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Lsamp geeni/valgu roll tiiskasvanud hiire hipokampaalses neurogeneesis

Limbilise siisteemiga seotud membraanvalku kodeeriva geeni (Lsamp) poliimorfisme
seostatakse drevus- ning psiihhiaatriliste héiretega. Varasemad katselooma ja in vitro
uuringud viitavad seostele LSAMP valgu ja nérvislisteemi plastilisuse vahel. Plastilisusele
viitab korgenenud Lsamp ekspressiooni tase rikastatud keskkonnas elavate hiirte
hipokampuses. Lisaks sellele on Lsamp osutunud paljude véhitiitipide puhul tuumor-

supressorgeeniks.

Kédesolevas magistritods uuriti LSAMP valgu vdimalikku osalust hipokampaalses
neurogeneesis. Katse tulemused nditavad, et rikastatud keskkonnas elavatel Lsamp-
puudulikkusega hiirtel on hammaskddrus rohkem uusi neuroneid kui nende metsiktiilipi

pesakonnakaaslastel.

Mirksonad: Lsamp, neurogenees, hipokampus, rikastatud keskkond

CERCS eriala: B470 Fiisioloogia

The role of Lsamp gene/protein in adult mouse hippocampal neurogenesis

Polymorphisms in Limbic system associated membrane protein (Lsamp) has been associated
with neuropsychiatric disorders. Recent publications have shown that Lsamp is involved in
synaptogenesis in the hippocampal neurons, indicating its role in plasticity. Furthermore,
environmental enrichment enhances the expression level of Lsamp in the hippocampus. In

addition, Lsamp has been identified as tumor-suppressor in several types of cancer.

Here we studied the putative role of LSAMP protein in hippocampal neurogenesis. Our
results show that Lsamp-deficient mice living in enriched environment have induced

generation of the new neurons in the dentate gyrus compared to wt mice.
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KASUTATUD LUHENDID

BDNF - tserebraalne neurotroofne faktor (brain-derived neurotrophic factor)
BrdU — bromodesoksiiuridiin (bromodeoxyuridine)

CA — cornu ammonis

CAM - raku adhesioonimolekul (cell adhesion molecule)

DAB - 3,3’-diaminobensidiin

DCX — doublecortin

DG — hammaskéér (dentate gyrus)

EC — entorinaalkoor (enthorhinal cortex)

GPI — gliikosiiiilfosfatidiiiil inositool (glycosylphosphatidylinositol)

GZ — somerrakkude kiht (granular zone)

[gSF — immunoglobuliini superperekond (immunoglobulin superfamily)
KNS — kesknérvististeem

LGE - lateraalne ganglionikdrgendik (lateral ganglionic eminence)

Lsamp — hiire limbilise siisteemiga seotud membraanvalku kodeeriv geen
LSAMP — limbilise siisteemiga seotud membraanvalk (limbic-system associated membrane
protein)

LTP — siinapsi pikaajaline potentseerimine (long-term potentiation)

LV - kiilgmine vatsake (lateral ventricle)

MF — sammalkiud (mossy fiber)

MGE — mediaalne ganglionikorgendik (medial ganglionic eminence)

Negrl - neuronaalne kasvuregulaator 1 (neuronal growth regulator 1)

NGF — nérvikasvufaktor (nerve growth factor)

NLS-LacZ-Neo - tuumalokalisatsiooni signaali/3-galaktosidaasi/neomiitsiini liitgeen
NTM - neurotrimiin

OPCML - opioide siduv raku adhesioonimolekul (opoid-binding protein/cell adhesioon
molecule-like)

pHH3 — fosfo-histoon H3 (phospho-histone H3)

RMS — rostraalne migratsioonivoog (rostral migratory stream)

SEM — standardviga (standard error of the mean)

SGZ — subgranulaartsoon (subgranular zone)

SVZ — subventrikulaartsoon (subventricular zone)

TA-rakud — lileminekurakud (transient amplifying cells)

wt — C57BL/6 ja 129S6/SvEvTac geneetilise taustaga hiireliin (wild type)



SISSEJUHATUS

Neurogenees on protsess, kus néarvisiisteemi tlivirakkudest toodetakse juurde uusi narvirakke.
Primaarne neurogenees vastutab kasvava aju neuronitega varustamise eest ning toimub suures
osas siinnieelsel perioodil. Aastakiimneid piisis arvamus, mille kohaselt kesknérvisiisteemis
toodetakse neuroneid prenataalsel perioodil ning uusi nirvirakke hilisema elu jooksul juurde
ei teki. 1960ndatel aastatel ldbiviidud uuringud niitasid esmakordselt, et tdiskasvanud imetaja
ajus tekivad uued neuronid ning alles kolm aastakiimmet hiljem, tdpsemate uurimismeetodite
vélja tootamisel kummutati dogma, mille kohaselt imetajate neurogenees toimub vaid
stinnieelse arengu kéigus. Tiiskasvanud imetaja kesknérvisiisteemis (KNS) toimub
neurogenees  kiilgvatsakest katvas subventrikulaartsoonis (SVZ) ja  hipokampuse

hammaskédrus subgranulaartsoonis (SGZ) (Kempermann ja Cage, 2000).

Téiskasvanu neurogenees hipokampuses tagab neuraalse plastilisuse ning aitab kohaneda
pidevalt muutuvas keskkonnas (Freund jt, 2013). Keskkonna mitmekesisus (rikastatud
keskkond) véimendab hiirel hipokampuses toimuvat neurogeneesi (van Praag jt, 2000). Uute
neuronite juurdekasv peale ajukahjustust on oluliseks fiisioloogiliseks eelduseks
taastumisprotsessidele (Raymont ja Grafman, 2006). Neurogeneesi molekulaarsete

mehhanismide moistmine aitab leida uusi ja efektiivsemaid ravivoimalusi aju patoloogiatele.

Adhesioon on nirvisiisteemis oluline rakkude omavahelisel interakteerumisel ja rakuvilise
keskkonnaga suhtlemisel, mille kaudu siilitatakse nirvikoe terviklikkus ja funktsioon. Uheks
oluliseks adhesioonimolekulide perekonnaks nérvisiisteemis on immunoglobuliinide
superperekond, kuhu kuulub IgLON valguperekond. IgLON perekonna adhesioonimolekulid
on olulised just eelkdige ndrvisiisteemis. Naiteks osaleb IgLON perekonda kuuluv LSAMP
valk aksonite kasvu suunamises ning indutseerib hipokampuses neuronite vahelist siinapsite
moodustumist, viidates LSAMP valgu seosele nérvisiisteemi plastilisusega (Hashimoto jt,
2009). Lisaks on ndidatud, et Lsamp valgu puudumine viib siinaptilise iilekande muutustele ja
kahjustab ndrvisiisteemi plastilisust tdiskasvanud hiire hipokampuses (Qiu jt, 2010). Tartu
Ulikooli Fiisioloogia instituudis on varem niidatud, et Lsamp geeni ekspressiooni tase

hipokampuses touseb oluliselt hiirtel, kes elavad rikastatud keskkonnas (Heinla jt, 2015).

Kédesolev magistritod kirjanduslik osa annab iilevaate neurogeneesist, Lsamp geenist ja
valgust ning rikastatud keskkonna mojust ndriliste neuraalsele arengule. Eksperimentaalses

osas analiilisitakse Lsamp geeni osalust neurogeneesis.



Antud t66s libi viidud eksperimentaalne osa teostati Tartu Ulikooli Meditsiiniteaduste

valdkonna Bio- ja siirdemeditsiini instituudi fiisioloogia osakonnas.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Neurogenees siinnieelsel perioodil

Selgroogsete nédrvisiisteem saab alguse selgmisest ektodermist, millest kujuneb neuraalplaat.
Neurulatsiooni kiigus voltub neuraalplaat neuraalvaoks ning hiljem sulgub neuraaltoruks

(Gilbert, S.F., 2014).

Neuraaltorust areneb kogu kesknérvisiisteem (KNS) — anterioorsest osast areneb peaaju ning
posterioorne osa annab aluse seljaajule. Neuraaltoru anterioorne osa laieneb ning tekivad
ajupoOickesed. Esialgu eristub kolm primaarset ajupdiekest: eesajupdis, keskajupdis ja
tagaajupdis (rombaju). Primaarsetest ajupdiekestest kujunevad vilja viis sekundaarset
ajupodickest — eesaju jaguneb otsajuks ja vaheajuks, keskajupdiest kujuneb keskaju ning

rombajust moodustuvad tagaaju ja piklikaju (Squire, 2008; Kaufman, 1994).

Neuraaltoru on algselt iihekihiline neuroepiteel, kus rakud aktiivselt jagunevad (hilisem
ventrikulaartsoon). Ventrikulaartsoonist vélja migreeruvatest rakkudest tekivad koik
ajustruktuurid. ~ Vahe-etapina ~ vdib  mirkida sekundaarseid jagunemistsoone —
subventrikulaarkiht (SVZ) eesaju kiilgvatsakese seinas ning vélimine granulaarrakkude kiht

arenevas viikeajus (Hatten, 1999).

