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KASUTATUD LUHENDID

BLBP — aju lipiidi siduv valk (ingl.k. brain lipid-binding protein)

DAB - 3,3’-diaminobensidiin tetrahiidrokloriid (ingl.k. 3,3 -diaminobenzidine
tetrahydrochloride)

DAPI — 4°, 6-diamino-2-feniiiilindool (ingl.k. 4°, 6-diamino-2phenylindole)
EGF - epidermaalne kasvufaktor (ingl.k. epidermal growth factor)

F-aktiin — fibrillaane aktiin (ingl.k. fibrillar actin)

FCS —veise loote seerum (ingl.k. fetal calf serum)

FGF2 — fibroblasti kasvufaktor 2 (ingl.k. fibroblast growth factor 2)

G-aktiin — globulaarne aktiin (ingl.k. globular actin)

GAM - hiirevastane kitse antikeha (ingl.k. goat anti-mouse)

GAR - kiiiilikuvastane kitse antikeha (ingl.k. goat anti-rabbit)

GAM-HRP - hiirevastane kitse sekundaarne antikeha, seotud midardika peroksiidaasiga
(ingl.k. goat anti mouse horseradish peroxidase secondary antibody conjugate)
GAR-HRP - kiiiilikuvastane kitse sekundaarne aktikeha, seotud madardika peroksiidaasiga
(ingl.k. goat anti mouse horseradish peroxidase secondary antibody conjugate)
GBM — multiformne glioblastoom (lad.k. glioblastoma multiforme)

GFAP — gliia fibrillaarne happeline valk (ingl.k. glial fibrillary acid protein)
KNS — kesknérvisiisteem (ingl.k. central nervous system)

LIF — leukeemiat inhibeeriv faktor (ingl.k. leukemia inhibitory factor)

MADb — monoklonaalne antikeha (ingl.k. monoclonal antibody)

MARP - lihase ankiiriini kordusvalk (ingl.k. muscle ankyrin repeat protein)
MBP — miieliini pohivalk (ingl.k. myelin basic protein)

NSA — neurosfééride meetod (ingl.k. neurosphere assay)

NSC — neuraalne tiivirakk (ingl.k. neural stem cell)

PBS — fosfaadiga puhverdatud soolalahus (ingl.k. phosphate buffered saline)
PDGF — trombotsiiiitide poolt toodetud kasvufaktor (ingl.k. platelet-derived growth factor)
PFA — paraformaldehiitid (ingl.k. paraformaldehyde)

PMSF — fentiiilmetiitilsulfontiiil fluoriid (ingl.k. phenylmethylsulfonyl fluoride)
RA — retinoid hape (ingl.k. retinoic acid)

SDS — naatrium dodetsiiiil sulfaat (ingl.k. sodium dodecyl! sulfate)



SISSEJUHATUS

Juba 1954. aastal oletas Reiji Natori, et skeletilihases peab olema elastne struktuur, mis
selgitaks lihaskiudude tagasitombumise algasendisse pirast pingutust. Siiski, alles aastal
1977. aastal isoleeriti lihaskiududest elastsete omadustega valk, mida autorid nimetasid
konnektiiniks. Kaks aastat hiljem niidati elektroforeetiliselt, et tegemist on véga suure
valguga, millele anti siis tema hiiglaslike mdotmete tottu nimeks titiin.

Jargnevatel aastatel on intensiivselt uuritud titiini struktuuri ja funktsiooni siidame -ja

skeletilihastes ning on leitud, et titiini geeni mutatsioonid pohjustavad paljusid lihashaigusi.

Ehkki titiini on leitud ja uuritud eelkdige mitmesugustes lihasrakkudes, on jark-jargult
kogunenud andmeid tema ekspressioonist ka teist tiitipi rakkudes ja sealt leitud titiini

nimetatakse rakuliseks titiiniks, lithidalt c-titiiniks (ingl.k. cellular titin).

C-titiini on leitud fibroblasti tiilipi rakkudes seotuna stresskiududega. Teda on seostatud
lisaks ka kromosoomide kondensatsiooni ja segregatsiooniga mitoosis ning osalemisega

tsentrosoomide struktuuris.

C-titiini esinemise ja paiknemise kohta neuraalses koes on vidhe andmeid, ehkki
immunohistokeemiliselt on leitud norka titiini ekspressiooni suurajukoores, viikeaju
molekulaarkihis, purkinje rakkudes, neuronites, hippokampuses ning kiilgvatsakestes

(lateraalstes ventriiklites).

Samuti on meie uuringud (A-V Mikelsaar, K.Noor, avaldamata andmed) ndidanud, et C-titiin

ekspresseerub inimese mitmetes ajukasvajate rakuliinides.

Kéesoleva magistritod pohieesmiirgiks oli selgitada, kas C-titiin on detekteeritav ajukoest
eraldatud neurosfdirides ja neist diferentseerunud rakkudes. Uurimismaterjalina kasutati

vastsiindinud hiire aju ja titiini ekspressiooni hindamiseks immuunokeemilisi meetodeid.

Magistritéd teostati Tartu Ulikooli arstiteaduskonnas bio- ja siirdemeditsiini instituudi

biomeditsiini osakonna inimese bioloogia ja geneetika dppetoolis.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1 Titiin

Aastal 1977 dnnestus lihaskiust eraldada elastne valk, mis nimetati konnektiiniks (Maruyasa
et al., 1977). 1979. aastal leiti kana rinnalihasest samuti iiks suure molekulmassiga valk
(Wang et al.,1979). Kuigi tdpset molekulkaalu méérata ei Onnestunud, oldi kindlad, et
tegemist on iithe suurima avastatud valguga, mistottu talle anti nimeks titiin (kr. keelest,
Titan kui hiiglane; miski, mis vOi kes on védga suur) (Wikipedia, 2015). Jargnevatest

uuringutest selgus, et konnektiin ja titiin on iiks ja sama valk. Veel praegugi kasutatakse

molemat terminit, ehkki sagedasemat kasutamist on leidnud nimetus titiin.

Titiini kodeerib geen 77N, mis paikneb nii inimese kui ka hiire 2. kromosoomi pikas dlas
lookuses 2q31.1 (Wikipedia, 2015). Inimese titiini suurim (kanooniline) isovorm koosneb 34
350 aminohappest molekulmassiga 3 816 188.13 Da (ExPASy Proteomics Server, 2015).
Titiini homoloog hiires on veidikene suurem, koosnedes 35 213 aminohappest ning selle

molekulmass on 3 906 487.6 Da (ExPASy Proteomics Server, 2015).

Titiini funktsioon lihasrakkudes

Sarkomeer on iilimalt tdpselt organiseeritud filamentide siisteem, mis sisaldab aktiini,
milosiini ja titiini ning on skeleti- ja siidamelihases peamiseks kontraktsiooni iiksuseks.
Titiini suurus ulatub vahemikku 2000-4000 kDa ja ta on lihase puhkeasendis ligi 1 um pikk
(Labeit and Kolmerer, 1995).

Titiini molekuli spetsiifilised omadused méédravad tema rolli vootlihases. Arenevas lihases
seob titiin uued miiosiini filamendid kokku sarkomeerideks ja reguleerib sarkomeeri
morfogeneesi 1dbi tema kinaasse domeeni aktiivsuse. Titiini N-terminaalne piirkond seostub
sarkomeeri Z-kettaga. Titiini C-terminaalne piirkond seostub aga sarkomeeri keskel oleva

M-piirkonna ja miiosiin II bipolaarse paksu filamendi iihe poolusega (Joonis 1).



Domain Architecture of Skeletal-Muscle Titin (N2-A)
after Labeit & Kolmerer (1995)
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Joonis 1. Titiini paiknemine skeletilihase sarkomeeris (Labeit ja Kolmerer, 1995).
Titiini N-terminaalne ots on seotud Z-kettaga ja on ankurdunud teletoniinile ning alfa-
aktiniinile. I-v60dis olev titiin sisaldab immunoglobuliini sarnaste domeenide ja elastse
PEVK piirkonna tandeemseid jérjestusi. A-voddi titiin on tugevalt seostunud miiosiini
bipolaarse filamendi {ihe poolusega. Titiini C-terminus paikneb M-piirkonnas ning sisaldab
kinaasi domeene (Labeit and Kolmerer, 1995; modif. Cavnar, 2008).

Titiini seostumine teiste valkudega
Titiin seostub mitmete valkudega. Otsesed ning kaudsed seosed tdestavad, et titiin

funktsioneerib kui sarkomeeride siduja (Joonis 2).
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Joonis 2. Titiini interaktoomi kaart. Kokkuvote seostest titiini (Z/I/A/M-v66di) ja tema
otseste (punased ovaalid) ning kaudsete (kollased ovaalid) ligandide vahel (Linke W.A.,
2007).

Sinised nooled néditavad tslitoplasma- ja tuumavalkude otseseid seoseid. SR,
sarkoplasmaatiline retiitkulum; ECM, ekstratsellulaarne maatriks; AK, adeniilaatkinaas;
ALP, aktiniin seostunud LIM valk; Ankrd2, ankiiriin kordusdomeeni valk 2; AR, androgeeni
retseptor; CARP, kardiaalne ankiiriin-kordusvalk; DARP, diabeedisarnane ankiiriin



kordusvalk; ERK2, ekstratsellulaarne signaalreguleeritud kinaas 2; FATz, filamiin-/aktiniin-
/teletoniin seonduv Z-liini valk; FHL2 (DRAL), neli ja pool LIM-valgu domeeni valk;
GMEB, gliikokortikoid modulaatorelemente seondav valk; ISOT-3, isopeptidaas-T-3;
MAPK, mitogeen-aktiveeritud proteiinkinaas; mCK, lihas-kreatiini kinaas; minK,
kaaliumkanali subiihik; MLP (CRP3), lihas-LIM-valk (tsiisteiinirikas valk 3); MR-,
miiofobrillogeneesi regulaator-1; MURF, lihasspetsiifiline RING-sorm valk; MyHC,
miosiini raske ahel; MyLC, miiosiini kerge ahel; Nbrl, BRCA1 geeni naabervalk 1; NFAT,
aktiveeritud T-rakkude tuumafaktor; N-RAP, nebuliini sarnane ankurvalk; p38-MAPKAPK-
2, p38 aktiveeritud ning MAPK, mitogeen-aktiveeritud proteiinkinaas 2; PFK,
fosfofruktokinaas; PKCd, proteiinkinaas-C isoformid; PKD, proteiinkinaas-D; PLZF,
promiieliiiitiline leukeemia tsinksdrme valk; PML, promiieliiiitiline leukeemia valk; RACK-
1, aktiveeritud C-kinaas 1 retseptor; sANK-1, vidike ankiiriin-1 isovorm; SK-1,
sfingosiinkinaas-1; SRF, seerumvastus faktor; SUMO3, vidike ubikvitiinisarnane
modifitseerija 3; TNFa-CE (ADAM-17), kasvaja nekroosifaktori alfa konverteerimisensiitim
(A-disintegriini ning metalloproteaas-17 valk); UBC9, ubikvitiini konjugeeriv ensiilim-9;
YB-1, Y-boxi seondav valk 1; ZASP, Z-liini alternatiivselt {thendatud PDZ-motiivi valk.

Titiini ehitus
Titiin koosneb peamiselt kahest lineaarse jirjestusega domeenist: tiilip I, fibronektiini
sarnane domeen, 132 koopiat (ingl.k. FN3-like domain) ja tiiip 11 e. immunoglobuliini

sarnane domeen, 122 koopiat (ingl.k. Ig-like domain) (Labeit and Kolmerer, 1995).

