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Kasutatud lihendid

DA — dopamine (dopamiin)

DARPP 32 - dopamine and cyclic AMP-regulated phosphoprotein
dISTR — dorso-lateral striatum

dmSTR — dorso-medial striatum

dSTR — dorsal striatum

FSI — fast spiking interneuron

GABA - gamma-aminobutyric acid

GDNF — Glial cell-line derived neurotrophic factor
GDNF 3’UTR-crR - conditionally reversible replacement
L-DOPA - L-3,4-dihydroxyphenylalanine

ISTR — lateral striatum

MSN — medium spiny neurons

MV — mikroskoopiline vali

PV — parvalbumin

SN — substantia nigra (mustollus)

STR - striatum (juttkeha)

TH — tyrosine hydroxylase

VSTR — ventral striatum



Sissejuhatus

Parkinsoni tdbi on neurodegeneratiivne haigus, mis on pdhjustatud dopaminergiliste neuronite
degeneratsioonist ja selle tagajarjel tekkinud dopamiini defitsiidist striatumis. Praegusel
hetkel ei ole Pakinsoni tdvele ravi ning teraapias keskendutakse peamiselt dopamiini hulga
suurendamisele, mis on pikemas perspektiivis vaheefektiivne ja riskantne.

Neurotroofsed faktorid, nagu GDNF (Glial cell-line derived neurotrophic factor), véivad
tagada efektiivse teraapia neurodegeneratiivsetele haigustele labi dopamiini sisteemi
kaitsvate omaduste. Kuna on teada, et dopamiini neuronite kahjustused kutsuvad esile
endogeense GDNF ekspressiooni suurenemist ning eksogeennse GDNF-i slstimine ajju
kutsub esile dopaminergiliste neuriitide vohamise GDNF-i stistimiskoha suunas, siis selle t66
kaigus vaadati, kas endogeense GDNF-i uleekspressioon on piisav, et kutsuda esile muutusi
striatumi dopaminergiliste neuronite aksonites.

Kasutasime mudellooma, kellel on the alleeli GDNF 3’UTR ette kloneeritud Puro-TK-
bGHpA kassett, mis takistab GDNF mRNA 3’UTR regiooni transkriptsiooni, vihendab
seeldbi GDNF-i mRNA degradatsiooni ja suurendab GDNF-i ekspressiooni. Kuna hiljuti
naidati, et 95% GDNF ekspresseerivatest rakkudest striatumis on parvalbumiin positiivsed
GABAergilised interneuronid, siis kaesolevas t66s keskendusime GDNF-i mdjule dopamiini
neuronite aksonitele, striatumi parvalbumiini ekspresseerivate rakkude laheduses ja

kirjeldasime parvalbumiini ekspresseerivate rakkude populatsiooni.

TGO teostati Helsingi Ulikooli Biotehnoloogiainstituudis, prof. Mart Saarma molekulaarse

neuroteaduste t60grupis vahemikus juuni 2013-mai 2014.

GDNF, dopamiin, striatum, parvalbumiin, motokoordinatsioon



Kirjanduse Ulevaade

Parkinsoni tdbi

Parkinsoni tdbi on levinuim litkumish&iret pdhjustav krooniline neuroloogiline haigus, mida
pdeb umbes (ks protsent (le 60 aasta vanustest inimestest. Ulemaailmne
Tervishoiuorganisatsioon (WHO) kasitleb Parkinsoni tdbe kui tdsist tervishoiuprobleemi
vananevates populatsioonides, mis pohjustab koormust Uhiskonnale ja vajab jarjest
suurenevaid tervishoiuressursse (Janca 2002, Olesen ja Leonardi 2003).

Parkinsoni tobi on olemuselt neurodegeneratiivne haigus, mis on tingitud basaalganglionide
kahjustusest ning mille juhtivaks patoloogiliseks muutuseks on substantia nigra (SN)
dopaminergiliste neuronite degeneratsioon. Neurodegeneratsiooni tulemusena tekib dopamiini
(DA) defitsiit  nigrostriataalsetes  juhteteedes ning kaasuvad muutused teistes
neuroanatoomilistes struktuurides ja neurotransmittersusteemides (Yanagisawa 2006).
Praegusel hetkel ei ole Pakinsoni tdvele ravi, ning kuna Parkinsoni tdve neuronaalsete
simptomite pdhjuseks peetakse DA puudust (Carlsson 1959), siis teraapias keskendutakse
peamiselt DA hulga suurendamisele. Uhe niitena kasutatakse DA agoniste, mille
manustamisel stimuleeritakse dopamiini retseptoreid, seeldbi suurendades motoorset
aktiivsust. Meetod on vaheefektiivne ja vdib pohjustada korvalndhte nagu segadus ja
psihhoos. Tdendoliselt on nende kdrvalndhtude pbhjuseks retseptorite stimulatsioon, mis
tavaliselt DA poolt mdjutatud ei ole. Kdige levinumalt on Parkinsoni teraapias kasutusel L-
DOPA, DA prekursor, mis labib hematoentsefaalse barjééri ning muudetakse ajus DA-ks. L-
DOPA taastab esialgselt motoorsed funktsioonid, kuid pikemaajalisel kasutamisel tema toime
kaob (Granérus 1978). Lisaks on néidatud, et enamusel patsientidest esinevad kdrvaltoimed
nagu kdikumised motoorses vdimekuses ja tahtmatud liigutused (Ahlskog ja Muenter 2001)
mis viitab DA seni teadmata mehhanismidele. Kokkuvdtlikult on ké&esolevalt kasutatavad
meetodid véaheefektiivsed ja riskantsed. Seet6ttu on hakatud tahelepanu pdérama DA susteemi
kaitsmisele ja neurotroofsetele faktoritele, mille abil oleks v&imalik ohutumalt ja
efektiivsemalt védhendada Parkinsoni tdve ja teiste neurodegeneratiivsete haiguste

simptomeid.



Basaalganglion ja motokoordinatsioon

DA roll Parkinsoni téves on tihedalt seotud motokoordinatsiooni regulatsiooniga ajus.
Normaalse, tahtliku liikumise kontrollis on oluline roll basaalganglionitel. IIma
basaalganglionitest tuleneva informatsioonita, ei ole korteksil motoorse kontrolli tle vdimu.
Basaalganglionite hulka kuuluvad striatum, globus pallidus, substantia nigra ja subtalaamne

tuum.

Kdik korteksi alad mis on seotud liikumise planeerimise ja teostamisega, saadavad info
striatumisse (STR) labi ergutava virgatsaine - glutamaadi. STR neuronid aktiveeruvad,
valjastades inhibitoorset virgatsainet GABA (gamma aminovdihape), mislabi inhibeeritakse
globus pallidus. Globus palliduse inhibeerimine pdhjustab motoorse taalamuse ja subtalaamse
tuuma innervatsiooni suurenemise ehk dis-inhibitsiooni mis viib, kas otseselt aktiivsuse
suurenemiseni taalamusel ja motoorsel korteksil vdi kaudselt, l&bi subtalaamse tuuma,
motoorse korteksi inhibeerimiseni (Bentivoglio ja Morelli 2005) (Joonis 1). Kokkuvotlikult
suurendab otsene juhtetee motoorset aktiivsust ja kaudne juhtetee inhibeerib motoorset

aktiivsust ning DA sisendist ja retseptoritest sdltub, milline juhtetee aktiveeritakse.

