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INFOLEHT

ErbB perekonna retseptorite ja neile seonduvate ligandide ekspressioon hiire
hipokampuses

ErbB retseptor tiirosiinkinaasid ja neile seconduvad ligandid mdjutavad aju arengut ja
toimimist. Ebanormaalset ErbB perekonna retseptorite ekspressiooni on seostatud
neuropsiihhiaatriliste hidiretega nagu psiihhoos ja skisofreenia. Psiihhoos on psiiithikahiire,
mida iseloomustab reaalsustaju kadumine, luulude ja hallutsinatsioonide esinemine ning
kditumise muutumine. Skisofreenia on krooniline hiire, mille osaks on psiihhoosid ja mille
teket aitab viltida varajane diagnoos ning ravi. Kéesolevas t66s uuriti psiihhoosi amfetamiini
kroonilisel manustamisel kahes kéitumuslikult erinevas hiireliinis (BI6 ja 129Sv) ning
vorreldi 12 geeni ekspressioonitasemete muutusi hiire hipokampuses. Uuritavateks geenideks
olid: ErbB1-4, Egf, Tgfa, HbEgf, Btc, Nrgl-3 ja Discl. Tulemustest selgus, et indutseeritud
psithhoosi korral reguleeritakse Egf, ErbB1 ja Nrg3 iiles, kuid ErbB3 ja ErbB4 alla. Leiti ka
huvitav seos Egf-i ja Discl vahel. Mainitud geenid vodivad osutuda inimese psiithhoosi

markeriteks ja vajavad tdiendavat uurimist.
Mairksonad: indutseeritud psithhoos, ErbB retseptorid, EGF perekond, geeniekspressioon
CERCS: B470 Fiisioloogia

ErbB family receptors and their ligand expression in mouse hippocampus

ErbB receptor tyrosine kinases and their ligands influence brain development and function.
Abnormal ErbB family receptor expression has been associated with neuropsychiatric
disorders like psychosis and schizophrenia. Psychosis is a mental disorder characterized by a
loss of contact with reality, delusions, hallucinations, and a range of behavioral alterations.
Schizophrenia is a chronic disorder, which can be prevented by early diagnosis and treatment.
In present work chronic administration of amphetamine was used to evoke psychosis-like
state in two behaviorally different strains of mice (BI6 and 129Sv). The expression of 12
genes was measured in mouse hippocampus: ErbB1-4, Egf, Tgfa, HbEgf, Btc, Nrgl-3 and
Discl. The results indicated upregulation of Egf, ErbB1 and Nrg3, and down-regulation of
ErbB3 and ErbB4 in induced psychosis. A ratio of Egf and Discl was also found interesting.

Mentioned genes may be markers of psychosis in humans and need further research.
Keywords: modeling psychosis, ErbB receptors, EGF family, gene expression

CERCS: B470 Physiology
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KASUTATUD LUHENDID

129Sv - 129S6/SvEvTac hiireliin

AK - 10 pédeva fiisioloogilise lahuse ja viimasel pdeval amfetamiini manustatud katsegrupp
AREG - amfireguliin (ingl amphiregulin)

BI6 - C57BL/6Ntac hiireliin

BTC - beetatselluliin (ingl betacellulin)

D2 - dopamiini retseptor 2 (ingl dopamine receptor 2)

DISC1 — ingl disrupted in schizophrenia 1

EGF - epidermaalne kasvufaktor (ingl epidermal growth factor)

EGFR ehk ErbBl - epidermaalse kasvufaktori retseptor (ingl epidermal growth factor

receptor)

EPG - epigeen (ingl epigen)

EREG - epireguliin (ingl epiregulin)

ErbB — retseptor tiirosiinkinaas ErbB (ingl ErbB receptor tyrosine kinase)
GABA - gamma-aminovoihape (ingl gamma-aminobutyric acidl)

HBEGF - hepariinseoseline EGF-laadne kasvufaktor (ingl heparinbinding EGF-like growth
factor)

HER - inimese epidermaalse kasvufaktori retseptor (ingl human epidermal growth factor

receptor)

Hprt - hiipoksantiin-guaniin-fosforibostiiil-transferaas  (ingl hypoxanthine  guanine

phosphoribosyl transferase)
KR - 11 pdeva amfetamiini manustatud katsegrupp

NEU - neuro/glioblastoomist parinev onkogeeni homoloog (ingl neuro/glioblastoma derived

oncogene homolog)
NMDA - N-metiiiil-D-aspartaat (ingl N-methyl-D-aspartate)

NRG - neureguliin (ingl neuregulin)



PSD-95 - postsiinaptiline tihedusvalk 95 (ingl postsynaptic density protein 95)
SAL - 11 péeva fiisioloogilise lahuse manustatud katsegrupp ehk kontrollgrupp
SNP - {iksiku nukleotiidi poliimorfism (ingl single-nucleotide polymorphism)

TGFa - transformeeruv kasvufaktor alfa (ingl transforming growth factor alpha)



SISSEJUHATUS

Lébi kognitsiooni ehk tunnetuse loob organism endale imbritsevast maailmast périt teabest
kujutise. Kognitiivsete protsesside kéigus integreeritakse olevikust ja minevikust périt teave
ning vastavalt sellele voetakse vastu otsused keskkonnas toime tulekuks. Tunnetus toimub
mitme ajuosa nagu hipokampuse ja frontaalkoore koost6os. Hipokampus on ajuosa, mis
tegeleb mailestuste kujundamise, ruumilise taju ja Oppimisega. Hipokampus on oluline

kognitsioonis, sest organiseerib ja ajakohastab teavet vastavalt vajadusele.

Hipokampuse védrtalitlusi seostatakse psiihhiaatriliste hiiretega nagu psiihhoos ja
skisofreenia. Skisofreenia on kompleksne krooniline psiiithikahéire, mille korral ilmnevad
kahjustused nii patsientide t6omalus kui ka kognitiivsetes vdimetes ja neil on ka vdiksem
hipokampus kui tervetel indiviididel. Haigetel ilmnevateks siimptomiteks on nditeks
hallutsinatsioonid, pettekujutelmad, anhedoonia ja tdhelepanuhdired. Skisofreenia vilja
kujunemist saaks ennetada, kui leida bioloogilisi markereid, mille abil oleks parem haigust
varakult diagnoosida ning maérata patsientidele varajane asjakohane ravi. ErbB1-4 retseptor
tirosiinkinaaside ligandid reguleerivad aju arengut ja toimimist. Héireid ErbB
signaliseerimises on seostatud neuroloogiliste ja psiihhiaatriliste haigustega (Iwakura ja

Nawa, 2013).

Kéesolevas t60s analiiiisiti 12 geeni ekspressiooni, mis on seotud ErbB perekonna retseptor
tiirosiinkinaasidega. Ekspressioonide tasemed maédrati koduhoidjageeni Hprt suhtes. Muutusi
uuriti amfetamiini poolt indutseeritud psiihhoosi mudelis BI6 ja 129Sv hiireliinides.
Katseloomad jaotati kolme rithma, kontroll-, akuutse manustamise ja kroonilise manustamise
grupp. Loomkatse jérel hiired surmati, koeproovidest eraldati RNA, tehti DNaas I td6tlus,

stinteesiti cDNA ning analiiiisiti geeniekspressiooni, kasutades gqPCRi meetodit.

Antud t66 tildeesmirk on karakteriseerida amfetamiini poolt indutseeritud psiihhoosi majul
aset leidvaid muutusi hiire hipokampuses ja tuvastada ErbB perekonna retseptorite

ekspressioonimustri muutusi BI6 ja 129Sv hiire liinis.

Kiesolev bakalaureusetod on koostatud Tartu Ulikooli Meditsiiniteaduste valdkonna Bio- ja

siirdemeditsiini instituudi flisioloogia osakonnas.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Kognitsioon

Kognitsioon ehk tunnetus on timbritsevast tegelikust maailmast vaimse pildi loomine. Libi
tunnetuse saab organism aru, mis teda vélismaailmas timbritseb, mis on selle limbritseva
tdhendus organismi jaoks ja kas organismil on vdimalik keskkonda muuta enda elulemuse
tagamiseks. Kognitsioon kdtkeb teabe omandamist keskkonnast, selle oskuslikku
manipuleerimist ja enese hiivanguks rakendamist. Kognitsioon hdlmab endas tdhelepanu,
teadmiste kujundamist, (t66)maélu, kalkuleerimis- ja arutlemisoskust, olukorra hindamist,
otsuste tegemist, probleemide lahendamist, keele mdistmist ja kasutamist. Kognitiivne to6tlus
voimaldab olevikust ja minevikust périt teabe kaasamist ja 10imimist vastusena keskkonna
ndudmistele ning piirangutele (Rubin et al.,, 2014). Kognitiivsed protsessid eeldavad
paindlikku teabe todtlemist - organism peab olema vdimeline seadma prioriteete, neid
muutma vastavalt sisemistele voi vilistele teguritele ning koordineerima vastuse keskkonna
muutusele. Kognitiivne paindlikkus voimaldab kogemuste pohjal kditumist muuta, mis on
oluline indiviidi elulemuse seisukohalt, eriti muutlikus keskkonnas (Waltz, 2017; Amici et al.,
2018).

1.2. Hipokampus

Kognitiivses paindlikkuses on oluline roll nii frontaalkoorel kui ka hipokampusel, kahel
ajuosal, mis on omavahel tihedas {ihenduses. Prefrontaalkoor vastutab tdidesaatvate
tilesannete, paindliku ja sihipdrase kditumise ning sotsiaalse kditumise ja emotsionaalsete
otsuste langetamise eest. Tdidesaatvates funktsioonides ja sotsiaalses kditumises osalevad veel
mandelkeha (Id corpus amygdaloideum) ja volvikaar (1d gyrus cinguli). Keerulised sotsiaalsed
interaktsioonid toetuvad teabe paindlikule kasutamisele ning hdlmavad ka frontaalkoore
struktuure (Rubin et al., 2014). Hipokampuse ja frontaalkoore interaktsioonid toetavad
tunnetust ja mélu ning on seega olulised Oppimisel ja mdlu toimises. Kui hipokampus
organiseerib méilestused vastavalt sellele, kuidas neid kogeti, siis prefrontaalkoor valib vilja

konteksti sobivad milestused (Eichenbaum, 2017).

Hipokampus on seotud pikaajalise médlu, dppimise, ruumilise taju, mélestuste kujunemise ja
nende organiseerimisega (joonis 1) (Rubin et al., 2014; Lui, 2016; Eichenbaum, 2017).
Hipokampus on timbritseva teabe suhtes tundlik, kuid just see voimaldab efektiivselt suhelda

keskkonnaga (Lui, 2016). Hipokampus toetab mailu, ruumilist taju ja tunnetust, luues nn
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“kognitiivse kaardi” vastavalt isendi varasematele kogemustele, mis on omakorda vajalik
tulevaste otsuste tegemiseks. Hipokampus esitab teavet virtuaalsel ja reaalsel navigatsioonil
ning hipokampuse tegevuse hdirumisel tehakse halbu navigatsioonilisi otsuseid. Ruumilisse
mailusse ja navigatsiooni panustavad ka hipokampuse vilised piirkonnad nagu
parahipokampaalne, retrospleniaalne ja mediaalne prefrontaalkoor, mis koos moodustavad

tiheda anatoomilise vorgustiku (Lisman et al., 2017).

Kognitsioon sdltub hipokampuse poolt toetatud méilu esituste pidevast kodeerimisest,
uuendamisest ja paindlikust manipuleerimisest. Hipokampus on oluline kognitiivses
paindlikkuses, sest esitused peavad olema sobivalt konstrueeritud ja ajakohastatud, et vastata
ilesandele ja kajastada nii sotsiaalset kui olukorrakeskset konteksti (Rubin et al., 2014).
Kontekstist sdltuv kodeerimine seletab, kuidas hipokampus kéitumises toetab frontaalkoore
tood (Lisman et al., 2017). Hipokampus on igapéevastes tegevustes vajalik sotsiaalsete
interaktsioonide keerulises diinaamikas. Peened kontekstipdhised erinevused tavapirases
suhtluses nouavad ulatuslikke ja paindlikke muutusi inimeste kiitumises, nt sdnade valimises,
teadmiste kasutamises vOi voorkeeles radkimises. Sotsiaalses suhtluses ja keelekasutuses on
hipokampusel votmeroll, sest ta teostab paindlikku tunnetamist 1dbi mitmete ajustruktuuride
vaheliste iihenduste. Seega on hipokampus-sdltuvad esitused tingimata vajalikud paindlikku

teavet ndudvates olukordades (Rubin et al., 2014).

Nirilise aju Inimese aju _g=

Heli
sagedus

Infralibiline,
prelimbiline
Mediaalne
prefrontaalkoor

M Sensoorne- [ Korgemad
motoorne funktsioonid

Joonis 1. Hipokampuse homoloogsed piirkonnad nérilisel ja inimesel. Nirilise hipokampuse ventraalse osa
homoloog on primaatidel mérkimisvaérselt suurem, et tiita kdrgemaid funktsioone nagu mélu kodeerimine.