Nimetatud lineaarne jérjestus jaguneb omakorda veel kaheks regiooniks:

N-terminaalne I-voot: koosneb peamiselt tiilip I[I domeenidest ja toimib molekuli elastse
osana, kiilgnedes PEVK regiooniga. PEVK regiooni nimi tuleneb aminohapete proliini (P),
glutamaathappe (E), valiini (V) ja liisiini (K) rohkusest. Tegemist on ddrmiselt elastse ja
veniva N2A piirkonnas paikneva regiooniga, mis sisaldab 110-225 eksonit, millelt
kodeeritakse 26-28-st korgelt konserveerunud aminohappe jddgist koosnevaid domeene.
PEVK regioon on korrapératu struktuuriga ja koosneb kahest eraldiseisvast motiivist. Neist
esimene on liisiinirikas PPAK motiiv, mis 16dvestunud sarkomeeris voltub poliiproliini tiiiip-
IT heeliksiks, andes sellele piirkonnale iildise positiivse laengu (Ma et al., 2001). Teine
motiiv on polii-E-motiiv, mille regioonid koosnevad peamiselt glutamaathappest ja tagavad
sellega iildise negatiivse laengu (Greaser, 2001). PEVK regioon hdlmab endas ka palju SH3
seondumissaite (Ma et al., 2006).

[-voot sisaldab lisaks veel kahte unikaalset piirkonda, milleks on N2B ning N2A. Eranditult
siidamelihase sarkomeeris ekspresseeruv N2B on unikaalne regioon, kuna suudab lahti
hargneda, tagades sellega suure elastsuse (Linke, 2008). Kardiaalse sarkomeeri 10dvestunud
olekus on PEVK ja N2B regioonid voltunud proksimaalselt ning distaalselt Ig domeenidega.
Sarkomeeri pikenedes venivad Ig domeenid vilja ja edasine pinge tekib juba PEVK ning

N2B lahtivoltumisega lineaarseks vormiks (Fukuda er al., 2005). Vastupidiselt N2B



regioonile ekspresseerub N2A regioon koikides titiini isovormides. Viimaste uuringute
kohaselt on N2A sarkomeeris potentsiaalne signalisatsioonikeskus. Regioon sisaldab
p94/kalpaiin 3 ja lihase ankiiriini kordusvalkude (MARP) seondamissaite (Miller et al.,
2003). Arvatakse, et N2A-p94/kalpaiini interaktsioon reguleerib MARP ja p94 aktiivsust
ning p94 seostumine N2A-le holbustab proteoliiiisi lihasvigastuste dra hoidmisel (Hayashi et
al., 2008).

Ig ja PEVK domeenide hulk ja koosseis ning N2B domeeni olemasolu/puudumine
dikteerivad titiini isovormide pikkuse 16tvunud olekus, samuti valgu kogu iilejddnud

venivuse ja sarkomeeri passiivse pinge (Greaser, 2001).

C-terminaalne A-voot: arvatakse, et see piirkond annab valgule kuju ning tal on ka
kinaasne aktiivsus. A-voddile iseloomulikult asuvad seal Ig ja Fn3 domeenide regulaarsed
mustrid, mida nimetatakse ‘superjérjestusteks’, mis on miiosiinile seondumiskohtadeks. D-
tsoon koosneb kuuest 7-domeenilisest Ig-Fn3 superjirjestusest [[G-(Fn3)2-1G-(Fn3)3] ja C-
tsoon koosneb liheteistkiimnest 11-domeenilisest Ig-Fn3 superjérjestusest [IG-(Fn3)2-1G-
(Fn3)3-IG-(Fn3)3] (Joonis 3) (Labeit ef al., 1992; Labeit et al., 1997).
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Joonis 3. Titiini geeni ekson-intron struktuur.

363 eksonit kodeerivad 38138 aminohappe jadki. Geeni segmendid vahemikes 60-75 kb ja
144-175 kb sisaldavad molemad 50 eksonit. 47 eksonit kodeerivad ligi 28-st aminohappe
jaagist koosnevat PEVK jérjestust, millest mdoned identifitseeriti hiljaaegu inimese loote
titiinist. Novex-1, -2 ja -3 paiknevad kardiaalse N2B vedru elemendi 5’ otsas. Kastikestesse
eraldatud PEVK segmendid (A, B, C) vastavad duplitseeritud genoomsetele piirkondadele
(Bang, et al., 2001).



Titiini M-piirkond koosneb seriini/treoniini kinaasi domeenidest, kuuludes miiosiini kerge
ahela kinaaside perekonda. M-piirkond on reguleeritud kaheselt — 1dbi Ca2+/kalmoduliini
seondumise inhibitoorsele regulatoorsele sabale ja samuti tdnu aktiivsaidi tiirosiini
fosforiileerumisele teadmata kinaasi poolt (Mayans ef al., 1998). Titiini kinaas on oluline
miuofibrillogeneesis ja fosforiileerib teletoniini valguga (T-cap) seostunud Z-ketta valke.
Arvatakse, et T-cap voiks funktsioneerida kui titiini kinaasi substraat, kuid kindlad tdendid
selle kohta puuduvad. Teatakse aga, et lihase arhitektuur soltub otseselt titiini kinaasi
funktsioneerimisest (Gregorio ef al., 1998; Miller et al., 2003; Musa et al., 2006; Gotthardt et
al., 2003).

Titiini isovormid

Alternatiivse splaissingu tulemusena ekspresseeritakse rakkudes suurel hulgal titiini
isovorme (Uniprot, 2015). Isovormide ekspressioon on koespetsiifiline. Skeletilihases on
valdavaks isovormiks tdispikk N2A-titiin molekulmassiga 4000 MDa ja pikkusega 1 pm.
Siidamelihases leidub vordselt kahte titiini isovormi. Uheks neist on N2B titiin
molekulmassiga umbes 3 MDa, mis on lithem ja jdigem isovorm ning sisaldab PEVK
geenipiirkonda, mis kodeerib 186 aminohapet. Teiseks isovormiks on N2BA isovorm, mis
on suurem (3,2-3,7 MDa) ja sisaldab nii N2B kui ka N2A domeeni. Titiini isovormid N2BA
ja N2B maiidravad siidamelihase jiikuse ning ekspresseeruvad erinevate liikide puhul
erinevas suhetes (Linke, 2008). Titiini isovorme on leitud ka silelihases (Kim and Kellel, III,
2002; Labeit et al., 2006), kus nad on iiheks osaks silelihase kontraktsiooni aparaadis (Kim
and Keller, III, 2002). Lisaks veel dadikakérbse rakkude tuumadest ja mittelihasrakkudest
(Zastrov et al., 2005; Machado and Andrew, 2000). Arvatakse, et titiin voiks olla seotud
tuuma iimbrise terviklikkusega ja kromosoomide struktuuriga (Eilertsen and Keller, III,

1992; Eilertsen et al., 1994; Machado 1998).

C - titiin

Mittelihasrakkudes esinevat titiini kirjeldati kui tsellulaarset titiini (c-titiin) ja ta avastati
kana soole epiteeli hattudest ning trombotsiiiitidest. Leiti, et struktuurilt sarnaneb ta
vootlihase titiinile, mis seondub miiosiin-II ja alfa-aktiniiniga (Eilertsen and Keller, III,
1992; Eilertsen et al., 1994). Tuvastati, et titiin asub aktiini ja miiosiiniga seotud
stresskiududes (Canvar, 2008; Eilertsen et al., 1994; Ven van der et al., 1993; Canvar et al.,
2007; Werneyj et al., 2001).

Inimese megakariiotsiilitide kogu RNA-st on isoleeritud 3 titiini mRNA transkripti: 2

taispikka c-titiini isovormi, mis sisaldavad titiini kinaasi domeene ja lilhem Novex-3
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isovorm. C-titiin nditab Z-kordusele (Zrl, Zr2, Zr3 ning Zr7) kinnitunud alfa-aktiniinis
eksonite organiseeritust. C-titiinis on esindatud ka PEVK regioon (Canvar, 2008; Bang et
al.,2001).

Samuti on tdheldatud titiini olemasolu rakkudes ka stresskiududega mitteseotuna. Sellest
lahtuvalt on arvatud, et titiin iiksi v0i1 interakteerudes kas veel tuvastamata partneritega voi
teadaolevate tsiitoskeleti struktuuridega, moodustab superstruktuure, mis mdjutavad rakke
veel teadmata viisil (Canvar, 2008). Seda véidet toetab C-titiini leidmine tsentrioolidest ja
mitoosikddvis (Mikelsaar et al., 2010). Viidetavalt on titiin kromosomaalne valk (Machado
et al., 1998; Machado et al., 2000), kuid proteoomika uuringud sellele kinnitust leidnud ei
ole (Takata et al., 2007).

Meie poolt kiilmldikudel ldbiviidud immunohistokeemilised uuringud on ndidanud C-titiini

esinemist ka ajukoes (avaldamata andmed).

1.2 Neuronite ja gliiarakkude markervalgud

1.2.1 P -11I-tubuliin

B-III-tubuliin on 450-aminohappeline valk, mida kodeerib geen TUBB3. Tubuliin on
mikrotuubulite peamiseks koostisosaks. Ta seondub kahe GTP molekuliga - iiks beeta ahela
muutuva osaga, teine alfa ahela mittemuutuva osaga. TUBB3 méngib ka olulist rolli sobiva
aksoni mddramisel ja sdilitamisel ning neurogeneesil (Tischfield ef al., 2010). Ekspressioon
piirneb peamiselt tsentraalse ja perifeerse nérvisiisteemiga. B-III-tubuliini kasutatakse
markerina neuronite tuvastamisel. Lisaks on tubuliini ekspressiooni tugevat suurenemist
tdheldatud enamikes kasvajalistes kudedes (Katsetos et al., 2003; Leandro-Garcia et al.,
2010).

1.2.2 GFAP

Gliia fibrillaarne happeline valk (GFAP, ingl.k. glial fibrillary acidic protein) on 432
aminohappeline III klassi intermediaarne filament, mis paikneb tsiitoplasmas ning teda
ekspresseeritakse astrotsiiiitides. Tegemist on rakuspetsiifilise markeriga, mis vdimaldab
uuringutes eristada astrotsiilite teistest gliia rakkudest. GFAP aitab sdilitada astrotsiiiitide
mehaanilist tugevust ning ka raku kuju. Samuti on ta kaasatud mitmetesse raku
funktsionaalsetesse protsessidesse nagu raku struktuuri sidilitamine ja litkumise tagamine,
rakkude omavaheline suhtlemine ning talitlus hematoentsefaalses vere-aju barjdéris (Uscn

Life Science Inc, 2015).

11



GFAP ja ka teised intermediaarsed filamendid jagavad moningaid keemilisi omadusi ning
ithiseid rakusiseseid poliipeptiidide domeene. Samas on tal ka oma unikaalsed ja viga
immunogeensed epitoobid. GFAP-i kasutatakse markerina normaalsetele ning
neoplastilistele gliia perekonna rakkudele. Tema immunoreaktiivsus tdiskasvanu
kesknérvisiisteemis (KNS) piirneb protoplasmaatiliste  astrotsiilitide  filamentidega
hallolluses ja kiuliste astrotsiilitidega valgeolluses ning radiaalse gliiaga véikeajus

(McLendon et al., 1994).

Korgemate selgroogsete KNS trauma, haigus, geneetiline hilve voi keemiline insult muudab
astrotstitidid reaktiivseteks, mis vOib astroglioosiks edasi areneda. Reaktiivne astroglioos on
kahjustatud astrotsiiiitidele omaseim tunnus. Seda iseloomustab GFAPi intermediaarsete
filamentide kiire ja suurenev siintees, mida on voimalik detekteerida valgu hulga maddramise
ning immunovérvimisega GFAP antikehadega (Eddleston et al., 1993).

