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Infoleht

Parvalbumiini interneuronid roti ajus ja inimese hipokampuses ekspresseerivad

narvirakkude adhesioonimolekuli NEGR1

Nérvirakkude adhesioonimolekul NEGR1 on oluline narviststeemi struktuuri kujundaja, mida
seostatakse psuihikahdirete ja Ulekaalulisusega. Hiljutised t66d on leidnud seoseid NEGR1 ja
GABA-ergilise slisteemi vahel. Bakalaureusettds uuritakse lahemalt NEGR1 seoseid GABA-
ergiliste parvalbumiini (PV) interneuronitega. Roti aju ja inimese hipokampuse
immunohistokeemilisel varvimisel ndidati NEGR1 ja PV kolokalisatsiooni roti aju mitmetes
piirkondades ning inimese hipokampuse rakkudes. Tulemuste kvantifitseerimisel selgus, et
~93% PV ekspresseerivatest rakkudest roti hipokampuses ekspresseerisid ka NEGR1. T60
tulemused lubavad jareldada, et NEGR1 mdju psuthikahdirete véljakujunemisele vdib

vahemalt osaliselt olla vahendatud parvalbumiini interneuronite poolt.

Mérksonad: rakuadhesiooni molekul, IgLON, NEGR1, parvalbumiin, pstiihikahdired,

hipokampus
CERCS kood: B640 Neuroloogia, neuropsuhholoogia, neurofiisioloogia

Parvalbumin interneurons in the rat brain and human hippocampus express neural cell
adhesion molecule NEGR1

Neuronal cell adhesion molecule NEGR1 is important in shaping the structure of the nervous
system and is associated with psychiatric disorders and obesity. Recent work has found
associations between NEGR1 and the GABAergic system. The aim of the bachelor's thesis
was to further investigate the association of NEGR1 with parvalbumin-expressing (PV)
GABAEergic interneurons. Immunohistochemical staining of the rat brain and human
hippocampus showed colocalization of NEGR1 and PV in several areas of the rat brain and in
human hippocampal cells. Quantification of the results revealed that ~93% of PV-expressing
cells in the rat hippocampus also expressed NEGR1. The results suggest that the effect of
NEGRL1 on the development of psychiatric disorders may be mediated, at least in part, by

parvalbumin interneurons.
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hippocampus

CERCS code: B640 Neurology, neuropsychology, neurophysiology



SISUKORD

SISSEJUHATUS ...ttt ettt b e e s e st et e b e sbeebeebeeneeneeneenens 5
1. KIRJANDUSE ULEVAADE........ocoooeeeeeetetete ettt ettt st s s seseens 6
1.1. Rakuadhesiooni MOIEKUII ..........ccoiiiiiiiiie e 6
1.2, IGLON PEIEKONG.......eeueiiiitiitieiieie ettt bbbt bbbt 7
1.3 INEGRL ...ttt bRttt et a e be b e n e neens 7
1.3.1. Ekspressioon ja rollid NArviSUSEEMIS. .........cviirriirierieiesesiee s 7
1.3.2. NEGR1 ja GABA-ergiling SUSEEM........ccveiieiiieie e 10
1.3.3. NEGR1 ja pSUUNIKANAIIEA ........cviieiiiiiiiiiceeeee e 11
1.3.4. NEGR1 ja UIeKaalULISUS........cceeiviieieiieciecic sttt 11
1.3.5. NEGR1 KUI TUUMOISUPIESSO .......cuvititeieiaieesiesieresie st sse st sieesee e s s i s sseeneenens 12

1.4. Parvalbumiini interneUIONIA .........c.ooeiuiieiiiiiisieie e 12
2. EKSPERIMENTAALOSA ...ttt sttt st sttt na e enes 14
2 I oo I TS 10 U o USSR 14
2.2. Materjal Ja MELOOUIKA.........cciiiiiiieiiie e 15
2.2.1. KAtSEIOOMAM ......viviiieiieieie ettt ettt 15
2.2.2. Katseloomade PerfuSIOON ..........cceiieiieiiiiie et 15
2.2.3. Immunohistokeemia roti aJuKOEl ...........ccccoveiieiiiiei e 15
2.2.3. Kolokalisatsiooni kvantifitSeerimineg ...........coceveeienieninie e 16
2.2.5. INIMESE QJUKUTE ......oveeiieie ettt sttt e e e e nneenne e 16
2.2.6. Immunohistokeemia inimese hipokampusel ..........ccccooveiiiiiiiic e, 17

2.3, TUIBMIUSEA ...t bbb bbbttt et sb ettt 17
2.3.1. NEGRL1 ja PV kolokalisatSioon roti @JUS ..........ccceeieeiieeiieiieesie e siee e esiee s 17
2.3.2. NEGR1 ja PV kolokalisatsiooni kvantifitseerimine roti hipokampuses ................ 23
2.3.3. NEGRL1 ja PV kolokalisatsioon inimese hipOKampuSES.........ccccevvvverieiiveesieeernnnn, 24

A N V) [ USSR 24
KOKKUYVOTE ..ottt ettt ettt sttt en et n s 29
RESUMEE / SUMMARY ....oooititiieieetete e e ettt ettt ettt s s s s st et sesesesesesesenns 30
LIHTLITSENTS oottt et st b et b b e s et e et beebeabeeneeneeneenens 56



KASUTATUD LUHENDID

BSA
CA
FGFR2
GABA
Ig
Lcn-2
LIF
LIFR
mEPSC

NEGR1
Negrl-/-
NGS
PBS
PTZ

PV

veise seerumi albumiin (ingl bovine serum albumine)

Ammoni sarv (lad cornu ammonis)

fibroblasti kasvufaktori retseptor 2 (ingl fibroblast growth factor receptor 2)
gamma-aminovdihape (ingl gamma-aminobutyric acid)

immunoglobuliin

lipokaliin-2 (ingl lipocalin-2)

leukeemia inhibitoorne faktor

leukeemia inhibitoorse faktori koretseptor

miniatuurne erutav postsunaptiline vool (ingl miniature excitatory postsynaptic
current)

neuronaalne kasvuregulaator 1 (ingl neuronal growth regulator 1)
Negrl-puudulikkus ehk Negrl knockout organism

Kitse immuniseerimata seerum (ingl normal goat serum)
fosfaatpuhverdatud soolalahus (ingl phosphate-buffered saline)
penttleentetrasool (ingl pentylentetrazole)

parvalbumiin



SISSEJUHATUS

Vaimse tervise haired nagu depressioon, &revushéired, skisofreenia, autismispektri haired,
aktiivsus- ja tahelepanuhéire jpm puudutavad miljoneid inimesi ning on uhiskonnale ja
tervishoiusiisteemile jatkuvalt suureks valjakutseks (GBD 2019 Mental Disorders
Collaborators, 2022). 2022. aastal avaldatud raporti jargi kannatas 2019. aastal vaimse tervise
héirete all globaalselt 970,1 miljonit inimest. Raporti kohaselt on enim levinud hdireteks
arevushdired ja depressioon. Vahem levinud on skisofreenia, mis aga oma akuutsete

psuhhoosiepisoodidega pohjustab suurimat tddvoimetuse maara.

Pstiuhikahairete etioloogia on mitmekesine ning psuhholoogiliste tegurite kdrval viidatakse tiha
enam nende hiirete bioloogilistele eelsoodumustele. Ulegenoomsed seoseuuringud on
tuvastanud sadu psuthikahairetega seotud geenilookuseid (Horwitz jt, 2019), kusjuures mitmed
psuhhiaatrilised haired jagavad omavahel Gihiseid geneetilisi riskifaktoreid (Martin jt, 2018; The
Brainstorm Consortium jt, 2018). Endiselt rohutatakse geenide ja keskkonna interaktsiooni
(Uher ja Zwicker, 2017). Neuropsuhhiaatrilisi hdireid on seostatud kdrvalekalletega
narvisisteemi arengus (Courchesne, 2002; Pantelis jt, 2005), hdirunud Uhenduvusega
ajupiirkondade vahel (Fornito ja Harrison, 2012), neuroinflammatsiooni (Dunn jt, 2020) ja aju

erutus- ja pidurduspotentsiaalide vahelise tasakaalu hdirumisega (Sohal ja Rubenstein, 2019).

Tartu Ulikooli bio- ja siirdemeditsiini instituudi fiisioloogia osakonnas on viimase aastakiimne
jooksul the uurimissuunana uuritud nérvirakkude adhesioonimolekule IgLON perekonnast.
IgLON perekonna valgud reguleerivad neuriitide véljakasvu ja stinapside teket ning on sellega
osalised narvisusteemi arengus (Gil jt, 1998; Hashimoto jt, 2009; Yamada jt, 2007). Muuhulgas
on neid seostatud psuhhiaatriliste héiretega nagu depressioon ja  skisofreenia ning

autismispektri hairetega (Pinto jt, 2010; Innos jt, 2013).

Neuronaalne kasvuregulaator 1 enk NEGR1 on IgLON perekonda kuuluv adhesioonimolekul.
NEGR1 ekspresseerub valdavalt ajus (Funatsu jt, 1999) ja reguleerib samuti suinapside teket ja
dendriitide valjakasvu (Hashimoto jt, 2008; Pischedda jt, 2014). Genoomitilesed seoseuuringud
on leidnud, et NEGR1 geeni polimorfismid seostuvad tugevalt psiihhiaatriliste hédiretega nagu
depressioon, skisofreenia ja autismispektri haired ning Ulekaalulisusega (Hyde jt, 2016; Melén
jt, 2010; Pinto jt, 2010; Ripke jt, 2014). Samuti on depressiooni- ja skisofreeniahaigete
patsientide nérvisiisteemis leitud korgenenud NEGR1 taset (Karis jt, 2018; Levey jt, 2021;

Maccarrone jt, 2013) ning katsed Negrl-puudulike organismidega kinnitavad selle rolli



ulekaalulisuse tekkel (Kaare jt, 2021). Uksikud hiljutised t66d on seostanud NEGR1 GABA-
ergilise susteemiga: Negrl-puudulikel hiirtel oli vé@henenud parvalbumiini-positiivsete
pidurdusneuronite arv hipokampuses (Singh jt, 2019) ning NEGR1-l on leitud olevat roll

enstiimi GADG5 sunaptilisel suunamisel (Tan jt, 2022).