Esmalt toimub neuroepiteeli rakkude siimmeetriline jagunemine, mille eesmaérgiks on
suurendada neuraalsete eellasrakkude populatsiooni. Seejirel tekivad neuroepiteeli rakkudest
radiaalgliia rakud, mis on vajalikud arenevate neuronite migratsioonil (Bultje, 2009).
Radiaalgliia on bipolaarse morfoloogiaga, kus iiks jitke on {ihenduses neuraaltoru sisemise
osa ventrikulaartsooniga ning teine jitke ulatub neuraaltorust vélja pehmekesta (pia mater),
moodustades migreeruvatele neuronitele juhtetee (Kriegstein ja Gotz, 2003). Radiaalset
migratsiooni kasutavad glutamaat-ergilised projektsiooni neuronid. Radiaalgliia rakud
jagunevad enamasti asiimmeetriliselt: uuenevad ise ning annavad aluse kas neuronitele,
intermediaalsetele eellasrakkudele voi basaalsetele radiaalgliia rakkudele. Intermediaalsetest
eellasrakkudest ning basaalsetest radiaalgliia rakkudest moodustuvad omakorda neuronid
(Franco ja Miiller, 2013). Hiirtel on neurogeneesi kdrgpunkt E13-E18 arengupdeval (Bultje,
2009).

Neuronid vdivad digetele kohtadele migreerumisel kasutada ka tangentsiaalset migratsiooni,
mis toimub paralleelselt ventrikulaartsooniga. Tangentsiaalset migratsiooni kasutavad GABA-
ergilised interneuonid, mis alustavad migratsiooni mediaalsest ja lateraalsest
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ganglionikorgendikust (medial ganglionic eminence, MGE ja lateral ganglionic eminence,
LGE) ning suunduvad neokorteksisse, haistesibulasse voi juttkehasse (Marin ja Rubenstein,
2001). Neuronid vodivad migratsiooni kéigus migratsioonitliiipi vahetada radiaalsest

tangentsiaalseks ja vastupidi (Ang jt, 2003).

Samaaegselt migreerumisega oma 10plikku lokaliseerumiskohta peavad neuronid suunama
oma aksonid dige mirklauani. Rakk saadab vilja kasvukoonuse, mis juhib kasvavat aksonit
vajalikus suunas ning kokkupuutel sobiva mérklaudrakuga tekib stinaptiline tihendus (Marin
jt, 2010).

1.2 Neurogenees tiiskasvanu ajus

Normaalsete tingimuste juures toimub aktiivne neurogenees tdiskasvanud nériliste ajus kahes
eesaju piirkonnas — hipokampuse hammaskidrus, subgranulaartsoonis (SGZ) ja kiilgmiste
vatsakeste kiilgseinas (LV) asuvas subventrikulaartsoonis (SVZ). Peale patoloogilist
stimulatsiooni, nagu ajuinsult, vdib neurogenees toimuda ka muidu mitteneurogeensetes

regioonides (Gould, 2007).

1.2.1 Hipokampuse ehitus

Hipokampus on limbilisse siisteemi kuuluv paariline struktuur, mille funktsioon on seotud
emotsioonide, ruumitaju ja informatsiooni talletamisega liihiajalisest milust pikaajalisse
mallu. Hipokampus koosneb cornu ammonis (CA) piirkonnast ja hammaskairust (dentate
gvrus DG). CA piirkond jaguneb neljaks viljaks: hammaskéaéru poolne CA3 vili, millele
jargneb kitsas CA2 véli ning selle korval paikneb CAl vili. Eristatakse ka CA4 regiooni,

milleks on hammaskééru koosseisu kuuluv hiilus (Joonis 1) (Allen brain atlas).

CA viljad koosnevad mitmest erinevast kihist, mis sisemisest kihist vdlimiseni jaotuvad:
stratum moleculare, stratum lacunosum (VOi lacunosum-moleculare), stratum radiatum,
stratum lucidum, stratum pyramidale ehk piliramidaalrakkude kiht, stratum oriens ja koige
ilemine kiht on kiilgvatsakese seinaga kiilgnev alveus. Plramidaalrakkude kiht (stratum
pyramidale)  sisaldab  piiramidaalrakkude rakukehasid. Stratum  oriens  sisaldab
pliramidaalrakkude basaalseid dendriite ning inhibitoorseid ja erutavaid neuroneid. Stratum
moleculare sisaldab piiramidaalrakkude apikaalseid dendriite. Hammaskddru sdmerrakkude
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aksonid ehk sammalkiud (mossy fiber, MF) moodustavad siinapseid CA3
plramidaalrakkudega stratum lucidum kihis. Stratum lacunosum-moleculare sisaldab
Schafferi kollateraalseid juhteteid, kus aksonid algavad CA3 neuronitelt ja 10ppevad CAl
dendriitidel ja entorinaalkoorest hipokampusesse saabuvaid perforantse raja aksoneid
(perforant path fibers). Stratum radiatum koosneb interneuronitest, septumi ja
komissuraalsetest ndrvikiududest ning Schafferi kollateraalsetest aksonitest. A/veus sisaldab

piiramidaalkihi neuronite aksoneid, mis viljuvad hipokampusest ning liiguvad volvi suunas.

Hammaskddr on samuti kihilise ehitusega, mis sisemisest kihist védlimiseni jaotuvad:
polimorfne kiht ehk hiilus, stratum granulosum ehk sdOmerrakkude kiht ja stratum
moleculare. Stratum granulosum sisaldab sdmerrakkude (granule cells) rakukehasid. Stratum
moleculare sisaldab sOmerrakkude proksimaalseid dendriite, mis siinapseeruvad septumi,
vastaspoolkera hammaskééru ja entorinaalkoore perforantse raja aksonitega. Sdmerrakkude
tihedad aksonite kimbud ehk sammalkiud innerveerivad CA3 regiooni piiramidaalrakkusid.
Hiiluses paiknevad interneuronid ja sammalrakud (mossy cells). Lisaks eristatakse ka kitsast
subgranulaartsooni (SGZ) Stratum granulosum’i ja hiiluse vahel, mis on iiheks neurogeneesi

toimumiskohaks tdiskasvanu ajus (Joonis 1) (Philippe Taupin, 2007).

Joonis 1. Hipokampuse CA piirkondade ja DG kihiline ehitus (Pildi allikas:
http://anatomie.vetmed. uni-leipzig.de/external/hippocampus/index.html)
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Hipokampuse erinevate neuronite vahel moodustuvad mitmed erinevad nérviringid. Uheks
neist on trisiinaptiline rada, mis koosneb kolmest suurest rakkude grupis: hammaskéiru
somerrakud, CA3 piiramidaalneuronid ja CAl piliramidaalrakud. Pdhiosa hipokampuse
aferentsest sisendist parineb entorinaalkoorest (entorhinal cortex, EC). EC teise kihi neuronite
aksonid saadavad info mooda perforantset rada hammaskiéru ja CA3-e. Hammaskédrust
liigub info modda sammalkiudusid CA3 regiooni piiramidaalrakkudele. CA3
pliramidaalneuronid edastavad info ldbi Scafferi kollateraalide ~CAl regiooni
pliramidaalneuronitele. Hipokampusest vdljuvad aksonid suunduvad tagasi EC viienda kihi
neuronitele v8i volvi kaudu septumisse, mediaalsesse ajukoorde ja talamusse. Selline
nérviring on seotud pikaajalise siinaptilise lilekande potentseerimisega (long term potentation,

LTP), mis on seotud dppimise ja milu tekkimisega (Zhang ja Jin, 2012).

1.2.2 Hipokampuses toimuv neurogenees

Hipokampuse hammaskaérus toodetakse uusi rakke hiiluse ja sdmerrakkude kihi vahelisel alal
— subgranulaartsoonis (SGZ). Rakkude jagunemine toimub klastrites, mis moodustuvad
veresoonte iimber. Seal piirkonnas voib leida mitmes erinevas arengufaasis rakke (Joonis 2).
SGZ-s on primaarseteks neuronite eellasteks radiaalgliia-laadsed rakud, mille pikad
apikaalsed jdtked sisenevad sOmerrakkude kihti. Lisaks voib ndha SGZ-s mitmeid erinevat
tliipi vahepealseid neuronite ja glila eellasrakke ning erinevates diferentseerumise

staadiumites olevaid neuroneid (Seri jt, 2001).

