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KASUTATUD LUHENDID

129Sv — 129S6/SVEv Tac hiireliin

5-HT6 retseptor — 5-hiidroksutriptamiini ehk serotoniini retseptor

BDNF — ajus toodetav nérvikasvufaktor, brain-derived neurotrophic factor

Bdnf — ajus toodetavat narvikasvufaktorit kodeeriv geen nérilistes

C57 - C57BL/6BI hiireliin

DISC1 — geen, mis kodeerib valku disrupted in schizophrenia 1

EGF — epidermaalne kasvufaktor, epidermal growth factor

FGF — fibroblasti kasvufaktor, fibroblast growth factor

GDNF — gliiarakus toodetav kasvufaktor, glial-cell-derived neurotrophic factor

GPI- glukosuulfosfatidtdl inositool

IGF — insuliinilaadne kasvufaktor, insulin-like growth factor

IgLON — immunoglobuliinide superperekoda kuuluv valguperekond

IM — individuaalmajutus ehk tksikmajutus

LAMP - limbilise slisteemiga seotud membraanvalk, limbic-system associated membrane protein
Lsamp — limbilise susteemiga seotud membraanvalku kodeeriv geen

LTP — pikaajaline potentseerimine, long-term potentiation

NGF — nérvi kasvufaktor, nerve growth factor

OBCAM - opioide siduv raku adhesioonimolekul, opioid-binding cell adhesion molecule
PFC — eesfrontaalkoor, prefrontal cortex

RM - rikastatud majutus ehk enrichment

SM — standardmajutus



SISSEJUHATUS

Kéaesoleva to0 eesmérk on uurida interaktsioone geenide ja keskkonna vahel. Sotsiaalsed ning
keskkondlikud tingimused on sageli kaitumise ning haiguste véljakujunemisel sama olulised
kui geneetiline eelsoodumus. Inimese elu jooksul geneetiline materjal ei muutu, kuid koiki
geene ei kodeerita valkudeks ning nende avaldumine muutub ajas. Iga paev vahetub inimese
kehas 1-2 % kogu molekulaarsest koostisest, mistottu meie flisioloogiline seisund téna voi
homme vGib mdjutada organismi molekulaarset iseloomu jargmisteks nadalateks voi kuudeks.
Sotsiaalsed ning keskkondlikud tingimused mdjutavad transkriptoomi  aktiivsust
kesknarvisisteemi kontrolli all olevate neuraalsete ja endokriinsete protsesside kaudu (Slavich
ja Cole, 2013).

Varem on naidatud, et Lsamp geen on seotud siinaptilise plastilisusega (Hashimoto et al,
2009) ning Lsamp-puudulikkusega hiired ei ole isolatsiooni vdi rikastatud keskkonna
mojutustele nii tundlikud kui nende metsiktulpi pesakonnakaaslased (Innos et al, 2012).
Kéesolevas t60s huvitas meid, kas neuraalse adhesioonimolekuli Lsamp (limbilise susteemiga
seotud membraanvalk) ekspressiooni aktiivsus muutub, kui hiired kasvavad tles kolmes
erinevas kasvukeskkonnas. Paigutasime hiired elama kas rikastatud, standard- voi

individuaalmajutusse.

Kuna Lsamp geeni aktiivsus avaldub kahe alternatiivse promootori kaudu (Pimenta ja Levit,
2004), siis méarasime alternatiivsetelt promootoritelt (1a ja 1b) transkribeeritavate mRNAde
taset eraldi. Juba tuntud markerina on t66s kasutatud Bdnf (ajus toodetav narvikasvufaktor)
geeni, mille taseme tdusu nariliste hippokampuses on rikastatud keskkonnas kasvamise majul
juba varem korduvalt ndidatud (van Praag et al., 2000). Kuna iga indiviidi geneetiline taust
madrab nii Uksikute geenide avaldumist kui reaktsioone keskkonnale, mis omakorda md&jutab
geeniekspressiooni, viisime katse labi kahe erineva hiireliini vordluses (129S6/SvEv ja
C57BL/6).

Selles t66s labi viidud eksperimendid teostati Tartu Ulikooli fiisioloogia instituudis. Erinevad
ajupiirkonnad hiire ajust eraldati valjabppinud eksperdi poolt, kuid isiklikult eraldasin
ajukudedest RNA, siinteesisin cDNA ning viisin l&bi geeniekspressiooni kvantitatiivse
reaalaja PCR meetodil. Osalesin koos teiste projektiga seotud tudengitega ka PCR andmete

kvantiteerimises, statistilises analliisis ja andmete tlgendamises.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. Geenide ja keskkonna interaktsioon kaitumise kujunemisel

Keskkond on fenotlibi kujunemisel sama oluline kui geneetiline taust. Keskkond vdib
geenide poolt maaratud tunnuste valjakujunemist kas soodustada voi parssida. Geneetiliste ja
mitte-geneetiliste tegurite moju fenotiibile uuritakse, kasutades mudeloganisme (Oliver ja
Davies, 2012).

