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INFOLEHT

Transkriptsioonifaktori TCF4 lateraliseeritus hiire ja inimese ajus

TCF4 (inimesel)/ Tcf4 (hiirel) on eluks vajalik geen (Zhuang et al., 1996), mis kodeerib
pohiheeliks-silmus-heeliks domeeniga transkriptsioonifaktorit TCF4 (Sepp et al., 2011). TCF4
osaleb erinevates arengulistes protsessides, rakutsiikli regulatsioonis ja keskkonna signaalidele
reageerimises (Jones, 2004; Massari & Murre, 2000; Skinner et al, 2010). Varasemalt on
ndidatud, et Tcf4"" hiirtel esineb parema esiképa ndrkus (Kennedy et al., 2016; Welniarz et al.,
2015). Samuti on leitud Tcf4"- hiirte vasakus hipokampuses rohkem diisreguleeritud
ekspressiooniga geene kui paremas hipokampuses (Gogliettino, 2017). See viitab, et TCF4 vdib
omada spetsiifilist rolli vasakus ajupoolkeras. Antud uurimisto0 raames analiilisiti 7CF4/ Tcf4

geeni ja TCF4 valgu ekspressiooni erinevusi parema ja vasaku ajupoolkera vahel.

Mirksonad: TCF4, lateraliseeritus, ajupoolkerad, hiir, inimene

CERCS kood: B790 Kliiniline geneetika

The lateralisation of transcription factor TCF4 in mouse and human brain

TCF4 (human)/ Tcf4 (mouse) is a vital gene (Zhuang et al., 1996) that codes a transcription
factor with the basic helix-loop-helix domain TCF4 (Sepp et al., 2011). TCF4 participates in
different developmental processes, regulation of the cell cycle and reacting to environmental
signals (Jones, 2004; Massari & Murre, 2000; Skinner et al., 2010). Tcf4"- mice have previously
been shown to have weakness in the right forepaw (Kennedy et al., 2016; Welniarz et al., 2015).
Also more genes with dysregulated expression have been found in the left hippocampus of
Tcf4" mice than in the right hippocampus (Gogliettino, 2017). This indicates that TCF4 may
have a specific role in the left brain hemisphere. The differences in TCF4/ Tcf4 gene and TCF4

protein expression between the right and left hemispheres were analysed in this study.
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KASUTATUD LUHENDID

ActB — beeta aktiin hiire geen

ACTB — beeta aktiin inimese geen

ARRB?2 — arrestiin beeta 2 geen

bHLH — pdhiheeliks-silmus-heeliks valk (ingl. basic helix-loop-helix protein)
bHLHDb19 — klaad ,,b* pdhiheeliks-silmus-heeliks valk (ingl. clade ,,b* Basic helix-loop-helix
protein 19)

BSA — veise seerumi albumiin (ingl. bovine serum albumin)

CA — ammoni sarv (lad. Cornu ammonis)

Ct — lavetsiikkel (ingl. threshold cycle), tuntud ka kui Cq (ingl. quantification cycle)
CTGF - sidekoe kasvufaktor

dNTP — deoksiinukleotiid

DTT - ditiotreitool

E2-2 — E-box protein E2-2 gene (alternatiivne nimi 7CF4 geenile)

FEZ1 — fastsikulatsiooni ja pikenemise valk zeta-1 geen

FGF1 — fibroplasti kasvufaktor 1 geen

GAP43 — kasvuga seotud valk 43 geen

Gapdh — gliitseraalaldehiitid-3-fosfaat dehiidrogenaas hiire geen

GAPDH — gliitseraalaldehiiiid-3-fosfaat dehiidrogenaas inimese geen

GM — hallollus (ingl. grey matter)

GWAS - iilegenoomne assotsiatsiooniuuring (ingl. genome wide association study)
Hprt — hiipoksantiin guaniin fosforibosiiiiltransferaas hiire geen

HPRT — hiipoksantiin guaniin fosforibosiililtransferaas inimese geen

ITF?2 — immunoglobuliini transkriptsioonifaktor 2 geen (alternatiivne nimi 7CF4 geenile)
NGS — normaalse kodukitse seerum (ingl. normal goat serum)

PBS — fosfaatpuhverdatud soolalahus (ingl. phosphate buffered saline)

RFU - suhtelised fluorestsentsiihikud (ingl. relative fluorescence units)

Rn — normaliseertitud reporter

rpm — pooret minutis (ingl. revolutions per minute)

SEF2 — pohiheeliks-silmus-heeliks transkriptsioonifaktori geen (alternatiivne nimi 7CF4
geenile)

SEM - standardviga keskmisest

SNP — iiksiku nukleotiidi poliimorfism (ingl. single-nucleotide polymorphism)



SSTR?2 — somatostatiini retseptor 2 geen

TBP — TATA-boxi siduva valgu inimese geen
Tcf4 — transkriptsioonifaktor 4 hiire geen
TCF4 — transkriptsioonifaktor 4 inimese geen
TCF4 — transkriptsioonifaktor 4 valk

TH — tiirosiini hiidroksiilaasi geen

WM - valgeollus (ingl. white matter)

wt — metsiktiitip (ingl. wild type)



SISSEJUHATUS

Aju on hea niide organite vasak-parem asiimmeetriast ehk lateraliseeritusest. Aju lateraalsus
tahendab, et parem ja vasak ajupoolkera on erinevad struktuurselt ja neil esineb kalduvus
vastutada erinevate iilesannete eest (Amunts, 2010, Chang et al., 2015). Teada on, et
korvalekalded tiitipilisest asiimmeetriast vdivad viia erinevate kognitiivsete héireteni nagu
nditeks autism ja skisofreenia (Floris et al., 2016; Kienast et al., 2021; Ribolsi et al., 2014;
Shaw et al., 2009). Selline ajupoolkerade funktsionaalne asiimmeetria eeldab lateraliseeritust

juba molekulaarsel tasandil, kuid hetkel ei ole selle kohta imetajate puhul véga palju teada.

Kéesolevas uurimistdds uuriti transkriptsioonifaktor TCF4 lateraliseeritust hiire ja inimese ajus.
TCF4 osaleb erinevates arengulistes protsessides, rakutsiikli regulatsioonis ja keskkonna
signaalidele reageerimises (Jones, 2004; Massari & Murre, 2000; Skinner et al., 2010). See on
kodeeritud 7CF4 (inimesel)/ Tcf4 (hiirel) poolt, mis on organismi arenguks ilioluline geen
(Zhuang et al., 1996). Varasemalt on niidatud, et Tcf4"" hiirtel esineb parema esiképa ndrkus
(Kennedy et al., 2016; Welniarz et al., 2015). Samuti on leitud Tcf4"- hiirte vasakus
hipokampuses rohkem diisreguleeritud ekspressiooniga geene kui paremas hipokampuses
(Gogliettino, 2017). See viitab, et TCF4 vdib omada spetsiifilist rolli vasakus ajupoolkeras,
mistottu piistitati eesmérk analiitisida T7CF4/ Tcf4 geeni ekspressiooni vordlevalt vasakus ja

paremas ajupoolkeras.

Transkriptsioonifaktor TCF4-1 on potentsiaal omada suurt hulka iilesandeid, kuna see omab 10
604 seondumiskohta 5437 geeni ldheduses. On ka viited sellele, et TCF4 vdiks olla kuidagi
seotud LEFTYI geeniga (Meno et al., 1997; Kennedy et al., 2016), mis on teadaolevalt viga
lateraliseerunud geen (Kennedy et al., 2016). Seetdttu sai piistitatud teine eesmérk, milleks oli

uurida TCF4 lokaliseeritud lateralisatsiooni hiire ajus.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Suurajukoore ehitus ja funktsioon imetajatel

Suurajukoor jaguneb koigil imetajatel paremaks ja vasakuks poolkeraks, mille vaheline
infotootlus kéib kahte poolkera tihendava mdhnkeha (ingl. corpus callosum) kaudu (Wahl et
al., 2007). Suurema osa suurajukoorest (90%) moodustab neokorteks, mis on kuuest kihist
koosnev viljapoole jddv osa suurajukoorest (Cadwell et al., 2019; Strominger et al., 2012)
(Joonis 1). Ulejisnud osa (10%) kutsutakse allokorteksiks (Cadwell et al., 2019; Strominger et
al.,2012). See paikneb suurajukoore sissepoole jdévas osas, koosneb kolmest kuni neljast kihist
ja sinna alla kuulub osaliselt ka limbiline siisteem (Cadwell et al., 2019; Strominger et al., 2012)

(Joonis 1).

Hipokampus

Taiskasvanud hiir

Hipokampus

10 mm

Joonis 1. Hiire ja inimese peaaju vordlus. Kujutatud on tdiskasvanud hiire (lad. Mus
musculus) ja inimese aju ning nende suuremad iihised piirkonnad. Kuigi suuruselt on ajud
erinevad, on nad lilesehituselt sarnased. WM — valgeollus (ingl. white matter). GM — hallollus
(ingl. grey matter). (Modifitseeritud Schwerin ef al., 2017 jérgi.)
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Nii hiirel kui ka inimesel saab suurajukoore neokorteksi jagada neljaks suureks osaks:
otsmikusagar (frontaalsagar), kiirusagar (parietaalsagar), oimusagar (temporaalsagar) ja
kuklasagar (oktsipitaalsagar) (Joonis 2). Otsmikusagar paikneb aju eesotsas ja vastutab
peamiselt motoorsete reaktsioonide ja liigutuste vahendamise eest (Chayer & Freedman, 2001;
Kolb & Milner, 1981; Leonard et al., 1988; Sreenivasan et al., 2016). See on muuhulgas oluline
ka kaitumise planeerimisel (Carlin et al., 2000), tihelepanuga seotud protsessides (Rueckert &
Grafman, 1996) ning t66milu hoidmises (Chayer & Freedman, 2001; D'Esposito, 2000).
Kiirusagar paikneb kiiruluu all ja omab olulist rolli iimbritseva keskkonna tajumisel ja selles
orienteerumisel (Gitton et al., 1999; Mankowska et al., 2018; Wolpert et al., 1998). Oimusagar
paikneb kiirusagara all ja on vastutav kuulmise (Jerger et al., 1972) ning mélu eest (Gabrieli et
al., 1997; Hammond et al., 2004). Kuklasagar paikneb suuraju tagaosas ja tegeleb peamiselt
nigemisega (Williamson et al., 1992).

Kiirusagar (parietaalsagar)

Otsmikusagar

(frontaalsagar) Kuklasagar

(oktsipitaalsagar)

Oimusagar (temporaalsagar)

Joonis 2. Inimese suurajukoore neokorteksi osade paiknemine. Kujutatud on otsmikusagar
(frontaalsagar), kiirusagar (parietaalsagar), oimusagar (temporaalsagar) ja kuklasagar
(oktsipitaalsagar). (Modifitseeritud Tierney & Simms, 2018 jérgi).

Veel iiks oluline osa inimese ja hiire ajus, millest ka edaspidi antud uurimistoos radgitakse, on

allokorteksi alla kuuluv hipokampus (Joonis 1). See asub oimusagara sees, kuulub aju limbilisse



slisteemi ja on vastutav uute mélestuste loomise, ruumiinfo to6tluse ja navigeerimise eest

(Cohen et al., 2013; Jarrard, 1995; Olton et al., 1979).

1.2 Aju lateraliseeritus

Aju on hea niide organite vasak-parem asiimmeetriast ehk lateraliseeritusest. Aju lateraalsus
tahendab, et parem ja vasak ajupoolkera on erinevad struktuurselt (néiteks asuvad Wernicke ja
Broca alad enamasti vasakul ajupoolkeral) ja neil esineb kalduvus vastutada erinevate
iilesannete eest (Amunts, 2010, Chang et al., 2015). Néiteks on rohkem kui 85%-1 inimestest
vasak ajupoolkera vastutav rddkimise ja jutust arusaamine eest (Mazoyer et al., 2014,

Ocklenburg ef al., 2016b) ning umbes 90% inimestest on paremakéelised (Peters et al., 2006).

Lateraliseerumine algab juba looteeas ja on pdhjustatud Nodali raja esilekutsutud molekulaarse
astimmetria poolt (Nonaka et al., 1998; Tabin, 2005). Samas, kuna kdigi imetajate ajud ei ole
tapselt tihtemoodi lateraliseeritud (nditeks 10% inimestes on vasakukéelised), siis tdendoliselt
omavad ka muud faktorid rolli lateraliseeritud aju arengus, mida veel ei teata (Giintiirkiin &
Ocklenburg, 2017; Tabin, 2005). Mitmed autorid on ndidanud, et lateraalsus on oluline aju
arengus. Teada on, et korvalekalded tiilipilisest asiimmeetriast vdivad viia erinevate
kognitiivsete héireteni nagu nditeks autism ja skisofreenia (Floris et al., 2016; Kienast et al.,

2021; Ribolsi et al., 2014; Shaw et al., 2009).

Selline ajupoolkerade funktsionaalne asiimmeetria eeldab lateraliseeritust juba molekulaarsel
tasandil, kuid hetkel ei ole selle kohta imetajatel (sh ka inimeste puhul) vdga palju teada.
Suuremas osas teadustoodes, mis on tehtud aju lateraliseeritusest molekulaarsel tasemel, on
kasutatud mudelorganismina teisi selgroogseid mudeleid nagu sebrakala (lad. Danio rerio)
(Horstick et al., 2020; Kienast et al., 2021) voi erinevaid linde nagu kanad (lad. Gallus
domesticus) ja tuvid (lad. Columba livia) (Guntiirkiin & Ocklenburg, 2017).

Liigist olenemata on ndidatud, et aju lateraliseeritus molekulaarsel tasemel voib olla avaldunud
mitut erinevat moodi. Selleks v3ib olla nii erinev geeniekspressioon (Chae et al., 2021; Crespi
et al., 2018; Ocklenburg et al., 2016a) kui ka erinevad epigeneetilised mehhanismid peaaju
paremal ja vasakul poolel (Schmitz et al., 2018a; b), mis vdimaldavad aju erinevate

funktsioonide avaldumise vdi siis probleemide korral mitte avaldumise.
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Geeniekspressiooni erinevused parema ja vasaku ajupoolkera vahel on tiheldatavad inimesel
juba looteeas (Sun et al., 2005). Kuna inimeste puhul on eetilistel kaalutlustel keeruline hinnata,
kas iihe konkreetse geeni ekspressioon on just tingimata vastutav mingi kindla kditumismustri
eest, siis on kasutusele voetud erinevad loommudelid. Néiteks on tuvastatud, et geenide Arrb2,
Gap43 ja Fezl ekspressioon on tdiskasvanud hiire ajus lateraliseeritud ehk need on vasakul
ajupoolkeras rohkem ekspresseerunud kui paremas (Grabrucker et al., 2018). Arrb2 kodeerib
valku arrestiin beeta 2, Gap43 kodeerib kasvuga seotud valku 43 ja Fezl kodeerib
fastsikulatsiooni ja elongatsiooni valku zeta 1 (Grabrucker et al., 2018). Eksperimentides T-
labiirindi (ingl. 7-maze) kditumiskatsetega, on ndidatud, et lateraliseeritud geeniekspressioon
hiire ajus on seotud nende lateraliseeritud kditumisega. T-labiirint on nimelt T-tdhe kujuline
labiirint, kus hiir pannakse T-tdhe n-6 alumisse otsa ja siis ta saab valida, kas minna paremale
voi vasakule. Antud katses eelistasid kontrollhiired (4rrb2, Gap43 ja Fezl vasakpoolselt
lateraliseerunud) keerata paremale poole. Hiired, kellel ei olnud vastavate geenide ekspressioon
ajus latereraliseerunud siinnieelse tsingipuuduse tottu, ei eelistanud iihte poolt teisele
(Grabrucker et al., 2018). Varasemalt on ndidatud, et metsiktiiiipi (ingl. wild type) rotid
eelistavad paremat poolt vasakule (Andrade et al., 2001), seega mitte poole eelistamine on
seotud ebatavalise ajukeemiaga. Samuti pakuvad siinnieelse tsingipuudusega hiiri uurinud
teadlased vilja, et ebatiilipiline poolte valimine voib viidata ebatavalisele juttkeha
lateraliseeritusele, mida inimeste puhul peetakse iiheks autismispektri hdire niitajaks

(Grabrucker et al., 2018, Hollander et al., 2005).

