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SISSEJUHATUS

Narvislisteemil on votmeroll organismi reageerimisel véliskeskkonnast tulenevatele
muutustele ja nendega kohanemisel. Nérvislisteem tagab siseelundite tipse ja
koordineeritud talitluse ning kooskdlastab kehaosade tegevust. Inimesel on nérvisiisteem

ithtlasi ka motlemise ja iildise psiitihilise tegevuse organiks.

Narvisiisteem jaotatakse kesknérvisiisteemiks (KNS) ja perifeerseks nérvisiisteemiks (PNS).
KNS koosneb peaajust, mis omakorda jaguneb suur-, viike-, kesk-, vahe-, piklikajuks ning
seljaajust. PNS-i moodustavad koik ndrvid ja nirvipdimikud, mis asuvad véljaspool pea- ja
seljaaju. Inimese tdiskasvanud nirvisiisteem koosneb 10'' nirvirakust, mis omakorda
jagunevad ligikaudu tuhandeks erinevaks rakutiiibiks. Kuigi nérvisiisteemi rakud
varieeruvad omavahel enam kui iihegi teise kehaosa rakud, on neil iihiseid tunnuseid, mis
eristab neid muudest keha rakutiilipidest. Morfoloogiliselt koosneb nirvirakk rakukehast
ning nérvirakujitketest: dendriitidest ja aksonist. Rakukeha sisaldab tuuma ning RNA ja
valkude siinteesiks vajalikke organelle. Uhel nirvirakul on hulganisti harunevaid dendriite,
mis toovad rakukehasse informatsiooni teistest ndrvirakkudest. Igal narvirakul on tavaliselt
iiks akson, mis elektrilise impulsi vahendusel kannab informatsiooni edasi teisele
narvirakule voi sihtmirkkoele. Suurim nérvirakkude omapdra on nende vGéime erutuda,
juhtida elektrilist impulssi. Nérvirakkude elektrilise potentsiaali muutused on reguleeritud

1oonkanalite kaudu nende membraanis.

Teiseks tdihtsamaks nérvisiisteemi rakutiiiibiks on gliiarakud, mis oma arvu poolest iiletavad
ndrvirakke umbes 10 korda. Kuigi nérvirakkudel ndib olevat ndrvisiisteemis domineeriv
roll, ei funktsioneeri nirvirakud ilma gliiata normaalselt. Gliiarakud iimbritsevad, toetavad
ja kaitsevad ndrvirakujdtkeid, tagades narviimpulsi kiirema ja efektiivsema edasikandumise.
Gliiarakud jagunevad makrogliiaks ja mikrogliiaks. Makrogliia rakkudeks on KNS-s
astrotsiilidid ja oligotendrotsiitidid ning PNS-s Schwanni rakud. Mikrogliiaks on
makrofaagid ja monotsiiiidid, mis eemaldavad surnud kudet nirviraku vigastuse vdi surma

korral.

Narvislisteemi areng ja funktsioneerimine on olnud juba aastasadu iitheks mdistatuslikumaks
uurimisvaldkonnaks teaduses, kuid selle voimalikud molekulaarsed mehhanismid on

hakanud selguma alles viimastel aastakiimnetel.



Normaalse ontogeneesi kdigus sureb eelnevalt enam kui 50% nédrvirakkudest. Kuigi
valikuline rakkude surm nérvisilisteemi kujunemisel on normaalne, pShjustab nérvirakkude
vihenemine tdiskasvanud organismis tOsiste ja podrdumatute neurodegeneratiivsete
haiguste teket. Iga raku saatus ndib olevat vdga tépselt determineeritud, tagades selle
funktsioneerimise digel ajal diges kohas. Nirvirakkude ellujddmine, jitkete pikenemine ja
joudmine sihtmérgini on védga diinaamiline protsess, soltudes nii rakusisestest kui —vilistest
teguritest. Valed otsused voi valikute puudumine pohjustab raku surma. Selles
“olelusvoitluses” méingivad vdga olulist rolli troofilised faktorid (kreeka keeles trophikos on
toit). Need toitvad faktorid vdivad olla ekspresseeritud sihtmérkkoe voi nérvirakkude,
samuti gliiarakkude poolt. 1950-ndate aastate avastused panid aluse hiipoteesile, et
arenevate ndrvirakkude sihtmérkrakud produtseerivad limiteeritud koguses toitvaid troofilisi
faktoreid, mis seonduvad nérvirakujitkete lopmetele. Sihtmirgile kiiremini joudvad
nirvirakud jidvad tinu troofilistele faktoritele ellu, iilejiinud surevad. Uheks troofiliste
faktorite perekonnaks on neurotrofiinid. Neurotrofiinid ekspresseeruvad peamiselt
nérvislisteemis ning mojutavad teatud nirvirakupopulatsioonide arengut ja ellujddmist. Seni
on pdhjalikumalt kirjeldatud neurotrofiinide ekspressiooni ja funktsioone KNS-s. Viimastel
aastatel on hakatud rohkem tdhelepanu pdorama neurotrofiinide olulisusele ka PNS-i

arengus ja funktsioneerimises.

Kéesoleva t60 kirjandusosas antakse iilevaade PNS-i gliiarakkude ehk Schwanni rakkude
arengust, kirjeldatakse neurotrofiinide iildisi omadusi ning nende teadaolevaid omavahelisi
seoseid. Eksperimentaalses osas keskendutakse iihe paremini kirjeldatud neurotrofiini
BDNF-i, (Brain Derived Neurotrophic Factor) ekspressiooni kirjeldamisele roti
istmikunérvi arengus ja eritiilibilistes Schwanni rakupopulatsioonides ning uuritakse in vitro

jain silico BDNF-1 geeni regulatsiooni nendes rakkudes.



KIRJANDUSE ULEVAADE

1. PERIFEERNE NARVISUSTEEM (PNS)

Tédiskasvanud PNS-i moodustavad koik nérvirakud ja nédrvirakupdimikud, mis asuvad
véljaspool kesknirvisiisteemi (KNS). PNS-i alla kuuluvad perifeersed nirvid, seljaaju
laheduses asuvad nérvijuured, iile keha ganglionites paiknevad sensoorsed, siimpaatilised ja

enteraalsed neuronid.

Korgematel selgroogsetel organismidel voivad nédrvirakkude vahelised kaugused ulatuda
meetripikkusteks ning organismi normaalseks funktsioneerimiseks on sealjuures oluline
informatsiooni kiire edasikandumine. Kiire signaliseerimine nérvirakkude vahel on
voimalik tdnu miieliinile, mis timbritseb aksoneid ja tagab iilikiire elektriimpulsi juhitavuse.
Miieliinkest on laminaarne membraanne organell {imber nérvirakujitkete. KNS-s
moodustavad miieliinkesta oligodendrotsiitidid ja PNS-s on miieliniseerivateks rakkudeks
Schwanni rakud. Schwanni rakkudel on lisaks miieliini moodustamisele oluline roll ka

perifeerse ndrvi arengus ja regenereerumisel (Jessen and Mirsky, 1999).

Erinevalt KNS-st on PNS-il harukordne voime peale kahjustust regenereeruda ning taastada
normaalsed motoorsed ja sensoorsed funktsioonid. Perifeerse ndrvi libildike tulemusel
vigastatud piirkonnas akson taandareneb ja miieliin laguneb. Jargneb kahjustatud aksoni ja
mieliinkihi jidkide eemaldamine makrofaagide poolt ning algab Schwanni rakkude
regenereerumisprotsess (Tona et al., 1993). Schwanni rakud hakkavd taas prolifereeruma
ning siinteesima kasvufaktoreid, sealhulgas NGF-i ja BDNF-i, mis toetavad nérvirakujétke

kasvukoonuse taastumist (Meyer et al., 1992).

Selgroogsete nérvisiisteem saab alguse ektodermist, millest kujuneb neuraalplaat.
Neurulatsiooni kdigus neuraalplaadi servad kerkivad kurdudena, moodustavad neuraalvao,
mis hiljem sulgub neuraaltoruks. Neuraaltorust arenevad erinevad kesknérvisiisteemi osad.
Neuraaltoru ja epidermise vahele moodustub neuraalhari (Joonis 1). Neuraalharja
eellasrakkude diferentseerumine sdltub suuresti timbritsevast rakukeskkonnast (Le Douarin
et al., 2004). Neuraalhari moodustub pluripotentsetest rakkudest, mis on vdimelised
migreeruma ja diferentseeruma erinevateks rakutiiiipideks, sealhulgas perifeerse
nérvislisteemi (PNS) neuroniteks, gliiarakkudeks, melanotsiiiitideks ja endokriinseteks

rakkudeks.



Esmased andmed PNS nirvisiisteemi arengust périnevad poldvuti Coturnix coturnix
japonica ja kana Gallus gallus neuraalharja kimééridega tehtud eksperimentidest, kus
rakkude litkumine on hésti jilgitav tinu Le Dourani markeritele poldvuti tuumades (Le
Douarin, 1980). Nicole Le Douarin néitas, et PNS eellasrakkude siirdamine neuraalharjast
monda teise embriionaalsesse regiooni tagab organismi normaalse arengu ega soltu rakkude

esialgsest péritolust (Le Douarin, 1980).

Nature Reviews | Genetics

Joonisl. Neuraalharja rakkude moodustumine. a) peale gastrulatsiooni tekib

epidermisesse (epi) neuraalplaat (np) b) neuraalplaadi servad (nf) hakkavad sulguma c)
moodustub neuraaltoru (nt) d) neuraaltoru ja epidermise vahele moodustuvad neuraalharja

(nc) rakud. Joonis adapteeritud (Knecht and Bronner-Fraser, 2002).



1.1. Miieliini struktuur

Kui imetajate KNS-i pea ja-seljaaju on mehaaniliselt kaitstud vastavalt kolju ja selgrooga,
siis

PNS naérvifiibrid on vilismojude eest kaitstud kompaktse sidekoelise maatriksiga, millel on
kolm kihti: epineurium, perineurium ja endoneurium. Sidekoelised struktuurid ithendavad
nirvikiud kaabeljateks koondisteks - nirvideks. Narvikiud paiknevad nérvis eri suurusega
kimpudena ehk fastsiikulitena. Fastsiikuleid katab {imbrisena perineurium, kiude isekeskis
liidab endoneurium (Joonis 2). Endoneurium koosneb fibroblastidest ja peamiselt piki
nédrvikiudusid paralleelselt jooksvatest kollageensetest kiududest. Epineurium seob kimbud
ndrvideks. Epineurium koosneb kohevast sidekoest fibroblastide ja sidekoekiududega ning
rasvarakkudest. Nirvikatted on nérvikiududele mehaaniliseks kaitseks ja toeks ning ka

difusioonibarjéiriks (Bunge et al., 1989) (Joonis 3).

o 0 o% Perineurium
Q

Endoneurium

Joonis 2. Perifeerset niirvi iimbritsev koemaatriks. Narvikiude isekeskis liidab endoneurium, nirvikimpe
iimbritseb perineurium. N-nérvirakk, S-Schwanni rakk, F-fibroblast, P- veresoont {imbritsev peritsiiiit (Joseph

et al., 2004).



Endoneuriumi sees paiknevad Schwanni rakkudega iimbritsetud aksonid. Uks
miieliniseeruv Schwanni rakk moodustab kontakti iihe aksoniga ning keerdub selle timber
(Joonis 3). Piki aksonit jadb kahe jéarjestikuse Schwanni raku vahele véike vahe, kus akson
on rakuvilisele keskkonnale avatud. Miieliinivabasid kohti Schwanni rakkude vahel
nimetatakse vastavalt nende avastaja jdrgi Ranvier’ soonisteks (Joonis 3). Ranvier’
soonistesse on koondunud kdrges kontsentratsioonis Na+- kanaleid ja Na+/K+ pumpasid,
mis tagavad aktsioonipotentsiaali kiire ,hiippamise* modda nérvifiibrit. Ranvier” sooniste
korval asuvaid miieliini piirkondi nimetatakse paranodaalseks regioonideks ja miieliini

keskmist osa internodaalseks alaks.

Narv

Mueliinkest

Joonis 3. Perifeerne niirv. Sidekoega kaetud ndrvi sees paiknevad ndrvikiud, mis koosnevad aksonitest.
Narvirakk on timbritsetud miieliinkestaga, mille moodustavad PNS-s Schwanni rakud. Kahe Schwanni raku

vahele jadb Ranvier’ soonis.

Miieliin jaguneb koostiselt kompaktseks ja mittekompaktseks, varieerudes oma valgulise
koostise poolest. Kompaktne miieliin moodustab suurema osa miieliinkestast, paiknedes
ineternodaalses osas. Mittekompaktset miieliini voib leida miieliinkesta kiilgmistes alades

ehk paranodaalsetes osades ning Schmidt-Lantermani miieliini sdlkudes.

PNS kompaktne miieliin on lipiidirikas, koosnedes peamiselt kolesteroolist ja
sfingolipiididest (Hudson 1990) ning lisaks valkudest: PO (profein zero), PMP-22
(peripheral myelin protein) ja MBP (myelin basic protein).



PO on kdige laialdasemalt PNS-i miieliinis esinev valk ning selle avaldumine on omane
ainult Schwanni rakkudele. PO paikneb kompaktse miieliini internodaalsetes osades,
moodustab omavahel tetrameere ning hoiab koos miieliini erinevaid kihte (Shapiro et al.,

1996) (Joonis 4).

PMP-22 on kompaktse miieliini transmembraanne valk, mille tdpne funktsioon pole veel
teada. Struktuurilt meenutab PMP-22 ioonkanalit ja rakuvéline osa niib olevat adhesiivsete

omadustega (Suter and Snipes, 1995) (Joonis 4).

Kolmas PNS-i kompaktses miieliinis esinev valk on MBP, mis avaldub ka KNS-i
oligodendrotsiiiitides. MBP paikneb tsiitoplasmas. Oma korge positiivse laengu tottu v3ib
MBP reageerida happeliste lipiididega ning mdjutada plasmamembraani konformatsiooni

(Staugaitis et al., 1996) (Joonis 4).

Tsiitoplasmarikkamad piirkonnad mittekompaktses miieliinis sisaldavad teisi valke, nagu
miieliiniga seotud gliikoproteiin (MAG- myelin associated glycoprotein), E-kadheriin, a634
integriin ja konneksiin 32. MAG ja E-kadheriin on mdlemad transmembraansed valgud. E-
kadheriin aitab koos hoida mittekompaktse miieliini erinevaid Schwanni rakkude kihte
(Fannon et al, 1995). MAG paikneb aksoniga kiilgnevas Schwanni raku kihis ehk
mesaksonis ja arvatavasti omab stabiliseerivat rolli aksoni ja mesaksoni vahel (Li et al,

1994) (Joonis 4).

B4 ja a6 integriinid moodustavad heterodimeere Schwanni rakkude pealmises kihis, mis
kontakteerub basaalmembraaniga. Aravatakse, et nad on laminiini retseptorid Schwanni

rakkude pinnal ning vahendavad rakusisest ras-MAPK signaalirada (Mainiero et al., 1996).

Konneksiin 32 paikneb Schmidt-Lantermani miieliini perioodilistes katkestustes ja
paranodaalsetes osades. Konneksiin-32 moodustab auk- ehk sideliiduseid Schwanni
rakkude kihtide vahel, mis véimaldavad madalama molekulmassiga valkudel liikuda otse

korvalolevatessde kihtidesse (Scherer et al., 1995) (Joonis 4)

compact myelin —— s non-compact myelin

A L ST major dense line | || |

intraperiod I i
leﬁi 1~ G0h LM
lipid bitayer JITL IES 1l 7
YA + ; BR
intracellular o = CH 1| o
OSP PLP 'MOBP MBP PMP22 Po Cx32 E-cadhein
CNS PNS

Joonis 4. Miieliini valkude lokalisatsioon kompaktses ja mittekompaktses miieliinis (Joonis

adapteeritud Scherer et al., 1995).



1.2. Schwanni rakkude areng

Schwanni rakkude arengus v3ib morfoloogiliselt ja bioloogiliselt eristada kolme staadiumit.
Esmalt toimub rakkude litkumine neuraalharjast ning embriionaalsete ndrvikimpude
moodustumine. Aksonitega seotud rakud eristuvad neuraalharja rakkudest, kujunedes
Schwanni rakkude eellasteks (Jessen and Mirsky, 1991). Eellasrakud kontakteeruvad
iiksteisega, moodustades suuri kimpe iimber aksonite. Oluline omadus eellasrakkude
eristamiseks neuraalharja rakkudest ja kiipsetest Schwanni rakkudest ilmneb eellasrakkude
eraldamisel aksonitest. Eellasrakud surevad mdne tunni jooksul ilma neuraalse toetuseta
(Jessen et al., 1994), seega vajavad nad ellujéiimiseks nirvirakkude toetust. Uhed kdige
paremini kirjeldatud nirvirakkude poolt ekspresseeritavad kasvufaktorid on neureguliinid
(NRG-d), mis vahendavad oma signaali lébi tiirosiinkinaasset aktiivsust omavate ErbB
retseptorite. Schwanni rakkude arengu jooksul ekspresseeruvad Erb-2 ja Erb-3 (Burden and
Yarden, 1997). NRG-1 reguleerib neuraalharja rakkude ja Schwanni rakkude
diferentseerumist ldbi heterodimeerse retseptorkompleksi ErbB3/ErbB2 (Garratt et al.,
2000).