Nérviststeemi hdirete uurimiseks on levinuim mudelorganism hiir ning kui on teada inimestel
haigust tekitav mutatsioon, on v@imalik sama mutatsioon viia hiiremudelisse. Samas on
oluline olla teadlik, et hiirele ei saa omistada inimese haigust, vaid haiguse simptomeid ning
eriti keeruline on uurida haigusi, mille simptomiteks on hallutsinatsioonid vdi kujundlikust
keelest mitte arusaamine. Samuti raskendab nérvisiisteemi haiguste uurimist fakt, et enamus

haireid on seotud mitme geeni ja nende koosmdjudega (Baker, 2011).

Selleks, et mdista mehhanisme, mis mdjutavad aju arengu kadigus homeostaasi ja leida
potentsiaalseid riskifaktoreid, mis suurendavad vastuvotlikkust narvisusteemi hdiretele,
kasutatakse uurimise kaigus erinevaid stressoreid. Organismi arenguetappides mdjuvad
stressorid on nditeks pérast siindi sotsiaalsesse isolatsiooni paigutamine, emast vddrutamine,
immuunsisteemi mdjutamine enne ja parast stindi ning siinnieelne krooniline stress (Gresack
et al., 2010). Naiteks mojutades tiinuse ajal DISC1 geenimutatsiooniga hiirte
immuunsisteemi, on nende jarglased autismi siimptomitega. Keskkonda mdjutamata on
jarglased skisofreenia stimptomitega. DISC1 geeni seostatakse inimesel skisofreeniaga
(Abazyan et al., 2010).

Viimased uuringud kasvukeskkonna mdojust geeniekspressioonile on keskendunud
hipokampuses toimuvale neurogeneesile ja sellest tulenevale neuraalsele plastilisusele.
Tdaiskasvanu neurogenees (ehk uute néarvirakkude tootmine) hipokampuses aitab pidevalt
muutuvas keskkonnas kohaneda (Freund et al., 2013). Freund et al. (2013) paigutasid 40
C57BL/6N hiireliini isendit rikastatud elukeskkonda ning analudsisid nende aktiivsust. Kdik
hiired olid kiibitatud ning atraktsioonidega varustatud puuri paigutati 20 antenni, mis
méérasid hiirte asukoha. Kolme kuu jooksul asustasid sama genotulbiga hiired erinevaid
alasid Ohest ja samast puurist ning nende aju kaal varieerus grupisiseselt rohkem Kkui

kontrollriihmas, kus elasid hiired tavatingimustes. Aju kaalu suurenemine viitab neurogeneesi



toimumisele, mis korreleerub individuaalsete erinevuste tekkimisega keerukas keskkonnas
(Freund et al., 2013).

Neurogenees vahendab narvisusteemi plastilisust ja seotust vastavalt individuaalsetele
vajadustele. Igasugune haire neurogeneesis vdib pOhjustada neuroloogilisi haiguseid. On
markimisvéarne, et erinevalt enamus imetajatest, toimub inimesel neurogenees ainult

hipokampuses ja mitte haistesibulas (Bergmann ja Frisen, 2013).

1.2 Néariliste neuraalne areng isolatsioonis

Imetajate eraldamine vanematest ja sotsiaalne isolatsioon varajases eas mojutab suuresti aju
arengut ja organismi kaitumist téiskasvanuna (Gresack et al., 2010). Sarnased keskkonna
mdjutused voivad kaasa aidata psthhiaatriliste haiguste, néiteks depressiooni vdi skisofreenia,
valjakujunemisele geneetilise eelsoodumusega inimestel. Aju arenemise perioodil isolatsiooni
paigutatud mudelorganismide uurimine vOimaldab mdista geneetilisi ja molekulaarseid
seoseid neurobioloogias ning psihhiaatriliste haiguste tekkep8hjuseid. Samuti aitab see kaasa

uute terapeutiliste ainete avastamisele ja hindamisele (Fone ja Porkess, 2008).

Nériliste pisiv sotsiaalne isolatsioon pérast védrutamist pohjustab pikaajalisi kditumislikke
muutusi vorreldes pesakonnaga koos kasvavate nérilistega. Sotsiaalses isolatsioonis kasvanud
rottidel on raskusi keskkonnast tuleva informatsiooni t66tlemisel (Einon ja Morgan, 1977).
Nad on liigselt emotsionaalsed ja narvilised ning neil esineb isolatsioonist pGhjustatud stressi

stiindroom (Holson et al., 1991)

Uks esimesi nihtusi, mida isolatsioonis kasvanud rottide juures tahele pandi, oli uudses
keskonnas motoorse hiiperaktiivsuse esinemine ja lihem puhkeaeg. Mikrokiipide analiitsil on
leitud, et apoptoosi ja rakudifferatsiooni reguleerivate geenide ebanormaalne ekspressioon aju
mediaalses eesfrontaalkoores (PFC) korreleerub hlperaktiivsusega uues keskkonnas parast
26-paevast isolatsiooni. Seega ebatavaline aktiivsus PFC-s vdib olla seotud skisofreenia
simptomitega vOi depressiooniga kaasneva drevusega. Isolatsioonis kasvanud rotid viivitavad
suletud ruumist uude keskkonda liikumisel kauem, mis viitab nende suurenenud &revusele
(Fone ja Porkess, 2008).