Mitmete teadustodde puhul, mis uurivad aju vasak-parem astimmeetriat geeni ekspressiooni
tasemel, ei ole siiski suudetud leida lateraalsust individuaalse geeni tasandil (Lambert et al.,
2011; Muntané et al., 2017). See voib tdhendada, et geeniekspressiooni asiimmeetria on
arengust soltuv ja tuvastatav ainult kindlates arengustaadiumites vOi siis on see erinevus
detekteerimiseks liiga viike (Schmitz et al., 2019). Sellest ldhtuvalt on keskendutud
funktsionaalsetele geeniriihmadele (niiteks keele ja kdelisusega seotud geenid), mis tooksid
astimmeetrilise ekspressioonimustri ajus paremini esile (Karlebach & Francks, 2015; Muntané
et al., 2017; Ocklenburg et al., 2017). On ilmekaid tdendeid, et isegi kui iikski geen ajus
iseseisvalt ei ole astimmeetriline, siis funktsionaalse geenirithma tasandil voib erinevus vélja

tulla (Karlebach & Francks, 2015; Muntané et al., 2017; Ocklenburg et al., 2017).

Nagu eelnevalt mainitud, vdivad aju lateraalsust mojutada ka epigeneetilised faktorid ja
keskkond (Schmitz et al., 2018a, b; Sun, T. er al., 2005). Niiteks on leitud, et ka DNA

metiilatsioon vOib mojutada inimestel kéelisust (Schmitz J. ef al., 2018a) ja keeleoskusi
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(Schmitz J. et al., 2018b). Samuti on nédidatud, et skisofreenia ja bipolaarse hdirega inimeste aju
on ebanormaalse epigeneetilise regulatsiooni tdttu vihem astimmeetriline/ lateraalne kui terve

inimese aju, mis pohjustab haiguse siimptomeid (Abdolmaleky et al., 2019).

Ka hiirte puhul on leitud, et ebatavaline ekspressiooni siimmeetria teatavate geenide puhul ajus
vOib olla seotud vaimsete hiiretega. Niiteks kui teadlased iileekspresseerisid hiire ajus
lateraliseerunud sidekoe kasvufaktori (CTGF) geenti, siis see kutsus paremas prefrontaalkoores
esile sotsiaalse véltimise, vasakul prefrontaalkoores aga hoidis dra stressi pohjustatud sotsiaalse
véltimise (Chae et al., 2021). Seega antud geeni olemasolu avaldab rohkem moju paremale
ajupoolkerale. Samas lateraliseeritus ilmneb ainult stressi korral ja ei ole maérgatav
tavatingimustes, kuid annab moista, miks osadel hiirtel tekib stress ja teistel mitte (Chae et al.,
2021). Lisaks leiti samas uuringus, et stressis hiirtel on palju rohkem lateraliseerunud geene,
kui hiirtel, kes olid stressile resistentsed. Samuti oli ndha emaste hiirte ajupoolkerade vahel
suuremat lateraliseeritust kui isastel hiirtel (Chae et al., 2021). Neid tulemusi saaks {tildistada

ka inimestele, et paremini selgitada stressi tekkimise mehhanisme.

Aju lateraliseeritus v3ib olla erinev ka meeste ja naiste vahel (Sutterer et al., 2015), mis vOiks
selgitada, miks naised on rohkem haavatavad depressiooni ja posttraumaatilise stressihdire
suhtes (Bangasser & Wiersielis, 2018; Breslau, 2002). On leitud, et naiste prefrontaalkorteks
on tundlikum stressi suhtes (Bangasser & Wiersielis, 2018). Samuti on vélja toodud, et meestel
vastutab parem ajupoolkera otsuste tegemise eest ebaselgetes ja riskantsetes olukordades, aga

naistel vasak ajupoolkera (Sutterer ef al., 2015).

1.3 TCF4 geen ja selle ekspressioon

TCF4 (transkriptsioonifaktor 4), tuntud ka kui £2-2 (Cisse et al., 2008), SEF-2 (Pscherer et al.,
1996) ja ITF2 (immunoglobuliini transkriptsioonifaktor 2) (Furumura et al., 2001), on geen,
mis paikneb 18 kromosoomi q dlas nii inimesel kui ka hiirel (Brockschmidt et al., 2007) (Joonis
3). Homosiigootsed Tcf4” hiired siinnivad viga harva ega ole vdimelised iile nidala vanaks
elama, mis néditab, et see geen on arenguks {ilioluline (Zhuang et al, 1996). Samas

haplodefitsiitsed Tcf4"" hiired on eluvdimelised (Flora et al., 2007; Zhuang et al., 1996).
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TCF4

Inimene
IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|
1 10M 20M 30M 40M 50M 60M 70M 8oM

Tcf4
Hiir
|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII||III|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|II|I|IIII|IIII|
0 10M 20M 30M 40M 50M 60M 70M 80M 90M

Joonis 3. TCF4 geeni paiknemine inimese ja hiire 18 kromosoomil. Joonisel on kujutatud
G-riba ideogrammid, kus valgega on kujutatud geenirikkad ja CG rikkad alad. Halli ja mustaga
on kujutatud AT rikkad ja geenivaesed alad. Sinakashall osa inimese 18 kromosoomil téhistab
tsentromeeri. Kollane nool tihistab TCF4/ Tcf4 geeni asukohta kromosoomil. M = aluspaaride
arv miljonites. (Pohineb Ensembl-i ideogrammidel ja on internetis vabakasutuses.)

TCF4/ Tcf4 on erakordselt suure transkriptide arvuga geen. See on vdimeline ekspresseerima
erinevaid TCF4 valgu isovorme, mis erinevad iiksteisest peamiselt pikkuse poolest. Neil koigil
on olemas pdhiheeliks-silmus-heeliks ja transkriptsiooni aktiveeriv domeen AD2. TCF4-B-I,
mis on kdige pikem, on lisaks veel ka AD1 domeen. TCF4-A-I on N-terminuses 23 unikaalset

aminohapet. (Sepp et al., 2011)

Imetajate embriionaalses arengus on TCF4/ Tcf4 viga tugevalt ekspresseeritud, hiirtel eriti
vanuses E8.5-E13.5 (Murakami et al., 2004; Sobrado et al., 2009), inimestel embriionaalses
vanuses c13-c18 (de Pontual ef al., 2009). Tdiskasvanud inimese kudedes voib TCF4 valku
leida ajust, stidamest, kopsudest, skeletilihastest, maost ja platsentast (de Pontual et al., 2009;
Jung et al., 2018; Liu et al., 2004; Meinhardt et al., 2005; Pscherer, et al., 1996). Hiire puhul
on TCF4 ekspresseeritud ajus, siidames, kopsudes, maksas, skeletilihastes, platsentas ja
piimanddrmetes (Itahana et al., 2008; Jung et al., 2018; Pscherer, et al., 1996; Scott et al., 2000;
Skerjanc et al., 1996). Kdrgemat TCF4/ Tcf4 geeni ekspressiooni on tdheldatud peaaju
piirkondades, mis on seotud neuronaalse plastilisusega, nagu niiteks hipokampus, ajukoor,
haistmissibul ja viikeaju (Brzozka et al., 2010; Jung et al., 2018; Dorflinger et al., 1999;

Soosaar et al., 1994).

13



TCF4 geeni haplopuudulikkus pdhjustab inimestel Pitt-Hopkinsi siindroomi. Tegemist on
haruldase héirega, mille siimptomiteks on intellektuaalne ja arenguline mahajdémine ning

hingamisraskused. (Amiel et al., 2007, Brockschmidt et al., 2007, Zweier et al., 2007)

Erinevad iilegenoomsed assotsiatsiooniuuringud (ingl. genome wide association study, GWAS)
on ndidanud, et mitmed {iiksiku nukleotiidi poliimorfismid (ingl. single-nucleotide
polymorphism, SNP) TCF4 geenis on seotud psiihhiaatriliste hdiretega, nagu depressioon
(Howard et al., 2019) skisofreenia, autismi ning bipolaarne hiire (Li et al., 2019; Yao et al.,
2021). Samuti néditab TCF4 olulisust aju arengus see, et GWAS uuringutes on poliimorfismid
TCF4 geenis seostunud ka vaimse voimekusega - nii lildise kognitiivse vdimekuse kui

matemaatiliste voimetega (Lee ef al., 2018).

1.4 Transkriptsioonifaktor 4 valgu iildiseloomustus

TCF4 valgu alternatiivne nimi on bHLHb19 (ingl. clade ,, b *“ Basic helix-loop-helix protein 19),
mis tuleneb tema fiilogeneetilise analiiiisi pdhjal kuuluvusest pohiheeliks-silmus-heeliks
(bHLH) superperekonda (Skinner et al., 2010). TCF4 transkriptsioonifaktorit ei tasuks
sealjuures segamini ajada T raku faktor 4-ga, mille puhul kehtib sama akroniiiim (Costa et al.,

2013).

Oma DNA-d siduva domeeni alusel kuulub TCF4 eiikartiootide transkriptsioonifaktorite bHLP
superperekonda. Antud domeen koosneb DNA-d siduvast pohiregioonist ja kahest
dimerisatsiooni vahendavast a-heeliksist, mis on iiksteistest eraldatud silmusega (Massari &
Murre, 2000). TCF4, nagu ka teiste mitmerakuliste organismide bHLP domeenidega
transkriptsioonifaktorid, osaleb erinevates arengulistes protsessides, rakutsiikli regulatsioonis
ja keskkonna signaalidele reageerimises (Jones, 2004; Massari & Murre, 2000; Skinner et al.,

2010).

TCF4 valgu rolle ei ole siiani vdga histi kirjeldatud. On teada, et TCF4 aitab kaasa
immuunsiisteemi rakkude (Bergqvist et al., 2000; Cisse et al., 2008; Zhuang et al., 1996),
neuronite (Flora et al., 2007; Persson et al., 2000), melanotsiiiitide (Furumura et al., 2001) ja
paljude muude rakutiilipide arengule ja funktsioneerimisele. Nérvisiisteemis vastutab TCF4
geeniregulatsiooni eest. Moned niited sihtmirk geenidest on FGFI (fibroplasti kasvufaktor 1)
(Liu et al., 1998), TH (tiirosiini hiidroksiilaas) (Yoon & Chikaraishi, 1994) ja SSTR2
(somatostatiini retseptor 2) (Pscherer et al., 1996).
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Kuna TCF4 moodustab heterodimeere teiste bHLH faktoritega ja interakteerub teiste
valkudega, mis on seotud transkriptsiooni regulatsiooniga (Forrest et al., 2018), siis on TCF4-1
potentsiaal omada suurt hulka {ilesandeid, mis on seotud erinevate geenide regulatsiooniga.
Inimgenoomis on identifitseeritud 10 604 TCF4 seondumiskohta, mis paiknevad 5437 geeni
laheduses (Forrest et al., 2018). Enamik TCF4 seondumissaite sisaldab vihemalt iihte E-Box
jarjestust (5'-CAtcTG) (Forrest et al., 2018).

1.5 TCF4 geeni funktsionaalne lateraliseeritus ajupoolkerades

Katsed haplodefitsiitsete Tcf4"- (aktiivne ainult iiks alleel) hiirtega on niidanud, et neil
esinevad héired sotsiaalses suhtluses, milu ning dppimisega seotud iilesannete lahendamisel
(Kennedy et al., 2016). Lisaks esineb nendel samadel hiirtel parema esikdpa ndrkus (Kennedy
et al., 2016; Welniarz et al., 2015). Samuti on leitud, et Tcf4* hiirte vasakus hipokampuses on
rohkem diisreguleeritud ekspressiooniga geene kui paremas hipokampuses (Gogliettino, 2017).
See uuring viitab, et TCF4 vdib omada spetsiifilist rolli vasakus poolkeras. Tcf4 on tuvastatud
64 geeni seas, mis on seotud funktsionaalse lateraliseerituse fenotiiiibiga (Rouillard et al.,
2016). Transkriptsioonifaktor TCF4 on oluline ka ajupoolkerasid ithendava mdhnkeha (ingl.
corpus callosum) arengus (Wittmann et al., 2021), mis voib viidata, et TCF4 osaleb

poolkeradevahelise kommunikatsiooni koordineerimises.

Eelpool toodut toetavad ka Tartu Ulikooli fiisioloogia osakonna esialgsed andmed, mis
néitavad, et TCF4 geeni ekspressioon v3ib olla inimese vasakus ajupoolkeras kdrgem (Joonis
4, avaldamata andmed). Kuna TCF4 on seotud mitmete hiirete ja Pitt-Hopkinsi stindroomiga
(Amiel et al., 2007, Brockschmidt et al., 2007, Zweier et al., 2007), on seda geeni vdga palju

uuritud, kuid ekspressiooni erinevust poolkerade vahel ei ole varasemalt ndidatud.
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Joonis 4. TCF4 ekspressioon dorsolateraalses prefrontaalkoores Austraalia péritolu
uurimisgrupil. Inimeste dorsolateraalse prefrontaalkoore koeproovid (n= 72) parinevad New
South Walesi ajupankade tihenduselt (ingl. New South Wales Brain Bank Network,
(https://nswbrainbank.org.au/). Uuringus kasutatud kohordi detailse kliinilise ja demograafilise
kirjelduse on avaldanud Weicker et al. (2010). 33 isiku puhul oli TCF4 ekspressioon mdddetud
vasakust poolkerast ning 39 isiku puhul mdddeti ekspressioon paremast poolkerast. Joonisel
niidatud andmed on Tartu Ulikooli fiisioloogia osakonna ja professor Tonis Timmuski
koostdooprojekti esialgsed avaldamata tulemused.