Jirgmises etapis toimub Schwanni rakkude iileminek eellastest embriionaalseteks
rakkudeks, mis rotil leiab aset E14-E17. Embriionaalsed Schwanni rakud hakkavad suurte
ndrvikimpude asemel looma aksonitega tiks-iihest kontakti. /n vitro vdib embriionaalseid
Schwanni rakke nende eellasrakkudest eristada lisaks morfoloogilistele muutustele mitmete
molekulaarsete markerite abil. Molekulaarsete markerite ndideteks on Ca** siduv valk S100,
Galactotserebrosiid (GalC) ja sulfatiidi valgu antigeen O4(Jessen and Mirsky, 1991). Kdige
markimisvadrsem erinevus eelasrakkude ja embriionaalsete rakkude vahel on viimaste
voime ellu jddda ilma neuraalse toetuseta. Embriionaalsed Schwanni rakud omavad
autokriinset tagasisidet, mis tagab nende iseseisva ellujadmise(Jessen and Mirsky, 1994).
Voimalike ellujddamisfaktoritena selles Schwanni rakkude arengustaadiumis on kirjeldatud
insuliini-sarnast kasvufaktorit (IGF-1/-2), vereliistaku vahendatud kasvufaktorit BB
(PDGF-BB) ja neurotrofiin 3-e (NT-3) (Meier et al., 1999).

Schwanni rakkude arengu kolmas staadium on nende diferentseerumine miieliniseerivateks
vOi mittemiieliniseerivateks rakkudeks. Siinkohal méngib olulist rolli akson ning eriti selle
diameeter. Suurema kui 1pm 1abimddduga aksonid miieliniseeritakse, vdiksema diameetriga
aksonid timbritsetakse mittemiieliniseerivate Schwanni rakkude poolt. Aksoni 1dbimdot on
omakorda reguleeritud tema poolt innerveeritava koe suurusega. Kiipsed Schwanni rakud

saavutavad aksonitega 1:1 suhte, kus liks Schwanni rakk miieliniseerib ainult {ihte aksonit,



vastupidiselt oligotendrotsiilitidele KNS-s, mis on vdimelised miieliniseerima mitmeid
aksoneid korraga. Vastastikune signaliseerimine aksoni ja Schwanni raku vahel tagab

promiieliniseeriva fenotiilibi muutumise ja miieliini 16pliku kujunemise (Bunge, 1994).

Schwanni rakkude diferentseerumise kdigus toimub miieliinispetsiifiliste geenide
aktivatsioon. Miieliniseerimisel méngivad olulist rolli transkriptsioonifaktorid Sox-10, Pax-
3, Oct-6, Krox-24 Krox-20 ja NFkB (Joonis 5). Transkriptsioonifaktor Sox-10 on oluline
juba gliiarakkude varases arengus neuraalharjas ning selle avaldumise tase jadb kdrgeks ka
Schwanni rakkude hilisemates arengustaadiumites. Sox-10 seondub teiste Schwanni
rakkude arengus oluliste transkriptsioonifaktoritega, nagu Pax-3, POU-domééni faktor Oct-
6 ja tsink-sorme valk Krox-20-ga, mdjutades nende regulatoorset aktiivsust (Kuhlbrodt et
al., 1998). Pax-3 omab regulatoorset ekspressioonimustrit Schwanni rakkudes. Esmalt on
Pax-3 ekspressioon detekteeritav neuraalharja rakkudes. Jéargnevalt tuleb Pax-3
ekspressioon esile embriionaalsetes rakkudes ning jddb piisima mittemiieliniseerivates

Schwanni rakkudes (Kioussi et al., 1995) (Joonis 5).

Embriionaalsetes Schwanni rakkudes on kdrgelt ekspresseerunud ka transkriptsioonifaktor
NF«kB. Hiljem NFxB ekspressioon jirk jdrgult vdheneb ning puudub tdiskasvanu
staadiumis. NFkB subithiku p65 null-mutantses hiires on miieliini moodustumine
markimisvaarselt vihenenud. NFxB ekspressiooni inhibeerimisega takistatakse ka miieliini
moodustamiseks vajaliku transkriptsioonifaktori Oct-6 ekspressiooni. Seega NF«xB on iiks
oluline faktor Schwanni rakkude iileminekul promiieliniseerivatest rakkudest

miieliniseerivateks (Nickols et al., 2003).

Oct-6 ja Krox-20 (nim ka Erg-2) on olulised normaalseks miieliniseerimiseks in
vivo(Mirsky and Jessen, 1999). Oct-6 null-mutantsel hiirel on miieliniseerimine maha
jaanud ning Krox-20 null-mutantsel hiirel puudub hoopis (Topilko et al., 1994). Krox-20 on
vajalik Schwanni rakkude iileminekuks promiieliniseerivast fenotiilibist miieliniseerivaks
(Topilko et al., 1994). Oct-6 ekspresseerub promiieliniseerivates Schwanni rakkudes
ajaliselt natukene varem kui Krox-20. Krox-20-ga samasse perekonda kuulub teine tsink-
sorme transkriptsioonifaktor Krox-24, mis ekspresseerub vahetult enne Krox-20-t
promiieliniseerivates Schwanni rakkudes. Miieliniseerimisprotsessi alates Krox-24
ekspressioon kaob miieliniseerivates Schwanni rakkudes, kuid sdilib moneti

mittemiieliniseerivates Schwanni rakkudes (Topilko et al., 1997)



Oct-6 ekspressioon on indutseeritud hetkel, kui Schwanni rakud hakkavad looma tiks-iihest
kontakti laia kaliibriga aksonitega ning miieliniseerimsiprotsessi jatkudes selle ekspressioon

viheneb (Blanchard et al., 1996)(Joonis 5).
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Joonis 5. Schwanni rakkude arengus ekpresseeruvad transkriptsioonifaktorid (Joonis adapteeritud
Topilko ja Meijer, Glial Cell Development 2001).



2. NEUROTROFIINID

Narvisiisteemi arengu jooksul toodetakse neuroneid suures iilehulgas ning enam kui pooled
nendest surevad. Nirvirakud vajavad oma ellujddmiseks sihtmérkkoe sekreteeritavaid
troofilisi faktoreid. Sihtmédrkkoed sekreteerivad toitvaid faktoreid piiratud koguses ning
neuronite vahel toimub nende pérast nii-6elda voistlus. Ilma troofilise toetuseta néarvirakud
degenereeruvad. Seega on troofiliste faktoriteni joudmine nérviraku jaoks elu ja surma
kiisimus. Erinevate troofiliste faktoritega tagatakse spetsiifiliste nérvirakupopulatsioonide

ellujadmine (Joonis 6).

Uheks paremini kirjeldatud troofiliste faktorite perekonnaks on neurotrofiinid.
Neurotrofiinide perekonda kuulub neli liiget: NGF, BDNF, NT-3 ja NT-4/5. Lisaks
retrograadsele ekpressioonile sihtmérkkoe poolt vdivad neurotrofiinid olla ekspresseeritud
ka anterograadselt nirviraku poolt. Neurotrofiinidel on nérvisiisteemi arengus ja
funktsioneerimises vdga oluline roll, tagades nérvirakkude ellujdédmise, diferentseerumise,
siinaptilise plastilisuse. Hdired neurotrofiinide ekspressioonis pdhjustavad nendest sdltuvate
narvirakkude suremist, mis omakorda viib teatud neurodegeneratiivsete haiguste
kujunemisele, nagu nditeks nirvirakkude védhenemine juttkehas (striatum) pOhjustab
Huntingtoni haigust (Zuccato et al.,, 2001), mustuumas Parkinsoni haigust(Altar et al.,

1992), ajukoores ja hipokampuses Alzheimeri haigust (Fahnestock et al., 2002).
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Joonis 6. Neurotrofiinide hiipotees. Nérvirakud pikendavad oma aksoneid sihtmérgi poole. Sihtmérkrakud
sekreteerivad limiteeritud koguses troofilisi faktoreid. Ilma troofilise toetuseta nérvirakud degenereeruvad.

(Joonis adapteeritud Reichardt ja Farinas, 1997).



Esimene troofiline faktor avastati juba aastal 1952 itaalia naisteadlase Rita Levi-Montalcini
poolt ning nimetati vastavalt oma omadustele narvi kasvu faktoriks (NGF)(Levi-Montalcini,
1987; Levi-Montalcini et al.,, 1954). Hiire kasvajarakkude siistimine kana embriiosse
pohjustas kana embriio spinaalganglionite nédrvirakufiibrite véljakasvu ja pikenemise. NGF
eraldati ja sadestati aastal 1956 hiire kasvajarakkudest, mille kultuuri oli lisatud rastiku
miirki (Cohen and Levi-Montalcini, 1957). Ténaseks on NGF hésti kirjeldatud troofiline
faktor, mis vastutab spetsiifiliste perifeersete nérvirakupopulatsioonide ellujddmise ja
sédilitamise eest. Samuti tagab NGF koliinergliste neuronite arengu ja ellujadgmise KNS-s
(Levi-Montalcini, 2004). Levi-Montalcini ise on nimetanud NGF-i etturiks nérviteaduse

malelaual.

NGF (-/-) null-mutantsel hiirel on vdhenenud nérvirakkude hulk sensoorsetes ja

siimpaatilistes ganglionites, samuti spinaalganglionites (Crowley et al., 1994).

Jargmine neurotroofiline faktor eraldati sea ajust ning see sai nimeks BDNF (Brain Derived
Neurotrophic factor) (Barde et al., 1982). Kirjeldati BDNF-i voimet toetada embriionaalse
kana sensoorsete neuronite ellujdémist ja jiatkete viljakasvu voimendamist. BDNF sarnaneb
nii struktuurilt kui funktsioonilt NGF-le. BDNF toetab erinevate neuronite ellujdamist ja
kasvu, sealhulgas spinaalganglionite (Acheson et al., 1995) ning hipokampaalseid ja
kortikaalseid neuroneid (Huang and Reichardt, 2001). BDNF (-/-) hiir sureb teisel voi
kolmandal postnataalsel nddalal ning tal esineb perifeersete sensoorsete neuronite
degeneratsiooni tottu markimisvéairseid koordinatsiooni ja tasakaaluhdireid (Ernfors, Lee et
al. 1994). Heterosiigootne BDNF (+/-) hiir on elujouline, kuid mitmete isedralike
fenotiiiibiliste tunnustega nagu lilekaalulisus (Kernie et al., 2000; Lyons et al., 1999),
vihenenud kalduvus epileptilistele atakkidele (Kokaia et al.,, 1995) ja halvem ruumiline
oppimisvdime (Linnarsson et al., 1997). BDNF fiisioloogiat ja geeni struktuuri kirjeldatakse

pohjalikumalt alljdrgnevalt.

Lahtuvalt struktuursest homoloogiast ja troofilistest omadustest on lisaks NGF-le ja BDNF-
le kirjeldatud veel kahte neurotrofiini: neurotrofiin-3 (NT-3) (Ernfors et al., 1990; Hohn et
al., 1990; Maisonpierre et al., 1990) ja neurotrofiin-4 (NT-4/5) (Berkemeier et al., 1991; Ip
et al., 1992). Mdlemad nii NT-3 kui ka NT-4 toetavad neuraalharjast périt embriionaalsete
sensoorsete neuronite ellujaédmist in vitro. NT-3 (-/-) null-mutantsed hiired surevad vahetult
peale slindi (Ernfors et al., 1994). Neil puudub suur osa perifeersetest sensoorsetest ja
siimpaatilistest neuronitest. NT-4 (-/-) homosiigootsed null-mutantsed hiired on elujoulised,

kuid neil on vihenenud perifeersete sensoorsete neuronite hulk (Liu et al., 1995).



Neurotrofiinid on kaladest imetajateni evolutsiooniliselt viga korgelt konserveerunud
(Hallbook et al., 1991). Neurotrofiinide primaarstruktuur sarnaneb omavahel ~50%, veidi
madalama homoloogiaga teiste suhtes on NT-4/5. Lisaks primaarstruktuurile on
neurotrofiinidel veel teisigi sarnaseid omadusi. Struktuurselt sisaldavad neurotrofiinid
kolme paari antiparalleelset B-lehte, mis on lihendatud nelja B-juuksendela aasaga. Valgu
siidamiku moodustavad kolm disulfiidsilda, mis moodustuvad kdorgelt konserveerunud
tstisteiinide vahel (Joonis 7). K&ik neurotrofiinid siinteesitakse esialgu eellasvalkudena, mis
peale proteoliilitilist 16ikust on molukulmassiga 13.2-15.9 kDa. Oma funktsiooni

vahendavad neurotrofiinid dimeeridena.

Joonis7. Neurotrofiinide NGF, NT-3, BDNF ja NT-4/5 monomeeride struktuurid. Ndidatud on L1-L4

juuksendela aasad (Joonis adapteeritud Pattarawarapan and Burges, 2003).



2.1. Neurotrofiinide retseptorid

Neurotrofiinid vahendavad oma signaali kahte tiilipi rakupinnaretseptorite kaudu, Trk
retseptor tiirosiinkinaaside ja tuumor nekroosi faktorite (TNF) superperekonna retseptori
NGER (nerve growth factor receptor, nimetatakse ka NTRN™®P"> y5i lihtsalt p75) (Segal and
Greenberg, 1996)(Joonis 8).

Labi Trk retseptorite vahendatakse peamiselt positiivseid bioloogilisi signaale, nagu
ndrvijiatkete vidljakasv, ndrvirakkude ellujddmine ja diferentseerumine. Iga neurotrofiin
seondub korge afiinsusega vastavale Trk retseptorile. NGF seondub spetsiifiliselt TrkA-le,
BDNF ja NT-4/5 seonduvad eelistatult Trk-B-le ja NT-3 TrkC-le. Antud selektiivsus ei ole
absoluutne, kuna NT-3 seondub ka madalama afiinsusega TrkA-le (Ibanez, 1994; Ibanez,
1998) (Joonis 8). Ligandi seondudes retseptorid dimeriseeruvad ning autofosforiileerivad
iiksteise rakusiseseid tlirosiini jérjestusi. Fosforiileeritud tiirosiinijddgid on mitmete
spetsiifiliste rakusiseste signaalmolekulide seondumiskohtadeks, nagu néiteks fosfolipaas C
(PLCy), p85 (PI-3 kinaasi mittekataliiiitiline tihik) ja She (Patapoutian and Reichardt, 2001).
Viimased vahendavad edasisi rakusiseseid signaali kaskaade, nagu Ras-MAPK ja CREB

fosforiileerimine (Patapoutian and Reichardt, 2001).

Koik neli neurotrofiini seonduvad madalama afiinsusega NGFR-le, mis vastupidiselt Trk-le
ei ole kinaasse aktiivsusega (Roux and Barker, 2002)(Joonis 8). Oma rakuvélises osas omab
NGFR nelja tsiisteiini kordust (Smith et al, 1994) ja rakusiseses osas surma domédini, mis
on omane kdigile TNF perekonna retseptoritele ning reguleerib valdavalt raku surma (Bamji
et al.,, 1998). Koos Trk retseptoritega tagab NGFR neurotrofiinide spetsiifilisema
seondumise. Moodustub retseptorite tetrameerne kompleks kahest NGFR-st ja kahest Trk
retseptorist. Arvatavasti moduleerib NGFR Trk-retseptorite rakusisest
fosforiileerimisprotsessi ja edasist signaalirada (Huang and Reichardt, 2001). Lisaks Trk
seondumisele on ndidatud NGFR kompleksi lingo-1 ja Nogo retseptoriga (NgR), mille
vahendusel inhibeeritakse miieliini regeneratsiooniprotsesse (Wang et al., 2003; Wong et
al., 2002). Hiljuti lisandus NGFR koretseptorite ritta sortilin (kuulub Vps10p perekonda),
mis sorteerib raku membraanis retseptoreid sekreteeritavatele molekulidele (Mazella,
2001). NGFR-il on omab nérvislisteemis lisna erinevad, isegi vastakad rollid, soodustades
neuraalset diferentseerumist ja ellujddmist, inhibeerides regeneratsiooni ning vahendades

rakkude apoptoosi.



Ainiti juba viimase paari aasta jooksul on erinevad publikatsioonid kirjeldanud NGFR
voimet toetada (Bentley and Lee, 2000) vdi inhibeerida (Yamashita et al., 2002) aksonite
kasvu, vdimendada (DeFreitas et al., 2001) voi alla suruda (Troy et al., 2002) neuraalset
ellujddmist ning vajalikkust (Boyd and Gordon, 2001) vdi ebaolulisust (Sond et al., 2004)

neuraalse regeneratsiooni inhibeerimisel.
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Joonis 8. Neurotrofiinid ja nende retseptorid. Neurotrofiinid seonduvad spetsiifiliselt Trk retesptoritele,
vastavalt NGF TrkA-le, BDNF ja NT-4/5 TrkB-le ja NT-3 TrkC-le. K&ik neurotrofiinid seonduvad madalama
afiinsusega NGFR-le (joonisel p75). Trk ja NGFR retseptorid kombinatsioonis moodustavad veel kdrgema

afiinsuse neurotrofiinidele. NGFR ja Trk-d vahendavad erinevaid rakusiseseid signaaliradu (Chao et al., 1998).



2. 1. 1. TrkB lithendatud isovormid

BDNF ja NT-4 retseptori TrkB alternatiivee mRNA splaissingu tagajirjeks on kolm
erinevat isovormi (Klein et al., 1989; Soppet et al, 1991). Lisaks tdispikale TrkB
retseptorile esineb kaks rakusiseselt liihemat isovormi, TrkBT1 ja TrkBT2 (Klein et al.,
1990; Middlemas et al., 1991). TrkB liihendatud isovormid sarnanevad oma struktuurilt
taispikale TrkB-le, vélja arvatud rakusisene domédédn, mille kinaasne osa on asendatud
unikaalse lithikese aminohappelise jarjestuseg (Klein et al., 1990; Middlemas et al., 1991).
Liihendatud TrkB fiisioloogilised funktsioonid pole tdpselt teada, aga on ndidatud nende
voimet inhibeerida tdispika TrkB signaliseerimist (Biffo et al., 1995; Eide et al., 1996; Li et
al., 1998). T1 ja T2 isovormid on samuti voimelised siduma ligande (BDNF, NT-4) ja seega
vihendavad nad tdispikale isovormile voimalike ligandide seondumist. Kuigi TrkB-T1 on
voimeline siduma BDNF-i, ei mdjuta see BDNF-ist sOltuvate geenide ekspressiooni
(Offenhauser et al, 2002). Liihendatud TrkB isovormid ekspresseeruvad peamiselt
gliiarakkudes ja teistes aju mitteneuraalsetes kudedes, samas téispikal TrkB-1 on laialdane
ekspressioon peamiselt niarvirakkude (Cabelli et al., 1996). Siiani pole ndidatud liihendatud
TrkB isovormide otsest voimet vahendada kiiret rakusisest signaliseerimist, kuid juba véike
BDNF kogus pohjustab astrotsiiiitides, mis ekspreseerivad eelistatult TrkB-T1 isovormi,

rakusisese Ca”" vabanemist endoplasmaatilisest retiikulumist (Rose et al, 2003).