Premeerimides isolatsioonis kasvanud rotte toiduga, suureneb nende motivatsioon rohkem Kkui
tavatingimustes kasvanud rottidel. Naiteks nad omandavad suhkrulahusega premeerides

kiiremini Ulesandeid, mis ei too neile otsest kasu. Varajane kognitiivne analiilis néitab, et



isolatsioonis kasvanud rottidel esineb puudulik véltimisreaktsioon ja nérk malu. Nende
aeglane reageerimine hirmuolukordadele viitab puudustele seoste Oppimises ning samuti
kulub neil uute objektide &ra tundmiseks kauem aega (Fone ja Porkess, 2008). Isoleeritud
rotid on vdimelised jatma meelde tuttavat objekti, kuid unustavad selle kiiremini Kkui
tavatingimustes kasvanud rotid. See néitab suuremat ajutist ununemist (King et al., 2011).
Sotsiaalne isolatsioon VvOib erinevate ajukoore ja hipokampuse neurotransmitterite
funktsionaalsete muutuste tottu pdhjustada neuraalse plastilisuse vahenemist. Glutamaadi
vahenenud funktsioon voib pbhjustada uute esemete &ratundmise véime halvenemist, mida
saab ravida 5-HTs (ehk serotoniini) retseptori antagonisti manustamisega. Arvatakse, et
ravimid, mis toimivad 5-HT6 retseptoritele vdivad pakkuda uudseid vGimalusi neuraalse
arengu kognitiivsete simptomite (k.a. skisofreenia simptomite) ravimiseks (King et al.,
2011).

Isoleeritud nériliste aju frontaalsetes alades (eriti PFC-s ja hipokampuses) on margatud
puudusi normaalses arengus, struktuurses organisatsioonis ja diinaamilises kohanemises.
Sellised muutused voivad seletada kognitiivseid puudusi. Isolatsioonis kasvanud hiirte puhul
on margitud hipokampuses ajus toodetava nérvikasvufaktori (BDNF) ja selle mMRNA taseme
langust ja hammaské&érus alanenud neurogeneesi taset. Lulitades valja hiire hipokampuse
hammask&éru neurogenees, kahjustub ruumiline ja esemete tuvastamise malu (King et al.,
2011).

Uuringud seoses isolatsioonis kasvanud hiirte sotsiaalsete interaktsioonide, agressiooni, valu
talumise ja ruumilise maluga, on seni toonud vastuolulisi tulemusi. Tulemused erinevad
suuresti olenedes roti liigitlivest, soost ja isolatsiooni algusest. Siiski on kindel, et thest
isolatsioonist tulenevast fenotitpilisest tunnusest ei piisa antipsiihhootilise potensiaali
ennustamiseks. Samuti pole ainult Ghe loommudeli kasutamine turvaline mehhanism
terapeutilise potentsiaali ennustamiseks keerukate neuropsuhhiaatriliste haiguste puhul (Fone
ja Porkess, 2008).

1.3. Nariliste neuraalne areng rikastatud keskkonnas

Rikastatud keskkond (ehk enrichment) erineb tavalistest laboritingimustest selle poolest, et
katselooma sensoorset, kognitiivset ja fulsilist aktiivsust Uritatakse kunstlikult tdsta. Loomi
hoitakse suuremates puurides, neid on Uhes puuris rohkem koos ning puurid on

mitmekesisema sisuga, neis leidub lisaks tavalisele allapanule ja pesamaterjalile ka tunneleid,
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jooksurattaid, ménguasju ja muid atraktsioone. Taolisi lisaelemente ja ka toiduasukohti
voidakse eksperimendi jooksul vahetada. Té&htis on sotsiaalsete interaktsioonide ja uldise
aktiivsuse koosmdju, mitte Gihe kindla elemendi olemasolu (van Praag et al., 2000).

Joonis 1 Naide elamistingimustest erinevates eksperimentaalsetes gruppides. a - jooksurattaga puur (48 x
26 cm), b - standardne puur (30 x 18 cm) , ¢ - enrichment puur méanguasjade, tunnelite ja jooksurattaga
14 hiire jaoks (86 x 76 cm) (van Praag et al., 2000).

Rikastatud elukeskkond mdjutab organismi nii aju arengu ajal kui ka téiskasvanuna. On
leitud, et spontaanne fiilsiline aktiivsus avaldab m&ju neurogeneesile. Vorreldes
tavatingimustes elavate hiirtega on rikastatud keskkonnas kasvanud hiirtel hammaskééarus
rohkem uusi nadrvirakke ning need on pikemaealisemad. Samuti on neil rohkem gliarakke,
paksem hipokampus ja dendriidid rohkem hargnenud (Kempermann et al., 1997; van Praag
et al., 2000).