Téahelepanuvédrne on see, et kahes sdltumatus uuringus on ndidatud 7CF4 allareguleerituse
korral LEFTYI/Leftyl geeni ekspressiooni olulist langust (Meno ef al., 1997; Kennedy et al.,
2016). LEFTYI puhul on nididatud kdrgemat ekspressioonitaset vasakus poolkeras ning
olulisust aju arengus ning lateraliseerituse kujunemisel (Meno et al., 1997; Kennedy et al.,
2016). Tcf4* hiirte hipokampuses on Lefty iiks enim allareguleeritud geen (isegi rohkem kui
Tcf4 ise) (Kennedy et al., 2016). Sama efekti on varem ndidatud inimese rakukultuuris: TCF4
knockdown pohjustab LEFTYI ekspressiooni langust (ligi 2x) (Forrest et al., 2013). TCF4
seondumiskohtade (n = 10 604) esmane analiiiis viitab, et [dhim tuvastatud TCF4 seondumissait
(ingl. peak significance rank 3969) asub LEFTYI geenist siiski enam kui 10 000 bp eemal
(Forrest et al., 2018). Seega sellise analiilisiga ei saa kindlalt viita, et TCF4 voiks olla LEFTY1

otsene regulaator (Forrest ef al., 2018).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1 Too eesmirgid

Kiesoleva t60 tldiseks eesmérgiks on leida vastus kiisimusele, kas ja mil mééral erineb

transkriptsioonifaktor TCF4 tase erinevate ajupoolkerade vahel.

Katsed haplodefitsiitsete Tcf4™~ hiirtega on ndidanud, et neil esineb parema esikipa ndrkus
(Kennedy et al., 2016; Welniarz et al., 2015). Samuti on leitud Tcf4"~ hiirte vasakus
hipokampuses rohkem diisreguleeritud ekspressiooniga geene kui paremas hipokampuses
(Gogliettino, 2017). Ka Tartu Ulikooli fiisioloogia osakonna esialgsed andmed niitavad, et
TCF4 geeni ekspressioon voib olla inimese vasakus ajupoolkeras korgem (Joonis 4). Selle
pohjal piistitati eesmidrk analiiiisida 7CF4/ Tcf4 geeni ekspressiooni vdrdlevalt vasakus ja

paremas ajupoolkeras.

Transkriptsioonifaktor TCF4-1 on potentsiaal omada suurt hulka iilesandeid, kuna see omab 10
604 seondumiskohta 5437 geeni ldheduses. On ka viited sellele, et TCF4 vdiks olla kuidagi
seotud LEFTYI geeniga (Meno et al., 1997; Kennedy et al., 2016), mis on teadaolevalt viga
lateraliseerunud geen (Kennedy et al., 2016). Seetdttu sai piistitatud teine eesmérk, milleks oli

uurida TCF4 lokaliseeritud lateralisatsiooni hiire ajus.

2.2 Materjalid ja metoodika

2.2.1 Eksperimendis osalenud hiired ja inimesed

Uurimuse labiviimiseks kasutati metsiktiilipi (ingl. wild type, wt), kuid geneetilises segataustas
teise polvkonna hiibriid [(129S5/SvEvBrd x C57BL/6) x (129S5/SvEvBrd x C57BL/6)] hiiri.
Kvantitatiivse qPCR katsete jaoks kasutati 4-5 kuu vanuseid isaseid hiiri (n = 7-11) ning
immuunohistokeemia virvinguteks kasutati ~5 kuu vanuseid emaseid hiiri (n = 5). Katseloomad
elasid standardsetes loomapuurides (42,5 x 26,6 x 15,5 cm), maksimaalne hiirte arv puuris oli
8. Puurides kasutati haavapuidust allapanu (2 cm kiht) ning haavapuidust pesamaterjali (0,5 1).
Allapanu ja pesamaterjali vahetati iga nadal. Loomi hoiti temperatuuril 22 + 1 °C ja 12/12
valguse-pimeduse reziimil (kell 19.00 kustutati tuled). Toit ja vesi olid loomadele vabalt
kittesaadavad. Kdik loomkatsed viidi 1ibi vastavalt Euroopa Uhenduste direktiivile (2010/63/

EL). Ajukudede dissekteerimiseks uinutati emased hiired (n = 5) intraperitoneaalse (kohudone)
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stistiga: ketamiin/dexmedetomidine lahust fiisioloogilises lahuses (ketamiin 150 mg/kg,
dexmedetomidine 0.5 mg/kg, siistemaht 0.1 ml 100 g kohta). Veri pesti vdlja (1x PBS-ga, 50
ml/min) ning fikseeriti (4% formaldehiiiid/ 1x PBS lahusega, 50 ml/min). Katseloomade
perfuseerimist viis 1dbi vastavat sertifikaati omav spetsialist. Hiirte peaaju eraldati koljust, nii
vasakust kui ka paremast ajupoolkerast, dissekteeriti hipokampused, parietaalsagarad,
temporaalsagarad ja frontaalsagarad ning kiilmutati koheselt vedelas lammastikus, kust koguti
pikemaajaliseks hoiustamiseks -80 °C ultrakiilmikusse. Dissekteerimist viis samuti 1dbi

vastavat sertifikaati omav spetsialist.

Inimese ajupoolkerade uuringuks koguti post mortem koeproovid tervelt isikutelt (n = 19), kelle
keskmine vanus oli 50,85 + 8,27 aastat. Proovid kogusid Tartu Ulikooli patoloogilise anatoomia
ja kohtuarstiteaduste osakond ning Eesti Kohtuekspertiisi Instituut. Dorsolateraalsete
prefrontaalkoorte ja hipokampuste proovid dissekteeriti kvalifitseeritud patoloogide poolt Tartu

Ulikooli inimuuringute eetika komitee ndusolekul (223/T-4).

2.2.2 Kasutatud praimerite disain ja pohjendus

Antud t66s uuriti 7CF4/ Tcf4 mRNA suhtelist ekspressiooni vasakus ja paremas ajupoolkeras
kasutades reaalaja kvantitatiivset PCR meetodit. Antud uurimistdds kasutatud praimerite

informatsioon on vélja toodud tabelis 1 (hiir) ja tabelis 2 (inimene).

TCF4 geeni jaoks kasutati kahte paari praimereid nii inimese (Homo sapiens - hs) kui ka hiire
(Mus musculus - mm) puhul, et saada voimalikult tdpseid tulemusi ning veenduda tulemuste
oigsuses. Hiire Tcf4 esimene praimerite paar (Tabel 1) on disainitud professor Tonis Timmuski
laboris inimese TCF4 praimerite alusel. Araspidine (R-reverse) praimer on peaaegu tiielikult
sama, edaspidises (F-forward) praimeris on rohkem muudatusi 1dbi viidud selleks, et sobituks
hiirel sama homoloogilise piirkonna peale. Teine 7cf4 praimerite paar (7CF4_tof) oli disainitud
Wedel et al. artikli jargi (Wedel et al, 2020). Uurimistodks valiti just need paarid, kuna nende
eesmark on amplifitseerida voimalikult palju T7CF4 transkripte. Neid praimeripaare kasutades
joudis qPCR-i katsete tegemise kdigus amplifikatsioonikdver méidratud ldvendini hiirel 18-26
tsiikli vahel ja inimesel 22-28 tsiikli vahel. (QPCR katsete iilesehitus on tdpsemalt kirjeldatud
peatiikis 2.2.3.)
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Selleks, et vorrelda TCF4/ Tcf4 ekspressiooni parema ja vasaku ajupoolkera vahel voeti
kasutusele neli erinevat koduhoidja geeni. Koduhoidja geenid on geenid, mille poolt
ekspresseeritud valke kasutavad kdik rakud normaalsetes elutingimustes funktsioneerimiseks
(Butte et al., 2001). Hiire puhul kasutati neist kolme: ActB, Hprt ja Gapdh. Inimese puhul
lisandus nendele veel TBP geen. Nii mitu erinevat koduhoidjad sai valitud selleks, et saada
voimalikult tdpsed tulemused ja et oleks vdimalik ndha ka véiksemaid erinevusi parema ja

vasaku ajupoolkera TCF4/ Tcf4 ekspressioonis.

Beeta aktiini kodeeriv geen (ACTB/ ActB) on véga konserveerunud (Ng ef al., 1985) ja seda
kasutatakse sageli qPCR-is standardse koduhoidja geenina (sh aju uurimiseks) (R6hn et al.,
2018; Sees et al., 2013). Beeta aktiin on raku kontraktiilse aparatuuri peamine koostisosa ja iiks
kahest mittelihase tsiitoskeleti aktiinist, mis on ekspresseeritud igal pool (Bunnell ef al., 2011,
Ng et al., 1985). ACTB/ ActB amplifikatsioonikdver joudis qPCR-is mdédratud ldvendini hiire
puhul 16-23 tsiikli vahel ja inimese puhul 20-24 tsiikli vahel.

HPRT/ Hprt geeni kasutakse samuti koduhoidjana, kuna see on rakkudes pidevalt
ekspresseerunud sarnaselt nii hiirel kui inimesel (Kim et al., 1986). Lisaks on leitud, et see
ekspresseerub ajus stabiilselt (Otto et al., 2020), mis teeb HPRT/ Hprt-st hea koduhoidja antud
uurimistod jaoks. Antud geen kodeerib ensiiimi nimega hiipoksantiin guaniin
fosforibostiiiltransferaas (ingl. hypoxanthine guanine phosphoribosyltransferase) (Silver et al.,
2008). See ensiitim voimaldab rakkudel taaskasutada puriine (guaniin ja adeniin), tehes sellega
rakkude energiakasutuse efektiivsemaks, sest puriinide tootmine on energia- ja ajakulukam, kui
nende taaskasutamine (Kim et al., 1986; Silver et al., 2008). Antud t66s joudis qPCR-i katsete
kdigus HPRT/ Hprt amplifikatsioonikdver médratud lavendini hiirel 23-28 ja inimesel 25-30
tsiikli vahel.

GAPDH/ Gapdh kodeerib valku gliitseraalaldehiiiid-3-fosfaat dehiidrogenaas (ingl.
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase), mis on tuntud kui mitme erineva funktsiooniga
valk (ingl. moonlighting protein) (Jung et al., 2014). Sellel on roll nii gliikoliitisis kui ka
rakutuuma funktsioonides (Jung et al., 2014; Silver et al., 2008). Niiteks osaleb GAPDH RNA
transpordis, DNA replikatsioonis (Carujo et al., 2006) ja apoptoosis (Jung et al., 2014). On
leitud, et see on ka sobilik koduhoidja ajuproovide uurimiseks (R6hn et al., 2018). GAPDH/
Gapdh amplifikatsioonikover joudis lavendini qPCR-is hiirel 15-21 ja inimesel 19-23 tsiikli

vahel.
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TBP geen kodeerib TATA-boxi siduvat valku (ingl. TATA-box binding protein) ja osaleb RNA
poliimeraas II tegevuste koordineerimisel koostdds endaga seonduvate faktoritega (TAF —
TBP-associated factors) (Demény et al., 2007; Sees et al., 2013). Seda on kasutatud ka

varasemalt koduhoidjana ajuproovide uurimisel (Sees et al., 2013). Antud geeni

amplifikatsioonikdver joudis qPCR-is lavendini inimesel 28-32 tsiikli vahel.

Tabel 1. Uurimistoos kasutatud praimerid (hiir).

Geen Praimeri nimi Praimeri jérjestus Piritolu
(forward (F),
reverse (R))
Tcf4 TCF4 mm F TACGCTCCTTCAGCCAGCACTG Prof T.
Timmuski
TCF4 mm R TGGATGCAGGCTACAGTAGCTG labori
kollektsioon
Tcf4 tot Tcf4 tot2 mm F [ GACCACACGAACAACAGCTT Wedel et al.,
2020
Tct4 tot2 mm R | TCTTCGATTCGGCTTTGCAG
ActB ActB_ mm F ACCATGTACCCAGGCATTGC Labori
kollektsioon
ActB_ mm R AGCCACCGATCCACACAGAG
Hprt Hprt mouse F GCAGTACAGCCCCAAAATGG Labori
kollektsioon
Hprt mouse R AACAAAGTCTGGCCTGTATCCAA
Gapdh Gapdh mm_F TCACCACCATGGAGAAGGC Mustachio et
al., 2019
Gapdh mm_R GCTAAGCAGTTGGTGGTGCA
Tabel 2. Uurimistoos kasutatud praimerid (inimene).
Geen Praimeri nimi Praimeri jérjestus Piritolu
(forward (F),
reverse (R))
TCF4 _long | TCF4 long 4F | AGAAGACAGAAGTAGCTCAGGGTC | ProfT.
Timmuski
TCF4 long 7R | GTTTGGTGGGCGAAAGGGTTCC labori
kollektsioon
TCF4_tot TCF4 TATGCTCCATCAGCAAGCACTG Prof T.
tot_ hs 10F Timmuski
labori
TCF4 tot hs 11 | TGGATGCAGGCTACAGTAGCTG kollektsioon
R
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ACTB ACTB hs F CTGGGAGTGGGTGGAGGC Prof T.
Timmuski
ACTB hs R TCAACTGGTCTCAAGTCAGTG labori
kollektsioon
HPRT HPRT1 Hs ex [GACTTTGCTTTCCTTGGTCAGG Labori
6 kollektsioon
AGTCTGGCTTATATCCAACACTTCG
HPRTI1 Hs ex
7
GAPDH GAPDH hs F CCACCCATGGCAAATTCC Prof T.
Timmuski
GAPDH hs R GATGGGATTTCCATTGATGACA labori
kollektsioon
TBP TBP hs F TGCACAGGAGCCAAGAGTGAA Prof T.
Timmuski
TBP hs R CACATCACAGCTCCCCACCA labori
kollektsioon

2.2.3 Tcf4 ekspressiooni analiiiis hiire ajus qPCR-iga

2.2.3.1 RNA eraldamine

Analiitisi jaoks kasutati metsiktiilipi hiirte ajudest dissekteeritud ajuosasid (hipokampus,

parietaalsagar, temporaalsagar ja frontaalsagar) mdlemast ajupoolkerast (Joonis 5 ja Joonis 6).

Hipokampus oli valitud, kuna seal on teadaolevalt TCF4 véga korgelt ekspresseeritud (Braun

et al., 2020). Hipokampus omakorda kuulub temporaalsagara alla ja parietaalsagar on paljudes

iilesannetes hipokampusega seotud (Holmes et al., 2014; Robinson et al., 2015), mistdttu

kaasati ka need ajuosad analiiiisi. Lisaks analiitisiti ka frontaalsagarat, kuna sellest piirkonnast

pirinevat koematerjali kasutati Tartu Ulikooli fiisioloogia osakonnas esialgsete andmete

saamiseks (Joonis 4).
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Joonis 5. Uurimistoos kasutatud hiire (Mus musculus) viljapoole jiidvad peaaju
piirkonnad. Joonisel A on hiire peaaju pealtvaates (horisontaalvaade) ja joonisel B kiilgvaates
(sagitaalvaade). Joonised A ja B on tehtud kasutades Allen Brain Atlas tooriista Allen Mouse
Common Coordinate Framework v.3, kus loodi hiire aju 3D kujutis ja lisati pdhilised
ajupiirkonnad (Lein et al., 2007).

