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Kokkuvote

Kroonilise muutliku stressi moju geeniekspressioonile kdrge ja madala positiivse
afektiivsusega rottide frontaalkorteksis.

Indiviididevaheliste erinevuste uurimisel on leitud, et meeldivatele stiimulitele
reageerimisel ilmnevad rottidel erinevused registreeritud 50-kHz ultrahelihdilitsuste
esinemissageduses. Korge positiivse afektiivsusega ja kodile reageerimisel sagedasti 50-kHz
héélitsusi tegevad rotid (HC — high chirping) on kroonilise stressi tingimustes
vastupidavamad, kui vdhem 50-kHz héilitsusi tegevad rotid (LC — low chirping). Vdimalike
indiviididevaheliste erinevuste geneetiliste faktorite hindamisel ei leitud HC/LC rottide
kroonilise muutliku stressi depressioonimudelis statistiliselt olulisi erinevusi Tph2, Maplb,
Add3, Eaat-2 ja Eaat-3 geenide ekspressioonis (mdddetud RT-qPCR meetodil). Siiski langes
stressi mOjul emaste loomade (kddile reageeringut arvestamata) frontaalkorteksis Tph2 ja

Eaat-3 geeni ekspressioon.

Abstract

Effect of chronic variable stress on gene expression in frontal cortex in rats with high
or low positive affect.

Investigating inter-individual differences has revealed that in response to pleasurable
stimuli rats differ in registered 50-kHz ultrasonic vocalization rates. Rats with high positive
affect and high 50-kHz response to tickling (HC — high chirping) are more resistant to chronic
variable stress compared to rats with low 50-kHz response to tickling (LC — low chirping).
Assessing of possible genetic factors of inter-individual differences did not reveal statistically
relevant changes in the expression of Tph2, Maplb, Add3, Eaat-2 and Eaat-3 genes in the
HC/LC chronic variable stress model of depression (measured with RT-qPCR). However,
chronic variable stress affected the expression of Tph2 and Eaat-3 genes in the frontal cortex

of female rats (regardless of their response to tickling).



Sissejuhatus

Depressioon on levinud haigus kogu maailmas, mida pdeb hinnanguliselt 350 miljonit
inimest (WHO, 2012). Eestis poordus Tervise Arengu Instituudi andmetel psiihhiaatri
vastuvotule 2011. aastal ligi 9000 depressiooniga patsienti (naisi umbes kaks korda rohkem
kui mehi) (Tervise Arengu Instituut, 2012). Depressioon algab sageli juba noores eas ja on
korduva iseloomuga ning seetdttu on liks suurimaid t6ovoimetuse pohjustajaid (WHO, 2012).
See on tliheks pohjuseks, miks depressiooni uurimine ning uute ravimite ja ravivotete leidmine
on viga aktuaalne.

Uks vdimalus depressiooni uurimiseks on haiguse mudeldamine loomadel.
Mudeldamise eesmirk on loomadel esile kutsuda depressiooniga seostatavad stimptomid.
Stimptomeid voib esile kutsuda kasutades erinevaid viliseid faktoreid. Nii loomadel kui ka
inimestel vo0ib selliseks viliseks stressoriks olla iiks konkreetne negatiivne slindmus
(inimestel niiteks ldhedase kaotus) voi pikaajaline suhteliselt ndrgemate stressoritega
kokkupuude (inimestel toota olek, vaesus jms). Sellistest faktoritest tingitud depressioon on
nditeks mudeldatav opitud abituse mudelis (iiks tugev stressor) voi kroonilise muutliku stressi
mudelis (krooniline kokkupuude) (Willner, Scheel-Kriiger & Belzung, 2013). Mudeli
efektiivsust testitakse spetsiifiliste katsetega (nt sundujumise katse, sabast riputamine,
sotsiaalne alistumine jt) (Razafsha jt, 2013), aga uuritakse ka neurobioloogilisi muutusi
erinevate meetoditega (Willner, Scheel-Kriiger & Belzung, 2013).