Ajutlivi,
seljaaju

Striatum
D1(+) pA D2(-)

Substantia nigra

Globus pallidus |

Globus pallidus E

>
Otsene juhtetee
Kaudne juhtetee

Joonis 1 Basaalganglioni neuroregulatsioon, DA ja GABA on téhistatud mustade joontega ning glutamaat
punaste joontega.



Dopamiini stisteem

DA on katehoolamiinide perekonda kuuluv virgatsaine, mille funktsioone vahendavad viite
tlupi retseptorid (D;-Ds). STR-le on omane kahe retseptori tibi (D;,D;) koekspressioon,
millest D; aktiveerib STR neuroneid, olles osa otsese juhtetee mehhanismidest ning D,
inhibeerib, olles kaudse juhtetee osaks. Dopamiini sisendil aktiveeritakse otsene juhtetee, mis
suurendab motoorset aktiivsust ja inhibeeritakse kaudne juhtetee, mis inhibeerib motoorset
aktiivsust. Kokkuvdtlikult on dopamiini efekt suurendada motoorset aktiivsust (West ja Grace
2002, Bentivoglio ja Morelli 2005). Lisaks osalevad D; ja D, DA retseptorid kognitiivsuse
(tunnetusliku) ja afektiivsuse (emotsionaalse) ning DA neuroendokriinses kontrollis (Fremeau
et al., 1991) ning on ekspresseeritud STR-i GABA ekspresseerivatel neuronitel (Le Moine et
al., 1990, 1991).

Dopaminergilisi rakke saab identifitseerida, kasutades naiteks imuunohistokeemilist varvingut
DA sunteesi kiirust ja hulka kontrollivale ensttmile tirosiini hudroksilaas (TH). Keskajus
esineb kolme thdpi DA neuroneid (Joonis 2), substantsia nigra (SN) A9 neuronid, mis
innerveerivad STR (mesostriataalne e. nigrastriataalne innervatsioon), ventraalse tegmentaalse
ala A10 neuronid, mis innerveerivad Kortikaalseid keskuseid ja limbilist susteemi
(mesolimbiline ja mesokortikaalne innervatsioon) ning retrobruraalse ala A8 neuronid, mida
loetakse A9 grupi jatkuks, kuna A8 grupi rakud ei ole selgelt piiritletavad (Dahlstréom ja Fuxe
1964). Kuna STR peetakse keskseks motokoordinatsioonis osalevaks alaks, siis on SN A8 ja

A9 neuronid suurema tahelepanu all.

Nigrastriataalne juhtetee

SN jaguneb kolmeks, substantia nigra pars compacta (SNc), substantia nigra pars reticulata
(SNr) ja substantia nigra pars lateralis (SNI). SNc iseloomustavad tihedalt asetsevad neuronid
(compacta lad k kompaktne) ning SNr hdre rakupopulatsioon pdimunud fiibritega (reticulata
lad k vork). SNI koosneb vaikesest neuronite hulgast SN rostraalses ja dorsolateraalses osas
SNc rakud on jaotatud kaheks tiilibiks, vdikesed interneuronid (sooma diameeter 10-12
M) ning suuremad neuronid (sooma diameeter 15-20 pum), mis moodustavad peamise
SN viéljundi (Bentivoglio ja Morelli 2005). Parkinsoni tovele iseloomulikku kliinilist
motoorset vadrtalitlust seostatakse peamiselt dopamiini hulga vahenemisega STR-s, mis
jargneb suurte dopaminergiliste neuronite kadumisele SNc (Bjorklund ja Dunnett 2007).

Klassikalise kasitluse kohaselt, algab nigrastriataalne innervatsiooni rada SNc



neuronitest ning on peamine innervatsiooni allikas STR sensoormotoorsele alale, mis

kontrollib motoorset kditumist (Lindvall ja Bjérklund 1983).

Striatum jagatakse motteliselt kaheks, dorsaalne (dSTR) ja ventraalne striatum (vSTR).
Histoloogiliselt ja immuunohistokeemiliselt ei ole kahe striatumi osa vahel selgeid piire.
dSTR loetakse sensimotoorseks alaks, mida innerveerivad A8 ja A9 grupi DA neuronid
ning vSTR loetakse limbiliseks alaks (oranz ja hall ala) mida innerveerivad A10 DA
neuronid (Joonis 3) (Gerfen et al,, 1987, Voorn et al., 2004).

Cortex

e Y
—/ N o [ \\" | ' N
= [t ) 5

Joonis 2 Peamised dopaminergiliste raku-gruppide véaljundid (Bjorklund ja Dunnett
2007).

Joonis 3 Striatumi jaotus. Sensimotoorne ala on tahistatud lillaga, limbiline ala on
tihistatud oranzi ja halliga (Voorn et al., 2004). Dorsaalse ja ventraalse striatumi piir
jookseb halli ja oranzi ala vahel, osade kdsitluste kohaselt loetakse piiriks ka Ulemist, valge
katkendjoonega tahistatud ala.) CPu (caudate putamen), Acb (nucleus accumbens), OT
(olfactory tubercle), ac (anterior commissure).



Striatumi rakupopulatsioon ja PV+ interneuronid

STR-i arvukaim rakupopulatsioon on GABA-ergilised, keskmised ogalised neuronid (MSN),
moodustades rohkem kui 90% kogu kohalikust rakupopulatsioonist. Ulejaanud >10% on
GABA-ergilised interneuronid ja kolinergilised interneuronid. STR-s on teadaolevalt kolm
klassi GABA-ergilisi interneuroneid: parvalbumiin-positiivsed (PV+), kalretiniin-positiivsed
(CAL+), somatostatiini (SOM)/neuropeptiid Y (NPY)/lammastikoksiid slintaasi (NOS)
sisaldavad interneuronid (Kawaguchi et al., 1995).

STR-i GABA-ergiliste interneuronite kohta avaldatud informatsioon on tagasihoidlik, nende
hulgast on kdige paremini kirjeldatud PV+ interneuronid mis moodustavad 0.7-1% STR-i
neuronitest (Luk ja Sadikot 2001).

PV+ interneuronid slinteesivad ja vabastavad suures koguses GABA ja kuuluvad fast-spiking
GABA-ergiliste interneuronite kategooriasse (FSI) (Kawaguchi et al., 1987, 1993). PV+
interneuronite stnapsid paiknevad MSN neuronite soomal ja proksimaalsetel neuriitidel
(Bennett ja Bolam 1994), inhibeerides Umbritsevat MSN rakkude vorgustikku labi GABA
sisendi (Mallet et al., 2005). DA stimuleerib FSI aktiivsust (Bracci et al., 2002) mis omakorda
inhibeerib Gmbritsevaid MSN rakke, ning dopaminergilise innervatsiooni véhenemine toob
kaasa MSN aktiivsuse suurenemise (Tseng et al., 2001). MSN aktiivsus on suurenenud
naiteks generaliseerunud epilepsia hoogude ajal (absaansid) (Slaght et al., 2004) ja parkinsoni
tove korral (Mallet et al., 2006, Obeso et al., 2008).