Kasvufaktorid omavad suurt rolli areneva organismi organstisteemide véljakujunemisel, kuid
mojutavad ka neurogeneesi tdiskasvanueas. Maksas toodetav insuliinilaadne kasvufaktor
(IGF), mis on muuhulgas vajalik skeleti kasvuks, tdstab rottidel neurogeneesi taset.
Epidermaalne kasvufaktor (EGF), mis osaleb epidermise arenemises ja kasvamises,
neurogeneesi ei mojuta. Fiboblasti kasvufaktor (FGF-2), mis on tuntud kui sidekoe
stimuleerija ning embrionaalne induktor mesodermi eristumiseks, ei ole samuti naidanud
moju neurogeneesile. On ndidatud, et neurogeneesi regulatsioon sdltub BDNF valgu tasemest.
Rikastatud elukeskkonnas kasvanud hiirtel on kdrgem nérvi kasvufaktori (NGF), BDNF-i ja

gliiarakus toodetava narvikasvufaktori (GDNF) geeni ekspressioon. Fusiline aktiivsus tostab



IGF-1, FGF-2 ja BDNF-i geeni ekspressiooni. Kasvufaktorid, eriti just NGF ja BDNF,
osalevad ka Oppimises ja sunaptilise plastilisuse valjakujunemises. NGF on vajalik
stimpaatiliste ja sensoorsete neuronite eluks, vererakkude ja fibroblastide jagunemiseks ning

narvisisteemi neuronite diferentseerumiseks (Kérner, 1997; van Praag et al., 2000).

Kognitiivset aktiivsust tOstetakse stiimulipdhiste tlesannetega, millega saab mélu treenida.
On leitud, et taoline treening on terapeutilise toimega. Paljudes dppimise ja maluga seotud
geenides on néidatud ekspressioonimuutust vorreldes tava- ja rikastatud keskkonnas kasvanud
katseobjekte (Pang ja Hannan, 2013). Rikastatud keskkonnas kasvanud hiired saavad
paremini hakkama erinevate 6ppimisulesannetega nagu néiteks vesilaburint (watermaze) ja T-

laburint (van Praag et al., 2000).

Keskkonna rikastamise mdju haigustele uuritakse laialdaselt ning enamjaolt on mdju
positiivne voi ei ilmne erinevusi tavakeskonnas kasvanud hiirtega. Rikastatud keskkonna
moju erinevate haiguslike terviseseisundite parandamisele on toodud valja tabelis 1.

Tabel 1 Rikastatud keskkonna terapeutiline mdju (van Praag et al., 2000).

Seisund Kaitumislik tasand Neuroanatoomia Molekulaarsel tasandil
ajukahjustus, parandab mélu ja aju kaal suureneb,
trauma motoorseid oskuseid dendriitide hargnemine andmed puuduvad
NGF A ja glikokortikoidi
retseptori mRNA tase
motoorsed oskused suureneb. BDNF mRNA
ajurabandus paranevad mdju puudub tase vaheneb.
kasvufaktorite
krambihoogude geeniekspressioon
epilepsia ennetamine inhibeerib apoptoosi suureneb
neurogenees suureneb, RNA koostise suureneb,
vananemine parandab mélu gliagenees vaheneb NGF tase tbuseb

Huntingtoni tove
hiiremudel

ennetab krambihooge,
parandab motoorseid
oskuseid

peristriaalse peaaju mahu
suurenemine

haigus kujuneb vélja
hiljem

alkoholi
manustamine enne
sundi

malu paraneb

mdju puudub

kortikaalne siinaptiline
plastilisus paraneb

Oppimis-
puudega(learning
impaired) 129/SvJ
hiired

malu paraneb

rakupooldumine ja
neurogenees tduseb

andmed puuduvad

Rikastatud keskkonna mdju uurimine on Upriski keerukas, sest tuleb arvestada véga paljude

elustiku komponentidega.

Arvesse tuleb votta nditeks somatosensoorseid,

fuusilisi,

sotsiaalseid ja kognitiivseid faktoreid. Tihtipeale jagatakse rikastatud keskkonna mdojud




organismile fulsilisteks ja kognitiivseteks. Sellest tulenevalt tehakse laboratoorseid katseid
uurimaks just kognitiivset enrichmenti, ilma, et hiirtele pakutaks jooksurattaid ning fudsilist
enrichmenti uuritakse hiirtel, kelle mélu ei treenita. Tulemused erinevad suuresti. Naiteks on
leitud, et kognitiivne enrichment ei paranda ruumilist mélu ega mdjuta BDNF-i ja
neurogeneesi taset. Piirid kognitiivse ja fldsilise enrichmenti vahel on hadgusad. Kuna
standardsetes laboritingimustes elavad hiired on vorreldes looduses elavate hiirtega
stressiolukorras ning jooksurattal lilkkumine on neile uus tegevus, siis stimuleerib see ka
looma kognitiivseid vOimeid, mitte ainult fudsilisi. Parimad tulemused on saavutatud

kognitiivset ja fuusilist rikastamist kombineerides (Bechara ja Kelly, 2013).