Nagu eelnevalt juba mainitud, on tliheks depressiooni mudeliks kroonilise muutliku
stressi (chronic variable stress—CVS) mudel, milles on katseloomad pikaajaliselt erinevate
moddukate, kuid ettearvamatute stressorite moju all. Eesmérk on loomad viia seisundisse, mis
sarananeb depressioonis inimestel tekkiva anhedooniaga. CVS mudeli kasutamisel on leitud
rida neurobioloogilisi muutusi, mis esinevad depressiooni korral ning seeldbi voib mudel olla
sobivaks vahendiks avastamaks uusi depressiooni korral hdirunud siisteeme ja leidmaks uusi
depressiooniravi sihtmirke (Hill jt, 2012).

Ometi ei teki stressiga kokkupuute tagajdrjel koikidel inimestel depressioon. Osad
inimesed on oluliselt vastuvotlikumad afektiivsete hidirete tekkimise suhtes kui teised, see
soltub nii geneetilistest kui ka keskkonnast tingitud faktoritest. Loomadel voib eeldada sama
efekti ja seega on stressi mdju uurimisel oluline mudeldada ka loomkatsetes
indiviididevahelisi erinevusi (Harro, 2010).

Indiviididevaheliste erinevuste uurimisel on leitud, et meeldivatele stiimulitele



reageerimisel ilmnevad rottidel erinevused registreeritud 50-kHz ultrahelihdilitsuste
esinemissageduses. Naiteks on meeldivaks stiimuliks koditamine, sest imiteerib rottide
omavahelist mangimist (Harro, 2010) ning lisaks on drevuse ja depressiooni uurimisel rottidel
ilmnenud ka kdoditamise anksioliilitiline toime (Mallo jt, 2007, Popik jt, 2012).
Uksikmajutuses rotipoegade igapdevasel kdditamisel kahe nidala jooksul kujuneb vilja rotile
iseloomulik piisiv  50-kHz héélitsuste tegemise tase. Nii vdib 50-kHz héélitsuste
esinemissageduse pohjal katseloomad jagada kahte tinglikku riithma: korgema positiivse
afektiivsusega sagedasti 50-kHz hailitsusi tegevad rotid (high-chirping, HC) ja vihem 50-
kHz héailitsusi tegevad rotid (low-chirping, LC), kes on madalama positiivse afektiivsusega.
See erinevus voimaldab HC ja LC rottidega mudeldada indiviididevahelisi erinevusi
positiivses emotsionaalsuses (Harro, 2010).

Sagedasti 50-kHz héilitsusi tegevad rotid on kroonilise stressi tingimustes
vastupidavamad, kui vihem 50-kHz hailitsusi tegevad rotid (Harro, 2010; Maillo jt, 2009).
HC ja LC rotte uurides on leitud, et krooniline muutlik stressi mojutab rottide k&itumist
(kditumine sundujumiskatses, sukroosi tarbimine, muutused kehakaalus) ja aju oksiidatiivset
metabolismi (tsiitokroom ¢ oksilidaas aktiivsus) aju erinevates osades ning leitud erinevused
on sdltuvad rottide soost ning 50-kHz héélitsuste tegemisest (Mallo jt, 2009).

Samuti on leitud, et aretatud LC rotid on vihem sotsiaalsed juba varasest east alates,
neid iseloomustab ka viiksem liikumisaktiivsus ja madalam agressiivsus sotsiaalse alistumise
katses — need tunnused sobivad depressiooni, aga ka niiteks autismispektri héirete
mudeldamiseks (Burgdorf jt, 2013). Veelgi enam, leitud on, et teatud geenid, mida seostatakse
inimese autismiga, avalduvad just LC rottidel (Moskal jt, 2011).

Geeniekspressiooni midramine rottide depressioonimudelites on ndidanud, et
indiviididevahelised erinevused stressiga toimetulemises korreleeruvad teatud geenide
ekspressiooniga (Kanarik jt, 2011) ning erinevates ajuosades, mida seostatakse
meeleoluhdiretega, nagu raphe tuum, hipokampus ja frontaalkorteks, on geeniekspressioon

paljuski kattuv voi samasuunaline (Alttoa jt, 2010).