Primaatide hipokampuse ,,saba“ on homoloogne nérilise dorsaalse vahepealse hipokampusega. Narilistel toimub

teabe salvestamine ja manipuleerimine enamjaolt hipokampuse dorsaalses osas (Lisman et al., 2017 pdhjal).



1.3. Hipokampus ja kognitiivne defitsiit

Hipokampuse véértalitlused on seotud nii neuroloogiliste (nditeks traumaatiline ajukahjustus
ja Alzheimeri tdbi) kui ka psiihhiaatriliste seisunditega (nditeks skisofreenia, traumajérgne
stress, depressioon, &drevus ja autism). Hipokampuse kahjustus mdjub negatiivselt ka
keelelistele ja loogikaga seotud vdimetele (Rubin et al., 2014). Psiihhoosi korral tekivad
hdired vorgustikus, mis holmab erinevaid aju piirkondi ja kindla neurotransmitteri keskseid
radu. Héilbed neil tasanditel toovad esile psiihhoosi stiimptomid. Naiiteks toimuvad
mitmesugused muutused kéitumises, kaob reaalsustaju, esinevad hallutsinatsioonid ja
pettekujutelmad (lwakura ja Nawa, 2013; Kesby et al., 2018). Intellektuaalne joudlus (ingl
intellectual performance) halveneb juba mitu aastat enne psiihhoosi ilmnemist ja héired
kognitiivsetes, motoorsetes vOi sotsiaalsetes vOimetes vodivad esineda pikka aega enne
skisofreenia diagnostilisi tunnuseid (Lewis ja Levitt, 2002; Jaaro-Peled et al., 2009; Ayhan et
al., 2016).

Skisofreenia on peamiselt tdiskasvanutel esinev kompleksne krooniline psiiiihikahdire, mis
véiljendub ebanormaalsetes vaimsetes funktsioonides ja segases kaitumises (Lewis ja
Lieberman, 2000; Jaaro-Peled et al., 2009). Haiguse teket mojutavad nii geneetilised kui
keskkondlikud faktorid, sh lapsepdlves vdi nooruses kogetud traumaatilised siindmused ja
stress. Kahjustused esinevad patsientide toomailus, tdidesaatvates funktsioonides ja
kognitiivsetes voimetes (Eichenbaum, 2017), millest enim paistavad silma just viimased
(Lewis ja Lieberman, 2000; Lewis ja Gonzalez-Burgos, 2008; Miller ja Rockstroh, 2016).
Toimiv vorgustik on skisofreenikute ajus vdhem paindlik kui kontrollisikutel, sealne
kommunikatsioon on héiritud ja kognitiivsete vOimete eest vastutavad piirkonnad on
omavahel funktsionaalselt vdhem seotud (Miller ja Rockstroh, 2016). Kognitiivse defitsiidi all
kannatavatel skisofreenikutel on kahjustunud just prefrontaalkoore ja hipokampuse talitlus.
Hipokampuse kahjustustega seostatakse probleeme episoodilises maélus ja selle
organiseerimises (Eichenbaum, 2017). Skisofreeniaga kaasnevaid kuulmise hallutsinatsioone
seostatakse muutustega hipokampuse ja taalamuse vahelistes iithendustes ning seejuures
esineb suurenenud taalamuse, juttkeha (Id corpus striatum) ja hipokampuse aktiivsus.
Seevastu skisofreenikute pettekujutelmad on seotud hoopis prefrontaalkoore ning juttkeha- ja

taalamusevaheliste tihendustega (Lewis ja Lieberman, 2000; Kesby et al., 2018).
Skisofreenia stimptomid jaotatakse 3 gruppi (Jaaro-Peled et al., 2009; Kesby et al., 2018):

1. Positiivsed siimptomid - pettekujutelmad ja hallutsinatsioonid, mis on enim tajutavad

akuutse psithhoosi korral. Suures osas toetub nendele siimptomitele skisofreenia
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kliiniline  diagnoosimine. Antipsithhootikumid védhendavad efektiivselt just
positiivseid siimptomeid (Koido et al., 2016). Halvenenud kognitiivset paindlikkust
seostatakse stivenenud positiivsete siimptomitega.

2. Negatiivsed siimptomid - emotsionaalse véljenduse puudus ehk apaatia, anhedoonia,
sotsiaalne voorandumine (ingl social withdrawal).

3. Kognitiivsed siimptomid - probleemid dppimises, milus, tihelepanus ja tdidesaatvates
funktsioonides. Kognitiivsed siimptomid esinevad skisofreenia korral enne positiivseid

stiimptomeid, kuid voivad jddda mérkamatuks enne skisofreenia diagnoosi.

Psiihhootiliste stimptomite tekkimine soltub muutustest dopaminergilises talitluses.
Prestinaptiline dopamiini védrtalitlus on skisofreenia korral psiithhoosi vahendajaks ja
subkortikaalsel hiiperdopaminergial on otsene seos kognitiivsete kahjustustega (Kesby et al.,
2018). Dopaminergiline siisteem koosneb dopamiini siinteesivatest ja vabastavatest
projektsioonineuronitest. Ténapdeval kasutuses olevad antipsiihhootikumid blokeerivad
dopamiini D2 retseptorid (Grace, 2016; Waltz, 2017). Ravimid (niiteks amfetamiin), mis
viivad dopamiini vabastamiseni v0i vdhendavad dopamiini tagasihaaret siinaptilisest pilust,
siivendavad skisofreenikutel psiihhoosi ning vdivad korduval manustamisel kutsuda esile
psiihhoosilaadseid siimptomeid ka kontrollisikutel (Lewis ja Lieberman, 2000; Lewis ja
Gonzalez-Burgos, 2008; Skirzewski et al., 2017; Kesby et al., 2018). Amfetamiini poolt
indutseeritud  dopamiini  vabastamine on vorreldes kontrollisikutega suurenenud
skisofreenikutel korrelatsioonis psiihhoosi siimptomitega nagu hallutsinatsioonid voi
pettekujutelmad (Lewis ja Lieberman, 2000). Suurenenud dopamiini vabastamine juttkehas
viib positiivsete stimptomiteni, kuid vdhenenud dopamiini signaliseerimine prefrontaalkoores

viib Kognitiivsete kahjustuste ja negatiivsete siimptomiteni (Ayhan et al., 2016).

Skisofreenikutel on viiksem hipokampus kui tervetel indiviididel, vdhenenud on just
neuronite suurus ja erinevate stinapsitega seotud geenide ekspressioon (Lewis ja Lieberman,
2000). Hipokampuse anterioorne osa on neil hiiperaktiivne (Grace, 2016). Antipsiihhootiline
ravi ei paranda patsiendi kognitiivseid funktsioone (Kesby et al., 2018), vaid aeglustab
haiguse progressiooni (Lewis ja Lieberman, 2000). Ebatavalised antipsithhootikumid on
efektiivsed positiivsete siimptomite raviks, kuid need ei aita ravida negatiivseid voi
kognitiivseid siimptomeid. Tdnapédeval piiiitakse vidlja todtada ravimeid, mille sihtmirgiks
oleks glutamaatergiline siisteem ja eesmargiks oleks tosta NMDA (N-metiiiil-D-aspartaat) ehk
glutamaadi retseptorite aktiivsust. See aitaks leevendada haiguse negatiivseid siimptomeid ja
kognitiivset diisfunktsiooni (Hu et al., 2015; Vullhorst et al., 2015). Kognitiivsete ja

negatiivsete siimptomite vdahendmine labi skisofreenia varajase diagnoosi ja ravi aitaksid
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ennetada voi vidhendada siivenevat morbiidsust (Lewis ja Lieberman, 2000). Samas piisava
tundlikkuse ja spetsiifikaga bioloogilisi markereid haiguse diagnoosimiseks ning raviks ei ole
seni leitud. Nii skisofreenia markergeenide kui ka endofenotiilipide leidmine aitaksid haigust

paremini ennetada ja ravida (Miller ja Rockstroh, 2016).

1.4. ErbB perekonna kinaasid

Inimesel on kokku 58 retseptor tiirosiinkinaasi, mis jagunevad 20 alamperekonda (Lemmon ja
Schlessinger, 2010). Koikidel retseptor tiirosiinkinaasidel on N-terminaalne ekstratsellulaarne
ligandi siduv domeen ja tsiitoplasmaatiline tiirosiin-kinaasi kataliititiline domeen, mis on
seotud iihekordse transmembraanse heeliksiga. Sellest hoolimata on alamperekonnad
tiksteisest iisna erinevad. Nende seas on ka ErbB retseptor tiirosiinkinaaside perekond, kuhu
kuulub 4 retseptorit: ErbB1, ErbB2, ErbB3 ja ErbB4. Neil on omavahel 40-50%-line
struktuurne homoloogsus tsiisteiinirikastes rakuvélistes domeenides ja 60-80%-line
homoloogsus rakusiseste domeenide jérjestuses. Kinaasi domeeni piirab tiirosiini
autofosforiileerimissaitidega karboksiiterminaalne saba (lwakura ja Nawa, 2013; Kovacs et
al., 2015).

ErbB perekonna liikmeid leidub mitmes ekto- ja mesodermaalset péritolu koes (Yarden ja
Sliwkowski, 2001; Iwakura ja Nawa, 2013; Kovacs et al., 2015), neid esineb nii arenevas Kkui
kiipses kesknérvisiisteemis (Futamura et al., 2002; Iwakura et al., 2005). ErbB retseptorid
osalevad tdhtsates rakulistes protsessides nagu proliferatsioon, kasv, migratsioon ja adhesioon
(Yarden ja Sliwkowski, 2001; Kovacs et al., 2015). ErbB valgud té6tavad koos epidermaalse
kasvufaktori ja selle derivaatidega (tabel 1). Nende signaliseerimine on reguleeritud SNP-
dega, alternatiivsel splaissingul, proteoliiiitilisel to6tlusel, intratsellulaarsel translokatsioonil ja
ErbB signaalide ristumisel (lwakura ja Nawa, 2013). Ligandi vahendatud retseptori
endotsiitoos liillitab ErbB signaliseerimise vélja. ErbB retseptorite vorgustik voib lisaks oma
sisenditele siduda ka heteroloogseid signaale, néditeks hormoone, neurotransmittereid ja stressi

voimendajaid (Yarden ja Sliwkowski, 2001).

ErbB1 ehk EGFR ehk HER1 ekspresseeritakse keskajus, neokorteksi ja hipokampuse

vahelistes interneuronites, hiipofiilisis, vdikeajus Purkinje rakkude poolt. ErbB1 retseptorid on

mitmetel GABAergilistel neuronitel. Neuraalsetes tiivirakkudes viib ErbB1 aktivatsioon

nende rakkude proliferatsiooni ja migratsioonini (Nawa et al., 2014). Retseptori

aktiveerumine aitab kaasa dopaminergiliste neuronite ellujddmisele ja siinnijirgsele arengule

(tabel 1). Mutatsioonid retseptoris vdivad viia kasvajate tekkeni, nt EGFRVIII on ErbBl
12



mutant, millel ei ole ekstratsellulaarset EGFR domeeni ja selle tulemused on retseptor

konstitutiivselt aktiivne (Yarden ja Sliwkowski, 2001).

Tabel 1. ErbB1-4 retseptorite ligandid, funktsioonid ja jaotumine ajus (Iwakura ja Nawa,

2013).
Retseptor Ligandid Kude Rakutiitip Funktsioon
Subventrikulaarn Neuraalsed tiivirakud Raku_Jagun'emlne,
e ala migratsioon
. Dopaminergili
Keskaju opamine 9' Ised Elulemus, areng
neuronid
EGF
TGFa Ajukoor, - Stinaptiliste
. ABAergil .
HBEGF hipokampus G neufor?iIdISEd funktsioonide
ErbB1 AREG Astrotsii d’i q regulatsioon,
BTC diferentseerumine
EREG —
EPG Viikeaju Purkinje rakud Areng,
rakujagunemine
Kortisooli ja
Hiipofiiiis Laktotroofid prolaktiini tootmine
ning vabastamine
Va_ukeaju Oligodendrotsiitidid, . .
. Ajukoor e g Rakujagunemine,
ErbB2 Ei ole teada . astrotsiitidid, . .
Hipokampus .. diferentseerumine
. gliiarakud
Keskaju
NRGL Ajukoor Miielinatsioon
ErbB3 NRG2 Hipokampus | Oligodendrotsiiidid HEHATSIOOT,
rakkude kiipsemine
NRG6
. GABAergilised P‘!durd‘at‘ud
Ajukoor, . stinaptiline
hipokampus neuronid, funktsioon
g astrotsiiidid, rakuja unemi’ne
BTC oligodendrotsiitidid axujag .
EREG diferentseerumine
NRG1
ErbB4 G ey - Stinaptiliste
NRG2 Viikeaju Granulaarrakud funktsioonide
NRG3 regulatsioon
NRG4 0
NRGS N Elulemus, pidurdatud
. Dopaminergilised . o
Keskaju - stinaptiline
neuronid i
funktsioon
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ErbB2 ehk HER2 ckspressioon on korge neuraalsetes tiivirakkudes ja prekursorites
ekspresseeritakse seda koos ErbB3-ga. ErbB2-I ei ole kindlat ligandi (Yarden ja Sliwkowski,
2001; Schneider ja Wolf, 2009; Mei ja Nave, 2014; Kovacs et al., 2015), kuid seda retseptorit
sisaldavad heterodimeerid on korgema afiinsusega ja laiema spetsiifikaga mitmete ligandide
jaoks. Tegu on eelistatuima sekundaarse retseptoriga (Citri ja Yarden, 2006). Nii ErbB2 kui
ka ErbB1 {ileekspressioon esineb mitmetes vahirakkudes, eriti peetakse onkogeeniks ErbB2
(Garratt et al., 2003). Selle tulemusel toimub ligandist sdltumatu dimeriseerumine iseendaga

ja autofosforiileerimine (Iwakura ja Nawa, 2013).

