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2. Kasutatud liithendid
BM — purple — ingl.k. alkaline phosphatase substrate, precipitating ehk aluselise fosfataasi

sadenev substraat

BR - ingl.k. blocking reagent ehk blokeerimis reagent
DIG — digokstigeniin

GPR155 — G-valguga seotud retseptor 155

MQ — MilliQ vesi, ultrapuhas vesi tiiiip 1

NTMT — ingl.k. alkaline phosphatase buffer ehk aluselise fosfataasi puhver (NaCl-Tris-Cl-
MgCl,-Tween20)

PBS —ingl k. phosphate buffered saline ehk fosfaatpuhverdatud soolalahus

PFA — paraformaldehiiid

RNA — ribonukleiinhape

SSC —ingl.k. saline sodium citrate ehk naatriumtsitraadi soolalahus

SDS — naatriumdodetsiiiilsulfaat

TBST —ingl.k. Tris buffered saline with Tween ehk TRIS-puhverdatud soolalahus Tweeniga

TRIS — 2-amino-2-(hiidroksumetiiiil)-1,3-propaandiool



3. Sissejuhatus
G-valguga seotud retseptorid on tiiks koige suuremaid retseptorite perekondi. Olles
mérklauaks paljudele ravimitele, pakuvad G-valguga seotud retseptorid laialdast huvi. Samas
leidub nende hulgas palju selliseid retseptoreid millele pole veel tuvastatud aktivaatoreid.
Selliseid ligandita retseptoreid kutsutakse orbretseptoriteks ja nende uurimine ja neile
sobivate ligandide leidmine on jérjest populaarsem. Esimeseks sammuks sobiva ligandi

leidmisel on orbretseptori asukoha tuvastamine organismis. Antud t60s sellest etapist juttu

tulebki.

Kédesolevas magistritods antakse lihililevaade nii  G-valguga seotud retseptorite,
orbretseptorite kui ka G-valguga seotud retseptor 155 (GPR155) kohta. Samuti kisitletakse
erinevaid meetodeid retseptorite lokaliseerimiseks roti ajus, ning antakse iilevaade
kditumisomaduste uurimisvoimalusest uudiskasti testiga. Kéesoleva t66 pdhirdhk on GPR155

lokalisatsiooni tuvastamisel in situ hiibridisatsiooni abil.

Too eksperimentaalne osa keskendub tehtud Kkatsetele, mille eesmirk oli lokaliseerida
GPR155 lokalisatsioon roti ajus, mille alusel saaks edaspidi tuvastada vd&imalikke
funktsioone.



4. Kirjanduse iilevaade

4.1 G-valguga seotud retseptorid

G-valguga seotud retseptorid (GPCR) on transmembraansete valkude klass, mis osalevad
keemilisel signaali iilekandel rakumembraanil. Endogeensetele signaalidele reageerivate
GPCR-de hulgas on suur hulk retseptoreid, mille kuulumine sellesse klassi on oletatud
vastava geeni jarjestusest, aga millele vastavat endogeenset aktiveerijat (agonisti) pole leitud.
Neid nimetatakse orbretseptoriteks, aastal 2006 oli orbretseptorite hulk umbes 120 (Oh et al.
2006).

IUPHAR nomenklatuuri jargi jagatakse GPCR-d kolme perekonda: A, B ja C. Perekonna B
voib jagada kaheks kiillaltki suure erinevusega grupiks — sekretiinilaadseteks retseptoriteks,
mille hulka kuuluvad mitmesuguseid peptiidseid hormoone siduvad retseptorid ja
adhesiooniretseptoriteks, mille ligandid ja signaalililekandetee on ebaselged (Fredriksson et
al. 2003). GPR155 on (mRNA jérjestuse pohjal) oletatud kuuluma perckonda B; jéarjestus on
rohkem homoloogiline adhesiooniretseptorite grupiga (Vassilatis et al. 2003), kuid
homoloogia on siiski vidga viike, et GPR155 sellesse gruppi kuuluvaks liigitada (Oh et al.
2006). Kuna GPR155-le pole leitud endogeenset aktiveerijat on tegemist orbretseptoriga.

4.2 Orbretseptorid

Olgugi, et G-valguga seotud retseptoreid on viga palju pole koigile neile veel leitud
kehaomaseid ligande. Selliseid ligandita retseptoreid nimetatakse orbretseptoriteks.
Orbretseptorite kuulumine G-valguga seotud retseptorite klassi on médratud geenijérjestuse
pShise homoloogia alusel (Im 2002). Homoloogia jérgi voib orbretseptori lugeda teatud klassi

kuuluvaks kui vihemalt 40% jérjestusest on sarnane antud gruppi kuuluvate retseptoriga.