Bakalaureuseto6 kirjanduse Ulevaates Kirjeldatakse lahemalt NEGR1 ekspressiooni
kesknérvisiisteemis ning selle rolle nérvirakkude vaheliste Ghenduste kujundamisel. Samuti
tutvustatakse NEGR1 seoseid psudhiliste héirete ja Ulekaalulisusega. Lihidalt kirjeldatakse ka
parvalbumiini interneuronite ekspressiooni ja rolli narvisusteemis. Eksperimentaalosa
eesmaérgiks on uurida NEGR1 suhestumist parvalbumiini-positiivsete pidurdusneuronitega roti
ajus ja inimese hipokampuses. See vdimaldab valja selgitada NEGR1 ja parvalbumiini vahelisi
seoseid ning pakkuda esialgseid teadmisi selle kohta, kuidas NEGR1 vdib mdjutada

parvalbumiini interneuronite arengut ja funktsioneerimist.

To06 koostati Tartu Ulikooli bio- ja siirdemeditsiini instituudi fiisioloogia osakonnas.

1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Rakuadhesiooni molekulid

Rakuadhesiooni molekulid vahendavad nii rakkude vahelisi interaktsioone kui rakkude
Kinnitumist ekstratsellulaarsele maatriksile. Rakuadhesiooni molekulid vdib jagada nelja
perekonda: kadheriinid, integriinid, selektiinid ja immunoglobuliini superperekond (Petruzzelli
jt, 1999). Kadheriinid on Ca?*-s6ltuvad molekulid, mis labi homofiilse seondumise tagavad
rakkudevahelised Uhendused (Takeichi, 1990). Integriinid (samuti Ca?*-s6ltuvad) vahendavad
rakkudevahelisi ja rakkude ja ekstratsellulaarse maatriksi interaktsioone (Luo jt, 2007).
Selektiinid on Ca?*-s6ltuvad lektiinid, mis sidudes gltikostleeritud ligande vdimaldavad naiteks
leukotstiutide veeremist endoteelirakkude pinnal (McEver, 2015). Immunoglobuliini (Ig)
superperekonna valgud on struktuuri ja funktsiooni poolest mitmekesised, kuid neid Gihendab
uhe vdi mitme immunoglobuliinitaolise domeeni omamine (Buck, 1992). Ig superperekonna
valgud toimivad Ca?*-sdltumatult ning on olulised immuunstisteemi rakkude interaktsioonides,
leukotsiittide migratsioonis, signaalitilekandel ning ka nérvisiisteemi arengus, sh neuronite
migratsioonil, aksonite suunatud véljakasvamisel (axon pathfinding) ja stinapside tekkel (Buck,
1992; Rougon ja Hobert, 2003; Sytnyk jt, 2017; Tan jt, 2017).



1.2. IgLON perekond

IgLON valkude perekond on osa immunoglobuliini superperekonnast. IgLON perekonda
kuuluvad viis ndrvirakkude adhesioonimolekuli: OPCML/OBCAM (opioid-binding
protein/cell adhesion molecule-like, IgLON1; Cho jt, 1986), NTM (neurotrimiin, IGLONZ2;
Struyk jt, 1995), LSAMP (limbic system associated membrane protein, LAMP, IGLONS;
Horton ja Levitt, 1988), NEGR1 (neuronal growth regulator 1, Kilon, neurotraktiin, IgLON4;
Funatsu jt, 1999) ja IGLONS5 (Grimwood jt, 2004). IgLON perekond on saanud nime oma
liikmete LSAMP, OBCAM ja neurotriimin jargi. IgLON-id kinnituvad rakumembraanile
gliikostiilfosfatidiiilinositoolankruga (GPl-ankruga), nad on tugevalt glikosuleeritud ja
omavad kolme C2-tulipi immunoglobuliini domeeni (Miyata, Matsumoto, jt, 2003). Hiire
proteoomi uuringud on néidanud, et IgLON perekonna valgud esinevad nii neuronitel kui
gliiarakkudel (Sharma jt, 2015). IgLON-id moodustavad homo- ja heterofiilsed dimeere teiste
oma perekonna valkudega, seda nii in cis kui in trans (Kim jt, 2014; Marg jt, 1999; McNamee
jt, 2011; Miyata, Matsumoto, jt, 2003; Reed jt, 2004). IgLON-id ldigatakse rakumembraani
kiljest lahti ADAM perekonna metalloproteaaside poolt (Sanz jt, 2015). IgLON-id
reguleerivad neuriitide valjakasvu ja stinapside teket (Gil jt, 1998; Hashimoto jt, 2009; Yamada
jt, 2007) ning on seotud intellektuaalse véimekuse (Pan jt, 2011) ja mitmete flsioloogiliste ja
psuhhiaatriliste hairetega (Grove jt, 2019; Karis jt, 2018; Melén jt, 2010; Sabater jt, 2014; Innos
jt, 2013). OBCAM, aga ka teised IgLON-id toimivad tuumorsupressoritena (Chen jt, 2003;
Sellar jt, 2003).

1.3. NEGR1
1.3.1. Ekspressioon ja rollid narvislisteemis

Neuronaalne kasvuregulaator 1 (NEGR1) on nérvirakkude adhesioonimolekul, mida inimesel
kodeeritakse NEGR1 geenilt 1. kromosoomis. @ NEGR1 kirjeldati esmakordselt roti
kesknérvististeemis Kiloni nime all (Funatsu jt, 1999); kana ortoloog kannab nime neurotraktiin
(Marg jt, 1999). NEGR1 struktuur on néidatud joonisel 1.

NEGR1 ekspresseerub valdavalt keskndrvististeemis (Funatsu jt, 1999, 2004; Marg jt, 1999;
Miyata jt, 2000; Miyata, Matsumoto, jt, 2003; Miyata, Taguchi, jt, 2003; Schéfer jt, 2005).
Tanaseni pohjalikuima tlevaate NEGR1 ekspressioonist on andnud Singh jt (2019): mRNA in

situ hubridisatsioonil naidati Negrl ekspressiooni hiire aju somatomotoorse ja somatosensoorse
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Joonis 1. NEGR1 struktuur. Disulfiidsildadega suletud silmused tahistavad C2 tudpi Ig-
laadseid domeene. Joonte otsas olevad pallid tahistavad arvatavaid glikosuleerimissaite. Joonis
on adapteeritud Noh'i jt (2020) t60st.

koore, parietaalkoore assotsiatsioonipiirkonna, visuaalse piirkonna ja retrospleniaalse
piirkonna koigis korteksi kihtides, limbilises susteemis (hipokampuse hammaské&arus ja

Ammoni sarve (cornu ammonis, CA) piirkondades CA1, CA2, CA3), entorinaalkoores,
subiculum’is, amiigdalas, hiipotaalamuses, Calleja saartes, haistesibulas, haistekdbrukeses,
lateraalse pdlvikkeha kompleksis, taalamuse retikulartuumas, kahkjaskeras, vaikeaju
granulaarkihis ja juttkehas. Vanaveski jt (2017) naitasid qPCR-i meetodil, et Negrl transkripti
leidus koige rohkem hiire temporaalkoores (sh amugdaloidses kompleksis), frontaalkoores,
kdhtmises juttkehas ja vaikeajus. Sealjuures néidati Negrl ekspressiooni ka hiire
mitteneuraalsetes kudedes, kuid nérvisiisteemis leidus Negrl mRNA-d 14,4 korda rohkem.
Seda kinnitavad ka uuringud inimese kudedes: Negrl transkripti tase on kdrgeim ajus, kuid

seda leidub ka stidames, nahaaluses rasvkoes, lihastes ja mujal (Walley jt, 2012).

Hiire aju erinevate rakuttitipide RNA sekveneerimisel ilmnes, et Negrl leidub enim neuronites,
oligodendrotsuiiitide eellasrakkudes, astrotsudtides, noortes (newly  formed)
oligodendrotsutides, mueliniseerivates oligodendrotsiltides, endoteelirakkudes ja kdige
vahesemal maaral mikrogliias/makrofaagides (Y. Zhang jt, 2014). Inimese aju rakuttlpide
RNA sekveneerimine nditas NEGR1 ekspressiooni (korgeimalt tasemelt madalamale)
neuronites, looteea astrotsultides, oligodendrotsiiitides, tdiskasvanud astrotsidtides,
endoteelirakkudes ja mikrogliias/makrofaagides (Y. Zhang jt, 2016). Sarnast tulemust nahti ka
Sharma jt (2015) t66s.



NEGRL1 ekspresseerub nii neuronite rakukehal, dendriitidel kui aksonitel (Funatsu jt, 1999;
Miyata jt, 2000; Miyata, Taguchi, jt, 2003; Tan jt, 2022). Nii roti kui inimese uuringud on
nédidanud, et NEGR1 on lokaliseeritud rakumembraani lipiidsetesse parvedesse (Funatsu jt,
1999, Kim jt, 2014). Sealjuures vOib NEGR1 lokalisatsioon rakus sdltuda organismi
arengujargust. Miyata jt (2003) nditasid uuringus téiskasvanud rottidel, et NEGR1 esines
stinapsides, sealjuures rohkem dendriitidel kui rakukehal ning rohkem poststnapsides kui
presunapsides. Schéfer jt (2005) naitasid, et hiire rakukultuuris esines NEGR1 soomal ja
aksonite taolistel jatketel, ehkki hilisemate rakujagunemiste jarel esines NEGR1 ka dendriitidel.
Hashimoto jt (2008) uuringus hipokampuse neuronite kultuuril s6ltus NEGR1 lokalisatsioon
rakujagunemise jargust: rakujagunemise varastes staadiumides esines NEGR1 rohkem
aksonitel ja presunapsides, samas kui hilisemas jargus esines NEGR1 valdavalt dendriitide

postsiinapsides.