GDNF

1990 ndate alguses Kirjeldati gliia neurotroofne faktor (GDNF), eesmargiga karakteriseerida
neurotroofsed faktorid mis toetaksid dopaminergiliste neuronite ellujgdmist. GDNF on
transformeeriv-kasvufaktor beeta perekonna liige ja kuulub GDNF ligandide alamperekonda.
GDNF puhastati roti glioomi rakkudest (B49) ja naidati, et see toetab keskajust eraldatud DA
neuronite ellujddmist (Lin et al., 1993) ja aksonite valjakasvu (Rosenblad et al., 1996,
Granholm et al., 1997, Yurek 1998). Jargnevalt leiti, et GDNF ei ole aju spetsiifiline, toetades
seljaajust eraldatud mootor-neuronite ellujgdmist, ning rakkude elulemus on séltuv GDNF
kontsentratsioonist (Henderson et al., 1994). Veel enam, lisaks neuronaalsele koele,
ekpresseeritakse GDNF-i ka arenevas perifeerses koes, nagu neerus ja testises (Trupp et al.,
1995, Yamamoto et al., 1996) ning GDNF knock-out hiirtel ei arene neerusid, emakat ja
enteerilist narvisiisteemi (Moore et al., 1996, Pichel et al., 1996, Sanchez et al., 1996)

naidates, et GDNF ei ole mitte neurotroofne faktor vaid tldisemalt, troofne faktor.



GDNF-i toodetakse STR-s peamiselt PV+ interneuronites, millest 95% ekspreseerivad
GDNF-i, ning transporditakse retrograadselt keskaju DA neuronitesse (Stdmberg et al., 1993,
Tomac et al., 1995b, Hidalgo-Figueroa 2012). GDNF-i véahenenud ekspressioon mdjub DA
neuronitele ndrgestavalt ja kiirendab DA rakkude suremist (Boger et al., 2006,2007,2008)
ning DA neuronite vigastused kutsuvad esile GDNF ekspressiooni suurenemist (Hanbury et
al.,., 2003; Saavedra et al.,., 2008). Lisaks neuroneid kaitsvale toimele, on naidatud, et GDNF
suurendab DA vabastamist (Hebert et al., 1996, Pothos et al., 1998, Xu ja Dluzen 2000),
tdendoliselt 1&bi suurenenud dopaminergiliste terminalide tekkimise (Bourque ja Trudeau
2000). Kokkuvdtlikult toetab GDNF 1abi erinevate signaaliradade rakkude ellujadmist,

proliferatsiooni, neurogeneesi ja suurendab DA vabastamist.

Rekombinantne GDNF ja farmakoloogiline perspektiiv

GDNF-i kaalutakse Kliiniliseks kasutuseks DA neuronite ellujddmist toetavate omaduste
parast (Kirik et al., 2004, Pascual et al.,, 2008). GDNF-i sustimine Parkinsoni tdvega
patsientide STRi viib allesjddnud DA neuriitide vohamise ja dopamiini Uleskorje
suurenemiseni, mis seeldbi parandab motoorset voimekust (Gill et al., 2003, Love et al., 2005,
Slevin et al., 2005). Samas on naidatud, et GDNF-i sustimine ei anna soovitud effekti ja
tekitab GDNF-i vastaste antikehade moodustumist (Lang et al., 2006), mis vdib osaliselt olla

pdhjustatud valgu rekombinantsest iseloomust ning ebasoodsast tlekandeslisteemist.

GDNF kasutamine v0ib tagada efektiivse ravi neurodegeneratiivsetele haigustele, kuid
rekombinantne pollpeptiid ei ole t6hus farmakoloogiline toimeaine, kuna intravenoossel
manustamisel ei labi see hematoentsefaalset barjadri ning sustimisel ajju, seondub heparaan
sulfaatidega ekstratsellulaarses maatriksis, vahendades difusiooni efektiivsust (Bespalov ja
Saarma 2007). Lisaks vdib rekombinantne pollpeptiid pdhjustada pdletikku ja GDNF vastaste
antikehade moodustumist. Samuti tuleb tdhelepanu pdotrata mehhanismidele, mille abil valku
ajju viiakse (Chtarto et al., 2006).

Uheks vBimaluseks on GDNF-i ekspreseerida in vivo geeniteraapia abil (Kordower 2003) mis
on vahem invasiivne kui korduv slstimine ning vOimaldab bioloogiliselt stinteesitud ja
sekreteeritud GDNF-i manustamist. Teisteks vOimalusteks véimalus on kasutada GDNF-i
prekursoreid (Nevalaita ja Saarma 2008), GDNF-i siinteesivate rakkude siirdamist striatumi
(Minguez-Castellanos et al., 2007) voi endogeense GDNF-i stinteesi suurendamist (Hidalgo-
Figueroa et al., 2012).
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T0OO0 eesmaérgid

-kvantifitseerida GDNF-i tase aju eri osades

-karakteriseerida GDNF-i ekspresseerivad rakud striatumis, kasutades GDNF-i
markerina parvalbumiini

-hinnata kas GDNF-i (leekspressioon suurendab dopamiini neuronite ja

parvalbumiin-positiivsete rakkude vahelisi neuronaalseid tihendusi
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Materjal ja metoodika

Katseloomad

Katseloomad olid GDNF 3’UTR-crR (conditionally reversible replacement) heterostigootsed
hiired ja samast pesakonnast, samasoolised metsiktliupi hiired (12901a/C57bl6/ICR
segunenud taustaga), edaspidi vastavalt GDNFh +/- ja GDNFh +/+. Loomad elasid Helsingi
Ulikooli vivaariumis, 20-22°C juures , 12/12 tunnises valgus-pimedus tsiiklis. Valgustsiikkel
algas kell 06.00. Loomad elasid 2-5 looma puuri kohta, piiramatu juurdepéédsuga toidule ja
veele. KOik loomkatsed on tehtud Soome riikliku loomkatsete ndukogu loal
(ESAV1/6138/04.10.03/2011).

Kudede eraldus

Katseloomad, vanuses 12-14 nddalat, surmati dekapitatsiooni l&bi, aju eraldati 60 sekundi
jooksul ja jahutati jadktlmas fusioloogilises lahuses. Aju asetati aju-maatriksile (Stoelting,
Wood Dale ) ning jagati ziletiterade abil osadeks (bregmaalselt 1.8-0.2mm). dSTR eraldati
korpus callosumi alt, kasutades koe perforaatorit (sisemine diameeter 2mm). Seljaaju
eemaldati hudrostaatilise surve abil, kasutades fisioloogilist lahust. Proovid killmutati kuival
jaal ja hoiti -80°C juures kuni to6tluseni gPCR jaoks. Immuunt6dtluse jaoks katseloom
uinutati naatrium pentobarbitaaliga (100mg/kg, i.p.) ja perfuseeriti intrakardiaalselt PBS-ga.
Ajud fikseeriti 4% paraformaldehdidis, kilmutati ja 18igati mikrotoomiga 30 um kaupa
(bregmaalselt 1.34-0.2mm). Krioldike sailitati 20% sukroosi sisaldavas fosfaatbuhvis -20°C

juures kuni immuuntéotluseni.