Retseptorid vastutavad erinevate signaalide joudmise eest sihtkohtadesse. Uldjuhul on
voimalik uurida retseptorite poolt vahendatud signaaliiilekannet kasutades selleks antud
retseptoritele omaseid ligande ehk siis kas aktiveerijaid voOi deaktiveerijaid. Kuna
orbretseptoritele pole veel tuvastatud endogeenseid ligande ja samuti puudub info nende

funktisoonide kohta, peetakse neid potentsiaalseteks ravimiméarklaudadeks. Selletottu pélvib
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deorvustamine ehk endogeensete aktiveerijate leidmine jarjest enam tihelepanu. (Civelli et al.
2006, Ma et al. 2002).

4.3 GPR155

G-valguga seotud retseptor 155 (GPR155) on iiks kdige vdhem uuritud orbretseptoreid.
GPR155 uurimise kohta on vaid mdned kirjandusviited, mis seovad seda autismi, UV-
kiirgusest tingitud kasvajate ja parasiitide poolt pdhjustatud poletikega (Nishimura et al. 2007,
Hacker et al. 2008, Albuquerque et al. 2009). GPR155 (alias PGR22) on membraani ldbiv
valk ning geeni homoloogia pdhjal liigitatakse see G-valguga seotud retseptorite hulka
(GPCR). G-valguga seotud retseptorite hulgas liigitatakse GPR155 homoloogia pohjal
sekretiini laadsete retseptorite hulka. Sekretiini laadsed retseptorid vastutavad néiteks
pohiliste flisioloogiliste funktsioonide nagu ekso- ja endokriinne sekretsioon reguleerimise,

toitumisharjumuste, metabolismi, kasvu ja neuromodulatsioonide eest. (Neumann et al. 2008)

GPR155  geeni  pikkus on 4810  aluspaari  (http://www.genscript.com/cgi-
bin/orf/refseq.pl?7acc=NM_001107811). Roti ja hiire GPR155 aminohappeline jérjestus on

95% ulatuses sarnane (Trifonov et al. 2010).

4.4 GPR155 mRNA lokalisatsioon ja arvatavaid funktsioone

RT-PCR meetodil mairati GPR155 ekspressiooni mitmetes ajuosades. GPR155 ekspressiooni
leiti hiipotaalamuses, amiigdalas (mandelkeha), ajutiives, véikeajus, ajukoores, frontaalkoores,
hippokampuses, juttkehas ja taalamuses. Kdige korgem mRNA tase leiti juttkehas ja
taalamuses (Vassilatis et al. 2003). Kahte viimast ajuosa seostatakse motivatsiooni ja
hiivekditumisega. Kuid GPR155 ei ekspresseeru ainult ajus, antud uuringus niidati selle geeni
ekspressiooni ka perifeersetes kudedes (sh soolestik, neerud, kopsud, munasarjad, eesndérme,
nahk, magu ja emakas). Lisaks on leitud otsene seos GPR155 diisregulatsiooni ja autismi
vahel. Autismi spektri héiritega loomadel on antud orbretseptori ekpressioon diisreguleeritud
erinevalt loomadest, kellel antud héireid pole. (Nishimura et al. 2007). Siiani on kaardistatud
GPR155 asukohad hiire ajus (Trifonov et al. 2010)



Orbretseptor GPR155 sattus meie huviorbiiti seoses depressiooni loommudelite uurimisega.
Loommudelina kasutati Wistar tdugu rotte, kes olid eelnevalt jagatud uudistamisaktiivsuse
jargi gruppideks. Uudistamisaktiivsus méddrati nn uudiskasti testis (vt allpool), kus Wistari
liini rotid jagunevad selgelt rohkem (HE) ja vihem (LE) uudistavateks isenditeks, kusjuures
vihem uudistavad rotid néitavad iilesse drevamat kditumist monedes stressirohketes katsetes
ning erinevad HE-rottidest ka hedoonilistele elamustele vastuvotlikkuse kontekstis (Méllo et
al 2007). Uudiskasti meetodil selekteeritud rottide geenide ekspressioonimustri analiiiisil
MRNA kiibil leiti, et orbretseptor GPR155 mRNA hulk erineb oluliselt LE ning HE rottide
vahel erinevates ajuosades (hipokampuses, raphe tuumas). Lisaks néhti vdiksemaid muutusi
veel mitme  orbretseptori ja  serotonergilise  signaaliiilekande = komponentide
ekspressioonitasemes (Projekti Newmood publitseerimata andmed). Lisaks avaldamata

andmetele orbretseptorit GPR155 kohta, uuritakse seda retseptorit jirjest rohkem.

4.5 In situ hiibridisatsioon

In situ hiibridisatsioon pdhineb komplementaarse RNA-proovi (riboproovi) seostumisel
koeldigus olevale retseptori mMRNA-

le. Seotav RNA proov on mirgistatud

Margis

. . mRNA
antikehade poolt dratuntava

fragmendiga, mis vdimaldab hiljem

seotunud mRNA virvireaktsiooni abil

lokaliseerida. Lisaks antikehade poolt S

dratuntavale digoksiigeniinile DiG-antikeha substraat
kasutatakse riboproovide /

mérgistamiseks radioaktiivsete _DIG maérgise antikeha

isotoopidega  madrgistatud  proove.