NEGR1 mdjutab sunapside teket ja dendriitide valjakasvu. Sealjuures vdib see taas s6ltuda
organismi arengujargust: NEGR1 uleekspressioon rakukultuuri varasemas jargus vahendas
dendriitiliste siinapside arvu, samas kui Uleekspressioon hilisemate rakujagunemiste valtel
suurendas dendriitiliste siinapside arvu (Hashimoto jt, 2008, 2009). Pischedda jt (2014) leidsid
nii in vitro kui in vivo katsetega, et Negrl vaigistamine p6hjustab muutusi dendriitide
arborisatsioonis, véhendades dendriitide pikkust ja arvu. Lisaks on ndidatud, et IgLON
perekonna valkude, sh NEGR1 tleekspressioon roti korteksi astrotsudtide kultuuris vahendas
astrotstiutide proliferatsiooni (Sugimoto jt, 2012). Singh'i jt (2018) t66s néidati, et NEGR1
soodustab neuriitide valjakasvu ja distaalsete aksonite kasvu ning lisaks mdjutab NEGR1
entorinaalkoore projektsioonide valjakasvu hipokampusesse. Postnataalsete Negrl-puudulike
(Negrl—/-) hiirte hipokampaalses rakukultuuris esines muutunud neuritogenees: suurenes

neuriitide arv, pikkus ja jagunemine (branching) (Singh jt, 2019).

In vitro katsetega on tuvastatud, et NEGR1 esineb ka rakuvaheruumis ning metalloproteaas
ADAM10 teostab NEGR1 Idikamist (shedding) (Pischedda ja Piccoli, 2016). NEGR1
interakteerub fibroblasti kasvufaktori retseptor 2-ga (FGFR2) (Szczurkowska jt, 2018). Autorid
naitasid, et nii Negrl kui FGFR2 vaigistamine peatas neuronite migratsiooni narvisiisteemi
arengu kaigus, lisaks hairus tugevalt neuronite morfoloogia (jatkete arv ja pikkus) ja hiirtel
esines autismispektri héiretega seostatud kaitumine. FGFR2 (leekspressioon suutis taastada
normaalse kaitumise, rakkude migratsiooni ja dendriitide morfoloogia ka Negrl

allareguleerimise juures. Lisaks on ndidatud, et manustades depressiooni roti- ja hiiremudelitele



erinevaid antidepressante voi td6deldes nendega neuraalseid rakukultuure, langes Negrl tase,
kuid tdusid Adam10 ja Fgfr2 mRNA tase erinevates ajupiirkondades (Carboni jt, 2020).

Uuringud Negrl-/- organismidel on ndidanud muutusi nii narvisiisteemi struktuuris kui
kaitumises. Singh jt (2018) t606s esinesid Negrl-/- hiirtel muutunud aksonite projektsioonid
entorinaalkoorest hipokampusesse, hdirunud sotsiaalne kditumine, halvenenud GppimisvGime,
suurenenud vastuvotlikkus pentiileentetrasoolist (PTZ) indutseeritud hoogudele, kuid
normaalne sooritus aktiivsust, arevust ja sensoorse informatsiooni filtreerimist (sensorymotor
gating) modtvates testides. Singh jt (2019) t60s néidati Negrl-/- hiirtel ajustruktuuride muutusi
(suurenenud ajuvatsakesed ja vahenenud ajumabht nii terves ajus, méhnkehas, kahkjaskeras kui
hipokampuses), véhenenud parvalbumiini-positiivsete pidurdusneuronite arvu hipokampuse
hammaskéérus ja Ammoni sarve piirkondades ning selektiivseid muutusi sotsiaalses
kaitumises, kusjuures muutused kaitumises korreleerusid ajustruktuuri muutustega. Noh jt
(2019) néitasid Negrl-/- hiirtel véhenenud tdiskasvanuea neurogeneesi hipokampuse
hammaské&é&rus ning drevuse- ja depressioonilaadset kaitumist. Hammaskaarus olid véhenenud
pikaajaline potentseerimine (long-term potentiating) ja miniatuurse erutava poststinaptilise
voolu (miniature excitatory postsynaptic current, mEPSC) sagedus. Seda vahendas vahenenud
lipokaliin-2 (Lcn-2) valgu tase hammaskaérus. LIFR, millega NEGR1 interakteerub, on
koretseptor leukeemia inhibitoorsele faktorile (LIF), mis omakorda stimuleerib Lcn2
induktsiooni. Heteroloogne Lcn2 ekspressioon hammaskaérus taastas neurogeneesi, normaalse

kaitumise ning MEPSC normaalse sageduse.

1.3.2. NEGR1 ja GABA-ergiline slisteem

Seni on NEGR1 ja gamma-aminov@ihappesusteemi (GABA-silsteemi) seoseid uurinud kaks
t6od. Singh jt (2019) néitasid, et Negrl-/- hiirtel oli vahenenud parvalbumiini-positiivsete
rakkude arv hipokampuses. Tan jt (2022) néitasid, et hiire hipokampaalses rakukultuuris esines
NEGRL1 dendriitidel ja sinapsidel, kusjuures 75% neist stinapsidest ekspresseerisid ka enstitimi
GADG65 (glutamaadi dekarbokstlaas 65), mis muudab glutamaadi GABA-ks. NEGR1 rolliks
on GADG5 slinapsisse suunamine (synaptic targeting). NEGR1 takistas stinaptiliste vesiikulite
membraani  tagasihaaret  (Synaptic  vesicle membrane retrieval)  slnaptilisest
plasmamembraanist, mis soodustas GAD65 akumuleerumist preslinaptilises plasmamebraanis.
Autorid néitasid, et Negrl-/- hiirtel olid véhenenud GADG65-positiivsed inhibitoorsed siinapsid
hipotaalamuse kaartuumas ja hipokampuse CA3 piirkonnas. Negrl-/- hiirtel ndidati ka
vahenenud motivatsiooni tarbida kdrge maitsevadrtusega toidupalu. Koérge rasvasisaldusega

dieedi korral oli hiirte ajus kdrgenenud NEGRL tase, millega kaasnes GAD65 akumuleerumine
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stinaptilises plasmamembraanis ja vahenenud GABA kontsentratsioon stinapsides; véhenes ka

stnapside arv.
1.3.3. NEGR1 ja psuthikahaired

Lisaks neuronite morfoloogiale ja narvisiisteemi struktuuri muutustele on NEGRL1 seostatud ka
paljude psiihhiaatriliste ja metaboolsete hairetega. Ulegenoomsetes assotsiatsiooniuuringutes
on NEGR1 geeni polumorfismidel leitud seoseid depressiooni (Hyde jt, 2016; Wray jt, 2018),
autismi (Casey jt, 2012; Michaelson jt, 2012; Pinto jt, 2010), madala valgeaine terviklikkusega
(Dennis jt, 2014) ja intelligentsusega (Sniekers jt, 2017). Geneetiliste ja transkriptoomi
uuringute kombineerimisel on ndidatud seoseid depressiooni ja NEGR1 ekspressiooni vahel
hiipotaalamuses (Levey jt, 2021) ja veres (Dall’Aglio jt, 2021; Gerring jt, 2019). Li jt (2020)
analtdsisid andmeid depressioonipatsientide aju ekspressiooni kohta ja naitasid kahel erineval
andmestikul NEGR1 kdrgenenud taset vastavalt hipokampuse CA1 piirkonnas ja
hammaskéérus voi naalduvas tuumas. Lisaks on néidatud kdrgemat NEGR1 taset
depressioonipatsientide ja bipolaarse hdirega patsientide seljaajuvedelikus (Maccarrone jt,
2013). Cox jt (2016) jargi oli NEGR1 uks neist valkudest, mille ekspressioon oli
skisofreeniahaigete post mortem aju eesmises frontaalkoores vorreldes kontrollgrupiga
muutunud. Samuti nditasid Karis jt (2018) skisofreeniapatsientide post mortem aju
dorsolateraalses prefrontaalses korteksis kdrgenenud NEGR1 ekspressiooni. SNP-e,
deletsioone v&i koopianumbri variante 1p31.1 piirkonnas, mis h6lmab ka NEGR1 geeni, on
seostatud dusleksia, arengu-, kaitumis- ja psihhiaatriliste ning fusioloogiliste hairetega
(Genovese jt, 2015; Holliday jt, 2009; Tassano jt, 2015, 2020; Veerappa jt, 2013).

1.3.4. NEGR1 ja ulekaalulisus

Ulegenoomsetes assotsiatsiooniuuringutes on NEGR1 enim seostatud kehamassiindeksi ja
ulekaalulisusega (Schlauch jt, 2019; Speliotes jt, 2010; Thorleifsson jt, 2009; Wheeler jt, 2013;
Willer jt, 2009; Winkler jt, 2015). Lisaks genoomiuuringutele on ka eksperimentaalne NEGR1
ekspressiooni muutmine nédidanud selle rolli metabolismi ja kehakaalu reguleerimisel. Olulisel
kohal vOib sealjuures olla NEGR1 ekspressioon hipotaalamuses. Toidu kattesaadavuse
piiramine suurendas Negrl ekspressiooni ventromediaalses hlpotaalamuses (Boender ijt,
2012). Boender jt (2014) naitasid, et véhenenud Negr1 ekspressioon hiipotaalamuses suurendas
s6ddavaid toidukoguseid ja sellega koos kehakaalu, ehkki Negrl ekspressiooni suurendamine
muutusi esile ei kutsunud. Venkannagari jt (2020) jargi vahendas NEGR1 ektodomeeni

manustamine hiipotaalamuse paraventrikulaarsesse tuuma rottide séddavaid toidukoguseid.
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Negrl-puudulikel hiirtel on naidatud védhenenud kehamassi ja seda just rasvavaba massi arvelt;
samuti vahenesid s66davad toidukogused ja flusiline aktiivsus (Lee jt, 2012). Lisaks on
Negrl—/— hiirtel néidatud suurenenud rasvamassi koos suurenenud rasvarakkudega ning
lipiidide akumuleerumisega maksas; sealjuures suurenes plasma gliikoosi- ja insuliinitase ning
véhenes lihasmass (Joo jt, 2019). Rasva akumuleerumist maksas, kdrgenenud gliikoosisisaldust
veres ja skeletilihaste mahu vahenemist kinnitavad ka Kaare jt (2021) tulemused, ehkKi
moningate naitajate puhul esines efekt vaid isastel hiirtel. Lisaks naitasid Kaare jt, et standardsel
dieedil véhenes Negrl—/— hiirte kaal, samas kui kdrge rasvasisaldusega toit indutseeris isastel
hiirtel vahenenud toidutarbimist ja kaalutbusu. NEGR1 rolli kehakaalu regulatsioonis
Kinnitavad ka inimuuringud: Walley jt (2012) uuringus oli NEGR1 ks olulisematest geenidest,
mis olid Ulekaaluliste ja saledate katseisikute nahaaluses rasvkoes erinevalt reguleeritud.
Sealjuures korreleerusid NEGR1 transkripti tase nahaaluses rasvkoes ja hiipotaalamuses. Uheks
NEGRL1 efektide vahendajaks Ulekaalulisusele vdib olla NEGR1 interaktsioon kolesterooli

transporteri Niemann-Picki tdve tliip C2 valguga (Kim jt, 2017).
1.3.5. NEGR1 kui tuumorsupressor