TrkB liihendatud isovormid vodivad kdituda kui dominant negatiivsed retseptorid. Trk
perekonna retseptorite aktivatsioon eeldab ligand-indutseeritud retseptorite dimerisatsiooni
ning kahe kinaasse domééni iiksteise fosforiileerimist (Klein et al., 1991). Kinaasse
doméddniga tdispika TrkB isovormi heterodimeer lithendatud isovormiga inhibeerib
tiirosiinkinaasset autofosforiilatsiooni. Seega TrkBT1 ja TrkBT2 kéituvad kui dominant
negatiivsed retseptorid. Lisaks on inimese ajust leitud veel TrkB-Shc isovorm, millel
puudub samuti rakusisene kinaasne akstiivsus, kuid membraani ldhedases alas esineb Shc
seondumiskoht. Shc isovorm ekspresseerub peamiselt ajus, aga selle bioloogilised

funktsioonid pole veel tépselt teada (Stoilov et al., 2002).



2. 2. BDNF-i avaldumise fiisioloogia

BDNF-i geeni avaldumise fiisioloogilisel regulatsioonil ndib olevat aju arengus suur tihtsus.
Varajases arengus mojutab BDNF nérvisiisteemi arengut pea igast aspektist: alates
neuraalsest proliferatsioonist, migratsioonist, nirvirakkude ellujddmisest, aksoni juhtimisest
sihtmérgile, dendriitide kasvust ja harunemisest, silinapsi moodustamisest, siinaptilise
plastilisuse tagamisest kuni neurotransmitterite vabastamiseni (Tapia-Arancibia et al.,
2004). Kuigi neurotrofiine on seostatud peamiselt nirvislisteemi arenguliste protsessidega,
esineb neid korgetes kontsentratsioonides ka tdiskasvanu teatud ajuosades. BDNF-i mRNA
avaldub tdiskasvanu roti hipokampuses, septumis, hiipotaalamuses ning ajukoores (Castren

etal., 1993).

Neurotrofiinide, sealhulgas BDNF-1 ning tema retseptorite, ekspressioon on neuraalsest
aktiivsusest soltuv (Lindholm et al., 1994). In vitro ja in vivo katsed demonstreerivad
aktiivusest soltuvat BDNF-i avaldumist roti hipokampuses, ajukoores ja hiipotaalamuses,
mis on llesreguleeritud ergutavate neurotransmitterite nagu glutamaat, atsetiiiilkoliin,
serotoniin ning allareguleeritud pidurdavate (GABA) poolt. Katsed glutamaadi agonisti
kainaat happega (KA kainic aicid) ja GABAAx retseptori antagonisti bicuculline’ga néitavad
BDNF-1 mRNA taseme tousu hipokampuses ning ajukoores (Metsis et al., 1993).

Teiste molekulide seas omab BDNF kindlasti olulist rolli stinaptilise plastilisuse tagamisel
(McAllister, 1999). BDNF ja tema retseptorid avalduvad ajupiirkondades, mis on tuntud
oma korge plastilisuse poolest. Neuraalse aktiivsusega suurendatakse BDNF-i ja tema
retseptorite ekspressiooni ning reguleeritakse siinaptilist iilekannet kahe narviraku vahel.
Pikaajalise siinaptilise iilekande voimenduse (LTP long term potentation) esilekutsumine
hipokampuses pdohjustab selektiivselt BDNF-1 mRNA taseme jirsu tousu (Castren et al.,
1993). BDNF geeni null-mutantses hiires on LTP héiritud (Korte et al., 1995).

Narviteaduses valitses pikka aega dogma, et uusi nédrvirakke elu jooksul juurde ei teki.
Tanaseks on teada, et neurogenees toimub siiski ka tdiskasvanud nérvisiisteemis.
Neurogeneesi kéigus tekib uusi nirvirakke peamiselt kolmes ajupiirkonnas dentate
gyrus’es, haistmissibulas ja subventrikulaarses alas (subventricular zone) (Gage, 2002).
Neurogeneesi stimuleerivad iillataval kombel sarnased fiisioloogilised seisundid, mis
tostavad ka BDNF-i mRNA ekspressiooni. Néiteks Oppimine ja fiilisilised harjutused
stimuleerivad uute nirvirakkude teket dentate gyrus’es ning samuti BDNF-1 mRNA taseme

tousu samas piirkonnas (Hall et al., 2000; Neeper et al., 1995). Vastupidiselt mojub



neurogeneesile stressiseisund, vdhendades uute neuronite teket dentate gyrus’es ning ka
BDNF-i mRNA taset antud piirkonnas (Gould and Tanapat, 1999). Krooniline
antidepressantide kasutamine seevastu jdllegi tostab BDNF-1 mRNA taset ning soodustab

uute nérvirakkude teket hipokampuses (Malberg et al., 2000).

BDNF-1 ekspressioonitaseme muutusi on seostatud mitmete patoloogiliste seisunditega,

nagu epilepsia, Alzheimeri, Parkinsoni ja Huntingtoni tdved.

Epilepsia puhul tekivad ettearvamatud krambid ajus, millega kaasneb lithiajaline BDNF-1
mRNA ekpressiooni tdus hipokampuses, ajukoores, olfaktoorsetes tuumades ja
ventromediaalses hiipotaalamuses (Ernfors et al., 1991). BDNF-i taseme tousu tekitavad
glutamaadi vabastamine ja Ca®" sissevool rakkudesse. Arvatavasti on neurotrofiinide,

sealhulgas BDNF-i, ekspressiooni tdus vajalik neuraalse plastilisuse taastamiseks.

Alzheimeri tove korral on vdhenenud BDNF-1 mRNA ja valgu tase hipokampuses ja
ajukoore teatud piirkondades (nt oimukoores)(Fahnestock et al., 2002). In vivo ja in vitro
katsed niitavad, et BDNF toetab hipokampaalsete ja eesaju basaalsete koliinergiliste
neuronite ellujddmist ning diferentseerumist. Viimastel aastatel on palju viidatud BDNF
Val®®Met poliimorfismile, mida on seostatud ppimis- ja miluhiiretega inimestel (Hariri et
al., 2003). 66. koodon asub 5 pro-BDNF-i jarjestuses, mis kodeerib BDNF-i eellasvalku ja
eemaldatakse normaalselt proteoliiiitilise 16ikusega. Val®*Met poliimorfismi ei oma otsest
efekti funktsionaalsele BDNF-le, kuid mdjutab oluliselt selle liitkumist, pakkimist ja

sekretsiooni hipokampaalsetes neuronites.

Parkinsoni tove korral on tdheldatud progressiivset dopamiinergiliste neuronite suremist
musttuumas (substantia nigra) (Altar et al., 1992). On teada, et musttuuma
dopamiinergilised neuronid sdltuvad BDNF-st. Surmajargsed Parkinsoni tove patsientide
uuringud nditavad BDNF-i madalat taset musttuumas, samuti sabatuumas (nucleus

caudatus) ja kooriktuumas (putamen) (Mogi et al., 1999).

Hiljutised andmed viitavad, et BDNF-l voib olla oluline roll ka Huntingtoni tdve
kujunemisel (Zuccato et al., 2001). Normaalne huntingtiini valk reguleerib positiivselt
BDNF-i transkriptsiooni. Tédpsemalt on ndidatud, et huntingtiin inhibeerib NRSE (neuron
restrictive silencer element) kaudu BDNF geeni ekspressiooni Il promootorilt (Zuccato et
al., 2003; Timmusk et al., 1999). BDNF omab troofilist efekti juttkeha neuronitele.
Viimaste degenereerumine on Huntingtoni tdvele iseloomulik, mis vdib muuhulgas olla

pohjustatud mutantse huntinktiini vahendatud BDNF-i transkriptsiooni allaregulatsioonist.



Kokkuvdttes on neurotroofsete faktorite tdpne roll neurodegeneratiivsete haiguste
kujunemisel veel iisna ebaselge. Endiselt jadb kiisimus, kas neurotrofiinide
ekspressioonitasemete  muutused on neurodegeneratiivsete  haiguste  kujunemise

tekkepdhjusteks voi hoopis haiguste tagajérjel tekkinud esmased stimptomid.

2. 3. BDNF geeni struktuur

Neurotrofiinidele on omane kompleksne geenistruktuur (Timmusk et al,, 1993). Nende
ekspressioon on reguleeritud alternatiivsete promootorite poolt, mida kasutatakse sama
geeniprodukti ekspresseerumiseks erinevates kudedes. Roti BDNF geen paikneb 3.
kromosoomi pikemas 6las (3g33). Inimese ja hiire BDNF geenid asuvad vastavalt 11. ja 2.
kromosoomis (UniGene). Inimese BDNF geen holmab enda alla iile 70 kb genoomset
jarjestust. Viimaste andmete pohjal koosneb inimese BDNF geen vdhemalt seitsmest
mittekodeerivast 5 eksonist ja iihest kodeerivast 3 eksonist, millelt slinteesitakse valk (Liu
et al., 2005). Lisaks alternatiivsetele 5’eksonitele on BDNF geenil vihemalt kaks
voimalikku 3 poliiadeniileerimissignaali pikkust. Analoogne BDNF geenistruktuur on hiirel
(Hayes et al., 1997) ja rotil (Timmusk et al., 1993) (Joonis 9) ning ka kaugematel
organismidel nagu sebrakala (Heinrich, 2003) ja kana (Gotz et al., 1992). Hiljuti avastati
BDNF vastasahelalt uus geen (B7), mille transkriptidel on BDNF-ga osaliselt kattuv
ekspressioonimuster, kuid mille tdpne funktsioon pole hetkel veel teada (Liu et al., 1995).
BDNF on korgel tasemel ekspresseerunud KNS-s, peamiselt hipokampuses ja ajukoores.
Viljaspool nérvisiisteemi on BDNF-1 mirkimisvddrset avaldumist tdheldatud pornas,
siidames, skeleti lihastes, kopsus ja testises, kus on ekspresseerunud I, IV ja V eksonitelt

transkribeeritud mRNA isovormid (Kozak, 2002).

Ténaseni on iisna vihe teada BDNF-i transkriptsiooni aktivatsiooni ja regulatsiooni
mehhanismidest, mis tagavad selle geeni aja- ja koespetsiifilise avaldumise. BDNF-1 11
proksimaalses promootoris on kindlaks tehtud palindroomne NRSE (neuron-restrictive
silencer element) jirjestus (Timmusk et al., 1999). Uldiselt NRSE takistab neuraalsete
geenide ekspressiooni mitteneuraalsetes kudedes. BDNF-i1 Il promootoris paiknev NRSE
jarjestus mojutab BDNF-1 1 ja Il promootori aktiivsust ajus, tiiiimuses ja kopsus (Timmusk
et al., 1999). Mutatsioon NRSE jéirjestuses pohjustab BDNF-i avaldumise tdusu nimetatud
kudedes. Teistes mitteneuraalsetes kudedes NRSE mutatsiooni tagajarjel BDNF-i



ekspressioon ei muutu, viidates BDNF-i keerulisele vaigistamismehhanismile

mitteneuraalsetes kudedes.

Kodeeriva VIII eksoni 5° osas (kus asub ka translatsiooni stardikoht) on kirjeldatud
Ostrogeeni retseptorit siduvat elementi (Sohrabji et al., 1995). Tedaolevalt dstrogeen tdstab

BDNF-1 mRNA ekspressiooni in vivo (Gibbs, 1999).

PGhjalikumalt on kirjeldatud BDNF geeni regulatsiooni Ca*-sdltuvate elementide poolt
(Finkbeiner, 2000). Neuraalse aktiivsusega, mis vallandab membraani depolariseerimisest
tuleneva Ca’'signaliseerimise, tiheldatakse BDNF-i 1 ja IV (vana nomenklatuuri jérgi
BDNF 11I) promootorite aktiivsuse tdusu (Tabuchi et al., 2000). BDNF IV promootoris on
kindlaks tehtud cAMP-d siduva valgu (CREB) seondumiskoht CRE (Shieh et al., 1998; Tao
et al., 1998). Lisaks on kirjeldatud veel kolme Ca*"—sgltuvat elementi (CaRE1-3) BDNF IV
promootoris (Tao et al., 2002). Arvatavasti kdituvad kolm CaRE-d kooperatiivselt, kuna
mutatsioonid {ihes neist takistavad neuraalsest aktiivsusest sdltuvat transkriptsiooni.
Vérreldes BDNF IV promootoriga on BDNF I promootori Ca®" -sdltuv aktiivsus mitmeid
kordi madalam, kuid siiski mérkimisvddrne (Tabuchi et al., 2002). BDNF 1 promootori
proksimaalses osas asub CRE element, mis kattub osaliselt USF (upstream stimulatory
factor) seondumiskohaga. Lisaks CREB-le vdib ka USF1/USF2 kiituda kui Ca®" poolt

stimuleeritud transkriptsioonifaktor BDNF-i promootoris.

Joonis 9. Roti ja hiire BDNF geeni struktuur. BDNF geenil on seitse 5 mittetransleeritavat eksonit,
alternatiivsete promootoritega nende ees ja liks 3'kodeeriv ekson, alternatiivsete poly(A) pikkustega. (Joonise

koostanud Tamara Aid).



2. 4. Troofilised faktorid Schwanni rakkude arengus ja perifeerse narvi

regenereerumisprotsessis

Perifeerse miieliini kujunemine on kompleksne ja diinaamiline protsess, soltudes Schwanni

rakkude ja neuronite vastastikkusest signaliseerimisest ning interaktsioonidest.

Mitte ainult Schwanni rakud ei sOltu oma arengu jooksul otseselt aksonaalsest kontaktist,
vaid ka nérvirakud vajavad Schwanni rakkude toetust aksonite pikenemiseks ja sihtmérgile
joudmiseks. Lisaks sihtmirgi poolt sekreteeritavatele troofilistele faktoritele, on ndidatud ka
Schwanni rakkude vdimet ekspresseerida erinevaid troofilisi faktoreid ning toetada
sensoorsete ja motoorsete nirvirakkude ellujdamist (Bunge, 1993). Ilma Schwanni rakkude

troofilise toetuseta vaheneb nirvirakkude ellujagdmine mérgatavalt.

Schwanni rakkude osatdhtsust perifeersete ndrvide ellujddmisel iseloomustavad
neureguliini, ErbB2 ja ErbB3 null-mutantsed hiired, kellel puuduvad Schwanni rakud ning
enamus sensoorsetest ja suur osa motoorsetest nirvifiibritest (Britsch et al., 1998). ErbB2 (-
/-) hiir sureb siidamepuudulikkuse t6ttu juba embriionaalse arengu keskel, kuid ektoopiline
ErbB2 avaldumine transgeensete loomade siidamelihases pikendab ErbB2 null-mutantse
hiire eluiga siinnini. Sellistel ErbB2 (-/-) hiirtel puuduvad Schwanni rakud ning enamus
motoneuroneid (Woldeyesus et al., 1999). Homosiigootsetel ErbB3 (-/-) hiirtel puuduvad
Schwanni rakud, mis peaksid limbritsema sensoorseid ja motoorseid aksoneid. Kuigi
motoorsed ja sensoorsed nirvid arenevad spinaalganglionis esialgu normaalselt, sureb
hilisemas ErbB3 (-/-) hiire arengustaadiumis enamus perifeerseid neuroneid (Riethmacher

etal., 1997).

Lisaks neureguliini primaarsele rollile, on oma osa nérviraku ja teda timbritsevate Schwanni

rakkude vahelises interaktsioonis ka mitmesugustel troofilistel faktoritel.

Neurotrofiinidel (NGF, BDNF, NT-3 ja NT-4/5) ja nende retseptoritel (TrkA, TrkB, TrkC
ja NGFR) on spetsiifiline, kuid moneti kattuv avaldumismuster nii nirvirakkudes kui ka

Schwanni rakkudes.

Lisaks neurotrofiinidele omavad PNS-i arengus olulist rolli teisedki troofilised faktorid.
Hasti on kirjeldatud TGF-B superperekonda kuuluvat GDNF (gliiaparane nirvikasvufaktor)
valguperekonda. GDNF perekonda kuuluvad veel neurturiin (NRTN), artemiin (ARTN) ja
persefiin (PSPN) (Bennett et al., 1998). GDNF ja tema homoloogid vahendavad oma
bioloogilisi funktsioone 1dbi GFRo-RET multikomponentse retseptorkompleski. GDNF,
NRTN, ARTN, PSPN seonduvad spetsiifiliselt GPI- rakupinnale ankurdatud retseptoritele



vastavalt GFRa-1-le, GFRa-2-le, GFRa-3-le ja GFRa-4-le. Rakusisene signaal antakse
edasi RET retseptor tlirosiinkinaasiga (Airaksinen et al., 1999; Saarma and Sariola, 1999)
(Joonis 10).

GDNF NRTN ARTN PSPN

!

signalling

signalling

Joonis10. Homodimeersed GDNF perekonna ligandid: GDNF (roheline), NRTN (punane), ARTN (sinine)
ja PSPN (kollane) seonduvad korgema afiinsusega spetsiifilistele GFRa rakupinnaretseptoritele ning

aktiveerivad Ret tiirosiinkinaasi. (Joonis adapteeritud Saarma, 2000)

GDNF omab troofilist efekti sensoorsetele neuronitele, mis ei ekspresseeri oma pinnal Trk
retseptoreid ning toetab motoorsete ja autonoomsete neuronite ellujidmist (Buj-Bello et al.,
1995; Henderson et al., 1994). On viidatud BDNF ja GDNF koekspressioonile, seda nii
dopamiinergiliste neuronite ellujddmisel KNS-s (Pei et al., 2004) kui ka retrograadset

koekspressiooni motoorsetele neuronitele PNS-s (Rind et al., 2005).