gPCR

Hiire ajuosadest eraldati RNA, kasutades homogeniseerimiseks 500ul TRIzol’t (Ambien, Life
Technologies) ja tootjate standardprotokolli. RNA konsentratsioon moddeti NanoDrop
spektrofotomeetriga (ND-1000, Fischer Scietific). RNA kogused jaid olenevalt koest
vahemikku 2.5-10 pg ja RNA puhtus valgu suhtes (260/280) oli 1.92-2.02. Proove t66deldi
DNase I-ga (Promega), genoomse DNA j&akide eraldamiseks. cDNA sinteesiti tootjate
soovituste kohaselt 100-500 ng RNAst, kasutades RevertAid poordtranskriptaasi ja
heksameer-praimereid (Thermo scientific). gPCR teostati LightCycler® 480 Reaal-aja PCR
Susteemiga (Roche). Referents geeniks kasutati beeta-aktiini. lga proovi kohta tehti 3 tehnilist

kordust. Praimerite jarjestused on vélja toodud Tabelis 1.
12



Tabel 1 gPCR praimerid:

Gdnf F: cgctgaccagtgactccaatatge
R: tgccgcttgtttatctggtgacc

beeta-aktiin F: ccagttcgccatggatgac
R: gagccgttgtcgacgacc

Immuunohistokeemiline vérving

Hiire striataalsed 30 pm 1a8bimddduga fikseerimata krioldigud vérviti  standard
immuunohistokeemilise meetodi jargi. Ldike hoiti 30 minutit 5% harilikus eesliseerumis
(Chemicon, Millipore) ja 0.3% Triton-X100 lahuses. Ldike inkubeeriti ile6d +4°C juures
parvalbumiini vastase janese antikehaga, lahjendusel 1:1000 (PV25, Swant) ja tlrosiin-
hidroksulaasi vastase lamba antikehaga, lahjendusel 1:200 (AB1542, Chemicon, Millipore).
Jargmisel paeval inkubeeriti 16ike 90 minutit toatemperatuuril, Dylight 488 janese antikehade
vastase eesli antikehadega, lahjendusel 1:400 (711-485-152, Jackson ImmunoResearch
Laboratories Inc.) ja Alexa Fluor 568 janese antikehade vastase eesli antikehadega,

lahjendusel 1:400 (A-21099, Molecular probes, Life Technologies Corporation).

DARPP32/TH vérving teostati sama protokolli jargi, kasutades jargnevaid primaarseid
antikehasid: DARPP-32 vastane kitse antikeha, lahjendusel 1:500 (AF6259, R&D systems
Inc.) ja TH vastane janese antikeha, lahjendusel 1:1000 (AB152, Chemicon, Millipore).
Sekundaarsete antikehadena kasutati eelnevalt mainitud Dylight 488 konjugeeritud antikeha
ning Alexa Fluor 568 kitse antikehade vastast eesli antikeha, lahjendusel 1:400 (A-11057,
Molecular probes, Life Technologies Corporation).

Peale vérvingut kaeti 16igud ProlongGold tuhmumist védhendava fikseerimisvahendiga
(P36930, Molecular probes, Life Technologies Corporation) ja 15mm katteklaasiga ning lasti

kuivada 24 tundi pimedas, +4°C juures.

Parvalbumiin-positiivsete rakkude lugemine

PV+ rakkude lugemine teostati looma genotiibi suhtes pimendatult. Loendamisel kasutati
kahte 1.34-0.2mm bregmaalselt méddetud striataalset 16iku Gihe looma kohta. PV+ rakud loeti
40x objektiiviga (Olympus BX61 (Oympus Optical, JP)) mikroskoopilise vélja kaupa (diam.
0.55mm) modda corpus callosum’it mediaalselt lateraalse kuljeni, kasutades striatumi

ventraalseks piiriks anterior commissure’i. Dorsaalne ja lateraalne stratumi ala defineeriti viie
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mikroskoopilise vélja abil, ventraalne striatum defineeriti viie kuni seitsme mikroskoopilise
valja abil. Andmed on esitatud raku tihedusena miksroskoopilise vélja kohta. Léigud, millel

striatumi piirkond oli kahjustatud, jéeti analtisist vélja.

Konfokaalmikroskoopia

PV+ ja DARPP-32+ rakud valiti koelbigu keskmisest osast ja samast vOi lahedasest
tasapinnast, et véhendada varvingust tingitud jarske intensiivsuse muutusi. Pildid tehti
toatemperatuuril, laser-skaneeriva konfokaalmikroskoobiga Zeiss LSM 700 (LCI Plan-
Neofluar 63x/1.30 Imm Corr) Carl Zeiss Microscopy GmbH)) kasutades lasereid 555
nm/10mW ja 488 nm/10mW. Piltide tegemisel kasutati jargnevaid parameetreid:
mikromeetrilise ava vaartus 1 AU, kaadri suurus 992x992um, bitisuigavus 12 Bit, suurendus
1.3, skaneerimise intervall 0.38 pum, skaneerimise kiirus 7, laseri vdimsus 1-2% (optimaalne)
ja gain 750-900v (optimaalne). Laserivdimsus ja gain valiti vastavalt 18igu intensiivsusele,
varieerudes 16ikude vahel, kuid mitte (he I6igu siseselt. Rakke pildistati Uhe korra, et véltida
pildi pleekimist ja signaali véhenemist. Analllsist jéeti valja pildid kus esines silmnéhtav
vahe intensiivsusel uhe fokaaltasandite virna sees; kui TH+ fiibrites esinesid koett6tlemisest
katked voi flsioloogiliselt iseloomulikud fiibrite vaesed alad (t6endoliselt naabruses

asetsevate rakkude poolt hdivatud alad voi veresooned).

Konfokaalpiltide to6tlus

Konfokaalpildi formaat muudeti sobilikuks edasise tootlemise, pildi kvaliteedi parandamise ja
mira vahendamise eesmérgil, kasutades Imarise tarkvara (Imaris File Converter, Bitplane
AG). Mura eraldamiseks soovitud signaalist, kasutati standard algoritmidel pdhinevat
dekonvolutsiooni tarkvara (AutoQuant X3, Media Cybernetics, Inc.). Dekonvolutsiooni
seaded valiti vastavalt konfokaalmikroskoobis kasutatud seadetele, ning olid samad kdigi

piltide jaoks.

Konfokaalpiltide analius

PV+ rakkude ruumala ja TH+ fiibrite ruumala arvutati kasutades Imarise tarkvara (versioon
7.3, Bitplane AG) ja vastavaid Mathlab-liideseid. PV+ raku pindala loomiseks, piiritleti
visuaalne rakukeha ruum, jattes neuriidid loodavast pinnast vélja. Absoluutne intensiivus raku
pinna loomiseks arvutati automaatse lavendi alusel. Raku pinna detailide loomisel kasutati
tapsuseks 0.5um, mis oli fikseeritud koikidel piltidel. Objektid, mis ei olnud kontaktis raku
pinnaga, filtreeriti valja. Loodud pinna alusel arvutati raku ruumala. DARPP-32 positiivsete
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rakkude madala intensiivsuse tottu tehti raku Umber kujutletav ruum, mille pinnalt teostati

edasised modtmised, DARPP32 raku pinda ei arvestatud ruumala mdétmiseks.