1.3.1 BDNF

Ajus toodetav narvikasvufaktor ehk BDNF kuulub neurotrofiinide valguperekonda.
Neurotrofiinid on struktuurilt sarnased polipeptiidsed kasvufaktorid. Perekonda kuuluvad
veel ka nérvikasvufaktor (NGF), neurotrofiin-3 ja neurotrofiin-4. BDNF-i geen koosneb viiest
eksonist, mis ekspresseeruvad enamjaolt ajus (kbige rohkem hipokampuses) ja ekson IV
ekspressiooni on taheldatud kopsus ja stidames (Metsis et al., 1993).

BDNF geeni ekspressiooni mdjutavad erinevad fusioloogilised ja patoloogilised seisundid.
Naiteks stimuleerib valgus BDNF-i ekspresiooni ndgemiskoores, osmootiline stimulatsioon
suurendab ekspresiooni hupotaalamuses ja vurrude stimuleerimine suurendab ekspresiooni
vurrukoores (barrel cortex). BDNF-i ja NGF-i ekspressiooni taset tdstab ka elektiline
stimulatsioon, mis indutseerib hipokampuses pikaajalist potentseerimist (long-term
potentiation, LTP). LTP on rakuline 6ppimise ja malu tekkimise mudel. Samade geenide
ekspressiooni hipokampuses tdstab ka fudsiline aktiivsus (Binder ja Scharfman, 2004).

BDNF mojutab paljude nérvirakkude ellujddvust ja soodustab nende kasvu. BDNF-i
homostigootsetel knockout hiiretel puuduvad perifeersed sensoorsed nérvirakud ja nad ei ela
ule kolme n&dala. Heterosiigootsed BDNF-i knockout hiired on elujdulised, kuid neil esinevad
erinevad fenotllipilised muutused nagu néiteks Glekaalulisus, vadhenenud tundlikkus
krampidele (decreased seizure susceptibility) ja puudulik ruumiline dppimine (Binder ja
Scharfman, 2004). Konditsionaalne BDNF-i geeni vaigistamine pérast hiire stindi pdhjustab

ulekaalulisust ja hlperaktiivsust (Rios et al., 2001).

BDNF valku seostatakse paljude neuroloogiliste haigustega ning valu tunnetamisega. Néiteks
uuritakse BDNF-i seost epilepsia, depressiooni, bipolaarse héire, Huntingtoni ja Alzheimeri
tbvega (Binder ja Scharfman, 2004). On alust arvata, et fidsiline aktiivsus véhendab

depressiooni ning tdstab BDNF-i mRNA ekspressiooni. Ka praegu kasutusel olevad

10



depressioonivastased ravimid tdstavad BDNF-i mRNA ja valgu taset, mistttu uued
farmakoloogilised strateegiad depressiooni ravimiseks keskenduvad BDNF-i potentsiaalsele
depressioonivastasele toimele (Dias et al., 2003).

1.4. IgLON valguperekond

Immunoglobuliinide superperekonda kuuluv IgLON valguperekond koosneb neljast valgust:
LAMP (limbilise ststeemiga seotud membraanvalk), Neurotrimin(Ntm), OBCAM (opioide
siduv raku adhesioonimolekul) ja Kilon. IgLON-id koosnevad kolmest immunoglobulini
domeenist ja on ankurdatud plasmamembraanile GPI (glikosuulfosfatidiiul inositool)
ankruga. Membraanil paiknevad nad kolesteroolirikastel lipiidiparvedel, mis mdjutab nende
signaalide saatmise vdimet. LAMP, Neurotrimin ja OBCAM seostuvad perekonnasiseselt
heterofiilselt. Nad toimivad enamjaolt heterodimeersete valkude subihikutena ning kaks
IgLON-i moodustavad Digloni. Neljast valgust saab moodustada kuus erinevat
funktsionaalset Digloni (Reed et al., 2004)

IgLON perekonna valgud on raku adhesioonimolekulid, mis mdjutavad spetsiifiliselt
neuronite arengut ning emotsioonidega seotud ajuosade ja nendevaheliste juhteteede
kujunemist. Aju arengu jooksul osalevad nad aksonite pikenemises, stnapsi sihtmarkraku
aratundmises, slinapsi suuruse ja tugevuse regulatsioonis ja slnapsite moodustumises
(Washbourne et al., 2004; Hashimoto et al., 2009). Sunapsi molekulaarsed mehhanismid
aksonite kasvukoonuse ja dendriitide vahel on olulised narvihaiguste, nagu néiteks autismi ja

skisofreenia maistmiseks (Washbourne et al., 2004).