Neuraalset ellujadamist toetavad ka neurokiinid. Neurokiinide perekonda kuuluvad CNTF
(cliliary neurotrophic factor), leukeemia inhibitoorne faktor (LIF) ja interleukiin 6 (IL-6).
LIF ja IL-6 vahendavad oma signaali LIF retseptor B (LIFR B) ja gp130 kompleksi kaudu.
CNTF vajab oma funktsioneerimiseks lisaks veel CNTF retseptor a-t (CNTFR a) (Ip et al.,
1996).

Neurotrofiinide ja nende retseptorite diinaamiline ekspressioon ilmneb viga selgelt peale

perifeerse ndrvi kahjustust. NGF-i mRNA ekpressioon on normaalses istmikunérvis



vaevudetekteeritav, kuid touseb vahetult peale nédrvikahjustust Schwanni rakkudes
mirgatavale tasemele (Saika et al., 1991). Ka BDNF-i ekspressioon tduseb peale
istmikunérvi transektsiooni Schwanni rakkudes ning samuti ndrvikahjustuse ldhedal olevas
lihases. Vorreldes NGF-ga on BDNF-1 ekspressioon 10 korda intensiivsem ning erineb ka
ajaliselt. BDNF ekspressioon hakkab aeglaselt tdusma 3 péeva peale narvikahjustust ja jadb
maksimaalsele tasemele 2-3 nddalaks (Meyer et al., 1992). Erinevalt NGF-st ja BDNF-st
omab NT-3 roti kahjustamata istmikunérvis ja lihases selgelt detekteeritavat ekspressiooni.
6-12 tundi peale nérvikahjustust viheneb NT-3 ekspressioon ligi 9 korda ning saavutab oma
endise ekpressioonitaseme alles 2 nddala moddudes (Funakoshi et al., 1993). NT-4
ekpressioon viheneb 6-12 tundi peale istmikunédrvi kahjustust, kuid 2 néddalat hiljem
saavutab 8 korda kdrgema ekspressioonitaseme vorreldes kahjustmata nérviga (Funakoshi
et al., 1993). Madala afiinsusega neurotrofiinide retseptori NGFR mRNA ei ole normaalses
istmikunérvis detekteeritav, kuid tduseb maérgatavalt peale nérvikahjustust. NGFR
ekspressioonitase jddb korgeks ligi 3 kuuks, mis on vajalik roti istmikundrvi
regeneratsiooniks (Newman et al., 1996). Trk-de ekpressioon drastilisi muutusi perifeerse
ndrvi regenereerumisprotsessis 1dbi ei tee. Naddal peale ndrvikahjustust voib Schwanni
rakkudes méargata kerget TrkB ja TrkC ekspressioonitdusu (Funakoshi et al., 1993). CNTF-i
ekspresseeriooni on PNS-s tiheldatud peamiselt Schwanni rakkudes ja peale istmikunérvi
kahjustust see kaob ning ei taastu enne aksonite regenereerumist (Rabinovsky et al., 1992).
Peale roti istmikunérvi kahjustust tuseb jarsult GDNF-i mRNA ekspressioon kahjustuse
imbruses ja Schwanni rakkudes ning jddb korgele tasemele kuni 5 kuuks (Hammarberg et

al., 1996).

Perifeerse ndrvi regenereerumine on selge ndide ndrvislisteemi plastilisusest. Troofiliste
faktorite vOimet toetada nirvijdtkete taastumist ja remiieliniseerimisprotsessi vOib olla
tulevikus terapeutuline potsentsiaal perifeersete neuropaatiate vOi sclerosis multiplex

ravimisel.



2.4. 1. BDNF ja NT-3 Schwanni rakkude ja istmikunirvi arengus

Schwanni rakkude arengus on detailsemalt kirjeldatud BDNF-1i ja NT-3-e
ekspressioonimustrit. Ullataval kombel on nimetatud neurotrofiinidel PNS-i arengus iisna

erinevad, kohati isegi vastakad rollid.

Uheks mudeliks uurimaks neurotrofiinide rolli miieliniseerimisprotsessis on Schwanni
rakkude ja spinaalganglionite (DRG) kooskultuur. Schwanni rakkude lisamisel neuraalsele
kultuurile hakkavd nad kiiresti prolifereeruma ja aksonitega kontakti otsima. Schwanni
rakkude kiilvamisel DRG neuronitele toimub NT-3 ekspressiooni jérsk langus. BDNF-i tase
jaab antud tingimustel konstantseks alates Schwanni rakkude prolifereerumisest kuni
promiieliniseerumiseni, langedes alles aktiivse miieliini siinteesi ajal (Chan et al.,
2001)(Joonis 11). Eksogeense BDNF-i lisamine Schwanni rakkude/DRG kooskultuuri tdstis
miieliinivalkude MAG ja PO ekspressiooni vastavalt 2 ja 1.5 korda, samas kui NT-3
viahendas antud valkude ekspressiooni 2 ja 3 korda. In vivo katsed, kus subkutaanselt siistiti
BDNF-1 ja NT-3 vastsiindinud hiire istmikundrvi ldhedusse, kinnitasid BDNF-i
stimuleerivat ja  NT-3-e inhibeerivat rolli miieliinivalkude ekspressioonile arenevas

istmikunérvis.
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Joonis 11. Endogeenste neurotrofiinide tasemed ja nende voimalikud rollid miieliini kujunemisel PNS-s.
BDNF ja NT-3 on korgel tasemel ekspresseerunud miieliini arengu algusfaasidel. Enne
miieliniseerimisprotsessi algust langeb jérsult NT-3 tase, kuid BDNF-i ekspressioon jdéb konstantseks. NT-3
taseme vdhenedes hakkavad Schwanni rakud keerduma iimber aksoni. BDNF-i ekspressioon on vajalik
miieliniseerimisprotsessi alustamiseks. Miieliniseerimisprotsessi jatkudes BDNF-i ekspressioonitase langeb ja

NT-3 pole detekteeritav. Joonis adapteeritud (Chan et al., 2001).



BDNF-i positiivne efekt miieliniseerimisprotsessile on vahendatud NGFR retseptori kaudu
(Cosgaya et al., 2002). NGFR on Schwanni rakkudes kdrgelt ekpresseerunud nii perifeerse
ndrvi arengus kui ka regeneerumisel. NT-3 toetab Schwanni rakkude ellujdémist
promiieliniseerivas staadiumis TrkC kaudu. NGFR ja TrkC on ekpresseerunud
miieliniseerimsiprotsessi ajal nii Schwanni rakkude/DRG kokultuuris kui ka istmikunérvis,
hiljem nende tase vdheneb. Tidispika TrkB avaldumine on analiilisitud kooskultuuris ja
istmikunérvis vaevudetekteeritav, kuid selle lithendatud isovormi TrkB-T1 ekpressioon
indutseeritakse miieliniseerumisprotsessi alguses. Arvatavasti on NGFR endogeense
BDNF-i funktsionaalne retseptor miieliniseerimisprotsessi indutseerimisel. Aktiivse
miieliniseerimisprotsessi alguses TrkB-T1 inhibeerib BDNF-i signaali konkureerides
NGFR-ga. NGFR, TrkB-T1 ja TrkC retseptorid on peamised neurotrofiinide mediaatorid

PNS-i miieliniseerimisprotsessis (Joonis 12).

Neurotrofiinid on PNS-i miieliniseerimisprotsessi votmeregulaatorid ning BDNF-i ja NT-3

vastavalt positiivne ja negatiivne roll on vahendatud erinevate retseptoritega.
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Joonis 12. Neurotrofiinide ja nende retseptorite ekspressioonitaseme muutused PNS miieliniseerimisel.
Perifeerse nérvi varajases arengus NT-3 ja BDNF ekspresseeruvad korgel tasemel. BDNF vahendab oma
positiivseid efekte miieliniseerimisele 14bi retseptori NGFR (+). NT-3 seondumine TrkC-le inhibeerib miieliini
geenide ekspressiooni (-). Schwanni rakkude liikumisega aksonitele toimub NT-3-e taseme langus, kuid
BDNF-i ja NTRNTRp75 ekspressioon jadb kdrgeks. Miieliniseeritud nérvis langeb kdikide neurotrofiinide
ekspressioonitase ning BDNF-i iilehulk eemaldatakse TrkB-T1-ga. (Cosgaya et al., 2002).



EKSPERIMENTAALNE OSA

TOO EESMARGID

BDNF avastati ajust ja omab korget ekspressiooni eelkdige KNS-i ndrvirakkudes. Viimastel
aastatel on aga hakatud tdhelepanu podrama BDNF-i rollile ka PNS-s ning tdheldatud
BDNF-i reguleeritud avaldumismustrit gliiarakkudes, spetsiifiliselt Schwanni rakkudes.
Schwanni rakud on PNS-i koostise tdhtis komponent ja nende areng ning talitlus on

mojutatud nii endogeense kui ka eksogeense BDNF-i tasemest.

Kéesoleva t66 {ildine eesmirk on uurida BDNF geeni avaldumise molekulaarseid
mehhanisme, kirjeldada BDNF-1 ekspressiooni perifeerses ndrvisiisteemis ja analiiiisida

BDNF-i ekspressiooni Schwanni rakkude arengus.
Tapsemateks tooeesmarkideks on:

- analiiisida BDNF geeni struktuuri bioinformaatiliste meetoditega, teostada
primaarstruktuuri fiilogeneetiline analiilis, konserveerunud promootorite ja nende

regulatoorsete alade ennustamine;
- tuvastada BDNF geeni ekspressiooni muster roti istmikunérvi arengus;
- analiiisida BDNF-i avaldumismustrit Schwanni rakkudes;

- BDNF-ipromootorite in vitro analiiiis regulatoorsete jéarjestuste tuvastamiseks.



MATERJALID JA METOODIKA

1. Roti istmikunirvi (nervus ischiaticus) eraldamine

Istmikunérvid eraldati rottidest (Sprague-Dawley) erinevatel arengustaadiumitel, alates 17.
embriionaalsest arengupédevast (E17) ning edasi E19, P1, P3, P10, P20 ja tiiskasvanud
rotist. Narvid eraldati, kasutades binokulaari abi. Loomadele sooritati eutonaasia

dekapitatsiooni meetodil.

2. Kasutatud rakuliinid

Roti Schwanni rakkude primaarkultuuri valmistamisel kasutati kohandatud varem
kirjeldatud meetodit (Brockes et al, 1979). Eraldatud 3-5 pdeva vanuste rottide
istmikundrvid koguti petri tassil 2 ml L-15 (GIBCO) s66tmesse. Jargnevalt asendati L-15
s0ode 2 ml 0.1% kollagenaasi sisaldava L-15 sootmega ja pidrast nidrvide eraldamist
sistlandelte abil Ttksikuteks fiibriteks inkubeeriti 30 min 37°C. Koe iihtlaseks
lagundamiseks pipeteeriti soodet 1 ml pipetiga iga 5 min jérel. Seejarel lisati 0.25 ml 0.25%
triipsiini lahust ja inkubeeriti veel 10 min 37°C. Reaktsiooni peatamiseks lisati 10 ml L-
15/10% FCS soodet ja pérast segamist tsentrifuugiti rakud pdhja (5 min 1000rpm).
Rakusade resuspendeeriti 2 ml L-15/10% FCS s66tmes ja lisati 8 ml L-15/10% FCS. Pérast
retsentrifuugimist (5 min 1000 rpm) resuspendeeriti sade 2ml Cp sootmes (DMEM
Glutamax (GIBCO), 10% FCS, 1x penitsilliin/streptomiitsiin), lahjendati 4 ml Cg s66tmes
ning plaaditi 6 cm Primaria (Becton Dickinson) tassile. Primaarkultuure kasvatati 37°C

juures 5% CO, atmosfaéris.

Jargmisel paeval pesti kinnitunud rakud 1xPBS-ga ja lisati virske Cp s6dde. 12 h moddudes
asendati soode Cp soO0tmega, mis sisaldas lisaks 10 uM Ara-C. Kultuuri fibroblastidest

puhastamiseks vahetati Cg 10 uM Ara-C s66det 2 korda paevas 3 paeva jooksul.

Peale Ara-C tootlust asendati s66de Schwanni rakkude proliferatsiooni so6tmega SCPM(
D-MEM Glutamax (GIBCO), 3% FCS, 5% neureguliini sisaldusega so66de, 20 puM

forskoliin, 1x penitsilliin/streptomiitsiin).



2.1. 5% neureguliini (NDF-p) sisaldusega so6tme valmistamine

Neureguliini iileekspresseeriv. CHO rakuliin pdrineb Elior Peles’lt ja Yoshi Yarden'lt
Weizmann Instituudist (Rehovot, lisrael). Rakke kasvatati konfluentsuse saavutamiseni
DMEM/5% FCS so6tmes. Seejdrel plaaditi konfluentne plaat 1:10 ja jargmisel paeval
vahetati s66de DMEM/1%FCS-ga. See sodde jdeti rakkudele kolmeks paevaks, filtreeriti ja
sdilitati alikvootidena -20°C. Neureguliiniga konditsioneeritud soddet kasutati neureguliini

allikana primaarsete Schwanni rakkude kultuuri s66tme valmistamisel.

2.2. Schwanni rakkude kultuuri induktsioon.

Prolifeeruvatel roti Schwanni rakudel indutseeriti in vitro diferentseerumine voi kasvuarest.
Diferentseerumiseks hoiti rakke 36 h ilma seerumita s0Otmes, mis sisaldas 1x N2
sootmelisandit (GIBCO), 1x penitsilliin/streptomditsiin, 5% neureguliini sisaldavat sdddet ja
20 uM forskoliini (lahustatud DMSOs, Sigma). Forskoliin aktiveerib adeniilaastsiiklaasi ja
tostab rakusisest cAMP taset. Rakkude kasvuaresti esile kutsumiseks lisati sdotmele

forskoliini asemel ainult DM SO-d.

3. RNA eraldamine ja cDNA siintees

RT-PCR-i matriitsina kasutati roti Schwanni rakkude voi roti istmikundrvi cDNA-si. RNA
eraldati rakkudest, kasutades RNAwiz kemikaali (Ambion). Konfluentsele roti Schwanni
rakkude plaadile (d=60mm) lisati I1ml RNAwiz kemikaali ning rakud kraabiti kokku ning
kanti ile eppendorfi tuubi. Lisati 0.2 ml kloroformi, segati ja hoiti 10 min
ruumitemperatuuril. Tsentrifuugiti 30 min 5000xg. Veefaas kanti iile uude tuubi ja lisati
0.5x esialgsest kogusest RNase-vaba vett. Lisati 1 ruumala isopropanooli, hoiti 30 min -
20°C ning tsentrifuugiti 30 min 5000xg. RNA sadet pesti 1 esialgse koguse kiilma 70%
etanooliga. Sade lahustati RNase-vabas vees. cDNA siinteesiks kasutati 0,5-1pg totaalset
RNA-d. RNA-le lisati 1 pl 50 uM oligo(dT) praimerit, 1 pl 10 mM dNTP segu, RNase-
vaba vett kuni 10 pl- ni. Inkubeeriti 5 min 65°C ja seejérel hoiti vihemalt 1 min jaal. cDNA
siinteesiks segati kokku 2 pl 10x Reverse Transcriptase puhvrit (Invitrogen), 4 ul 25 mM
MgCl,, 2 pl 0.1 M DTT, 1 pul RNaseOUT (40U) (Invitrogen) ning SuperScript III Reverse
Transcriptase (200U) (Invitrogen). RNA ja ¢cDNA reaktsioonisegud segati kokku ning



inkubeeriti 50 min 50°C juures. Reaktsioon ldpetati, kuumutades reaktsioonisegu 5 min

85°C. cDNA kvaliteeti kontrolliti aktiini voi GAPDH praimeritega.

4. RT-PCR ja kasutatud praimerid

BDNF I, II, I, VI eksonite RT-PCRiks kasutati HotFire DNA poliimeraasi (Solis
Biodyne). PCR reaktsioonisegu (50 pl) sisaldas 5 pl 10 x Puhver B, 5 pl 10 x Solution S
(GC rikastele aladele), 5 pul 25 mM MgClL, pul 10 mM dNTP, 2 pl kumbagi praimerit ja 1 pl
(10U) Taq HotFire DNA poliimeraasi.

G/C rikaste produktide (IV ja V eksoni) RT-PCR teostati GC-siisteemiga (Rosch). PCR
reaktsioonisegu (50 pl) sisaldas 10 pl 5x GC siisteemi puhvrit, 5 ul GC resolution solution,
5wl 25 mM MgClL pl 10 mM dNTP, 2 pl kumbagi praimerit ja 1 pl (10U) Taq HotFire
DNA poliimeraasi (Solis Biodyne).