Adhesioonimolekulid reguleerivad rakkudevahelisi kontakte ning veatult toimivad Ghendused
rakkude vahel on eelduseks kudede normaalsele arengule, kasvule ja regeneratsioonile. Nagu
teistele IgQLON perekonna litkmetele (Chen jt, 2003; Sellar jt, 2003), on ka NEGR1-le omistatud
tuumorsupressorgeeni funktsioone. Munasarjavahi proovides oli vahenenud NEGR1 (ja
osaliselt teiste IgLON perekonna valkude) ekspressioon (Ntougkos jt, 2005). Takita jt (2011)
néitasid, et deletsioonid 1p31 piirkonnas, mis hélmas ka NEGR1 geeni, olid seotud
neuroblastoomiga. Hilise staadiumi neuroblastoomis téheldati alanenud NEGR1 ekspressiooni,
kusjuures eksogeenne NEGR1 ekspressioon neuroblastoomi rakkudes vahendas olulisel méaral
rakkude jagunemist ja aeglustas rakkude kasvu. Ka Kim jt (2014) néitasid NEGRL1 rolli
tuumorsupressorina  erinevates inimese vahiliikides. Sealjuures suurendas NEGR1
uleekspressioon rakkude agregatsiooni ja neuriitide véljakasvu ning NEGR1 vaegus pdhjustas

suurenenud rakkude migratsiooni ja invasiooni.

1.4. Parvalbumiini interneuronid

Parvalbumiin (PV) on tsttoplasmaatiline kaltsiumit siduv valk, mis kuulub EF-motiiviga
kaltsiumit siduvate valkude perekonda (sealjuures koos kalmoduliini, kalbindiini ja
kalretiniiniga) (Hof jt, 1999). PV toimib kaltsiumi puhvrina (Hof jt, 1999) ja on oma kolme EF-

motiiviga voimeline siduma nii Ca?*- kui Mg?*-ioone (Vologzhannikova jt, 2021). PV isoleeriti
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esmalt kala lihaskoest (Hamoir, 1968) ning hiljem on ndidatud selle esinemist erinevate
organismide lihaskoes, seedesiisteemis ja mujal (Heizmann, 1984), sealjuures olulisel mééral

ka kesknarviststeemis (Celio, 1990).

PV ekspressioon on hésti kirjeldatud nii hiire ja roti kui inimese ajus. Celio (1990) kirjeldas
pdhjalikult PV esinemist roti ajus ning néitas selle ekspressiooni nii ajukoores, hipokampuses,
véikeaju koores kui seljaajus. Sealjuures esinesid pikkade aksonitega PV+ neuronid taalamuse
retikulaartuumas, kahkjaskeras, mustolluses (pars reticulata), osaliselt spinaal-, retinaal-,
kohleaar- ja vestibulaarganglionides, kraniaalnarvis, mdnedes ependiiimirakkudes ja monedes
Corti organi rakkudes (pillar cells). Ka vaikeaju Purkinje rakud ekspresseerid PV. Berchtold jt
(1985) isoleerisid esmakordselt PV inimese lihaskoest ja suurajukoorest. PV ekspressioon
inimese ajus on sarnane teiste uuritud imetajate, nt roti omale (Braak jt, 1991; Hof jt, 1999;
Ohshima jt, 1991; Sloviter jt, 1991). Inimesel on nédidatud PV+ neuronite esinemist kBigis
hipokampuse piirkondades (Braak jt, 1991; Hochli jt, 1991; Seress jt, 1993; Sloviter jt, 1991).

Celio (1986) ja Kosaka jt (1987) nditasid rotil, et PV+ neuronid on subpopulatsioon GABA-
ergilistest inhibeerivatest neuronitest. Tremblay jt (2016) jargi moodustavad PV+ interneuronid
suurima osa GABA-ergilistest neuronitest neokorteksis (ca 40%) ning morfoloogiliste tiilipide
jargi voib need pohiliselt jagada korvrakkudeks (basket cells) ja luhterrakkudeks (chandelier
cells). Korvrakud innerveerivad puramidaalrakkude ja teiste interneuronite soomat ja
proksimaalseid denriite, samas kui liihterrakud moodustavad sunapsi ainult pliramidaalrakkude

aksoni algusosale (axon inital segment).

PV+ GABA-ergilisi interneuroneid iseloomustab Kiire laenglemine, mis voib olla pidevalt
sagedusel Ule 50 Hz (Kawaguchi jt, 1987; Nahar jt, 2021). Seda v6imaldab PV+ neuronite
eriline molekulaarne Ulesehitus, nditeks aksonite ja dendriitide piirkonnale omane spetsiifilist
tliupi NMDA ja AMPA retseptorite ning erinevate ioonkanalite ekspressioon (Bartholome jt,
2020; Hu jt, 2014). PV+ neuronid inhibeerivad umbritsevaid neuroneid (sealjuures ka teisi PV+
rakke) ning seeldbi reguleerivad aju glutamaadi-, GABA- ja dopamiiniststeeme (Nahar jt,
2021). PV+ neuronid on vajalikud gamma vonkesageduse (20-80 Hz) tekkimiseks ajus
(Antonoudiou jt, 2020; Cardin jt, 2009; Sohal jt, 2009), mida seostatakse inimesel tahelepanu
ja too- ja pikaajalise maluga (Jensen jt, 2007).

PV+ neuronid mangivad olulist rolli aju pidurdava ja erutava tasakaalu hoidmisel, mille

dusregulatsiooni seostatakse paljude psuhhiaatriliste héiretega (Ferguson ja Gao, 2018; Selten
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jt, 2018). Ka PV+ neuroneid on otseselt seostatud erinevate psuhhiaatriliste héiretega
(Ulevaateks vaata Nahar jt, 2021). Skisofreeniapatsientide hipokampuses on vahenenud PV+
neuronite osakaal (Z. Zhang jt, 2002). Samuti on paljusid skisofreenia loommudeleid seostatud
PV+ neuronite hulga vahenemisega hipokampuses (Abdul-Monim jt, 2007; Harte jt, 2007;
Jenkins jt, 2009; Veerasakul jt, 2016). Lodge jt (2009) néitasid, et skisofreenia loommudelil
kaasnes PV neuronite vahenemisega ka gamma vonkesageduse vahenemine. Sealjuures on
skisofreeniapatsientidel ndidatud hairunud gammavdnkeid, nditeks vahenenud gammavdngete
amplituudi kognitiivsete lesannete tditmisel (Uhlhaas ja Singer, 2010). Epileptilises koes on
vahenenud PV+ neuronite arv nii loommudelitel kui inimesel ning mitmed PV+ neuroneid
mdjutavad geneetilised alteratsiooni on seotud ka epilepsiaga (Jiang jt, 2016). Vahenenud PV+
neuronite arvu on néidatud ka Alzheimeri tdve loommudeli hipokampuse CA1 piirkonnas
(Zallo jt, 2018). Veel on PV+ neuroneid seostatud sdltuvushdirete, autismispektri hairete,

depressiooni ja stressiga (Nahar jt, 2021).

2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. TO6 eesmargid

Kiesolev bakalaureusetod on osa Tartu Ulikooli bio- ja siirdemeditsiini instituudi fusioloogia

osakonnas Eero Vasara to6grupis labiviidavast uurimistoost.

Hiljutises kirjanduses on viidatud narvirakkude adhesioonimolekuli NEGR1 seostele GABA-
ergilise susteemiga: Negrl-/- hiirtel on téheldatud parvalbumiini ekspresseerivate
interneuronite (PV+) vahenemist hipokampuses, mis on téstatanud hiipoteesi, et NEGR1 voib
oma mojusid psluhikahdiretele avaldada PV+ interneuronite vahendusel. Lisaks on NEGR1-I
naidatud olevat roll enstiiumi GADG5 siinaptilisel suunamisel. Bakalaureusetto peaeesmargiks
on vélja selgitada NEGR1 ekspressioon roti peaaju ning inimese hipokampuse GABA-ergilistes

PV+ interneuronites.

