

Taalamus, lateraalne
posterioorne tuum

Mammilaarkehad

+++

L ateraalne polvtuum

Suuraju poolkerad

Frontaalsagar, hallaine

Frontaal sagar, valgeaine

Oimusagar, hallaine

Parietaal sagar, hallaine

Kuklasgar, halaine

Saaresagar (insula)

Basaalganglionid

| Sabatuum
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Koorik (putamen)

Kahkjaskeha (globus pallidus),
mediaalne

Limbiline siisteem

Hipokampuse neuronid
Sakiline gjukurd

Parahipokampaal ne ajukoor

Mandeltuum

Teised

Mohnkeha (Corpus callosum)

Sisemine kapsal (Capsula
interna)

Soonpdimik

Kébikeha

Hiipofiiiis

+++

+++

+++

Aju pdhimiku arterid (C.
Willis)

Ajukelme

++
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LISA 7.

Tabel 9. TIMP-2 ekspressiooni analiiiis immuunohistokeemilise analiiiisi meetodil
normaalses inimese kesknarvisiisteemis.Varvingut hinnati jargnevalt: -, negatiivne; +,

madal; ++, keskmine; +++, tugev.

Kiibi kood M-1 KM9-5 | CNS180- | 1292/5/1 | KM8-5 | KM5-5
5

Seljagju

Seljaaiu - - - - -

Dorsaal sarve neuronid - +

Tagagju

Piklikau, neuronid -

Olivaartuumad

++ |
1
1

Ajusild - -

Viikeaju - -
Purkinje rakud - -
Sisemine granul aarkiht - -

Hammastuum - + - - +

Keskau

Mustaine - n _ B

Punatuum - - - - R

Eesgju
Vahegu

Taalamus, ventraalne lateraalne - + R
tuum

Taalamus, anterioorne tuum + -

Taalamus, dorsaal ne lateraalne - - -
tuum

Taalamus, mediaal ne tuum - - - + - R

Taalamus, lateraalne -
posterioorne tuum

Mammilaarkehad ++ - R

Lateraalne pdlvtuum - + - -

Suuraju poolkerad

Frontaalsagar, hallaine - - - - - -

Frontaal sagar, valgeaine - -

Oimusagar, hallaine - - - - - -

Parietaal sagar, hallaine - - - - - .

Kuklasgar, hallaine - - - - -

Saaresagar (insula) - - - - -

Basaalganglionid

| Sabatuum - [- | ; ; _
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Koorik (putamen)

Kahkjaskeha (globus pallidus),
mediaalne

Limbiline siisteem

Hipokampuse neuronid
Sakiline gjukurd

Parahipokampaal ne ajukoor

Mandeltuum

Teised

Mohnkeha (Corpus callosum)

Sisemine kapsal (Capsula
interna)

Soonpdimik

Kébikeha

Hiipofiiiis

+++

+++

+++

+++

Aju pdhimiku arterid (C.
Willis)

Ajukelme
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LISA 8.

Tabel 10. TIMP-3 ekspressiooni analiiis immuunohistokeemilise analiilisi meetodil

normaalses inimese kesknarvisiisteemis.Varvingut hinnati jargnevalt: -, negatiivne; +,

madal; ++, keskmine; +++, tugev.

Kiibi kood M-1 KM9-5 | CNS180- | 1292/5/1 | KM8-5 | KM5-5
5
Seljagju
Seljagju ++ +++ +++ -
Dorsaal sarve neuronid +++
Tagagju
Piklikaju, neuronid +++ - +H+++ | -
Olivaartuumad ++ ++++
Ajusild ++ +++ + +H++H+ |+ bt
Viikeaju
Purkinje rakud +++ +++ + +++ -+ 4+
Sisemine granul aarkiht - - + - - -
Hammastuum +++ - - ++
Keskau
Mustaine +++ - ++ +
Punatuum +++ - +++ + ++
Eesgju
Vahegu
Taalamus, ventraalne lateraalne - +++ 4+
tuum
Taalamus, anterioorne tuum ++ ++
Taalamus, dorsaalne lateraalne +++ - +4++
tuum
Taalamus, mediaalne tuum ++ - ++ ++ +
++/+++
Taalamus, lateraalne ++
posterioorne tuum
Mammilaarkehad ++ +++
++/+++
Lateraalne pdlvtuum + +++ ++ F++
Suuraju poolkerad
Frontaal sagar, hallaine +++ - + ++ F++
++/+++
Frontaal sagar, valgeaine - -
Oimusagar, hallaine ++ +++ - +H+++ | +- +4++
Parietaal sagar, hallaine +++ ot +/- +++ + F++
Kuklasgar, hallaine ++ - + ++ +/-
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| Saaresagar (insula) + | +- | ++ |+ | ++
Basaalganglionid
Sabatuum ++ + + + +/- +/-
Koorik (putamen) ++ +/- + +/- +
Kahkjaskeha (globus pallidus), ++ +/- ++ + ++
mediaalne
Limbiline siisteem
Hipokampuse neuronid +++ - 4+ +/- -
Sakiline ajukurd ++ ++
Parahi pokampaal ne ajukoor + + ++
Mandeltuum +++ + ++/+++ | +H/++ ++
Teised
Mohnkeha (Corpus callosum) | - - - - ++ -
Sisemine kapsel (Capsula ++ ++ - - +/- -
interna)
Soonpdimik ++
Kébikeha
Hiipofiiiis ++ +++ ++ n
Aju pdhimiku arterid (C.
Willi S) ++
Ajukelme ++ -
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LISA 9.

Tabel 11. TIMP-4 ekspressiooni analiilis immuunohistokeemilise analiiiisi meetodil

normaalses inimese kesknirvisiisteemis.Varvingut hinnati jargnevalt: -, negatiivne; +,

madal; ++, keskmine; +++, tugev.

Kiibi kood

M-1

KM9-5

CNS180-
5

1292/5/1

KM8-5

KM5-5

Sdjagju

Sdjagju

Dorsaal sarve neuronid

Tagagju

Piklikaju, neuronid

Olivaartuumad

Ajusild

Viikeaju
Purkinje rakud
Sisemine granul aarkiht

Hammastuum

Keskau

Mustaine

Punatuum

Eesgju
Vahegu

Taalamus, ventraalne lateraalne
tuum

Taalamus, anterioorne tuum

+/-

Taalamus, dorsaal ne lateraalne
tuum

Taalamus, mediaalne tuum

+/-

Taalamus, |ateraalne
posterioorne tuum

Mammilaarkehad

Lateraal ne polvtuum

Suuraju poolkerad

Frontaal sagar, hallaine

+/-

Frontaal sagar, valgeaine

Oimusagar, hallaine

+/-

Parietaal sagar, hallaine

Kuklasgar, halaine

Saaresagar (insula)

Basaal ganglionid
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Sabatuum

+/-

Koorik (putamen)

Kahkjaskeha (globus pallidus),
mediaalne

Limbiline siisteem

Hipokambi neuronid
Sakiline gjukurd

Parahipokampaal ne ajukoor

Mandeltuum

Teised

Mohnkeha (Cor pus callosum)

Sisemine kapsel (Capsula
interna)

Soonpdimik

Kébikeha

Hiipofiiiis

+/++

+/-

Aju pdhimiku arterid (C.
Willis)

Ajukelme
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