ErbB3 ehk HER3 on ajus korgelt ekspresseeritud oligodendrotsiiiitides ja nende prekursorites,
Schwanni rakkudes (Nawa et al., 2014), tagasihoidlikumalt ka hipokampuses (tabel 1). Kuna
ErbB3 on madala kinaasse aktiivsusega retseptor (selle kinaasne domeen on defektne), peab
see signaali iilekandeks moodustama dimeeri mone muu ErbB retseptoriga (Yarden ja
Sliwkowski, 2001; Schneider ja Wolf, 2009; lwakura ja Nawa, 2013; Mei ja Nave, 2014,
Kovacs et al, 2015). ErbB3 signaalid mingivad olulist rolli oligodendrotsiiiitide
miielinatsioonil ja soolade juhtivusel nérviimpulsil. ErbB3 aktivatsioon on seotud
rakujagunemise ja diferentseerumisega. ErbB3 seob kdrge afiinsusega neureguliine. ErbB3
isovorme leidub eelkdige kortikaalsetes astrotsiiiitides ja nad vdivad olla seotud NRG signaali

ndrgestamisega (lwakura ja Nawa, 2013).

ErbB4 ehk HER4 sarnaneb omadustelt ErbBl-le (Citri ja Yarden, 2006) ja selle
ebanormaalset eskpressiooni peetakse iliheks skisofreenia tekkepdhjuseks (Law et al., 2007
Skirzewski et al., 2017). ErbB4 reguleerib hipokampuse, keskaju, mediaalse prefrontaalkoore
ja juttkeha dopaminergilistes neuronites dopamiini siinteesi ja vabastamist, ensiimaatilist
aktiivsust ja tiirosiin-hiidroksiilaasi ekspressiooni (tabel 1) (lwakura ja Nawa, 2013;
Skirzewski et al., 2017). ErbB4 seob sarnaselt ErbB3-le korge afiinsusega neureguliine.
NRG1-ErbB4 kompleks reguleerib kesknérvisiisteemis neuraalsete- ja gliiarakkude arengut,
aksonite miielinatsiooni, stinaptilist plastilisust ja neurotransmitterite retseptorite aktivatsiooni
(Feng et al., 2010; Mei ja Nave, 2014). ErbB4 eckspressiooni tous avaldab mdju
GABAergilistele ja dopamiini neuronitele ning véikeajule. ErbB4 aktivatsioon reguleerib
GABAEergilistes neuronites glutamaadi retseptorite aktiivsust ja/voi ekspressiooni (Iwakura ja
Nawa, 2013).

Nii ErbB3 kui ErbB4 kasutavad signaali iilekandeks koretseptorina ErbB2, moodustades
ErbB2/ErbB3 ja ErbB3/ErbB4 dimeere (Garratt et al., 2003). ErbB2/ErbB3 heterodimeer voib
hédlestada mitogeenset signaliseerimist. Eraldi seisvalt ErbB2 ja ErbB3 iikski ligand neid ei

aktiveeri, kuid nende retseptorite heterodimeer on kdige muutuvam ja mitogeensem retseptor-
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kompleks (Yarden ja Sliwkowski, 2001; Citri ja Yarden, 2006; Schneider ja Wolf, 2009).
Perifeerses narvisiisteemis edastab ErbB2/ErbB3 heterodimeer NRGL1 signaale, mis on vajalik
Schwanni rakkude normaalseks arenguks (Garratt et al., 2003). ErbB2/ErbB4 dimeer mojutab
hipokampuse rakkude diferentseerumist. ErbB1/ErbB3  heterodimeer  moodustub
astrotsiititides ja edastab NRG-soltuvaid signaale. EGF kutsub seega 1dbi ErbB1/ErbB3

dimeeri esile neureguliinidest 1ahtuvat retseptori aktivatsiooni (Iwakura ja Nawa, 2013).

1.4.1. ErbB retseptorite signaaliradade moju

ErbB4  ErbB1 ErbB4  ErbB4

NRGs, ."
«»

X
X

(PI3K) «—@| Y V(@ PLC-y (P | ¢— @}y
ll'l I¢l
| Akt | J Akt
) l [ Ca?}
" @D e
s> ¥
@ @
v v
Rakujagunemine, elulemus, Kasvu inhibitsioon, elulemus,
de-differentseerumine differentseerumine

Joonis 2. ErbB retseptorite homo- ja heterodimerisatsioon ning nendega kaasnevate signaaliradade

iilekande tulemus (Iwakura ja Nawa, 2013 pdhjal).

ErbB retseptorid peavad aktiveerumiseks seostuma ligandiga (Yarden ja Schlessinger, 1987).
Igal ligandil on kindel eelistus, millise ErbB valguga secostuda. Soltumata seotud ErbB
alamtiilibist edastatakse signaalid nii ligandilt kui retseptorilt. Kdik EGF perekonna liikmed
seostuvad ErbB retseptor tiirosiinkinaasidega (Nawa et al., 2014). Retseptori
ekstratsellulaarsed osad votavad signaale vastu peptiidhormoonide voi pinnavalkudena,
vastusena aktiveeritakse intratsellulaarsed tiirosiinkinaasid. Pérast ligandi seondumist tekivad
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homo- v&i heterodimeerid. Retseptori dimeriseerumine aktiveerib tiirosiinkinaasi domeeni,
voimaldab ErbB partneri intratsellulaarse osa fosforiileerimist ja signaali edasi juhtimist

mooda erinevaid signaaliradu (joonis 2) (Iwakura ja Nawa, 2013).

1.5. ErbB retseptorite ligandid

13 ligandi voivad aktiveerida ErbB molekule (Kesby et al., 2018). ErbB ligandide kaks

perekonda on (Iwakura ja Nawa, 2013):

1. EGF perekond, kuhu kuuluvad EGF (epidermaalne kasvufaktor), HBEGF
(hepariinseoseline  EGF-laadne  kasvufaktor), BTC (beetatselluliin), TGFa
(transformeeruv kasvufaktor o), AREG (amfireguliin), EREG (epireguliin) ja EPG
(epigeen);

2. NRG perekond, kuhu kuuluvad NRG1 (neureguliin-1), NRG2 (neureguliin-2), NRG3
(neureguliin-3), NRG4 (neureguliin-4), NRG5 (neureguliin-5) ja NRG6 (neureguliin-
6).

Suurem osa ligandidest on membraanseoselised prekursorid, mis seostuvad ErbB
retseptoritega. Need siinteesitakse transmembraansete valkudena, millel on N-terminaalne
osa, EGF domeen, lithike jukstamembraanne vars, hiidrofoobne transmembraanne domeen ja
karboksiiterminaalne fragment. Kuuest konserveerunud tsiisteiinist koosnev EGF domeen on
ligandi keskseks funktsionaalseks ja struktuurseks iiksuseks ning vastutab retseptoriga
seostumise eest (Harris, 2003; Schneider ja Wolf, 2009). Ligandid erinevad tiksteisest nii
valgujérjestuste kui biokeemiliste omaduste poolest, kuid ometi reguleerivad need aju arengut
ja funktsioone, mistdttu vdivad hilbed neis faktorites viia mitmete neuroloogiliste hiireteni
(Schneider ja Wolf, 2009). Ligandid ei toimi iiksinda isoleeritult, kuid m&jutavad teineteist, et
saavutada bioloogilistes vastustes 1ldbi ErbB signaliseerimise voimalikult mitmekesine
repertuaar (Singh et al., 2016). EGF perekonna valgud vabanevad nii sekretoorsetest
vesiikulitest kui ka membraanseoseliste prekursorite proteoliiiitilisel protsessimisel (ingl
Shedding). EGF perekonna litkmed on ajus neurotroofseteks molekulideks ning voimendavad
titvirakkude jagunemist ja neuronite diferentseerumist (Futamura et al., 2002). Retseptoriga
seostumisel suurendatakse rakkude ellujddmist ja kasvamist ning mojutatakse

kesknérvisiisteemi siinaptilist plastilisust (Iwakura et al., 2005).

ErbB retseptoritega seonduvad ligandid voib jagada nelja gruppi (Chen et al., 2016).
Esimesse gruppi kuuluvad ligandid seostuvad ainult ErbBl1-le. Nendeks on EGF, AREG,
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TGFa ja EPG. EGF scostub ainult ErbBl-le (Nawa et al., 2014), pdhjustades retseptori
dimeriseerumise ErbB2-, ErbB3- voi ErbB4-ga (Futamura et al., 2002). EGF-i poolt
indutseeritud  ErbB1  signaliseerimine  vdimendab intratsellulaarsete  reaktiivsete
hapnikuiihendite tootmist. AREG on mitogeen astrotsiiiitides, Schwanni rakkudes ja
fibroblastides. AREG leevendab vigastusi epiteelirakkudes ja reguleerib 16pliku luumassi
moodustumist (Schneider ja Wolf, 2009; Singh et al., 2016). TGFa ekspresseerub koikides
aju piirkondades, nii neuronites kui gliiarakkudes (Futamura et al., 2002). TGFa knockout
hiirtel on ndhtud karvanddpsude ja silmalaugude sulgumise defekte. EPG on madala
afiinsusega, kuid korge mitogeense aktiivsusega ligand (tabel 2) (Singh et al., 2016), mis

ekspresseerub tdiskasvanud hiirtel testises, maksas ja siidames (Strachan et al., 2001).

Teise gruppi kuuluvad ligandid seonduvad nii ErbB1-le kui ErbB4-le. Nendeks ligandideks
on BTC, HBEGF ja EREG (Chen et al.,, 2016). BTC tootmine on luukasvajate korral
osteoblastides iiles reguleeritud. BTC vahendab interferoonide vastust ja vdimendab nende
viirusvastast tegevust (Singh et al., 2016). HBEGF ekspressioon on korge viikeajus,
hipokampuses, ajukoores, subventrikulaarses alas ja ajutiives (Harris, 2003). HBEGF seostub
ErbB1- ja ErbB4-ga (Nawa et al., 2014) ning seejuures on HBEGF ainus ligand EGF
perekonnas, mille puudumine pdhjustab kohese surma siinnijargselt (Schneider ja Wolf,
2009). HBEGF seostub ErbBl1-le suurema afiinsusega kui EGF (tabel 2). EREG on
normaalsetes rakkudes madalalt ekspresseeritud, kuid véhirakkudes on iile-ekspresseeritud.
Mitmed stressi seisundid nagu poletikud, isheemia ja hiipoksia indutseerivad EREG

ekspressiooni ajus, sh hipokampuses (Singh et al., 2016).

Kolmas grupp koosneb neureguliinidest, mis seonduvad ainult ErbB4-le. Nendeks on NRG1,
NRG2, NRG3, NRG4, NRG5. Neljandasse gruppi kuuluvad neureguliinid, mis seonduvad nii
ErbB3-le kui ErbB4-le. Nendeks on NRG1, NRG2 ja NRG6 (Chen et al., 2016). NRG1
ekspresseeritakse keskndrvisiisteemi siinapsides ning see osaleb glutamaadi retseptorite
ekspressioonis ja aktivatsioonis. NRG1 suurendab hipokampuses GABAergilist iilekannet
(Chen et al., 2010). Nrgl mutatsiooniga hiirtel esinevad kditumishdired (Stefansson et al.,
2002). NRG2 ekspressioon on ajus kdrgeim hipokampuses, viikeajus ja haistesibulas. NRG2
seostub GABAergilistes interneuronites ErbB4 ja NMDA retseptoritega (Vullhorst et al.,
2015). NRG3 maéngib olulist rolli embriionaalse ajukoore arengus. Nrg3 peetakse
skisofreenia, aktiivsus- ja tiahelepanuhidire ning Alzheimeri tove riskigeeniks. Kognitiivsete
kahjustuste korral esinevad mutatsioonid Nrg3 geenis (Kao et al., 2010; Mei ja Nave, 2014).
NRG4 ekspresseeritakse peamiselt kdhundarmes ja seost skisofreeniaga ei ole leitud (Benzel
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et al., 2007). NRG5 kutsutakse ka tomoreguliiniks. NRG6 korral on tegu neurogliikaaniga
(Kinugasa et al., 2004; Iwakura ja Nawa, 2013; Mei ja Nave, 2014).