RT-PCR reaktsioonides kasutati jargmisi praimereid:
BDNF praimerid:
hiir/rottBDNFIsense 5'-GTGTGACCTGAGCAGTGGGCAAAGGA-3’
hiir/rottBDNFIIsense5 -GGAAGTGGAAGAAACCGTCTAGAGCA-3’
rottBDNFIlIsense 5'- CCTTTCTATTTTCCCTCCCCGAGAGT-3’
hiir/rottBDNFIVsense 5-CTCTGCCTAGATCAAATGGAGCTTC-3"
rottBDNFVsense 5'-GCTGGCTGTCGCACGGTCCCCATT-3"
hiir/rottBDNFIVsense 5 -GTGTGTGTCTCTGCGCCTCAGTGGA-3’
hiir/rottBDNFantisense 5'-GAAGTGTACAAGTCCGCGTCCTTA-3’
TrkB praimerid:
TrkBsense 5'-CTGGACCACGCCAACTGACA-3’
TrkB-FLantisense 5'-TGGCAGAGTCATCGTCGTTG-3"
TrkB-T1antisense 5'-AAGCAGCACTTCCTGGGATAG-3" (seondumine 53°C)
TrkB-T2antisense 5'-TGGTATCATATCCTTGCTGCTAT-3"
TrkB-Shcantisense 5'-AGAACTCTTCTTCCTCCATCAG

NGFR:



75sense 5'-TGCTGCCTGCAGCGCCAT-3' (seondumine 55°C)

75antisense 5'-CGGAATGTGGGACAGGACAG-3'

GDNF perekonna ligandide ja retseptorite praimerid:

53°C)

rottARTNsense 5'-TGCTGAGCAGCGTCACAGA-3'
rottARTNanti 5'-CATGAAGGAGACTGCCTCAT-3'
rott/hiirGDNF sense 5'-TATGGGATGTCGTGGCTGTCT-3' 58C

rott/hiirGDNF anti 5'-TAGCCCAAACCCAAGTCAGTG-3' (seondumine

rott/hiirNRTN sense 5'-TGGTGTCGCTCATCTGCAGC-3'
rottNRTN anti 5'-CTCTTTGCGCACGCGTCGT-3'
rott/hiirPSPN sense 5'-ATGGCTGCAGGAAGACTTCG-3'
rott/hiirPSPN anti 5'-TCATCAAGGAAGGTCACATCA-3'
rottRET sense 5'-TGATGCTGCAGTGCTGGAAG-3'
rottRET9 anti 5'-CTCCAGTGTCATCTTAAGTTGC-3'
rottRETS51anti 5'-CTTGGCCAGTATGGTGTGCA-3'
rottGFRalsense 5'-CTTACTAGCCACACACCATC-3'
rottGFRalanti 5'-GGTACACTTGGATGTTGGATG-3'
rottGFRa2 sense 5'-TCTGGACAAGATGAGACCCT-3' (seondumine 51°C)
rottGFRa2 anti 5'-GACTCGCTTCCTAGTACGTT-3'
rottGFRa3 sense 5'-CAACTGCCTAGATCTTCGGA-3'
rottGFRa3 anti 5-GAAGAAAGACAGAACGGGTAG-3'
rottGFRa4 sense 5'-GGTAAGCTTTAAGGCAGAGG-3'
rottGFRa4A anti 5~ AGGAAACAGCACCCAGCATT-3'

rottGFRa4B anti 5-TTTCTGCCTCCATCTCTTCTC-3'



Koik amplifikatsioonid viidi ldbi jargmistel tingimustel: ensiilimi aktiveerimine ja esmane
denatureerimine 95°C 15 min, denatureerimine 95°C 30 s, praimerite seondumine
(temperatuur vastavalt disainitud praimeritele) 30 s, elongatsioon 72°C 1 min 30 s (25-35
tsiiklit), viimane elongatsioon 72°C 10 min, jahutus 10 min 4°C. Kasutati Eppendorf

MasterCycler it.

5. DNA sekveneerimine

Sekveneerimisreaktsioon viidi ldbi, kasutades BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit'i (Applied Biosystems). 10 pl-s ( 3 ul MQ, 200 ng DNA, 100 ng M13 praimereid, 4 pl
BigDye). PCR viidi ldbi tingimustel: 96°C 30 s, 50°C 15 s, 60°C 4 min (25 tstiklit), 60°C 1

min, 4°C 10 min.

6. EMSA (Electrophoretic mobility shift assay).

EMSA-s kasutatud radioaktiivsete BDNF I, IV ja V (uus nomenklatuur) promootorite
fragmentide siinteesiks kasutati matriitsina BDNF I 0.6 kb Bam HI/Sac I, BDNF 1II 0.9 kb
Hinc 11/ Xba 1, BDNF IV 0.7 kb Eco RI/Sma 1 (vana nomenklatuur) (Timmusk et al 1993)
alasid, mis olid kloneeritud pBSKS-i. Radioaktiivsed fragmendid BDNF-i promootorites
siinteesiti PCR-ga, kasutades spetsiifilisi praimereid ning lisades [a- **P]-dCTP: 5 ul
10xPCR puhver, 5 ul MgCl12, 4 pl 10 uM praimereid, 10 ng DNA, 1 ul Taq (Naxo Taq
Poliimeraas) DNA poliimeraas, 1 pl 10mM -dCANTP (milles puudus dCTP), 1 ul 0.1 nM
dCTP, 5 ul [0- **P] dCTP, vesi kuni 50 pl. PCRi tingimused olid: 2 min 94°C, 45 s 94°C, 45
s 55°C (vdi vastavalt praimeritele), 1 min 30 s 72°C. Mirgitud proovid puhastati NICK™
kolonnidel (Amersham) vo1 sadestati kiillastatud NH4AC-ga.

6.1. Erinevate genoomsete jirjestuste jaoks kasutati jirgmisi praimereid.
BDNF I promootori 0.6 kb Bam HI/Sac I praimerid:

BDNFIsensel 5'-ATCCTCCCCTCCTAGCCTAT-3'

BDNFIantil 5'-GAGAGTTAACAGCCTCTGTG-3'

BDNFIanti2 5'-CTAATGGCTTATGGCTTCTCA-3'

BDNFIsense2 5'-TCTTCGCTCAGAGATCTAGG-3'



BDNFIsense3 5'-AGCCATTAGAGCAAACGCAG-3'
BDNFIsense4 5'-CTTCATTCAACTCAAGCCGC-3'
BDNFlanti3 5-TGTAAGCCAAGCTCTCAAGC-3'
BDNFlanti4 5-TTAGGGACTGATGACTAGGC-3'
BDNFIsenseS 5'-GCCTAGTCATCAGTCCCTAA-3' (seondumine 59°C)
BDNFIsense6 5'-GAGGAAAAGGGAAGTTGTGG-3'
BDNFanti5 5'-ATCGAAGAGCGCATCAGCC-3'
BDNFIanti6 5'-AGGAGTGACTTGTTCTAGGG-3'
BDNFIsense7 5'-ACAAGTCACTCCTGCTCCAT-3'
BDNFIanti7 5'-ACCATGACTAAGGGTCTCCA-3'
BDNFIsense8 5'-TGATCATCACTCACGACCAC-3'
BDNFlanti8 5-GTGACTCCCTTGGTAAAAAGG-3'
BDNFIsense9 5'-TTACCAAGGGAGTCACAGTG-3'
BDNFIsensel0 5'-ACGTAACTGGCTCAGAGAGG-3'
BDNFlanti9 5-CCTCTCTGAGCCAGTTACGT-3'
BDNFlantil0 5'-GAATACCAGAAAAGCGCAGC-3'
BDNFIsensell 5'-GCTGCGCTTTTCTGGTATTC-3'
BDNFIsensel2 5'-GGTGCAGGAAAGCAACAAGT-3'
BDNFlantill 5-GAAAAGCTTCGCCTTGTCAG-3'

BDNFlanti12 5'-~AGCTCGGCTCAGGAGATTTC-3'

BDNF 1V 0.9 kb Hinc 11/Xba 1
BDNFIVsensel 5'-GAGGCTGTGACACTATGCTC-3'
BDNFIVantil 5'-CCTCTAATCCAGCCAGTAAG-3'
BDNFIVsense2 5'-GGGCAACGTTTACCAAAGCA-3'

BDNFIVanti2 5'-GCTGTATGGTAAACTCTGCC-3'



BDNFIVsense3 5'-GTCCTCCAGAAACCAGTCAT-3'

BDNFIVanti3 5'-CCAAAATTTAGGGTGAGGGG-3'

BDNFIVsense4 5-GTGTTGTTGCTGCCTAGATG-3'

BDNFIVanti4 5'-CGTTTCCACTTCCAGTCCTA-3'

BDNFIVsense5 5'-GTGAGTTCGCTAGGACTGGA-3'

BDNFIVsense6 5'-GCCCTGGAACGGAATTCTTC-3'

BDNFIVanti5 5'-CAGAATCAGAATTCCGCGCA-3'

BDNFIVanti6 5-TATGATACCTCCTCTGCCTC-3'

BDNFIVsense7 5'-CTGGTAATTCGTGCACTAGAG-3'

BDNFIVanti7 5'-AATGGGAAAGTGGGTGGGAG-3'

BDNFIVsense8 5'-CTCCCACCCACTTTCCCATT-3'

BDNFIVanti8 5'-GGGAGATTTCATGCTAGCTC-3'

BDNF V 0.7 kb Eco Rl/Sma 1

BDNFV79sense 5-CTGATGTGTTTAAGGTAGCGG-3'

BDNFV79anti 5'-CCACAGAGCTAGAAAAAGCG-3'

BDNFV79sense+ 5-TAGCGGAGTAAACCATAACCC-3'

BDNFV79anti- 5'-GAAACTACACAGAGTGTGCG-3'

BDNFV52sense 5'-TTCTATTAGGCAAACTCCGG-3'

BDNFVS52anti 5'-TTAACCAGAGTTGCGCGC-3'

BDNFV183sense 5'-GGAAATGGACAGAAGCCGGT-3'

BDNFV183anti 5~ AGCTTCGATTGGTCAGACAG-3'

BDNFV183senset 5'-GAATCCCGGCAAGGAAAAGG-3'

BDNFV183anti- 5'-CTGCTTAAAGGGGACGACG-3'

BDNFV77sense 5'-ATAATGTCTGACCCCAGTGC-3'

BDNFVsensel20 5'-CGCTTTTTCTAGCTCTGTGGT-3'



BDNFVsense200 5'-CAGAACTTGGGTGTTGGGAT-3'
BDNFVanti200 5'-ATCCCAACACCCAAGTTCTG-3'
BDNFVsense290 5'-CACTTGTTCCCTCCTACTCT-3'
BDNFVanti250 5'-GACTACCACGCTCCCAAATC-3'
BDNFVanti390 5'-CTGCTTAACCCCAAAGCTCT-3'

Rasvase tekstiga on maérgitud praimerid, mille produktiga saadi EMSA-s diferentsiaalne

mobiilsusnihe.

6.2. Rakuekstraktide valmistamine

Rakud pesti 3x5 ml 1xPBS-ga, koguti 1 ml 1xPBS-s, tsentrifuugiti 5 min 1500g.
Rakusademele lisati 10x koguses WCE puhvrit (20 mM Hepes-KOH pH 7.9, 400 mM KCl,
1 mM EDTA, 10% Gliitserool, DTT kuni 10 mM, PMSF kuni 1 mM, 1x Proteaasi
Inhibiitorit (Roche). Rakud homogeniseeriti Dounce’it homogenisaatoriga ja Idhuti,
kiilmutades vedelas ldmmastikus ja sulatades jddl (3x). Rakumembraani komponendid
tsentrifuugiti pohja, 11000g 4°C 30 min. Supernatant kiilmutati osade kaupa vedelas

lammastikus ja séilitati -80°C.

Tuumacekstraktide valmistamiseks pesti rakud 3x5 ml 1xPBS-ga, koguti kokku 1 ml 1xPBS-
s, tsentrifuugiti Smin 1500xg, eraldati PBS. Uhele d=10cm konfluentsele plaadile lisati 400
ul puhvrit, mis sisaldas 10mM HEPES pH 7.9, 10 mM KCI, 0.1 mM EDTA, 0.1 mM
EGTA, 1 mM DTT, 0.5 mM PMSF. Rakke hoiti 15 min jial. Lisati 25 pul 10% NP-40.
Rakud sadestati 11000g 30s. Supernatant sisaldas rakkude tsiitoplasmat. Tuumad
resuspendeeriti 50 pl jadkiilmas puhvris, mis sisaldas 20 mM HEPES pH 7.9, 0.4 M NaCl, 1
mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF ja inkubeeriti 15min 4°C. Pérast
mittelahustuva fraktsiooni eemaldamist 5 min 4°C 1300 rpm. supernatant kiilmutati

alikvootidena vedelas lammastikus ja sdilitati -80°C.

6.3. Kaheahelaliste DNA oligote (GATA, Sp1, Myt) mirkimine [y-’P] ATP-ga

Valgu konsensusjirjestuste markimiseks voeti 1pmol oligonukleotiidi sense ahelat, lisati 5
ul H,0-d, inkubeeriti 5min 65°C. Lisati 1 pl 10x kinaasi puhvrit, 3 pl [y-*P] ATP-d, 10U
T4 Poliinukleotiid kinaasi (Fermentas). Hoiti 15min 37°C, seejdrel lisati veel 10U T4



Poliinukleotiid kinaasi, 15min 37°C. Reaktsioonile lisati 90 pl TES (5SmM Tris, 1mM
EDTA, 0.1% SDS). Vabad nukleotiidid eraldati Sephadeks G-50 geelfiltratsiooniga. Lisati
5 pmooli vastasahela praimerit ja sadestati 1 pg dextrani, 0.2M NaAc ja 2.5 mahu ETOH-
ga. Tsentrifuugiti 12.5K 4°C, 20min, sadet pesti 70% ETOH-ga.

DNA lahustati 20 pl-s puhvris (100mM KCIl, 10mM Tris-HCl, pH7.5, ImM MgCl,).
Kaheahelalised EMSA proovid lahjendati kuni 250 pl-ni puhvriga (50mM NaCl, 10mM
Tris-HCI, pH7.5, ImM MgCl,). EMSA-ks kasutati 1-4 pl (4-16fmol) méargitud proovi.

Radioaktiivselt mérkimata proovide valmistamiseks segati 10 pl (100 pM) kumbagi
konsensusjirjestuse DNA ahelat ja 80 pl puhvrit (50mM NaCl, 10mM Tris-HCI, pH7.5,

ImM MgCl,), asetati keevasse vesivanni ning lasti jahtuda ruumitemperatuurini.
Kasutati jargmisi oligonukleotiide, mis sisaldasid transkriptsioonifaktorite sidumislalsid:
GATA oligo 5'-TCCAGGCCCCAGATAAGAGGCCAT-3’

SP1 oligo 5-ATTCGATCGGGGCGGGGCGAGC-3’

Mytl oligo 5'-GATCCGGAAAGTTTGCGCGAAAGTTTGA-3’

Toodud on vaid 1iihe ahela jirjestused, tumedalt on mirgitud vastavate

transkriptsioonifaktorite seondumiseks vajalikud konsensusjérjestused.

6.4. DNA/valk komplekside analiiiis.

2-4 pg rakuekstrakte ja *’P-ga mirgitud DNA proovi (~100 000 cpm, mdddeti p-
kaunteriga) inkubeeriti 20 pl reaktsioonipuhvris (10mM HEPES pH 7.6, 4% Ficoll, 60mM
KCl, 5mM EDTA, 5mM DTT, 2ug poly dIdC). Konkureerivas EMSA-s lisati méirkimata
DNA proovi 50x molaarses iilehulgas. DNA ja rakuekstraktide segu hoiti 20-30 min jail
kompleksi moodustumiseks. DNA-valgu komplekse lahutati 4%-6% poliiakriiiilamiid geelis
(30 akriitilamiid: 1 bis-akriitilamiid) 0.25x TBE-s, 150V 2 h. Geelid kuivatati ja eksponeeriti
Fosfoimageris. Totaalne valgu hulk rakuekstraktides médrati BCA Protein Assay Reagent
Kit'ga (23227) vastavalt valmistaja poolt ettekirjutatud protokollile.

7. BDNF geeni in silico analiiiis

BDNF geeni in silico analiiiisiks kasutati internetipdhiseid programme. Fiilogeneetilist

konserveerumist inimese (Homo sapiens), Simpansi (Pan troglodytes), hiire (Mus



musculus), roti (Rattus novergicus), koera (Canis familiaris), kana (Gallus gallus), kerakala

(Fugu rubripes) ja sebrakala (Dario rerio) vahel analiilisiti Genome Browser'i poolt

pakutavate bioinformaatiliste vahenditega (http:/genome.ucsc.edu), kus leitakse vahemalt 95%

sarnasusega jarjestused (pShineb varjatud Markovi mudelitel).

cis-regulatoorsete jarjestuste leidmiseks kasutati ConSite tarkvara (http:/mordor.cgb.ki.se/cgi-

bin/CONSITE/consite/). ConSite programmi ennustused pohinevad transkriptsioonifaktorite

seostumissaitide kaalumaatriksitel ja filtreeritud liikidevahelisel vordlusel. ConSite’i poolt

ennustatud tulemusi vorreldi Matlnspector’i (http:/www.genomatix.de/MatInspector) ning TESS-1

(http://www.cbil.upenn.edu/tess/) transkriptsioonifaktorite ennustusprogrammidega.




TULEMUSED

1. Primaarsete Schwanni rakkude kultuurid ja nende diferentseerumine

Antud t60s kasutati kolme tiilipi Schwanni rakkude kultuure - aktiivselt prolifereeruvaid,

kasvuarestis olevaid ja in vitro diferentseeritud rakke.

Primaarsed rakud eraldati 3-5 pdevase roti istmikunarvist. Prolifereeruvaid rakke kasvatati
seerumi ja neureguliin NDF-B juuresolekul. Neureguliin on vajalik Schwanni rakkude
eluspiisimiseks (Mirsky et al, 1996). Prolifereeruvad rakud on oma morfoloogialt ovaalsed,
iiksteisega kontakti otsivad, suure tsiitoplasma hulgaga, poolkonfluentsed kultuurid
saavutavad konfluentsuse 2-3 pdevaga. Rakkude diferentseerumiseks lisati seerumivabasse
sootmesse forskoliini. Forskoliin stimuleerib membraanseoselist adenulaadi tsiiklaasi ja
selle kaudu suurendab rakusisest cAMP taset, mis omakorda aktiveerib cAMP-st soltuvad
kinaasid ja nendest sOltuvad signaalirajad. Forskoliini lisamine Schwanni rakukultuuri
imiteerib aksoni kontakti ja indutseerib rakkude diferentseerumise. Juba 2-3 tunni
moddudes vois niha muutusi rakkude morfoloogias. Diferentseeruma indutseeritud rakud
muutusid kitsamaks ja peenemaks, distaalsed rakuosad omandasid hargneva morfoloogia ja

rakkude jagunemine peatus.