Eesmirk

Antud t66 eesmérgiks on saada uusi andmeid geeniekspressiooni kohta HC ja LC
rottide frontaalkorteksis. Uuritakse, kas stressi rakendamine mdjutab valitud sihtmérkgeenide
ekspressiooni HC ja LC loomade puhul erinevalt ning kas ilmnevad geeniekspressioonis

erinevused soltuvalt rottide soost. Nii uuritakse voimalikke siistemaatilisi muutusi tihe ja sama



signaalrajaga seotud valkude kodeerimise eest vastutavate geenide ekspressioonis, mis oleks
aluseks hiljem nende valkude ekspressiooni voi funktsionaalset aktiivsuse uurimiseks.
Uuritavate  sihtmirkgeenide valik pohineb depressioonimudelite iilegenoomse
geenikiibi uuringu tulemustel, kus mudeliteks olid korge ja madala uudistamisaktiivsusega
loomad (Alttoa jt 2010), kroonilise sotsiaalse stressi mudel (Kanarik jt, 2011) ning
PCA/stressi mudel (avaldamata andmed). Antud t66 sihtmérkgeenid on wvalitud sama
depressiooni HC/LC rottide loommudeli hipokampuses saadud tulemustel (avaldamata
andmed). Valitud sihtmirkgeenide ekspressiooni méadratakse HC ja LC katseloomade ajukoes
(frontaalkorteksis) kvantitatiivse reaalaja-poliimeraasahelreaktsiooni (RT-qPCR) meetodiga.

T60s uuritavad geenid on toodud tabelis 1.

Tabel 1. Sihtmdrkgeenid

Geeni nimetus lithend
Triiptofaani hiidroksiilaas 2 Tph2
Mikrotuubuliga seotud valk 1b Maplb
Adutsiin 3 Add3
Erutusaminohappe transporter 2 Eaat-2
Erutusaminohappe transporter 3 Eaat-3

Meetodist tulenevate juhuslike vigade mdju vdhendamiseks ja seeldbi tdpsemate
tulemuste saamiseks kasutati qPCR meetodiga mdddetud suhtelist geeniekspressiooni
referentsgeenide suhtes (sihtmérkgeenide suhteline ekspressioon maddrati ACt meetodil).
Seega oli vaja mddrata ka referentsgeenide ekspressioone. Referentsgeenideks valitud

kandidaadid on toodud tabelis 2.

Tabel 2. Referentsgeenid

Geeni nimetus lithend
Mikrotubuliin 2 B2m
Tsiiklofiliin A CycA/Ppia
Hiipoksantiini fosforibosiiiiltransferaas 1 Hprtl

Ribosoomi valk L13A Rpl13a




Antud t66 autor osales t60 eksperimentaalses osa jargmistes etappides: ajukoest RNA
eraldamine, RNA iildkontsentratsiooni médaramine, pdordtranskriptsioon, geeniekspressiooni

modtmine ning saadud tulemuste analiiiis.



Meetod

Katseloomad

Uurimismaterjaliks on nelja kuu vanuste emaste ja isaste Wistar rottide
frontaalkorteksi ajukude. Rotid eraldati pesakonnat 3 néddala vanusena ning majutati tiksikult
standardsetesse ldbipaistavatesse poliipropiileenist puuridesse. Loomaruumis oli kontrollitud
valguspimedustsiikkel (valgustatud aeg 12 h) ja temperatuur (19-21 °C), loomadele tagati
vaba juurdepéds veele ja toidupelletitele. Eksperimendid olid vastavuses Euroopa Noukogu

24. novembri 1986. aasta direktiiviga 86/609/EMU.