Tabel 2. ErbB1-4 ligandide seostumise afiinsus (Jones et al., 1999).

Retseptor voi Ligandide afiinsus
retseptorite dimeer
ErbB1 TGFa, EGF, BTC, HBEGF > EREG
ErbB1/ErbB22 TGFa, EGF, BTC, HBEGF > EREG
ErbB3 NRGI1p > NRGla
ErbB2/ErbB33 NRG1B > NRGlo > NRG2B, EREG
ErbB4 BTC, NRG1p, NRG2p > NRG20 > NRG3
ErbB2/ErbB4 BTC, NRG1pB, NRG2p > NRG1a, EGF > NRG3, EREG, HBEGF,
TGFa, NRG2a

1.6. NRG-ErbB vorgustik

Kesknérvisiisteemis on oluline roll NRG-ErbB vorgustikul. Neid valke seostatakse
komplekssete hdiretega nagu skisofreenia, bipolaarne héire ja depressioon (Jaaro-Peled et al.,
2009; Mei ja Nave, 2014). EGF mingib rolli ajustruktuuride iildises arengus ning selle
retseptoreid esineb laialdaselt arenevas ja kiipses keskndrvisiisteemis. EGF perekonna
ligandide ja ErbB retseptorite ebatavaline ekspressioon ilmneb nii akuutse kui kroonilise
psiithhoosi patsientidel kesksetes ja perifeersetes kudedes. ErbB1 iiles reguleerimist on
skisofreenikutel tdheldatud eesaju piirkonnas (Futamura et al., 2002; Iwakura et al., 2005;
Iwakura ja Nawa, 2013; Nawa et al., 2014; Koido et al., 2016). EGF signaalid on
kesknérvisiisteemis tugevalt seotud dopaminergiliste radade arenguga. EGF valgud aitavad
dopaminergilistel neuronitel valtida apoptoosi (Futamura et al., 2002). Parkinsoni tdve korral
toimub keskaju dopaminergiliste neuronite neurodegeneratsioon ning seejuures viheneb nii
EGF kui ErbB1 tase (Iwakura et al., 2005; lwakura ja Nawa, 2013).

Nrgl liiga korge ekspressioon tekitab héireid glutamaatergilises iilekandes ning viib
kéditumishérete ja slinaptiliste kahjustusteni (Mei ja Nave, 2014). NRG1-ErbB4 kaskaad
reguleerib ajus siinaptilist plastilisust (Jaaro-Peled et al., 2009), neuronite ja gliiarakkude
arengut, aksonite miielinatsiooni, neurotransmitterite retseptorite ekspressiooni ja

aktivatsiooni (Feng et al., 2010). ErbB4 on vajalik GABAergiliste siinapside kiipsemiseks
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hipokampuse interneuronites labi NRG1 aktivatsiooni retseptorile seondumisel (Mei ja Nave,
2014). Skisofreenia patsientidel esineb hilbeid NRG1-ErbB4 kaskaadis voi aktiivsuses
mitmes aju piirkonnas, sh hipokampuses (Chen et al., 2010). NRG1 ja ErbB4 taset saab
voimendada antipsithhootikumide kroonilise manustamisega normaalsetel indiviididel.
NMDA retseptori korduv blokeerimine tdstab NRG1 ja ErbB4 ekspressiooni, mis viitab
sellele, et nit NRG1 kui ErbB4 ekspressioon on seotud NMDA retseptori toimimisega. Selle
pOhjuseks on ilmselt ErbB4 paiknemine koos NMDA retseptoritega samades postsiinaptilistes
saitides (Mei ja Nave, 2014). NRG1-3 ja ErbB4 mutatsioonidega indiviididel ilmnevad

psiihhiaatrilistele haigusseisunditele omased kéitumishédired (Skirzewski et al., 2017).

Skisofreenia, depressiooni ja teiste psiihhiaatriliste hairete korral on margatud ebanormaalset
Discl ekspressiooni. DISC1 on Discl poolt kodeeritud valk, mis vahendab mitmeid rakulisi
protsesse ning on oluline neuronite arenguks ja signaali {ilekandeks (Seshadri et al., 2015).
Discl mutatsioon leiti algselt iihest Soti suguvdsast, kus esines skisofreeniat. Tanapéeval on
DISCI iiks peamisi mentaalsete haiguste riskifaktoreid. DISC1 on kdrgelt ekspresseeritud
arenevas ajukoores ja tdiskasvanul hipokampuses. DISC1 hdireid tdiskasvanu hipokampuses
seostatakse tujude kodikumiste ja skisofreeniaga (Jaaro-Peled et al., 2009). DISC1 seondub
mitmete votmevalkudega, mis reguleerivad siinaptilist kiipsemist ja plastilisust. Neuronaalse
plastilisusega on seotud ka NRG1-ErbB4 kaskaad. Nii ErbB4 kui DISC1 paiknevad
glutamaatergiliste siinapside postsiinaptilises osas, kus asuvad mitmed teisedki skisofreenia
riskifaktorid (Jaaro-Peled et al., 2009). DISC1 vdhendab NRG1 poolt indutseeritud ErbB4
aktivatsiooni ja signaliseerimist. Kuna nii DISC1 kui ErbB4 seonduvad PSD-95-le
(postsiinaptiline tihedusvalk 95), vdib DISC1 mojutada interneuronites NRGI1-ErbB4
signaliseerimist PSD-95 kaudu. NRG1-ErbB4 signaliseerimine peab jidma mingisugusesse
optimaalsesse vahemikku, sest nii selle alla- kui ka iiles reguleerimine viib kognitiivsete

héireteni ja skisofreeniale omaste siimptomite tekkeni (Seshadri et al., 2015).

1.7. Loommudel

Klassikalised laboris kasutatavad hiireliinid on C57BL/6Ntac (BI6) ja 129S6/SvEvTac
(129Sv). BI6 hiired on aktiivse eluviisiga, kuid 129Sv liini esindajad on alalhoidlikud ja
passiivsed (Heinla, 2016). Skisofreenia loommudelite eesmirgiks on kutsuda esile héire
peamisi tunnusjooni, nditeks kditumismudelid jdljendavad patsientidel vaadeldud
kéditumishdireid ja simptomeid (Ayhan et al., 2016). Positiivsete siimptomite mdotmiseks
kutsutakse loommudelites psiithhoos esile amfetamiini manustamise 1dbi. Amfetamiin
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tohustab nii inimestel kui nérilistel dopamiini vabastamist ajus, mis viib psiihhoosilaadsele
seisundile omaste siimptomiteni. Pdrast psiihhostimulantide manustamist niitab enamus
skisofeenia loommudelitest suurenenud liikumisaktiivsust. Skisofreenikud on amfetamiini
mojule palju tundlikumad ning pdrast amfetamiini manustamist suureneb neil dopamiini

vabastamise vdime, mis on seotud haiguse positiivsete siimptomitega (Kesby et al., 2018).

Neurotroofsete faktorite (nditeks EGF) rolli uurimiseks skisofreeniaga kaasnevates
neuroloogilistes héiretes manustati rottidele ja hiirtele subkutaanselt EGF-i loomade
erinevates arenguetappides. Vastsiindinute kokkupuude EGF-iga viis ErbB retseptorite
fosforiileerimiseni ajus ja seeldbi mitmete kditumuslike hdireteni nagu hirmutunne, sotsiaalse
kditumise halvenemine, suurem tundlikkus metamfetamiini ja D2 retseptori antagonistile.
Haired kestsid iile viie kuu. Huvitaval kombel ei esinenud eeltoodud siimptomeid aga
tdiskasvanud loomadel. Sarnased olid tulemused ka ahvidel tehtud uuringutel (Nawa et al.,
2014). Lisaks EGF-i manustamisele on uuritud EGF-i voi NRGI iile-ekspresseerivaid
transgeenseid hiiri (vastavalt EGF-Tg ja NRG1-Tg). Nende ligandide ekspressioon oli
vorreldes perifeersete kudedega kdrgem kesknirvisiisteemis. EGF-Tg hiirtel ndhti puudujiéke
kontekstipdhises Oppimises ja sotsiaalses vdimekuses, samuti madalamat prepulsi
inhibeerimist kui metsiktiiiipi liigikaaslastel. Seega iildiselt sarnaneb EGF-Tg hiir sellele,
kellele EGF-i siistiti. NRG1-Tg hiirtel suurenes lokomotoorne aktiivsus, alanesid prepulsi
inhibeerimine ja kontekstipShine hirmu tunne ning esinesid hdired dopaminergilises

siisteemis. Uldiselt vihenesid aga mdlema transgeense grupi sotsiaalsed voimed (Nawa et al.,

2014).

Uuringud loommudelitel on ndidanud, et ErbB1 on skisofreenia korral iiles reguleeritud.
ErbB1 akuutne ja subkrooniline aktivatsioon vabastab dopamiini juttkehast voi kahkjaskerast
(Id globus pallidus), mis viib skisofreeniale omaste kditumishéireteni. Vastupidiselt dopamiini
neuronitele avaldatud mojule reguleerivad ErbB1 ligandid negatiivselt GABAergilist arengut
neokorteksis ja vdoimendavad nende neuronite glutamaadi retseptorite kanalite aktiivsust
(lwakura ja Nawa, 2013). 129Sv liini ErbB-1 knockout hiired surid tiinuse ajal ja BI6 hiired
stindides. Neil esinesid nii defektid ajus kui korvalekalded epiteelrakkude migratsioonis,
proliferatsioonis ja diferentseerumises. Ellujddnutel esines hiireliinist  sOltumatult
progresseeruv neurodegeneratsioon (Citri ja Yarden, 2006). Discl knockout hiirtel esinevad
arengu kéigus hiired interneuronite migratsioonis ja Oiges paigutuses ning siinapside
moodustamises (Seshadri et al., 2015). Discl knockout hiirtel esineb vdhenenud neuraalsete
eellasrakkude proliferatsioon ja enneaegne neuronite diferentseerumine arenevas ajukoores.

129Sv hiirtel on Discl geenis eksoni deletsioon (Jaaro-Peled et al., 2009).
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2. EKSPERMENTAALOSA

2.1. Too eesmirgid

Kéesoleva t606 iildine eesmirk on karakteriseerida amfetamiini poolt indutseeritud psiihhoosi
mdjul aset leidvaid muutusi hiire hipokampuses ja tuvastada ErbB perekonna retseptorite

ekspressioonimustri muutusi BI6 ja 129Sv hiire liinis.

1. Too kéigus médratakse molema hiireliini kolme katsegrupi (saliin - SAL, akuutne - AK,
krooniline - KR) jiargnevate geenide ekspressiooni tasemed: ErbB1, ErbB2, ErbB3, ErbB4,
Egf, Hb-Egf, Btc, Tefo, Discl, Nrgl, Nrg2 ja Nrg3.

2. Toos vorreldakse hiireliinide vahelisi erinevusi geeniekspressiooni tasandil hiire

hipokampuses

3. T66s arutletakse hiireliini sobilikkuse iile psiihhoosi uurimiseks.

T66 on osa Tartu Ulikooli Bio- ja siirdemeditsiini instituudis fiisioloogia osakonnas libi
viidavast suuremast uurimustodst, mille eesmirk on leida varajasi psiithhoosi vOi esmase
psiithhoosi markereid ning selle kaudu heita valgust psiihhoosi tekkimise molekulaarsetele

mehhanismidele.
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2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Katseloomad

Katseloomad olid Tartu Ulikooli Bio- ja siirdemeditsiini instituudi katseloomakeskuse

vivaariumis (Ravila 14b, Tartu) kasvatatud metsiktiiiipi 129S6/SvEvTac (129Sv) ja
C57BL/6Ntac (BI6) isased hiired (Mus musculus), keda hoiti 1290D Eurostandard tiitip III

puurides 425 mm x 276 mm X% 153 mm (Tecniplast, Itaalia). Allapanu oli haava hake (vahetus

1x nédalas) ja pesamaterjal haava laastud (vahetus 1x nddalas). Hiiri hoiti temperatuuril 22 °C

+/- 1 °C 12-tunnisel valge-pime reziimil (valge 07:00-19:00). Toit ja vesi olid vabalt kitte

saadavad, va 1 tund enne testi ja 1 tund testi ajal. Puuris hoiti 6-10 katselooma, kokku 71

isendit. Katse alguses oli loomade vanus 6-9 nédalat ja katse 10puks 8-11 nadalat. Katses

kasutati mdlema liini kolme gruppi hiiri (tabel 3):

1. Kontrollgrupp — siistiti fiisioloogilist lahust ehk saliini (SAL);

2. Akuutse manustamise grupp — siistiti fiisioloogilist lahust ja viimasel pédeval

amfetamiinilahust (AK);

3. Kroonilise manustamise grupp — siistiti amfetamiinilahust (KR).

Tabel 3. Katseloomade grupid, isendite arv grupis ja tootlus katse viéltel.