Astrotstiiitides kasvab GFAP1 hulk jark-jargult terve eluea véltel. Kuna GFAPi tase kasvab
vanuse suurenedes ja tema toime pohjustab inimese ajukoes hulgaliselt variatsioone, siis
immunotsiitokeemiliselt on madalatasemelist glioosi ndidata {pris keeruline. Kaks
stindroomi, mis nditavad intensiivset glioosi on pdletikuline demiieliniseerumine ja multiple
sclerosis. Poletikulist demtieliniseerumist iseloomustavad miieliinita aksonitest ja
ekstensiivsest reaktiivsest astroglioosist koosnevad demiieliniseeritud kolded (Hallpike et
al., 1983), adrenoleukodiistroofia, parilik lipiidide metabolismi hdire (Schaumburg et al.,

1975) ja Alexandri haigus (Eng ef al., 1998).

1.2.3 SOX2

Sox2 valk, tuntud ka kui SRY-box 2 (ingl k. sex determining region Y-box 2), on oluline
transkriptsioonifaktor ~diferentseerumata embriionaalsete tlivirakkude pluripotentsuse
sdilitamiseks. Sox2 kiitub kui transkriptsiooni aktivaator, moodustades teiste valkudega
koostdds aktivatsioonikompleksi (Kamachi et al., 2000; Zhao et al., 2004; Wegner, 1999).
Samas nditavad viimase aja uuringud, et SOX2, ehkki iildiselt tunnustatud kui

transkriptsiooni aktivaator, voib ka geenide ekspressiooni pérssida (Liu et al., 2014).

Enne peamiste funktsioonide avastamist jdi tdhelepanu alla Sox2 ekspressioon arenevas
KNS-s (Collignon et al., 1996), olles aktiivne embriionaalses nérvisiisteemis alates selle
varajasest arengust. Lisaks nditab ta osalist aktiivsust veel proliferatsioonil ning

mittediferentseerunud eellasrakkudes (Pevny et al, 2010; Wegner et al., 2005). On
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ndidatud, et SOX2 expressioon on iseloomulik tdiskasvanud aju tiivirakkudele, kuid mitte
koik neist ei sidilita voimet moodustada koiki neuraalsete rakkude tiitipe (Brazel et al., 2005).
Koostoos monede teiste transkriptsioonifaktoritega, suudab Sox2 taastada 10plikult
diferentseerunud rakkude pluripotentsuse, reprogrammeerides neid indutseeritud

pluripotentseteks tiivirakkudeks (iPS) (Takahashi ef al., 2006).

1.3 Neuraalne kude

1.3.1 Neuraalsed tiivirakud

Neuraalsete tiivirakkude teket nirvisiisteemi varajase arengu kdigus modda neuraaltoru
ektodermi on tdestatud uuringutega nii nériliste kui ka teiste litkide peal (Hitoshi et al,
2002). Selles faasis ldbib neuraalne ektoderm peamiselt siimmeetrilised jagunemised,
sdilitades tlivirakulisused omadused ja viies populatsiooni edasisele arenemisele. Edasises,
neurogeenses faasis jagunevad tiivirakud astimmeetriliselt ja toimub uute tiivirakkude
tootmine koos prolifereeruvate, peamiselt neuraalset péritolu eellastega (Qian et al., 1998,
2000; Temple, 2001). Peale neurogeenset faasi arenevad tlivirakud valdavalt gliia
jarelkasvuks, mille tottu vdheneb nende hulk progressiivselt. Kuni tdiskasvanueani piisib
teatud piirkondades vaid viike arv neuraalseid tiivirakke, mis voivad olla osaliselt
relevantsed kasvajate arengus. Neuroniteks arenevad need rakud ainult hippokampuses
(granulaarsed rakud) ning lateraalsete ajuvatsakeste subventrikulaarses tsoonis (McKay,

1997; Temple, 2001).

Neuraalseid tiivirakke on kirjeldatud in vivo katsetes geneetilise mairgistamisega (nt
reportergeenide ekspressioon rakutiilibispetsiifiliste promootorite abil), kasutades selleks in
vivo mérgistatud rakkude klonaalsete eelkéijate fenotiiiibilist iseloomustamist. Need katsed
nditasid enamikul tiivirakkudest gliia rakkude tunnuseid, milleks olid gliia fibrillaarse
happelise valgu (GFAP) ja/voi aju lipiidi siduva valgu (BLBP) ekspressioon ning “radiaalse
gliia” morfoloogia. Ventrikulaarses tsoonis asuv radiaalne glila omab neurogeenset
funktsionaalsust 14bi terve KNS-i arengu. Arvatakse, et subventrikulaarses tsoonis olevad
GFAP-positiivsed B-rakud périnevad just radiaalsest gliiast (Merkle et al., 2004; Hitoshi et
al., 2004).

Taiskasvanud inimese neuraalsete tivirakkude kasulikuks omaduseks on see, et
stimuleerides neid koekultuuris sobivate kasvufaktoritega, nagu nditeks epidermaalne

kasvufaktor (EGF) ja fibroblasti kasvufaktor 2 (FGF2), on nad vabalt ja hulgaliselt
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paljundatavad, moodustades neurosfddre. Taoline meetod voimaldab isoleerida tdiskasvanu
neuraalseid tiivirakke ja uurida nende funktsiooni ja arengupotentsiaali (Vescovi et al.,
2006). Neurosfadre vaadeldakse enamasti kui in vitro kultuuris kasvavaid vabalt-holjuvaid
neuraalsete tlivirakkude kobaraid. Esimesed neurosfddrid said Brent A. Reynolds ja Samuel
Weiss aastal 1992, isoleerides tdiskasvanud hiire ajust EGF-le reageerivad rakud. Sellegi
poolest ei saa tdommata vordusmirki neurosfddride ja neuraalsete tiivirakkude vahele - on
ndidatud, et vaid védike osa (alla 1%) neurosfdéri rakkudest on toelised tiivirakud, iilejaédnud
aga eellasrakud (ingl k. progenitor cells) (Chiasson et al, 1999; Seaberg et al., 2003,
Reynolds and Rietze, 2005). Kuna aga neuraalseid tlivirakke ei saa otseselt in vivo uurida, on
neurosféddride in vitro kasvatamise meetod heaks abivahendiks paljude tiivirakkudega seotud
teoreetiliste ja praktiliste kiisimuste lahendamisel. Pohiliselt kasvatatakse neurosfaire
sO0tmes, millesse on kasvustimulaatoritena lisatud epidermaalset kasvufaktorit ja fibroblasti
kasvufaktorit. Neurosfddride meetodit (NSA, inglk. neurosphere assay) kasutatakse
isoleerimaks oletatavaid neuraalseid tiivirakke (NSC, inglk. neural stem cells)
kesknérvisiisteemist, et uurida tlivirakkude olulisemaid tunnuseid nagu proliferatsioon,
enese-uuendamine ja voime anda hulgaliselt diferentseerunud ja funktsionaalseid jarglasi.
Samal ajal vilistab eellasrakkude vOime neurosfdére moodustada NSA voimalused tdpselt
kvantifitseerida bona fide tivirakkude hulka (sagedust) lihtsalt neurosfddride arvu jargi
(Deleyrolle et al., 2008). Vajalik on modifitseerida kultiveerimise tingimusi, et eristada

progenitor rakkude aktiivsus tiivirakkudest.
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1 Too eesmirgid
Kéesoleva magistrit6o eesmirgiks oli selgitada:
1) kas titiin ekspresseerub hiire neuraalsetes tiivi- ja eellasrakkudes, kasutades
uurimist0s vastsiindinud hiire aju primaarkultuurist kasvatatud neurosfédari kultuure,
2) mil madral ekspresseerub titiin neurosfddridest diferentseeruvates neuronites ja
gliiarakkudes,
3) kas neuraalsetes rakkudes seostub C-titiin F-aktiiniga
4) milline voiks olla neuraalsetes tlivi- ja gliiarakkudes paikneva titiini isovormi

ligikaudne molekulmass

2.2 Materjal ja metoodika

2.2.1 Uurimisobjekt
Hiire (Black/ C57DI/61) dissotsieeritud aju primaarsest rakukultuurist isoleeritud

neurosfaarid.

2.2.2 Hiire neurosfiiride kasvatamine ja diferentseeruma suunamine

Kéesolevas t60s kasutati PO vanuseid (vastsiindinud) C57DI/6I liini hiiri, kes saadi Tartu
Ulikooli Molekulaar- ja Rakubioloogia Instituudi sertifitseeritud Katseloomakeskusest
(KL1202). PO hiiri toodeldi vastavalt Gerard M. J. Beaudoin III ef al. (2012) protokollile.
Hiire aju preparaadid valmistati professor Aavo Valdur Mikelsaare poolt dr. Sulev Kuuse

juhendamisel.

Ajukude dispergeeriti rakususpensiooniks Neurobasal A (Gibco® by Life Technologies)
sO0tmes, mis sisaldas gentamiitsiini (Gibco BRL, Gaithersburg, USA). Rakususpensiooni
tsentrifuugiti ja pesti ihe korra samas so6tmes ning kiilvati kuuekannulise koekultuuri
plaadile tihedusega 5000-10000 elusat rakku/ml Neurobasal A s66tmes, millesse oli lisatud
B27 (Gibco BRL) ja kasvufaktorid FGF2 (20 ng/ml; Peprotech), EGF (20 ng/ml;
Peprotech), LIF (20 ng/ml; Chemicon) ning gentamiitsiini (Gibco BRL). Tiivi/eellasrakud
kasvasid neurosfadridena. Rakkudel vahetati soodet iga 3 pdeva tagant ning sfadre toodeldi
mehaanilise trituratsiooni meetodil iga 12-15 pdeva tagant. Kasvatamine toimus 25 cm’

madratsis, mida hoiti inkubaatoris 37° C juures 5% CO, keskkonnas.
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Kui rakke suunati diferentseeruma, siis ei lisatud s66tmele kasvufaktoreid, kuid lisati a/l-
trans retinoidhapet (10°M) ja ImM tsiiklilist adenosiin monofosfaati (dibutiiriiiil cAMP).
Rakke kasvatati 37° C juures 5% CO, keskkonnas 8-kannulistes plaatides (Thermo
Scientific, Nunc), millesse oli pandud polii-L-liisiiniga (Sigma) kaetud 24 x 32mm
katteklaasid. Katteklaasidele kantava polii-L-liisiini lahuse kontsentratsioon oli 1 mg/ml.
Katteklaase inkubeeriti 1 tund, eemaldati iileliigne polii-L-liisiini lahus, ning pesti 3 korda
lisandite vabas Neurobasal A s06tmes. Eelnevalt madratsilt eemaldatud ja tsentrifuugitud
rakud suspendeeriti, segati diferentseerumisséotmega, jaotati kannudesse ning kasvatati

inkubaatoris.

2.2.3 Rakkude fikseerimine ja permeabiliseerimine

Rakkude fikseerimiseks kasutati 4% paraformaldehiiiidi (PFA) lahust PBS-s. Rakkudega
klaasid eemaldati kasvukeskkonnast ning fikseeriti toatemperatuuril 15 minutit. Seejirel
pesti klaase 3 x 5 minutit PBS-ga. Uleliigse aldehiiiidi eemaldamiseks asetati rakud 10
minutiks S0mM NH4Cl PBS-i segusse. Peale kahekordset pesu PBS-ga permeabiliseeriti
rakke 10 minutit 0,1%-lise Tritone X-100 lahusega PBS-s, pesti PBS-ga ning asetati
sdilitamiseks blokeerivasse lahusesse (0,3% kaseiin PBS-s naatriumasiidi lisandiga).