T60 kitsamateks eesmérkideks on:

1. Kirjeldada NEGR1 ja PV kolokalisatsiooni roti aju korteksis, hipokampuses, amtgdalas,
taalamuses ja véikeajus.

2. Kvantifitseerida NEGR1 ja PV kolokalisatsioon roti hipokampuses.

3. Kirjeldada NEGR1 ja PV kolokalisatsiooni inimese hipokampuses.

14



2.2. Materjal ja metoodika
2.2.1. Katseloomad

Immunohistokeemilistes eksperimentides kasutati metsiktulpi Sprague Dawley rottide (Crl:
CD(SD) rotid CD® IGS, Charles River Laboratories) ajukudesid. Rotte kasvatati Tartu Ulikooli
bio- ja siirdemeditsiini instituudi katseloomakeskuses. Loomi kasvatati puurides 2-4-kaupa
standardsetes elutingimustes 12-tunnise valguse/pimeduse tsukliga (valguseperioodi algusega
kl 7.00). Loomadel oli piiramatu ligipaé&s toidule (Sniffi universaalne hiire ja roti dieet, Ssniff
#V 1534, ssniff Spezialdiéten) ja veele (pé6rdosmoosi teel puhastatud vesi). Kdiki protseduure
loomadega teostati kooskOlas 2010. aasta septembri Euroopa Parlamendi ja noukogu
direktiiviga (2010/63/EV).

2.2.2. Katseloomade perfusioon

Tdaiskasvanud rotid (n=2) wuinutati sustides neile ketamiin/dexmedetomidine lahust
flisioloogilises lahuses (ketamiin 150 mg/kg, dexmedetomidine 0.5 mg/kg, ststemaht 0.1 ml
100 g kohta intraperitoneaalselt). Kui loomad olid saavutanud siigava anesteesia, avati
rinnakorv ning loomad perfusioon-fikseeriti. Selleks viidi perfusioonindel siidame vasakusse
vatsakesse ja tehti 18ige paremasse kotta. Seejarel pesti vélja veri (fosfaatpuhvriga, 50 ml/min)
ning fikseeriti (4% formaldehlud/fosfaatpuhvri lahusega, 50 ml/min). Katseloomade

perfuseerimist viis 1abi selleks volitatud isik.
2.2.3. Immunohistokeemia roti ajukoel

Perfuseeritud ja fikseeritud ajukoed dissekteeriti, immutati kilmakaitse eesmargil 30%
sahharoosilahuses fosfaatpuhverdatud soolalahuses (phosphate-buffered saline, PBS, 137 mM
NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, 0,01% NaNs, pH 7,4) ning kilmutati
-80 °C juures. Ajudest Idigati kriilomikrotoomiga Leica CM1520 (Leica Biosystems) 30 pum
paksused 16igud. LAigud tehti nii koronaal-, sagitaal- kui horisontaaltasapinnas. Ldike sailitati
edaspidiseks kasutamiseks PBS-is. Koeldike pesti 3 korda 5 minutit PBS-is ning
permeabiliseeriti 45 minutit loksutil PSU-20i (Biosan) 0,25% Triton X-100 (Naxo) lahuses
PBS-is. Mittespetsiifilise signaali vahendamiseks inkubeeriti 18ikusid Ule66 loksutil
blokeerimislahuses (0,3M glitsiin (Naxo), 5% immuniseerimata kitse seerum (normal goat
serum, NGS; Nordic BioSite), 1% veise seerumi albumiin (bovine serum albumine, BSA;
Sigma-Aldrich), 0,1% Tween-20 (Naxo), PBS). Seejérel inkubeeriti koelGike 2 66péeva 4 °C

juures loksutil primaarsete antikehade lahuses (1% BSA, 0,1% Tween-20, PBS) koos jargmiste
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antikehadega: kullikus valmistatud NEGR1 vastased antikehad (0,5 pg/ml, Sigma-Aldrich
Cat# HPA011894, RRID:AB_1854363) ja meriseas valmistatud PV vastased antikehad (1:250,
Synaptic Systems Cat# 195 004, RRID:AB_2156476). Seejéarel pesti koeldike 5 korda 5 minutit
0,1% Tween-20 PBS-is. Koeldike inkubeeriti 2 tundi toatemperatuuril loksutil sekundaarsete
antikehade lahuses (1% veise seerumi albumiin, 0,1% Tween-20, PBS) jargmiste
fluorofooridega konjugeeritud antikehadega: kitses valmistatud kudliku vastased antikehad
(Alexa Fluor 488) (3 pg/ml, Jackson ImmunoResearch Labs Cat# 111-545-045,
RRID:AB_2338049) ja eeslis valmistatud merisea vastased antikehad (rodamiin (TRITC)) (3
pg/ml, Jackson ImmunoResearch Labs Cat# 706-025-148, RRID:AB_2340445). Koeldike
pesti 5 korda 5 minutit 0,1% Tween-20 PBS-is. DNA margistamiseks inkubeeriti 16ike 10
minutit loksutil bisbensimiid H 33258 lahuses PBS-is (5 pg/mL, Hoechst 33258, Sigma-
Aldrich). Seejérel pesti 16ike 10 minutit PBS-is. Koeldigud pandi klaasidele kasutades 0,5%
zelatiinilahust (BDH Laboratory Supplies) ning lasti kuivada toatemperatuuril pimedas. Loigud
sulundati kasutades Fluoromounti sulundusvedelikku (Sigma-Aldrich) ja klaasid kaeti 0,13-
0,16 mm paksuste Kkatteklaasidega (Marienfeld). Sekundaarsete antikehade seondumise
spetsiifilisust kontrolliti koelGikude prooviga, kuhu ei lisatud primaarseid antikehi (negatiivne
kontroll). Koelbikusid vaadeldi ja pildistati Leica SCN400 slaidide sk&nneriga (Leica
Microsystems). Paneelide tegemiseks kasutati programmi GIMP (versioon 2.10.22).

Ajupiirkondade méaramiseks kasutati Paxinose ja Watsoni (2014) atlast.
2.2.3. Kolokalisatsiooni kvantifitseerimine

Selleks, et hinnata tdpsemalt NEGR1 paiknemist roti hipokampuse piirkonna PV+ rakkudes,
I6igati 30 um 16igud 600 um intervalliga Bregma koordinaatide vahemikus -1,72 kuni -6,84
mm (koronaaltasapinnas) ja -3,10 kuni -9,10 mm (horisontaaltasapinnas) (Paxinos ja Watson,
2014) (n=2). Pérast immunohistokeemilist tootlemist piiritleti saadud koronaal- ja
horisontaalldikudelt hipokampuse piirkonnad subiculum, Ammoni sarve véljad CA1-CA3 ja
hammaské&ér ning loendati rakud, mis ekspresseerisid ainult PV ning rakud, mis ekspresseerisid
nii PV kui NEGR1.

2.2.5. Inimese ajukude

Inimese ajukoe uurimiseks koguti post mortem koeproovid tervetelt (st ilma Kliinilise
diagnoosita) isikutelt (n=5), kelle keskmine vanus oli 36 + 8,4. Proovid kogusid Tartu Ulikooli
patoloogilise anatoomia ja kohtuarstiteaduste osakond ja Eesti Kohtuekspertiisi Instituut. T66

inimese ajukoega toimus Tartu Ulikooli inimuuringute eetika komitee ndusolekul (223/T-4).
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2.2.6. Immunohistokeemia inimese hipokampusel

Inimese ajukoe immunohistokeemilisel vérvimisel tugineti osaliselt Waldvogeli jt (2006)
protokollile. Hipokampuste dissekteerimise jarel immutati kudesid kiilmakaitse eesmérgil 30%
sahharoosilahuses PBS-is 4 60péeva ning kulmutati -80 °C juures. Hipokampustest I16igati
kriiomikrotoomiga Leica CM1520 (Leica Biosystems) 30 v6i 40 um paksused koronaall®igud.
KoelGike inkubeeriti 1h kuni tGle6d 0,2% Triton X-100 lahuses PBS-is. Seejarel inkubeeriti
koeldike 0,1M naatriumtsitraadi (Sigma-Aldrich) lahuses (pH 4,5) ile6d 4 °C juures loksutil.
Koel6ike kuumutati 3 korda 5 minutit 95 °C 0,1M naatriumtsitraadi lahuses, vahepeal segades.
Parast toatemperatuurini jahutamist pesti koeldike 3 korda 15 minutit 0,2% Triton X-100
lahuses PBS-is. Seejarel inkubeeriti koelBike 1 h jooksul blokeerimislahuses koostisega 0,3M
glutsiin, 5% NGS, 1% BSA ja 0,2% Triton X-100 PBS-is. Koeldike inkubeeriti 4 66péeva 4 °C
juures loksutil primaarsete antikehade lahuses. Kasutatud antikehad ja kontsentratsioonid olid
samad, mis roti ajukoel tehtava protseduuri puhul (alapeatiikk 2.2.3), kuid antikehad lahustati
1% NGS ja 0,2% Triton X-100 lahuses PBS-is. Pdrast primaarsete antikehade lahusega
inkubeerimist pesti koelGike 3 korda 15 minutit 0,2% Triton X-100 PBS-is. Seejérel inkubeeriti
koelGike Ule66 4 °C juures loksutil sekundaarsete antikehade lahuses. Taas kasutati samu
antikehi ja kontsentratsioone, mis roti immunohistokeemia puhul (alapeatukk 2.2.3), kuid
lahusena kasutati 1% NGS ja 0,2% Triton X-100 PBS-is. Koeldike pesti 5 korda 15 minutit
0,2% Triton X-100 PBS-is. Autofluorestsentsi vahendamiseks vérviti koeldike 40 minutit 1%
sudaanmusta lahusega 70% etanoolis loksutil pimedas. Seejérel pesti koeldike 70% etanooliga,
kuni etanool enam ei varvunud. Rakutuumade visualiseerimiseks inkubeeriti 1dike 10 minutit
loksutil bisbensimiid H 33258 lahuses PBS-is (5 pg/mL, Hoechst 33258, Sigma-Aldrich).
Jargnevad protseduurid ja materjalid kattusid roti ajukoel kasutatud protokolliga. Ka inimese
ajukoel kontrolliti sekundaarsete antikehade seondumise spetsiifilisust negatiivse kontrolliga.

Inimese hipokampuse piirkondade ma&aramisel toetuti Mai jt (2016) atlasele.