Digoksiigeniiniga (DIG) margistamise

eeliseks rddgib see, et pole vaja

Sihtmark

tootada radioaktiivsusega ja fakt, et

seda toodetakse taimsest allikast Joonis 1: Skemaatiline in situ hiibridisatsiooni toimumine.
Sihtmirgiks olevale RNA-le seostub sellega komplemantaarne

(Sf)rrnkﬁbaralistest). Taimsest mRNA, millele on seotud digoksiigeniin mirgis (iilemine pool). Peale
ahelate seostumist seotakse digoksiigeniinile antikeha, millel on

allikast péirit méirgise korral on aluseline fosfataas Kkiiljes, ja tehakse antikeha asukoht kindlaks
aluselisele fosfataasile mojuva substraadiga.



vélditud taustaprobleemid teiste organismide rakkudes (Braissant et al 1998, Hart et al 2009).
In situ hiibridisatsiooni kasutatakse laialdaselt erinevate retseptorite asukoha tuvastamiseks.
Eriti leiab see meetod kasutust orbretseptorite korral, kus on teada neist vaid geeni
jérjestus.(Farquharson et al 1990)

Joonisel 1 on toodud in situ hiibridisatsiooni toimumine skemaatilisel. Olemasolevale
sihtmidrk RNA-le seostub sellega komplementaarne riboproov, mille kiiljes on antikehade
poolt dratuntav mérgis (antud juhul digoksiigeniin). Mirgisele omakorda seostub katse kdigus
aluselise fosfataasiga konjugeeritud antikeha, mis muudetakse néhtavaks aluselise fosfataasi

substraadi abil.

In situ hiibridisatsiooni ldbiviimine eksperimentaalselt on vdimalik kahel erineval viisil.
Esimene variant on teostada katse klaasidele (mikroskoobi slaidid) kinnitatud proovidega
(Idikudega), teine voimalus on kasutada ujuvldikude meetodit. Esimest varianti kasutatakse
juhul kui katseobjekt on d4rmiselt vdike ning selle leidmine katseplaadilt on keerukas (nditeks
hiire munasarjad). Kui aga uuritav objekt on viahegi suurem (néiteks hiirte voi rottide ajud) on
ujuvldikude meetod igati teretulnud. Viimane voimaldab 1dbi téodelda korraga suuremat
hulka proove ja katse teostamine katseplaadil on tehtud vdimalikult lihtsaks. Lisaks on
modlemad meetodid omavahel vorreldavad — molema puhul toimub 10pilik analiiiis
mikroskoobi klaasidel olevate proovidega. Antud t60s kasutati ujuvldikude meetodit.
(Trifonov et al 2009, 2010, 2012, Braissant et al 1998, Owens et al 2006).

Katseplaat 12-siivendiga

ca 25 I6iku suvendis
12¥25=300tk

| 86*128%20mm
stiivendi maht max
6,9mL

3-5 loiku klaasi kohta

25*%75F1mm

Joonis 2: Joonisel on kérvutatud 12-siivendiga katseplaati ja mikroskoobi slaidi. 12-siivendiga katseplaadi
puhul on véimalik korraga libi toodelda suurem kogu proove.



4.6 Uudistamisaktiivsuse maiaramine rottidel uudiskasti meetodil
Oeldakse, et niipalju kui on erinevaid inimesi on ka erinevaid iseloome. Sama v&ib ka viita
kéditumise ja rottide kohta. Kditumuslikke erinevusi tdheldati rottidel juba ammu. Selliseid
kditumiserinevusid uurides arendati vilja mitmed meetodid kéitumisparameetrite
kirjeldamiseks. Uheks selliseks on ka Otteri poolt kirjeldatud uudiskasti meetod rottide
uudistamisaktiivsuse méadramiseks. (Otter et al. 1997) Meetodi iilesehitus on lihtne. Rott
pannakse uudiskasti (koosneb kahest osast: avarvili ja kinnine pesakast) ja jélgitakse tema
kditumist 15 minuti jooksul.

N Pesa

Joonis 3: Joonisel on uudiskast. paksema joonega iimbritsetud ala on avarvili, mida rott uudistama hakkab.
Parempoolne peenikese joonega kast on pealt kinnine pesakast kuhu rott katse alguses pannakse. Avarviljal on ka 3
objekti: klaaspudel (1), toidugraanul (2) ja puupulk (3).

Kuna uudiskasti puhul on tegemist uudse keskkonnaga rotile ongi vdimalik jilgida tema
uudistamisaktiivsust. Roti vaatluse juures margitakse iiles jargmisel ndidud: pesast
véljumiseks kulunud aeg, avarviljal veedetud aeg, objektide uudistamine, tdus tagaképpadele
ja tiletatud joonte arv. Vastavalt saadud tulemustele jagatakse rotid kahte gruppi — HE ja LE.
HE — high exploratory ehk korge uudistamisaktiivsus ja LE — low exploratory ehk madal
uudistamisaktiivsus. Kdrge uudistamisaktiivsusega rotti iseloomustavad jargmised omadused:
aktiivne, uudishimulik. Madala uudistamisaktiivsusega rotti iseloomustab aga arglikkus.