Eellasrakud jagunevad astimmeetriliselt, mille tagajérjel moodustub iiks uus tiivirakk ning iiks
diferentseerumisele méadratud kiirelt prolifereeruv iileminekurakk (transient amplifying cell,
TA-rakk). TA-rakke leidub SGZ-s kdige rohkem ning need rakud esindavad neuraalsete
eellasrakkude arengus iilemineku faasi. TA-rakud kaotavad radiaalgliiale omased tunnused
ning omavad rohkem neuronitele omaseid tunnuseid. Niiteks ekspresseerivad TA-rakud
alguses gliiale ja tiivirakkudele omaseid markereid, mis 10puks kaovad ning hakatakse
ekspresseerima somerrakkudele spetsiifilisi markereid (Seri jt, 2004). Ebakiipsete neuronite
spetsiifilised markerid on nestin, doublecortin (DCX) ja poliisialiileeritud neuraalne raku
adhesioonimolekul (PSA-NCAM) ning tdiskasvanud neuronite markeriteks on kalretiniin,

kalbindiin ja NeuN.

TA-rakkudest moodustuvad neuroblastid on postmitootilised mittekiipsed somerrakud, mis

migreeruvad radiaalselt sOmerrakkude kihiti (stratum granulosum) ning suunavad oma
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aksonid 1dbi hiiluse CA3 vidlja suunas, moodustades siinaptilisi tthendusi CA3 kihi
pliramidaalneuronitega, samas dendriidid suunduvad molekulaarse kihi (stratum moleculare)
suunas, kus nad moodustavad siinaptilisi iihendusi entorinaalkoore aksonitega (Joonis 2).
Uued sdmerrakud on glutamaat-ergilised projektsiooni neuronid (Hastings jt, 2002; Jessberger

ja Kempermann, 2003).

CA1
Piramidaalneuron
ML Somerrakk
DG
e p M R, /( Tivirakk
ME_" 3
__-rada «_hiilus 0 Neuroblast
caz Ak I "
: @ ittekiips neuron
Proliferatsioon Saatuse Migratsioon AKsonite/dendriitide Siinaptiline
miiramine suunamine integratsio
oo I 3 4 SEESEE
Aeg ~25h ~4 pieva ~4-10 ~2-4

pieva nidalat

Joonis 2. Uute sdmerrakkude tootmine neutraalsetest tiivirakkudest hipokampuse
hammaskéiru subgranulaartsoonis. Hipokampaalne neurogenees jaguneb viide arengulisse faasi.
Esimene faas on proliferatsioon: tiivirakkude (sinised) rakukehad paiknevad hammaskéiru
subgranulaartsoonis. Neil on radiaalsed jitked, mis ldhevad lédbi sdmerrakkude kihi ja lihikesed
tangentsiaalsed jitked, mis paikevad sOmerrakkude kihi ja hiiluse piiril. Tiivirakkudest tekivad TA-
ileminekurakud (transient amplifying cells, helesinised). Teine faas on spetsifikatsioon: TA-rakud
arenevad mittekiipseteks neuroniteks (rohelised). Kolmandaks faasiks on migratsioon: mittekiipsed
neuronid (helerohelised) migreeruvad somerrakkude kihti (Stratum granulosum). Neljas faas on
aksonite ja dendriitide suunamine: mittekiipsed neuronid (oranzid) saadavad oma aksonid mooda
sammalkiudude rada CA3 piiramidaalrakkude kihi suunas ja dendriidid vastupidises suunas
molekulaarse kihi poole. Viies faas on siinaptiline integratsioon: uued sdomerrakud (punased) votavad
infot vastu entorinaalkoorelt ja saadavad infot CA3 ja hiiluse piitkondadesse. DG, hammaskaér

(dentate gyrus); ML, molekulaarkiht; GZ, sdmerrakkude kiht (Ming ja Song, 2005, pilt adapteeritud).

Uute neuronite integratsioon hipokampuse nédrviringidesse on seotud dppimisvdimega ning
informatsiooni salvestamisega liihiajalisest milust pikaajalisse millu. Oppimise ja milu

aluseks hipokampuses on siinapsi pikaajaline potentseerimine (LTP), mis on uute neuronite
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puhul madalama induktsiooni ldvega ja korgema amplituudiga kui vanemates neuronites. Ehk
uutel sdmerrakkudel on véimendunud siinaptiline plastilisus. See efekt on tuvastatav kuni 1-

1,5 kuu vanustel neuronitel (Ge jt, 2007).

1.2.3 Kiilgvatsakese seinas toimuv neurogenees

Kiilgmiste vatsakeste kiilgseinas asuv subventrikulaartsoon (SVZ) on teine piirkond
tdiskasvanu ajus, kus pidevalt toodetakse uusi neuroneid. Sarnaselt hipokampuse SGZ-le, on
ka SVZ-is tiivirakkudeks radiaalgliia-laadsed rakud (Doetsch jt, 1999). Lisaks leidub SVZ-s
ka TA-iileminekurakke (transient amplifying cells), neuroblaste ja vatsakest vooderdavaid
ependiimaalrakke. Sarnaselt hipokampaalsele neurogeneesile on SVZ-s toimuva neurogeneesi
esimeseks etapiks radiaalgliia-laadsete rakkude jagunemine, mille kdigus toodetakse TA-
rakke. TA-rakud omakorda diferentseeruvad mittekiipseteks neuroniteks ehk neuroblastideks.
Rakkude spetsifikatsiooni etapis on olulise tdhtsusega ependiimaalrakud, mis toodavad

gliogeneesi inhibiitoreid (Doetsch jt, 1997; Ming ja Song, 2005).

Nariliste ajus migreeruvad neuroblastid SVZ-st haistesibulasse, kus nad diferentseeruvad
haistesibula interneuroniteks (Joonis 3). Ridndavad neuroblastid on {iiksteisega kontaktis,
moodustades ketilaadseid struktuure, mis liitudes moodustavad rostraalse migratsioonivoo
(rostral migratory stream, RMS) (Lois ja Alvarez-Buylla, 1994). Migreeruvaid neuroblastide
kette timbritseb gliiatunnel, mis on moodustunud astrotsiitidide rakukehadest ja dendriitidest
(Rousselot jt, 1995; Pancea ja Luskin, 2003). Haistesibula siidamikku joudes irduvad
neuroblastid RMS-st ja migreeruvad radiaalselt haistepdsmakeste suunas, kus nad
diferentseeruvad sdmer- vO0i periglomerulaarrakkudeks (Lledo jt, 2006). Sellistel
interneuronitel puuduvad aksonid ning vabastavad neurotransmittereid dendriitide kaudu, mis
moodustavad siinapseid mitraalrakkude dendriitidega (Shepherd jt, 2004). Inimesel RMS
puudub ning kiilgvatsakese seinas moodustuvad neuroblastid rdndavad striatumisse (Ernst jt,

2014).

Uute neuronite lisandumine haistesibulasse on vajalik vanade neuronite asendamiseks ja
neuraalse nirvivorgustiku séilitamiseks. Samuti on oluline olfaktoorse milu kujunemisel

(Lazarini ja Lledo, 2011).

13



‘ tiivirakk
‘ iileminekurakk
(TA-rakk)
Co 4 ' neuroblast
e E l . igreeruv neuron
1 y 2 g', < ’:.
. . mitraalrakk
A
;;'/’f haistepdsmake
S / Yo _ periglomerulaarneuron
3
o WOV g
- somerrakk
Prolif i : : Migratsioon Siinaptiline
R sPets"ﬂkatsmon tangensiaalne radiaalne jntegratsioon

rasso 3 a4

Aeg ~0-1 ~1-2 ~2-4
- nidal nidal nidal

Joonis 3. Subventrikulaartsooni tiivirakkudest uute interneuronite tootmine haistesibulas.
Neurogenees SVZ/haistesibul siisteemis ldbib nelja arengulist etappi. Esimene etapp on
proliferatsioon, kus kiilgmiste vatsakeste subventrikulaartsooni tiivirakkudest moodustuvad TA-rakud
ehk ilemineku rakud (TA — tramsient amplifying cells). Teiseks etapiks on rakkude saatuse
méadramine, kus TA-rakud diferentseeruvad ebakiipseteks neuroniteks. Kolmas etapp on migratsioon.
Migratsiooni  kédigus rédndavad ebakiipsed neuronid mddda rostraalset migratsionivoogu
haistesibulasse. Migreeruvad neuronid on {iimbritsetud astrotsiilitidega. Joudes haistesibulasse
migreeruvad uued neuronid radiaalselt vilimistesse rakukihtidesse. Neljandaks etapiks on siinaptiline
integratsioon, mille kéigus ebakiipsed neuronid diferentseeruvad kas sOmerrakkudeks voi

periglomerulaarneuroniteks (Ming ja Song, 2005, pilt adapteeritud).