2.3. Tulemused

2.3.1. NEGRL1 ja PV kolokalisatsioon roti ajus

Ehkki NEGR1 valgu paiknemist imetajate kesknarviststeemis on laialdaselt kirjeldatud, pole
tapselt teada, milliseid signaale NEGR1 ekspresseerivad rakud vahendavad. Sellest johtuvalt
seati bakalaureusetdd peaeesmargiks vélja selgitada, kas NEGR1 paikneb roti ja inimese
GABA-ergilistes parvalbumiini ekspresseerivates (PV+) interneuronites. Kasutades

ajukudede immunohistokeemilist analiisi leiti, et roti peaaju erinevates piirkondades

17



merge

Joonis 2. NEGR1 ja PV lokalisatsioon roti ajus. NEGRL1 (roheline) ja PV (punane)
immunohistokeemiline anallilis roti aju sagitaalldigul. NEGR1 kolokaliseerub PV-ga
ajukoore (CTX), hipokampuse (HI), taalamuse (TH), vadikeaju (CB), eesmise pretektaalse
tuuma (APT), mustolluse (SN), Glemiste kiingaste (SC) ja alumiste kiingaste (IC)
interneuronites. Mdo6tkava: 2 mm.

kolokaliseerub NEGR1 parvalbumiiniga (joonis 2). NEGR1 esineb valdavalt rakukehades
ning vahesemal maéral jatketel (joonis 3D). Tsiitoplasmaatiline kaltsiumit siduv valk
parvalbumiin paikneb neuronites nii jatketes kui rakukehades (joonis 3E). Tapsemal vaatlusel

on téheldatav, et valdav enamik PV+ neuroneid toodavad ka NEGR1 valku (joonis 3F).

Ajukoor

Immunohistokeemiline anallilis néitas, et NEGR1 paikneb (htlaselt ajukoore erinevates
piirkondades ja kihtides, valja arvatud ajukoore | ehk molekulaarkihis (joonis 3A). PV
ekspressioon varieerub ajukoores sdltuvalt piirkonnast ja kihist. Ajukoore somatosensoorses
piirkonnas esineb PV pohiliselt 111 kihis, kuid vahesemal madral ka Il ja IV kihis (joonis 3B).
Kui vaadata l&hemalt NEGR1 ekspressiooni somatosensoorse ajukoore PV+ rakkudes, siis
praktiliselt kdik PV+ neuronid ekspresseerivad ka NEGR1, samas véike osakaal kdigist
NEGR1+ rakkudest on ka PV+ (joonis 3C, D-F).

Hipokampus
Hipokampuse piirkonna analtiiisi tulemusena leiti, et NEGR1 on tugevalt ekspresseerunud
Ammoni sarve kdigi valjade (CA1-CA3) pliramidaalkihis ja hammaskaaru granulaarkihis
(joonis 4A, E, H, K). Uksikud NEGR+ rakud esinevad ka Ammoni sarve stratum oriens’is,
stratum radiatum’is ja stratum lacunosum moleculare’s (joonis 4A, E, H). Markimisvaérselt
rohkelt esineb NEGR1+ rakke CA3 piirkonna I8puosas, mis suubub hammaskaaru vahele
(joonis 4A, H). Samuti esinevad Uksikud rakud hammaskaaru molekulaarkihis ja polumorfses
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Joonis 3. NEGR1 ja PV lokalisatsioon roti aju somatosensoorses koores. NEGR1
(roheline) ja PV (punane) immunohistokeemiline analils roti aju koronaall6igul
somatosensoorses koores. DNA margistatud H33258-ga (sinine). (A-C) NEGR1 ja PV
lokalisatsioon somatosensoorses korteksis, kus NEGR1 ekspresseerub Uhtlaselt kdigis
korteksi kihtides (t&histatud I-V1), kuid PV peamiselt 111 kihis ja vdhesemal maaral ka 1l ja IV.
Valge ruuduga téhistatud piirkond, mida ndidatud suuremalt D-F. (D-F) Kdik PV+ rakud
ekspresseerivad ka NEGR1, kuid mitte kdik NEGR+ rakud ei ekspresseeri PV. Suurem nool
viitab rakukehale, vaiksem nool rakujatkele. M6dtkavad: (A-C) 250 um, (D-F) 20 pum.

kihis (joonis 4A, K). Sarnast mustrit jargib ka PV, ehkki erinevusena NEGR1-st esineb
Ammoni sarve puramidaalkihis lisaks suurtele, jatketega PV+ rakkudele ka positiivselt
varvunud jatketest moodustunud tihe v@rgustik (joonis 4F, I). Sealjuures ekspresseerivad
enamik PV+ rakke NEGRL1 (joonis 4D, G, J, M). Ka subiculum’is on laialdane NEGR1 ja PV
ekspressioon ning PV+ rakud ekspresseerivad ka NEGRL1 (joonis 4A, B-D).

Amigdala

NEGR1 on amigdala rakkudes korgelt ekspresseerunud ning lokalisatsiooni signaal on
taheldatav ka PV+ rakkudes (joonis 5). Nii NEGR1 kui PV on mérgatavalt rohkem
ekspresseerunud basolateraalses amuigdalas (joonis 5, BLA), kuid esinevad ka lateraalses

amigdalas (joonis 5, LA).

Taalamus
Jargnevalt vaadeldi tdpsemalt NEGR1 lokalisatsiooni PV+ rakkudes taalamuse piirkonnas.

Katsete tulemusena leiti, et NEGR1 on korgelt ekspresseerunud kogu taalamuses (joonis 6A).
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Joonis 4. NEGR1 ja PV lokalisatsioon roti hipokampuses. NEGR1 (roheline) ja PV
(punane) immunohistokeemiline analtits roti aju koronaalldigul hipokampuse piirkonnast.
DNA margistatud H33258-ga (sinine). (A) NEGRL1 ja PV lokalisatsioon erinevates
hipokampuse piirkondades. (B-D) Subiculum’is (Sub) esineb rohkelt NEGR1-
immunopositiivseid rakke, millest véike osa on ka PV+. (E-G) Ammoni vélja CA2 piirkonnas
paiknevad NEGRL1 ja PV puramidaalkihi rakkudes. PV+ rakud ekspresseerivad ka NEGR1.
(H-J) Ammoni vélja CA3 piirkonnas on NEGR1 kdrgelt ekspresseeritud rakukehades, samas
lokaliseerub PV peamiselt rakujatketes. (K-M) Hammaskaaru (DG) granulaarkihis on palju
NEGR+ rakukehi. PV ekspresseerub nii rakujatketes kui tiksikutes rakukehades. PV+ rakud
ekspresseerivad ka NEGR1. Liihendid: so — stratum oriens, sp — stratum pyramidale
(pUramidaalkiht), sr — stratum radiatum, ml — molekulaarkiht, gl — granulaarkiht, pl —
polimorfne kiht. Mddtkavad: (A) 400 pum, (B-D) 50 pum, (E-G) 50 um, (H-J) 20 um, (K-M)
20 pum.
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Joonis 5. NEGR1 ja PV lokalisatsioon roti amugdalas. NEGRL1 (roheline) ja PV (punane)
immunohistokeemiline anallis roti aju koronaalldigul amigdala piirkonnast. (A-C)
Amugdalas nahtub nii NEGR1 kui PV ekspressiooni. Kumbki esineb kdrgeimal tasemel
basolateraalses amugdalas (BLA), kuid ka lateraalses amiigdalas (LA). Valge ruut tahistab
piirkonda, mis on suurendatud D-F. (D-F) NEGR1 ja PV lokalisatsioon basolateraalses
amugdalas. Esineb korge NEGR1 ekspressioon. PV+ rakud ekspresseerivad ka NEGR1.
Mabdtkavad: (A-C) 500 um, (D-F) 100 um.

Eriti intensiivne signaal detekteeriti retikulaartuumas (joonis 6A, 7A, D, G). Ka PV esineb
mitmetes taalamuse piirkondades (joonis 6B), ekspresseerudes samuti tugevaimalt
retikulaartuumas (6B, 7B, E, H). PV+ rakujatkeid ning véiksemaid rakukehi esineb rohkelt ka
ventraalses posteromediaalses ja ventraalses posterolateraalses taalamuses, lisaks ka zona
incerta’s ja subtaalamuse subtalaamilises tuumas (joonis 6B). Kdigis neis piirkondades
ekspresseerivad PV+ rakud ka NEGR1 v6i on NEGR1-immunopositiivsed rakud imbritsetud
PV+ jatkete poolt (joonis 6C, 7C, F, I).

Véikeaju

Lisaks vaadeldi NEGR1 ja PV kolokalisatsiooni vaikeajus. Nii NEGR1 kui PV on vaikeajus
tugevalt ekspresseerunud ja paiknevad molekulaarkihi rakkudes ning Purkinje rakkudes
(joonis 8A-D). Granulaarkihis leidub tksikuid NEGR1+ rakke (joonis 8B). Kogu
granulaarkihi ulatuses esinevad PV+ jatked, sealjuures mdne vaga tiksiku vélja joonistuva

rakukehaga (joonis 8C).
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Joonis 6. NEGRL1 ja PV lokalisatsioon roti taalamuse erinevates piirkondades. NEGR1
(roheline) ja PV (punane) immunohistokeemiline analilis roti aju sagitaalldigul taalamuse
piirkonnast. (A) NEGR1+ rakud esinevad kdikjal taalamuses, kuid kdrgeimal maaral
retikulaartuumas (RET). (B) PV signaal on samuti tugevaim retikulaartuumas, kuid esineb ka
ventraalses posteromediaalses (VPM) ja ventraalses posterolateraalses (VPL) taalamuses,
zona incerta’s (ZI) ja subtaalamuse subtalaamilises tuumas (ST). (C) Kérgema PV
ekspressiooniga piirkondades esineb ka NEGR1. Mddtkavad: (A-C) 500 pm.