A B

Hipokampus

Hipokampus

/
~

Joonis 6. Uurimistoos kasutatud hiire (Mus musculus) sissepoole jiidv hipokampuse
piirkond. Joonisel A on hiire aju pealtvaates (horisontaalvaade) ja joonisel B kiilgvaates
(sagitaalvaade). Joonised A ja B on tehtud kasutades Allen Brain Atlas tooriista Allen Mouse
Common Coordinate Framework v.3, kus loodi hiire aju 3D kujutis ja lisati hipokampuse
piirkond (maérgitud rohelisega) (Lein et al., 2007).

Kudedest RNA eraldamiseks lisati 50 pl - 100 pl trisooli (TRIzol ® Reagent, Thermo Fisher
scientific) (olenevalt tiiki suurusest, mis varieerus 50 mg - 100 mg vahel). Seejirel koematerjal

homogeniseeriti homogeniseerimispulgaga ja lisati juurde 500 pl - 900 pl trisooli (olenevalt
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tiiki suurusest). Lahust inkubeeriti 5 min toatemperatuuril. Peale seda lisati 100 pl - 200 pl
kloroformi (1/5 trisooli kogusest) ja pdorati tuubi kies iiles-alla 15 sekundit. Lahust inkubeeriti
2 min toatemperatuuril, seejirel tsentrifuugiti (Thermo Scientific Heraeus Fresco™ 17
mikrotsentrifuug, 24 x 1,5/2,0 ml rootor ClickSeal kaanega) 15 min 12 000 rpm, +4 °C juures.
Tekkis kolm kihti, millest kdige {ilemine, RNA-d sisaldav kiht, pipeteeriti ettevaatlikult uude
1,5 ml tuubi. Jargnevalt lisati 300 pl - 500 pl isopropanooli (1/2 trisooli kogusest) ja taaskord
segati pOdrates tuubi kdes iiles-alla. Lahust inkubeeriti 10 min toatemperatuuril. Seejirel
tsentrifuugiti (Thermo Scientific Heraeus Fresco™ 17 mikrotsentrifuug, 24 x 1,5/2,0 ml rootor
ClickSeal kaanega) lahus 10 min 12 000 rpm, +4 °C juures, eemaldati supernatant ja lisati 1 ml
jadkiilma etanooli (75%). Peale seda lahus tsentrifuugiti (Thermo Scientific Heraeus Fresco™
17 mikrotsentrifuug, 24 x 1,5/2,0 ml rootor ClickSeal kaanega) 5 min 7500 rpm, +4 °C juures.
Supernatant eemaldati ja RNA-le lisati 50 pl steriilset vett. RNA kontsentratsioon modddeti

spektrofotomeetriga (NanoDrop 1000™ Spectrophotometer).

2.2.3.2 ¢cDNA siintees

Kudedest eraldatud RNA pealt siinteesiti vastav cDNA. Selle jaoks tehti kdige pealt segu, mis
sisaldas 1 ul ANTP (10 mM), 1 pl oligoribonuklotiide (Random Hexamer, Invitrogen), RNA-d
(~500 ng/ pl) ja steriilset vett (kogus olenes RNA kontsentratsioonist). Kokku valmistati 13 pl
segu proovi kohta. Vastavad proovid asetati 65 °C juurde kuumaplokki (Techne® Dri-Block®
kuumuti, mudel DB-2D) 5 min, et praimerid saaksid seonduda RNA-ga. Peale seda pandi proov
jddle 1 min, et 10petada reaktsioon. Jargnevalt valmistati teine segu, mis sisaldas iihe proovi
kohta 4 pl 5x reaktsioonipuhvrit (5x SSIV Buffer, Invitrogen), 1 pl DTT-d (Invitrogen), 1,5 pl
steriilset vett ja 0,5 pl poodrdtranskriptaasi (Superscript™ IV, Invitrogen). Teise segu
koostisosad segati esimese omadega Ornalt suspendeerides. Seejirel proovid inkubeeriti 10 min

toatemperatuuril, 20 min 55 °C juures ja 16puks toimus inaktivatsioon 15 min 80 °C juures.

2.2.3.3 qPCR

TCF4/ Tcf4 mRNA suhtelise ekspressiooni analiiiisimiseks kasutati reaalaja qPCR-1 (Joonis
7). Hiire cDNA-de analiiiisimiseks kasutati kolme erinevat koduhoidjat (ActB, Hprt, Gapdh)
ja kahte praimeripaari (7cf4, Tcf4_tot) Tcf4 ekspressioonitaseme midramiseks. qPCR
labiviimiseks tehti segu, mis sisaldas 108 ul PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix-i
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(Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific) (Joonis 7), 84 ul steriilset vett ja 8 ul cDNA-
d (cDNA-Ie lisati enne 30 pl steriilset vett). Kdik segati omavahel korralikult kokku. Seejérel
tosteti segu 38 pl kaupa laiali, et jagada vordselt kdigi viie uuritava transkripti (7cf4, Tcf4_tot,
ActB, Hprt, Gapdh) vahel. Peale seda tehti vastav segu, mis sisaldas edaspidiseid praimereid
(forward strand, TAG Copenhagen), &raspidised praimereid (reverse strand, TAG
Copenhagen) ja steriilset vett suhtega 1:1:20. Igasse tuubi, kuhu qPCR segu sai pandud, lisati
juurde 4 pl vastavat praimerimiksi (Joonis 7). Kdik tuubis segati omavahel korralikult kokku
ja seejdrel pandi segu qPCR plaadile. Igast proovist tehti neli 10 pl replikaati. Plaat suleti ja
tsentrifuugiti 2 min 1500 rpm, toatemp (Eppendorf® Centrifuge 5810R, Eppendorf A-4-62
Microplate Swing Bucket rootor). Peale seda sisestati plaat QPCR masinasse (QuantStudio 12K

Flex) ja moddeti uuritavate geenide ekspressiooni reaalajas.

]Z:[ qPCR segu: gPCR master mix
.\7 + steriilne vesi + cDNA

)

f'»’/‘” (_,A/ =J:'/.' . - P —
i | V \ 1 ' gPCR segu + vastav
\ /

praimeri segu

TCF4 TCF4 Beeta HPRT GAPDH
_tot aktiin
(l~oneennsseese
IR 434S L L2002 Igast proovist
o< ', tehti 4 replikaati

Joonis 7. qPCR-i katseplaani illustreeriv joonis. Esmalt valmistati gPCR segu. Hiire cDNA
puhul kasutati kolme erinevat koduhoidjat (ActB, Hprt, Gapdh) ja kahte Tcf4 praimeripaari
(Tcf4 ja Tcf4_tot). qPCR segu jaotati vordselt kdigi viie uuritava transkripti vahel. Igasse tuubi
lisati juurde transkriptile vastavat praimerimiksi. Kodik komponendid segati omavahel
korralikult kokku ja seejérel pandi segu qPCR plaadile. Igast proovist tehti neli replikaati.
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2.2.3.4 qPCR tulemuste analiiiis

qPCR masinast (QuantStudio 12K Flex) voeti vilja Ct (threshold cycle)/ Cq (quantification
cycle) vairtused ehk lavetsiikli vadrtused. Lavetsiikkel saabub, kui on kogunenud piisavalt
kaheahelalist DNA-d, et fluorestsents oleks kdrgem taustast. Ct védrtust kasutatakse proovis
oleva sihtmérk-DNA koguse kvantifitseerimiseks — mida madalam on Ct védrtus/ tase, seda
suurem on sihtmark-DNA kogus proovis (Schefe et al., 2006). Uurimistooks oli ldvendiks

valitud ARn = 0,15 RFU (suhtelist fluorestsentsiihikut).

Arvutuste tegemiseks kasutati MS Excelit. qPCR masinast saadud Ct vairtuste pdhjal arvutati
keskmine Ct viirtus proovi kohta (vdhemalt kolme replikaadi keskmine). Enne seda leiti
replikaatide vaheline standardhilve, mille alusel eemaldati liiga suure korvalekaldega (p > 0,16)
tulemused. Seejérel leiti Ct-de vahed (ACt) Tc¢f4 praimeripaaride ja koduhoidja geenide (ActB,
Hprt, Gapdh) tulemuste vahel: ACt = Tcf4 geen - koduhoidja geen. Siis arvutati 227, et leida

Tcf4 geeni ekspressiooni tase proovides.

Viimaks vorreldi omavahel parema ja vasaku ajupoolkera ekspressiooni taset, et teha 1oplikud
jareldused. Selleks kasutati GraphPad Prism (versioon 9.0.1 (128)) rakendust. Toorandmeid
analiiiisiti Mann-Whitney testiga ja kui vasaku ajupoolkera tulemused oli iiheks kalibreeritud

teostati analiitis Wilcoxoni testiga.

2.2.4 TCF4 geeni ekspressiooni analiiiis inimese ajus qPCR-iga

TCF4 geeni ekspressiooni analiilis inimese ajukudedest parinevast materjalist oli metoodiliselt
sarnane peatiikis 2.2.3 kirjeldatuga. RNA eraldamiseks valiti vastavalt peaaju parema
ajupoolkera hipokampuse anterioorne ja posterioorne osa ning vasaku ajupoolkera
hipokampuse anterioorne ja posterioorne osa (Joonis 8). Hipokampus osutus valituks seetdttu,
et seal piirkonnas on teadaolevalt TCF4 ekspressiooni tase korgeim, mis tidheldatud peaajus

(Braun et al., 2020).
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Joonis 8. Uurimistoos kasutatud inimese aju hipokampuse ja frontaalsagara piirkonnad.
(Modifitseeritud Packham, 2015 artikli jargi.)

RNA eraldamine inimese ajust ja cDNA siintees saadud RNA-st toimus sarnaselt, nagu
mainitud peatiikkides 2.2.3.1 ja 2.2.3.2. qPCR puhul kasutati lisaks kolmele 2.2.3.3 peatiikis
mirgitud koduhoidja geenile veel lisaks TBP (ingl. TATA-box binding protein) geeni. Samuti
valiti vilja kaks voimalikult paljuid 7CF4 isovorme hdlmavat praimeripaari (7CF4_long ja
TCF4_tof). qPCR segu kogused arvutati iimber vastavalt kuue transkripti jaoks. Tulemuste

analiiiis toimus tépselt nagu hiire puhulgi, mis on vélja toodud peatiikis 2.2.3.4.

2.2.5 Hiirte ajuléikude immunohistokeemiline analiiiis

TCF4 lokalisatsiooni uurimiseks hiire vasaku ja parema ajupoolkera regioonidest kasutati
immunohistokeemilist analiilisi. Eksperimentides kasutati emastelt viiekuustelt hiirtelt
parinevaid ajuldike (tdpsemalt kirjeldatud peatiikis 2.2.1). Eelnevalt dissekteeritud ja
fikseeritud ajud, mida séilitati -80 °C juures, 16igati -20 °C juures 30 pm paksusteks 16ikudeks
kasutades kriiomikrotoomi (Leica CM1850-Cryostat) koos Leica madala profiiliga tihekordselt
kasutatavate teradega (DB8OLS, Leica) ja asetati 1xPBS-i (fosfaatpuhverdatud soolalahus, ingl.
phosphate buffered saline, 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na>HPOg4, 1,8 mM KH>POs,
0,01% NaNs, pH 7,4).
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Jargnevalt teostati koeldikude immunohistokeemia. Esialgu pesti ajuldigud 1x PBS-is 3 x 5 min
loksutil. Seejédrel hoiti 16ike 30 min 95 °C juures 50 mM naatriumtsitraadi puhvris (0,1%
Tween-20 (Naxo OU), 1x PBS, pH 6.0), et fiksaator eemaldada. Peale seda eemaldati puhver
ja permeabiliseeriti ajuldigud pannes need permeabiliseerimispuhvrisse (1x PBS, 0,3% Triton-
100% (Naxo OU)) ning inkubeeriti 30 min toatemperatuuril loksutil (jirgnevate etappide puhul
hoiti samuti 1dike alati loksutil). Aja moddudes puhver eemaldati ja Idikudele lisati
blokeerimispuhver (0,3 M gliitsiin (Applichem), 5% NGS (normaalse kodukitse seerum, ingl.
normal goat serum, (Abcam)), 1% BSA (veise seerum albumiin, ingl. Bovine serum albumin
(Sigma Aldrich)) kaheks tunniks, et ei toimuks mittespetsiifilist antikeha seondumist. Peale
bloki maha vOtmist lisati 1dikudele primaarse antikeha lahus (1x PBS, 1% BSA (Sigma
Aldrich), 0,1% Tween-20 (Naxo OU), 1:500 rabbit anti-TCF4 antikeha (Abcam Cat#
ab130014, RRID:N/A)) ja hoiti 4 °C juures 2 pdeva. Tehti ka negatiivne kontroll, mille puhul
primaarse antikeha lahuse asemel pandi ajuldigud 1x PBS-i. Kahe pdeva moddudes pesti
ajuldigud 1x PBS-is 3 x 10 min ja lisati sekundaarse antikeha lahus (1x PBS, 1% BSA (Sigma
Aldrich), 0,1% Tween-20 (Naxo OU), 1:500 goat anti-rabbit antikeha, (Alexa Fluor 488)
(Jackson ImmunoResearch Labs Cat#111-545-045, RRID:AB 2338049)) ajuldikudele.
Sekundaarse antikeha lahusega inkubatsioon toimus 2h pimedas. Seejérel pesti 16igud 1x PBS-
is 3 x 5 min. Rakutuumade nidgemiseks visualiseeriti DNA kasutades bisbensimiid H 33258
lahust (Hoechst 33258, Sigma Aldrich) lahjendusega 1:2500 1xPBS-is, mis pandi 1dikudele 5

minutiks peale ja pesti maha 1x PBS-ga 2 x 5 min.

Kui immunohistokeemia oli tehtud, siis asetati 18igud alusklaasile 0,5% zelatiinilahusesse
(steriilne vesi, zelantiin). Peale pandi sulundusvedelik (1 osa 1x PBS, 9 osa gliitseriin) ja kaeti

katteklaasiga, mille servad pitseeriti kuivamise valtimiseks kinni kiilinelakiga.