1.3 Adhesioonimolekulide osalus neurogeneesis

Neuronite pinnal paiknevad raku adhesioonimolekulid (cell adhesion molecule, CAM), mis
vahendavad nérvikoes rakkudevahelisi voi rakkude ja ekstratsellulaarse maatriksi vahelist
adhesiooni ehk seondumist. CAMid on olulised nii arenevas kui ka tdiskasvanud ajus
migratsiooni, neuriitide véljakasvu ja aksonite suunamise ldbiviimiseks. Lisaks on CAMid
olulised tdiskasvanud ajus siinaptilise plastilisuse regulatsioonil ja kahjustunud aksonite
regeneratsioonil. Nérvisiisteemis olulised raku adhesioonimolekulide perekonnad voib jagada
kolme gruppi: kadheriinid, integriinid ja immuunoglobuliinide superperekond (IgSF CAMid)
(Grumet, 1991).
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1.3.1 IgLON valguperekond

IgLONid kuuluvad immunoglobuliinide superperekonda, mis koosneb viiest liikmest:
limbilise siisteemiga seotud membraanvalk (limbic system associated membrane protein,
Lsamp), neurotrimiin (NTM), opioide siduv raku adhesioonimolekul (opoid-binding
protein/cell adhesion molecule-like, OPCML), neuronaalne kasvuregulaator (neuronal growth
regulator 1, Negrl) ja IgLONS5. Antud valgud moodustavad omavahel homo- voi
heterodimeere, mida nimetatakse digloniteks ning reguleerivad nérvijéitkete véljakasvu ja
stinaptogeneesi (Hashimoto jt, 2009; Yamada jt, 2007; Akeel jt, 2011). Lisaks on neid valke

kodeerivad geenid tuumorsupressoriteks osades mitteneuraalsetes kudedes (Akeel jt, 2011).

1.3.2 Lsamp geeni ja LSAMP valgu iildine iseloomustus

Lsamp geen asub inimestel 3. kromosoomi pikemas 6las, hiire homoloog asub vastavalt 16.
kromosoomis (Pimenta jt, 1998). Lsamp geenile on iseloomulik kaks esimest eksonit, 1a ja
1b, millel on erinevad promootorid ning kodeerivad alternatiivseid signaalpeptiide (Joonis
4A). Lsamp geen kodeerib kolme isovormi, mis tekivad alternatiivse splaissimise kaudu
(Joonis 4B). Kaks isovormi tekivad alternatiivsete promootorite kasutamise tulemusena.
Lisaks vOib alternatiivse splaissimise tulemusena C-terminaalsesse otsa, kolmanda
immuunoglobuliini domeeni ja GPI ankru seondumiskoha vahele lisanduda 23-
aminohappeline insert (Joonis 5). Alternatiivsete eksonite kasutamine vO0ib olla oluline
evolutsiooniline mehhanism, mis kindlustab geeni paindliku transkriptsioonilise regulatsiooni
tdiskasvanud ja arenevas organismis. Nirilise geenis jadb eksonite 1a ja 1b vahele ka ekson
la’ (Joonis 4A), mis inimesel evolutsioonis mutatsiooniliste siindmuste tagajirjel on kaduma
ldinud. Eksonid 1a ja la’ kodeerivad alternatiivset 5’UTR signaalpeptiidi (Pimenta ja Levitt,
2004). Lsamp geeni kahel promootoril on erinevates kudedes erinev aktiivsus. 1a promootorilt
algatatud transkriptsiooni aktiivsus avaldub limbilistes struktuurides, mille funktsiooniks on
emotsioonid ja motivatsioon. 1b transkriptide ekspressioon on spetsiifilisem sensoorsete
juhteteede puhul, milleks on kuulmise ja nigemisega seotud ning somatosensoorne piirkond
(Philips jt, 2014). Samuti on ndidatud madalat Lsamp 1b transkripti ekspressiooni mdnedes
mitteneuraalsetes kudedes (neerus, siidames, kopsus, testises) (Maria Piirsalu

bakalaureuset6o, 2014).
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Joonis 4. (A) Joonisel on ndidatud Lsamp geeni struktuur. Esimene ekson (1a) ja alternatiivne esimene

ekson (1b) ning nende vahel olev ekson 1a’. Neile jirgnevad immunoglobuliini domeene kodeerivad
eksonid (2, 3, 4, 5 ja 6). Eksonid 7 ja 8 alluvad alternatiivsele splaissingule, mille tulemusena lisandub
voi puudub 69-nukleotiidine insert. Viimane ekson (9) sisaldab 3’UTR ja C-terminaalset osa
kodeerivat jarjestust. (B) Joonisel on vilja toodud erinevad Lsamp isovormid. Esimene ja teine
isovorm on 1b transkriptid, teine isovorm (Lsamp-6c¢) sisaldab 69-nukleotiidilist lisajirjestust, millest
saadakse 23-aminohappeline insertsioon ning viimane isovorm (Lsamp-SP) on la transkript (Pimenta

ja Levitt, 2004).

Algselt kirjeldati Lsamp’i kui spetsiifiliselt limbilise siisteemiga seotud membraanvalku.
Limbiliseks siisteemiks nimetatakse ajustruktuuride kogumit kesknirvisiisteemis, mis on
seotud emotsioonide, motivatsiooni, dppimise ja méluprotsesside regulatsiooniga ning mille
olulisemad komponendid on peririnaalkoor, vookddr (cingulate cortex), mandelkeha,
hipokampus ja striatum (MacLean, 1990). LSAMP valku on kirjeldatud nii neuronite
rakukehal kui ka dendriitidel (Levitt, 1984; Horton ja Levitt, 1988; Pimenta jt, 1996; Reinoso
jt, 1996). Vaatamata oma nimele on LSAMP ekspresseeritud ka mitte limbilise siisteemiga
seotud piirkondades, keskaju ja tagaaju piirkondades, kiill aga on nendes regioonides
ekspressioon madalam (Philips, 2014). LSAMP valk on inimese ja roti vahel
evolutsiooniliselt konserveerunud, omades 99% ulatuses homoloogiat ning erinedes vaid nelja
aminohappe poolest, mis ei muuda valgu tertsiaarstruktuuri (Pimenta jt, 1996). Seega voib
oletada, et LSAMP wvalk struktuuri ja funktsionaalsete omaduste poolest tugevalt

fillogeneetiliselt konserveerunud.
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LSAMP on tugevalt gliikosiileeritud valk, mida iseloomustab kolm immunoglobuliini
domeeni ning N- ja C-terminaalsed signaalpeptiidid, mis ilmselt vahendavad valgu
seondumist rakumembraanile (Pimenta jt, 1996). C-terminaalne signaalpeptiid sisaldab
gliikostiiilfosfatidiiiil inositool (GPI) ankru kinnitumiskohta, mis on vajalik valgu

seondumiseks neuroni membraaniga (Pimenta ja Levitt, 2004) (Joonis 5).

Igl

NH, S-S Y

COOH

Joonis 5. LSAMP valgu struktuur. Immunoglobuliini domeenid on kujutatud globulaarsete
struktuuridena. Noolega on néidatud GPI ankru seondumiskoht. Kolmanda immunoglobuliini domeeni
ja GPI ankru seondumiskoha vahele jdab 23 aminohappelise insertsiooni koht, mis lisatakse
alternatiivse splaissingu kéigus. Liihikeste nooltega on vilja toodud splaissimise saidid ehk kokku

liidetud eksonite piirid (Pimenta ja Levitt, 2004).

LSAMP valk on seotud aksonite suunamise ja neuriitide véljakasvuga (Pimenta jt, 1995). On
ndidatud, et LSAMP voib soodustada vOi inhibeerida neuriitide véljakasvu olenevalt
interaktsioonidest teiste IgLON perekonna valkudega. Néiteks LSAMP-neurotrimiin
heterofiilne interaktsioon inhibeerib dorsaaljuure ganglioni neuriitide véljakasvu (Gil jt,
2002). Samas LSAMP- LSAMP homofiilne interaktsioon indutseerib hipokampuse neuriitide
véljakasvu (Zhukareva ja Levitt, 1995). Varajases embriiogeneesis on LSAMP valk
ekspresseerunud aksonite pinnal ja kasvukoonusel ning on seega oluline ajustruktuuride
arengul (Horton ja Levitt, 1988). Tdiskasvanud organismis ekspressioon aksonitel puudub ent

esineb postsiinaptiliselt rakukehal ja dendriitidel (Cote jt, 1995).

Inimestel on seostatud LSAMP geeni polimorfisme mitmete psiihhiaatriliste héiretega, nagu
paanikahdire, enesetapud, depressioon ja skisofreenia (Koido jt, 2006; Must jt, 2008; Koido jt
2012; Koido jt, 2014). Lisaks on LSAMP alla reguleeritud heledarakulise neerurakulise
kartsinoomi, miieloidse leukeemia ja osteosarkoomi puhul, mis viitab vdimalikule tuumor-
supressor rollile (Chen jt, 2003; Kiihn jt, 2012; Kresse jt, 2009). Samuti on leitud, et LSAMP
osaleb ateroskeloortiliste muutuste kujunemisel (Wang jt, 2008).
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1.3.3 Lsamp-puudulikkusega hiired

Tartu Ulikoolis konstrueeritud Lsamp-puudulikkusega hiired on saadud Lsamp geeni 1b
eksoni asendamisel -galaktosidaasi/neomiitsiini geenikassetiga (LacZ-Neo), mille tagajérjel
on geenilt kodeeritud valk mittefunktsionaalne (Innos jt, 2011). Alternatiivselt on ka

konstrueeritud Lsamp-puudulikkusega hiired 2 eksoni inaktivatsiooniga (Catania jt, 2008).