(Otter et al 1997, Millo et al 2006)

4.7 Immunohistokeemia
Immunohistokeemia pdhineb antikeha seondumisel koeldigul paiknevale spetsiifilisele
antigeenile, milleks on immunohistokeemia puhul valgu fragmendi struktuur. Ehk siis on

immunohistokeemia abil vdimalik tuvastada kus asub konkreetne valk. Immunohistokeemia
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on kasutusel erinevate valkude (sh G-valk seotud retseptorite) asukoha tuvastamiseks nii koe
kui ka raku tasandil, andes olulist informatsiooni retseptorite lokalisatsiooni ja haiguste
omavaheliste suhete defineerimisel. Immunohistokeemia iihendab endas kolme erinevat

valdkonda: immunoloogia, histoloogia ja keemia.

Antud t66s kasutati lokaliseerimisandmeid ka immunohistokeemia meetodil teostatud
katsetest. Need andmed on Kirjeldatud 2012 aastal Kairi Tdnsau bakalaureuset6o:
Orbretseptor GPR155 lokalisatsiooni uurimine immunohistokeemiaga. Kasutatud andmed on

saadud jargneva skeemi alusel.

\\ Margistatud
" sekundaarne

Primaarne antikeha
antikeha )k
Y. \ Valgud

Rakk

Joonis 4: Skemaatiline iilevaade immunohistokeemia katse toimumise kohta. Uuritavale valgule seostub sinna
disainitud primaarne antikeha, millele omakorda seostub sekundaarne antikeha (fluorestsents mérgisisega). Mirgis
voimaldab miirata otsitava valgu asukohta ajus.
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5. Praktiline osa

5.1 Materjalid
Katseteks kasutatud materjalid on périt jairgmistest allikatest. Riboproovid siinteesis Tonis
Ord Eesti Biokeskusest. Naxo — SSC, PBS, zelatiin ja TritonX-100, AppliChem — PFA, Tris,
NaCl ja MgCl,. Invitrogen — Salmon sperm DNA, Roche — Blocking Reagent (BR), BM
purple ja DIG-antikeha. Ferax Berlin —Tween20, KEBO — SDS, Algol Pharma Oy — Pertex,

Serva — sahharoos ja Nunc— 12-wellid.

5.2 Riboproovid

GPR155 lokaliseerimiseks roti ajus kasutati GPR155 mRNA-ga komplementaarset RNA
proovi (riboproov Antisense - AS) GPR155 geenile. Proovi valmistamisel kasutati kogu
GPR155 cDNA ulatust, st ahelad tihinevad vaid juhul kui tegemist on terve retseptoriga, mitte
ainult osaga sellest. cDNA eraldamisel teostati ka sekveneerimine veendumaks, et tegemist on
ikka soovitud retseptoriga. Saades cDNA digsuse kinnituse valmistati 2 RNA proovi —
Antisense ja Sense. Antisense ehk pohiproov ja Sense ehk kontrollproov. Viimane on
komplementaarne Antisense prooviga kuid mitte retseptori MRNA-ga. Riboproovid siinteesis
Tonis Ord.

5.3 Loomade selekteerimine uudiskasti meetodil
Selekteerimise katsetes kasutati isaseid Wistar liini rotte. Enne katse alustamist viidi
katseloomad eraldi ruumi ning lasti neil tund aega ruumiga kohaneda. Kdik loomad kaaluti ja
margistati enne katse algust. Uudistamistesti alguses asetati loom uudiskasti kiiljes olevasse
pesakasti ja jalgiti tema tegevust 15 minuti véltel. Kirja pandi jairgmised parameetrid: aeg, mis
kulus loomal koigi nelja kdpaga avarviljale tulemiseks, avarviljale ilmumiste arv, véljal
asuvate joonte iiletmised, tagakdppadele tdusud, véljal tundmatute objektide uudistamiste arv

ja kogu avarvilja veedetud aeg 15 minuti jooksul.

Katset korrati jirgmisel pdeval. Kahe pdeval saadud tulemusi summeerides saadud vairtustest
jagati loomad korge ja madala uudistamisaktiivsuse jargi. Korraga selekteeriti suurem hulk

loomi, mitmeks erinevaks katseks. Seetottu kasutati analiiiisiks koikide loomade uudiskastist
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saadud andmeid. Korge uudistamisaktiivsusega loomadel oli objektide uurimisi keskmisel
200 ringis, madalatel aga alla 30. Avarviljal veedetud ajad olid vastavalt 12 minutit korge ja 2

min madala uudistamisaktiivsuse korral.

5.4 Ajude perfuseerimine paraformaldehiiiidiga ja 16ikamine
Loomad pandi siigavasse narkoosi (fenobarbitaal 100mg/kg), looma siidamesse sisestati
kaniiiil ning ldbi selle lasti koigepealt Krebs-Ringeri lahust (118,4mM NaCl, 4,7mM KClI,
2,52mM CaCl,, 1,18mM MgSO,, 25,01lmM NaHCO; ja 1,18mM KH,PO,), et pesta
veresoonkonnast ja ajust vélja veri. Peale vere véljumist lasti kaniiiili mooda roti organismi

4% paraformaldehiitidi lahust.