Kolmandat tiiiipi rakkudele ei lisatud forskoliini ning need ei omandanud diferentseeruvat
fenotiiiipi, vaid ldksid seerumivabas s06tmes kasvuaresti. Kasvuarestis Schwanni rakud on
vorreldes prolifereeruvate ja diferentseeruvate rakkudega palju vdiksemad, minimaalse
tsiitoplasma kogusega ning moodustavad koekultuuritassil vorkja moodustise (Joonis 13A).
Diferentseeruvaid ja kasvuarestis olevaid rakke hoiti seerumivabas tingimustes 36h. FACS
(fluorescence-activated cell sorting) analiilis niitas, et kasvuaresti ja diferentseeruma

indutseeritud Schwanni rakud ei jagune (Marko Piirsoo avaldamata andmed).

Rakkude  diferentseerumise = molekulaarse =~ markerina  kasutati  spetsiifiliselt
diferentseeruvates Schwanni rakkudes avalduva Oct-6 tuvastamist (Scherer et al.,, 1994)
(Joonis 9). Kolme eritiiiibilise Schwanni rakupopulatsiooni analiilis Western blot’ga on
ndidanud miieliniseerimisprotsessile omaste valkude Oct-6, PO, P27Kipl ja CyclinD3
avaldumist diferentseeruvates tingimustes (Piirsoo ja Meijer avaldamata andmed) (Joonis
13B). Rakkude in situ viarvimine Oct-6 antikehaga tuvastas Oct-6 valgu lokalisatsiooni
diferentseeruvate Schwanni rakkude tuumades ning nditas, et diferentseerumine meie

eksperimentaalsetes tingimustes on homogeenne protsess (Joonis 13C).



Miieliinspetsiifiliste valkude diferentne ekspressioon viitab, et kasutatud rakkude in vitro

stisteem imiteerib Schwanni rakkude diferentseerimist in vivo.

Prolifereeruvad

Kasvuarestis

Diferentseeruvad

a-Oct-6 DAPI

G

- Oct-6

e P-zero

- P27 Kip1

# Cyclin D3
1 2 3

Joonis 13. Primaarsete roti Schwanni rakkude diferentseerimine in vitro. A. Prolifereeruvad, kasvuarestis

ja diferentseeruvad roti Schwanni rakud. Prolifereeruvad roti Schwanni rakud on morfoloogialt ovaalsed, suure
tsiitoplasma hulgaga, iiksteisega kontakti otsivad. Kasvuarestis rakud on minimaalse tsiitoplasma hulgaga.
Diferentseerima indutseeritud roti Schwanni rakud on hargneva morfoloogiaga. B. Western blot analiiiis
kolmes eritiilibilises Schwanni rakukultuuris diferentsiaalselt ekspresseerunud valkudele. 1. rajal
prolifereeruvate, 2. rajal kasvuarestis olevate ja 3. rajal diferentseeruma indutseeritud Schwanni rakkude valgu
analiiiis Oct-6, PO, P27 Kipl ja Cyclin D3 suhtes. C. 100% roti Schwanni rakkudest diferentseeruvad in vitro
20 pM forskoliini juuresolekul. Vasakpoolsel pildil on niidatud immuunofluorestsents analiiis Oct-6
antikehaga, parempoolsel pildil on sama vaatevilja rakkude tuumad vérvitud DAPI-ga. Kdik tuumad on Oct-6

positiivsed.



2. BDNF-i ja tema retseptorite ekspressioon Schwanni rakkudes

BDNF-i erinevatelt eksonitelt transkribeeritud mRNA vormide avaldumist roti Schwanni
rakkudes uuriti RT-PCR-ga. Selleks disainiti spetsiifilised praimerid BDNF-1 5 eksonitele ja
vastasahela praimer kodeerivale 3’eksonile (Joonis 9). Katsetes kasutati matriitsina
prolifereeruvate, kasvuarestis olevate ja diferentseeruma indutseeritud Schwanni rakkude

cDNA-si.

Roti Schwanni rakkudes ekspresseerusid BDNF-i I, IV ja V eksonitelt siinteesitud
transkriptid ja seda korgeimal tasemel kasvuarestis olevates rakkudes (Joonis 14).

Kasvuarestis olevad rakud peaksid vastama rakutsiiklist vdljunud mittediferentseerunud

Schwanni rakkudele.

BDNF-i retseptoritest oli kolmes uuritavas Schwanni rakupopulatsioonis iihtlaselt korgel
tasemel ekspresseerunud NGFR (Joonis 14). TrkB isovormidest avaldus Schwanni rakkudes
TrkB-T1, millel puudub rakusisene kinaasne domédidn. TrkB-T1 ekspressioon oli korgel
tasemel prolifereeruvates ja diferentseeruvates Schwanni rakkudes, madalamal tasemel
kasvuarestis olevates rakkudes (Joonis 14). TrkB-FL (tiispikk), TrkB-T2 ja TrkB-Shc ei
olnud mRNA tasemel Schwanni rakkudes detekteeritavad. TrkB-T1 ja BDNF omavad
vastupidist avaldumismustrit Schwanni rakkudes in vitro. BDNF-i signaliseerimine on

Schwanni rakkudes vahendatud NGFR-i ja TrkB-T1 poolt.

Immunoloogilise ELISA meetodiga kontrolliti BDNF-i avaldumist ka valgu tasemel, mis
kinnitas eelnevalt mRNA tasemel saadud tulemusi, ndidates BDNF-1 madalat avaldumist

kasvuarestis olevates Schwanni rakkudes (andmed pole ndidatud).
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Joonis 14. BDNF-i ja tema retseptorite ekspressioon roti primaarsetes Schwanni rakkudes. Schwanni
rakkudes on ekspresseerunud BDNF-i I, IV ja V eksonilt siinteesitud transkriptid. BDNF' avaldub kdrgemal

tasemel kasvuarestis olevates Schwanni rakkudes. 7rkB-T1 omab BDNF-le vastupidist ekspressioonimustrit,
olles kdrgemal tasemel prolifereeruvates ja diferentseeruvates Schwanni rakkudes. NGFR (joonisel p75) on
korgelt ekpresseerunud kdigis kolmes Schwanni rakupopulatsioonis. Oct-6 avaldub diferentseeruvate Schwanni

rakkude spetsiifiliselt.



3. BDNF-i ja tema retseptorite avaldumine roti istmikunérvi arengus in
vivo

BDNF-1 ja selle retseptorite avaldumist analiitisiti mRNA tasemel roti istmikunérvi (nervus
ischiaticus) arengus. Istmikundrvid eraldati jargnevatel pre- ja postnataalsetel
arengustaadiumitel: 17. embriionaalsel arengupdeval (E17), E19, postnataalse arengu 1.

pdeval (P1), P3, P10, P20 ning tidiskasvanud (TK) rotist.

Roti perifeerse nédrvi arengu kdigus avaldub BDNF-i1 V eksonilt siinteesitud transkript.
BDNF oli mRNA tasemel ekspresseerunud arengustaadiumites E17, E19, P1 ja P3 ja seda
langevas tendentsis (Joonis 15). BDNF-i ekspressioon puudus P10 ja P20, kuid iillataval

kombel taastus madalal tasemel tdiskasvanud roti istmikunérvis (Joonis 15).

Jargnevalt uuriti BDNF-i retseptorite avaldumist istmikundrvi arengus. Téaispikk 7rkB
avaldus vaid prenataalses arengus (E17) ning puudus jirgnevatel arenguetappidel, kuid
taastus madalal tasemel tdiskasvanud roti istmikundrvis (Joonis 15). TrkB-T1 isovorm oli
ekpresseerunud {tihtlasel tasemel kdigis analiiiisitud istmikundrvi arenguetappides, alates
E19 kuni TK (Joonis 15). NGFR omas istmikunirvi arengus langevat avaldumismustrit,
olles korgemal tasemel ekspresseerunud E17, norgemalt E19, P1, P3, vaevudetekteeritavalt
P10, P20 ning puududes tasikasvanud roti istmikunérvis (Joonis 15). Vordluseks vaadeldi
ka miieliinivalgu PO ekspressiooni roti istmikunérvi arengus. PO madalat ekpressiooni vois
detekteerida E19 ning see tdusis jargnevatel arengumomentidel, jdddes iihtlaselt korgele

tasemele tisikasvanud roti istmikunérvis (Joonis 15) (Chan et al., 2001).

Saadud tulemused néitavad, et BDNF ja NGFR omavad varajases arengus (E17 kuni P3)
sarnast langevat avaldumismustrit, kuid tdiskasvanud istmikunirvis NGFR ekspressioon
puudub. Vastupidiselt NGFR-le omab TrkB sarnaselt BDNF-le ndorka ekspressioonitaset

tasikasvanud roti istmikunéarvis.
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Joonis 15. BDNF-i ja tema retseptorite ekspressioon roti istmikuniirvi arengus. Roti istmikunérvi arengus
avaldub BDNF-i V eksonilt siinteesitud transkript. BDNF avaldub langevas tendentsis alates E17 kuni P3,
puudub P10 ja P20 ning taastub tdiskasvanud nirvis (TK). 7rkB-TI retseptor avaldub roti istmikunérvi
arenguetappidel iihtlasel tasemel. Tdispikk 7rkB retseptor avaldub E17 ning madalamal tasemel TK. NGFR
(joonisel p75) omab sarnast avaldumismustrit BDNF-le, kuid puudub TK roti istmikundrvis.
Miieliinispetsiifilise geeni PO ekspressiooni on voimalik detekteerida E19 ning see jddb edasises arengus

korgele tasemele.



4. GDNF-i perekonna ja retseptorite ekspressioon Schwanni rakkudes

Lisaks BDNF-le uuriti ka GDNF-i perekonna kasvufaktorite ja nende retseptorite
avaldumismustrit samades roti Schwanni rakupopulatsioonides. Teadaolevalt ekspresseerub
GDNF Schwanni rakkudes mRNA tasemel ning selle ekspressioon tduseb jérsult peale
istmikunérvi kahjustust (Springer et al., 1994). Meie poolt uuritavates Schwanni rakkudes
omab GDNF BDNF-le sarnast ekspressooni, olles kdrgemalt ekspresseerunud kasvuaresti
rakkudes ja madalamal tasemel prolifereeruvates ja diferentseeruvates rakkudes (Joonis 16).
Teine GDNF-1 perekonna liige PSPN omab kahte splaissvarianti, mis olid erinevalt
ekspresseerunud uuritavas Schwanni rakkude in vitro siisteemis. Pikem splaissvariant,
PSPNI, oli sarnaselt BDNF-le ja GDNF-le korgemal tasemel ekspresseerunud kasvuarestis
ja madalamal tasemel prolifereeruvates ja diferentseeruvates Schwanni rakkudes (Joonis
16). PSPN2 omas erinevat avaldumismustrit, olles korgemal tasemel ekspresseerunud
diferentseeruvates Schwanni rakkudes ning madalamal tasemel ka prolifereeruvates ja
kasvuaresti rakkudes (Joonis 16). PSPN-i kahe alternatiivse mRNA splaissvarianti erinev
ekspressioonimuster uuritud rakkudes viitab selle kasvufaktori muutuvale rollile Schwanni

rakkude arengus.

Kahe tlejdinud GDNF-i perekonna kasvufaktori ARTN-1 ja NRTN-i mRNA-d ei olnud
meie eksperimentaalsetes tingimustes tuvatatavad. GDNF-i perekonna kasvufaktorid
vahendavad oma signaali libi GFRa-Ret retseptorkompleksi. GDNF seondub spetsiifiliselt
GFRal-le, NRTN GFRa2-le, ARTN GFRa3-le ja PSPN GFRo4-le ning rakusisene signaal
antakse edasi RET retseptor tlirosiinkinaasiga (Saarma and Sariola, 1999). Alternatiivsest
splaissingust tulenevad peamiselt kaks RET isovormi, RET9 ja RET51, mis erinevad oma
C-terminuse pikkuse poolest (Le Hir et al., 2000). RET9 ja RET51 vdivad vahendada
erinevaid rakusiseseid signaaliradasid (Tsui-Pierchala et al,, 2002). GDNF-i perekonna
kasvufaktorite retseptoritest oli uuritavates Schwanni rakkudes ekspresseerunud RETS/
isovorm, mille ekspressioon tdusis oluliselt rakkude diferentseerudes ning koretseptorid
GFRol, GFRo2 ja GFRa3 (Joonis 16). GFRo-de ekspressioon Schwanni rakkude
diferentseerumisel ei muutunud. GFRal oli ekspresseerunud teistest madalamal tasemel.
RETY9 ja PSPN-i spetsiifiline retseptor GFRa4 ei olnud antud tingimuste]l mRNA tasemel

detekteeritavad.

GDNF-i perekonna kasvufaktoritel ja nende retseptoritel on Schwanni rakkude arengus

varieeruv ekspressioon.
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Joonis 16. GDNF-i perekonna kasvufaktorite ja retseptorite mRNA-de ekspressioon roti Schwanni
rakkudes (RSC). GDNF on korgemal tasemel ekspresseerunud kasvuarestis olevates RSC-des. PSPNI
kasvuarestis ja PSPN2 diferentseeruvates RSC-des. RET5! retseptor diferentseeruvates. GFRal, GFRa2 ja
GFRo3 koretseptorid avalduvad kolmes Schwanni rakupopulatsioonis iihtlaselt, GFRa/ natukene madalamal

tasemel.



5. BDNF geeni I promootorile seostuvate valkkomplekside analiiiis

BDNF 1 promootoris on kirjeldatud Ca*" poolt reguleeritud piirkondi. -94 kuni -82 bp I
eksonist asub CRE konsensusjirjestus 5-TTGGTCACGTAA-3" ja sellega kattuvalt -94
kuni -79 bp USF konsensusjérjestus 5'-TTGGTCACGTAACTG-3" (Tabuchi et al, 2002).

Schwanni rakkudes avaldus BDNF I promootori aktiivsus mRNA tasemel rakkudes, mille
jagunemine oli peatatud. Transkriptsiooni regulatsioonis osalevate primaarjirjestuste
analiitisiks kasutasime BDNF' 1 promootori 0.6 kb Bam HI/Sac 1 (Timmusk et al 1993) ala,
mis asub — 528 bp kuni + 118 bp BDNF 1 eksoni suhtes. Antud piirkonnale disainiti
spetsiifilised praimerid ja radioaktiivse PCR-i abil siinteesiti [a- **P]-dCTP-ga mirgitud 50-
100 bp pikkused fragmendid. Mérgitud fragmentide seondumist uuriti Schwanni rakkude
tuumaekstraktides olevate valkudega, kasutades EMSA meetodit. Kasutades erinevate
praimeritega saadud fragmente analiilisitt EMSA-ga detailselt kogu 0.6 kb pikkune BDNF 1
promootori ala. Peatdhelepanu oli podratud kolmes roti Schwanni rakupopulatsioonist
eraldatud tuumaekstraktidega diferentsiaalselt seonduvatele BDNF 1 promootori
piitkondadele. BDNF 1 promootoris leiti EMSA analiiiisiga kaks sellist regiooni, mis andsid
uuritavates Schwanni rakupopulatsioonides erineva mobiilsusnihke. Esimene 93 bp pikkune
ala (stinteesitud praimeritega BDNFIsense5 ja BDNFlanti6) asub -318 kuni -225 bp I
eksonist, mis omas intensiivsemaid mobiilsusnihkeid prolifereeruvate Schwanni rakkude
tuumaekstrakte kasutades (Joonis 17A). Kontrollina kasutati eksperimentides roti ajukoore

ekstrakte, kuna BDNF avaldub ajukoores teadaolevalt korgel tasemel.

Teine 85 bp pikkune promootori piirkond (siinteesitud praimeritega BDNFIsense7 ja
BDNFIanti7) asub -238 kuni -152 bp BDNF 1 eksonist, mis andis esimese piirkonnaga
analoogse  mobiilsusnihke,  tugevama  kompleksi  prolifereeruvate =~ Schwanni

tuumackstraktidega (Joonis 17B).

Kasutades transkriptsioonifaktorite sidumiskohtade ennustusprogramme (vt materjalid ja
meetodid ning BDNF in silico analiiiis) uuriti, millised teadaolevad transkriptsioonifaktorid
voivad seonduda eelpool leitud regulatoorsetele aladele. BDNF 1 promootori -318 kuni -225
pb alal on teiste seas voimalikud seondumiskohad transkriptsioonifaktoritel GATA (GAT
trinukleotiidid -273 bp ja -261 bp I eksonist), MYT (AGTT -284 bp I eksonist) ja Spl-1
(mitu seondumiskohta -299 kuni -285 jirjestustes AGAGGAAAAGGGAA ning AGAGGA
-199 bp). BDNF -318 kuni 225 bp ala I eksonist spetsiifiliseks uurimiseks, lisati EMSA

reakstiooni 50x molaarses iilehulgas eelpool nimetatud transkriptsioonifaktorite



mairgistamata seondumiskohti. Radioaktiivselt mérgistamata MYT ja Spl jérjestused
seonduvad EMSA reaktsioonis rakuekstraktides olevate valkudega, konkureerides
radioaktiivselt mérgistatud BDNF'1 -318 kuni -225 bp alaga.

EMSA-s roti prolifereeruvate Schwanni rakkude tuumaekstraktidega vdis tdheldada kiilma
GATA proovi lisamisel viikest mobiilsusnihke signaali intensiivsuse ndrgenemist.
Kiilmade MYT ja SP1 lisamisel toimus mobiilsusnihete signaali silmndhtav vihenemine
(Joonis 17C). Samuti uuriti, kuidas kditub BDNF 1 -318 kuni -225 bp mairgistatud ala
inimese astrotsiilitide ekstraktidega ja kas ka seal toimub muutus kiilmade GATA, MYT ja
SP1 seondumiskohtade lisamisel. Mérgistatud BDNF'I -318 kuni -225 bp ala annab inimese
astrotsiilitide ekstraktides kolm mobiilsusnihet. Kiilma GATA seondumiskoha lisamisega ei
toimu mobiilsusnihke intensiivsuse vdhenemist, kiill aga kaob visuaalne kompleks
margistamata MYT ja SP1-e konsensusjérjestuste liias lisamisel EMSA reaktsiooni (Joonis

17C).