Katseloomade grupeerimine kodile reageeringu alusel

50-kHz haalitsuste esielekutsumiseks kdditati rotte kahe nddala jooksul iga péev, igale
rotile tehti 2 minuti jooksul neli 15-sekundilist kdditamissessiooni ning hailitsused salvestati.
Seejérel jaotati rotid kolme viimase koditamissessiooni keskmise héélitsuste arvu alusel
gruppidesse — rotid, kes teevad sagedasti 50-kHz hadlitsusi (HC — high-chirping) ja rotid, kes
teevad vihem 50-kHz hailitsusi (LC — low-chirping).

Krooniline muutlik stress (chronic variable stress — CVYS)

Pérast koditamist majutati rotid 4-kaupa ning pooltele rakendati jargneva 4 niddala
jooksul kroonilist muutlikku stressi. Stressoriteks olid: stroboskoopvalgus (14 h, 10Hx, 2 1x),
pesuldks sabal (5 min), puurikalle 45° (24 h), tugev valgustus oodataval pimedal ajal (900 1x),
kiilm ruum iile66 (4 °C) ja mérg allapanu (22 h), rebaseuriini 15hn {iled6 ja immobilisatsioon
(11X16X7 cm) (2 h). Seejérel rotid dekapiteeriti ning ajud kiilmutati koheselt veeldatud

lammastikus ja séilitati -80 °C juures kuni RNA eraldamiseni.

Katseloomade grupid

Péarast kodile reageeringu alusel grupeerimist ja kroonilise muutliku stressi
rakendamist oli 8 gruppi katseloomi, millest igas oli 6 looma. Nendest 24 rotti on emased (E)
ning 24 on isased (I). Nii emastest kui isastest rottidest pooled ehk 12 looma kuulusid HC ja
teine pool LC rottide hulka. Nendest neljast grupist pooltele ehk 6 rotile rakendati kroonilist
muutlikku stressi (CVS). Nii saadi 16puks jargnevad 8 6 katseloomaga gruppi:
paljukudisevate emaste grupp (HC/E), paljukudisevate isaste grupp (HC/I), paljukudisevate
emaste grupp, kellele rakendati stressi (HC/E/Str), paljukudisevate isaste grupp, kellele



rakendati stressi (HC/I/Str), vdhekudisevate emaste grupp (LC/E), védhekudisevate isaste
grupp (LC/), vidhekudisevate emaste grupp, kellele rakendati stressi (LC/E/Str),
viahekudisevate isaste grupp, kellele rakendati stressi (LC/I/Str) (Joonis 1).

HC/E/Str (6)

Emased (24)

LC/E/Str (6)
Katseloomad

HC/1/Str (6)
LC/1/Str (6)

Isased (24)

Joonis 1. Katseloomade grupid

RNA eraldamine ja poortranskriptsioon

RNA eraldamiseks kasutati RNeasy Midi reagentide komplekti (Qiagen) jargides tootja
poolt ette antud protokolli. Frontaalkorteksi kude kaaluti ja homogeniseeriti valke
denatureerivas puhvris suhtes 1:20-le (kaalruumala). Saadud homogenaat siilitati —80 °C
juures kuni edasiste etappide teostamiseni. RNA eraldamise pdeval homogenaat sulatati ja
filtreeriti ldbi NucleoSpin® filtri eemaldamaks suuremad tiikkid homogenaadist, mis voivad
segada RNA eraldamist. Filtreeritud homogenaadile lisati 1:1-le suhtes 70% etanooli, segati
ning filtreeriti 1dbi silikageelfiltri. Seejirel pesti silikagees filtrit pesupuhvritega kolmel korral
ning 10puks eraldati seostunud RNA Dnaasi-vaba veega. Eraldatud RNA iildkontsentratsioon
méidrati spektrofotomeetriliselt kasutades NanoDropp 1000 aparaati (Thermo Scientific) ja
sdilitati —80 °C juures kuni poordtranskriptsiooni lébiviimiseni.