Joonis  5:  Joonisel on roti skemaatiline perfuseerimine  paraformaldehiiiidiga. Pildi  allikas:
http://www.neuroscienceassociates.com/perf-protocol.htm

Peale perfuseerimist eemaldatakse aju ja viiakse 20% sahharoosi lahusesse ning hoitakse 4°C
juures iiledo (voi seni kuni aju enam lahuse pinnal ei holju). Peale sahharoosi lahuses seismist
kiirkiilmutatakse aju kuiva jdd ja isopentaaniga ning siilitatakse 1dikamiseni -80°C juures.
Katse pdeval 1digatakse ajust mikrotoomiga 40pum paksused 16igud. Mikrotoomil kasutatavad

parameetrid on -20°C noa ja kambri temperatuur ja -25°C proovi temperatuur.
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5.5 In situ huiibridisatsioon ujuvloikudel

Ujuvldikudel teostatav in situ hiibdridisatsiooni katse jaotati kolmele erinevale péevale.
Katsete ldbiviimisel kasutati jargnevaid lahuseid: fosfaatpuhverdatud soolalahus (PBS),
naatriumtsitraadi soolalahus (SSC), Tris-puhverdatud soolalahus (TBST) ja aluselise
fosfataasi puhver (NTMT). PBSi kasutati puhverlahusena pH hoidmiseks katsekeskkonnas.
SSC-i kasutati hiibridiseerimis puhvrina tagamaks samavéirsus erinevate pesuetappide vahel.
NTMT-i kasutati kudede tasakaalustamiseks aluselise fosfataasi sadeneva substraadi

kasutamise eel. Jargnevalt paevadepdhine liihitilevaade.

Pdev 1 - Loigati 40um ajuldigud wellidesse (1xPBS jdil). Loputati 16ike 1xPBS/0,25%
TritonX-100 lahusega 15 minutit ja 5xSSC (pH=5,0) loputati ca 5 min, koik etapid peale
16ikamise viidi 14bi loksutil (kdigutil). Peale loputusi viidi 1dikudele peale prehiibridisatsiooni
lahus (MQ, formamiid ja SSC) ja loksutati 65°C juures 1,5h. Prehiibridisatsiooni 15ppedes
alustati hiibridisatsiooniga (prehiibridisatsiooni lahusele lisati mRNA-proov (1pg/ml), 18he
sperma DNA(10mg/ml) ja 2% blocking reagent) ning inkubeeriti 65°C juures iiledo. MRNA
proov oli mérgistatud digokstigeniiniga (DIG).

Pdev 2 — Loputati, kahe loputusega, ajuldikudelt maha mMRNA proovide jadgid: esimene
loputus (50% formamiid; 5xSSC pH=5.0; 1% SDS) 30 min 65°C ja teine loputus (50%
formamiid; 2xSSC pH=5.0) kaks korda 30 min 65°C. Seejirel loputati kolm korda 1XTBST-
ga ja alustati blokeerimisega (2% Bloking Reagent (BR)/1XTBST) 1,5h. Misjdrel teostati
antikeha inkubatsioon (lahjendusega 1:2000 1XTBST puhvris 1% BR-iga) 4°C juures iiledd.
Antikeha oli konjugeeritud aluselise fosfataasiga.

Pdev 3 - Pesti ajuldikudelt maha antikeha inkubatsiooni jadgid (IxXTBST 3 korda Smin ja 2
korda 1h) ja tasakaalustati 16igud NTMT puhvriga (100mM Tris-HCI pH=9,5, 100mM NacCl,
50mM MgCly, 0,1% Tween20) 2x 10 min. Digoksiigeniiniga margitud mRNA tehti néhtavaks
BM — purple’iga. BM-purple lahus on aluselise fosfataasi sadenev substraat. Lahus pipeteeriti
16ikudele ja jéeti 24h toatemperatuurile inkubeerima. Peale vérvireaktsiooni ilmumist loputati
(1xPBS) ning kanti 16igud 0,5% zelatiini lahusega mikroskoobi klaasidele, lastakse kuivada ja
kaetakse mikroskoobi slaidid katte meediumiga (Pertex) ning asetatakse peale katteklaasid.

Valmis preparaate vaadeldi TILL Photonics HCS (high content screening) mikroskoobiga ja

pildistati Andor Clara DR-02181 kaameraga, kasutati 4x suurendusega objektiivi. Peale
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ajuldoikude pildistamist vaadeldi ja vajadusel to6deldi saadud pilte programmidega ImageJ ja
GIMP2.8.0. Ajupiirkondade tapseks tuvastamiseks kasutati Paxinos’e ja Watson’i ,,The Rat
Brain In stereotaxic coordinates* ajuatlast. (Paxinos ja Watson 1998)
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6. Tulemused

6.1 Kontrollkatse
Enne kogu roti aju skanneerimist teostasin siinteesitud riboproovide kontrollkatse. Eesmérgiks

oli veenduda, et tulemusi annab ainult Antisense proov. Proovide kontrolli katse tulemused

olid jargnevad.