TH+ fiibrite pinna loomiseks kasutati eelnevalt loodud PV+ rakkude pinda, mille mber
arvutati ala mis Umbritseb rakku 5um, 10 pm, 15 pm, 20 pm, 30 pum raadiuses. Kauguse
mootmiseks rakupinnast kasutati Mathlab-liidest. TH+ pinna loomisel kasutati pinna detaili
tdpsust 0.158 um ja tausta lahutusega lokaalset kontrasti, mis arvestas fiibri maksimaalseks
ldbim6dduks 0.600um. Kohaliku tausta efekti vahendamiseks arvutati taustalahutuse lavi
terve pildi TH+ fiibrite keskmise intensiivsuse kohta ja seda keskmist rakendati iga kauguse
segmendi jaoks (5,10 jne pm). 30 voxelist vaiksemad objektid filtreeriti vélja ning fiibrite
ruumala arvutati jarelejadnud pinna alusel. Pildid, millel esinesid katked TH+ fiibrite
vOrgustikus (pOhjustatud tGendoliselt naaberrakkudest ja veresoontest) ja margatava
intensiivsuse gradient (pohjustatud tGendoliselt varvi ebathtlasest difundeerumisest l&bi
koeldigu), arvati anallisist valja. DARPP 32-positiivseid rakke Umbritseva TH+ fiibrite

analidsiks tehti looma kohta viis pilti ning pildi kohta vdeti kolm rakku.

Andmete anallus

gPCR tulemuste analliisiks lahutati GDNF-i Cp vaartus keskmisest beeta-aktiini Cp
vadrtusest (saadud funktsioonist Absolute Derivative Max, Lightcycler® 480 Software, 1.5.0
SP1). Saadud dCt vaartus voeti aluseks GDNF kordse erinevuse arvutamiseks referents-geeni
suhtes (2-dCt). Andmete statistiliseks analtiusiks kasutati Microsoft Excel 2010 ja statistika
tarkvara R versiooni 3.02 (R core team, 2014). Analulsid tehti kasutades pakette stats ja
pgirmess. Andmete jaotuse pOhjal valiti parameetriline v6i mitteparameetriline test. Kahe
grupi vordluseks kasutati kas t-testi voi Mann-Whitney U testi. Rohkem kui kahe grupi
omavaheliseks vordluseks kasutati dispersioonanalliisi voi Kruskall-Wallis testi. Post-hoc
analiius tehti kasutades Tukey testi (ANOVA korral) vdi R- funktsiooni kruskalMC (Kruskal-
Wallise testi puhul). Graafikutel on kujutatud andmete aritmeetilised keskmised koos SEM
(standard error of the mean) Tarnid *, ** *** tahistavad vastavalt p<0.05, 0.005, 0.0005.

Autori osalus

Katseloomade késitlus, kudede eraldamine ning kriiol6ikude valmistamine on tehtud kogenud
kolleegi poolt. Kdik t606s kirjeldatud katsed ja katseandmete analiilis on teostatud autori poolt.

15



Tulemused

GDNF tase ajus

Selleks, et vaadata GDNF ekspressiooni hiire ajus ja kindlaks teha suurenenud GDNFh +/-
looma GDNF ekspressioon striatumis, tehti siistemaatiline gPCR analutis. GDNF mRNA tase
oli dorsaalses ja ventraalses striatumis kdrgem kui teistes ajuosades, iga ajuosa kohta kasutati
8 GDNFh +/+ looma. GDNF mRNA tase on kujutatud p-aktiini suhtena (Graafik 1 ).

GDNF mRNA tase GDNFh +/+ looma ajus oli keskmiselt kaks korda vdiksem 0,007+0,001
SEM kui GDNFh +/- looma ajus 0,017+£0,0001 SEM (GDNFh +/+ n=8; GDNFh +/- n=4; T-
test: p< 0,0001) (Graafik 1)

0,020,

*kkk

0,015}

o
o
=
o

o
o
(=]
(4]

o

GDNF ekspressiooni tase B-aktiini suhtes,

GDNF ekspressiooni tase B-aktiini suhtes
Dorsaalses striatumis

Graafik 1 vasakul, GDNF mRNA GDNFh +/+ ajus; paremal, GDNF ekspressiooni
vordlus GDNFh +/+ ja +/- looma dorsaalses striatumis.
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Parvalbumiin-positiivsete rakkude kirjeldus

GDNEF3’UTR-Cre heterosligootse looma ja metsiktlipi looma striatume vorreldi neuronite
asukoha ja morfoloogia hindamiseks. PV+ rakke vdis jagada kolme alamgruppi nende suuruse
jargi (Joonis 4). Suured rakud, massiivse neuriitide vOrgustikuga ja rakukeha suurusega
GDNFh +/+ loomal keskmiselt 1300,1+65,6 um® (n=5; 20 rakku) ja GDNFh +/- loomal
1409,8+51,3 pm*® (n=7; 29 rakku). Keskmised rakud, timara rakukehaga, tagasihoidliku
neuriitide vBrgustikuga, GDNFh +/+ loomal suurusega 872,4+53,1 pm® (n=5; 17 rakku) ja
GDNFh +/- loomal 938,2+39,8 um3 (n=7; 39 rakku). Véikesed rakud, Gmara rakukeha ja
tagasihoidliku neuriitide  vodrgustiku GDNFh +/+ loomal suurusega keskmiselt
640,987+44,333 pm?® (n=5; 27 rakku) ja GDNFh +/- loomal 686,8+23,3 pm?* (n=7; 27 rakku).

Grupid olid suurusjarkude poolest (ksteisest erinevad (GDNFh +/+ ANOVA, F=4241,;
p<0,001), kuid grupi siseselt ei olnud rakusuurustel erinevust GDNFh +/+ ja GDNFh +/-
loomade vahel (Graafik 2).
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Graafik 2 PV+ rakkude ruumala vordlus GDNFh +/+ ja +/- looma dorsaalses striatumis.
GDNFh +/+ tahistatud mustaga, GDNFh +/- tahistatud halliga.
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Joonis 4 Striatumi jaotus; PV+ rakud suuruse jargi. Mdotkava vastavalt 500 um ja 20
pm.

Parvalbumiin-positiivsete rakkude arv ja asukoht

Selleks, et vaadata PVV+ rakkude arvulist erinevust GDNFh +/- ja GDNFh +/+ loomades, loeti
kokku nelja GDNFh +/+ looma rakud ja seitsme GDNFh +/- looma rakud. Iga looma kohta
vOeti aritmeetiline keskmine kahe koeldigu, kahelt STR poolelt. Uhe looma kohta loeti
keskmiselt 52 mikroskoopilist vélja (MV). GDNFh +/+ looma keskmine PV+ rakkude arv oli
8,9 £0,4 rakku/MV ja GDNFh +/- loomal 9,1+0,6 rakku/MV. Genotiilipide vahel ei esinenud
erinevust rakkude koguarvus (Graafik 3).

Kdige arvukamalt leidus véikeseid rakke ning suuri rakke esines kdige harvem (Graafik 4).

Suured ja keskmised rakud GDNFh +/+ loomadel olid arvukamad dorsolateraalses striatumi
osas (dISTR), véikesed rakud olid jaotunud Uhtlasemalt, ja rakkude keskmine arvukus eri
erinenud statistiliselt olulisel maaral (suured rakud: ANOVA F=5,256; p=0.03; keskmised
rakud: ANOVA F=1,55, p=0.002) (Joonis 4, Graafik 4).