1.4.1 Limbilise sUisteemiga seotud membraanvalk

LAMP valk ehk limbilise slisteemiga seotud membraanvalk on kodeeritud Lsamp geeni poolt,
mis koosneb 2,2 megaaluspaarist (Mb), millel asub11 eksonit. Geen on ebatavaliselt suur tanu
pikkadele intronitele, mistottu kaks eksonit (1a ja 1b) on Uksteisest 1,6 Mb kaugusel. Suured
intronid vodivad sisaldada regulatoorseid elemente ja geenivaigistajaid. Intronite poolt ajutiselt
reguleeritud transkriptsioon vOib osutuda véga tdhtsaks organismi arenguetappidel ja
patofusioloogilistes protsessides. Inimese ja ndriliste LAMP valgu aminohappeline jarjestus
on 99% sarnane, erinedes ainult 4 aminohappe poolest, mis nditab tugevat fiilogeneetilist

seost valgu struktuuri ja seostatud funktsionaalsete omadustega (Pimenta ja Levitt, 2004).

Uuringud ndrilistega nditavad, et Lsamp transkripti kdrgenenud tase mitmetes ajuosades on

seostatav darevushairete ning akuutse ja tingitud hirmuga (Innos et al., 2012). Tingitud hirm on
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kindla keskkonnateguriga seotud stindmuste kartmine (Maren, 2001). Lsamp-puudulikkusega
hiired on vdiksema kehakaaluga, aeglasemad ujujad, vdhem &revad ja vdhem domineerivad
ning uudsetes keskkondades aktiivsemad kui metsiktiipi pesakonnakaaslased. Eemaldades
genoomist Lsamp geeni eksoni 2, on hiirtel halvem ruumiline mélu ja GppimisvGime
OppimisvGime (Qiu et al., 2010). Kdrvaldades eksoni 1b, kaituvad hiired vesilabirintis
normaalselt ja puudub Oppimise vaegus (Innos et al., 2011). Tdsi, ei saa valistada ka
vOimalust, et mainitud erinevused kahe Lsamp geeni puudulikkusega hiire Gppimise
fenotulbis tulenevad hoopis nende taustast, sest Qiu et al. (2010) kasutasid C57 tausta viidud
Lsamp geeni puudulikkusega hiiri ning Innos et al. (2011) kasutasid C57 ja SV segataustaga

Lsamp geeni puudulikkusega hiiri.

Lsamp-puudulikkusega hiirtel on nédidatud kérgendatud vastust uutele keskkonnastressoritele,
ka siis kui nende neuroanatoomia ning sensoorne ja motoorne areng on normaalne
(Hashimoto et al., 2009). 2008. aastal uuriti Tartu Ulikooli fiisioloogia instituudis 288
meessoost enesetapu ohvri ja 327 terve mehe DNAd ning leiti, et Lsamp geen vdib omada
rolli suitsiaalses kaitumises (Must et al., 2008). Behan et al. (2009) nditas, et LAMP valgu
ekspressioon on skisofreenikute ja bipolaarse hdirega inimeste post mortem otsmikukoores
ligikaudselt 20% kdrgem. Inimese genoomi uuringutes seostatakse Lsamp geeni

polimorfisme depressiooniga (Koido et al. 2012).

Enamikes senistes uuringutes on ndidatud, et Lsamp geen ekspresseerub spetsiifiliselt
limbilise stisteemiga seotud struktuurides ning on vdimeline stimuleerima limbiliste neuronite
kasvu. Rekombinantse Lsamp geeni transfekteerimisel rakukultuurina kasvavatesse
hipokampuse neuronite kultuuri on ndidatud, et narviraku jatkete véljakasv intensiivistub.

Samuti osaleb LAMP valk nérvirakkude sihtmargistatuse kujunemises (Pimenta et al., 1995).

2004. aastal avaldasid Pimenta ja Levit hiire Lsamp geeni genoomse struktuuri ja naitasid, et
Lsamp geenil on peale varem tuntud ekson 1, mida niitid kutsutakse 1b, ka alternatiivne ekson
la. Ekson 1a asub eksonlb-st 1,6 Mb (lesvoolu ja tal on oma promootorjérjestus. Nii 1la kui
ka 1b promootori struktuurid on konserveerunud ja on Kirjeldatud hiirel, rotil, inimesel ja
kanal (Pimenta ja Levit, 2004; Brummendorf et al. 1997).

TU fisioloogia instituudis on naidatud, et hiire ajus on Lsamp geeni kahel promootoril vaga
erinev aktiivsus erinevates anatoomilistes piirkondades, luhidalt: 1a promootor ekspresseerub

ajuosades, mida peetakse klassikaliselt limbilise siisteemi (Heimer ja Van Hoesen, 2006)
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osadeks (hipokampus, amigdala ja temporaalsagar, insulaarkoor, tsingulaarkoor jt); 1b aga
ekspresseerub valdavalt ajuosades, mis tootlevad sensoorset infot, naiteks nagemise, kuulmise
ning puutetundlikkusega seotud tuumades ning koorealades (Philips et al, avaldamata

andmed).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. TOO eesmargid

Ké&esoleva t60 uldisem eesmark on uurida, kas kasvukeskkond mdjutab geenide ekspressiooni

ning vorrelda tulemusi erinevate hiireliinide puhul erinevates ajuosades.