Grupp Isendite arv 1.ja 2. pdev 3. kuni 12. pdev 13. pdev
. - fiisioloogiline
BI6 SAL 13 Kohanemine fgsgg/lol(\)lilcl:llr)le lahus lahus
970 (0,9% NaCl)
fiisioloogiline lahus amfetamiin
: fisiolooili
BI6 AK 14 Kohanemine (0.9% NaCl) tisioloogilises
lahuses
amfetamiin amfetamiin
BI6 KR 13 Kohanemine .. e fiisioloogilises
fiisioloogilises lahuses
lahuses
fiisioloogiline lah fiisioloogiline
129Sv SAL 8 Kohanemine (859(0) A)OI(\)Ii Cl)e s lahus
' (0,9% NacCl)
amfetamiin
. isioloogiline lah
120SVAK |12 Kohanemine ?Ssé‘; /OOI‘\’é‘CIII)le T fisioloogilises
lahuses
amfetamiin amfetamiin
129Sv KR 11 Kohanemine .. e fiisioloogilises
fiisioloogilises lahuses lahuses
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Isendid kaaluti enne igat manustamist, arvutati vajalik lahuse kogus ning vastav lahus
(fusioloogiline lahus, fiisioloogiline lahus koos amfetamiiniga) manustati intraperiotanaalselt
10 ml keha kilogrammi kohta. Amfetamiini doos fiisioloogilises lahuses oli 3 mg keha

kilogrammi kohta.

Katsed viidi ldbi Tartu Ulikooli fiisioloogia osakonna laboris. Loomadega todtas vastavat
kvalifikatsiooni omav spetsialist. Kéesoleva t60 autor osales loomkatsetel vaatlejana. Katse
labiviimiseks oli viljastatud  Eesti Vabariigi Maaeluministeeriumi Loomkatseprojekti
loakomisjoni poolt luba (4.05.2016 nr 87).

2.2.2. Koeproovid

Antud etapp viidi 1dbi vastava ala spetsialisti poolt. Kdik katseloomad surmati 1 tund pérast
viimast manustamist 13. pdeval ldbi tservikaalse dislokatsiooni. Jérgnevalt eraldati jdil
katseloomadelt erinevad aju osad (frontaalkoor, amiigdala ehk mandelkeha, hipokampus,
dorsaalne striaatum ehk dorsaalne juttkeha, ventraalne striaatum ehk ventraalne juttkeha,
keskaju), mis jahutati koheselt vedelas lammastikus. Eraldatud kudesid hoiti -80 °C

kiilmkapis kuni jdrgmise etapi alguseni. Kédesolevas t60s keskenduti hipokampusele.

2.2.3. RNA eraldamine

RNA eraldamiseks kasutati happelist guanidiin-isotiotsiianaat/fenool/kloroform meetodit ja
eraldus viidi 1ébi, kasutades TRI reagenti (Molecular Research Center Inc, USA). Vaatamata
TRI reagendis sisalduvale guanidiin-isotsiianaadile, mis toimib kui RNaasi inhibiitor, viidi
RNA eraldus 14bi jdil eemal RNaasi ensiimaatilise aktiivsuse optimumist. RNA eraldamisel

kasutati modifitseeritud Molecular Research Center Inc protokolli.

Stigavkiilmutatud ajukude kaaluti koheselt, asetati jaéle ja lisati 100 ul kiilma TRI reagenti.
Kude uhmerdati jaal ja lisati veel kiilma TRI Reagenti kuni 500 pul mahuni ning inkubeeriti
jaal 5 min. Jargnevalt lisati 200 pl kloroformi (Sigma-Aldrich, Saksamaa) ja segati vorteksil u
15 sek kuni segu oli iihtlaselt roosat virvi ning inkubeeriti jddl 5 min. Proove tsentrifuugiti 15
min 2 °C 12000g (10630 rpm, r = 95 mm, Eppendorf 5810/R Bench Topp, Saksamaa).
Jargnevalt tOsteti vesifaas uude tuubi ning orgaaniline faas siilitati jaddl DNA ja valgu
eraldamiseni, millele antud t60s ei keskendutud. RNA sadestamisel vesifaasi supernatandist
lisati 500 pl isopropanooli (Sigma-Aldrich, Saksamaa) ja inkubeeriti kiilmruumis loksutil 30

min 4 °C juures. RNA tsentrifuugiti pdhja 15 min 2 °C 140009 (11481 rpm, r = 95 mm) voi
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kuni RNA sadenes tuubi pdhja hallika pelletina. Supernatant valati ettevaatlikult dra ning
pelletile lisati 1 ml -20 °C 75% etanooli. Jargnevalt tsentrifuugiti proove 10 min 2 °C 7500g
(5974 rpm, r = 95mm). Lahusti valati ettevaatlikult dra ning eelnevat etanooli nn ,,pesu
korrati veel 2 korda. Pirast pesu jdeti pelletid toatemperatuurile kuivama u 10 min. Kui pelett
oli kuiv, lisati 30 pl 50 °C vett (MilliQ), segati vorteksil ning tsentrifuugiti pdhja (spin-down).
Kontsentratsioonid ~mdoddeti  NanoDrop  ND-1000  spektrofotomeetril  (NanoDrop
Technologies, USA). Jargnev RNA lahus siilitati -80 °C juures.

2.2.5. Dnaasi I tootlus

cDNA siintees algas eraldatud RNA lahuse DNaas to6tlusega. DNaas tootlus on vajalik

eralduse kéigus lahusesse jddnud genoomse DNA eemaldamiseks.
Kéesolevas t60s kasutati tootja protokolle ja reaktsioonikomplekte:

1. RNaas-i vaba DNaas | (Life Technologies Corporation, USA)
2. SuperScript 111 poordtranskriptaas (Invitrogen, USA)

DNaas todtluseks tosteti siigavkiilmutatud RNA proovid jaile. Vastavalt eelnevalt mdddetud
kontsentratsioonidele tosteti uude tuubi RNA lahust ja vett (Milli-Q) kuni 21 ul mahuni.
Jéargnevalt lisati 3 ul 10x DNaas I puhverlahust (Life Technologies Corporation, USA) ja 3 ul
DNaas I ensiitimi (Life Technologies Corporation, USA). Segu segati vorteksil, tsentrifuugiti
pohja (spin-down) ning seejdrel inkubeeriti 37 °C juures 30 min. Reaktsioon peatati 3 pl 50
mM EDTA lahuse (Life Technologies Corporation, USA) lisamisega. Jargnevalt segu segati
vorteksil ja tsentrifuugiti pohja (spin-down) ning inkubeeriti 65 °C juures 10 min. Siis tosteti
proovid jaile jahtuma. Igast proovist vdeti 1+1 ul lahust eraldi tuubidesse, et hiljem vajadusel

RNA kvaliteeti hinnata. Proovid siilitati -20 °C juures.

2.2.6 cDNA siintees

Esmalt lisati DNaas I toodeldud RNAle vett kuni 11 pl 1dppmahuni nii, et 10plik RNA hulk
cDNA siinteesilahuses oleks 3 pg. Saadud lahusele lisati 2 ul | segu. | segu koosnes 2 ul 50
uM heksameersete praimerite segu (Applied Biosystems, USA) + 1 ul 10 mM dNTP segu
[10mM iga nukleotiidi] (Fermentas, USA) + 1 ul vett (Milli-Q). Segu inkubeeriti praimerite
seondumiseks kodigepealt temperatuuril 65 °C 5 min ning siis jdil 5 min. Segu tsentrifuugiti
pOhja (spin-down) ja lisati 1 pl segu Il, mis koosnes 4 ul 5X First-Strand Buffer (Invitrogen,

USA) + 1 ul 0,1 M DTT (Invitrogen, USA) + 1 ul SuperScript III pdordtranskriptaasi.
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Jargnevalt segati segu vorteksil ja tsentrifuugiti pShja (spin-down) ning inkubeeriti 25 °C 10
min ning seejdrel 50 ‘C 60 min. Reaktsiooni peatamiseks tdsteti temperatuur 70°C ja hoiti
selle juures 15 min. cDNA kontsentratsioonid mdddeti NanoDrop ND-1000

spektrofotomeetril (NanoDrop Technologies). Proovid séilitati -80 °C juures.

2.2.7.qPCR

gPCR analiitisil kasutati tootja 5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Supermix (Solis
Biodyne, Eesti) protokolli ja reagente. Seade, mille abil katsed sooritati, oli QuantStudio 12K
Flex (Applied Biosystems, USA). Esmane andmete kogumine ja t66tlus toimus QuantStudio
12K Flex Software 1.2.2 tarkvaraga. Praimerite disainimiseks kasutati Primer3Plus
vabavaralist tarkvara. Praimerid telliti (Biosearch Technologies, Taani) ja nende sobilikkust
katsetati geelelektroforeesil ning seejarel qPCR analiiiisiga. Referentsidena kasutatud
koduhoidjageen Hprt valiti 1dhtuvalt selle varasemalt tdendatudstabiilsusest ja efektiivsusest
(Vanaveski et al., 2017). Uhel gPCR plaadil (Thermo Scientific, USA) teostati korraga iihe
geeni uuring. Selleks kanti plaadile kdikide isendite proovid nelja iiksiku kordusena, et oleks

voimalik selgelt hélbivad tiksikud kordused eemaldada.

2.2.8. Andmete statistiline analiiiis

gPCRi andmed eksporditi QuantStudio 12K Flex Software 1.2.2 tarkvarast Exceli failina.
Hélbijate eemaldamine ja andmete puhastamine teostati, pohinedes tarkvara soovitustele ja
kdvera kvaliteedile, mida hinnati visuaalselt. Andmed viidi Excelis 22T kujule koduhoidja
(Hprt) suhtes. Statistilise testi valikuks analiilisiti esmalt normaaljaotusele vastavust ning
sellest ldhtuvalt tehti otsus kasutada mitteparameetrilist(Kruskal-Wallise testi. Kruskal-
Wallise testi korral oli post hoc testiks Dunni test. Statistiliselt oluliseks tulemuseks loeti p <
0,05. Statistiline analiilis sooritati ja graafikud koostati GraphPad Prism 7 tarkvaraga
(GraphPad Software Inc, USA). Tulemused on toodud tabelis 4 (lisa 1) ja tabelis 5 (lisa 2).
Graafikutel on tulemused véljendatud keskvaértuse ja koos 95% usalduspiiridega. Statistiliselt
olulised tulemused on esile toodud horisontaalsete joontega ja statistilise olulisuse méér post

hoc testis on omakorda margistatud kas * (0,01 < p < 0,05) voi ** (p <0,01).
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2.3. Tulemused

Kéesolevas t60s uuriti 12 geeni ekspressiooni muutust hipokampuses amfetamiini kroonilise
ja akuutse manustamise jirel indutseeritud psiihhoosi mudelis kahes hiireliinis (B16 ja 129Sv).
Katseloomad kummastki liinist jaotati kolme gruppi: kontrollgrupp (SAL - siistiti
flisioloogilist lahust), akuutse manustamise grupp (AK - siistiti fiisioloogilist lahust ja
viimasel pdeval amfetamiinilahust) ja kroonilise manustamise grupp (KR - siistiti
amfetamiinilahust). Analiiiisitavateks geenideks olid ErbB1-4, Egf, Hb-Egf, Btc, Tgfa, Nrgl-3
ja Discl. Kokku saadi 71 koeproovi, neist 40 BI6 ja 31 129Sv hiirtelt. Andmeid analiiiisiti

Hprt koduhoidja suhtes. Peamised statistiliselt olulised tulemused ilmnesid BI6 hiireliinis.

BI6 hiirtel tousis retseptoritest oluliselt ErbB1 tase (Kruskal-Wallis, Fe, 40 = 6,397; p =
0,0408). ErbB1 SAL ja AK grupi vahel esines statistiliselt oluline muutus (Dunni test, p <
0,05). Ekspressioon oli SAL grupis 0,0448 + 0,00377, AK grupis 0,0498 + 0,00574 ja KR
grupis 0,0484 + 0,00517. 129Sv liinis ErbB1 tasemes olulist muutust ei esinenud (p =
0,5128), ekspressioon oli SAL grupis 0,0475 + 0,00534, AK grupis 0,0479 + 0,00767 ja KR
grupis 0,0449 + 0,00374. See-eest langes 129Sv liinis oluliselt ErbB4 ekspressioon (Kruskal-
Wallis, Fe, 30 = 7,806; p = 0,0202). Ekspressioon erines ErbB4 oluliselt SAL ja KR grupi
vahel (Dunni test, p < 0,05). ErbB4 ekspressioon oli 129Sv liinis SAL grupis 0,255 + 0,0494,
AK grupis 0,232 + 0,0156 ja KR grupis 0,206 + 0,0279. BI6 hiirtel ErbB4 tasemes
statistiliselt olulisi muutusi ei esinenud (p = 0,3417) ning ekspressioon oli SAL grupis 0,149 +
0,0166, AK grupis 0,158 + 0,0252 ja KR grupis 0,151 £ 0,0127 (joonis 3, tabel 4 lisas 1).