Suurte rakkude arv dISTR on GDNFh +/- loomal suurem vdrreldes GDNFh +/+ loomaga
(ANOVA F=2,617, p=0.04 ) (Graafik 5,Joonis 5).

Joonis 5 Suured PV+ rakud GDNFh +/+ (vasakul) ja GDNF +/- looma (paremal) dISTR-
s. Modtkava 50 pm.
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Graafik 3 PV+ rakkude koguarvu vordlus GDNFh +/+ ja +/- looma striatumis.
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Graafik 4 Rakkude arvuline jaotumine GDNFh +/+ looma striatumis. Vaikesed rakud
on tahistatud mustaga, keskmised rakud hele halliga, suured rakud tumehalliga; tarnid
téahistavad Tukey testi tulemusi.
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Graafik 5 Suurte PV+ rakkude jaotumine striatumis. GDNFh +/+ tdhistatud mustaga,
GDNFh +/- téhistatud halliga; ; tarn tahistab Tukey testi tulemust.
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PV+ rakke imbritsev TH+ fiibrite maht

Selleks, et vaadata GDNF-i ekspreseerivate rakkude moju dopaminergiliste rakkude
aksonitele, tehti konfokaalmikroskoopiline analliis. TH+ fiibrite maht Umber GDNFh +/-
looma PV+ rakkude, vOrreldes GDNFh +/+ loomaga oli suurem (ANOVA F=7,225,
p<0.0001). Suurenenud TH+ maht oli Gmber suurte ja véikeste PV+ rakkude, aga mitte imber
keskmiste (GDNFh +/+ n=5, 16 suurt rakku, 18 keskmist rakku, 22 véikest rakku; GDNFh +/-
n=7, 20 suurt rakku, 22 keskmist rakku, 24 vaikest rakku) (Graafik 6).

Selleks, et kindlaks teha kas TH+ fiibrite maht langeb distantsi suurenedes, olles raku keha
spetsiifiline bioloogiline efekt, mdotsime TH+ fiibrite mahtu 0-5um ja 20-30pum distantsil
PV+ raku pinnast. GDNFh +/+ looma suuri rakke Gmbritseva TH+ fiibrite ruumala langes
12,4% (n=5, 14 rakku) distantsi suurenedes rakukehast ja GDNFh +/- loomal 28,5% (n=5, 10
rakku, T-test: p=0.002). Keskmiste rakkude Umber oli langus vastavalt 6% GDNFh +/+
loomal (n=5, 9 rakku) ja 14,1% GDNFh +/- loomal (n=3, 7 rakku). Vdikeste rakkude timber,
GDNFh +/+ loomal, langes TH+ fiibrite maht 2,2% (n=5, 13 rakku) ja GDNFh +/- loomal
24,6% (n=6, 11 rakku, T-test: p=0.005). 20-30 distantsil ei olnud genotitpide vaheliselt TH+
fiibrite mahus erinevust (Graafik 7, Graafik 8, Graafik 9)
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Graafik 6 PV+ rakke Umbritsev TH+ fiibrite maht, 5 um raadiuses. GDNFh +/+
tahistatud mustaga, GDNFh +/- téhistatud halliga.
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Graafik 7 TH+ fiibrite mahu langus Umber suurte PV+ rakkude, 0-5um ja 20-30 um
distantsil. GDNFh +/+ tahistatud mustaga, GDNFh +/- tahistatud halliga.
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Graafik 8 TH+ fiibrite mahu langus tmber keskmiste PV+ rakkude, 0-5um ja 20-30 um

distantsil. GDNFh +/+ tahistatud mustaga, GDNFh +/- tahistatud halliga.
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Graafik 9 TH+ fiibrite mahu langus umber vaikeste PV+ rakkude, 0-5um ja 20-30 um
distantsil. GDNFh +/+ tahistatud mustaga, GDNFh +/- tahistatud halliga.
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DARPP-32 positiivseid rakke imbritsev TH+ fiibrite maht 0-5 pum distantsil.

Selleks, et kindlaks teha kas TH+ langus on PV+ rakkude spetsiifiline, md6tsime STR MSN
neuroneid (DARPP 32+) Umbritseva TH+ fiibrite mahu. DARPP 32+ rakkude 0-5 pm
raadiuses ei esinenud erinevusi GDNFh +/+ looma 0,098+0,0080 um*/um® (N=3, 45 rakku)
ja GDNFh +/- looma 0,097+0,005 um®/um?® (N=3, 45 rakku) TH+ fiibrite mahus.
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Graafik 10 TH+ fiibrite maht imber DARPP32+ rakkude, 0-5 pm distantsil. GDNFh
+/+ tahistatud mustaga, GDNFh +/- tédhistatud halliga
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Arutelu

Gliia neurotroofne faktor (GDNF) on B-kasvufaktorite perekonna liige ja avaldab moju
dopamiini neuronitele ning motoor-neuronitele in vivo (Hoffer et al., 1994, Beck et al., 1995,
Kearns et al., 1995). Eksogeense GDNF doseerimine suurendab TH+ rakkude arvu SN-s ja
dopaminergiliste neuronite aksonite arvu STR-s, suurendades lokomotoorset aktiivsust (Kirik
et al., 2001, Grondin et al., 2002, Palfi et al., 2002, Maswood et al., 2003). Lisaks on
naidatud, et = GDNF-i transporditakse retrograadselt STR-st SN-sse, toetades SN
dopaminergiliste neuronite ellujagdmist ja funktsionaalsust (Stomberg et al., 1993, Tomac et
al., 1995b, Lapchak et al., 1997, Kirik et al., 2000, Ai et al., 2003, Barroso-Chinea et al.,
2005). Kuna eksogeenne GDNF avaldab suurt mdju imetaja dopamiini stisteemile STR-s, siis

selle t66 eesmark oli vaadata kas endogeense GDNF-i Uleekspressioon omab sarnast efekti.

GDNF-i mRNA tase on kdige kérgem STR-s, seejarel véikeajus ja haistesibulas (Graafik 1),
mis on kooskdlas varasemate tulemustega, naidates, et STR-s on GDNF ekspressiooni tase
kdrgem kui teistes ajuosades (Trupp et al., 1997, Hidalgo-Figueroa et al., 2012). SN-s, kus
paikneb suur osa DA rakkude kehasid, on GDNF-i mRNA tase oluliselt madalam Kkui
striatumis (Graafik 1), kuid seevastu on GDNF retseptorid rohkem ekspresseeritud just

substantia nigras (Trupp et al., 1997) toetades retrograadse transpordi mehhanismi.

Vastupidiselt meie tulemustele on naidatud, et GDNF-i mRNA tase on kdrgem VSTR
vorreldes dSTR-ga (Barroso-Chinea et al., 2005). Erinevus voib olla tingitud kasutatud
meetodite tundlikkuse erinevusest. Teise vBimalusena, kuna dSTR on corpus callosum’i alt
mdddetuna 2 mm ja piiritletud anterior commisure poolt, ning koe perforaator on sisemise
diameetriga 2mm, siis eksimine koeeraldusel vdib samuti pdhjustada erinevuse mRNA

tasemes.