Poordtranskriptsioon viidi 1dbi kasutades QuantiTect Reverse Transcription reagentide
komplekti (Qiagen) jargides tootja poolt etteantud protokolli. RNA proovid sulatati ning voeti
kuni 1 pg RNAJ sisaldav alikvoot, milles elimineeriti kdigepealt gDNA kasutades Dnaasiga
tootlemist 5 min 42 °C juures. Seejdrel lisati poodrdtranskriptaas ja juhusliku nukleotiidse
jarjestusega praimerid ning inkubeeriti proove 30 min 42 °C juures, millele jdrgnes 3 minutit
kuumutamist 95 °C juures denatureerimaks ensiitimid. Saadud cDNA-d sisaldavad proovid
lahjendati 55 korda Dnaasi-vabas vees, jaotati alikvootideks ja sdilitati —20 °C juures kuni

spetsiifiliste cDNAde kvantifitseerimiseni.



Geeniekspressiooni m6otmine

Geeniekspressiooni  kvantifitseeriminse etapp rottide frontaalkorteksis teostati
kvantitatiivse reaalaja-poliimeraasahelreaktsiooni (RT-qPCR) meetodiga. ¢cDNA alikvoot
(~100-kordne Idpplahjendus) sulatati ja sellele lisati ¢cDNA spetsiifilised praimerid
(16ppkonts. 250 nM) ning 5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus (ROX) qPCR
reagenti (Solis Biodyne). Saadud reaktsioonisegu segati ja jagati kvadruplikaatidena
katseplaadile, millele lisati kattekile ja tsentrifuugiti 3000xg juures 3 min. Spetsiifilise cDNA
hulk kvantifitseeriti seejdrel ViiA7 aparaadiga (Applied Biosystems) kasutades qPCR-i
reagendi tootja poolt ettantud protseduuri. qPCRi protsessi spetsiifilisust analiilisiti
amplikonide sulamistemperatuuri miiramise meetodil. Kokku maidrati 9 erineva geeni
ekspressioon frontaalkorteksis: nendest olid 5 sihtmérkgeenid ja 4 referentsgeeni kandidaadid.

Sihtmérkgeenide suhteline ekspressioon médrati ACt meetodil (Livak & Schmittgen, 2001).

Referentsgeeni valimine

Maiidrati 4 referentsgeeni kandidaadi geeniekspressioon RT—qPCRi meetodil.
Referentsgeeni kandidaadid: mikroglobuliin B2 geen (B2m), tsiiklofiliin A geen (CycA),
hiipoksantiini fosforibosiililtransferaasi 1 geen (Hprtl), ribosoomi valgu L13A geen (Rpl13a).

Referentsgeenide stabiilsust hinnati vorreldes rithmade keskmist ldvenditsiiklite
standardhidlvet, riilhmades maksimaalse ja minimaalse ldvenditsiiklite arvu vahe keskmist
tulemust ning suurima ja véikseima keskmisega riihma suhet. Kdikide geenide puhul
eemaldati iiks hdlbiv geeniekspressiooni tulemus (rithmast LC/E/stress). Analiitisi tulemusel
vilistati referentsgeeni kandidaatidest mikroglobuliin B2 geen. Tulemuste iilevaade on tabelis
3.

Tabel 3. Referentsi kandidaatide ekspressiooni stabiilsuse analiitis

Geen Riihmade keskmine  Rithmade max ja Suurima ja viikseima
standardhilve min vahe keskmisega riihma suhe
keskmine
B2m 0,46 1,23 1,64
CycA e. Ppia 0,32 0,88 1,29
Hprtl 0,36 0,98 1,39
Rpll3a 0,23 0,64 1,20

"_ referentsi arvutamisest vilja jaetud kandidaat



Andmeanaliiiis

Spetsiifilise geeni ekspressiooni kirjeldav lavenditsiikli vadrtus méédratu kasutades
Applied Biosystemsi programmi ViiA7. Sihtmirkgeenide suhtelise geeniekspressiooni
véadrtused arvutati kasutades Microsoft Excel’it. Korrelatsioonanaliilisid ja T-testi analiiiisid
teostati GraphPad Software GraphPad Prism programmiga. 3-faktoriline ANOVA analiiiis

teostati kasutades vabavarana saadava R programmiga.