Joonis 7 (eelmisel lehekiiljel all). NEGRL1 ja PV lokalisatsioon roti taalamuse
retikulaartuumas. NEGR1 (roheline) ja PV (punane) immunohistokeemiline anallius roti aju
koronaalldigul taalamuse retikulaartuumas. (A-C) Nii NEGR1 kui PV ekspresseeruvad
taalamuses kdige korgemal maéral retikulaartuumas (Umbritsetud punktiirjoonega). Valge
ruut tahistab piirkonda, mis on suurendatud D-F. (D-F) Valge ruut téhistab piirkonda, mis on
suurendatud G-1. (G-1). K&ik PV+ rakud ekspresseerivad ka NEGR1, samas kui leidub
NEGR1+ rakke, mis PV ei ekspresseeri. Modtkavad: (A-C) 400 pum, (D-F) 100 um, (G-1) 20
pm.

Joonis 8. NEGR1 ja PV kolokalisatsioon roti vaikeaju koores. NEGRL1 (roheline) ja PV
(punane) immunohistokeemiline analiilis roti aju sagitaalldigul véikeaju piirkonnast. DNA
maérgistatud H33258-ga (sinine). (A) Roti véikeaju. Valge ruut téhistab piirkonda, mida on
esitletud B-D. (B-D) NEGR1 ja PV kolokaliseeruvad nii molekulaarkihis (ML) kui Purkinje
rakkude kihis (PL). Granulaarkihis (GL) esinevad Uksikud NEGR1+ rakud. Mdotkavad: (A) 1
mm, (B-D) 50 pm.

2.3.2. NEGRL1 ja PV kolokalisatsiooni kvantifitseerimine roti hipokampuses

Kvantifitseerimise tulemusel selgus, et subiculum’is ekspresseerib keskmiselt 94%, Ammoni
sarve CA1-CA3 piirkondades 96% ja hammaskéérus 88% PV+ rakkudest ka NEGR1. Kogu
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hipokampuse ulatuses (mitte eristades subiculum’i, Ammoni sarve valjade ja hammaskaaru
PV+ rakke) on keskmiselt 93% PV+ rakkudest ka NEGR1-immunopositiivsed.

2.3.3. NEGRL1 ja PV kolokalisatsioon inimese hipokampuses

T60 teine eesmark oli iseloomustada NEGR1 lokalisatsiooni inimese hipokampuse piirkonna
PV+ rakkudes. Immunohistokeemilise analtitisi tulemusena selgus, et PV lokaliseerub
inimese hipokampuses sarnaselt roti hipokampusele: lisaks Uksikutele selgelt vélja
joonistunud ja pikkade jatketega PV+ neuronitele hipokampuse Ammoni sarve véljades
(CA1-CA3), hammaskaarus ja subiculum’is, esinevad Ammoni sarve piiramidaalkihis ja
hammaské&éru granulaarkihis ka PV-immunopositiivsed rakujatked (joonis 9B, E, H, K). CAl-
CA3 piirkonna puramidaalkihis (joonis 9G, J) ja hammask&&ru granulaarkihis (joonis 9A)
vOib eristada ka ndrgalt valja joonistuvaid NEGR1+ rakke. Uuritavates hipokampuse
piirkondades olid kdik PV+ rakud ka NEGR1+ (joonis 9C, F, I, L).

2.4. Arutelu

Bakalaureuset6ds naidati narvirakkude adhesioonimolekuli NEGR1 ja GABA-ergiliste
interneuronite markeri parvalbumiini kolokalisatsiooni roti erinevates ajupiirkondades
(ajukoor, hipokampus, amligdala, taalamus, vaikeaju) ja inimese hipokampuses. NEGR1 oli
ekspresseeritud kdigis vaadeldud ajupiirkondades ning lokaliseerus samades rakkudes, kus ka
parvalbumiin. Praktiliselt kbik PV+ neuronid ekspresseerisid NEGRL1 nii roti kui inimese
ajus, samas leidus ka rohkelt NEGR1+ rakke, mis PV ei ekspresseerinud. Kvantitatiivse

analtdsi kaigus leiti, et ~93% PV+ neuronitest roti hipokampuses ekspresseeris ka NEGRL.

Bakalaureuseto tulemused ja varasem kirjandus (Singh jt, 2019) viitavad, et NEGR1 mdju
psulihikahdirete valjakujunemisele vGib vahemalt osaliselt olla vahendatud PV+ neuronite
poolt. Immunohistokeemilise analtilisi tulemusena leiti, et NEGR1 paikneb muuhulgas
rakkudes, mis ekspresseerivad PV. Kuna varasemalt on naidatud, et NEGR1 kujundab
dendriitide morfoloogiat ja suinapside teket (Hashimoto jt, 2008; Pischedda jt, 2014), on alust
arvata, et NEGR1 vdib mdjutada ka PV+ neuronite arengut. T60 tulemuste valguses voib
hiipotiseerida, et polimorfismid NEGR1 geenis vdivad viia korvalekalleteni PV
ekspressioonis, ehkki sellise seose kinnitamiseks tuleks teha eraldi uuringuid. Ebatttpiline

PV ekspressioon ajukoores, hipokampuses ja juttkehas on seotud paljude psiiuhikahdiretega,
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Joonis 9. NEGR1 ja PV kolokalisatsioon inimese hipokampuses. NEGR1 (roheline) ja PV
(punane) immunohistokeemiline analtils inimese aju koronaalldigul hipokampuse
piirkonnast. DNA margistatud H33258-ga (sinine). (A-C) NEGR1 ja PV lokalisatsioon
hammask&arus. Valge ruut tahistab piirkonda, mis on suurendusega néidatud D-F. (D-F) PV+
rakk hammaskéaarus ekspresseerib ka NEGR1. (G-H) NEGR1 ja PV lokalisatsioon Ammoni
sarve CA2 piirkonnas. Valge ruut t&histab piirkonda, mis on suurendusega néidatud J-L. (J-L)
PV+ rakk CA2 piirkonna puramidaalkihis ekspresseerib ka NEGR1. Lithendid: gl —
granulaarkiht, sp — stratum pyramidale (puramidaalkiht). Md6tkavad: (A-C) 50 um, (D-F) 20
pm, (G-I) 100 um, (J-L), 20 pm.

nende hulgas skisofreenia, sdltuvushéirete, autismispektri hairete, Alzheimeri tove,
depressiooni ja stressihairetega (Nahar jt, 2021). Samade héiretega on seostatud ka
polumorfisme NEGRL1 geenis, transkripti tasemes vdi NEGR1 valgu hulgas (Karis jt, 2018; Li
ja De Muynck, 2021; Maccarrone jt, 2013; Ni jt, 2018; Pinto jt, 2010; Zhou jt, 2020).

Bakalaureuset0os naidati, et NEGR1 ja PV ekspresseeruvad olulisel méaaral taalamuse
retikulaartuuma rakkudes ning NEGRL1 esineb taalamuse PV+ neuronites. Taalamuse
retikulaartuum on GABA-ergiline tuum, mis saab sisendeid nii korteksist, taalamusest kui
kdigist tajukeskustest. Retikulaartuum inhibeerib taalamuse neuroneid ja sellega on tal oluline
roll taalamuse ja korteksi vahelise informatsioonivahetuse reguleerijana (Pinault, 2004).

Taalamuse retikulaartuum on oluline ka skisofreenia neurobioloogias (Ferrarelli ja Tononi,
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2011). Steullet jt (2018) naitasid, et skisofreenia ja bipolaarse héirega patsientidel on
taalamuse retikulaartuumas vahenenud PV+ neuronite arv. Samuti pGhjustavad haired
retikulaartuuma PV+ neuronite aktiivsuses skisofreeniale tlupilisi eripdrasid ajulainete delta
ja gamma vonkesageduses ning une elektrofiisioloogilistes néitajates (Thankachan jt, 2019).
Siiski ei pruugi NEGR1 olla ainuke potentsiaalne retikulaartuuma PV+ neuronipopulatsiooni
mdjutaja — hairunud PV ekspressiooni taalamuse retikulaartuumas on seostatud naiteks
oksuidatiivse stressiga (EI Khoueiry jt, 2022; Steullet jt, 2018; Zhu jt, 2021).

Pstiihikahdiretega on seostatud ka teiste k&esolevas to0s uuritud ajupiirkondade ebatttpilist
PV ekspressiooni. Ajukoore PVV+ neuronite eripdrasid on seostatud skisofreenia,
autismispektri hdiretega, soltuvushdirete, stressi ja arevusega (Nahar jt, 2021). V&henenud
PV+ neuronite arvu hipokampuses on ndidatud skisofreeniapatsientidel (Z. Zhang jt, 2002) ja
skisofreenia ning Alzheimeri tdve loommudelitel (Abdul-Monim jt, 2007; Harte jt, 2007,
Jenkins jt, 2009; Lodge jt, 2009; Veerasakul jt, 2016; Zallo jt, 2018). PVV+ neuronid
amugdalas mangivad rolli hirmu dppimise spetsiifiliste aspektide (Krabbe jt, 2018; Lucas jt,
2016; Yau jt, 2021) ja arevuskaitumise juures (Hale jt, 2010; Urakawa jt, 2013).
Korvalekaldeid vaikeaju PV ekspressioonis on samuti seostatud skisofreenia (Vidal-

Domenech jt, 2020) ning autismispektri héiretega (Soghomonian jt, 2017; Wéhr jt, 2015).

Singh jt (2019) naitasid Negr1-/- puudulikel hiirtel PV+ rakkude arvu védhenemist
hipokampuses. Autorid ei raporteerinud PV+ rakkude arvu véhenemist muudes
ajupiirkondades, kuid k&esoleva t60 tulemuste valguses voib NEGR1 mdjutada ka muude
piirkondade PV+ neuronite arengut. Seetdttu vdiks tulevase uurimisteemana kasitleda PV+
neuronite arvu ka muudes Negrl-puudulike organismide ajupiirkondades, sealjuures
ajukoores, amugdalas, taalamuse retikulaartuumas (v0i kogu taalamuses) ja véikeajus ning
muudes, kdesolevas t06s lahemalt kéasitlemata piirkondades. VVarasemas kirjanduses on
viidatud NEGR1 stereotaktilisele manustamisele elusloomade hiipotaalamusse, mille
tagajérjel muutus nende toitumiskaitumine (Venkannagari jt, 2020). Tulevastes uuringutes
vOiks kasitleda ka seda, kuidas NEGR1 manustamine erinevas arengujargus Negrl-/-
organismidele muudab PV+ neuronite ekspressiooni ja kas seeldbi on vdimalik taastada

normaalne PV fenotidp.