Hiljuti néidati, et 95% GDNF ekspresseerivatest rakkudest striatumis on PV+ GABAergilised
interneuronid (Hidalgo-Figueroa et al., 2012). Sellest tulenevalt keskendusime GDNF-i
mojule dopamiini neuronite aksonitele STR-i PV+ rakkude laheduses, kuna puuduvad
usaldusvéarsed GDNF-i vastased antikehad. Kasutasime looma, kellel on the alleeli GDNF
3’UTR ette kloneeritud Puro-TK-bGHpA kassett, mis takistab GDNF mRNA 3’UTR regiooni
transkriptsiooni, seeldbi vdhendab GDNF-i mRNA degradatsiooni ja suurendab GDNF-i
ekspressiooni (loommudel on kirjeldatud Andressoo et al.,, retsenseerimisel). Ootuspéraselt
oli GDNF 3°’UTR-Cre heterostigootse looma striatumis GDNF mRNA ekspressiooni tase
kdrgem kui metsiktutpi loomas (Graafik 1).
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PV+ rakkude iseloomustamisel oli aluseks PV+ rakkude visuaalne jagamine kolmeks
alatliibiks, suuruse jargi. Varasemalt on naidatud, et kdige arvukamalt esineb roti STR-s
keskmisi rakke (83%) seejarel vaikeseid rakke (15%) ja suuri rakke 2% (Cowan et al., 1990).
Kaesoleva t00 k&igus kogutud andmete kohaselt olid kdige arvukamad vaikesed rakud
(77,6%), seejarel keskmised rakud (19,8%) ja suured rakud (2,6%). Erinevused vdivad olla
pdhjustatud loomade liigilisest erinevusest ning kasutatud tehnika erinevustest. Suur osa PV+
vaikeseid rakke oli vaga madala intensiivsusega ja valgusmikroskoobi vaiksemate
suurendustega markamatud. Samuti tuleb arvestada, et rakkude visuaalne suurus voib s6ltuda
nurgast, mille suhtes rakk koes paiknes, ning osa loendatud véikeseid rakke vois olla koe
I6ikamisel tekkinud defekt. Rakkude koguarvus ei esinenud genotliupide vahel erinevusi
(Graafik 3), see on kooskdlas varasemalt avaldatud téodega, ndidates, et GDNF ei kutsu esile
rakkude arvu suurenemist (Lin et al., 1993). Samuti ei olnud erinevust rakkude suurustel
GDNFh +/+ ja GDNFh +/- looma vahel (Graafik 2, Graafik 3). Praeguseks ei ole teada kas
suured, keskmised ja véikesed rakud on eri tulpi. Varasemalt on arutletud kahe vB@imaliku
PV+ rakkude alamtlubi tle, tuginedes erinevustele elektrofusioloogilistes modtmistes ja

morfoloogilistele erinevustele dendriitides (Koos ja Tepper 1999, Bracci et al., 2003).

PV+ interneuronid ei ole striatumis 0htlaselt distributeeritud, vaid jaotuvad kasvava
gradiendina ventraal-doraalses suunas, mediaal-lateraalses suunas ning kaudaal-rostraalses
suunas (Mura et al., 2000, Wu ja Parent 2000). Véikesed, védhe intensiivselt varvunud PV+
rakud moodustasid STR dorso-mediaalses sektoris selgelt eristuva populatsiooni, mida pole
varem teadaolevalt kirjeldatud. See vo6ib edaspidiselt osutuda oluliseks, kuna dmSTR-i
seostatakse Oppimise ja Gppimishéiretega rottidel (Kimchi ja Laubach 2009). Keskmised ja
suured rakud paiknevad suuremas osas dISTR (Graafik 4), mida seostatakse motoorse
kontrolliga (Costa et al., 2006). Kokkuvdtlikult annavad need tulemused pdhjust uskuda, et
klassikaline STR jagamine dSTR ja VSTR on aegunud, ning tugineda tuleks pigem dorso-
lateraalsele ja dorso-mediaalsele jagamisele (Voorn et al., 2004). Tuginedes erinevustele PV+
rakkude asetuses ja arvus voib oletada, et GDNF-il on STR-i eri kompartmentide siseselt
erinevad funktsioonid, kuna on ndidatud, et neuronite suremus vOib olla STR-i
kompartmentide spetsiifiline (Miller et al., 1999, Sato et al., 2007).

PV+ rakkude jaotus oli mdlemas genotuibis sarnane, selle erinevusega et GDNFh +/- looma
dISTR-s oli suuri PV+ rakke rohkem kui GDNFh +/+ loomas (Graafik 5). Rakke jagati
loendamisel rihmadesse ainult visuaalse suuruse alusel, seega ei saa vélistada, et suurte
rakkude hulk vdis olla suurenenud keskmiste rakkude arvelt. Kuna varasemalt on teada, et
GDNF ei suurenda kultuuris kasvavate rakkude arvu, aga suurendab rakkude keha ristldike
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pindala (Lin et al., 1993, Burke et al., 1998) ning GDNF osaleb rakkude diferentseerumisel
ning indutseerib hupertroofiat (Orth et al., 1999, Coulpier et al., 2001), siis vdib oletada, et
osad suured rakud vdivad olla suurenenud keskmised rakud. Tulemused viitavad siis GDNF-i
ekspresseerivate rakkude autokriinsele regulatsioonile, mis oleksid kooskdlas in vitro
tulemustele tuginevatele hupoteesidele (Cerchia et al., 2006). Selles kiisimuses saab selgust,
kui vaadata PV+ rakkude arvu vanas GDNFh +/- loomas, et hinnata, kas endogeenne GDNF

suudab lisaks DA neuronite elushoidmisele ka toetada PVV+ neuronite ellujaamist.

Kuna eksogeense GDNF (ileekspressioon kutsub esile dopamiini fiibrite kasvu striatumis
(Tomac et al., 1995a, Choi-Lundberg et al., 1997, Rosenblad et al., 1998) ning dopamiini
neuronitel on otsene roll moto-koordinatsioonile (Bentivoglio ja Morelli 2005), v6ib oletada,
et kui suurendada endogeenset GDNF ekspressiooni, suureneb TH+ fiibrite hulk ja paraneb

motokoordinatoorne vdime.

Meie tulemuste kohaselt oli GDNF Uleekspressiooni tagajarjel osade PV+ rakkude tmber
naha suurenenud TH+ fiibrite mahtu (Graafik 6), mis véhenes distantsi suurenemisel (Graafik
7, Graafik 8,

Graafik 9), ndidates, et DA rakkude aksonid on suurenenud ainult PV+ rakkude vahetus
ldheduses. Kontrolliks olid MSN neuronid, mis ei ekspresseeri GDNF-i (Hidalgo-Figueroa
2012) ja mille Gmber puudus suurenenud TH+ fiibrite hulk (Graafik 10). Tapsustamata on,
kas suurenenud oli tksiku fiibri ruumala voi kontaktide arv raku pinnaga. Kuna varasemalt on
naidatud, et GDNF suurendab dopaminergilisi terminale in vivo (Bourque ja Trudeau et al.,
2000) ja pdhjustab neuriitide vohamist (Rosenblad et al., 1996, Granholm et al., 1997, Yurek
1998, Gill et al., 2003), siis vOib oletada, et tegemist on suurenenud TH+ fiibrite arvuga
umber PV+ rakkude, kuid kas need terminalid ka PV+ rakkudega kontakte moodustasid, ei
ole teada. Uheks vBimaluseks on vaadelda terminalide kontakte elektronmikroskoobiga Vi
teostada varving DA retseptoritele PV+ rakkudel. Teise variandina saab teha varvingu
dopamiini transporterile DAT, kuna on vdimalik, et TH transkriptsioon on suurenenud

GDNF-i Uleekspressiooni tagajarjel ja fiibrite arv pole muutunud (Xiao et al., 2002).