Tulemused

Geenide ekspressiooni korrelatsioon RNA iildkontsentratsiooni ja koe kaaluga

Korrelatsioonalaniiiisiga kontrolliti, kas eraldatud RNA iildkontsentratsioon (ng/ul) on
oluliselt sdltuv koe kaalust, kuid analiiiis nditas et koe kaal ja RNA iildkontsentratsioon ei
korreleeru omavahel (Pearsoni koefitsent 0,07, p>0,05). Samuti ei korreleeru iihegi moddetud
geeni ekspressioon (ldvenditsiiklite véirtuste pohjal) ja RNA iildkontsentratsioon (ng/ul),
mille puhul jii Pearsoni koefitsent vahemikku —0,06 kuni —0,26 (koikidel juhtudel p>0,05).
Samuti ei esinenud korrelatsiooni koe kaalu (mg) ja uuritavate geenide ekspressiooni
(lavenditsiikli vadrtuste pohjal) vahel (Pearsoni koefitsendid vahemikus —0,02 kuni 0,08 ja
koikidel juhtudel p>0,05).

Seega voOib  korrelatsioonanaliiliside  tulemustest jéreldada, et maiératud

geeniekspressiooni tulemused ei ole oluliselt mojutatud koe ja RNA eraldamise etappidest.

Sihtmirkgeenide suhtelise ekspressiooni tulemused

Triiptofaani hiidroksiilaasi 2 geeni (Tph2) suhtelise ekspressiooni suurimad erinevused
ilmnesid stressi mdjul nii HC kui ka LC emaste loomade puhul (Joonis 2), kuid 3-faktorilise
ANOVA analiiiisi pohjal polnud need erinevused statistiliselt olulised (Tabel 4). Statistiliselt
olulise ldhedane tulemus esines faktori sugu (F=2,96; p=0,09) ning faktorite hailitsus ja stress

koosmdju puhul (F=3,29; p=0,08) puhul.
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Joonis 2. Triiptofaani hiidroksiilaasi 2 geeni suhteline ekspressioon 3 faktori (sugu,

reageering kodile ja stress) alusel.



Analiiiisides T-testiga ainult emaste loomade puhul stressi mdju Tph2 geeni
ekspressioonile kddile reageeringut arvestamata, ilmnes statistiliselt oluline stressi moju

(Joonis 3, Tabel 5).
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Joonis 3. Triiptofaani hiidroksiilaasi 2 geeni suhtelise ekspressiooni tulemused emastel

loomadel. ®- kontroll, o- stress

Erutusaminohappe 3 (Eaat-3) geeni suhtelise ekspressiooni tulemused olid sarnased
Tph2 geeni ekspressiooni tulemustele, sest ka Eaat-3 geeni ekspressiooni puhul esinesid
suurimad erinevused emaste HC kui ka LC kontrolli ja stressi gruppide vahel (Joonis 4). Kuid
ka antud juhul polnud need erinevused 3-faktorilise ANOVA analiiiisi pOhjal statistiliselt
olulised (Tabel 4). Statistiliselt olulise erinevuse ldhedane tulemus esines stressi faktori puhul

(F=3,51; p=0,07).
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Joonis 4. Erutusaminohappe transporteri 3 geeni suhteline ekspressioon 3 faktori

(sugu, reageering kodile ja stress) alusel.



Tph2 geeni ja Eaat-3 geeni puhul langes emastel stressiga mojustatud loomadel (Joonis

4 ja 5) suhteline ekspressioon, t-testi tulemus on tabelis 5. Kokku on arvestatud kdik emased

loomad soltumata kddile reageeringust.

Suhteline ekspresioon
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Joonis 5. Erutusaminohappe transporter 3 geeni suhtelise ekspressiooni tulemused

emastel loomadel. ®- kontroll, o- stress.