Joonis 6: Vasakult vaadates Antisense (AS), Sense (S) ja O-proovid (0). nidhtava mirgistuse andis AS-iga tethud katse. Antud
1dikude puhul vaatlesin hipokampuse méirgistust (punane nool). Skaala 1mm.

Jargmisel joonisel (7) on toodud hipokampuse ala suuremana kui tildpildil (joonis 6).
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Joonis 7: Hipokampuse (punane nool) ala suuremalt. AS proovi korral on niha mirgistus hipokampuse alal, S ja 0
proovide korral miirgistust niiha pole. Sinised nooled tihistavad ajuldikude kattumist/volte. Skaala Imm.

Esialgse katse pohjal, mis sai sooritatud kontrollimaks, kas siinteesitud riborpoovid to6tavad,
voib jéareldada, et riboproovid on téokorras. Samas ilmnes ka ajuldikude Klaasidele kandmisel
moningate voltide/kattumiste teket, joonisel 7 on viimane tdhistatud siniste nooltega.

Antisense riboproov andis konkreetse méargistuse, mida oli ka oodata.
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6.2 Soelung libi kogu roti aju

Jargnevate katsetega sooritati sdelung 1dbi kogu roti aju 13digatud proovidele ja antud
tulemustest toon vélja vaid antisense prooviga tehtud osa. Teised proovid (Sense ja 0-proov)
olid kontrolliks. Vahesel méiral esines mérgistust nii juttkehas, corpus callosum, anterior
commissure’s, vdikeaju kurdudes ja monedes vidiksemates ajuosades. Kdige selgepiirilisem

margistus esines aga hipokampuse alal. Jargmiste jooniste peal on ndha nii lokalisatsiooni

tuvastust kui ka asukohta roti ajus. Piltidele on lisatud véljavotted Paxinos ja Watson

ajuatlasest.

e

Joonis 8: Eesaju. GPR155 lokalisatsiooni on nédha indusium griseum'is (1). Rohelise kastiga iimbritsetud piirkond on
paremal pool toodud vilja suuremana. Skaala Imm
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Joonis 12: Viikeaju. Joonisel on niha mirgistust viikeaju kurdudes (nooled 1). Skaala 1mm.

Katses tuvastatud GPR155 mRNA lokalisatsiooni esines roti ajus. Kdige selgepiirilisemalt oli
lokalisatsioon tuvastatav hipokampuses. Hipokampus on seotud erinevate maluprotsessidega
vahendamisega (Eichenbaum 2004), millest voib jareldada, et ka GPR155 osaleb mingeid
radu pidi nendes. Mérke GPR155 lokalisatsioonist leidus ka védikeaju kurdudes, ajukoores,
globus pallidus ’ses, indusium griseum ja optilises juhas.
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6.3 Vordlus Immunohistokeemiast saadud tulemustega
Samuti teostasin GPR155 mRNA ja immunohistokeemia pohjal tehtud lokalisatsioonide
kokkulangevuse vordluse. Joonisel 11 on toodud vordluseks korvuti eesajus asuvad juttkeha
piirkond ja ajukoor. Immunohistokeemia puhul esines tugevat mérgistust nii juttkehas kui ka

ajukoores, in situ hiibridisatsiooni korral oli mérgitus juttkehas vaevumargatav.

Immunohistokeemia

Joonis 13: Joonisel on toodud in situ hiibridisatsiooni ja immunohistokeemia vérdlus. Vasakul hiibridisatsioon,
paremal immunohistokeemia. Tegemist on eesaju piirkonnaga. Noolte 1 (ajukoor) ja 2 (juttkeha) juures on
immunohisto. korral niha mirgistust, in situ korral aga mitte. noolte 3 (indusium griseum) korral on aga mdélema
meetodi korral niha mérgistust — jérelikult on olemas nii mRNA kui ka valk. Skaala 1mm.
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Joonis 14: Joonisel on toodud in situ hiibridisatsiooni ja immunohistokeemia vordlus. Vasakul hiibridisatsioon,
paremal immunohistokeemia. Tegemist on keskaju piirkonnaga. Kdoige selgepiirilisem mérgistus on mélema meetodi
korral hipokampuse alades (1), in situ hiibridisatsiooni ja immunohistokeemia korral on miérgitust niha ka
kahvakeras (globus pallidus) (2) ja optilises juhas (optic tract)(3). Skaala 1mm.

Joonis 15: Joonisel on toodud in situ hiibridisatsiooni ja immunohistokeemia vordlus. Vasakul hiibridisatsioon,
paremal immunohistokeemia. Tegemist on viikeaju piirkonnaga. Mdélema meetodi korral on niha miérgitust
viikeaju kurdudes (1). Skaala 1mm.
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Nii immunohistokeemia kui ka in situ hiibridisatsiooni katse kinnitasid GPR155 mRNA
leidumist hipokampuse alal (Joonis 13). Molema meetodiga saadud tulemuste
kokkulangevusel voib jareldada, et hipokampuse aladel leidub nii GPR155 mRNA-d kui on
ekspresseeritud ka retseptor. Samasuguse asukohaga margistust andsid ka védikeajus asuvad
kurrud (joonis 14). Samas aga ei ndidanud in situ hiibridisatsioon GPR155 mRNA-d juttkehas

ja pararubral nucleus, kuid immunohistokeemia néitas.