Ligandidest ilmnes BI6 hiirtel Nrg3 ekspressioonis iildine tousev trend (Kruskal Wallis, F(2, 40)
=7,932, p = 0,0189). Ekspressioonitase oli SAL grupis 0,0926 + 0,00881, AK grupis 0,103 +
0,00539 ja KR grupis 0,105 + 0,0152. 129Sv hiirtel oli Nrg3 ekspressioonitase SAL grupis
0,0117 £ 0,00568, AK grupis 0,127 + 0,0168 ja KR grupis 0,114 + 0,0189, kuid seal
statistiliselt olulist muutust ei esinenud (p = 0,2008) (joonis 3, tabel 4 lisas 1).

Statistiliselt olulised muutused geeniekspressioonis hipokampuses on esitatud tabelis 4 (lisa 1)
koos p-véirtuste ja gruppidevaheliste (SAL, AK, KR) erinevustega post hoc testis. Graafiliselt
on tulemused esitatud joonisel 3.
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Joonis 3. Statistiliselt oluliselt muutunud geeniekspressiooni tulemused koduhoidja Hprt suhtes.
Graafikutel on esitatud kahe hiireliini kolme katsegrupi (SAL, AK, KR) isendite geeniekspressioonid 2-2¢T kujul.
Tulemused on viljendatud koos keskvédartuse ja 95% usalduspiiridega. Statistiliselt olulised tulemused on esile
toodud horisontaalsete joontega ja statistilise olulisuse méir post hoc testis on omakorda mérgistatud kas * (0,01
< p <0,05) voi ** (p < 0,01). Graafikutelt on ndha, et ErbB1 ekspressioon tousis oluliselt BI6 hiirtel (Kruskal-
Wallis, F, 40 = 6,397; p = 0,0408), statistiliselt oluline muutus esines SAL ja AK grupi vahel (Dunni test, p <
0,05). 129Sv hiirtel ilmnes oluline ErbB4 ekspressioonis (Kruskal-Wallis, Fp, 30 = 7,806; p = 0,0202).
Statistiliselt oluline muutus toimus ErbB4 SAL ja KR grupi vahel (Dunni test, p < 0,05). Nrg3 ekspressioonis
esines BI6 hiirtel iildine oluline muutus katsegruppide vahel (Kruskal Wallis, Fo, 40y = 7,932, p = 0,0189).

Voimalikud trendid (p < 0,1) leidusid BI6 hiirtel Egf ja ErbB3 ekspressioonis. Egf-i (Kruskal-
Wallis, Fe, 38) = 5,554; p = 0,0622) ekspressioon ei osutunud statistiliselt oluliselt, kuid esines
trendina SAL grupi 0,00179 + 0,000367, AK grupi 0,00219 + 0,000571 ja KR grupi 0,00214
+ 0,00039 vahel. 129Sv hiirtel Egf-i tasemes statistiliselt olulisi muutusi ei ilmnenud (p =
0,3722), ekspressioon oli SAL grupis 0,00301 £ 0,000649, AK grupis 0,00257 + 0,000729 ja
KR grupis 0,00249 + 0,00059. BI6 hiirtel langes trendina ErbB3 tase (Kruskal-Wallis, F, 39
= 5,049; p = 0,0801), ekspressioon oli SAL grupis 0,0224 + 0,00397, AK grupis 0,0213 +
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0,00168 ja KR grupis 0,0196 + 0,00324. Ka ErbB3 ekspressioon ei muutunud oluliselt 129Sv
hiirtel (p = 0,5757), kellel retseptori ekspressioon SAL grupis oli 0,0235 + 0,00903, AK
grupis 0,0191 + 0,00497 ja KR grupis 0,0195 £ 0,00494 (joonis 4, tabel 4 lisas 1).

Trendina muutus 129Sv hiirtel ErbB2 ja Discl ekspressioon. ErbB2 tase (Kruskal-Wallis, F,
31 = 5,025; p = 0,0810) oli SAL grupis 0,00842 + 0,00158, AK grupis 0,00734 + 0,00113 ja
KR grupis 0,00698 + 0,000726. BI6 hiirtel ei esinenud ErbB2 tasemes olulisi muutusi (p =
0,3619), ekspressioon oli SAL grupis 0,00757 = 0,00111, AK grupis 0,00809 + 0,000847 ja
KR grupis 0,00763 + 0,00126. 129Sv liinis muutus trendina oluliselt ka Discl ekspressioon
(Kruskal-Wallis, F, 31y = 5,096; p = 0,0782), mille tase oli SAL grupis 0,00475 + 0,000832,
AK grupis 0,00401 £ 0,000766 ja KR grupis 0,00436 + 0,00064. Bl16 hiirtel Discl tasemes
olulisi muutusi ei toimunud (p = 0,6684), ekspressioon oli SAL grupis 0,00482 + 0,00121,
AK grupis 0,00488 + 0,000821 ja KR grupis 0,0045 £ 0,000692 (joonis 4, tabel 4 lisa 1).

Trendid geeniekspressioonis hipokampuses on esitatud tabelis 4 (lisa 1) koos p-véartustega.

Graafiliselt on tulemused esitatud joonisel 4.
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Joonis 4. Trendid geeniekspressiooni tulemustes koduhoidja Hprt suhtes. Graafikutel on esitatud kahe
hiireliini kolme katsegrupi (SAL, AK, KR) isendite geeniekspressioonid 2-2¢T kujul. Tulemused on viljendatud
koos keskvéartuse ja 95% usalduspiiridega. Graafikutel toodud tulemused ei osutunud statistiliselt oluliseks,
kuid esinesid trendina (0,05 < p < 0,1). Gruppidevahelised trendid on mérgitud horisontaalse joonega ja lisatud
on p-véirtus. Graafikutelt on ndha, et Egf-i ekspressioonis esines Bl6 hiirtel gruppide vahel tdusev trend
(Kruskal-Wallis, F(, 33 = 5,554; p = 0,0622), kuid ErbB3 ekspressioonis ilmnes langev trend (Kruskal-Wallis,
Fe, 39y = 5,049; p = 0,0801). 129Sv hiirtel langes trendina ErbB2 (Kruskal-Wallis, F, 31y = 5,025; p = 0,0810) ja
Discl (Kruskal-Wallis, F, 31y = 5,096; p = 0,0782) ekspressioon.

Statistiliselt olulisi muutusi ei ilmnenud kummagi hiireliini mitte iheski grupis HbEgf-i, Btc,
Tefo, Nrgl, Nrg2 ekspressioonis. BI6 HbEgf-i (p = 0,1489) ekspressioonitase oli SAL grupis
0,0295 £+ 0,00294, AK grupis 0,0293 + 0,00432 ja KR grupis 0,027 = 0,00315. 129Sv HbEgf-i
(p = 0,9300) ekspressioonitase oli SAL grupis 0,0256 £+ 0,00518, AK grupis 0,0249 + 0,0047
ja KR grupis 0,0248 + 0,00409. BI6 Btc (p = 0,1342) ekspressioonitase oli SAL grupis
0,00229 + 0,000577, AK grupis 0,00208 £ 0,000641 ja KR grupis 0,00182 + 0,000318. 129Sv
Btc (p = 0,3109) ekspressioonitase oli SAL grupis 0,0207 £+ 0,000487, AK grupis 0,00174 +
0,000609 ja KR grupis 0,0019 £ 0,000588. BI6 Tgfo (p = 0,2070) ekspressioonitase oli SAL
grupis 0,0123 + 0,0101, AK grupis 0,132 + 0,0125 ja KR grupis 0,127 + 0,0165. 129Sv Tgfa
(p = 0,6650) ekspressioonitase oli SAL grupis 0,111 + 0,0316, AK grupis 0,117 £ 0,0171 ja
KR grupis 0,113 + 0,0175. B16 Nrgl (p = 0,6835) ekspressioonitase oli SAL grupis 0,0386 +
0,0068, AK grupis 0,0415 + 0,00693 ja KR grupis 0,0412 + 0,00823. 129Sv Nrgl (p =
0,1771) ekspressioonitase oli SAL grupis 0,0804 + 0,039, AK grupis 0,0624 £+ 0,00765 ja KR
grupis 0,0546 £ 0,00993. B16 Nrg2 (p = 0,1455) ekspressioonitase oli SAL grupis 0,0154 +
0,00174, AK grupis 0,0161 £ 0,000299 ja KR grupis 0,0151 £ 0,00205. 129Sv Nrg2 (p =
0,3659) ekspressioonitase oli SAL grupis 0,0228 + 0,00427, AK grupis 0,0215 + 0,00432 ja
KR grupis 0,0199 + 0,00399.

Statistiliselt olulised tulemused leiti ka geeniekspressioonide suhetest, mis on toodud tabelis 5
(lisa 2) koos p-véartuste ja gruppidevaheliste (SAL, AK, KR) erinevustega post hoc testis
ning graafiliselt joonisel 5. Ekspressioonitasemete muutused olid seejuures suuremas 0sas
olulised BI6 hiirtel, kuid 129Sv liinis esines oluline ekspressiooni tous ErbB1/ErbB4 suhtes
SAL, AK ja KR gruppide vahel (Kruskal-Wallis, Fp, 31y = 6,059; p = 0,0483).
Ekspressioonitase oli SAL grupis 0,19 + 0,0381, AK grupis 0,207 + 0,0306 ja KR grupis
0,233 + 0,0341. BI6 hiirtel tousis oluliselt Egf/HbEgf ekspressioon (Kruskal-Wallis, F, 26) =
8,286; p = 0,0159). Statistiliselt oluline muutus esines SAL ja KR grupi vahel (Dunni test, p <
0,05). Egf/HbEQf tase oli SAL grupis 0,061 £+ 0,0136, AK grupis 0,0756 + 0,0209 ja KR
grupis 0,0779 £ 0,0128. Samuti tdusis BI6 hiirtel oluliselt Egf/Discl ekspressioon (Kruskal-
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Wallis, Fe, 26) = 6,971; p = 0,0306). Statistiliselt oluline muutus esines SAL ja KR grupi vahel
(Dunni test, p < 0,05). Egf/Discl tase oli SAL grupis 0,0381 + 0,0767, AK grupis 0,462 +
0,112 ja KR grupis 0,482 + 0,0896. BI6 hiirtel langes oluliselt ekspressioonitase HbEgf/ErbB1
suhtes (Kruskal-Wallis, Fe, 26y = 11,26; p = 0,0036). Statistiliselt oluline muutus esines
HbEgf/ErbB1 ekspressioonis SAL ja AK grupi vahel (Dunni test, p < 0,05) ning SAL ja KR
grupi vahel (Dunni test, p < 0,01). HbEgQf/ErbB1 ekspressioon oli SAL grupis 0,659 + 0,063,
AK grupis 0,594 + 0,1 ja KR grupis 0,56 £ 0,0573.

Statistiliselt olulised tulemused geeniekspressioonide suhetes on toodud tabelis 5 (lisa 2) koos
p-vaartuste ja gruppidevaheliste (SAL, AK, KR) erinevustega post hoc testis. Graafiliselt on

tulemused esitatud joonisel 5.
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Joonis 5. Statistiliselt oluliselt muutunud geeniekspressioonide suhted koduhoidja Hprt suhtes. Graafikutel
on esitatud kahe hiireliini kolme katsegrupi (SAL, AK, KR) isendite geeniekspressioonide suhted 2-2¢T kujul. lga
grupi kohta on esitatud aritmeetiline keskmine koos 95% usalduspiiridega. Tulemused on véljendatud koos

keskviirtuse ja 95% usalduspiiridega. Statistiliselt olulised tulemused on esile toodud horisontaalsete joontega ja
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statistilise olulisuse maar post hoc testis on omakorda mérgistatud kas * (0,01 < p < 0,05) voi ** (p < 0,01). #
tahistavad {ildist statistiliselt olulist muutust SAL, AK ja KR grupi vahel, kus post hoc test statistilise olulisuse
maédra ei ndidanud. Graafikutelt on ndha, et B16 hiirtel tusis Egf/HbEgf-i ekspressioon (Kruskal-Wallis, F, 26) =
8,286; p = 0,0159), statistiliselt oluline muutus esines SAL ja KR grupi vahel (Dunni test, p < 0,05). BIG6 hiirtel
tousis oluliselt ka Egf/Discl ekspressioon (Kruskal-Wallis, Fe, 2 = 6,971; p = 0,0306), statistiliselt oluline
muutus leidis aset SAL ja KR grupi vahel (p < 0,05). BI6 hiirtel langes oluliselt HbEgf/ErbB1 ekspressioon
(Kruskal-Wallis, F, 26) = 11,26; p = 0,0036), statistiliselt oluline erinevus oli SAL ja AK grupi vahel (Dunni test,
p < 0,05) ning SAL ja KR grupi vahel (Dunni test, p < 0,01). 129Sv hiirtel esines ErbB1/ErbB4 ekspressioonis
tildine oluline tous (Kruskal-Wallis, F, 31y = 6,059; p = 0,0483).
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Joonis 6. Trendid geeniekspressiooni suhetes koduhoidja Hprt suhtes. Graafikutel on esitatud kahe hiireliini
kolme katsegrupi (SAL, AK, KR) isendite geeniekspressioonid 24T kujul. Tulemused on viljendatud koos
keskvidirtuse ja 95% usalduspiiridega. Graafikutel toodud tulemused ei osutunud statistiliselt oluliseks, kuid
esinesid trendina (0,05 < p < 0,1). Gruppidevahelised trendid on mirgitud horisontaalse joonega ja lisatud on p-
védrtus. Graafikutelt on ndha, et trendid esinesid geeniekspressioonide suhetes ainult Bl6 hiirtel. Trendid
ilmnesid Nrg3/ErbB4 (Kruskal-Wallis, F, 40 = 4,663; p = 0,0971), Nrgl-3/ErbB4 (Kruskal-Wallis, Fp, s0) =
5,244; p = 0,0727) ja ErbB3/ErbB4 (Kruskal-Wallis, F, 40) = 5,248; p = 0,0725) ekspressioonis.
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Trend ilmnes BI6 hiirtel Nrg3/ErbB4 suhtes (Kruskal-Wallis, F, 40) = 4,663; p = 0,0971), kus
ekspressioonitase oli SAL grupis 0,666 £+ 0,0846, AK grupis 0,622 + 0,0455 ja KR grupis
0,688 + 0,0706. Nrgl-3/ErbB4 (Kruskal-Wallis, Fp, 40 = 5,244, p = 0,0727)
ekspressioonitasemed olid Bl16 hiirtel SAL grupis 1,03 + 0,109, AK grupis 0,973 + 0,0335 ja
KR grupis 1,05 £ 0,0999. ErbB3/ErB4 suhtes (Kruskal-Wallis, Fe, 40) = 5,248; p = 0,0725)
voib BI6 hiirtel ndha ekspressioonitaseme langust trendina, kus ekspressioon on SAL grupis