2.2.6 Mikroskoopimine ja pildistamine

Immunohisokeemilised preparaadid skaneeriti Leica Aperio VERSA 1.0.4.125-ga (10x
suurendus). Saadud kujutised analiitisiti ImageJ (versioon 1.53r) programmi kasutades
(Schneider, C. et al., 2012), mis mdotis TCF4 valgu ekspressiooni nii paremas kui ka vasakus

ajupoolkeras fluorestsentsi intensiivsuse alusel.
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2.3 Tulemused

2.3.1 Tcf4 ekspressiooni analiiiisi tulemused hiirel

Uheks uurimistdd eesmérgiks oli analiiiisida Tcf4 ekspressiooni taset hiire paremas ja vasakus
ajupoolkeras, et vilja selgitada, kas ja mil mééral erineb transkriptsioonifaktor TCF4 tase
erinevate ajupoolkerade vahel. Selle jaoks teostati qPCR analiiiis erinevatest hiire aju osadest,
kasutades kolme erinevat koduhoidja geeni (Gapdh, ActB, Hprt) ja Tcf4 geeni (Tcf4 ja Tcf4_tot)
peatiikis 2.2.3 kirjeldatud meetodite jargi. Proovid vdeti uuritavate hiirte paremast ja vasakust
ajupoolkerast, tdpsemalt parietaalsagarast, temporaalsagarast, frontaalsagarast ja

hipokampusest.

Frontaalsagar

Hiire frontaalsagara qPCR-i tulemusi analiilisides selgus, et 7cf4 tase Gapdh suhtes oli paremal
ajupoolkeral 0,050 £ 0,004 ja vasakul ajupoolkeral 0,048 + 0,004 (Joonis 13A). Tcf4 tot tase
Gapdh suhtes oli paremal ajupoolkeral 0,056 + 0,003 ja vasakul ajupoolkeral 0,053 £ 0,004
(Joonis 13D). Tcf4 tase ActB suhtes oli paremal ajupoolkeral 0,152 + 0,009 vasakul ajupoolkeral
0,167 + 0,015 (Joonis 13B). Tcf4 tot tase ActB suhtes oli paremal ajupoolkeral 0,172 + 0,010
ja vasakul ajupoolkeral 0,186 + 0,018 (Joonis 13E). Tcf4 tase Hprt suhtes oli paremal
ajupoolkeral 4,247 + 0,396 ja vasakul ajupoolkeral 5,275 + 0,447 (Joonis 13C). Tcf4 tot tase
Hprt suhtes oli paremal ajupoolkeral 4,874 + 0,559 ja vasakul ajupoolkeral 5,915 + 0,555
(Joonis 13F). Mann-Whitney testiga ei leitud iihtegi statistiliselt olulist erinevust 7cf4 ega

Tcf4_tot ekspressioonis parema ja vasaku ajupoolkera vahel (p > 0,05).

28



Tcf4

A Gapdh B ActB c Hprt
0.08- 0.25+ 8-
o
o . o
0.06 . 0204 o . I
¢ : s
- % = 0.154 = °
S o0a{ ° 3, g . Tet 9 4- e
N o N 0104 o N o *
- . °
0.02 0.05- 2
0.00 T T 0.00 T T 0 T T
Vasak Parem Vasak Parem Vasak Parem
Tcf4_tot
D E F
Gapdh ActB Hprt
0.10- 0.3 10
o
0084 o ° 8]
0.06 - 027 %— . 6 %% N
= 0.06- = 6
(7} o8 o 5 - (3}
<i ) eoe <.7 : <i
N 0.04 N o ~ 44 .
° 014 © ° o
L]
0.02- 2
0.00 0.0 0

1 1 1 1 I 1
Vasak Parem Vasak Parem Vasak Parem

Joonis 13. Hiire 7Tcf4 ekspressiooni tasemed parema ja vasaku ajupoolkera
frontaalsagaras vastavate koduhoidjate suhtes. Gapdh (A, D), ActB (B, E) ja Hprt (C, F).
Tcf4 ekspressiooni vordlemiseks parema ja vasaku ajupoolkera vahel arvutati gPCR-st saadud
ct véadrtuste pdhjal 2-2¢7, Joonisel on nédidatud iga hiire aju 227 tulemused vastava koduhoidja
suhtes (n = 8 hiirt), tulemuste keskmine ja SEM. Uhtegi statistiliselt olulist erinevust parema ja
vasaku ajupoolkera vahel ei leitud (p > 0,05).

Kui hiire vasaku ajupoolkera frontaalsagar vordsustati iihega, saadi jargnevad tulemused. 7cf4
tase Gapdh suhtes paremas ajupoolkeras moodustas ~109% Tcf4 tasemest vasakus ajupoolkeras
(Joonis 14A). Tcf4_tot tase Gapdh suhtes paremas ajupoolkeras moodustas ~110% 7cf4_tot
tasemest vasakus ajupoolkeras (Joonis 14E). Tcf4 tase ActB suhtes paremas ajupoolkeras
moodustas 102% 7cf4 tasemest vasakus ajupoolkeras (Joonis 14B). Tcf4_tot tase ActB suhtes
paremas ajupoolkeras moodustas ~102% Tcf4_tot tasemest vasakus ajupoolkeras (Joonis 14F).
Tcf4 tase Hprt suhtes paremas ajupoolkeras moodustas ~81% 7Tcf4 tasemest vasakus
ajupoolkeras (Joonis 14C). Tcf4 tot tase Hprt suhtes paremas ajupoolkeras moodustas ~82%
Tcf4_tot tasemest vasakus ajupoolkeras (Joonis 14G). Keskmiselt 7cf4 tase kdigi koduhoidjate
suhtes paremas ajupoolkeras moodustas ~97% Tcf4 tasemest vasakus ajupoolkeras (Joonis

14D). Tcf4 tot tase kdigi koduhoidjate suhtes paremas ajupoolkeras moodustas ~98% Tcf4_tot
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tasemest vasakus ajupoolkeras (Joonis 14H). Wilcoxoni testiga, mis tehti koigile joonisel 14

vélja toodud tulemustele, saadi statistiliselt olulised tulemused Hprt-ga — Tcf4 korral p = 0,016

ja Tcf4 tot korral p = 0,039, mis nditasid, 7cf4 on rohkem ekspresseerunud vasakul

ajupoolkeral. Teiste koduhoidjatega ei saadud iihtegi statistiliselt olulist tulemust (p > 0,05).
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Joonis 14. Hiire 7cf4 ekspressiooni tasemete erinevus ajupoolkerade frontaalsagarates
vastavate koduhoidjate suhtes, kui vasaku ajupoolkera tulemused vordsustati iihega.
Joonisel on proovide (n = 8 hiirt) keskmine vastava koduhoidja suhtes Gapdh (A, E), ActB (B,
F) ja Hprt (C, G), kui vasak pool on vordsustatud iihega ja vdetud on parema poole suhe
vasakusse. Lisaks on nédidatud kolme praimeri keskmised tulemused (D, H). Vélja on toodud
SEM piirid. Hprt-ga saadi statistiliselt olulised tulemused (* p < 0,05). Teiste koduhoidjatega

iihtegi statistiliselt olulist erinevust parema ja vasaku ajupoolkera vahel ei leitud (p > 0,05).
Samuti ei olnud nidha statistilist erinevust keskmiste tulemuste vahel.

Parietaalsagar

Esimesena analiiiisiti hiire parietaalsagara qPCR tulemusi. 7¢f4 tase Gapdh suhtes oli paremal

ajupoolkeral 0,050 = 0,003 SEM ja vasakul ajupoolkeral 0,053 + 0,004 (Joonis 9A). Tcf4_tot

tase Gapdh suhtes oli paremal ajupoolkeral 0,054 + 0,003 ja vasakul ajupoolkeral 0,060 + 0,005

(Joonis 9D). Tcf4 tase ActB suhtes oli paremal ajupoolkeral 0,155 + 0,009 vasakul ajupoolkeral

0,173 + 0,008 (Joonis 9B). Tcf4_tot tase ActB suhtes oli paremal ajupoolkeral 0,167 + 0,010 ja

vasakul ajupoolkeral 0,193 + 0,009 (Joonis 9E). Tcf4 tase Hprt suhtes oli paremal ajupoolkeral
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4,630 £ 0,453 ja vasakul ajupoolkeral 5,130 + 0,286 (Joonis 9C). Tcf4_tot tase Hprt suhtes oli
paremal ajupoolkeral 4,981 + 0,490 ja vasakul ajupoolkeral 5,660 + 0,327 (Joonis 9F). Mann-
Whitney testiga ei leitud iihtegi statistiliselt olulist erinevust 7cf4 ega Tcf4_tot ekspressioonis

parema ja vasaku ajupoolkera vahel (p > 0,05).
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Joonis 9. Hiire T7cf4 ekspressiooni tasemed parema ja vasaku ajupoolkera
parietaalsagaras vastavate koduhoidjate suhtes. Gapdh (A, D), ActB (B, E) ja Hprt (C, F).
Tcf4 ekspressiooni vordlemiseks parema ja vasaku ajupoolkera vahel arvutati gPCR-st saadud
ct vadrtuste pdhjal 2"2¢7, Joonisel on néidatud iga hiire aju 227 tulemused vastava koduhoidja
suhtes (n = 11 hiirt), tulemuste keskmine ja SEM. Uhtegi statistiliselt olulist erinevust parema
ja vasaku ajupoolkera vahel ei leitud (p > 0,05).

Kui hiire vasak ajupoolkera vordsustati lihega, saadi jargnevad tulemused. Tcf4 tase Gapdh
suhtes paremas ajupoolkeras moodustas ~99% Tcf4 tasemest vasakus ajupoolkeras (Joonis
10A). Tcf4_tot tase Gapdh suhtes paremas ajupoolkeras moodustas ~94% Tcf4_tot tasemest
vasakus ajupoolkeras (Joonis 10E). Tcf4 tase ActB suhtes paremas ajupoolkeras moodustas 91%
Tcf4 tasemest vasakus ajupoolkeras (Joonis 10B). Tcf4 tot tase ActB suhtes paremas
ajupoolkeras moodustas ~88% Tcf4 tot tasemest vasakus ajupoolkeras (Joonis 10F). Tcf4 tase

Hprt suhtes paremas ajupoolkeras moodustas ~92% Tcf4 tasemest vasakus ajupoolkeras (Joonis
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10C). Tcf4_tot tase Hprt suhtes paremas ajupoolkeras moodustas ~91% Tcf4_tot tasemest
vasakus ajupoolkeras (Joonis 10G). Keskmiselt 7cf4 tase kdigi koduhoidjate suhtes paremas
ajupoolkeras moodustas ~94% Tcf4 tasemest vasakus ajupoolkeras (Joonis 10D). Tcf4_tot tase
koigi koduhoidjate suhtes paremas ajupoolkeras moodustas ~91% 7Tcf4_tot tasemest vasakus

ajupoolkeras (Joonis 10H). Ka Wilcoxoni testiga, mis tehti kdigile joonisel 10 vilja toodud

tulemustele, ei saadud iihtegi statistiliselt olulist tulemust (p > 0,05).
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Joonis 10. Hiire 7cf4 ekspressiooni tasemete erinevus ajupoolkerade parietaalsagarates
vastavate koduhoidjate suhtes, kui vasaku ajupoolkera tulemused vordsustati iihega.
Joonisel on proovide (n = 11 hiirt) keskmine vastava koduhoidja suhtes Gapdh (A, E), ActB (B,
F) ja Hprt (C, G), kui vasak pool on vordsustatud iihega ja vdetud on parema poole suhe
vasakusse. Lisaks on nédidatud kolme praimeri keskmised tulemused (D, H). Vélja on toodud

SEM piirid. Uhtegi statistiliselt olulist erinevust parema ja vasaku ajupoolkera vahel ei leitud
(p > 0,05).

Temporaalsagar

Jargmisena analiilisiti hiire temporaalsagara qPCR tulemusi. 7¢f4 tase Gapdh suhtes oli paremal
ajupoolkeral 0,054 + 0,004 ja vasakul ajupoolkeral 0,067 + 0,004 (Joonis 11A). Tcf4 tot tase
Gapdh suhtes oli paremal ajupoolkeral 0,060 + 0,004 ja vasakul ajupoolkeral 0,073 £ 0,004
(Joonis 11D). Tcf4 tase ActB suhtes oli paremal ajupoolkeral 0,156 + 0,012 vasakul ajupoolkeral
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0,164 + 0,011 (Joonis 11B). Tcf4 tot tase ActB suhtes oli paremal ajupoolkeral 0,173 + 0,011
ja vasakul ajupoolkeral 0,181 + 0,014 (Joonis 11E). Tcf4 tase Hprt suhtes oli paremal
ajupoolkeral 5,041 £+ 0,801 ja vasakul ajupoolkeral 5,587 + 0.862 (Joonis 11C). Tcf4 tot tase
Hprt suhtes oli paremal ajupoolkeral 5,465 + 0,744 ja vasakul ajupoolkeral 6,170 + 0,976
(Joonis 11F). Nagu ka teiste uuritud sagarate puhul ei leitud Mann-Whitney testiga {ihtegi
statistiliselt olulist erinevust

Tcf4 ega Tcf4 tot ekspressioonis parema ja vasaku

temporaalsagara vahel (p > 0,05).
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Joonis 11. Hiire 7Tcf4 ekspressiooni tasemed parema ja vasaku ajupoolkera
temporaalsagaras vastavate koduhoidjate suhtes. Gapdh (A, D), ActB (B, E) ja Hprt (C, F).
Tcf4 ekspressiooni vordlemiseks parema ja vasaku ajupoolkera vahel arvutati qPCR-st saadud
ct véadrtuste pdhjal 2"2¢7, Joonisel on nédidatud iga hiire aju 227 tulemused vastava koduhoidja
suhtes (n = 7), tulemuste keskmine ja SEM. Uhtegi statistiliselt olulist erinevust parema ja
vasaku ajupoolkera vahel ei leitud (p > 0,05).

Kui hiire vasak ajupoolkera vordsustati lihega, saadi jargnevad tulemused. Tcf4 tase Gapdh
suhtes paremas ajupoolkeras moodustas ~82% 7cf4 tasemest vasakus ajupoolkeras (Joonis

12A). Tcf4_tot tase Gapdh suhtes paremas ajupoolkeras moodustas ~84% Tcf4_tot tasemest
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vasakus ajupoolkeras (Joonis 12E). 7cf4 tase ActB suhtes paremas ajupoolkeras moodustas
~99,5% Tcf4 tasemest vasakus ajupoolkeras (Joonis 12B). Tcf4_tot tase ActB suhtes paremas
ajupoolkeras moodustas ~101% Tcf4_tot tasemest vasakus ajupoolkeras (Joonis 12F). Tcf4 tase
Hprt suhtes paremas ajupoolkeras moodustas ~95% Tcf4 tasemest vasakus ajupoolkeras (Joonis
12C). Tcf4_tot tase Hprt suhtes paremas ajupoolkeras moodustas ~98% Tcf4 tot tasemest
vasakus ajupoolkeras (Joonis 12G). Keskmiselt 7cf4 tase kdigi koduhoidjate suhtes paremas
ajupoolkeras moodustas ~92% Tcf4 tasemest vasakus ajupoolkeras (Joonis 12D). Tcf4_tot tase
kodigi koduhoidjate suhtes paremas ajupoolkeras moodustas ~94% Tcf4_tot tasemest vasakus
ajupoolkeras (Joonis 12H). Wilcoxoni testiga, mis tehti kdigile joonisel 12 vélja toodud
tulemustele, saadi statistiliselt olulised tulemused Gapdh-ga — Tcf4 korral p = 0,047 ja Tcf4_tot
korral p = 0,031, mis nditasid, 7cf4 on rohkem ekspresseerunud vasakul ajupoolkeral. Samas

teiste koduhoidjatega ei saadud iihtegi statistiliselt olulist tulemust (p > 0,05).
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Joonis 12. Hiire 7cf4 ekspressiooni tasemete erinevus ajupoolkerade temporaalsagarates
vastavate koduhoidjate suhtes, kui vasaku ajupoolkera tulemused vordsustati iihega.
Joonisel on proovide (n = 7) keskmine vastava koduhoidja suhtes Gapdh (A, E), ActB (B, F) ja
Hprt (C, G), kui vasak pool on vordsustatud {ihega ja vdetud on parema poole suhe vasakusse.
Lisaks on ndidatud kolme praimeri keskmised tulemused (D, H). Vilja on toodud SEM piirid.
Gapdh-ga saadi statistiliselt olulised tulemused (* p < 0,05). Teiste koduhoidjatega {ihtegi

statistiliselt olulist erinevust parema ja vasaku ajupoolkera vahel ei leitud (p > 0,05). Samuti ei
olnud niha statistilist erinevust keskmiste tulemuste vahel.