BDNF 1 -238 kuni -152 bp piirkond sisaldab teiste seas samuti GATA ja SP1 ning lisaks
DRE vdimalikke seondumiskohti. Nimetatud transkriptsioonifaktorite mérgistamata
seondumiskohtade iilehulgas lisamine EMSA reaktsiooni margistatud BDNF' I promootori -
238 kuni -152 bp fragmendi ja prolifereeruvate roti Schwanni rakkude tuumackstraktidega
ning inimese astrotsiilitide ektraktidega ei pohjustanud mobiilsusnihke intensiivsuse

viahenemist.

Eelpooltoodud eksperimentide tulemusel saab jireldada, et BDNF' I promootoris leidub mitu
piitkonda, mis osalevad transkriptsiooni regulatsioonis. Transkriptsioonifaktorid Spl ja
MYT seonduvad spetsiifiliselt BDNF 1 promootori -318 -225 bp piirkonda ning vdivad

osaleda BDNF*-i ekspressiooni represseerimises prolifereeruvates Schwanni rakkudes.



Joonis17. BDNF 1 promootori analiiiis EMSA-ga. A. EMSA BDNF I promootori -318 kuni -225 bp ala ja
roti Schwanni rakkude (RSC) tuumaekstraktidega. Intensiivsemad mobiilsusnihked prolifereeruvate Schwanni
rakkude tuumaekstraktidega. B. EMSA BDNF I promootori -238 kuni -152 bp ala ja RSC tuumaekstraktidega.
Intensiivsemad mobiilsusnihked prolifereeruvate RSC tuumacekstraktidega. C. EMSA BDNF 1 -318 kuni -225
bp ala ja RSC prolifereeruvate tuumaekstraktide ning inimese astrotsiiiitide ekstraktidega. EMSA reaktsioonile

lisati mirgistamata GATA, Spl ja MYT konsensusjérjestused. Nooltega on ndidatud tekkinud mobiilsusnihked.



6. BDNF geeni V promootorile seostuvate valkkomplekside

analuus

Koige korgemal tasemel avaldus Schwanni rakkudes BDNF V mittekodeerivat eksonit
sisaldav mRNA. Selline BDNF-i mRNA avaldus intensiivsemalt kasvuarestis olevates ning
madalamal tasemel prolifereeruvates ja diferentseeruvates roti Schwanni rakkudes. Et
tuvastada transkriptsiooni regulatsioonis osalevaid jéirjestusi EMSA analiilisis, kasutati
BDNF V 0.7 kb Eco R1l/Sma I piirkonda (Timmusk et al., 1993), mis asub -634 kuni +86 bp
BDNF V eksoni mazoorsest alguskohast. Vastavale alale disainiti spetsiifilised praimerid ja
PCR-ga siinteesiti radioaktiivselt margistatud 50-100 bp pikkused fragmendid, millega
analiitisiti EMSA-t kasutades kogu 0.7 kb piirkond. Peatidhelepanu podrati regulatoorsetele
mobiilsusnihetele eritiiiibilistes Schwanni rakkude tuumaekstraktides. Selles BDNF-i
promootoris leiti kaks piirkonda, mis andsid diferentsiaalse mobiilsusnihke uuritavate
tuumaekstraktidega. Esimene 48 bp pikkune promootori ala (slinteesitud praimeritega
BDNFV52sense ja BDNFV52anti) asub -631 kuni -583 bp V eksoni alguskohast. EMSA-
ga voOis detekteerida antud ala kahte mobiilsusnihet, mis olid intensiivsemad
diferentseeruvate roti Schwanni rakkude tuumaekstraktidega. Mitteradioaktiivselt
margistatud 48 bp fragmendi lisamine 50x molaarses iilehulgas kaotas ndhtavad

mobiilsusnihked, mis nditab sidumise spetsiifilisust (Joonis 18A).

Teine eeldatavalt regulatoorne piirkond leiti vahetult enne BDNF V eksoni algust, -23 bp.
Eelkatsed, kus uuritav BDNF V 0.7 kb Eco RI/Sma 1 ala 10igati restriktaasiga Alu I
(161ikekoht positsioonis AG/CT) ning saadud fragmentidega teostati EMSA analiiiis, viitasid
regulatoorsele alale -27 kuni +12 bp BDNF V eksoni mazoorsest alguskohast. Edasistes
katsetes kasutati BDNF V promootoralale disainitud spetsiifilisi praimereid (modnes
eksperimendis kasutati vektoris asuvaid praimereid, sest GC rikkuse tdttu osutus
promootorspetsiifiliste praimerite disain voimatuks). BDNFV77sense ja M13R praimeritega
siinteesitud fragment (mis katab piirkonna -23 bp kuni +83 bp BDNF' 1 eksonist) andis
iseloomult sarnase mobiilsusnihke, eelkatsetes saadud -27+12 Alu 1 fragmendiga.
Intensiivsemat DNA/valk interaktsiooni vOis ndha prolifereeruvate ja diferentseeruvate roti
Schwanni tuumaekstraktidega. Markimata proovi lisamine 50x molaarses lilehulgas kaotas
mobiilsusnihked prolifereeruvate ja diferentseeruvate tuumaekstraktidega (Joonis 18B).
Kokkuvéttes leiti BDNF-i V promootoris kaks ala, mis tekitasid kolmes erinevas Schwanni
rakupopulatsioonist eraldatud rakuekstraktidega diferentsiaalseid mobiilsusnihkeid. Need

piitkonnad BDNF V eksoni eelses promootoris voivad sisaldada transkriptsioonifaktorite



seondumiskohti, mis inhibeerivad BDNF-i ekspressiooni prolifereeruvates ja

diferentseeruvates Schwanni rakkudes.
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Joonis 18. BDNF V promootori analiiiis roti Schwanni rakkudes (RSC) EMSA-ga. A. EMSA BDNF V
promootori -581 kuni -533 alaga andis intensiivsemd mobiilsusnihked prolifereeruvate ja diferentseeruvate
RSC tuumaekstraktidega. BDNF V -581-533 kiilma proovi lisamisel torjuti vélja visuaalne kompleks. B.
EMSA BDNF V promootori ala -23 bp enne V eksoni algust andis intensiivsema mobiilsusnihke

prolifereeruvate ja diferentseeruvate RSC tuumackstraktidega. Nooltega on ndidatud tekkinud mobiilsusnihked.



7. In silico analiiiis Schwanni rakkude arengus reguleeritud BDNF-i

promootorite jarjestustele

BDNF geeni primaarjdrjestuse flilogeneetiline analiiiis (kasutatud programmid vt materjalid
metoodika) nditab inimese BDNF geeni struktuuri kdrget konserveerumist imetajate seas.
Imetajatele analoogne BDNF geeni struktuur esineb ka fiilogeneetiliselt kaugemal asuvatel
organismidel, kanal, kerakalal ja sebrakalal (Joonis 19). Viimaste andmete kohaselt on
inimesel seitse, hiirel ja rotil kuus ja sebrakalal samuti seitse 5’eksonit ja iiks kodeeriv

3’ekson (Gotz et al., 1992; Hayes et al., 1997; Heinrich, 2003; Timmusk et al., 1993).
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Joonis 19. BDNF geeni primaarjirjestuse konserveerumine erinevate liikide vahel. Jarjestatud inimese
BDNF geeni (AY054392) suhtes. Joonise iilemisel osal on ndidatud BDNF-i ja vastasahelal paikneva BT
geenide eksonite asukohad. Konserveerumine on ndidatud piikidena inimese, Simpansi, koera, hiire, roti, kana,

kerakala ja sebrakala BDNF-i geenide vahel. (kasutades UCSC Genome Browser it http://genome.ucsc.edu).

BDNF-11, IV ja V eksonid ja nendele eelnevad promootorialad, mis kodeerivad Schwanni
rakkudes ekspresseeruvaid mRNA-si, on imetajatel korgelt konserveerunud. In vitro
Schwanni kolmes erinevast kasvutingimusest leitud regulatoorseid alasid analiitisiti
transkriptsioonifaktorite ennustusprogrammiga ConSite ning saadud tulemusi vorreldi

Matlnspector ja TESS programmidega (vt materjalid ja metoodika).

BDNF 1 promootori -318 bp kuni -225 piirkond on imetajate seas (inimene, hiir, rott, koer)
osaliselt (-318 kuni -272 BDNF 1 eksonist) viaga korgelt konserveerunud (Joonis 20).

ConSite programm ennustab seal mitut Spl (SPI-1, SPI-B) sidumise konsensusjérjestust ja



samuti mitut GATA perekonna transkriptsioonifaktorite voimalikku seondumiskohta.
Matlnspector programm ennustas lisaks teiste seas MYT1 (myelin transcription factor 1)
sidumisjarjestust (gggaaAGTTgtgggg -290 bp kuni -275 bp BDNF' 1 eksonist). EMSA-ga
vois antud piirkonna ja prolifereeruvate Schwanni rakkude tuumaekstraktide vahel
detekteerida mitut DNA/valk interaktsiooni, mis mérkimata Spl ja MYT

konsensusjérjestuste lisamisel kaotasid visuaalse kompleksi.

Ka BDNF 1-238 kuni -152 bp piirkond on fiilogeneetiliselt konserveerunud. Eriti korgelt on
konserveerunud inimese, hiire, roti ja koera suhtes BDNF I promootori piirkond -201 kuni
-153 bp enne I eskoni algust (Joonis 21). ConSite programm ennustab antud piirkonnale
teiste seas mitut GATAIL,2, Spl, Pax-2 ja MZF1-4 (myeloid zinc finger)
transkriptsioonifaktorite seondumiskohti. Matlnspector programm ja TESS ennustavad
antud piirkonnale lisaks veel paljusi cis-regulatoorseid jdrjestusi, teiste seas neurogeniini
(Ngnl,3) konsensusjarjestust (cccCCATttgate -216 kuni -194 bp BDNF 1 eksonist).
Edaspidistes katsetes oleks huvitav uurida selle néirvisiisteemispetsiifilise valgu vdimalikku

rolli BDNF' I promootori regulatsioonis.

BDNF V promootor on samuti suhteliselt konserveerunud. /n vitro EMSA analiilisiga
kolmes in vitro saadud Schwanni rakupopulatsioonis leiti erinev DNA/valk komplekside
moodustamise vOime aladel -631 bp kuni -583 bp ja -23 bp kuni +83 bp BDNF V eksonist.
ConSite programm ennustab -615 kuni -583 bp regiooni AML-1, E2F, SPI-1, AP2alpha,
Pax-2 seondumiskohti (Joonis 22). Rohkem tdhelepanu vdiks siinkohal pddrata
transkriptsioonifaktorile E2F, mis on seotud rakutsiikli regulatsiooniga (Cobrinik, 2005). Ka
Matlnspector ja TESS ennustavad E2F-1 seondumist suure tdendosusega -615 kuni -583
piitkonda BDNF V eksoni ees. Jargnevates katsetes oleks kindlasti viga huvitav uurida

nimetatud faktori osatdhtsust BDNF' V promootori regulatsioonis.

BDNF' V eksoni algus ja sellele eelnev promootoriala on viga GC rikkad, mis teeb selle ala
bioinformaatilise analiilisi komplitseerituks. Viheste transkriptsioonifaktorite jaoks on
leitud spetsiifilise mustriga GC rikkaid sidumissaite. /n vitro leiti, et kolmes Schwanni
rakupopulatsioonis kiitub regulatoorselt piirkond, mis algab -23 bp V eksoni stardikohast. -
18 kuni -9 bp V eksoni algusest asub inimese, Simpansi, hiire, roti vahel korgelt
konserveerunud 9 bp pikkune jarjestus, millele ConSite ennustab c-Fos-i seondumist
(tuntud ka AP-1 sidumissaidina) (75% cutoff score) (Joonis 23). c-Fos (nim ka SRF) osaleb
silelihaste diferentseerumise ja prolifereerumisega seotud geenide aktivatsioonis (Wang et

al., 2004).



Bioinformaatika analiiis BDNF 1 ja V promootori aladele, mis olid Schwanni rakkude
kolmes rakupopulatsioonis erinevalt reguleeritud, viitab antud alade korgele
konserveerumisele. Erinevate transkriptsioonifaktorite ennustusprogrammidega voib leida
mitmete huvitavate, rakutsiiklist soltuvate voi rakkude diferentseerumist mdjutavate

faktorite seondumiskohti BDNF'1 ja V promootorite aladele.



Inimene CAGCCCAACAACTTTCCCTTTTCCTCTTAGGTACTGATGACTAGGC

Hiir CAGCCCCACAACTTTCCCTTTTCCTCTTAGGGACTGATGACTAGGC
Rott CAGCCCCACAACTTTCCCTTTTCCTCTTAGGGACTGATGACTAGGC
Koer CAGCCCGACAACTTTTCCTCTCCCTCCCAGGGACCGATGACTAGGC
B -GATA-1
Fhr=ARNT
Gk1F c—-HYB_1
SPI-B rGATA-1 rEN-1

IGHT_‘—'I—? rGE1F ~GATAR-2 rsSPi-1 rPax-2

Joonis 20. BDNF I promootori konserveerunud piirkond -318 kuni -272 bp enne I eksonit. A. Joondatud
inimese, hiire, roti ja koera -318 kuni -272 bp piirkonna jirjestused BDNF-i I eksoni eest. _(kasutades

UCSC Genome Browser’it). B. Graafiliselt esitus transkriptsioonifaktorite seondumiskohtadele

piirkonnas -318 kuni -272 bp enne BDNF 1 eksonit, kasutades programmi ConSite ( TFscore cutoff 90%

vordluses inimene/hiir/rott).

A
Inimene ATCATGAC-TAAGGGTCTCCAGCCGATGAGGTCGTGAGTGAT-GATCAAA
Hiir ACCATGAC-TAAGGGTCTCCAGCGGACGTGGTCGTGAGTGAT-GATCAAA
Rott ACCATGAC-TAAGGGTCTCCAGCGGACGTGGTCGTGAGTGAT-GATCAAA
Koer ATCATGACATAAGGGTCTCCAGCTGATGAGGTCGTGAGTGATGGATCCGG
B Gata-2
MEF_5-13 GATA-1
MZF_1-4 -GATA-2 -e-FOS
[Pax—z { FSPL 15PL [HZF_:L—cl HPax-2 [Pax-2

Joonis 21. BDNF I promootori konserveerunud piirkond -201 kuni -153 bp enne BDNF I eksonit. A.
Joondatud inimese, hiire, roti ja koera -201 kuni -153 bp jarjestuste piirkond BDNF-i I eksoni eest_(kasutades

UCSC Genome Browser it). B. Graafiliselt esitus transkriptsioonifaktorite seondumiskohtadele piirkonnas -201

kuni -153 bp enne BDNF I eksonit, kasutades programmi ConSite ( TFscore cutoff 90% vdrdluses

inimene/hiir/rott).



A

Inimene TTAAACAGAGTTCGCGCACTGACCTCTCTAG
Simpans TTAAACAGAGTTCGCGCACTGACCTCTCTAG
Hiir TTAACCAGAGTTTGCGCCCTGACCTCTCCGG
Rott TTAACCAGAGTTCGCGCCCTGACCTCTCCGG
Kana TTAAATATCACTCCCGCGCTGACCTCC----
B EzF APZalpha
ArL-1 !SPI—i { Pax—2

Joonis 22. BDNF V promootori konserveerunud piirkond -615 kuni -583 bp enne V eksoni mazoorset

alguskohta. A. Joondatud inimese, hiire, roti ja koera -615 kuni -583 bp jérjestuste piirkond BDNF-i V eksoni

eest_ (kasutades UCSC Genome Browser’it). B. Graafiliselt esitus transkriptsioonifaktorite

seondumiskohtadele piirkonnas -201 kuni -153 bp enne BDNF 1 eksonit, kasutades programmi ConSite (

TFscore cutoff 90% vordluses inimene/hiir/rott).

A

Inimene GGGTCAGACATTAT-

Simpans -GGTCAGACA-----

Hiir GGGTCAGACATTAT-

Rott GGGTCAGACATTAT-
B I e-Fs

Joonis 23. BDNF V promootori konserveerunud piirkond -23 kuni -9 bp BDNF V eksoni maZoorsest
algusest. A. Joondatud inimese, hiire, roti ja koera -23 kuni -9 bp jérjestuste piirkond BDNF V eksoni

maZoorsest  algusest (kasutades UCSC Genome Browser'it). B. Graafiliselt esitus

transkriptsioonifaktorite seondumiskohtadele piirkonnas -23 kuni -9 bp BDNF V eksoni mazoorsest algusest,

kasutades programmi ConSite ( TFscore cutoff 90% vdrdluses inimene/hiir/rott).



ARUTELU

Viimastel aastatel on hakatud {iha enam tidhelepanu pddrama neurotrofiinide osatéhtsusele
PNS-s. KNS-s moodustavad miicliinkatte {imber néarvirakujitkete oligodendrotsiiiidid. PNS-
s moodustavad miieliinkatte Schwanni rakud. Schwanni rakkudel arvatakse PNS-i
narvifunktsiooni taastamisel olevat eriline roll, kuna KNS-i oligodendrotsiiiidid ei suuda
tagada ndrviraku regenereerumist. Neuroni ja Schwanni raku omavahelises suhtlemises
osalevad teiste seas neurotrofiinid ja nende retseptorid, mis vdivad olla ekspresseeritud nii
ndrviraku kui Schwanni raku poolt. Troofilised faktorid osalevad nirviraku ja Schwanni
raku vastastikkuses signaliseerimises, aidates kaasa perifeerse nérvi arengule ja
regenereerumisele.  Neurotrofime on nimetatud PNS-i  miieliniseerimisprotsessi

votmeregulaatoriteks (Chan et al., 2001)

Schwanni rakkude arengu uurimiseks on vdetud kasutusele peamiselt kaks in vitro
meetodit. Uks vdimalus on uurida PNS-i gliia ja niirviraku vahelist signaliseerimist
Schwanni rakkude ja spinaalganglionite (DRG) kooskultuuris, mis annab voimaluse jdlgida
Schwanni rakkude poolt miieliini moodustamist iimber aksoni in vifro ja uurida sellega
seotud mehhanisme. Samas vOib nérvirakust tulenevat signaali imiteerida ka cAMP taset
tostvate kemikaalidega, antud t60s kasutati selleks forskoliini. cAMP tdstmine indutseerib
Schwanni rakkude kultuuri miieliniseerivat fenotiiiipi (Morgan et al., 1991). Teise siisteemi
kasutamine vdimaldab uurida ka BDNF-i Schwanni rakkude spetsiifilist ekspressiooni, sest
Schwanni rakkude/DRG kooskultuuri puhul on raske detekteerida, kas geeni avaldumine ja

valgu ekspressioon tuleneb nérvirakust voi seda timbritsevast Schwanni rakust.