0,152 £ 0,0337, AK grupis 0,136 + 0,0145 ja KR grupis 0,13 + 0,0208.

Trendid geeniekspressiooni suhetes hipokampuses on esitatud tabelis 5 (lisa 2) koos p-

védrtustega. Graafiliselt on tulemused esitatud joonisel 6.

2.4. Arutelu

Kiesoleva t66 eesmérk oli uurida psithhoosi kahes kditumuslikult erinevas hiireliini mudelis -
Bl6 ja 129Sv. Hiire mudelis kutsuti esile psiihhoosilaadne seisund amfetamiini akuutse ja
kroonilise manustamise tulemusel. Jargnevalt kirjeldati ErbB retseptorite ja neile seonduvate
ligandide ekspressioonitasemete muutust mdlema hiireliini hipokampuses. 13 pdeva jooksul
viidi 14bi loomkatsed (vastava ala spetsialisti poolt), mille jarel mdddeti qPCRi vahendusel 12
geeni ekspressioonide tasemed. Uuringus jaotati kummagi liini hiired kolme katsegruppi -
kontrollgrupp, akuutse manustamise grupp ja kroonilise manustamise  grupp.
Kontrollggruppile manustati katse viltel fiisioloogilist lahust. Akuutse manustamise grupile
manustati fiisioloogilist lahust ja ainult viimasel katsepdeval amfetamiinilahust. Kroonilisele
grupile manustati amfetamiini kogu katse viltel. Kédesolev katse vdimaldab hinnata
amfetamiini kordset ehk akuutset ning kroonilise manustamise mdju ErbB retseptorite ja EGF

perekonna ligandide ekspressioonile.

Tulemustest selgus, et indutseeritud psithhoosi korral toimuvad muutused ErbB perekonna
retseptorite ekspressioonis hiire hipokampuses. ErbB1 tase on iildiselt mdlemas hiireliinis
sarnane (BI6 SAL 0,045 + 0,004 vs 129Sv SAL 0,048 + 0,005, te1 = 36; p = 0,2675). ErbB1
paikneb hipokampuses GABAergiliste neuronite ja astrotsiiiitide pinnal (lwakura ja Nawa,
2013) ning tulemustest selgub, et juba iihekordne amfetamiini manustamine tdstab BI6 hiirtel
statistiliselt oluliselt ErbB1 ekspressiooni (p = 0,041). Tdendoliselt reguleeritakse 129Sv
hiirtel aga GABAergiline signaal maha, sest neil esineb glutamaatergiline alatalitlus. ErbB1
tiles reguleerimist on tdheldatud ka varasemate uuringute kaigus skisofreenia patsientide ajus
(Futamura et al., 2002; Iwakura et al., 2005; Iwakura ja Nawa, 2013; Nawa et al., 2014;
Koido et al., 2016). ErbB1 ekspressiooni on seostatud dopaminergilise siisteemiga. Retseptori
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aktivatsioon aitab dopaminergilistel neuronitel ellu jadda, GABAergilistel neuronitel olevate
ErbB1 retseptorite aktivatsioon viib neuronite dediferentseerumiseni (lwakura ja Nawa,
2013). ErbB1 aktivatsioonil suureneb dopamiini vabastamine ja see vOib viia psiithhoosile
omaste kaitumishdireteni. Seega iihekordne amfetamiini manustamine v3ib pohjustada ErbB1
iiles reguleerimisega GABAergiliste neuronite dediferentseerumise. Ilmselt piiiiavad BI6
hiired amfetamiinist tingitud aktiivsust reguleerides jouda tagasi tasakaalu ja véltida

kahjustusi ajus.

ErbB2 ekspressioon ei osutunud statistiliselt oluliseks kummaski liinis, kuid 129Sv hiirtel
ilmnes langev trend (p = 0,081). Teatavasti ei seo ErbB2 iiksi mitte {ihtegi ligandi, vaid peab
selleks moodustama esmalt dimeeri teise ErbB retseptoriga (Yarden ja Sliwkowski, 2001;
Schneider ja Wolf, 2009; Mei ja Nave, 2014; Kovacs et al., 2015). ErbB2 sisaldavad dimeerid
on ligandi sidumisel eelistatuimad. IImselt méngib ErbB2 keskset rolli ligandi sidumisel ja
signaali {ilekandes ning heterodimeeri moodustamine voimendab signaali veelgi (Yarden ja
Sliwkowski, 2001). ErbB1 ja ErbB2 sarnane tase (ErbB1 BI6 SAL 0,045 + 0,004 vs 129Sv
SAL 0,048 + 0,005, t1) = 36; p = 0,268; ErbB2 BI6 SAL 0,076 + 0,001 vs 129Sv SAL 0,008
+ 0,002, teyy = 35, p = 0,237) voib ndidata ErbB1/ErbB2 dimeeride domineerimist
signaaliiilekandes. Tulemuste pdhjal on ErbB2 ja ErbB4 ekspressioonimuster 129Sv hiirtel
kiillaltki sarnane, nad molemad reguleeritakse siisteemis alla. Sellest tulenevalt reguleeritakse
ilmselt ErbB2/ErbB4 dimeer 129Sv hiirtel alla (ErbB2 SAL 0,008 & 0,002, AK 0,007 + 0,001,
KR 0,007 + 0,001; ErbB4 SAL 0,255 + 0,049, AK 0,232 + 0,016, KR 0,206 + 0,028), mis
voib tdhendada, et ka GABAergiline signaal reguleeritakse maha. ErbB2/ErbB4
heterodimeerid mojutavad hipokampuse neuronite diferentseerumist (Iwakura ja Nawa, 2013)
ja varasemalt on selgunud, et ErbB2/ErbB4 defitsiitsed hiired on agressiivsemad (Abazyan ja
Pletnikov, 2014).

ErbB4 ekspresseeritakse hipokampuses peamiselt GABAergilistes neuronites, astrotsiiiitides
ja oligodendrotsiilitides. Hipokampuses reguleerib ErbB4 neuronite erutatavust. GABA-
ergilistes neuronites reguleerib ErbB4 ekspressioon NMDA-tiitipi glutamaadi retseptorite
aktiivsust ja/voi ekspressiooni, kuid skisofreenia korral on varasemalt tdheldatud NMDA alla
surumist (Law et al., 2007; lwakura ja Nawa, 2013). Kéesoleva t66 tulemuste pohjal viheneb
ErbB4 ekspressioon 129Sv liinis oluliselt kontrollgrupi ja amfetamiini kroonilise
manustamise grupi vahel (p = 0,02). ErbB4 alla reguleerimine 129Sv hiirtel voib toimuda
kompensatoorsel eesmargil. limselt esineb glutamaatergiline alatalitlus, mille korral NMDA-
tiilipi retseptorid on alla reguleeritud. 129Sv hiir proovib tdendoliselt toime tulla, surudes

maha GABAergiliste neuronite signaali ja see toimub neureguliinide vahendusel. Uldine
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ErbB4 tase on 129Sv hiirte hipokampuses siiski méargatavalt kdrgem kui B16 hiirtel (to1)=0; p
< 0,0001). Ilmselt on ErbB4 korgem tase 129Sv hiirtel kohandunud vastama NMDA siisteemi
aktiivsusele, mis on samuti 129Sv-1 iiles reguleeritud (avaldamata andmed). BI6 hiirtel on
toendoliselt kindel rada, kuidas toimuvatele protsessidele vastatakse, kuid 129Sv hiirtel ei ole
see nii paigas. Kognitiivne defitsiit vOib skisofreenia korral olla NRGI-ErbB4
ilesignaliseerimise tagajarg, mis viib NMDA-tiiiipi retseptoritest sdltuva glutamaatergilise
stinaptilise plastilisuse védhenemiseni. Sellest tulenevalt oleks meditsiiniline sekkumine
NRG1-ErbB4 signaliseerimisse iiks voimalus haiguse paremaks raviks (Pitcher et al., 2008;
Salter et al., 2009).

ErbB3 ekspressioonis ilmneb BI6 hiirtel langev trend (p = 0,0801). Kuna ErbB3 kinaasne
domeen on defektne, peab retseptor moodustama heterodimeeri mone muu ErbB-ga, et
signaali edastada. Kdige tdendolisemalt moodustab ErbB3 dimeeri ErbB2-ga, sest see
heterodimeer on kdige aktiivsem ning lisaks paiknevad nii ErbB3 kui ErbB2 hipokampuses
oligodendrotsiiiitide pinnal (Yarden ja Sliwkowski, 2001; Schneider ja Wolf, 2009; Iwakura
ja Nawa, 2013; Mei ja Nave, 2014; Kovacs et al., 2015). ErbB3 seob endaga NRG1 ja NRG2
(NRG6 kiesolevas to0s ei kisitletud), mis seonduvad ka ErbB4-le. Nii ErbB3 kui ErbB4
ekspressiooni vihenemine voib viidata aga sellele, et indutseeritud psiithhoosi korral védheneb
ka nende dimeeride hulk ja seonduvate ligandide moju. Kédesolevast uuringust selgus, et
NRG3 reguleeritakse BI6 hiirtel hipokampuses iiles (SAL 0,093 + 0,009, AK 0,103 + 0,005,
KR 0,105 + 0,015; p = 0,019) ning see vaib olla seotud ErbB3 ja ErbB4 poolt edastatava
signaali osakaalu suurenemisega. ErbB1 ja ErbB4 omavahelises suhtes esineb iildine tdusev
trend 129Sv hiire gruppide vahel (SAL 0,190 + 0,038, AK 0,207 = 0,031, KR 0,233 + 0,034;
p = 0,048). Nii amfetamiini akuutsel kui kroonilisel manustamisel touseb ErbB1 osakaal
ErbB4 suhtes (p = 0,048). Jarelikult v3ib eeldada, et nende tihised ligandid (BTC ja HBEGF)
seonduvad siis rohkem ErbB1-le. Nrg3 ekspressiooni ja tema signaali kandvate ErbB3/ErbB4
dimeeride suurenemine vdimaldab samuti BTC ja HBEGF-i seondumist ErbB1-le.
Tulemustest on ka niha, et tildine ErbB1 ekspressioon ErbB4 suhtes on oluliselt kdrgem BI6
hiirtel (tzo) = 0, p < 0,0001).

EGF perekonna ligandidest tuvastati voimalik trend ainult Egf-i korral BI6 hiirtel (p = 0,062).
Ekspressioon tdusis akuutse ja kroonilise manustamise grupis, vorreldes fiisioloogilist lahust
saanud kontrollgrupiga. Ilmselt reguleeritakse hipokampuses EGF iiles, et taastada
okstidatiivset stressist tekkinud kahjustusi ajus. EGF perekonna ligandide tase viiakse BI6
hiirtel iiles, kui aju kahjustub ning kédesolevas uuringus tekitas selle kahjustuse amfetamiini

manustamine (BI6 SAL 0,002 + 0,0004, AK 0,002 + 0,001, KR 0,002 + 0,0004; p = 0,062).
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Seevastu 129Sv hiirtel esineb ilmselt mingisugune regulatsiooni probleem ja puudub
peenhédilestus ning seetdttu jadb neil EGF-i tase tlihtlaseks ka parast amfetamiini manustamist
(129Sv EGF SAL 0,003 + 0,001, AK 0,003 + 0,001, KR 0,002 + 0,001; p = 0,372). BI6 ja
129Sv hiiri saab kasitleda kui inimpopulatsiooni jdljendava mudelina, kus erinevad liinid
kujutavad psiihhoosile vastuvotlikke ja resistentsemaid isendeid. Egf-i iileekspressioon esineb
esmase psithhoosi episoodi patsientidel ja seda vOib pidada psiihhoosi markeriks.
Antipsiihhootikumide mdjul aga védhenevad nii EGF-i tase kui skisofreenia positiivsed
stimptomid (Koido et al., 2016).