Kuigi LSAMP valk on ajus oluline aksonite suunamisel ja véljakasvul, siis huvitaval kombel
pole Lsamp geeni puudulikkusega hiireliinidel tdheldatud ilmseid kdorvalekaldeid aju
organisatsioonis (Catania jt, 2008; Innos jt, 2011). Selle taga vdivad olla teised IgLON

perekonna valgud, mis vdivad votta LSAMP funktsiooni osaliselt enda peale.

Lsamp geeni puudulikkusega hiirtel esineb mitmeid kdrvalekaldeid sotsiaalses ja drevusega
seotud kéditumuslikes parameetrites. Nad reageerivad negatiivsetele vilismojudele oluliselt
vihem, olles vdhem é&revad, suurema litkumisaktiivsusega, vihem agressiivsed ning neil
puudub hierarhia — ei piiga lksteisel vurrusid (Innos jt, 2011). Rikastatud keskkond
vOimendab Lsamp-puudulikkusega hiirtel teatud fenotiilibilisi isedrasusi (nt vdhenenud
arevus). Kui tavalistel metsiktiitipi hiirtel tekitab isolatsioonis kasvamine stressi, siis Lsamp-
puudulikud hiired on isolatsioonist tingitud stressi suhtes vihem tundlikud (Innos jt, 2012).
Samuti on leitud, et Lsamp-puudulikel hiirtel esinevad muutused serotoniinisiisteemis ning
madalam dopamiini transporteri mRNA tase, mis seletab hiirte vdhenenud &drevust ja
agressiivsust (Innos jt, 2013). Lsamp geeni ekspressiooni on seostatud emotsioonide ja

sotsiaalse kditumise regulatsiooniga (Philips jt, 2014).

1.4 Rikastatud keskkonna méju nariliste neuraalsele arengule

Katseloomi peetakse tavaliselt laboratooriumis tehiskeskkonnas, mis on vorreldes loomuliku
keskkonnaga oluliselt vaesem ning katseloomade keskkonna rikastamine annab loomadele
voimaluse kéituda loomupdrasemalt ja suurendab nende heaolu. Rikastatud keskkonnas
hoitakse katseloomi suuremates puurides, mis on mitmekesisema sisuga. Lisaks allapanule ja
pesamaterjalile leidub puurides jooksurattaid, tunneleid ja muid lisaelemente, mis
stimuleerivad ning edendavad niriliste neuraalset arengut. Kodige olulisem komponent
rikastatud elukeskkonna puuris on jooksuratas. Vabatahtlik fiiiisiline aktiivsus jooksurattal
soodustab hipokampuses eellasrakkude proliferatsiooni ja neurogeneesi (van Praag jt, 2000).
Samas aga rikastatud keskkond ja fuiisiline aktiivsus SVZ-s/haistesibulas toimuvat
neurogeneesi ei mojuta (Brown jt, 2003).
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Rikastatud keskkond mojutab nii hipokampuse hammaskéédru somerrakkude kui ka CAl ja
CA3 piirkondade piiramidaalrakkude morfoloogiat. Vorreldes standardmajutuse kontroll-
loomadega on CAl piirkonnas dendriitide ning hargnemiste arv kasvanud. Samuti on

suurenenud stinapsite hulk CA3 piirkonnas (Juraska jt, 1985; Rampon jt, 2000).

Rikastatud keskkonnas kasvanud katseloomadel on parem mélu ning nad tulevad paremini
toime erinevate Oppimisiilesannetega. Keskkonna rikastamine tdstab neurotransmitterite ja
kasvufaktorite, nagu ndrvikasvufaktori (NGF) ja tserebraalse neurotroofse faktori (BDNF)
tasemeid, mis on olulise funktsiooniga dppimisel ja siinaptilise plastilisuse viljakujunemisel

(Falkenberg jt, 1992; Pham jt. 1999; van Praag jt, 2000).

Lisaks on rikastatud keskkonnal ka terapeutiline moju paljude aju patoloogiate korral nagu
ajutraumad, insult, epilepsia, Huntingtoni tobi ning omab ka positiivset mdju vananemisel

esinevate maluprobleemide korral (van Praag jt, 2000).

Kuna varasemalt on teada, et Lsamp ekspressioon tduseb rikastatud keskkonnas spetsiifiliselt
hipokampuses (Philips jt, 2014), oli antud magistritods suuremaks eesmérgiks uurida, kas
rikastatud keskkonnas kasvavatel Lsamp-puudulikkusega tdiskasvanud hiirtel on muutusi

hipokampaalses neurogeneesis.
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2. EKSPERIMENTAALNE OSA

2.1 Too eesmark

To606 eesmérk oli viélja selgitada kas Lsamp geen/valk omab rolli tdiskasvanud hiire

hipokampuse hammaskédéru neurogeneesis.
Detailsed eesmérgid:

1. Vorrelda wt ja Lsamp -/- hiirte neurogeneesi baastaset hipokampuse hammaskéérus

2. Vorrelda rikastatud keskkonna moju neurogeneesile tdiskasvanud wt ja Lsamp -/-
hiirte hipokampuse hammaskaérus

3. Vaadelda neuroblastide paiknemist ja tihedust wt ja Lsamp -/- hiirte hipokampuses

4. Lisaks vOrrelda wt ja Lsamp -/- hiirte kehakaalu erinevust rikastatud- ja standard

keskkonnas

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Katseloomad ja nende majutus

To6s kasutati transgeenset hiireliini, kus hiire Lsamp geeni 1b ekson on asendatud
tuumalokalisatsiooni  signaali  (nuclear  localisation  signal,  NLS) ja  B-
galaktosidaasi/neomiitsiini liitgeeniga (NLS-LacZ-Neo), mille tulemusena on geenilt
kodeeritud valk mittefunktsionaalne (Innos jt, 2011). Katseid tehti tdiskasvanud isaste
homosiigootsete  Lsamp-puudulike  (Lsamp  -/-) hiirte ja nende  metsiktiiiipi
pesakonnakaaslastega (Lsamp +/+). T66s kasutati CS7BL/6 ja 129S6/SvEv segataustaga hiiri.
Katseloomi hoiti kaheksakaupa poliipropiileenpuurides 12-tunnise valge/pime tsiikliga ruumis
(valge tsiikkel algas kell 7.00). Toidugraanulid ja joogivesi olid loomadele vabalt
kiittesaadavad. Katsed viidi 1dbi Tartu Ulikooli Meditsiiniteaduste valdkonna Bio- ja

siirdemeditsiini instituudis.

Katses kasutatud loomade arv oli 32: kaheksa Lsamp +/+ ja kaheksa Lsamp -/- hiirt paigutati
elama rikastatud elukeskkonna puuri ning kaheksa Lsamp +/+ ja kaheksa Lsamp -/- hiirt
paigutati elama standardmajutusse. Rikastatud elukeskkonna puuri mdddud olid 59,5 cm x 38

cm x 20 cm, sisaldas allapanu heina, topelt kogust pesamaterjali, roostevabast terasest
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jooksurattaid, maja ning tunnelit (Joonis 6). Standardmajutus koosnes 42,5 cm x 26,6 cm x
15,5 cm suurusest puurist ning sisaldas allapanu ja pesamaterjali. Kuna rikastatud keskkonnas
kasvavad hiired kippusid tavalist hakkepuidust pesamaterjali jooksurataste vahele vedama,
siis kasutasime pesamaterjalina vatti, et viltida jooksurataste kinni kiilumist. Kolmandast kuni
kaheteistkiimnenda elunéddalani hiiri kaaluti, vahetati puuri sisu ning muudeti erinevate

lisaelementide paiknemist.

Katse teostati Eesti Vabariigi Pdllumajandusministeeriumi poolt vélja antud loa alusel

(number 39, vilja antud 2005). K&ik loomkatsed viidi ldbi litsentsi omava spetsialisti poolt.

Joonis 6. [llustreeriv pilt rikastatud keskkonna puurist jooksurataste, tunneli, majakese ja

pesaehituseks mdeldud vatiga.

2.2.2 BrdU lahuste valmistamine ja siistimine

Hiirtele siistiti kolm korda pdevas kahetunnise intervalliga 20 mg/ml 5-bromo-2-
desoksiiuridiini (BrdU-d) sisaldavat 0,9% NaCl lahust. Lahus valmistati vahetult enne

stistimist ning parema lahustuvuse saavutamiseks lisati 2 ml lahuse kohta 10 pl 10 pM NaOH
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lahust. Lahus soojendati 37°C-ni ning manustati katseloomadele intraperitoneaalselt 50 pl 10

grammi kehakaalu kohta (Maria Piirsalu bakalaureusetoo, 2014).