34



Hipokampus

Hiire hipokampuse qPCR-i tulemusi analiiiisides selgus, et 7cf4 tase Gapdh suhtes oli paremal
ajupoolkeral 0,080 £ 0,005 ja vasakul ajupoolkeral 0,086 + 0,003 (Joonis 15A). Tcf4 tot tase
Gapdh suhtes oli paremal ajupoolkeral 0,082 + 0,004 ja vasakul ajupoolkeral 0,090 £+ 0,004
(Joonis 15D). Tcf4 tase ActB suhtes oli paremal ajupoolkeral 0,225 + 0,019 vasakul ajupoolkeral
0,238 + 0,018 (Joonis 15B). Tcf4 tot tase ActB suhtes oli paremal ajupoolkeral 0,234 + 0,021
ja vasakul ajupoolkeral 0,250 + 0,021 (Joonis 15E). Tcf4 tase Hprt suhtes oli paremal
ajupoolkeral 12,379 + 1,203 ja vasakul ajupoolkeral 14,148 + 1,164 (Joonis 15C). Tcf4_tot tase
Hprt suhtes oli paremal ajupoolkeral 12,986 + 1,484 ja vasakul ajupoolkeral 14,830 + 1,363
(Joonis 15F). Mann-Whitney testiga ei leitud iihtegi statistiliselt olulist erinevust 7cf4 ega

Tcf4_tot ekspressioonis parema ja vasaku ajupoolkera vahel (p > 0,05).
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Joonis 15. Hiire Tcf4 ekspressiooni tasemed parema ja vasaku ajupoolkera hipokampuses
vastavate koduhoidjate suhtes. Gapdh (A, D), ActB (B, E) ja Hprt (C, F). Tcf4 ekspressiooni
vordlemiseks parema ja vasaku ajupoolkera vahel arvutati qPCR-st saadud ct viirtuste pohjal
2-ACT Joonisel on niidatud iga hiire aju 2"2¢7 tulemused vastava koduhoidja suhtes (n = 11),
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tulemuste keskmine ja SEM. Uhtegi statistiliselt olulist erinevust parema ja vasaku ajupoolkera
vahel ei leitud (p > 0,05).

Kui hiire vasak ajupoolkera vordsustati lihega, saadi jargnevad tulemused. Tcf4 tase Gapdh
suhtes paremas ajupoolkeras moodustas ~92% Tcf4 tasemest vasakus ajupoolkeras (Joonis
16A). Tcf4_tot tase Gapdh suhtes paremas ajupoolkeras moodustas ~92% Tcf4_tot tasemest
vasakus ajupoolkeras (Joonis 16E). Tcf4 tase ActB suhtes paremas ajupoolkeras moodustas
~95% Tcf4 tasemest vasakus ajupoolkeras (Joonis 16B). Tcf4_tot tase ActB suhtes paremas
ajupoolkeras moodustas ~96% Tcf4 tot tasemest vasakus ajupoolkeras (Joonis 16F). Tcf4 tase
Hprt suhtes paremas ajupoolkeras moodustas ~92% Tcf4 tasemest vasakus ajupoolkeras (Joonis
16C). Tcf4_tot tase Hprt suhtes paremas ajupoolkeras moodustas ~94% Tcf4_tot tasemest
vasakus ajupoolkeras (Joonis 16G). Keskmiselt 7cf4 tase kdigi koduhoidjate suhtes paremas
ajupoolkeras moodustas ~93% Tcf4 tasemest vasakus ajupoolkeras (Joonis 16D). Tcf4_tot tase
kodigi koduhoidjate suhtes paremas ajupoolkeras moodustas ~94% Tcf4_tot tasemest vasakus
ajupoolkeras (Joonis 16H). Ka Wilcoxoni testiga, mis tehti kdigile joonisel 15 vilja toodud

tulemustele, ei saadud iihtegi statistiliselt olulist tulemust (p > 0,05).
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Joonis 16. Hiire 7cf4 ekspressiooni tasemete erinevus ajupoolkerade hipokampustes
vastavate koduhoidjate suhtes, kui vasaku ajupoolkera tulemused vordsustati iihega.
Joonisel on proovide (n = 11) keskmine vastava koduhoidja suhtes Gapdh (A, E), ActB (B, F)
ja Hprt (C, G), kui vasak pool on vordsustatud ithega ja vdetud on parema poole suhe vasakusse.
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Lisaks on néidatud kolme praimeri keskmised tulemused (D, H). Vilja on toodud SEM piirid.
Uhtegi statistiliselt olulist erinevust parema ja vasaku ajupoolkera vahel ei leitud (p > 0,05).

Kirjeldavas tabelis 3 on iilevaatlikult ndha hiirte qPCR tulemuste jaotumine 7¢f4 ekspressiooni

alusel.

Tabel 3. Kirjeldav tabel qPCR tulemustest hiirel.

Paremal Vasakul Paremal Vasakul
Vasakul kérgem Vasakul kérgem kérgem korgem
kérgem Tcf4 Tcf4 korgem Tcf4 Tcf4_tot Tcf4_tot Tcf4_tot
ekspressioon |ekspressioon| ekspressioon | ekspressioon | ekspressioon| ekspressioon
Ajupiirkond n Koduhoidja (n) (n) koigist (%) (n) (n) koigist (%)
Gapdh 1 7 12,5 2 6 25
Frontaalsagar ActB 3 5 37,5 3 5 37,5
(hiir) 8 Hprt* - - 50 4 4 50
Gapdh 8 3 73 8 3 73
Parietaalsagar ActB 7 4 64 8 3 73
(hiir) 11 Hprt 6 5 55 5 6 45
Gapdh* 6 1 86 6 1 86
Temporaalsagar ActB 3 4 43 4 3 57
(hiir) 7 Hprt - 3 57 3 4 43
Gapdh 8 3 73 6 5 55
Hipokampus ActB 9 2 82 8 3 73
(hiir) 11 Hprt 9 2 82 8 3 73

Tabel néitab katseloomade (hiirte) arvu igas uuritud ajupiirkonnas ja toob vélja, kui suure
osakaalu moodustavad hiired, kellel oli 7¢f4 tase kdrgem vasakus ajupoolkeras. Tarniga on
tahistatud koduhoidjad, mille puhul esines statistiliselt oluline erinevus parema ja vasaku
ajupoolkera 7cf4 ekspressioonis.

2.3.2 TCF4 ekspressiooni analiiiisi tulemused inimesel

Lisaks hiirele moddeti ka inimesel TCF4 suhtelist mRNA ekspressiooni paremas ja vasakus
ajupoolkeras, et teada saada, kas ja mil médral erineb transkriptsioonifaktor TCF4 tase erinevate
ajupoolkerade piirkondade (frontaalsagar, hipokampus) vahel. qPCR analiiiisil kasutati nelja
erinevat koduhoidja geeni (GAPDH, ACTB, HPRT, TBP) ja kahte erinevat TCF4 geeni
praimeripaari (TCF4_long, TCF4_tot) peatiikis 2.2.3 ja 2.2.4 kirjeldatud meetodite jérgi.

Frontaalsagar

Tartu Ulikooli fiisioloogia osakonnas olid juba varasemast olemas qPCRi andmed
frontaalsagarast, mida ei olnud siiani pohjalikult analiiiisitud ega publitseeritud. Nende andmete
saamiseks kasutati 7CF4_tot praimeripaari ning nelja koduhoidjat GAPDH, ACTB, HPRT ja
TBP. Selle uurimisto raames tehti nendele qPCRi andmetele pohjalik statistiline analiiiis.
Toorandmetel kasutati Mann-Whitney testi, iiheks kalibreeritud tulemuste korral Wilcoxoni
testi, et leida, kas parema ja vasaku ajupoolkera tulemuste vahel esineb statistiliselt olulist

erinevust.
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qPCR tulemuste analiiiisil leiti, et TCF4_tot tase GAPDH suhtes oli paremal ajupoolkeral 0,108
+ 0,008 ja vasakul ajupoolkeral 0,110 + 0,008 (Joonis 17A). TCF4_tot tase ACTB suhtes oli
paremal ajupoolkeral 0,736 + 0,108 ja vasakul ajupoolkeral 0,923 + 0,151 (Joonis 17B).
TCF4_tot tase HPRT suhtes oli paremal ajupoolkeral 7,925 + 0,418 ja vasakul ajupoolkeral
8,237 + 0,324 (Joonis 17C). TCF4_tot tase TBP suhtes oli paremal ajupoolkeral 20,228 + 1,461
ja vasakul ajupoolkeral 21,692 + 1,516 (Joonis 17D). Mann-Whitney testiga ei selgunud iihtegi
statistiliselt olulist erinevust TCF4_tot ekspressioonis parema ja vasaku ajupoolkera vahel (p >

0,05).

Kui inimese vasaku frontaalsagara tulemused vordsustati iihega, saadi jargnevad tulemused.
TCF4 _tot tase GAPDH suhtes paremas ajupoolkeras moodustas ~99% TCF4 tot tasemest
vasakus ajupoolkeras (Joonis 17E). TCF4 tot tase ACTB suhtes paremas ajupoolkeras
moodustas ~90% Tcf4_tot tasemest vasakus ajupoolkeras (Joonis 17F). TCF4_tot tase HPRT
suhtes paremas ajupoolkeras moodustas ~96% TCF4_tot tasemest vasakus ajupoolkeras (Joonis
17G). TCF4_tot tase TBP suhtes paremas ajupoolkeras moodustas ~94% TCF4_tot tasemest
vasakus ajupoolkeras (Joonis 17H). TFC4_tot tase koigi koduhoidjate suhtes paremas
ajupoolkeras moodustas ~94% TCF4_tot tasemest vasakus ajupoolkeras. Wilcoxoni testiga,
mis tehti koigile joonisel 17 (E-H) vélja toodud tulemustele, ei saadud tihtegi statistiliselt olulist

tulemust (p > 0,05).
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Joonis 17. Inimese 7CF4 ekspressiooni tasemed parema ja vasaku ajupoolkera
frontaalsagaras vastavate koduhoidjate suhtes ja ekspressiooni tasemete erinevus, kui
vasaku ajupoolkera tulemused vordsustati ithega. GAPDH (A, E,n=17), ACTB (B, F,n=
19) ja HPRT (C, G, n=19), TBP (D, H, n = 18). TCF4 ekspressiooni vordlemiseks parema ja
vasaku ajupoolkera vahel arvutati qPCR-st saadud ct védrtuste pdhjal 27 (A-D). Seejirel
vordsustati vasaku ajupoolkera tulemused iihega ja voeti parema poole suhe vasakusse (E-H).
Joonisel on ndidatud iga inimese aju tulemused vastava koduhoidja suhtes, tulemuste keskmine

ja SEM. Uhtegi statistiliselt olulist erinevust parema ja vasaku ajupoolkera vahel ei leitud (p >
0,05).

Hipokampus

Inimese hipokampuse qPCR oli teostatud alguses 10puni selle uurimist66 raames. Tulemusi
analiiiisides selgus, et TCF4 _long tase GAPDH suhtes oli paremal anterioorsel hipokampusel
0,055 £+ 0,007, vasakul anterioorsel 0,069 = 0,010 (Joonis 18A) ja paremal posterioorsel
hipokampusel 0,079 + 0,012, vasakul posterioorsel 0,087 + 0,007 (Joonis 18E). TCF4_tot tase
GAPDH suhtes oli paremal anterioorsel hipokampusel 0,071 + 0,008, vasakul anterioorsel
0,078 + 0,125 (Joonis 18I) ja paremal posterioorsel hipokampusel 0,090 + 0,009, vasakul
posterioorsel 0,095 + 0,125 (Joonis 18M). TCF4_long tase ACTB suhtes oli paremal
anterioorsel hipokampusel 0,210 £+ 0,029, vasakul anterioosel 0,317 + 0,072 (Joonis 18B) ja
paremal posterioorsel hipokampusel 0,291 + 0,062, vasakul posterioorsel 0,364 + 0,056 (Joonis
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18F). TCF4_tot tase ACTB suhtes oli paremal anterioorsel hipokampusel 0,265 = 0,036, vasakul
anterioorsel 0,864 + 0,148 (Joonis 18]) ja paremal posterioorsel hipokampusel 0,321 £ 0,054,
vasakul posterioorsel 0,848 + 0,134 (Joonis 18N). TCF4 long tase HPRT suhtes oli paremal
anterioorsel hipokampusel 5,366 + 0,721, vasakul anterioorsel 6,866 + 1,871 (Joonis 18C) ja
paremal posterioorsel hipokampusel 9,326 + 2,433, vasakul posterioorsel 8,596 + 1,566 (Joonis
18G). TCF4_tot tase HPRT suhtes oli paremal anterioorsel hipokampusel 6,646 + 0,593 ja
vasakul anterioorsel 7,285 = 1,385 (Joonis 18K) ja parem posterioorsel hipokampusel 10,082 +
2,193, vasakul posterioorsel 9,208 = 1,173 (Joonis 180). TCF4_long tase TBP suhtes paremal
anterioorsel hipokampusel 19,515 + 3,632 vasakul anterioorsel 21,945 + 3,337 (Joonis 18D) ja
paremal posterioorsel hipokampusel 27,688 + 3,438 ja vasakul posterioorsel 26,877 + 3,327
(Joonis 18H). TCF4_tot tase TBP suhtes oli paremal anterioorsel hipokampusel 25,174 + 4,593,
vasakul anterioorsel 26,266 + 2,627 (Joonis 18L) ja paremal posterioorsel hipokampusel 32,614
+ 1,418, vasakul posterioorsel 30,959 + 3,507 (Joonis 18P). Mann-Whitney testiga ei leitud
iihtegi statistiliselt olulist erinevust 7TCF4_long ega TCF4_tot ekspressioonis parema ja vasaku

ajupoolkera vahel (p > 0,05).
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Joonis 18. Inimese 7CF4 ekspressiooni tasemed parema ja vasaku ajupoolkera
anterioorsetes ja posterioorsetes hipokampustes vastavate koduhoidjate suhtes. GAPDH
(A, E, I, M), ACTB (B, F, J, N), HPRT (C, G, K, O) ja TBP (D, H, L, P). TCF4 ekspressiooni
vordlemiseks parema ja vasaku ajupoolkera vahel arvutati qPCR-st saadud ct vdirtuste pohjal
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22T Joonisel on ndidatud iga inimese aju 247 tulemused vastava koduhoidja suhtes (n = 7,
TBP puhul n = 5), tulemuste keskmine ja SEM. Uhtegi statistiliselt olulist erinevust parema ja
vasaku ajupoolkera vahel ei leitud (p > 0,05).