T60 alaeesmargid on:

1. Uurida geeniekspressiooni muutusi kolmes erinevas kasvukeskkonnas (liksikmajutus,
standardpuuris ja suures rikastatud tingimustega puuris).

2. Maéérata kolmes erinevas keskkonnas kasvanud hiirte BDNF geeni ekspressioon kahes
ajuosas (frontaalkoor ja hipokampus).

3. Madérata kolmes erinevas keskkonnas kasvanud hiirte Lsamp la ja 1b transkriptide
ekspressioon kuues ajuosas (frontaalkoor, hipokampus, temporaalkoor, ventraalne
striaatum, hupotaalamus, taalamus).

4. Viia uuring labi kahe hiireliini (129S6/SvEv ja C57BL/6) vordluses.
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2.2. Materjal ja metoodika
2.2.1 Katseloomad

Katseloomad paljundati ja genotiipiseeriti Tartu Ulikooli arstiteaduskonna fiisioloogia
instituudis. Katseloomadena kasutati 129S6/SvEv Tac (Taconic Europe, Bomholt, Taani) ja
C57BL/6 Bkl (Scanbur AB, Sollentuna, Rootsi) hiireliine, mdlemast liinist voeti 24 isast
isendit. Katseloomi hoiti puurides 12-tunnises valge/pime tsiiklis. Valge tsikkel algas
hommikul kell 7. Katseid viidi l&bi kella 10.00 ja 17.00 vahel. Loomadel oli vaba ligipaas
toidule ja veele, valjaarvatud katsete ajal.

Kolmendadalased hiired, kes olid emast vdorutatud, jagati juhuslikult kolme gruppi ning
paigutati Uksikmajutusse, standard- voi rikastatud elukeskkonda. Enne katsete algust elasid
nad mainitud tingimustes seitse nadalat.

Standardmajutus koosnes 425 mm x 266 mm x 155 mm suurusest puurist koos allapanu ja
pesamaterjaliga. Uksikmajutus koosnes viiksemast puurist (220 mm x 160 mm x 140 mm)
sama koguse allapanu ja vdiksema koguse pesamaterjaliga. Rikastatud elukeskonna puur oli
595 mm x 380 mm x 200 mm suur koos tavalise koguse allapanuga, kuid topeltkoguse
pesamaterjaliga. Puuris olid roostevabast terasest jooksurattad, haavapuidust majad, iglud,
torud voi labdrindid, mida kord n&dalas vahetati vOi paigutati imber. Igas rikastatud puuris oli
alati viis eset, millest (iks oli alati jooksuratas ja teine varjumisvdimalust pakkuv maja vOi
iglu. Standard- ja rikastatud puurides elas 5-8 isendit, tksikmajutuses 1.

Hiirtega viidi labi erinevaid kéitumiskatseid (avarvéli, fenottlper (PhenoTyper®), kuuma
plaadi katse, sotsiaalne interaktsioon, ujumine), millele eelnevalt sustiti neile olenevalt
juhuslikult valitud grupist amfetamiini voi fusioloogilist lahust. Kuna kaitusmiskatsed ei ole
kaesoleva t00 teemaga seotud, siis neid antud t60s ei puudutata.

2.2.2 Ajuosade ja organite prepareerimine

Katseloomad hukati 10 pé&eva parast kaitumiskatsete 16ppu tservikaalse dislokatsiooni l&bi.
Seejarel eemaldati pea keha Kuljest, jargnes aju eraldamine koljust. Eemaldatud aju
prepareeriti jaal, véaljadppinud eksperdi poolt eraldati frontaalkoor, hipokampus,
hipotaalamus, taalamus, temporaalsagar ja ventraalne striaatum. Eraldatud ajustruktuurid

kilmutati koheselt vedelas lammastikus ning sailitati temperatuuril -80°C.

2.2.3 RNA eraldamine ja cDNA slintees

Hiire ajurakkudest eraldati RNA homogeniseerimise teel. Selleks kasutati Trizol® reagenti

(Invitrogen) ning tootja juhiseid. Proovid homogeniseeriti esialgu 50 pl Trizol reagendis.
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Seejirel proovid uhmerdati ja lisati iilejadnud 450 ul Trizoli. Jargnevalt inkubeeriti proove
toatemperatuuril 5 minutit ja lisati 100 pl kloroformi (Sigma-Aldrich) ning raputati tuube 15
sekundit. Neid inkubeeriti 2 minutit ja tsentrifuugiti eeljahutatud tsentrifuugis (Eppendorf
5810®) kiirusel 12 000 p/min 4 °C juures 15 minutit. RNAd sisaldav vesifaas (u. 260 pl)
tosteti Uimber uude eppendorffi ja lisati 250 pl isopropanooli (Naxo BioTop) RNA
sadestamiseks. Proovid segati, inkubeeriti 10 minutit toatemperatuuril ja tsentrifuugiti kiirusel
12 000 p/min 4 °C juures 10 minutit. Jargnevalt isopropanool eemaldati ning RNA sadet pesti
1 ml 75% etanooliga. Proovid tsentrifuugiti viimast korda kiirusel 7500 p/min 4 °C juures 6
minutit.. Etanool eemaldati ning RNA sade suspendeeriti iles 50 upl vees. RNA
konsentratsioon mdddeti NanoDrop ND-1000 spektrofotomeetril (NanoDrop Technologies).