6.4 GPR155 |lokalisatsiooni erinevused Kkorge ja madala
uudistamisaktiivsuse korral

Meist mitte tulenevatel pdhjustel ei olnud vdimalik saada korralikke proove analiiiisimaks

GPR155 mRNA lokalisatsiooni korge ja madala uudistamisaktiivsusega loomadel. Loomadelt

eraldatud ajusid ei fikseeritud paraformaldehiiiidis ja sahharoosis, enne kiirkiilmutamist,

mistottu 16ikamisel 16igud lagunesid.
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7. Arutelu

Kéesoleva magistritdd raames teostatud katsete eesmargiks oli orbretseptor GPR155
lokalisatsiooni uurimine in situ hiibridisatsiooni meetodil roti ajus. In situ hiibridisatsiooni
teostamiseks disainiti GPR155 cDNA vastu riboproov. Riboproovi odigsust kontrolliti
sekveneerimise teel. Sekveneerimine kinnitas eraldatud proovi digsust. Riboproov mérgistati

digokstigeniiniga, see voimaldas riboproovi asukohta hiljem proovides tuvastada.

In situ hiibridisatsiooniga saadi infot GPR155 lokalisatsiooni kohta jargmistes piirkondades:
hipokampus, ajukoor, viikeaju, veejuha timbruses, globus pallidus, optiline juha ja indusium
griseum. Koige selgepiirilisemalt oli lokalisatsioon tuvastatav justnimet hipokampuses ja

véikeajus.

Too kidigus vorreldi saadud tulemusi ka immunohistokeemia meetodit kasutades saadud
tulemustega. Immunohistokeemiast saadud tulemused Tthtisid in situ hiibridisatsiooni
omadega jargmistes ajuosades: hipokampus, ajukoor, viikeaju, indusium griseum, globus
pallidus. Kuid immunohistokeemia tuvastas GPR155-i ka juttkehas, pararubral nucleus’s ja

keskse veejuha timbruses.

Antud t66s tuvastati koige korgem ekspressioon viikeajus ja hippokampuses. Viikeaju
seostatakse motoorikaga, kuid ta osaleb ka iseloomu ja tujude mdjutamisel. Hipokampus aga

on seotud emotsioonide, ruumitaju ja méluprotsessidega.

In situ hibridisatsiooni ja immunohistokeemia meetodidel saadud tulemused on
kokkulangevad mdnedes ajuosades. Tulemuste tédpsuse kohapealt peaks eelistama pigem in
situ hiibridisatsiooniga saadud andmeid kuna meetod ise tuvastab kogu GPR155 RNA-d,

immunohistokeemia puhul aga tuvastatakse osa GPR155-le vastavast valgust.

Too6 kdigus tuli vilja ka koeproovide spetsiaalse eeltodtluse olulisus. Kéitumiskatsetes mitte
osalenud loomade ajud fikseeriti paraformaldehiiiidi ja sahharoosiga. Ilma fikseeriva
eeltootluseta koerproovid lagunesid aga enne katse algust (peale mikrotoomil 16ikamist

katsepuhvrisse viimisel).
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8. Kokkuvote

Kéesoleva t00 eesmirgiks oli uurida orbretseptori GPRI155 lokalisatsiooni terve roti aju
ulatuses. GPR155 mRNA paiknemine ajus tuvastati in situ hiibridisatsiooni abil, tulemusi

vorreldi vastava valgu lokalisatsiooni madramise tulemustega immunohistokeemia abil.

Katsete tulemusena leiti GPR155 mRNA-d hipokampuses, viikeajus, ajukoores, veejuha
iimbruses, globus pallidus’s, optilises juhas ja indusium griseum’s. Koige selgepiirilisem

lokalisatsioon saadi hipokampusest ja viikeajust.

Antud t66st saadud tulemusi kinnitas vordlus sama orbretseptori valgu lokalisatsiooni
immunohistokeemiliste uuringute tulemustega. Mbolema meetodiga leiti GPR155-te
hipokampusest ja véikeajust. In situ hiibridisatsioonil saadud tulemused vdiksid olla tdpsemad
kuna RNA-proovi seostumine on korgema spetsiifilisusega kui antikeha seostumine. RNA

tuvastamisega.

T66 tulemusena kirjeldati GPR155 mRNA esinemine erinevates roti ajupiirkondades.
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10. Localization of orphan receptor GPR155 in rat brain with in

situ hybridization

Kaieli Tohvert

Summary

The aim of this study was to determine the localization of orphan receptor GPR155 in rat
brain with in situ hybridization.