Fikseeriti erinevates diferentseerumisastmetes olevaid rakke.

2.2.4 Rakkude immunotsiitokeemiline viarvimine

Rakke inkubeeriti 1 tund toatemperatuuril primaarse antikeha lahusega, milleks oli kas
hiibridoomide supernatant v0i1 puhastatud antikeha preparaat lahjendusega 1:10
blokeerimislahuses. Seejérel pesti preparaate 3 x 5 min PBS-ga ning inkubeeriti rakke 1 tund
toatemperatuuril sobiva fluorokroomiga maérgistatud sekundaarse antikehaga (Molecular
Probes). Lopuks pesti preparaate 3 x 5 min PBS-ga ning inkubeeriti DAPI (4°,6-diamino-2-
feniitilindool) lahusega (1pg/ml) toatemperatuuril 5 minutit. Peale loputamist destilleeritud
vees sulundati rakud tuhmumisvastase Prolong Gold Antifade (Molecular Probes)
preparaadiga. Rakkude kaksikvédrvimise puhul kahe erineva primaarse antikehaga kasutati
teist sekundaarset antikeha vastavalt sellele, millises organismis oli teine primaaarne

antikeha viljatootatud.

2.2.5 Rakkude pildistamine

Preparaatide analiiiis ja pildistamine viidi 1dbi kas inversioonimikroskoobiga Leica DFC310
FX ning objektiividega 10x/0.30 PH1, 20x/0.30 PH1 ja 40x/0.55 PH2 vdi mikroskoobiga
Olympus BX, kasutades objektiive UplanFI 20x/0.50, 40x/0.75 ja 100x/1.30 Oil Iris ning
Olympus DP50-CU Photographing System-i.
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2.2.6 Koeldikude tegemine Kkriiostaat-mikrotoomiga ja immunohistokeemiline
virvimine
Kiilmutusloikude tegemiseks kasutati hiire aju, mis kinnitati korgile, kasutades
kriiomaatriksit. Maatriksis olev preparaat kiilmutati kiiresti isopentaanis, mis oli eelnevalt
jahutatud vedelas lammastikus. Kiilmunud preparaadist 16igati -20° C juures 7um koeldigud,
mis kanti alusklaasidele. Koe histokeemiliseks vdrvimiseks kasutatati hematoksiiliin-eosiini
lahust. Koe  immunohistokeemiline  véirvimine toimus  analoogselt rakkude
immunotsiitokeemilise varvimisega (vt 2.2.4.). Viimase etapina viidi I4bi vérvitud

koeldikude sulundamine ning mikroskopeerimine.

2.2.7 Uurimistoos kasutatud antikehad

2.2.7.1 Titiini-vastased antikehad

e Titl SHI1.1 - Kaéesolevas to6s kasutasime titiini A-regiooni vastast hiire
monoklonaalset antikeha Titl 5H1.1, mis on saadud immuniseerimisel siinteetilise
peptiidiga, mis vastab aminohapete jérjestusele N-AVNKYGIGEPLESDSVVAK-C
titiini A-regioonis (Mikelsaar et al., 2010). Subpeptiididega 14bi viidud katsetes
ndidati, et antikeha tdpsema spetsiifilise epitoobi piirkonna voib kitsendada 6
aminohappelisele jarjestusele ((-AVNKYG-). See jérjestus on kdrgelt konserveerunud
ja esineb mitmes titiini A-regiooni Fn3 domeenis paljudel erinevatel liikidel
(Mikelsaar et al., 2012).

* Titl PAB — A-regiooni vastane kiililiku poliiklonaalne antikeha, mille puhul
immunogeeniks oli sama siinteetiline peptiid, N-AVNKYGIGEPLESDSVVAK-C,
mis monoklonaalse Titl SH1.1 puhulgi.

* Kiiiiliku poliiklonaalne antikeha SC H-300 — (Santa Cruz Biotechnologies, Sc-
28536). Epitoop vastab inimese titiini C-terminuse aminohapetele vahemikus 33124-
33423, kusjuures hiirel on homoloogne jérjestus regioonis 33986-34285, homoloogia

inimese ja hiire vahel on 93,7%.

2.2.7.2 Neuronaalsed ja gliiarakkude markerid

* astrotsiilitide markerina kasutasime gliia happelise fibrillaarse valgu vastast kiiiiliku
antikeha (AbCam)
* Neuronite markerina kasutasime [-III-tubuliin vastast kiililiku antikeha (AbCam,

ab76287)
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2.2.7.3 Neuraalsete tiivi- ja eellasrakkude markerid

* kasutasime transkriptsioonifaktori SOX2 vastast kiiiiliku antikeha (LabAs Ltd, Tartu)

e C-titiini ja aktiini vahelise seose uurimisel kasutasime F-aktiiniga seostuvat
fluorokroomiga margistatud Phalloidini (Alexa Fluor® 488 Phalloidin,
Invitrogen/Molecular Probes, A12379)

2.2.7.4 Sekundaarsed antikehad

* Hiire antikeha Titl 5H1.1 puhul kasutasime sekundaarse antikehana kitses saadud
hiire vastaseid poliikloonseid fluorokroomiga margistatud antikehi (Alexa Fluor®
594; Molecular Probes, Eugene, OR)

* Kiiiilikus saadud antikehade puhul kasutasime sekundaarsete antikehadena kitses
saadud kiiiiliku vastast poliiklonaalset fluorokroomiga maérgistatud antikeha (Alexa

Fluor® 594; A11012; Molecular Probes, Eugene, OR)

2.2.8 C-titiini molekulmassi tuvastamine SDS-PAGE elektroforeesi ja Western

blotingu abil

2.2.8.1 Rakkude liiiisimine

Rakkude liitisimisel 1dhtuti Peter James Cavnar et al., (2008) koostatud protokollist. Rakke
pesti enne liilisimist 2 x 3 min PBS-ga. Rakud liiisiti alguses korduva kiilmutamise-
sulatamise abil vedelas lammastikus ja seejirel resuspendeeriti saadud segu 4° C juures
puhvris (2ml gliitserooli, 1.5 ml 1M DTT, 2.5ml Tris HCL 0.5M puhver pH 6.8, 0.4g SDS,
0.2mM PMSF, 10ml Milli-Q vett). Peale 15 minutit jaa peal inkubeerimist tsentrifuugiti

segu 15 minutit 35000 g juures, saadud supernatant eraldati ja sdilitati 4° C juures.

2.2.8.2 Dot blot

Nitrotselluloos membraanile kanti 0,5 pl valguproovi. Membraani blokeeriti 30 min
toatemperatuuril, kasutades selleks 0,1% PBS-Tween 20 lahust. Seejdrel inkubeeriti
membraani 1 tund toatemperatuuril primaarse antikeha lahuses (1:200 0,1 % PBS-Tween
20-s). Sellele jargnes membraanide pesu 5 x 5 min 0,1% PBS-Tween 20 lahuses. Peale pesu
inkubeeriti membraane 1 tund toatemperatuuril sekundaarse antikeha lahuses, milleks oli kas
GAM-HRP vd1i GAR-HRP lahjendatud 0,1% PBS-Tween 20-s (1:1000). Reaktsiooni
10ppedes toimus membraani pesu ning antikeha seostumine toodi nédhtavaks substraadi
DAB-kloronaftooli lahusega (ca 15 min). Virvusreaktsiooni peatamiseks pesti membraani

Milli-Q veega.
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2.2.8.3 Antigeeni tuvastamine mono- ja poliiklonaalsete antikehade abil

Spetsiifilise peptiidiga (Storkbio) inhibeeriti monoklonaalset titiini antikeha Titl SHI.1 ja
Titl PAB. Moélema antikeha lahjendusele lisati 2.5 mg spetsiifilist peptiidi (hulk, mis iiletab
arvutuste kohaselt antikeha hulga lahuses 100x) ja jéeti iile66 4° C juurde inkubeerima.

Lahuseid inhibeeritud antikehadega kasutati kontrollina Western Blot katsetes.

2.2.8.4 Elektroforees ja western blot
Elektroforeesiks kasutati 7.5% poliiakriitilamiid geel, mille valmistamisel ldahtuti R.K.
Scopes ja John A. Smith (2006) viljatdotatud retseptist ning protsessi labiviimiseks kasutati

Hoeferi foreesiaparaati.

Foreesi 10ppedes eemaldati geel aparaadist ja tasakaalustati 15 min loksutil bloti katoodi
puhvris. Samal ajal valmistati ette elektroblott, milleks niisutati alumine siisielektrood 0.3
molaarse Tris-anoodipuhvriga. Sellele asetati 4 samas puhvris niisutatud filterpaberit ja
nende peale 2 filterpaberit, mis olid niisutatud 25 mM Tris-anoodipuhvris. Seejirel
valmistati ette PVDF membraan, mis alustuseks niisutati metanooliga ja loksutati jargnevalt
Milli-Q vees 5 minutit. Membraan asetati edasi filterpaberite pakile, selle peale paigutati
katoodipuhvris tasakaalustatud geel ja kdige peale 6 katoodipuhvris niisutatud filterpaberit.
Saadud pakile asetati siisielektrood ja alustati elektroblotti. Protsess toimus 72 mA juures 2

tundi.

Edasi toimus blokeerimine, milleks loksutati membraani 1 tund toatemperatuuril PBS-
Tween 20 0.1% lahuses. Seejérel jdeti membraan iile66 4 kraadi juurde primaarse antikehaga
(1:200 PBS-Tween 20 0.1% lahjenduses) reageerima. Reaktsiooni toimudes pesti membraan
5 x 5 min PBS-Tween 20 0.1% Ilahuses ja jdeti seejdrel 1 tunniks peroksidaasiga
konjugeeritud sekundaarse antikehaga (1:1000 PBS-Tween 20 0.1% lahjenduses)
toatemperatuuril loksutile. Tunni méddudes pesti membraan 4 x 5 min PBS-Tween 20 0.1%
lahuses ja 1 x 5 min PBS-s. Sellele jargnes virvusreaktsioon tekitamine substraadi DAB-
kloronaftooli lahuses (10-15 min); vérvusreaktsioon peatati membraani pesemisega Milli-Q

veega. Jargnes membraani kuivatamine ja dokumenteerimine.

2.3 Tulemused

2.3.1 Neurosfiiride kasvatamine in vitro ja titiini avaldumine

Neurosfdire kasvatati vastavalt eespool kirjeldatud protokollile (vt. Materjal ja metoodika).
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Kolmandal pdeval pirast rakkude kiilvi oli ndha nii iiksikuid rakke kui ka véikseid
rakukobaraid, mis hiljem suurenesid ja omandasid ,,klassikalise* neurosfairide kuju (Joonis

4, A).

v @.¢
@°®

o~

Joonis 4. PO hiire ajust kasvatatud neurosfiirid

A. Erineva suurusega neurosfairid koekultuuis.

B. Negatiivne kontroll (kitses saadud hiire vastane antikeha, mis on seotud Alexa Fluor “488-ga). C.
Negatiivne kontroll (kitses saadud kiiiiliku vastane antikeha, mis on seotud Alexa Fluor ®594-ga. D.
Negatiivne kontroll (peptiidiga N-AVNKYGIGEPLESDSVVAK-C inhibeeritud titiini-vastane
monokloonne antikeha Titl 5SH1.1). Sekundaarne antikeha: kitses saadud hiire vastane antikeha, mis
on seotud Alexa Fluor “488-ga. Rakkude tuumad vérviti DAPI-ga (sinine) (40x obj).