2.2.3 Perfuseerimine ja ajude eraldamine

Uks 60péev peale viimast BrdU lahuse manustamist teostati transkardiaalne perfusioon ning
ajude eraldamine. Perfuseerimise eelselt viidi katseloomad siligavasse narkoosi, kasutades
anesteetikumina 4% kloraalhiidraati (50 pl 10 grammi kehakaalu kohta). Anesteseeritud hiir
perfuseeriti  fiisioloogilise lahusega (0,9% NaCl lahus, 50 ml) ning seejiarel 4%
paraformaldehiiidi (PFA, Sigma) lahusega 0,1M fosfaatpuhvris (50 ml).

Dekapitatsiooni jargselt ajud dissekteeriti ning postfikseeriti 4% PFA fosfaatpuhvris (PBS-s)
24 tunni jooksul +4°C juures. Jéargnevalt ajud kriioprotekteeriti 24 tunni jooksul 20%
sahharoos (AppliChem) 4% PFA/PBS lahuses +4°C juures ning kiilmutati -80°C juures, kus

neid séilitati kuni kiilmldikude tegemiseni (Maria Piirsalu bakalaureusetoo, 2014).

2.2.4 Kiilmldikude valmistamine ja BrdU detekteerimine

Aju poolkerad 16igati hipokampuse ulatuses kriiomikrotoomiga (Microm HM-560) -20°C
juures 40 um paksusteks koronaarldikudeks. BrdU katse jaoks kasutati ujuvldike.

Ajuldike pesti 15 minutit PBS-s, millele oli rakumembraanide permeabiliseerimiseks lisatud
0,25% Triton X-100 (Naxo, Eesti). Endogeense peroksiidaasi inhibeerimiseks téodeldi 1dike
0,3% vesinikperoksiidi lahusega 15 min. Seejarel 3 X 5 min PBS/0,25% Triton X-100
lahuses, millele jargnes ajuldikude inkubeerimine 15 min puhverdatud triipsiinilahuses
(0,05% triipsiin 0,1% CaCl, 0,05 M Tris-HCI, pH 7,6) ja taas pesti 3 X 5 min PBS/0,25%
Triton X-100 lahusega. Seejérel inkubeeriti ajuldike 30 min 2M HCI lahuses 37°C juures ning
pesti 3 X 5 min PBS/0,25% Triton X-100 lahusega. Ebaspetsiifiliste antikeha
seondumiskohtade blokeerimiseks inkubeeriti ajuldike 5% hobuse normaalseerumi (Vector
Laboratories Inc. USA) PBS/0,25% Triton X-100 lahuses lh kestel. Sellele jargnes 24-
tunnine inkubatsioon +4°C juures roti BrdU-vastase monoklonaalse antikehaga (1:300) (AbD
Serotec) 2% hobuse seerumiga PBS/0,25% Triton X-100 lahuses. Seondumata primaarsete

antikehade viljapesemiseks pesti 16ike 3 X 10 minutit PBS/0,25% Triton X-100 lahuses.
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Seejdrel inkubeeriti 1h kestel biotiniileeritud sekundaarse antikehaga (roti IgG vastane eesli
antikeha, Jackson ImmunoResearch; lahjenduses 1:500) 1% hobuse
normaalseerumi/PBS/0,25% Triton X-100 lahuses. Jérgnevalt inkubeeriti ajuldike avidiini-
biotiini lahuses (ABC kit, Vector laboratories), kus reagendid lahjendati 0,1% Tween-20
sisaldava PBS-ga. Loike hoiti ABC reagendis 30 min toatemperatuuril. BrdU-positiivsete
rakkude visualiseerimiseks kasutati 3,3’-diaminobensidiini (DAB) (Vector Laboratories) ning
lasti virvuda 5-10 min. DAB reaktsioon peatati kraaniveega. Seejirel tosteti ajuldigud 0,5%
zelatiiniga kaetud alusklaasidele ning peale kuivamist sulundati Pertex’isse (Histolab) (Maria

Piirsalu bakalaureuset6o, 2014).

2.2.5 Immunohistokeemia

Katses kasutati alusklaasidele kinnitatud ajuldike (Polysine Slides, Thermo Scientific), mida
permeabiliseeriti 45 min 0,2% Triton X-100/PBS lahuses. Sekundaarsete antikehade
ebaspetsiifilise seondumise blokeerimiseks kasutati 5% kitse normaalseerumi/10% hobuse
normaalseerumi/1% veise seerumi albimiini (bovin serum albumine, BSA; Sigma
Aldrich)/0,1% Triton X-100/PBS lahust, mida hoiti 16ikudel 2 h. Seejérel inkubeeriti ajuldike
primaarse antikeha/1% BSA/0,1% Triton X-100/PBS lahusega 1ile66 +4°C juures. Primaarsed
antikehad ja vastavad lahjendused on vilja toodud Tabelis 1. Seondumata antikehade
eemaldamiseks pesti 1dike 3 korda 1h jooksul PBS lahusega. Jérgnesid tootlused
fluorofooriga konjugeeritud sekundaarsete antikehade 1% BSA/PBS lahuses (lahjendused
margitud Tabelis 1). Seondumata antikehade eemaldamiseks pesti ajuldike 3 korda 1h jooksul
PBS’s. DNA visualiseerimiseks kasutati DAPI (4,6-diamidino-2-feniiiilindool, Sigma
Aldrich) vérvainet lahjendusega 1:1000 PBS’s, mida hoiti 16ikudel 15 min. Jargnevalt pesti
16ike PBS’iga, sulundati kasutati Vectashield (Vector laboratories) sulundusvedelikku ning
kaeti 0,17 mm katteklaasiga (Deltalab).

Tabel 1. Prolifereeruvate ja ebakiipsete neuronite mirgistamiseks kasutatud antikehad.

Antikeha Lahjendus Tiilip Tootja

Guinea pig anti DCX 1:500 Primaarne EMD-Millipore

Rat anti pHH3 1:1000 Primaarne Sigma Aldrich

Donkey anti guinea pig (TRITC) 1:1000 Sekundaarne  Jackson
ImmunoResearch
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Goat anti rat Alexa Fluor 488 1:1000 Sekundaarne  Invitrogen

2.2.6 Mikroskoopia ja rakkude lugemine

Toodeldud ajuldikude dokumenteerimiseks kasutati FV1000 konfokaalmikroskoopi ning
Olympus BX51 mikroskoopi, mis oli varustatud Olympus DP71 kaameraga. Pildistamiseks
kasutati 10, 20 ja 60 kordse suurendusega objektiivi.

Kuna hammaskédédru suurus varieerub olenevalt hipokampuse piirkonnast, vdeti arvesse
hipokampuse hammaskddru modtu. Hammaskaéru suhtelise pikkuse modtmisel ja rakkude
lugemisel kasutati ImageJ (versioon 1.49) vabavara programmi. Subgranulaartsooni keskmine
rakkude arv saadi iga 16igu BrdU-positiivsete rakkude arvu ja hammaskddru suhtelise pikkuse

jagamisel.

2.2.7 Andmeanaliiiis

Tulemused on esitatud keskmise rakkude arvuna koos keskmise standardveaga (+ SEM).
Piltide tootlemiseks kasutati Adobe Photoshop CC pilditdotlusprogrammi. Graafikute
koostamisel ja andmete analiilisi teostamisel kasutati tarkvarapaketti GraphPad Prism (6.0
versioon) ja Microsoft Excel 2015 programmi. Andmete statistiliseks analiilisiks kasutati

Student t-testi. Tulemused loeti statistiliselt olulisteks, kui p-vdartus oli vdiksem kui 0,05.
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2.3 Tulemused

2.3.1 Wt ja Lsamp-puudulikkusega hiirte neurogeneesi baastase

BrdU on tiimidiini analoog, mis liilitub uute rakkude DNA ahelasse rakutsiikli S-faasis ning
vOimaldab visualiseerida rakkude replikatsiooni. Et uurida kas leidub erinevus jagunevate
rakkude arvus wt ja Lsamp-puudulikkusega tdiskasvanud hiirte hipokampuse hammaskaérus,

manustati 18. nddala vanustele hiirtele BrdU-d ja 24 tunni méddudes hiired hukati.

BrdU-d sisaldavad rakkude tuumad olid koikidel gruppidel ebaregulaarse kujuga ning
paiknesid sdmerrakkude kihi ja hiiluse vahelisel alal enamasti 2-3 rakuliste klastritena (Joonis

7). Osad BrdU-positiivsed rakud paiknesid ka hiiluses (Joonis 9C).