Vaadeldes iikshaaval teiste ErbB1 ligandide (BTC, HBEGF, TGFa) tulemusi, siis on néha, et
nende ekspressioon jddb psiihhoosi esile kutsumisel hipokampuses samaks voi isegi langeb.
Kui vaadata EGF-i suhet nendesse ligandidesse, on mérgata siiski ekspressiooni tousu. Seega
ilmselt kasvab EGF-i toendosus seonduda ErbB1 retseptorile teiste ErbB1 ligandide suhtes.
Samas peab arvestama, et EGF-i afiinsus voi mitootiline potentsiaal ei ole ligandide seas
korgeim (Jennifer T. Jones et al., 1999). Nii HBEGF-i kui BTC osalus enda retseptorite
(ErbB1 ja ErbB4) suhtes aga viheneb. Kuna ErbB4 on NRG1-3 iihine retseptor, leiti ka Nrgl-
3/ErbB4 ekspressioonide suhe. Tulemustest selgus, et Nrgl-3 summaarne ekspressioon
kasvab ErbB4 suhtes amfetamiini kroonilisel manustamisel. See voib olla jéllegi seotud
ErbB4 poolt edastatava signaali osakaalu suurenemisega.

Kéesolevast uuringust selgus ka, et tdoendoliselt on EGF ja DISC1 omavahel seotud.
Tulemuste pohjal tduseb BI6 hiirtel oluliselt EGF-i tase DISC1 suhtes amfetamiini korduval
manustamisel (Egf/Discl p = 0,031). Voiks eeldada, et seose taga on oksiidatiivne stress. Kui
toodetakse reaktiivseid hapnikuiihendeid, tekib oksiidatiivne stress, millele on DISC1
defitsiidiga neuronid eriti vastuvotlikud (Park et al., 2017). Oksiidatiivne stress mojutab
mitmeid rakulisi protsesse, sh mitokondriaalset signaliseerimist ja neuronite erutatavust, ning
vOib pdhjustada interneuronite neurotoksilisust. Seetottu avaldab oksiidatiivne stress moju ka
skisofreeniale ja meeleolu muutustele (Johnson et al., 2013). DISC1 defitsiiti on tdheldatud
skisofreenia patsientidel. EGF hoolitseb aga neuronite elulemuse eest. Seega ilmselt tduseb
BI6 hiirtel EGF-i tase DISC1 suhtes, et tasakaalustada amfetamiini voi psiihhoosi poolt
tekitatud okstidatiivset stressi. 129Sv hiirtel esineb Discl mutatsioon, mille korral tekib
rohkem reaktiivseid hapnikuiihendeid ja mis kahjustavad eriti DISC1-defitsiitseid neuroneid,
milleks on iildjuhul dopaminergilised neuronid. See tahendab, et 129Sv vdib olla tundlikum
mudel psiihhoosi uurimiseks. Tulevased teadusuuringud peaks selgitama tdpsemalt 129Sv ja

BI6 sobilikkust psiihhoosi uurimiseks.
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KOKKUVOTE

Komplekshaiguste nagu skisofreenia uurimine nduab hédid loommudeleid, mis voimaldaks
avastada haiguse tekkemehanisme. Kdesolevas t60s vaatlesime kahe hiireliini (Bl16 ja 129Sv)
vordlust amfetamiini poolt indutseeritud psithhoosilaadses mudelis. T66 eesmargiks oli uurida
ErbB perekonna ekspressioonimustri muutusi hiire hipokampuses. Uuritavateks geenideks
olid ErbB1-4, Egdf, Hb-Egf, Btc, Tgfa, Nrgl-3 ja Discl. Uuritavaid geene vaadeldi
koduhoidjageeni Hprt suhrtes.

Hipokampus toetab tunnetust, on seotud milu, Oppimise, méilestuste kujunemise ja nende
organiseerimisega. Hipokampuse véirtalitlusi seostatakse mitmete psiihhiaatriliste
seisunditega, nende seas psiihhoosiga. Skisofreenia korral ilmnevad patsientidel niiteks
pettekujutelmad, hallutsinatsioonid, apaatia ja probleemid kognitiivsetes vOimetes. Hetkel
kasutusel olevad antipsiihhootikumid blokeerivad D2 dopamiini retseptorid, mille tulemusel
viheneb iilemddrane signaalililekanne ja aeglustub haigussiimptomite silivenemine.
Kiesolevalt piiiitakse vilja tootada uusi ravimeid, mille mérklauaks oleks glutamaatergiline
slisteem ja NMDA retseptorite aktiivsuse moduleerimine. NMDA retseptoritega on seotud
Nrgl ja ErbB4 ekspressioon. NRG-ErbB kaskaad méngib kesknérvisiisteemis olulist rolli ja

hiireid nende geenide ekspressioonis seostatakse skisofreeniaga.

Kéesolevas t60s jaotati katseloomad kolme rithma, kellest esimene oli kontrollgrupp, teine
akuutse ja kolmas kroonilise manustamise grupp. Hiirte hipokampusest eraldati RNA, millele
tehti DNaas [ tootlus ja slinteesiti cDNA. Jirgnevalt kasutati qPCRi meetodit
geeniekspresiooni kvanitateerimiseks. Tulemustest selgus, et indutseeritud psiihhoosi korral
muutub hiire hipokampuses ErbB perekonna retseptorite ja ligandide ekspressioon. BI6 hiirtel
tousis oluliselt ErbB1, Egf ja Nrg3 ekspressioon. NRG3 iiles reguleerimisel suureneb ErbB3
ja ErbB4 poolt edastatava signaali osakaal. 129Sv hiirtel langes markimisvéaarselt ErbB4 tase,
mis ilmselt kompenseerib neil NMDA siisteemi aktiivsust. EGF reguleeritakse hipokampuses
iiles, et tasakaalustada okstidatiivset stressi, millele on eriti vastuvotlikud DISC1-defitsiitsed

neuronid. EGF-i- ja DISC1-vaheline seos nduab siiski edasist uurimist.

T66 on osa Tartu Ulikooli Bio- ja siirdemeditsiini instituudis fiisioloogia osakonnas lébi
viidavast suuremast uurimustodst, mille eesmirk on leida varajasi psiihhoosi vdi esmase
psithhoosi markereid ning selle kaudu heita valgust psiihhoosi tekkimise molekulaarsetele

mehhanismidele.
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RESUMEE/SUMMARY

ErbB family receptors and their ligand expression in mouse hippocampus
Anna Katt

Summary

Normal behavior is supported by adequate information processing. Cognitive flexibility
allows active manipulation of information and change in behavior of individuals in the
variable environment. This information processing needs co-operation of several brain areas.
The hippocampus is involved in the formation of memories, spatial navigation, and learning.
Hippocampus is important in cognitive flexibility because it organizes and updates
information as needed. There is a convincing evidence that dysregulation in the hippocampus

can lead to cognitive problems and neuropsychiatric disorders.

Schizophrenia is a chronic neuropsychiatric disorder that is expressed in the form of abnormal
mental functions and disturbed behavior. The diagnosis is based on positive and negative
symptoms, and cognitive deficits. Schizophrenia can be treated or at least postponed by early
intervention with antipsychotic treatment. Antipsychotics block dopamine D2 receptors, but
they have no effect on patient’s cognitive functions. Therefore, markers for early diagnosis of

cognitive decline are needed.

In present work chronic administration of amphetamine was used to evoke psychosis-like
state in two behaviorally different strains of mice (BI6 and 129Sv). The aim was to study gene
expression changes in the hippocampus. Genes involved were ErbBl1-4, Egf, Tgfa, HbEgf,
Btc, Nrg1-3 and Discl. In the present study, genes were compared with the housekeeping
gene — Hprt. To achieve the study aims animals were divided into 3 groups: control, acute,
and chronic. The animal experiment was conducted, and tissue samples were collected for
gPCR.

The results indicated that in induced psychosis gene expression levels of Egf, ErbB1 and Nrg3
were upregulated, but expression levels of ErbB3 and ErbB4 were down-regulated in
statistically significant level. The correlation between EGF and DISC1 was also found.
Therefore, these genes could be potential markers of psychosis in humans and deserve future

research to understand the underlying pathophysiological mechanisms.
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LISAD

LISA1

Tabel 4. Statistiliselt olulised tulemused ekspressioonitasemete muutustes Hprt suhtes hipokampuses.
Andmeid analiiiisiti 22T kujul koduhoidja (Hprt) suhtes. Kasutati Kruskal-Wallise testi, mille korral oli post hoc
testiks Dunni test. Statistilise olulisuse nivooks voeti o = 0,05. Tabelis on toodud statistiliselt olulised tulemused
(p <0,05) ja trendid (0,05 < p < 0,1). Statistiliselt oluliste tulemuste korral on tabelis nimetatud post hoc test ja
grupid, mille vahel statistiliselt oluline erinevus esines. Leiti katsegruppide (SAL, AK, KR) keskmised

ekspressioonid ja standardhidlve (SD). Statistiline analiilis sooritati GraphPad Prism 7 tarkvaraga (GraphPad

Software Inc, USA).

Tulemus p-vaartus | Grupp | Keskmine + SD Post hoc
SAL 0,00179 0,000367
BI6 Egf p=0,0622 | AK 0,00219 0,000571 -
KR 0,00214 0,00039
SAL 0,0448 0,00377
B Dunni test,
BI6 ErbB1 p=0,0408 | AK 0,0498 0,00574 SAL vs AK
KR 0,0484 0,00517
SAL 0,00842 0,00158
129SvErbB2 | p=0,0810| AK 0,00734 0,00113 -
KR 0,00698 0,000726
SAL 0,0224 0,00397
BI6 ErbB3 p=0,0801| AK 0,0213 0,00168 -
KR 0,0196 0,00324
SAL 0,255 0,0494
_ Dunni test,
129Sv ErbB4 | p=0,0202| AK 0,232 0,0156 SAL vs KR
KR 0,206 0,0279
SAL 0,00475 0,000832
129SvDISC1 | p=0,0782| AK 0,00401 0,000766 -
KR 0,00436 0,00064
SAL 0,0926 0,00881 )
Dunni test,
BI6 Nrg3 p=0,0189 | AK 0,103 0,00539 SAL vs AK
SAL vs KR
KR 0,105 0,0152

44




LISA 2

Tabel 5. Statistiliselt olulised muutused geeniekspressioonide jagatistes Hprt suhtes hipokampuses.
Andmeid analiiiisiti 22T kujul koduhoidja (Hprt) suhtes. Kasutati Kruskal-Wallise testi, mille korral oli post hoc
testiks Dunni test. Statistilise olulisuse nivooks vdeti oo = 0,05. Tabelis on toodud statistiliselt olulised tulemused
(p < 0,05) ja trendid (0,05 < p < 0,1). Statistiliselt oluliste tulemuste korral on tabelis nimetatud post hoc test ja
grupid, mille vahel statistiliselt oluline erinevus esines. Leiti katsegruppide (SAL, AK, KR) keskmised
ekspressioonid ja standardhilve (SD). Statistiline analiiis sooritati GraphPad Prism 7 tarkvaraga (GraphPad
Software Inc, USA).

Tulemus p-vaartus | Grupp | Keskmine + SD Post hoc
SAL 0,061 0,0136
_ Dunni test,
BI6 Egf/HbEgf | p =0,0159 AK 0,0756 0,0209 SAL vs KR
KR 0,0779 0,0128
SAL 0,381 0,0767
_ Dunni test,
BI6 Egf/DISC1 | p=0,0306 AK 0,462 0,112 SAL vs KR
KR 0,482 0,0896
SAL 0,659 0,063 _
Dunni test,
BI6 HbEgf/ErbB1 | p =0,0036 AK 0,594 0,100 SAL vs AK
SAL vs KR
KR 0,560 0,0573
SAL 0,666 0,0846
BI6 Nrg3/ErbB4 | p =0,0971 AK 0,622 0,0455 -
KR 0,688 0,0706
SAL 1,03 0,109
BI6 Nrgl- _
3/ErbB4 p =0,0727 AK 0,973 0,0335 -
KR 1,05 0,0999
SAL 0,152 0,0337
BI6 ErbB3/ErbB4 | p =0,0725 AK 0,136 0,0145 -
KR 0,13 0,0208
SAL 0,19 0,0381
129Sv _
ErbB1/ErbB4 p =0,0483 AK 0,207 0,0306 -
KR 0,233 0,0341
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