Vaid véike osakaal kdigist NEGR1+ rakkudest roti ajus ekspresseeris PV. Seega oleks
tulevikus pdhjust uurida NEGR1 kolokalisatsiooni ka teiste markeritega. On teada, et NEGR1
ekspresseerub nii neuronitel kui gliiarakkudel (Sharma jt, 2015; Y. Zhang jt, 2014, 2016) ning
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lisaks seostele GABA-ergilise slisteemiga on varasemates td6des naidatud NEGR1
ekspressiooni hiipotaalamuse oksttotsiini- ja vasopressiinineuronitel (Miyata jt, 2000; Miyata,
Taguchi, jt, 2003). Lisaks on NEGR1 t6ené&oliselt seotud monoaminergilise siisteemiga:
néidatud on serotoniini- v8i noradrenaliinisiisteemi mdjutavate antidepressantide mdju
NEGRL1 ekspressioonile (Carboni jt, 2020). Seega vdib NEGR1 psiithikahdireid ja

metabolismi mdjutada ka teiste spetsiifiliste neuronipopulatsioonide vahendusel.

T66 puuduseks voib lugeda vikest valimit ja ebapiisavaid kvantifitseerimisvahendeid.
NEGR1 ja PV kolokalisatsiooni kirjeldamine roti ajus p&hines kahe isendi ajukoe uurimisel,
mis annab kill esialgseid andmeid, kuid on ebapiisav 18plike jarelduste tegemiseks. Siiski on
NEGR1 ja PV ekspressiooni t60s kasitletud ajupiirkondades valideeritud ka teistes t66riihma
uurimisprojektides. Uldistusjou suurendamiseks tuleks eksperimenti siiski korrata suuremal
valimil. Samuti saaks laiendada uuritavaid ajupiirkondi, sest lisaks t60s ké&sitletud
piirkondadele kolokaliseerusid NEGRL1 ja PV ka mujal ajus, sealhulgas nii dorsaalses kui
ventraalses juttkehas, keskajus ja ajutlives. Sealjuures tuleks edaspidises to0s lisaks NEGR1
ja PV ekspressiooni ja kolokalisatsiooni kirjeldamisele neid tulemusi ka kvantifitseerida.
Ké&esolevas t60s kvantifitseeriti see, kui suur osa hipokampuse PV+ rakkudest ekspresseerib
ka NEGR1. T66 kaigus selgus, et kuigi enamasti oli voimalik anda objektiivne hinnang
(Jah/ei), kas iga konkreetne PV+ rakk annab ka NEGRL1 spetsiifilist signaali, siis harvadel
juhtudel esines raskusi NEGR1 signaali hindamisel, kuna NEGR1 annab kohati hdgusamat
taust-signaali. Seetdttu on oluline kvantifitseerimismeetodit taiustada, kasutades signaali
intensiivsuse hindamiseks vastavat programmi, mille abil kujuneks objektiivne hinnang, kas
signaal konkreetses rakus on korge, keskmine, madal voi alalédvine. Edaspidistes uuringutes

vOiks selgitada ka seda, kui suur osakaal NEGR1+ rakkudest ekspresseerib PV.

Lisaks vérvingule roti ajukoes uuriti NEGR1 ja PV kolokalisatsiooni ka inimese
hipokampuses. Inimese ajukoe immunohistokeemilisel uurimisel fluorestsentsmérgisega
sekundaarsete antikehadega on takistuseks inimese ajukoe endogeenne autofluorestsents, mis
raskendab spetsiifilise, uuritava signaali eristamist mittespetsiifilisest fluorestsentsist. Ka
lipofiilse vérvi sudaanmustaga varvimine ei eemaldanud kogu ebaspetsiifilist signaali, nagu
selgus negatiivsest kontrollist. VVdrreldes roti ajukoe vérvinguga ei eristunud NEGR1+ rakud
Ammoni sarve piramidaalkihis ja hammaskaaru granulaarkihis nii selgelt, seda ka juhul, kui
suurendati antikeha kontsentratsiooni ja pikendati inkubatsiooniaega primaarsete antikehade
lahuses (n=1, andmeid pole ndidatud). Siiski nditasid PV+ rakud ka NEGR1 signaali, ehkki

vOrreldes roti ajukoega olid ka need rakud ndrgemalt NEGR1-immunopositiivsed. Ehkki
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kasutatud primaarne antikeha oli inimese organismi spetsiifiline, saaks edaspidises t66s
tulemusi kinnitada teise tootja primaarse antikehaga. Ka inimese puhul oleks oluline
jargmisena vaadata NEGR1 ja parvalbumiini koos esinemist teistes ajuosades, eelkdige
taalamuse retikulaartuumas, kus ké&esoleva t66 tulemuste pdhjal vdiks samuti eeldada NEGR1

ja PV kolokalisatsiooni.

Bakalaureuset66 tulemusena ndidati, et parvalbumiini interneuronid roti ja inimese ajukoes
ekspresseerivad narvirakkude adhesioonimolekuli NEGR1. See lubab oletada, et NEGR1
mangib rolli PV interneuronite arengul ja talitlemisel, ehkki sellise seose kinnitamiseks
oleksid vajalikud taiendavad uuringud. NEGR1 ja PV on seotud paljude psiihhiaatriliste
hairetega, mis osaliselt kattuvad. Bakalaureuset6d tulemused on oluline lisa-tdendmaterjal
hiipoteesile, et NEGR1 v6ib oma mdjusid psuthikahairetele avaldada PV vahendusel. Teave
nende kahe molekuli kolokalisatsiooni mustrist on aluseks edasistele uuringutele NEGR1 ja

parvalbumiini koostoime tdpsema molekulaarse mehhanismi selgitamiseks.
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KOKKUVOTE

Bakalaureuset6o eesmérgiks oli selgitada seoseid IgLON superperekonna litkme,
nérvirakkude adhesioonimolekuli NEGR1 ja GABA-ergiliste parvalbumiini ekspresseerivate
interneuronite vahel. Selleks tehti roti ajukoel ja inimese hipokampusel

immunohistokeemilised vérvingud.

T60 tulemusena selgus, et NEGR1 ja PV kolokaliseeruvad kdigis uuritud roti ajupiirkondades
(ajukoor, hipokampus, amulgdala, taalamus, véikeaju). Markimisvaarne oli NEGRL1 ja PV
kolokalisatsioon taalamuse retikulaartuumas. Suur enamik PV+ rakkudest ekspresseeris
NEGR1, samas kui vaid vaike osakaal kdigist NEGR1+ rakkudest ekspresseerisid ka
parvalbumiini. Kolokalisatsiooni kvantifitseerimine roti hipokampuses andis tulemuseks, et
~93% PV+ rakkudest olid ka NEGR1-immunopositiivsed, ehkki tulevikus tuleks

kvantifitseerimismeetodit tdiustada.

NEGR1 ja PV kolokalisatsiooni uuriti ka inimese hipokampuses. Inimese hipokampuses
leidus laialdane PV ekspressioon, kuid NEGR1 signaal ei olnud nii selge kui roti ajus. Siiski
néitasid kdik PV+ neuronid ka NEGR1 ekspressiooni. Tulemuste kinnitamiseks tuleks

varvingut korrata, kasutades mone teise tootja primaarset antikeha.

Bakalaureuseto tulemused koos varasema kirjandusega lubavad jareldada, et NEGR1-I vdib
olla roll PV+ neuronite arengu suunamisel. Haireid PV ekspressioonis erinevates
ajupiirkondades on seostatud paljude pstuhikahdiretega, millest paljusid on seostatud ka
NEGR1-ga. PV vdib véhemalt osaliselt olla vahendajaks, mille labi NEGR1 psiiuhikale mdju

avaldab.
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RESUMEE / SUMMARY

Parvalbumin interneurons in the rat brain and human hippocampus express neural cell
adhesion molecule NEGR1
Liisi Promet

Summary

NEGRL is a neural cell adhesion molecule belonging to the IgLON superfamily. NEGR1 is
important in shaping the overall structure of the nervous system and, more specifically, plays
a role in synapse formation and dendritic arborization of neurons. GWAS studies, animal
studies and studies with clinical patients have associated NEGR1 with both psychiatric

diseases, such as depression, schizophrenia and autism spectrum disorders, and obesity.

Recent works have associated NEGR1 with the GABAergic system. A reduced number of
parvalbumin (PV) neurons, a subtype of inhibitory GABAergic interneurons, was shown in
the hippocampus of Negrl-/- mice. NEGR1 has also been shown to play a role in the synaptic
targeting of GADG5, an enzyme present in GABAergic cells that is responsible for converting
gluatamate into GABA. The aim of the present work was to further elucidate the relations

between NEGR1 and PV interneurons.

Immunohistochemical stainings of both the rat brain and the human hippocampus were
performed. Colocalization of NEGR1 and PV was seen in several areas of the rat brain,
including the cortex, hippocampus, amygdala, thalamus and cerebellum. Importantly,
colocalization of NEGR1 and PV was observed in the reticular nucleus of the thalamus, a
major regulator of corticothalamic information flow. The majority of PV+ interneurons also
expressed NEGR1, whereas only a fraction of the NEGR1+ cells were also PV-
immunopositive. Quantification of the results showed that 93% of PV+ neurons in the rat
hippocampus also expressed NEGR1, although more precise quantification methods should
be utilized in future studies. Expression of NEGR1 was also evident in the PV+ interneurons

of the human hippocampus.

Together with previous findings, the results of the current work imply that NEGR1 could
shape the development and functioning of PV+ interneurons, although future studies are
needed to elucidate the molecular mechanisms behind their interactions. NEGR1 and PV are

both implicated in a range of psychiatric disorders that partially overlap. The effect of NEGR1
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on the development of psychiatric disorders may be mediated, at least in part, by fast-spiking

parvalbumin interneurons.
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