Joonisel 5 on ndha, et neurosfairi rakud ekspresseerivad transkriptsioonifaktorit SOX2, mida

peetakse neuraalsetele tiivi- ja eellasrakkude iiheks spetsiifilisemaks markeriks.

Joonis 5. Transkriptsioonifaktori SOX2 valgu tuvastamine hiire neurosfiirides

Rakud fikseeriti 4% PFA-ga ja permeabiliseerii Triton X-100-ga. SOX2 wvastane kiiiiliku
poliiklonaalne antikeha. Sekundaarne antikeha: kitses saadud kiiiiliku IgG vastane antikeha, mis on
seotud Alexa Fluor ®594-ga (punane). Raku tuumad on vérvitud DAPI-ga (sinine) (40x obj).

20



2.3.2 Titiini ekspressioon neurosfairides

Titiini ekspressioon tuvastati neurosfadirides monokloonse antikeha Titl SHI1.1 ja
kommertsiaalse poliikloonse antikeha SC H-300 abil. Sekundaarsete antikehadena kasutati
vastavalt kitses saadud hiire Ig vastaseid Alexa A488 margistatud ja kitses saadud kiiiiliku Ig
vastaseid Alexa A594 margistatud poliikloonseid antikehi. Et olla kindel, et sekundaarsed
antikehad rakkudega ei seostu, inkubeeriti preparaate ilma primaarse antikehata (Joonis 4 —
B, C, D). Joonisel 4 on ndha (D), et siinteetiline peptiid seob titiini vastase monokloonse
antikeha Titl SH1.1 antigeeni-spetsiifilise saidi ja immuunreaktsiooni rakkudega ei toimu.
Fikseeritud ja permeabiliseeritud neurosfddride rakud vérviti titiinile, kasutades titiini vastast
monokloonset antikeha Titl SHI1.1 (Joonis 6, A1-A2) ja kommertsiaalset poliikloonset titiini
vastast antikeha SC H-300 (Joonis 6, B1-B2). Modlemad antikehad niitasid titiini selget
ekspressiooni uuritavatel rakkudel. Ehkki teatava variatsiooniga erinevate neurosfdiride

vahel.

Joonis 6. Titiini tuvastamine hiire neurosfiarides.

A1-A2. Titiini vastase monoklonaalse antikehaga Titl 5SH1.1 vérvitud 4% PFA-ga fikseeritud ja
permeabiliseeritud Triton X-100-ga neurosfidrid. Virving on visualiseeritud Alexa Fluor “488-ga
konjugeeritud kitses saadud hiire IgG vastase sekundaarse antikehaga (roheline). B1-B2.
Poliiklonaalse antikehaga H-300 titiinile varvitud 4% PFA-ga fikseeritud ja permeabiliseeritud
Triton X-100-ga neurosfadrid. Virving on visualiseeritud Alexa Fluor®594-ga konjugeeritud kitses
saadud kiitiliku IgG vastase sekundaarse antikehaga (punane). Raku tuumad on varvitud DAPI-ga
(sinine) (40x obj).

Neuraalsete markerite tuvastamine néitas, et GFAP-positiivseid rakke (Joonis 7, A1-A2) on

neurosfddrides vahe ning B-III-tubuliin-positiivseid (Joonis 7, B1-B2) rakke neis ei ole.
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Joonis 7. Gliia fibrillaarse happelise valgu (GFAP) ja PB-III-tubuliini tuvastamine hiire
neurosfiairides.

A1-A2. 4% PFA-ga fikseeritud ja permeabiliseeritud Triton X-100-ga neurosfddride varvimine
GFAP-le, kasutades kiililikul saadud anti-GFAP vastast poliiklonaalset antikeha. Virving on
visualiseeritud Alexa Fluor®594-ga konjugeeritud kitses saadud kiiiiliku IgG vastase sekundaarse
antikehaga (punane). B1-B2. 4% PFA-ga fikseeritud ja permeabiliseeritud Triton X-100-ga
neurosfadride varvimine B-Ill-tubuliinile, kasutades B-III-tubuliini vastast kiiiiliku poliiklonaalset
antikeha. Virving on visualiseeritud Alexa Fluor®594-ga konjugeeritud kitses saadud kiiiiliku IgG
vastase sekundaarse antikehaga (punane). Raku tuumad on varvitud DAPI-ga (sinine) (40x obj).

2.3.3 Titiini ja neuraalsete markerite (p-III-tubuliin ja GFAP) tuvastamine
diferentseerunud rakkudes

Titiin oli tuvastatav neurosfadride diferentseerumise koikides ajapunktides (Joonised 8 ja 9).
Monoklonaalse antikehaga Titl SH1.1 (Joonis 8, A-D) visualiseeritud titiini ekspressioon oli
tugev juba iiks pdev pérast diferentseerimise alustamist. Diferentseerumise edenedes piisis
rakkudes titiini ekspressioonitase jitkuvalt korgena (Joonis 9, A-D). Kui 5 pieva
diferentseerunud rakkude puhul esines veel {ipriski tugevat rakkudevahelist vorgustikku
(Joonis 9, A-DS), siis 10 pédeva diferentseerunud rakkudevaheline vorgustik on oluliselt
vihenenud. See-eest on eristatavad pikenenud rakujitked. Samuti on 10 pieva
diferentseerunud rakkudes (Joonis 9, A- D10) néha tsentrioole, mida on ka varem tuvastatud
(Mikelsaar et al., 2010; 2012).

Titiin1 markimisvédrne ekspressioon ilmnes ka kui kasutati antikeha SC H-300 (Joonis 8 ja 9,
B-D1 - B-D10). Tuleb mirkida, et esimesel diferentseerumise pdeval erineb monokloonsete
ja poliiklonaalsete antikehade reaktsioon neurosfadridel (Joonis 8, vordle A-D1 ja B-D1).
Korget titiini ekspressioonitaset detekteerituna poliikloonse antikehaga on ndha
diferentseerumiskatse 16puni (Joonis 9, B-D). Nagu ka monokloonse antikeha puhul on siingi

ndha rakkudevahelise vOrgustiku kahanemist diferentseerumise edenedes. Diferentseerumise
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10ndal pédeval (Joonis 9, B-D10) on ndha, et tekivad suuremads rakud, mis paiknevad

horedamalt.

Joonis 8. Titiini tuvastamine hiire diferentseerunud neurosféiri rakkudes.

Diferentseerunud rakud hiire neurosféaarides 1. (D1), 3. (D3) ja 4. (D4) pdeval. A. Rakud on vérvitud
titiinile, kasutades titiini vastast monoklonaalset antikeha Mab Titl 5H1.1. Varving on visualiseeritud
Alexa Fluor”488-ga konjugeeritud hiire IgG vastase sekundaarse antikehaga (roheline). A-D3 on
nidha ka nooltega tdhistatud varvunud tsentrioolid. B. Rakud on vérvitud titiinile, kasutades titiini
vastast poliikloonset antikeha H-300. Virving on visualiseeritud Alexa Fluor®594-ga konjugeeritud
kiiiiliku IgG vastase sekundaarse antikehaga (punane). C. Rakud on kaksikvirvitud titiinile,
kasutades titiini vastast hiire monoklonaalset antikeha Mab Titl 5H1.1 (alusvirving) ja kiiiliku
poliikloonset antikeha H-300. Vérving on visualiseeritud vastavalt Alexa Fluor® 488 (roheline) ja
Alexa Fluor®594 (punane) konjugeeritud hiire ja kiiiiliku IgG vastase sekundaarse antikehaga.
Rakutuumad on virvitud DAPI-ga (sinine) (100x obj).
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Joonis 9. Titiini tuvastamine hiire diferentseerunud neurosfiiri rakkudes.

Rakud fikseeriti diferentseerumise 5. (D5), 6. (D6) ja 10. (D10) pdeval. A. Rakud on vérvitud
titiinile, kasutades titiini vastast monoklonaalset antikeha Mab Titl 5H1.1. Virving on visualiseeritud
Alexa Fluor®488-ga konjugeeritud hiire IgG vastase sekundaarse antikehaga (roheline). B. Rakud on
varvitud titiinile, kasutades titiini vastast poliikloonset antikeha H-300. Vérving on visualiseeritud
Alexa Fluor®594-ga konjugeeritud kiiiiliku IgG vastase sekundaarse antikehaga (punane). C. Rakud
on kaksikvirvitud titiinile, kasutades titiini vastast hiire monoklonaalset antikeha Mab Titl 5H1.1
(alusvirving) ja kiitiliku poliikloonset antikeha H-300. Vérving on visualiseeritud vastavalt Alexa
Fluor® 488 (roheline) ja Alexa Fluor®594-ga konjugeeritud hiire ja kiiiiliku IgG vastase sekundaarse
antikehaga. Rakutuumad on viarvitud DAPI-ga (sinine) (100x obj).

Suurendusega viljatoodud piltidel (A-D10 ja C-D6) on néha tsentrioolide varvumine.

Kuna monokloonne antikeha Titl 5HI1.1 ja poliikkloonne antikeha H-300 on saadud tiini
molekuli erinevate regioonide vastu, siis kasutasime kaksikvérvimist, et nidha kuivord
kattuvad on nende kahe keha vérvingud (Joonised 8 ja 9, C-D1 — D10). Selgus, valdavalt
seostuvad need antikehad raku eri piirkondadesse, aga on ka osalist kokkulangemist, seda
eriti raku tuuma ldheduses (Joonis 8, C - D4). Kuna kaksikvédrvimise puhul kasutasime
esimese antikehana Titl SH1.1, siis vOib arvata, et H-300 ligipdis titiini molekulile vaib olla
takistatud esimese sekundaarse antikeha poolt, mis seletaks rohelise virvuse iilekaalu

(Joonised 8 ja 9, C-D1 - C-D10).

Kaksikvarvimine nditas, et neurosfiiridest diferentseerunud rakkudes on tuvastatav nii titiin
kui ka B-III-tubuliin (Joonis 10). Rakkudevaheline vdorgustik ja sfddride kompaktsus
nditavad, et diferentseerumise alguses (Joonis 10, D1-D2) on veel sdilinud neurosfairide
struktuur. Diferentseerumise 1. ja 2. pdeval ei ole B-III-tubuliini ekspressioon tuvastatav,

kuid see ilmneb alates 3. pédevast. Osa rakke olid ainult B-III-tubuliin-positiivsed (ainult
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punane virv), kuid harva oli margata ka titiini ja B-III-tubuliini koospaiknemist (kollane

virvus, nooleke).

Joonis 10. Titiini ja p-III-tubuliini tuvastamine hiire diferentseerunud neurosfiiride rakkudes.
Rakud fikseeriti diferentseerumise 1. (D1), 2. (D2), 3. (D3) ja 4. (D4) pdeval. Rakud on
jarjestikuliselt kaksikvérvitud titiinile ja [-III-tubuliinile, kasutades esmalt titiini vastast
monoklonaalset antikeha Mab Titl SH1.1 ning seejarel B-I1I-tubuliini vastast poliiklonaalset antikeha.
Virvingud visualiseeriti vastavalt Alexa Fluor®488 (roheline) ja A594-ga (punane) konjugeeritud
hiire ja kiiiiliku IgG vastaste sekundaarsete antikehadega. Rakutuumad on véarvitud DAPI-ga (sinine)
(100x obj). Nooled viitavad kollaselt kaksikvarvunud aladele.