Kui inimese vasaku ajupoolkera hipokampuse tulemused vordsustati iithega, saadi jargnevad
tulemused. TCF4 long tase GAPDH suhtes paremas anterioorses hipokampuses moodustas
~92% TCF4_long tasemest vasakus anterioorses hipokampuses (Joonis 19A). TCF4_long tase
GAPDH suhtes paremas posterioorses hipokampuses moodustas ~90% TCF4 long tasemest
vasakus posterioorses hipokampuses (Joonis 19E). TCF4 tot tase GAPDH suhtes paremas
anterioorses hipokampuses moodustas ~93% TCF4 tot tasemest vasakus anterioorses
hipokampuses (Joonis 191). TCF4 tot tase GAPDH suhtes paremas posterioorses
hipokampuses moodustas ~97% TCF4 tot tasemest vasakus posterioorses hipokampuses
(Joonis 19M). TCF4 long tase ACTB suhtes paremas anterioorses hipokampuses moodustas
~86% TCF4_long tasemest vasakus anterioorses hipokampuses (Joonis 19B). TCF4_long tase
ACTB suhtes paremas posterioorses hipokampuses moodustas ~83% TCF4 long tasemest
vasakus posterioorses hipokampuses (Joonis 19F). TFC4_tot tase ACTB suhtes paremas
anterioorses hipokampuses moodustas ~86% TCF4 tot tasemest vasakus anterioorses
hipokampuses (Joonis 19J). TFC4_tot tase ACTB suhtes paremas posterioorses hipokampuses
moodustas ~85% TCF4_tot tasemest vasakus posterioorses hipokampuses (Joonis 19N).
TCF4 long tase HPRT suhtes paremas anterioorses hipokampuses moodustas ~108%
TCF4_long tasemest vasakus anterioorses hipokampuses (Joonis 19C). TCF4_long tase HPRT
suhtes paremas posterioorses hipokampuses moodustas ~99,8% TCF4 long tasemest vasakus
posterioorses hipokampuses (Joonis 19G). TCF4_tot tase HPRT suhtes paremas anterioorses
hipokampuses moodustas ~109% TCF4_tot tasemest vasakus anterioorses hipokampuses
(Joonis 19K). TCF4 tot tase HPRT suhtes paremas posterioorses hipokampuses moodustas
~105% TCF4_tot tasemest vasakus posterioorses hipokampuses (Joonis 190). TCF4 long tase
TBP suhtes paremas anterioorses hipokampuses moodustas ~91% TCF4_long tasemest vasakus
anterioorses hipokampuses (Joonis 19D). TCF4_long tase TBP suhtes paremas posterioorses
hipokampuses moodustas ~107% TCF4 long tasemest vasakus posterioorses hipokampuses
(Joonis 19H). TCF4_tot tase TBP suhtes paremas anterioorses hipokampuses moodustas ~94%
TCF4_tot tasemest vasakus anterioorses hipokampuses (Joonis 19L). TCF4_tot tase TBP suhtes
paremas posterioorses hipokampuses moodustas ~111% 7TCF4 tot tasemest vasakus
posterioorses hipokampuses (Joonis 19P). Keskmiselt 7CF4 long tase kdigi koduhoidjate
suhtes paremas anterioorses hipokampuses moodustas ~99% TCF4 long tasemest vasakus
anterioorses hipokampuses (Joonis 20A). Keskmiselt 7CF4 long tase koigi koduhoidjate

suhtes paremas posterioorses hipokampuses moodustas ~99% TCF4 long tasemest vasakus
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posterioorses hipokampuses (Joonis 20B). TCF4_tot tase kdigi koduhoidjate suhtes paremas
anterioorses hipokampuses moodustas ~99% TFC4 tot tasemest vasakus anterioorses
hipokampuses (Joonis 20C). TCF4_tot tase kdigi koduhoidjate suhtes paremas posterioorses
hipokampuses moodustas ~103% TFC4_tot tasemest vasakus posterioorses hipokampuses
(Joonis 20D). Ka Wilcoxoni testiga, mis tehti kdigile joonistel 19 ja 20 vilja toodud

tulemustele, ei saadud iihtegi statistiliselt olulist tulemust (p > 0,05).
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Joonis 19. Inimese TCF4 ekspressiooni taseme erinevus ajupoolkerade anterioorsetes ja
posterioorsetes hipokampustes vastavate koduhoidjate suhtes, kui vasaku ajupoolkera
tulemused vordsustati ithega. Joonisel on proovide (n =7, TBP puhul n = 5) keskmine vastava
koduhoidja suhtes GAPDH (A, E, I, M), ACTB (B, F, J, N), HPRT (C, G, K, O) ja TBP (D, H,
L, P), kui vasak pool on vordsustatud iihega ja voetud on parema poole suhe vasakusse. A —
anterioorne, P — posterioorne osa hipokampusest. Vilja on toodud SEM piirid. Uhtegi



statistiliselt olulist erinevust parema ja vasaku ajupoolkera TCF4 ekspressiooni vahel ei leitud
(p > 0,05).
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Joonis 20. Inimese 7TCF4 ekspressiooni keskmine taseme erinevus ajupoolkerade
anterioorsetes ja posterioorsetes hipokampustes vastavate koduhoidjate suhtes, kui
vasaku ajupoolkera tulemused vordsustati iihega. Joonisel on ndidatud nelja praimeri
(GAPDH, ACTB, HPRT, TBP) keskmine tulemus 7CF4 long (A,B) ja TCF4_tot (C, D) puhul,
kui vasak pool on vordsustatud iihega ja vdetud on parema poole suhe vasakusse. A —
anterioorne, P — posterioorne osa hipokampusest. Vilja on toodud SEM piirid. Uhtegi
statistiliselt olulist erinevust parema ja vasaku ajupoolkera vahel ei leitud (p > 0,05).

Kirjeldavas tabelis 4 on néha arvuliselt katseisikute jaotumine 7CF'4 ekspressiooni alusel, mis

annab ehk parema iilevaate QPCR-i tulemustest inimesel.
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Tabel 4. Kirjeldav tabel qPCR tulemustest inimesel.

Vasakul Paremal Vasakul Vasakul Paremal Vasakul
kérgem kérgem kérgem kérgem kérgem kéorgem
TCF4_long | TCF4_long | TCF4_long TCF4_tot TCF4_tot TCF4_tot
ekspressioon |ekspressioon| ekspressioon | ekspressioon | ekspressioon| ekspressioon
Ajupiirkond n Koduhoidja (n) (n) kéigist (%) (m) (n) koigist (%)
17 GAPDH |N/A N/A N/A 8 9 47
19 ACTB N/A N/A N/A 13 6 68
Frontaalsagar 19 HPRT [N/A N/A N/A 14 5 74
(inimene) 18 TBP N/A N/A N/A 11 7 61
GAPDH 3 4 43 3 - 43
Anterioorne ACTB 4 3 57 4 3 57
hipokampus 7 HPRT 3 4 43 3 B 43
(inimene) |(7BP- 5) TBP 3 2 60 2 3 40
GAPDH = 3 57 4 3 57
Posterioorne ACTB 5 2 71 4 3 57
hipokampus 7 HPRT 3 4 43 3 B 43
(inimene)  [(7BP - 5) TBP 1 4 20 2 3 40

Tabel néitab indiviidide (inimeste) arvu igas uuritud ajupiirkonnas ja toob vilja, kui suure
osakaalu moodustavad indiviidid, kellel oli 7CF4 tase kdrgem vasakus ajupoolkeras.

2.3.3 Hiire immunohistokeemilise analiiiisi tulemused

Antud t66s hinnati ka transkriptsioonifaktor TCF4 lokalisatsiooni ja ekspressiooni ajuldikudel
immunohistokeemilise analiiiisiga. Selleks tehti viie hiirega immunohistokeemia peatiikis 2.2.5
ja 2.2.6 kirjeldatud meetodite jérgi. Preparaadid skaneeriti ja kujutisi analiiiisiti Imagel
(versioon 1.53r) programmis (Schneider, C. et al., 2012). Mdddeti, kui palju oli TCF4 valk
ekspresseerunud nii paremas kui ka vasakus hiire hipokampuses. Hipokampus valiti, kuna seal
oli TCF4 fluorestsents kdige intensiivsem ehk seal on TCF4 valku kodige rohkem. Tépsemate
tulemuste saamiseks jagati hiirte hipokampus kolmeks osaks: CA1 (ammoni sarv 1, lad. Cornu
ammonis 1), CA2/ CA3 ja hammaskdir (Joonis 21). Vorreldi vasakut hipokampuse poolt
paremaga ja siis koiki kolme iihe hipokampuse poole osa vastavate teise poole osadega.
Skaneeritud kujutisi analiilisides ei olnud néha erinevust TCF4 fluorestsentsi intensiivsuses
parema ja vasaku ajupoolkera hipokampuse vahel. Samas selgus, et TCF4 on kdige rohkem
ekspresseerunud CA1 piirkonnas, millele jairgnevad CA2 ja CA3 piirkonnad. Kdige vihem on
TCF4 ekspresseerunud hammaskidérus. Katse spetsiifilisuse tdestamiseks oli ndha, et TCF4

paikneb transkriptsioonifaktorile kohaselt rakutuumas.
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Tuumad

TCF4 + tuumad

Joonis 21. Immunohistokeemiline vérving hiire ajuldikudel. (A) TCF4 (roheline)
lokaliseerub raku tuumades erinevates hipokampuse osades. Kollasega on maérgitud osad,
milleks hipokampus oli jaotatud, et hinnata tdpsemalt TCF4 ekspressiooni: 1 - kdik
hipokampuse piirkonnad (CA1-3 + hammaskédr), 2 - CA1, 3 - hammaskair, 4 - CA2/ CA3.
Silmandhtavalt {ihtegi erinevust parema ja vasaku ajupoolkera hipokampuse TCF4
ekspressiooni vahel ei esinenud. (B) Rakutuumade (DNA) visualiseerimiseks kasutati
bisbensimiid H 33258 (sinine). (C) TCF4 ja rakutuumad koos.

Peale ajuldikude analiiiisimist ImageJ (versioon 1.53r) programmis (Schneider, C. et al., 2012)
vorreldi TCF4 ekspressiooni tasemete erinevusi poolkerade vahel vordsustades vasaku
ajupoolkera hipokampuse TCF4 ekspressioon iihega (Joonis 22). Seejérel arvutati keskmine +
standardviga (SEM) ja tehti analiilis Wilcoxoni testiga. Selgus, et tervet hipokampust vaadates
moodustas parema ajupoolkera hipokampuse TCF4 ekspressioon ~97% vasaku ajupoolkera

hipokampuse TCF4 ekspressioonist (Joonis 22A). CA1 puhul moodustas parema ajupoolkera
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hipokampuse TCF4 ekspressioon ~99% vasaku ajupoolkera hipokampuse TCF4
ekspressioonist (Joonis 22B). Parema hammaskdiru TCF4 ekspressioon moodustas ~99%
vasaku hammaskiiru TCF4 ekspressioonist (Joonis 22C). Parema ajupoolkera CA2/ CA3
piitkonna TCF4 ekspressioon moodustas ~92% vasaku CA2/ CA3 piirkonna TCF4
ekspressioonist (Joonis 22D). Wilcoxoni testiga ei leitud iihtegi statistiliselt olulist erinevust

parema ja vasaku ajupoolkera hipokampuse TCF4 ekspressiooni vahel (p > 0,05).
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Joonis 22. TCF4 ekspressiooni taseme erinevus hipokampuse erinevates piirkondades, kui
vasaku ajupoolkera tulemused vordsustati iihega. Iga hiire (n = 5) hipokampusest valiti 3
16iku ja arvutati nende 16ikude keskmine TCF4 ekspressioon. Seejérel vordsustati vasak pool
ithega ning arvutati parema ajupoolkera suhe vasakusse, mis on joonisel kujutatud musta tépina.
Leiti ka koigi hiirte keskmine TCF4 ekspressiooni suhe parema ja vasaku ajupoolkera
hipokampuse vahel ja standardviga (SEM).
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ARUTELU

Koduhiire (lad. Mus musculus) aju on umbes 1000 korda vdiksem inimese ajust nii pindala kui
ka neuronite arvu poolest (Herculano-Houzel, et al., 2006; Hodge et al., 2019). Sellest
hoolimata on hiire genoom 90% ulatuses identne inimese omaga, mis teeb hiirest hea
mudelorganismi (Mouse Genome Sequencing Consortium, 2002). Samuti on leitud, et hiirel ja
inimesel on aju teatud maddral sarnaselt lateraliseeritud, nditeks mdlemal vastutab ruumilise

Oppimise eest parem ajupoolkera (Grabrucker et al., 2018).

Antud uurimist66 raames ei ndhtud suuri erinevusi inimese ja hiire qPCR analiiiisi tulemustes,
mis toestab, et hiir on hea mudelorganism transkriptsioonifaktor TCF4 uurimiseks. Hiire gPCR
tulemusi analiiiisides selgus, et frontaalsagaras on statistiliselt oluline erinevus parema ja
vasaku ajupoolkera 7cf4 ekspressioonis Hprt geeni koduhoidjana kasutades. Sarnast tulemust
ei olnud niha qPCR analiiiisis inimese frontaalsagaraga. Samas varasemalt Tartu Ulikooli
fiisioloogia osakonnas ldbiviidud katsed inimese frontaalsagaraga néitasid statistiliselt olulist
erinevust 7CF4 ekspressioonis parema ja vasaku ajupoolkera vahel (peatiikk 1.5, Joonis 4).
Seega vdib kdesolevas uurimistdds erinevus inimese ja hiire tulemuste vahel olla pdhjustatud

monest vilisest faktorist, mille iile edaspidi ka antud peatiikis arutletakse.