Dopamiini terminalide suurenemise bioloogiline tahendus on mitmeti tdlgendatav. Uhest
kiljest, suurenenud terminalide arv vdimaldab suuremat GDNF retrograadset transporti SN-
sse, suurendades DA neuronite arvu SN-s seeldbi suurendades DA sisendit STR-s. Teisest
kiljest on naidatud, et GDNF suurendab DA molekulide arvu, mida valjastatakse korraga tihe
sunapsi kohta (Pothos et al., 1998). Mdlemal juhul on tulemuseks suurenenud DA sisend
STR-s.
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Kuna GDNF ndis omavat efekti ainult PV+ rakkude vahetus l&heduses, tekib kisimus, kas
DA terminalide suurenemine Umber PV+ rakkude omab suuremat efekti MSN neuronite
inhibeerimisel? PV+ interneuronid on suurimad GABA ekspresseerivad neuronid STR-s, kuid
ei pruugi olla esmase tédhtsusega MSN neuronite inhibeerimisel. Osa dopaminergilisi rakke
stinteesib  GABA-t (Gonzalez-Hernandes et al., 2001), mida vabastatakse dopamiini
terminalidest (Tritch et al., 2012, Nelson et al., 2014) ning 60-70% dopamiini terminalidest ei
moodusta STR-s slinaptilisi kontakte (Descarries et al., 1996) viidates PV+ FSI-st iseseisvale,
parakriinsele GABA vahendatud MSN inhibitsioonile. Kokkuvétlikult voib 6elda, et GDNF-i
uleekspressioon  suurendab  dopaminergilist  sisendit STR-i, kuid kas GDNF-i
uleekspressioonil on PV+ rakkude vahendusel mdju motokoordinatsioonile on spekuleeritav,

kuid vdimalik kindlaks teha erinevate optogeneetiliste meetoditega.

Parkinsoni tdvele on iseloomulik dopaminergiliste neuriitide kadumine vSTR, nii et dSTR
jaab peaaegu intaktseks (Miller et al., 1999). Kui olemasolevate DA aksonite funktsionaalsust
ja kasvu saab reguleerida l&bi dSTR, mis ei ole Parkinsoni tdve poolt mdjutatud ja seeldbi
suurendada DA taset STR-s, viitaks GDNF endogeenne (leekspressioon tulevastele

terapeutilistele voimalustele.
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Kokkuvote

Parkinsoni tobi on olemuselt neurodegeneratiivne haigus, mille motoorsed stimptomid
avalduvad peale dopaminergiliste neuronite degeneratsiooni, pGhjustades striatumis dopamiini
defitsiidi. Praegusel hetkel ei ole Pakinsoni tdvele ravi ning teraapias keskendutakse peamiselt
DA hulga suurendamisele, mis on pikemas perspektiivis véheefektiivne ja riskantne.

Neurotroofsed faktorid nagu GDNF vdivad tagada efektiivse ravi neurodegeneratiivsetele
haigustele 1abi dopamiini stisteemi kaitsvate omaduste. Kuna on teada, et dopamiini neuronite
kahjustused kutsuvad esile endogeense GDNF-i ekspressiooni suurenemise ning eksogeennse
GDNF-i sustimine ajju kutsub esile dopaminergiliste neuriitide vohamise GDNF-i
stistimiskoha suunas, vOib oletada, et kui suurendada endogeenset GDNF ekspressiooni,

suureneb dopamiini sisend ja paraneb motokoordinatoorne vdime.

Kaesolevas t60s kasutati mudellooma, kelle striatumis on endogeenne GDNF
Uleekspresseeritud. GDNF-i ekspressioon on ajus kdige kdrgem dorsaalses striatumis ja
GDNF-i uleekspressioonil suureneb dopaminergiliste neuriitide maht Umber GDNF-i
ekspresseerivate neuronite. Lisaks néidati, et GDNF ekspresseerivaid neuroneid on
tdendoliselt mitut thdpi, ning nad paiknevad peamiselt dorsaal-lateraalses striatumis, mida
seostatakse motoorse kontrolliga. Kooskdlas varasemalt avaldatud t6éddega nditame, et

suurendades GDNF-i taset on vBimalik suurendada striatumi dopaminergilist sisendit.

Kui olemasolevate dopaminergiliste neuronite aksonite funktsionaalsust ja kasvu saab
reguleerida GDNF-i abil, seelébi suurendades dopamiini taset striatumis, viitaks GDNF-i
endogeenne (Uleekspressioon tulevastele terapeutilistele v@imalustele, sealhulgas toetades

siirdamiste ja operatsioonide jargselt neuronaalsete Ghenduste loomist ja taastamist.
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Resume

The role of endogenously expressed GDNF on striatal
dopamine neurons

Mari-Anne Harma

Parkinson's disease is a progressively degenerative neurological disorder which affects the
control of body movements. Symptoms result from the degeneration of neuronal cells located
in the substantia nigra that causes a deficiency in the availability of dopamine, a chemical
neurotransmitter necessary for controlled movements. At the present, there is no curing
treatment available and therapeutic strategies are focused on increasing striatal dopamine
levels, what is not safe and efficient enough for longer treatment.

Because of the neurorestorative and neuroprotective potential of neurotrophic factors such as
GDNF (Glial cell-derived neurotrophic factor), their administration is considered a promising
therapeutic strategy for Parkinson’s disease. GDNF induces dopaminergic fiber outgrowth
when administered into the brain and lesions in the dopamine system increase GDNF
expression, deriving conclusion that increasing endogenous GDNF results in increase of
dopaminergic input to striatum.

In current work, animal model was used where Puro-TK-bGHpA was followed by Gdnf
3’UTR resulting a cassette that was flanked with homologous arms to generate Gdnf 3’UTR-
crR (GDNF3’UTR-conditionally reversible replacement) mice. In the animal, transcription of
Gdnf gene is terminated before 3’UTR, resulting a transcript that lacks miRNA binding sites,
thus giving dis-inhibited levels of GDNF mRNA.

In this work, it is shown that GDNF expression is highest in the dorsal striatum, and
overexpression of endogenous GDNF results in increase of dopaminergic terminals near the
GDNF expressing cells. In addition, it is shown that there is likely more than one type of
GDNF expressing cells, and most of them are distributed in dorsolateral striatum, associated
with motocoordination.

If functional sprouting could be induced in dopamine axons resulting in increased level of
dopamine, then overexpression of endogenous GDNF would be potential candidate for
therapy, similarly, it could promote the establishment of functional connections in

transplantation approaches.
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