Diferentseerumise hilisemas perioodis (Joonis 11) ilmnes mérkimisvddrne erinevus
diferentseerumise algfaasis olevatest rakkudest (Joonis 10). Tekkinud oli tugev
rakkudevaheline vorgustik. Ndha olid kaksivirvunud rakud korvuti puhtalt B-III-tubuliini
positiivsete rakkudega (vt. D10-1). Selgesti oli mitmetes rakkudes samaaegselt tuvastatavad

(vt. D6-1 ja D6-2) nii titiin-positiivsed kui ka B-III-tubuliin-positiivsed alad.
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Joonis 11. Titiini ja p-III-tubuliini tuvastamine hiire diferentseerunud neurosfiiride rakkudes.
Rakud fikseeriti diferentseerumise 5. (D5-1, D5-2, D5-3), 6. (D6-1, D6-2, D6-3) ja 10. (D10-1, D10-
2, D10-3) pdeval. Rakud on jarjestikuliselt kaksikvérvitud titiinile ja B-IlI-tubuliinile, kasutades
esmalt hiires saadud titiini vastast monoklonaalset antikeha Mab Titl 5H1.1 ning seejarel B-III-
tubuliini vastast kiiiiliku poliiklonaalset antikeha. Varvingud visualiseeriti vastavalt Alexa Fluor®488
(roheline) ja AS594-ga (punane) konjugeeritud kitses saadud hiire ja kiililiku IgG vastaste
sekundaarsete antikehadega. Rakutuumad on vérvitud DAPI-ga (sinine) (100x obj). Nooled (D6-1 ja
D6-2) viitavad B-IlI-tubuliin positiivsete rakkude (neuronite) Titl 5H1.1 positiivsetele (punane)
osadele.

Joonisel 12 on ndidatud kaksikvirvimine titiinile ja gliia fibrillaarsele happelisele valgule.
Juba diferentseerumise esimestel pdevadel oli GFAP-positiivseid rakke kdrvuti ainult titiini
ekspresseerivate rakkudega méarkimisviairselt palju. Diferentseerumise kolmandaks péevaks
oli ndha GFAP-positiivsete rakkude hulga suurenemist ja erinevust morfoloogias, mis
viljendus rakkude suurenemises ja rakujitkete pikenemises. Lisaks oli tekkinud tugev
vorgustik nii Titl SH1.1"/GFAP" rakkude vahel kui ka ainult GFAP-positiivsete rakkude
seas. Uksikute rakkude tuumalihedastes regioonides oli niha ka kaksikvirvunud alasid.

Rakupilt ddrmiselt heterogeenne.
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D4-1

Joonis 12. Titiini ja gliia fibrillaarse happelise valgu (GFAP) tuvastamine hiire
diferentseerunud neurosfiiri rakkudes.

Rakud fikseeriti diferentseerumise 1. (D1), 3. (D3) ja 4. (D4) pédeval. Rakud on jarjestikuliselt
kaksikvérvitud titiinile ja GFAP-le, kasutades esmalt hiires saadud titiini vastast monoklonaalset
antikeha Mab Titl 5H1.1 ning seejarel GFAP-i vastast kiiiiliku poliiklonaalset antikeha. Vérvingud
visualiseeriti vastavalt Alexa Fluor”488 (roheline) ja A594-ga (punane) konjugeeritud kitses saadud
hiire ja kiiiiliku IgG vastaste sekundaarsete antikehadega. Rakutuumad on véarvitud DAPI-ga (sinine)
(100x obj).

Mida rohkem rakud diferentseerusid, seda voimsamaks muutus GFAP-i ekspressioon (Joonis
13). Viis pédeva diferentseerunud rakkude puhul oli GFAP-positiivsete rakkudevaheline
vorgustik kasvanud veelgi, olles iisna heterogeense viljandgemisega. GFAP-i punane
viarvuvus varjutab oluliselt, kuid mitte tdiesti titiini rohelise virvi. Moningatel juhtudel oli
selgelt ndha ka kaksikvdrvunud alasid, mis esinesid taaskord pigem tuumaldheduses

regioonis (vt. D6-3).
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Joonis 13. Titiini ja gliia fibrillaarse happelise valgu (GFAP) tuvastamine hiire
diferentseerunud neurosfiiri rakkudes.

Rakud fikseeriti diferentseerumise 5. (D5-1, D5-2, D5-3), 6. (D6-1, D6-2, D6-3) ning 10. (D10-1,
D10-2, D10-3) pédeval. Rakud on jarjestikuliselt kaksikvérvitud titiinile ja GFAP-le, kasutades esmalt
hiires saadud titiini vastast monoklonaalset antikeha Mab Titl 5H1.1 ning seejarel GFAP-i vastast
kiiiiliku poliiklonaalset antikeha. Virvingud visualiseeriti vastavalt Alexa Fluor488 (roheline) ja
A594-ga (punane) konjugeeritud kitses saadud hiire ja kiililiku IgG vastaste sekundaarsete
antikehadega. Rakutuumad on varvitud DAPI-ga (sinine) (100x obj). Moningate rakkude puhul (D6-
3, nool) on selgelt eristatav titiini ja GFAP-i kaksikvarving.

Kaks pdeva diferentseerunud neurosfddri rakud nditasid (Joonis 14) nii
transpriptsioonifaktori SOX2 kui ka titiini ekspressiooni. Varvumine SOX2-le viitab ilmselt
rakkude suhteliselt madalale diferentseerumisastmele. Samas v3ib kahe neurosfdéri rakkude
vaheline SOX2-le virvumise erinevus viidata rakkude diferentseerumise erinevustele

erinevates neurosfadrides (vordle Al ja A2 , joonis 14).

Joonis 14. Titiini ja transkriptsioonifaktori SOX2 tuvastamine hiire diferentseerunud
neurosfiiri rakkudes.

Rakud fikseeriti diferentseerumise 2. pdeval. Rakud on varvitud SOX2-le, kasutades kiitiliku SOX2
vastast poliiklonaalset antikeha. Virving on visualiseeritud Alexa Fluor®594-ga konjugeeritud kitses
saadud kiililiku IgG vastase sekundaarse antikehaga (punane), ja titiinile, kasutades hiires saadud
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titiini vastast monokloonset antikeha Titl 5SH1.1. Virving on visualiseeritud Alexa Fluor®488-ga
konjugeeritud kitses saadud hiire IgG vastase sekundaarse antikehaga (roheline). Rakutuumad on
varvitud DAPI-ga (sinine) (100x obj).

2.3.4 Titiini ja F-aktiini ekspressioon diferentseerimisele suunatud rakkudes

Rakkude kaksikvdrvimine titiinile monokloonse antikehaga Titl 5H1.1 ja F-aktiinile Alexa
Fluor®488 konjugeeritud falloidiini abil niitas, et eksisteerivad kdrvuti niihésti Titiin*/F-
aktiin® rakud kui ka Titiin"/F-aktiin" rakud (Joonis 15). Eriliselt huvitav oli niha aktiini

,»punkte* kasvukoonusesse ulatuvate titiini filamentide otstel (vt. Joonis 15, D3-1).

D3-2

Joonis 15. Titiini ja F-aktiini tuvastamine hiire diferentseerunud neurosfiiri rakkudes.

Rakud fikseeriti diferentseerumise 3. pdeval ja kaksikvirviti jéarjestikuliselt titiinile ja F-aktiinile,
kasutades esmalt titiini vastast monoklonaalset antikeha Mab Titl 5H1.1 ja seejdrel Phalloidiini, mis
on seotud Alexa Fluor®488-ga (roheline). Titiini spetsiifiline vérving visualiseeriti Alexa Fluor®594-
ga konjugeeritud kitses saadud hiire IgG vastase sekundaarse antikehaga (punane). Rakkude tuumad
on varvitud DAPI-ga (sinine) (100x obj).

Kiill aga ei olnud voimalik tuvastada regulaarset c-titiini ja F-aktiini omavahelist seost, nagu
seda on ndidatud fibroblastide kultuuris stresskiudude juures (Cavnar, 2008). Korvuti
kaksikvarvunud rakkudega oli voimalik ndha ka F-aktiini suhtes selgelt negatiivseid rakke

(vt. Joonis 15, D3-4).

2.3.5 Titiini ekspresseerumine hiire aju kiilmléikudel
Neuraalsetes tiivi-ja eellasrakkudes titiini ekspressiooni tuvastamine in vitro tdstab kiisimuse

tema ekspressioonist in vivo. Titiini ekspressioon ajukoes pakub suurt fundamentaalset ja
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praktilist huvi, kaasa arvatud tema mutatsioonide vOimalik osa neuraalses patoloogias.
Oleme teinud ka esimese uuringu tuvastamaks titiini ekspressiooni hiire ajukoes, kasutades
hiire aju kiilmldike. Selleks virviti tdiskasvanud hiire aju kiilmldike titiinile, kasutades
kiitilikul-saadud poliikloonset titiini vastast antikeha Titl PAB1 — tulemus oli positiivne
(Joonis 16). Titiiniga varvitud rakupiltidelt (Joonis 16, Al) on ndha rakukihti
immunovérvunud rakkude ja nende radiaalselt suunatud jdtketega. Titiinile kontrollina
kasutatud transkriptsioonifaktorile GATA4 (Labas Ltd, Tartu) virvitud rakkudes me
rakujitkete varvumist aga ei tdheldanud, kiill aga oli ndha talle omast rakutuumade
varvumist. Et tuvastada 16igatud ala ligikaudset lokalisatsiooni ajus, vérviti sama ala 161k

hematoksiiliin-eosiinile (A2, B2). Tulemustest voib jareldada, et tegemist on hippokampuse

piirkonnaga ajus.

Joonis 16. Titiinile (A1) ja GATA4-le (B1) virvitud tidiskasvanud hiire aju kiilmldigud.
Kiilmldigud vérviti kas titiini-vastase kiiiilikus saadud poliikloonse antikehadega Titl PABI titiinile
(A1) voi samuti kiiiilikus saadud poliikloonse antikehaga transkriptsioonifaktorile GATA4 (B1).
Virving on visualiseeritud Alexa Fluor®594-ga konjugeeritud kitses saadud kiiiiliku IgG vastase
sekundaarse antikehaga (punane). Raku tuumad on vérvitud DAPI-ga (sinine). Vordluseks véarviti
sama ala kiilmloigud ka hematoksiiliin-eosiiniga, vastavalt A2 ja B2, et tuvastada ldigatud ala
ligikaudset lokalisatsiooni ajus (20X obj).
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2.3.6 Titiini tuvastamine Western Blot meetodil

Teadaolevalt on lihases asuv titiin iiks suurimaid valke, millel on mitmeid isovorme
(Uniprot, 2015). Siit tekkis kiisimus, milline voiks olla C-titiini ligikaudne molekulmass
neuraalsetes tlivi- ja/voi eellasrakkudes. Kommertsiaalne poliiklonaalne titiini vastane
antikeha SC H-300 andis reaktsiooni ~55 kDA juures (Joonis 17, A). Antikeha Titl SHI1.1
andis reaktsiooni 250 kDa juures (titiini A-regioon) (Joonis 17, B).

Kontrollina tehtud véarvimised niihdsti sekundaarsete antikehadega kui ka peptiidiga

inhibitsiooniga andsid negatiivsed tulemused.

A ScH-300ja GAR-HRP kDa B. Tit1SHL.1 | Peptiidiga kDa
il
~250 —h ~250
~130
| ~130
‘ ~100
C-titin - ‘ 70 ~100
) - e ~55 ~70
~55
~35
~15 - ~20
o 10 -1
?2; S = % 2 ~15
= & 2 Ty
”3 & * = 10

Joonis 17. C-titiini molekulmassi méirmine SDS-PAGE elektroforeesi ja Western bloti abil.