In situ hybridization is based on complementary RNA binding to the GPR155 mRNA. RNA
probes are labeled with digoxygenin, which is later visualised by digoxygenin-binding

antibody, which is conjugated to alkaline phosphatase.

Localization of GPR155 mRNA was found in these areas: hipocampus, cortex, around
aqueduct, globus pallidus, optilic tract and indusium griseum. The strongest localization of
GPR155 mRNA was found in following areas: hipocampus and cerebellum. Results from this
work were also compared to results from localization fo GPR155 protein by

immunohistochemistry.

As a result of this work GPR155 localization was described in different rat brain areas..
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ccctgtggot
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caatcatgga
agagacacgc
agcococtoccagt
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ctgaaacatc
gtttcagatg
saaggaaatg
tttaacttgc

Lisad

cocgoagacgo
cgtggttggg
cggcagtgtyg
agctgcaaac
ttocccagcaa
ggctttaatt
ctocgagtgot
tccacacagg
ttcaaaaaca
ctaattggeca
cctgagagtoc
tttgoctttag
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Lisa 1: GPR155 geeni jérjestus
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tctcagagtc
acaagtgaac
ttgggaaatg
aggcocctaggc
agctgcatcoc
cgtcacgttc
ctctggtggc
goctgtgttta
ctaatcatcc
gaagacagag
tatcaccgtg
tctgoocggga
tctgaccgtg
cacatcacca
agtocctgaac
gaaattggtc
cocgcaggacoc
gtcatctott
acgtgtctat
satgaataca
ttctgaaact
atgtggcagg
acttoccococc
tttgacaaat
catgatgtag
gatcttocctg
taaccccagt
aaggtttttg
Btaagaacat
ttcatttaaa
aatccacttt
agcaacctac
maaattagta
tagttactaa
cagctgocact
ctocggtggga
agccacactt
ttacagcctc
zattattaga
tttcatatatc
tgtagcaaat
atgatgttta
cataaaactt
acataagccc
actcaaattc
ttcatttgea
atagatcaga
zaaggataagc
tttoctcaata

accocctoocct
gggctocoggg
ttoccttCctoc
gagggaagat
agactttgtc
ccaggctctt
gaagggccas
ttgoccoctoocc
gggcttttet
taaccctgtt
ttgctacaca
ccacataccc
taaaccctat
ctcaaaacaa
tgtttatggt
atatggaaas
tocggtctgac
ttgtcoteat
tcctggacaa
atggogtctt
tggagatcat
tttctgocctg
agaatgttag
ttcocttotoctt
tocgotcagac
ttgttggaca
ggacaggcct
cagtgggcct
tgataactgg
agatgatcac
tgtgcatgaa
acaaaccggt
cagagctctt
gtgaattacg
cttcttoctt
tocgocccagga
tgctgtgocct
tctttaacca
acttocggocca
tacctttcaa
aatcccoggt
acctgtgcat
ccttctgtgg
gcgaagctgt
atgaatatga
ggagtcoctcc
acgocgtotoc
acaccctcta
ctgtaaaatg
agagcacata
gcagttgcta
gttatcatta
tttgcotgete
aacagatttt
actacctatt
cccaggcoctgg
cctoctgocta
atttttttaa
tcttttottg
tactatctct
tgttatttaa
attccctgoa
cttagaattt
agtgttgectt
gcaacaggga
ccacctotgo
gggaagggct
ctccaggtca
aggtaaagct
tatcagtgat
aaaagccatt
acataattaa
ttttatgtta
aggggaaaaa
ccgocttage
aagcgaggga
caagtggaat
gtgactocgca
taattttatct
aaatacctat



12. Lihtlitsents loputoé reprodutseerimiseks ja loputoo

uildsusele kattesaadavaks tegemiseks

Mina Kaieli Tohvert
(autori nimi)

(stinnikuupédev: 01.03.1988)

1. annan Tartu Ulikoolile tasuta loa (lihtlitsentsi) enda loodud teose

Orbretseptor GPR155 lokalisatsiooni maddramine roti ajus in situ hiibridisatsiooni abil,

(loputéo pealkiri)

mille juhendaja on Ain Uustare,
(juhendaja nimi)

1.1.reprodutseerimiseks séilitamise ja iildsusele kittesaadavaks tegemise eesmirgil, sealhulgas
digitaalarhiivi DSpace-is lisamise eesmérgil kuni autoridiguse kehtivuse téhtaja
16ppemisent;

1.2.iildsusele kittesaadavaks tegemiseks Tartu Ulikooli veebikeskkonna kaudu, sealhulgas
digitaalarhiivi DSpace’i kaudu kuni autoridiguse kehtivuse tihtaja 10ppemiseni.

2. olen teadlik, et punktis 1 nimetatud digused jadvad alles ka autorile.

3. kinnitan, et lihtlitsentsi andmisega ei rikuta teiste isikute intellektuaalomandi ega
isikuandmete Kkaitse seadusest tulenevaid digusi.

Tartus/Tallinnas/Narvas/Péarnus/Viljandis, pp.kk.aaaa

Tartus 23.05.2013
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