Teiste geenide suhtelise ekspressiooni tulemustes (Maplb, Add3 ja Eaat-2) ei ilmnenud

miérgatavaid muutusi ning samuti ei ndidanud 3-faktorilise ANOVA analiiis mingeid

statistiliselt olulisi erinevusi (Tabel 4). Ka polnud mingeid statistiliselt olulise tulemuse

lahedasi tulemusi, nii 3-faktorilise ANOVA kui ka teiste analiiiiside puhul.

Tabel 4. Sihtmdrkgeenide suhtelise ekspressiooni 3-faktoriline ANOVA analiiiisi

tulemused. Esitatud on faktorite F-vddrtus ja sulgudes p-vdidrtus.

Faktor/Geen Tph2 Mapl1b Add3 Eaat-2 Eaat-3

Haalitsus 0,29(0,60)  0,06(0,81) 1,16(0,29)  0,12(0,73)  0,07(0,80)
Sugu 2,96(0,09)  2,0000,17) 1,88(0,18) 0,00(0,99)  0,05(0,83)
Stress 2,27(0,14)  0,03(0,87)  0,00(0,99) 1,96(0,17)  3,51(0,07)
Haalitsus/Sugu 0,87(0,36)  0,97(0,33)  0,07(0,80) 0,70(0,41)  0,76(0,39)
Haalitsus/Stress 3,29(0,08)  0,29(0,60) 1,38(0,25) 1,05(0,31)  0,91(0,35)
Sugu/Stress 0,09(0,76)  0,00(0,96) 0,71(0,40)  0,57(0,46)  1,22(0,28)
Haailitsus/Sugu/Stress | 0,00(0,96)  0,12(0,73)  0,96(0,33)  0,26(0,61) 0,41(0,53)




Tabel 5. Stressi moju geeni ekspressioonile emastel loomadel.

Geen T Df P

Tph2 2,10 22 0,047
Eaat-3 2,33 22 0,030




Arutelu ja jiareldused

Triiptofaani hiidroksiilaasi 2 geen (Tph2)

Triiptofaani hiidroksiilaas on serotoniini siinteesi kiirust limiteeriv ensiilim, millel on kaks
isovormi: Tphl esineb soolestikus ning Tph2 ajus (Walther jt, 2003). Tph2 on saanud uudne
terapeutiline sihtmérk, sest on tugevalt seostatav stressiga seotud neuroloogiliste hiirete
kujunemisega. Tph2 geeni ekspressioon on véga varieeruv ning soltub paljudest sisemistest ja
vélistest faktoritest (endogeensed hormoonid, bioloogiline kell, stress, antidepressandid,
toitumine jt faktorid) (Chen & Miller, 2013). Oluline vdib olla ka Tph2 poliimorfism. Néiteks
on vdhenenud kataliiiitilise aktiivsusega Tph2 geeni isovormi ekspressiooni tousu raphe
tuumas seostatud depressiooni esinemisega inimestel (Haghighi jt, 2008). On leitud ka, et
ravimresistentse depressiooni raskusaste vaib soltuda Tph2 geeni teatud isovormi esinemisest
inimese genotiiiibis (Anttila jt, 2009).

Loommudelites on nditeks sotsiaalse alistumise katses esinenud mdoddukas Tph2 geeni
ekspressiooni tdus rottide raphe tuumas, kes on varases eas kogenud ebameeldivaid stindmusi
ehk rottidel, keda peetakse stressile vastuvotlikumaks (Gardner jt, 2009). Esinenud on ka
Tph2 geeni ekspressiooni langust, nditeks rottide depressioonimudelis, mis pdhineb
uudistamisaktiivsusel. Madala uudistamisaktiivsuse ja korge drevustasemega rottide raphe
tuumas oli Tph2 geeni madalamalt ekspresseerunud (Alttoa jt, 2010). Seega ndeme, et
depressioonisiimptomite korral voib esineda Tph2 geeni ekspressiooni tdus aga ka langus,
seega vOib siimptomite esinemine tuleneda Tph2 poliimorfismist, aga ka paljudest vilistest
faktoritest.