A. Kommertsiaalne poliiklonaalne titiini vastane antikeha SC H-300; B. monoklonaalne antikeha
Titl SH1.1. Nooled viitavad titiini asukohale geelis. Valgu suuruse médramiseks kasutati markerite
segu (PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder).

2.4 Arutelu

Kéesoleva t60 esimene eesmirk oli uurida vastsiindinud hiire aju primaarkultuuris
kasvatatud neurosfééridel, kas titiin on tuvastatav hiire neuraalsetes tiivi- ja eellasrakkudes.

Tdepoolest, molema antikehaga niihédsti titiini A-regiooni-vastase monokloonse antikehaga
Titl 5H1.1 kui ka kommertsiaalse titiini M-regiooni-vastase poliikloonse antikehaga SC H-

300 Onnestus ndidata titiini ekspressiooni neuraalsetes tiivirakkudes (Joonis 6). Ka

31



neurosfddridest 1-10 pédeva diferentseerunud rakkudes oli titiini ekspressioon selge ja tugev
(Joonised 8 ja 9). Kahe meie poolt kasutatud titiinivastase antikeha seostumine ei olnud
valdavalt kokkulangev. Neuraalsed tiivirakud (NSC) on iseuuenevad multipotentsed rakud,
millest tekivad peamised nérvisiisteemi rakutliibid — neuronid, astrotsiiiidid ja
oligodendrotsiitidid. Neuraalsed tlivirakud on kiill multipotentsed, aga siiski mitte
pluripotentsed, s.t. et nad on juba teataval diferentseerumise astmel, pirinedes
pluripotentsetest embriionaalsetest tiivirakkudest. Kuna me leidsime, et titiin on tuvastatav
juba neurosfddride rakkudes, siis vOiks arvata, et titiini geen kas ekspresseerus
diferentseerumisel embriionaalsetest tiivirakkudest neuraalseteks tlivirakkudeks voi oli ta
aktiivne ka juba embriionaalsetes tiivirakkudes. Viimase véite kasuks rddgivad andmed Tit
SHI1.1 epitoobi avaldumisest inimese embriionaalsete tiivirakkude liinis hES H9.2 juba
kultiveerimise teisel paeval (Mikelsaar et al., 2010).

Neurosfddre vaadeldakse enamasti kui in vitro kultuuris kasvavaid vabalt-holjuvaid
neuraalsete tiivirakkude kobaraid. Esimesed neurosfddrid saadi Brent A. Reynolds’i ja
Samuel Weiss’1 poolt aastal 1992, kui nad isoleerisid tdiskasvanud hiire ajust EGF-le
reageerivad rakud. Sellegi poolest ei saa tOmmata vordusmérki neurosfairide ja neuraalsete
tiivirakkude vahele - on ndidatud, et vaid vidike osa (alla 1%) neurosfdéri rakkudest on
toelised tiivirakud, iilejddnud aga eellasrakud (Chiasson et al., 1999; Seaberg et al., 2003,
Reynolds and Rietze, 2005).

Meie poolt kasutatud SOX2 markeri olemasolu neurosfdirides néditas nende, varajast
diferentseerumise astet (Joonis 5 ja 14). Varajases embriionaalses staadiumis on
transkriptsioonifaktor SOX2 iiheks neuroepiteliaalsete tiivirakkude esimeseks markeriks ja
plisib multipotentsetes neuraalsetes rakkudes aktiivsena kogu tdiskasvanuea (Graham et al.,
2003; Ferri et al., 2004). In vitro ekspresseerivad koik neurosfadrid SOX2, kuid varieeruva
intensiivsusega. Selline NSC-de heterogeensus peegeldub ka in vivo. Seetottu on vdidetud, et
SOX2 ekspressioon on neuraalseid tiivirakke iihendav omadus tdiskasvanud hiire ajus, kuid
mitte koik NSC-d ei séilita voimet moodustada kdiki neuraalseid rakutiiiipe in vivo (Brazel et
al., 2005). Sama grupp on ndidanud ka SOX2 ekspressiooni kadumist diferentseeruvates
neurosfddrides, viites sellega, et antud transkriptsioonifaktori ekspressioon voiks olla omane
ainult multipotentsetele tiivirakkudele ja eellasrakkudele aju neurogeensetes piirkondades.
Meie poolt ldbiviidud uuring niihésti titiini A-regiooni vastase antikehaga Titl SH1.1 kui ka
titiini C-terminuse vastase antikehaga SC H-300 néitab selgesti, et C-titiin ekspresseerub nii
vastsiindinud hiire ajust viljakasvatatud neurosfddrides kui ka neist diferentseerunud

rakkudes 10-pdevase katseperioodi jooksul (Joonised 6, 8 ja 9). C-titiin on rakus ndhtav

32



pohiliselt granulaarses vormis, kusjuures suuremad graanulid paiknevad tuuma ldhedal

(Joonis 18).

Joonis 18. Titiini tuvastamine hiire 4 pieva diferentseerunud neurosfiiri rakkudes.

Rakud on vérvitud titiinile, kasutades hiires saadud titiini vastast monoklonaalset antikeha Mab Titl
5HI.1. Virving on visualiseeritud Alexa Fluor®488-ga seotud kitses saadud hiire IgG vastase
sekundaarse antikehaga (roheline). Rakutuumad on vérvitud DAPI-ga (sinine) (100x obj).

Kéesoleva magistritoo teiseks eesmairgiks oli tuvastada titiini olemasolu neurosfairidest
diferentseeruvate neuronites ja gliiarakkudes.

GFAP-positiivsed rakud olid olemas juba neurosfddrides (Joonis 7) ja korvuti ainult titiini
ekspresseerivate rakkudega juba diferentseerumise algul (Joonis 12). Seda, et juba
neurosfiirides toimub iseeneslik diferentseerumine, on varem teada. Diferentseerumise
edenedes kasvas GFAP-positiivsete rakkude hulk veelgi, lisaks vOis médrgata ka erinevust
morfoloogias, mis véljendus rakkude ja rakujédtkete pikenemises ning vorgustiku tekkes.
Uksikute rakkude tuumade ldhedal oli nidha ka kaksikvdrvunud alasid. GFAP-i
ekspressioonile tdiskasvanud hiire neuraalsetes tiivi- ja eellasrakkudes on viidatud varemgi
(Doetsch et al., 1999; Laywell et al., 2000; Seri et al., 2001). Garcia et al,. 2004 néitasid, et
GFAP-1 ekspresseerivad eellasrakud on valdavaks allikaks tdiskasvanu neurogeneesis in
vivo. Lisaks néitasid nad neuraalsete eellasrakkude valdavalt bipolaarset voi1 unipolaarset
morfoloogiat, samas kui mitte neurogeensed astrotstiiidid olid enamasti multipolaarsed. Need
bipolaarsed ja wunipolaarsed GFAP-positiivsed eellasrakud ekspresseerisid lisaks ka

vimentiini ja nestiin-reguleeritud transgeene (Mignone et al., 2004), mida diferentseerunud
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fibrillaarse struktuuriga astrotsiitidid ei ekspresseerinud. Need uuringud viidavad, et GFAP-1
ekspresseerivad neuraalsed eellasrakud ja astrotsiilidid on teineteisest kiillaltki erinevad.
Tdiskasvanud hiire eesaju subventrikulaarse ja subgranulaarse tsooni multipotentsetes
neuraalsetes eellasrakkudes leiduva GFAP-1 tidielik funktsioon jadb siiski ebaselgeks.
Detekteeritavat efekti neurogeneesis ei ole suudetud ndidata ka GFAP-i1 geeni deletsiooniga
(Gomi et al., 1995; Pekny et al., 1995). Meie katses suurenes GFAP positiivsete rakkude
hulk diferentseerumise kdigus pidevalt, mida voiks vaadelda analoogina sellele, mis toimub
in vivo organismi vananemisel, mil astrotsiiiitides kasvab GFAPi hulk jark-jargult terve eluea
viltel. Huvipakkuv on probleem, kas astrotsiilitideks diferentseeruvates rakkudes siilib ka
titiini geeni aktiivsus. Meie tulemused viitavad sellisele voimalusele (Joonis 13, D6-3). Titl
SH1.1/GFAP-positiivsete rakkude populatsioon on &dirmiselt heterogeenne. Titiin-
positiivsete rakkude ja GFAP-positiivsete rakkude vahel esines tihe vdrgustik. Uksikute
rakkude tuumaldhedastes regioonides oli ndha ka kaksikvarvunud alasid. Mida rohkem rakud
diferentseerusid, seda suuremaks muutus GFAP-i ekspressioon (Joonis 13). Moningatel

juhtudel oli ndha ka kaksikvarvunud alasid, mis esinesid tuumaldheduses regioonis.

Erinevalt GFAP-ist ei olnud B-III-tubuliini ekspressioon tuvastatav neurosfairides (Joonis 6).
Alles 3ndal diferentseerumise paeval muutus B-III-tubuliini ekspressioon nédhtavaks (Joonis
10). Hilisemas diferentseerumisastmes (Joonis 11) ilmnes mairkimisvddrne muutus
diferentseerumine algfaasis olevatest rakkudest — tekkinud oli tugev rakkudevaheline
vorgustik. Uksnes B-III-tubuliini positiivsete rakkude korval olid olemas ka kaksivirvunud
titiin"/ B-IlI-tubuliini” rakud, niidates mdlema molekuli mittekattuvat ekspressiooni. Samuti
oli ndha, et diferentseerumisastme suurenedes muutusid neuroneid markeeriva B-II1-tubuliin
— positiivsed rakud suuremaks ning selgelt eristatavamaks. Titiini ekspressiooni oli nidha ka
ndrvirakkude ja teiste rakkude siinapsides. Selgus, et B-III-tubuliini ekspresseerivad rakud
tekkisid juba algselt titiin-positiivsete rakkude diferentseerumise kéigus. Ka hilisemates
diferentseerumise etappides oli paljudel juhtudel tuvastatav molema valgu koosekspressioon

samades rakkudes (Joonis 10 ja 11).

Kéesoleva t66 kolmas eesmirk oli selgitada kas neuraalsetes rakkudes paikneb C-titiin samas
piirkonnas kui F-aktiin.

Varem on nididatud c-titiini seost aktiiniga stresskiududes kui olulist titiini funktsiooni mitte-
lihasrakkudes (Cavnar, 2008). Meie uuringud neurosfdirist diferentseerunud rakkudega
nditasid, et korvuti kaksik-vdrvunud rakkudega oli vOimalik ndha ka F-aktiini suhtes

negatiivseid rakke (vt. Joonis 15, D3-4). Kui mdlemad valgud olid tuvastatavad, siis paiknes
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titiin tuuma ldhedal enamasti koos aktiini filamentidega. Erilist huvi pakub titiini ko-
lokalisatsioon F-aktiiniga aksonis ja aksoni otsas paiknevas kasvukoonuses (Joonis 15).
Titiin on selgesti detekteeeritav piki aksoni kuni kasvukoonuse otsani, kus ta interakteerub
F-aktiini ,,gloobulikestega“. Aktiini ekspressioon aksonites kuni lamello- ja filopoodideni on
tuntud fakt (Ven van der et al., 1993; Eilertsen ef al., 1994; Canvar et al., 2007), kuid mitte
titiini selline tugev ekspressioon aksonites. Vordluseks on esitatud kasvukoonuse struktuur
(Lisas 1).