Meie poolt uuritud kolmes eritiilipi Schwanni rakkude kultuuris avaldusid mRNA tasemel
BDNF-1 1, IV ja V promootoritelt indutseeritud transkriptid. BDNF 1 ja IV promootori
transkriptid ekspresseerusid kasvuaresti viidud Schwanni rakkudes. BDNF V promootori

transkript avaldus lisaks ka prolifereeruvates ja diferentseeruvates Schwanni rakkudes.

BDNF vahendab oma positiivset efekti miieliniseerimisele arvatavasti ldbi retseptori NGFR
(Cosgaya et al., 2002). NGFR oli korgelt ekspresseerunud kolmes uuritavas Schwanni
rakupopulatsioonis. Narvirakkudes on laialdaselt ekspresseerunud BDNF-i retseptor TrkB
(Cabelli, 1996). Schwanni rakkudes tdispikk 7rkB ei avaldunud, kiill aga ekspresseerus
prolifereeruvates ja diferentseeruvates Schwanni rakkudes selle lithendatud isovorm 77kB-
T1. TrkB-T1-1 puudub rakusisene kinaasne domédan. BDNF ja TrkB-T1 omasid vastupidist

ekspressioonimustrit kolmes Schwanni rakupopulatsioonis. BDNF oli korgel tasemel



kasvuaresti rakkudes ja 7rkB-T1 prolifereeruvates ja diferentseeruvates Schwanni rakkudes.
TrkB-T1 kéitub tihtipeale kui dominant negatiivne retseptor, sidudes rakupinnal BDNF-i,
kuid ei vahenda selle signaali raku sisse. TrkB-T1 voib takistada BDNF-i autoregulatoorset
tagasisidet prolifereeruvates ja diferentseeruvates Schwanni rakkudes. BDNF-i ja TrkB-T1
vastupidine avaldumismuster Schwanni rakkudes viitab, et BDNF-i ekspressioon on

suunatud narvirakkudele.

Palju on viidatud BDNF-i ja GDNF-i koekspressioonile PNS-is (Zhao et al., 2004;
Toyomoto et al., 2005). Niiteks on nédrvikahjustuse distaalses osas Schwanni rakkude poolt
ekspresseeritud GDNF ja BDNF olulised motoorse aksoni regeneratsiooniks ning just nende
kombineeritud ekpressioon tagab efektiivsema motoorse nérvi regeneratsiooni PNS-s (Boyd
and Gordon, 2003). Seega oli huvitav uurida, kas ja kuidas on GDNF ja teised selle
perekonna kasvufaktorid ning retseptorid wuuritavas kolmes erinevas Schwanni
rakupopulatsioonis avaldunud. GDNF omab Schwanni rakkudes BDNF-le sarnast
avaldumismustrit, olles korgemal tasemel ekspresseerunud kasvuarestis ning veidi
madalamal tasemel nii prolifereeruvates kui ka diferentseeruvates Schwanni rakkudes.
Veelgi huvitavamat ekspressioonimustrit omab aga PSPN, millel ekspresseerub Schwanni
rakkudes kaks splaissvarianti. Neist pikem on mRNA tasemel tugevamalt ekspresseeritud
diferentseeruvates ja lilhem on korgema avaldumisega prolifereeruvates Schwanni

rakkudes.

Kéesolevas t60s on kirjeldatud esimest korda endogeense BDNF-i ja selle retseptorite
ekspressiooni roti istmikunérvi arengus in vivo alates E17. Varem on uuritud eksogeense
BDNF-i efekti miieliini formeerumisele vastsiindinud hiire istmikundrvis (Chan et al.,
2001). BDNF-i subkutaanne siistimine hiire istmikunérvi ldhedusse tdstis miieliinivalkude
MAG ja PO ekspressiooni rohkem kui 50%. BDNF suurendab miieliniseeritud aksonite arvu
ning samuti miieliinkihi paksenemist imber aksoni. Cosagaya ja kolleegid (Cosgaya et al.,
2002) kirjeldasid neurotrofiinide retseptorite NGFR, TrkB-TI ning TrkC mRNA
ekspressiooni Schwanni rakkudes ja spinaalganglionites (DRG) ning nende kooskultuuris,
samuti tdiskasvanud istmikundrvis. NGFR ekspresseerub mRNA tasemel Schwanni
rakkudes, madalamalt DRG-s, korgelt nende kooskultuuris. 7rkB-T1 ekspresseerub
Schwanni rakkudes ja kooskulturis DRG-ga. TrkC mRNA avaldub nii Schwanni rakkudes
kui ka DRG-s ning korgemalt nende kooskultuuris. Western blot'ga kontrolliti NGFR,
TrkB-T1 ning TrkC retseptorite valguekspressiooni hiire istmikunérvi arengus (Cosgaya et

al., 2002). Hiire istmikunérvi esimestel postnataalsetel pdevadel on korge NGFR ja TrkB-



T1 valgu ekspressioon. NGFR ekspressioon langeb jark-jargult, jidddes madalale tasemele
tdiskasvanud hiire istmikunérvis. Trk-T1 ekspressioon touseb 5. pdeval jirsu piigina ning

10. paeval on selle ekspressioon vihenenud pea kolm korda (Cosgaya et al., 2002).

Kéesoleva t66 tulemused nditavad BDNF-1 ja NGFR sarnast arengulist ekspressioonimustrit
roti istmikundrvis. BDNF ja NGFR on mRNA tasemel korgelt ekpresseerunud roti
embriionaalses istmikundrvis ning peale siindi nende avaldumine langeb. BDNF-i
eskpressioon kaob varajases postnataalses arengus, taastudes norgal tasemel tdiskasvanud
roti istmikunédrvis. NGFR-1 ekspressioon on postnataalses arengus mRNA tasemel
vaevudetekteeritav. 7rkB-T1-e mRNA ekspresseerub roti istmikunédrvi arengus iihtlasel
tasemel. Meie poolt tuvastatud 7rkB-T1-e ekpressioonimuster roti istmikunérvis erineb
eelnevatest andmetest hiire istmikunérvis (Cosgaya et al., 2002). Erinevus v3ib olla tingitud
sellest, et Cosgaya ja kolleegid tegid istmikunirvi arengus kindlaks NGFR ja Trk-T1 valgu
hulga, kuid kdesolevas t60s uuriti nende retseptorite ekspressiooni mRNA tasemel. Antud
t00 tulemused nditavad, et TrkB-T1 ekspressioon roti istmikunérvi arengus mRNA tasemel
el muutu. Uuritud istmikunérvi osas voib iildjuhul detekteerida ainult Schwanni rakkude
(voi ka fibroblastide) mRNA-d, aksonaalselt transporditava mRNA hulk on suhteliselt
véike. Samas valgu tasemel vOib aksonis leida markimisvaérset valgu kogust. Cosgaya ja
kolleegide katsetest tuvastatud TrkB-T1 valgu jirsk tous hiire istmikunérvis viiendal

postnataalsel arengupdeval on meie tulemustest ldhtuvalt hoopis neuraalse paritoluga.

Cosgaya ja kolleegid kirjeldasid eelnevalt TrkB vdga madalat ekspressioonitaset vorreldes
TrkB-T1 isovormiga hiire istmikunérvis. Roti istmikunérvi arengus vdisime detekteerida
taispika 7rkB mRNA ekspressiooni E17, edasises arengus polnud 77kB detekteeritav, kuid
ekspressioon taastus madalal tasemel tdsikasvanud roti istmikunérvis. Tdiskasvanud roti

istmikunérvis avaldusid nit BDNF-i kui ka 7rkB mRNA madalal tasemel

BDNF omab kompleksset geenistruktuuri. BDNF-i ekspressiooni koespetsiifika on tagatud
mittetransleeritavate 5’eksonitega, mis koos nende ees olevate aladega kiituvad kui

alternatiivsed promootorid (Timmusk et al., 1993).

Antud t66s uurisime Schwanni rakkudes aktiivsete BDNF-i1 1, IV ja V promootorite
regulatoorseid piirkondi EMSA-ga. Tahelepanu pdorasime just kolmes rakupopulatsioonis
erinevaid mobiilsusnihkeid omavatele BDNF-1 geeni promootorite piirkondadele. BDNF-1 [
ja 'V promootoris leiti mitu piirkonda, mis andsid uuritavates tingimustes erinevaid

mobiilsusnihkeid, viidates BDNF-i erinevale regulatsioonile Schwanni rakkude arengus. Ka



terve BDNF-1 IV promootor analiitisiti EMSA-ga, kuid seal ei tdheldatud kolmes Schwanni
rakukultuuri tingimustest tulenevaid varieeruvaid mobiilsusnihkeid. Teadaolevalt on
BDNF-1 1V promootor (endise nimega III promootor) viga neuraalse ekspressiooniga ja see
ehk selgitabki Schwanni rakkudest périt transkriptsioonifaktori mittespetsiifilisust selle
promootori suhtes. BDNF' I promootoris leidsime kaks piirkonda, mis andsid roti Schwanni
rakkude tuumaekstraktidega varieeruvaid mobiilsusnihkeid. Esimene 93 bp pikkune ala
asub -318 kuni -225 bp ja teine 85 bp pikkune piirkond -238 kuni -152 bp BDNF' 1 eksonist.
Intensiivsemat mobiilsusnihet vois tdheldada nimetatud piirkondadega prolifereeruvate roti
Schwanni rakkude tuumaekstraktidega. RT-PCR-ga niitasime eelnevalt, et BDNF on
mRNA tasemel ekspresseerunud kasvuarestis roti Schwanni rakkudes. EMSA-ga
detekteeritud intensiivsemad mobiilsusnihked vdivad olla tekitatud mdne repressorelemendi

poolt, mis takistavad BDNF-i ekspressiooni prolifereeruvates Schwanni rakkudes.

Bioinformaatiline analiiis BDNF I promootori mobiilsusnihkeid tekitanud piirkondadele
nditas antud alade korget konserveerumist evolutsioonis. Erinevad transkriptsioonifaktorite
ennustusprogrammid leidsid mitmeid voimalikke cis-regulatoorseid elemente vastavates
BDNF 1 promootoralades, teiste seas GATA, Spl ja Myt faktorite seondumiskohti. EMSA
konkureerivate kiilmade Spl ja MYT konsensusjirjestustega kaotas erinevuse detekteeritud
DNA/valk kompleksi osas BDNF' I promootori -318 -225 bp piirkonnas prolifereeruvate
Schwanni rakkude tuumaekstraktide ning inimese astrotsiiiitide ekstraktide vahel. Spl ja
MYT konsensusjarjestused asuvad BDNF 1 promootori -318 -225 bp piirkonnas {isna
lahestikku. Antud katsetest eeldame voimalikku on Spl ja MYT kompleksi seondumist
BDNF 1 promootori -318 -225 piirkonda ning osalust BDNF-i ekspressiooni alla surumine
prolifereeruvates Schwanni rakkudes. Ka BDNF' I promootori -238 -152 piirkond sisaldas
teiste seas GATA ja Spl seondumiskohti, kuid EMSA viljatorjumiskatsed nende markimata
konsensusjirjestusega ei kaotanud visuaalset kompleksi BDNF 1 -238 -152 piikonna ja
Schwanni prolifereeruvate ja inimese astrotsiiiitide rakuekstraktide vahel. Arvatavasti ei
mojuta GATA ja Spl BDNF 1 promootori transkriptsiooni regulatsiooni -238 -152

piirkonna kaudu.

BDNF V promootori uuringud EMSA-ga viitasid kahele piirkonnale, mis vdivad
eritiilibilistes roti Schwanni rakkudes osaleda erinevalt reguleeritud geeni avaldumises. Nii
eelkatsed A/u I restriktaasiga 10igatud kui ka spetsiifiliste praimeritega silinteesitud BDNF [
promootori fragmentidega niitasid kolmes rakutiiiibis sarnase iseloomuga varieeruvaid

mobiilsusnihkeid. Esimene 48 bp piirkond asub -631 kuni -583 bp BDNF V eksonist ja



teine piirkond paikneb -23 bp iilalpool V eksoni maZoorsest alguskohast. Mdlemad
piitkonnad tekitavad sarnase iseloomuga mobiilsusnihkeid roti Schwanni rakkude
tuumaekstraktidega, mis on intensiivsemad prolifereeruvate ja diferentseeruvate Schwanni
rakkude tuumaekstraktidega. Sellest jareldame nende vdimalikku osalisust BDNF 1

promootori regulatsioonis Schwanni rakkude arengus.



KOKKUVOTE

Kéesolevas t00s kirjeldatakse perifeerse nirvisiisteemi (PNS-i) arengu molekulaarset kiilge
ja troofilise faktori BDNF-i osatéhtsust selles. Perifeerse nérvisiisteemi kujunemisel ja
regenereerumisprotsessis on viga oluline nirvirakkude ja seda iimbritseva gliia

omavaheline vastastikkune signaalide vahetus, mis tagab kogu siisteemi terviklikkuse.

Kuigi nirvirakk on informatsiooni edasikandjaks, ei funktsioneeri nérvisiisteem ilma gliiata
normaalselt. PNS-is on nérvirakku timbritsevateks gliia rakkudeks Schwanni rakud.
Nérviraku ja Schwanni raku omavahelises suhtlemises médngivad votmerolli troofilised
faktorid. Neurotrofim BDNF on PNS-i arengu jooksul avaldunud nii nérvirakus kui
Schwanni rakus. Kahjuks on ténaseni iisna vihe veel teada BDNF-i geeniregulatsioonist.
Selle iiheks pdhjuseks on ka BDNF-le omane kompleksne geenistruktur ja tema aja- ja
koespetsiifiline avaldumine, mis on reguleeritud keeruka alternatiivsete promootorite
kompleksi poolt. Schwanni rakkude arengus on aktiivsed BDNF-i I, IV ja V promootor.
Antud t66s uurisime, kuidas on reguleeritud Schwanni rakkudes aktiivsed promootorid.
EMSA meetodiga leidsime mitu regulatoorset piirkonda BDNF-i 1 ja V promootoris, mis
olid kolmes eritiilibilises Schwanni rakukultuuris erinevalt seotud geeni avaldumisega.
Lahtuvalt meie andmetest voivad BDNF-i [ promootori aktiivsust mdjutada

transkriptsioonifaktorid Sp1 ja Mytl, mis omavad seondumiskohti BDNF-i I promootoris.

Esmakordselt nditasime BDNF-i ja tema retseptorite avaldumist roti istmikunérvis pre- ja
postnataalses arengus in vivo. Roti istmikundrvis avaldub mRNA tasemel BDNF-i V
promootorilt siinteesitud transkript. BDNF ja tema madala afiinusega retseptor NGFR
omavad embriionaalses roti istmikunérvis sarnast langevat avaldumismustrit. Tdiskasvanud
roti istmikundrvis on madalal tasemel ekspresseerunud BDNF ja tema retseptor 7rkB.

Lithendatud TrkB-T1 isovormi avaldumine on roti istmikunérvi arengus muutumatu.

Kokkuvottes on BDNF-il PNS-i arengus oluline rolli, olles erinevalt reguleeritud
eritliiibilistes Schwanni rakupopulatsioonides ning omades diinaamilist avaldumismustrit

roti istmikunédrvi arengus.



SUMMARY

The role of the neurotrophic factor BDNF in the development of the peripheral nervous
system (PNS) has been investigated in this work. This trophic factor seems to play a critical
role in the development and regeneration of the PNS. Trophic factors are important in the
reciprocal signalling between neurons and glial cells. Schwann cells are glial cells of the
PNS, which wrap around the axon making the myelin sheath. BDNF is expressed both in
neurons and in Schwann cells during the development of the PNS. The regulation of the
BDNF gene activity is poorly understood because of its complex gene structure. The rat
BDNF gene consists of six 5'-nontranslated exons and one 3’-exon encoding the entire
mature BDNF protein. Each of the 5’-exons has an alternative promoter which direct tissue-
specific expression of the BDNF gene. During, Schwann cell development, BDNF

promoters I, IV and V are activated.

We investigated how these promoters are regulated during Schwann cell differentiation. We
found several regions upstream BDNF I and V exons, which act differently during the
Schwann cell differentiation in vitro. Based on our results it is possible that transcription
factors Spl and Mytl, which have binding sites in BDNF promoter I, could affect the

transcription of the BDNF gene in Schwann cells.

We have also described the expression of BDNF and its receptors during the pre- and
postnatal development of rat sciatic nerve. During the development of the rat sciatic nerve
BDNF mRNA is transcribed from promoter V. BDNF and its low affinity receptor NGFR
have similar diminishing expression patterns in the embryonic sciatic nerve. In adult rat
sciatic nerves, BDNF and its receptor 7rkB mRNA are expressed at low levels. Expression

of TrkB-T1 isoform does not change in the peripheral nerve during development.

In summary the BDNF has a important role during the development of PNS. BDNF is
differently regulated in Schwann cell development in vitro and with dynamic expression

pattern over the period of development of the rat sciatic nerve.
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