Antud t66s ilmnes Tph2 geeni ekspressiooni oluline muutus emaste rottide puhul, kus
kroonilise muutliku stressiga mojustatud rottide frontaalkorteksis oli Tph2 geeni ekspressioon
langenud vdrreldes kontrollgrupi loomadega (Joonis 3). See kinnitab olemasolevaid andmeid,
et Tph2 geenil on osa stressiga seotud muutuste kujunemisel. Siiski ei selgu antud t66
tulemuste pohjal Tph2 geeni ekspressiooni roll HC ja LC rottide depressioonimudelis ega

selgita HC ja LC rottide stressile vastuvdtlikkuse indiviididevahelisi erinevuse pohjust.

Erutusaminohappe transporteri geenid (Eaat-2 ja Eaat-3)
Glutamaat on tdhtsaim erutust vahendav virgatsaine, kuid omab potentsiaalset
eksitotoksilist toimet. Liigse glutamaadi rakku tagasijuhtimiseks ja seelébi neuronite

kahjustuse viltimiseks on neuronite ja gliiarakkude pinnal glutamaadi transporterid ehk



erutusaminohappe transporterid (Tanaka, 2000; Zink jt, 2013). Teada on viite tiilipi
glutamaadi tranportereid: Eaat-1 (GLAST) — pohiline glutamaadi transporter viikeajus,
sisekorvas, vorkkestas; Eaat-2 (GLT) — eesajus; Eaat-3 — hipokampuses, ajukoores jt
ajuosades (EAAC); Eaat-4 — viikeajus Purkinje rakkudes; Eaat-5 — vorkkestas (Danbolt,
2001; Kanai & Hediger, 2003).

Depressiooni uurimisel on leitud, et erutusaminohappe transporteri geenide
ekspressioon vOib depressiooni korral nii tdusta (Goswami jt, 2013) kui ka langeda (Zink jt,
2013). Naiteks depressiooni Opitud abituse loommudelis registreeriti abitute rottide
hipokampuses ja ajukoores Eaat-2 geeni ekspressiooni langus ning selle tagajérjel halvenenud
glutamaadi tagasihaaret ning kdrgenenud ekstratsellulaarse glutamaadi taset abitutel loomadel
seostati suurema vastuvotlikkusega stressile (Zink jt, 2013).

Samas on tdheldatud depressiooniga (retrospektiivne psiihhiaatriline hinnang 1dhedaste
kiisitlemisel) inimeste postmortem uuringus prefrontaalkorteksis Eaat-3 geeni moddukat
ekspressiooni suurenemist kui ilma depressioonita uuritavatel. Erutusaminohappe transporteri
geenide ekspressiooni suurenemist seostati depressiooni patoloogiaga, tdpsemalt
kompensatsioonimehhanismiga, mis aitab depressiooniga tekkinud liigse glutamaadi rakku
tagasi juhtida. Seelébi viheneb glutamaadi liiast tingitud neuronite kahjustus (eksitotoksilisus)
(Goswami jt, 2013). Lisaks on Eaat-3 transporterit varasemates uuringutes seostatud
Huntingtoni tove, epilepsia, isheemia, Alzheimer tdve ja ka obsessiiv-kompulsiivse hdirega
(Kanai jt, 2013).

Kéesolevas t66s mooddeti rottide frontaalkorteksis nii  Eaat-2 ja FEaat-3
geeniekspressiooni, kuid erinevust HC ja LC riithmade vahel ei ilmnenud. Seega toetudes
HC/LC kroonilise muutliku stressi depressiooni mudelile, ei saa nende geenide ekspressiooni
alusel teha jareldusi stressile vastuvotlikkuse indiviididevahelise erinevuse kohta. Statistiliselt
oluline mdddukas Eaat-3 geeni ekspressiooni langus esines aga stressiga mojustatud emastel
loomadel kddile reageeringut arvestamata (Joonis 5). See tulemus voib viidata stressi mdjule
emaste loomade glutamaadi tagasihaarde siisteemile ning spetsiifilisemalt Eaat-3 tranporterite

olulisusele.
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