Inimese Proteoomi Atlase andmetel on leitud inimesel titiini madalatasemelist ekspressiooni
suureaju koores neuronaalsetes rakkudes, vidikeaju molekulaarkihis ja Purkinje rakkudes,
kiilgmiste vatsakeste neuronaalsetes rakkudes ning hippokampuses neuronaalsetes rakkudes.
Kasutatud on kahte titiini vastast antikeha, millest iiks tuvastab inimese titiini molekuli
domeenide Ig-like 79 ja Ig-like 81 alas molekuli N-terminuses ja teine on monokloonne
antikeha, mille epitoop ei ole teada. Immunovérvingu tulemused nende antikehadega
enamasti teineteist ei kinnita.

See leid vajab kindlasti edasist uuringut, sest on ndidatud, et titiini ekspressioon muutub aju
stinapsides seoses Oppimisega (Kéhnel ef al., 2012).

Titiini tuvastamisel ndgime me ka varvunud tsentrioole (Joonis 9). C-titiini lokaliseerumist
tsentrioolides on ndidatud ka varasemates uuringutes (Mikelsaar et al., 2010). Samuti virvus
ka mitootiliste rakkude tsiitoplasma ja kaksikvirvimine néditas mitoosikddvis ka B-III-
tubuliini ning titiini koosesinemist. Tsentrioolid ja mitoosikddvid virvuvad eraldi. C-titiini
osalemist mitoosikddvide moodustumisel on ndidanud teised autorid (Werneyj ef al., 2001;
Zastrow et al., 2005; Fabian et al., 2007). Lisaks on iseloomustatud titiini kui
kromosomaalset valku (Maehado et al., 1998; Machado et al., 2000), kuid proteoomika
uuringud antud viidet kinnitanud ei ole (Takata ef al., 2007).

Kéesoleva t66 neljandaks eesmirgiks oli midrata neuraalsetes tiivi- ja gliiarakkudes
paikneva titiini isovormi ligikaudne molekulmass.

Titiini molekulmassi madrasime SDS-PAGE elektroforeesi ja Western blot meetodil. Kuna
teadaolevalt on lihases asuv titiin iiks suurimaid valke, millel on mitmeid isovorme (Uniprot,
2015) ja samas on eelnevalt ndidatud, et C-titiin voiks olla samas suurusjdrgus, siis tekkis
meil kiisimus, kui suur voiks ligikaudu olla titiini isovorm (C-titiin) neuraalsetes tiivi- ja/voi
eellasrakkudes. Meie esialgsed tulemused niitavad, et poliiklonaalne antikeha Sc H-300
tunneb dra valgu ligikaudse molekulmassiga 55 kDa ja titiini A-regioon vastane antikeha

Titl 5HI1.1 valgu molekulmassiga 250 kDa. Nende tulemuste vastukéivus ei voimalda 6elda,
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milline on selle titiini, mis paikneb neutraalsetes tlivirakkudes, reaalne molekulmass.
[Imselgelt tunneb poliiklonaalne antikeha Sc H-300 é&ra titiini iihe proteoliiiitilise fragmendi.

Titiini tuvastamine neuraalsetes tiivi- ja eellasrakkudes in vitro tdstatab kiisimuse tema
ekspressioonist organismi ajukoes. Me uurisime ka titiini ekspressiooni hiire ajukoes,
kasutades hiire aju kiilmldike. Selleks vérviti tdiskasvanud hiire aju kiilmldike titiinivastaste
antikehadega, kasutades antikeha Titl PABI1. Katse tulemusena tuvastasime titiini
ekspressiooni (Joonis 16). Tulemustest voib jareldada, et tegemist on aju hippokampuse

piirkonnaga, kuid see vajab veel edasisi uuringuid.
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KOKKUVOTE

Kuna kéesoleva t60 eksperimentaalses osas kasutati vastsiindinud hiire dissotsieeritud aju
primaarsest rakukultuurist isoleeritud neurosfdére, siis sisaldab kirjanduse iilevaade
kokkuvotet neurosfddridest, neuraalsetest tiivi- ja eellasrakkudest, nende kasvatamise
viisidest ja iseloomulikest tunnustest. Esitatakse ka iilevaade titiinist ning sealhulgas C-
titiinist. Késitletakse ka enimkasutatavaid neuraalseid markereid nagu B-11I-tubuliin, GFAP,
SOX2 ja tsiitoskeleti valku F-aktiin.

Antud magistritoo itheks pohieesmérgiks oli tuvastada titiini paiknemine hiire neuraalsetes
tiivi- ja eellasrakkudes ning neurosfairidest diferentseeruvates neuronites ja gliiarakkudes.
Selleks wuuriti titiini ekspresseerumist kasvavates neurosfddrides ja diferentseerumisele
suunatud rakkudes kahe erineva titiini-vastase antikehaga. Molema antikehaga tuvastati
titiini olemasolu nithésti neurosfadrides kui ka neist diferentseerunud rakkudes. Seda ei ole
meie teada varem nididatud. GFAPi ekspressioon oli juba neurosfdirides tuvastatav, mis
viitab teatavale spontaansele diferentseerumisele. B-III-tubuliini ekspressioon oli kindlaks
tehtav alles 3ndal pdeval parast neurosfddride diferentseerumise algust. Pohiliste neuraalsete
markerite (B-IlI-tubuliin ja GFAP) kaksikviarvimine koos titiiniga nditas nende
koosesinemist neuronites ning gliila rakkudes nii diferentseerumise varajastel kui ka
hilisematel astmetel. Lisaks neuraalsetele markeritele uuriti koos ka titiini ja F-aktiini
paiknemist, kuna C-titiini seost F-aktiini ja miiosiiniga on peetud oluliseks stresskiudude
moodustumisel. Meil siiski ei Onnestunud tuvastada hiire diferentseerunud neurosfééri
rakkudes C-titiini ja F-aktiini koospaiknemist. Huvitavaks leiuks osutus titiini paiknemine
rakkudes piki aksonit kuni kasvukoonuse kehani, kus ta oli kokkupuutes aktiini
gloobulitega. See vajab edasist uurimist, kuna on andmeid, et titiin paikneb siinapsites ning
tema hulga muutus voib olla seotud oppimisvéimega. Me piitidsime ka midrata neuraalsetes
tiivi- ja gliiarakkudes oleva titiini isovormi ligikaudset molekulmassi. Selleks kasutasime
SDS-PAGE elektroforeesi ja Western Blot meetodit. Selgus, et poliiklonaalne antikeha Sc
H-300 tunneb dra valgu suurusega 55 kDa ja monoklonaalne antikeha Titl SH1.1 250 kDa.
Need tulemused on vastukdivad ning ei selgita, milline on neuraalsetes rakkudes paikneva
titiini molekulmass, mistdttu tuleb neid katseid jitkata.

Esialgsed  katsed  titiini  paiknemise  mé&dramiseks  hiire aju  kiilmldikudel
immunohistokeemiline vérvimisega nditasid, et titiin asub hiire hippokampuse radiaalselt
suunatud jatketega rakkude kihis. Edasise t66 kdigus on eesmérgiks méadrata neuraalse titiini
molekulmass, tema paiknemine ajus ja saada ettekujutus titiini ekspresseerumisest ajus

seoses vananemisprotsessiga.
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The expression of C-titin in mouse neural stem and progenitor cells

Karolina Noor

SUMMARY

A high molecular weight protein ~4 MDa has been discovered from the extracts of chicken
intestinal epithelial brush border and human platelets. This protein binds to both alpha-
actinin and nonmuscle myosin-II and was named cellular titin, C-titin, due to its similarity in
structure and function to skeletal muscle titin (Eilertsen et al., 1994; Eilertsen and Keller, III,
1992). There is very little data about the expression of titin in neural tissue (Max et al., 1996;
Schmidt et al., 2001; Zhao et al., 2001). Also there is no information, which titin isoforms
could exist in this tissue not to speak about possible functions.

The first aim of this study was to find out if titin is expressed in postnatal mouse brain and
which types of differentiated neural cells its expression could be associated with. For this,
postnatal mouse neural stem and progenitor cells were grown as neurospheres and fixed on
different days after the initiation of differentation. To detect titin in those cells different titin
antibodies were used in collaboration with SOX2, B-IlI-tubulin and anti-GFAP rabbit
polyclonal antibodies to distinguish proliferating neural stem cells, neurons and astrocytes,
respectively. Titin (or c-titin in non-muscle cells) indeed was expressed in neurosphere cells
and most strongly so at the early stages of differentiation. Further on, it was possible to show
that in the conditions of our experiment the B-III-tubulin-positive neurons were titin-
negative, but astrocytes and proliferating neural stem cells in double staining experiments
showed different relationships with titin, being either titin-negative or titin-positive during
differentiation, with a tendency towards a decrease of titin-positive cells and an increase of
GFAP- and SOX2-positive cells. However, our preliminary results allow to predict that titin
does express in cells of neural origin and might have an important role in the differentiation
of certain types of neural cells. Furthermore, as titin in known to bind to both alpha-actinin
and myosin-II in nonmuscle tissues, we wanted to investigate its expression with F-actin in
neural tissue. For that, double staining method was used and it revealed that there is no
evidence of co-expression of titin/F-actin in postnatal mouse neural stem and progenitor
cells.

The second aim of this study was to investigate the molecular mass of c-titin in neural stem
and progenitor cells. Results demonstrated that the molecular mass for antigene is ~55 kDa
for polyclonal anti-titin antibody and a bit more that 250 kDa for monoclonal anti-titin

antibody.
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We also started with investigations of the expression of c-titin in vivo, which have revealed
interesting findings. The immunohistochemical method was used on cryoslices of mouse
brain. Cryoslices were immunostained with polyclonal titin antibody and revealed clearly

stained cells in the section.

As C-titin expression has not been shown earlier in developing brain cells, further
investigation of titin expression in in vivo conditions could give valuable additional
information. Also an interesting problem for future studies is to analyze the association of C-
titin with other proteins in non-muscle cells. Further knowledge in this field is important for
better understanding of the mechanisms of brain development and the etiology of

neurological diseases.
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TANUSONAD

Eelkdige soovin tinada Aavo Valdur Mikelsaart juhendamise, ndustamise ja motiveerimise
eest koigi nende nelja koos todtatud aasta jooksul. Samuti tdnan kaasjuhendajat Sulev
Ingerpuud hea ndu ja abistamise eest. Lisaks olen tinulik Anu Koiveerile meetodite
Opetamise eest ja kogu iilejddnud labori seltskonnale meeldiva ning toetava atmosfairi eest.
Sulev Kuusele avaldame hiire ajukoe uurimiseks vajaliku materjali t66ks ettekvalmistamise

juhendamise eest.

47



LISAD

Lisa 1. Kasvukoonuse struktuur

F-actin arc

Axon shaft

microtubule

Bl C domain
1 T zone
[C] P domain

/]

’/, microtubule

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Laura Anne Lowery and David Van Vactor (2009).

48



LIHTLITSENTS

Lihtlitsents 10put66 reprodutseerimiseks ja 1oputoo iildsusele kittesaadavaks tegemiseks

Mina

(autori nimi)
(siinnikuupiev: )

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

(loputoé pealkiri)

mille juhendaja on

(juhendaja nimi)

1.1.reprodutseerimiseks sdilitamise ja iildsusele kéttesaadavaks tegemise eesmérgil,
sealhulgas digitaalarhiivi DSpace-is lisamise eesmairgil kuni autoridiguse kehtivuse
tdhtaja 10ppemisenti;

1.2.iildsusele kittesaadavaks tegemiseks Tartu Ulikooli veebikeskkonna kaudu, sealhulgas
digitaalarhiivi DSpace’i kaudu alates 01.06.2018 kuni autoridiguse kehtivuse tdhtaja
16ppemiseni.

2. olen teadlik, et nimetatud digused jddvad alles ka autorile.

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

Tartus, (kuupdev)

49