Joonis 7. Illustreeriv joonis BrdU-d sisaldavatest rakkudest wt hipokampuse hammaskéirus.
Nooled néitavad BrdU-positiivseid rakke. GZ — granulaartsoon ehk sdmerrakkude kiht.

Standarmajutuses kasvanud Lsamp-puudulikkusega hiirtel oli hipokampuse hammaskaérus
monevdrra rohkem BrdU-mérgistatud rakke kui wt hiirtel, kuid antud erinevus ei osutunud

statistiliselt oluliseks (p = 0,28) (Joonis 8).
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Joonis 8. Standardmajutuses kasvanud wt ja Lsamp-puudulikkusega hiirte neurogeneesi tase.
Statistiliselt olulist erinevust wt ja Lsamp-puudulikkusega hiirte hipokampaalse neurogeneesi
baastasemete vahel ei esine. Rakkude arv on saadud BrdU-mirgistatud rakkude arvu jagamisel
hammaskédru suhtelise pikkusega ilihe 16igu kohta. Valge tulp: wt; must tulp: Lsamp-puudulikkusega
hiired.

2.3.2 Rikastatud keskkonna mdju wt ja Lsamp-puudulikkusega hiirte neurogeneesile

Olulist erinevust standard- ja rikastatud keskkonnas kasvanud kontrollhiirte hipokampuses ei
olnud (p = 0,12). Samades tingimustes kasvanud Lsamp-puudulikkusega hiirte vahel oli
BrdU-mérgistatud rakkude arv oluliselt erinev (p<0,01). Samuti esines rikastatud keskkonnas
kasvanud  Lsamp-puudulikkusega hiirte hammaskddrus rohkem wuusi rakke kui

standardmajutuses kasvanud hiirtel (Joonis 10).
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Joonis 10. Rikastatud keskkonnas (EE) ja standardmajutuses (SE) kasvanud wt ja Lsamp-/-
hiirte BrdU-miérgistatud rakkude arv hipokampuse hammaskéérus. Rikastatud keskkonnas ja
standardmajutuses kasvanud wt hiirte hipokampuse hammaskdirus ei esine statistiliselt olulist
erinevust uute rakkude arvus. Rikastatud keskkonnas kasvanud Lsamp-puudulikkusega hiirtel on
subgranulaartsoonis tunduvalt rohkem uusi neuroneid kui standardmajutuses kasvanud Lsamp-
puudulikkusega hiirtel. Rikastatud keskkonnas kasvanud Lsamp-puudulikkusega hiirtel on oluliselt
enam uusi rakke kui rikastatud keskkonnas kasvanud wt hiirtel. EE, environmental enrichment ehk

rikastatud keskkond (mustad tulbad); SE, standard environment ehk standardmajutus (valged tulbad).
**p<0,01.

Visuaalselt on nidha, et rikastatud keskkond tdstab uute rakkude arvu nii wt kui Lsamp-

puudulikkusega hiirte hipokampuse hammaskéirus (Joonis 9).
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Joonis 9. Illustreeriv joonis BrdU-positiivsetest rakkudest standardmajutuses (A, B) ja
rikastatud keskkonnas (C, D) kasvanud wt (A, C) ja Lsamp-puudulikkusega (B, D) hiirte
hipokampuse hammaskiidrus. Visuaalselt vOib nédha, et rikastatud keskkonnas (enrichment)
kasvanud hiirte hipokampuse hammaskéirus on rohkem BrdU-maérgistatud rakke kui tavatingumustes
kasvanud katseloomadel. Hil, hiilus; GZ, granulaartsoon ehk somerrakkude kiht; SGZ,

subgranulaartsoon. Punktiirjooned tihistavad hipokampuse hammaskéiru piire.
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2.3.3 Neuroblastide paiknemine ja tihedus wt ja Lsamp -/~ hiirte hipokampuses

Hammaskddru SGZ-is on doublecortin (DCX) ekspresseerunud ebakiipsetes neuronites ja
neuroblastides, millede jagunemist on voimalik detekteerida fosfo-histoon H3 (pHH3)

ekspressiooniga.

Lsamp-puudulikkusega hiirte DCX-positiivsete rakkude paiknemises korvalekaldeid ei
esinenud. Nii Lsamp-puudulikkusega kui ka wt hiirtel paiknesid DCX-positiivsed rakud
valdavalt subgranulaartsoonis, kuid iiksikuid rakke oli mérgata ka sdmerrakkude kihis (Joonis
11). Kolme ajuga tehtud immunohistokeemilised katsed néitasid, et Lsamp-puudulikkusega
hiirtel oli mirgata rohkem DCX-mairgistatud neuroblaste ja ebakiipseid neuroneid kui wt

hiirel (Joonis 11, noolepead).

b GAATE A

S . A
DCX/DAPI/pHH3

DCX/DAPI/pHH3

Joonis 11. DCX-mirgistatud rakkude paiknemine ja tihedus wt (A) ja Lsamp -/~ (B) hiirte
hipokampuse hammaskéirus. Lsamp-puudulikkusega hiirtel on mérgata oluliselt rohkem DCX-
positiivseid neuroblaste ja ebakiipseid neuroneid kui wt hiirtel. DCX (punane), pHH3 (roheline) ja
DAPI (sinine). Noolepead tdhistavad DCX-mirgistatud rakke. Hil, hiilus; GZ, granulaartsoon ehk
somerrakkude kiht. Mo&tloik 60 pm.
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2.3.4 Standard- ja rikastatud keskkonnas elavate hiirte kehakaal

Kaalumistulemuste nditavad, et standardmajutuses kasvavate wt ja Lsamp-/- hiirte kehakaal
sOltub hiirte genotiiiibist (p<0,05). Lsamp-/- hiirte kehakaal on standardmajutuses kasvavatel
hiirtel ~mairkimisvadrselt madalam kui nende metsiktiilipi  pesakonnakaaslastel.
Standardmajutuses kasvavate wt hiirte keskmine kehakaal 7. elunddalal oli 29,2 + 0,5 grammi
ning Lsamp-puudulikud hiired kaalusid keskmiselt 24,9 + 1,2 grammi. Seega oli wt hiirte
kehakaal ligikaudu 17% suurem kui Lsamp-puudulikkusega hiirtel, viimaseks nddalaks oli
kaalude vahe langenud 12%-le (Joonis 12A). Ka rikastatud keskkonnas kasvavate wt ja
Lsamp-/- hiirte vahel vdib mérgata kaaluerinevusi, kuid antud erinevus ei osutunud

statistiliselt oluliseks (Joonis 12B).
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Joonis 12. Erinevate kasvutingimuste mdju kehakaalule. wt ja Lsamp-puudulikkusega hiirte
kehakaalu vordlus (A) standard- ja (B) rikastatud keskkonnas. Valged ringid: wt hiired; mustad kastid:
Lsamp-/- hiired. *p<0,05; **p<0,01.
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2.4 Arutelu

Kéesoleva magistritod eesmérgiks oli uurida Lsamp’i rolli tdiskasvanud hiire hipokampuse
SGZ neurogeneesis. Uuriti erinevusi wt ja Lsamp-puudulikkusega hiirte hipokampuse
hammaskédru subgranulaartsooni uute neuronite arvus kahes erinevas kasvukeskkonnas

(standard- ja rikastatud keskkonnas).

Varem on nédidatud Lsamp alternatiivsete promootorite spetsiifilist regulatsiooni hipokampuse
erinevates osades. Hammaskddru somerrakkude ja CAl piliramidaalrakkude kihis on
tuvastatav tugev Lsamp la transkripti ekspressioon, Lsamp 1b transkripti ekspresseritakse
peamiselt SGZ-s. Lisaks on ndidatud Lsamp 1b transkripti ekspressiooni BrdU-positiivsetes
hipokampuse hammaskddru SGZ-i rakkudes ning Lsamp 1b transkripti taseme tdusu
rikastatud keskkonnas kasvanud hiirte hipokampuses, mis viitab LSAMP valgu osalusele
neurogeneesis (Heinla jt, 2015). Kéesoleva magistritod eesmargiks oligi tuvastada, kas

LSAMP valk osaleb hipokampaalses neurogeneesis.

Rikastatud keskkonna poolt pohjustatud hipokampaalse neurogeneesi vdimendumine on
pOhjalikult kirjeldatud fenomen. Seda efekti oli maérgata mdlema genotiiiibiga hiire
hipokampuses. Mdlema genotiiiipi puhul oli rikastatud keskkonnas mirgata rohkem uusi
neuroneid kui standardmajutuses elavatel hiirtel. Siiski statistiline erinevus ilmnes vaid Lsamp

-/~ genotiiiibi puhul.