Nii hiire kui ka inimese hipokampuse puhul ei olnud ndha statistiliselt olulist erinevust parema
ja vasaku ajupookera TCF4/ Tcf4 ekspressioonis. Samas hiirel oli néha statistiliselt oluline
erinevus parema ja vasaku ajupoolkera 7cf4 ekspressioonis temporaalsagaras kasutades Gapdh
geeni koduhoidjana. Sellised statistiliselt olulist ekspressiooni erinevust nditavad andmed
viitavad, et TCF4/ Tcf4 voiks olla ajus lateraliseeritud. Lisaks on koigi statistiliselt erinevate
tulemuste puhul ndha vasakus ajupoolkeras kdrgemat TCF4/ Tcf4 ekspressiooni kui paremas
ajupoolkeras, mis ldheb kokku varasemalt kirjanduses mainituga (Gogliettino, 2017; Kennedy
etal.,2016). Antud uurimistdds saadud tulemuste pdhjal ei ole siiski voimalik 16plikke jareldusi

transkriptsioonifaktor TCF4 lateraliseerituse kohta teha.

Uheks probleemiks antud uurimistéds vdis olla gPCR Kkatsete kiigus koduhoidjate avaldumise
suur kdikumine, nagu on vélja toodud peatiikis 2.2.2. TCF4/ Tcf4 lateraliseeritus ajupoolkerade
vahel, kui see eksisteerib, ei ole kindlasti lihtsasti mérgatav, sest vastasel juhul oleks seda
fenomeni juba kirjeldatud. Tuginedes antud t6d tulemustele tuleb tddeda, et sellise

ajupoolkerade vahelise erinevuse uurimiseks vaja véga tipset siisteemi.
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On avaldatud mitmeid vastuolulisi teadusartikleid seoses sobilike koduhoidjate valikuga. Uhed
publikatsioonid véidavad, et ACTB/ ActB, GAPDH/ Gapdh, HPRT/ Hprt, TBP on stabiilsed ja
head koduhoidja variandid (Otto et al., 2020; R6hn et al., 2018; Sees et al., 2013), samas teised
védidavad, et need ei ole stabiilsed ja nendega tehtud katsete tulemusi ei saa usaldada (Alieva et
al.,2021; de Jonge et al., 2007; Silberberg et al., 2009). Sellest voib jareldada, et koduhoidjate
stabiilsus on viga koespetsiifiline ja ddrmiselt raske on ette ennustada, kuidas valitud
koduhoidjad kindlas katses kdituma hakkavad. Antud uurimistdd raames voib 6elda, et Gapdh
ja Hprt olid kdige paremad, sest nende puhul oli ndha statistiliselt olulist erinevust 7cf4
lateraliseerituses ajupoolkerade vahel. 7TBP oli kdige kehvem koduhoidja, sest replikaatide

vaheline hajuvus oli selle koduhoidja puhul kdige suurem.

Mis veel vOis saada saatuslikuks statistiliselt oluliste tulemuse avaldumisele, oli tulemuste suur
standardhdlve. See vois lisaks koduhoidjate suurele kdikumisele olla pdhjustatud aju
dissektsioonide ja 1dikude tegemisest, kuna viga keeruline on kdiki ajusid tépselt ithtemoodi
1digata. See voib tingida selle, et parema ja vasaku ajupoolkera koematerjal ei ole kogutud
tapselt identsetest piirkondadest. Dissekteerimisviga on koige vidiksem hiire hipokampuse
puhul, kuna see ajustruktuur eraldub tilejddnud ajust suhteliselt selgepiiriliselt. Siiski ei ndhtud
antud uurimistdds selgeid poolkeradevahelisi erinevusi TCF4 ekspressioonis hiire

hipokampuste puhul.

Immunohistokeemilise analiiiisi tulemused kinnitavad juba varem kinnitatud 7cf4
ekspressioonimustrit (Jung et al, 2018), mille alusel T7cf4 ekspresseerub eelkdige
rakutuumades. Seetdttu ei ole 7cf4 ekspressioon erinevates koe piirkondades iihtlane
(rakutuumad ei ole koes iihtlaselt jaotunud), mis vOib suurendada 7cf4 ekspressiooni

variatiivsust indiviidide vahel.

Pannes kokku nii qPCR kui ka immunohistokeemia tulemused voib jéreldada, et kui vasakus
ajupoolkeras eksisteerib kdrgem TCF4/ Tcf4 ekspressioon, siis ilmneb see pigem statistilise
toendosusena, mistdttu oleks vaja suuremat valimit. Indiviidi tasandil ei ole vdoimalik TCF4/
Tcf4 lateraliseeritust ndha. Olemasolevaid tulemusi v3ib vaadata kui paljulubavat pilootkatset,
mille pdhjal voiks katseloomade arvu oluliselt suurendada (tipse arvu jaoks on plaan

konsulteerida statistika spetsialistidega).
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Tuleviku eksperimentide jaoks tasuks planeerida suuremat valimit ja tagada parem
koduhoidjate stabiilsus voi ka katsetada absoluutse kvantifitseerimise meetodit. Samuti tuleks
uurida erinevaid aju arengu staadiumeid, néiteks erinevas vanuses hiiri, sest lateraliseeritus voib
avalduda ainult kindlatest arenguetappides (de Kovel et al., 2018) (vdimalik, et eelkdige
embriionaalselt). Lisaks vOiks TCF4/ Tcf4 geeni lateraliseeritust ajus modta erinevate
tingimuste korral, nditeks stressisituatsioonis, kuna on niidatud, et geeni lateraliseeritus voib
ilmneda ainult stressi korral ja ei ole mérgatav tavatingimustes (Chae ef a/., 2021). Kuna katsed
Tcf4 - haplodefitsiitsete hiirtega on ndidanud, et neil esineb muu hulgas parema esiképa ndrkus
(Kennedy et al., 2016; Welniarz et al., 2015), siis oleks huvitav uurida tépsemalt
haplodefitsiitsete hiirte 7cf4 lateraliseeritust ajus, kuna see vdib organismile tekitada

stressisituatsioonile sarnase olukorra.

On ka leitud, et ebatavaline siimmeetria aju geeniekspressioonis voib olla seotud vaimsete
héiretega (Chae et al., 2021) ja on vélja toodud, et mitmed iiksiku nukleotiidi poliimorfismid
TCF4 geenis on seotud psiihhiaatriliste hdiretega, nagu depressioon (Howard et al., 2019)
skisofreenia, autismi ning bipolaarne hiire (Li et al., 2019; Yao et al., 2021). Seetdttu oleks
oluline uurida, kas TCF4 geeni lateraliseeritus avaldub néditeks vaimsete héiretega hiirtel ja
inimestel. Lisaks tasuks kontrollida hiipoteesi, et TCF4 lateraliseeritust vdib indutseerida stressi

vOi drevusega.

Varasemalt on Tartu Ulikooli fiisioloogia osakonnas uuritud, kas TCF4 avaldub teistmoodi
skisofreeniapatsientidel =~ vdrreldes  kontrollisikutega  (peatikk  1.5).  Selgus, et
ekspressioonitasemete keskmised véidrtused ei muutunud, kui isikuid vaadeldi 7CF4
ekspressiooni osas eraldiseisvalt haigusgruppi kuulumise alusel (skisofreeniapatsiendid versus
kontrollid) vo6i eraldiseisvalt soo alusel (mehed versus naised). Siiski on voimalik, et

ekspressioonitasemete erinevus esineb mone teise vaimse héire puhul.

On ka mairgitud, et mitmed ajus geeniekspressiooni asiimmeetriat uurivad teadustdod ei ole
suutnud leida lateraalsust individuaalse geeni tasandil (Lambert et al., 2011; Muntané et al.,
2017). Selle asemel on uuritud funktsionaalseid geeniriihme, mis tooksid asiimmeetria ajus
tugevamalt vilja (Karlebach & Francks, 2015; Muntané et al., 2017; Ocklenburg et al., 2017).
On voimalik, et sama kehtib ka TCF4/ Tcf4 puhul. Kui uurida 7CF4 geeni sisaldavat
funktsionaalset geeniriihma, siis ehk on lateraliseeritus rohkem mairgatavam kui antud
uurimistdd raames. Olulise hiipoteesi TCF4 vdimaliku osaluse kohta lateraliseerituses annab

LEFTYI1/ Leftyl geeni oluline allareguleeritus TCF4/ Tcf4 knockdown jérgselt kahes sdltumatus
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katses (Meno et al., 1997; Kennedy et al., 2016). Seetdttu on LEFTY 1 seotud molekulaarsed

vorgustikud liheks potentsiaalseks uurimisteemaks seoses TCF4 voimaliku lateraliseeritusega.
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KOKKUVOTE

Antud uurimistd6s uuriti transkriptsioonifaktor TCF4 lateraliseeritust inimese ja hiire ajus, et
teada saada kas ja mil mééral erineb transkriptsioonifaktor TCF4 tase erinevate ajupoolkerade
vahel. Selleks piistitati kaks eesmirki. Kdigepealt analiiiisiti 7CF4/ Tcf4 geeni ekspressiooni
vordlevalt vasakus ja paremas ajupoolkeras. Seejdrel uuriti TCF4 lokaliseeritud

lateralisatsiooni hiire ajus.

To6 eksperimentaalosa esimeses pooles teostati qPCR analiitis. Tulemustest selgus, et hiire
frontaalsagaras on statistiliselt oluline erinevus parema ja vasaku ajupoolkera Tcf4
ekspressioonis Hprt geeni koduhoidjana kasutades. Samuti oli hiirel ndha statistiliselt oluline
erinevus parema ja vasaku ajupoolkera 7cf4 ekspressioonis temporaalsagaras kasutades Gapdh
geeni koduhoidjana. Modlemal korral oli 7c¢f4 rohkem ekspresseerunud just vasakul
ajupoolkeral. Sellised statistiliselt olulist ekspressiooni erinevust nditavad andmed viitavad, et
TCF4/ Tcf4 voiks olla ajus lateraliseeritud. Kuna inimese, hiire teiste ajuosade ja koduhoidjate
puhul ei olnud statistiliselt olulisi erinevusi parema ja vasaku ajupoolkera TCF4/ Tcf4
ekspressioonis néha, siis antud uurimistdds saadud tulemuste pdhjal ei ole vdimalik 16plikke
jdreldusi teha, kas ja kui palju erineb transkriptsioonifaktor TCF4 tase erinevate ajupoolkerade

vahel.

Teise eesmérgi uurimiseks teostati immunohistokeemiline analiilis. Antud t60 katsete pdhjal ei
olnud néha statistiliselt olulist erinevust parema ja vasaku ajupoolkera 7cf4 ekspressioonis ehk

ei leitud, et transkriptsioonifaktor TCF4 oleks hiire ajus lateraliseeritud.

Kiesoleva uurimistdd tulemustest jareldati, et juhul kui vasakus ajupoolkeras eksisteerib
kdrgem TCF4/ Tcf4 ekspressioon, siis tuleb see efekt vélja ainult teatud tingimustes (néiteks
kindla koduhoidja puhul), aga ka mitte alati. TCF'4/ Tcf4 ekspressiooni erinevust ajupoolkerade
vahel ei ole voimalik ndha indiviidi tasandil, vaid statistilise toendosusena, mistottu oleks vaja
suuremat valimit, kui antud uurimist66 voimaldas. Voimalik, et TCF4 lateraliseeritus ilmneb
selgemalt siis, kui uurida tervikuna TCF4 valguga seotud molekulaarseid radasid. Kéesolevat
tood vOib vaadata pilootkatsena, kust saadud andmete pdhjal on vdimalik edaspidi
katsegruppe suurendada ning samuti edasi arendada paremaid ldhenemisi ja meetodeid, mille

abil saada selgemaid vastuseid TCF4 vdimaliku osaluse kohta ajupoolkerade lateraliseerituses.
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RESUMEE

The lateralisation of transcription factor TCF4 in mouse and human brain
Carolin Kuuskmaée

Summary

The brain is a good example of left-right asymmetry (also known as lateralisation) of organs.
Brain lateralisation means that the right and left hemispheres of the brain are structurally
different and have a tendency to be responsible for different tasks (Amunts, 2010; Chang et al.,
2015). Deviations from typical asymmetry are known to lead to various cognitive disorders
such as autism and schizophrenia (Floris et al., 2016; Kienast et al., 2021; Ribolsi et al., 2014;
Shaw et al., 2009).

The present study investigated the lateralisation of the transcription factor TCF4 in mouse and
human brains. TCF4 is involved in various developmental processes, cell cycle regulation and
response to environmental signals (Jones, 2004; Massari & Murre, 2000; Skinner ef al., 2010).
It is encoded by TCF4 (human)/ Tcf4 (mouse), a gene essential for the development of the
organism (Zhuang et al., 1996). Tcf4"- mice have previously been shown to have weakness in
the right forepaw (Kennedy et al., 2016; Welniarz et al., 2015). Also more genes with
dysregulated expression have been found in the left hippocampus of Tcf4"~ mice than in the
right hippocampus (Gogliettino, 2017). There are also indications that TCF4 could be somehow
associated with the LEFTY1 gene (Meno et al., 1997; Kennedy et al., 2016), a known lateralised
gene (Kennedy ef al., 2016). Based on this it can be speculated that the expression of the TCF4/
Tcf4 gene might be lateralised in the brain.

In this study, the lateralisation of the transcription factor TCF4 in the human and mouse brain
was investigated to determine if and to what extent the level of the transcription factor TCF4

differs between the two hemispheres of the brain. To that end, two aims were set.

The first aim of the current thesis was to analyse TCF4/ Tcf4 gene expression comparatively
between the left and right hemispheres of the brain. For that, a qPCR analysis was performed.
The results showed that there is a statistically significant difference of the 7c¢f4 expression
between right and left hemispheres in the mouse frontal lobe using Hprt as a housekeeping
gene. There was also a statistically significant difference of the 7cf4 expression between the
right and left hemisphere in the mouse temporal lobe using Gapdh as a houskeeping gene. In
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both cases Tcf4 was more highly expressed in the left hemisphere. Such statistically significant
differences in the 7cf4 expression suggest that TCF4/ Tcf4 may be lateralised in the brain.
Because there were no statistically significant results obtained analysing the human 7CF4
expression lateralisation, other regions of the mouse brain and other housekeeping genes, it is
not possible to conclude definitively whether and to what extent the transcription factor TCF4

levels differ between hemispheres.

For the second aim, an immunohistochemical analysis was performed to determine the
lateralised localisation of TCF4. The results did not show a statistically significant difference
in the expression of 7c¢f4 in the right and left hemispheres, therefore transcription factor TCF4

was found to be not lateralised in the mouse brain.

It was concluded that if higher TCF4/ Tcf4 expression exists in the left hemisphere, this effect
occurs only under certain conditions (e.g. in case of a particular housekeeping gene), but not
always. The difference in TCF4/ Tcf4 expression between the brain hemispheres cannot be seen
at the individual level, but as a statistical probability, so a larger sample would be needed than
was available in this study. It is possible that TCF4 lateralization becomes more apparent when
examining the molecular pathways associated with the TCF4 protein as a whole. The present
work can be seen as a pilot experiment, from which data can be used to further expand
experimental groups, as well as to develop better approaches and methods to obtain clearer

answers about the possible involvement of TCF4 in brain hemisphere lateralization.
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