Wt ja Lsamp-puudulikkusega hiirte neurogenecesi baastasemete vahel statistiliselt olulist
erinevust ei esinenud. Kiill aga oli selgelt mirgatav genotiilipide vaheline erinevus uute
neuronite arvus rikastatud keskkonnas kasvanud loomadel. Rikastatud keskkonnas kasvanud
Lsamp-puudulikel hiirtel oli oluliselt rohkem uusi neuroneid kui nende metsiktiilipi
pesakonnakaaslastel (Joonis 10). Tulemused voivad olla seotud Lsamp geeni tuumor-
supressori rolliga. Tuumor-supressorgeenide lilesandeks on hoida rakkude jagunemine
normaalpiirides. Nad piiravad tuumorite kasvu inhibeerides tuumori rakkude proliferatsiooni
ja/voi soodustades nende apoptoosi. Seega toob Lsamp geeni vilja liilitamine kaasa rakkude

suurenenud proliferatsiooni.

Ebakiipsete neuronite markeritega tehtud katse tulemusest selgub, et Lsamp-puudulikkusega
hiirtel neuroblastide ja ebakiipsete neuronite paiknemises korvalekaldeid ei esine ning vdib
oletada, et Lsamp-puudulikkusega hiirtel on hipokampuse hammaskdirus rohkem DCX-

positiivseid neuronite eellasrakke kui wt katseloomadel (Joonis 11).
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Olenemata suurenenud hipokampaalse neurogeneesi tasemest ei ole Lsamp-puudulikkusega
hiirtel tdheldatud muutusi mélus ja Gppimisvoimes. Innos jt (2011) niitasid, et Lsamp-
puudulikkusega hiired tulevad ruumilise mélu testimiseks moeldud vesilabiirindis
samavadrselt toime kui nende metsiktiilipi pesakonnakaaslased. Samas Qiu jt (2010) nditasid,
et Lsamp-puudulikkusega hiirtel on ruumilise méluga seotud Oppimisvdime héirunud.
Siinkohal vdivad tulemuste erinevusi pohjustada Lsamp-puudulikkusega hiirte erinev taust.
Jargnevad uuringud on vajalikud, et vélja selgitada millist mdju omab intensiivistunud
hipokampaalne neurogenees Lsamp-puudulikkusega hiirte kognitsioonile ning kuidas seda

muudab rikastatud keskkond.

Lisaks vorreldi rikastatud keskkonnas ja standardmajutuses kasvanud Lsamp-puudulikkusega
ja wt hiirte kehakaalusid. Standardmajutuses kasvavate Lsamp-puudulikkusega hiirte
kehakaal on mérgatavalt vdiksem kui nende metsiktiilipi pesakonnakaaslastel (Innos jt, 2011).
Lisaks on ndidatud, et rikastatud keskkonna mdjul hiirte vaheline kehakaalude erinevus kaob
(Innos jt, 2012). Labi viidud kaalumiskatse tulemused langesid kokku varem saadud
tulemustega (Joonis 12). Samas Catania jt (2008) ei suutnud tuvastada wt ja Lsamp-
puudulikkusega hiirte kehakaalude vahel olulist erinevust, mis voib olla pdhjustatud erinevate
uurimisgruppide poolt kasutatud hiireliinide erinevast taustast. Catania jt (2008) kasutasid
C57 tausta viidud Lsamp-puudulikkusega hiiri ent meie kasutasime antud t60s sarnaselt Innos

jt (2011, 2012) poolt kasutatud C57 ja SV segataustaga Lsamp-puudulikkusega hiiri.

Antud t66 tulemustest ldhtuvalt tuleks teha tdiendavaid katseid neuronaalsete eellasrakkude-
spetsiifiliste markeritega, mis annaksid lisateavet kas genotiilipide vahel esinev neuroblastide
ja ebakiipsete neuronite arvu muutus on statistiliselt oluline. Huvitav oleks ka vaadata kas
Lsamp-puudulikkusega hiirtel esineb muutusi neuronite elulemuses ja apoptoosis.
Pohjalikumalt tuleks uurida kas rikastatud keskkond parandab Lsamp-puudulikkusega hiirtel
kognitiivset vOimekust. Edasiste uuringute kédigus voiks vaatluse alla votta lisaks teised

IgL.ON valguperekonna litkmed.
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KOKKUVOTE

Kéesoleva magistritoo peamine eesmérk oli selgitada Lsamp geeni/valgu osalust tdiskasvanud
hiire hipokampaalses neurogeneesis. Léhtuvalt t60 tulemustest vOib teha jargnevad

jareldused:

e wt ja Lsamp-puudulikkusega hiirte hipokampaalse neurogeneesi baastasemete vahel
statistiliselt olulist erinevust ei esinenud.

e Modlema genotiilipi puhul oli rikastatud keskkonnas mérgata rohkem uusi neuroneid
kui standardmajutuses elavatel hiirtel, kuid see osutus statistiliselt oluliseks vaid
Lsamp-puudulikkusega hiirte puhul.

e Neuronaalsete eellasrakkude markeritega tehtud katse tulemustest voib oletada, et
Lsamp-puudulikkusega hiirtel on hipokampuse hammaskaérus rohkem neuroblaste ja
ebakiipseid neuroneid kui nende metsiktiilipi pesakonnakaaslastel.

o Lsamp-puudulikkusega ja wt hiirtega tehtud kaalumiskatsed niditavad kehakaalu
sOltuvust genotiilibist. Rikastatud keskkonna mdjul hiirte vaheline kehakaalude

erinevus kaob.

Kuna Lsamp geen on liikidevaheliselt tugevalt konserveerunud, saab hiirtega tehtud uuringute
pdhjal teha ka jareldusi Lsamp geeni vdimaliku funktsiooni kohta inimorganismis. Saadud

tulemused kinnitavad Lsamp geeni/valgu olulisust neurogeneesis.
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The role of Lsamp gene/protein in adult mouse hippocampal

neurogenesis

Maria Piirsalu

SUMMARY

Adult neurogenesis is a process of generating functional neurons from neural progenitor cells.
Neurogenesis was thought to occur only during embryonic stages in the mammalian central
nervous system (CNS). Recently it has become generally accepted that new neurons are added
in discrete regions of the adult mammalian CNS. In most mammals, active neurogenesis
occurs throughout life in the subventricular zone (SVZ) of the lateral ventricle and in the
subgranular zone (SGZ) of the dentate gyrus in the hippocampus. Neurons generated in the
SVZ migrate anteriorly through the rostral migratory stream (RMS) into the olfactory bulb
and become interneurons. New neurons generated in the SGZ migrate to the granular layer
(GL).

Adult hippocampal neurogenesis is associated with neural plasticity which allows the brain to
adapt to injury and changing environmental conditions (Freund et.al., 2013). Exposure to
enriched environment and physical activity increases hippocampal neurogenesis (van Praag

et.al., 2000).

Limbic system associated membrane protein (Lsamp) is a neural cell adhesion molecule
expressed on the neuronal dendrites and somata (Zacco et.al., 1990). Polymorphisms in
Lsamp gene have been associated with anxiety and broad spectrum of psychiatric disorders. In
addition Lsamp has been identified as tumor-suppressor gene, being associated with several
types of cancer. Recent publications have shown that LSAMP is involved in synaptogenesis
in the hippocampal neurons, indicating its role in plasticity (Hashimoto et.al., 2009).
Furthermore, environmental enrichment enhances the expression level of Lsamp in the SGZ
of the dentate gyrus in the hippocampus, which is a known area of enrichment-induced

neurogenesis in adult mice (Heinla jt, 2015).

Thus we decided to investigate the putative role of LSAMP in hippocampal neurogenesis. We
compared differences in the number of newly generated cells in the dentate gyrus of wt and

Lsamp-deficient mice living in standard and enriched environment. To describe the level of
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neurogenesis we used the BrdU method, which is based on the visualization of replicating
cells. The density of neural precursor cells was investigated using the neuroblast marker
doublecortin (DCX) and mitosis-specific marker phospho-histone H3 (PHH3). In addition, we
also collected body weight data of wt and Lsamp-deficient mice living in standard and

enriched environment.

The results of the current masters thesis can be summarized as follows

e Basal cell proliferation in the SGZ did not differ between wt and Lsamp-deficient
mice.

e Lsamp-deficient mice exposed to environmental enrichment have significantly higher
neurogenesis compared to their wt littermates.

e Immunostaining against DCX revealed that Lsamp-deficient mice have more DCX-
positive neuroblasts in the SGZ of the dentate gyrus.

e Lsamp-deficient mice living in standard housing have consistently lower body weight
compared to wt mice. However, the body weights of both genotypes were nearly

identical in mice living in enriched conditions.

Based in the results Lsamp-deficient mice have more hippocampal progenitors and neurons
compared to their wt littermates. Lsamp role as a tumor-suppressor gene could be a potential
explanation as in the absence of functional Lsamp the proliferation rate of cells is enhanced.
Therefore Lsamp gene is important in normal inhibition of cellular proliferation and when

gene expression is lost, loss of normal inhibitory control of the cell cycle occurs.
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