RNA-st stinteestiti cDNA kasutades SuperScript™ III poordtranskriptaasi (Invitrogen) ning
heksameeri (Applied Biosystems) praimerit vastavalt tootja juhendile. Olenevalt RNA
kontsentratsioonist proovis voeti seda 10-22 ul ning lisati vastavas koguses vett, et saavutada
kogus 22 pl. Sellele lisati 4 pl praimer-dNTP segu, mis koosnes 2 pl 10mM dNTP
(Fermentas) ja 2 ul heksameetrist (50 uM). Praimerite seondumiseks inkubeeriti proove 5 min
65°C juures. Seejérel tosteti tuubid reaktsiooni peatamiseks 1 minutiks jadle. cDNA
slinteesiks lisati proovidele 8 ul 5X First-Strand Buffer [250 mM Tris-HCI (pH 8,3
toatemperatuuril), 375 mM KCI, 15 mM MgCl], 2 pyl 0.1 M DTT, 3 ul H20 ja 1 ul
SuperScript™ III poordtranskriptaasi (200 U/ul). Proove suspendeeriti 6rnalt ning inkubeeriti
5 minutit toatemperatuuril ning seejuures 50 °C juures 60 minutit. Reaktsioon peatati asetades

proovid 15 minutiks 70 °C termostaati. Stinteesitud cDNA proovid séilitati -80 °C juures.

2.2.4 Reaalaja-PCR

BDNF-i geeni ja Lsampi la ja 1lb promootorregioonide mRNA tase tehti kindlaks
kvantitatiivse reaalaja PCR (gRT-PCR) meetodit kasutades ABI Prism 7900HT Real-Time
PCR masinal (Applied Biosystems, USA). BDNF-i taset moddeti frontaalkoores ja
hipokampuses, Lsampi promootorregioonide taset mdddeti frontaalkoores, hipokampuses,
hlpotaalamuses, taalamuses, temporaalsagaras ja ventraalses striaatumis. TagMan-i
reaktsioon disainiti kasutades FAM-MGB sondi (AACCGAGGCACGGACAAC) koos
universaalse reverse-praimeriga (TTCTTGTCTTCTACCACACACCTG) ja spetsiifiliste
forward-praimeritega. 1a forward-praimeri jarjestus on GCATTTTGGAACCAGCCTCCTG
ja 1b CGATCGGAAACAGTTGCCGC. 24 c¢DNA proovi kohta valmistati 60 ul kolme
erinevat praimer-sondi segu, mis koosnes 3 pl vastavast sondist, 10,8 ul forward- ja reverse-

praimerist ning 35 pl destilleeritud veest. BDNF-i ekspressiooni médtmiseks kasutati BDNF
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Tagman Gene Expression Assay-t (Applied Biosystems, Assay ID: Mm01334042 m1), mis
sisaldas nii praimereid kui ka sondi. Iga 2 pul cDNA kohta lisati 17,5 pl vett, 21,7 ul TagMan
puhvrit (TagMan® Universal PCR Master Mix, Applied Biosystems, USA) ja 2,3 ul praimer-
sondi segu. Reaktsioonisegule tehti vortex ja spin-down ning villiti 4 korduses 10 ul. Lsampi
ja BDNF-i transkriptide ekspressiooni tase mdddeti FAM- margistatud MGB-sondi kasutades
ja standardiseeriti koduhoidja geeni HPRT VIC-22 TAMRA sondi suhtes. HPRT forward-
praimer on jarjestusega GCAGTACAGCCCCAAAATGG ja reverse-praimer on jarjestusega
AACAAAGTCTGGCCTGTATCCAA.

ABI Prism 7900 SDS 2.4.2 tarkvara vahendusel saadi andmed, mis analtsiti ja teisendati 2 —

ACT kujule, kus ACT on sihtmérkgeeni ja koduhoidjageeni tsiikli 1abimise(CT) vahe.

2.2.5 Andmete statistiline analiiis

Andmete analulsimiseks kasutati programmi Statistica 8.0. Ekspressioonitasemete
vOrdlemiseks erineva genotliibi ja kasvukeskonna juures kasutati faktoriaalset ANOVA
analliusi. Jooniste tegemiseks kasutati GraphPad Prism 5.02 versiooni. Andmed esitatud

keskmiste ekspressiooni véaartustena koos keskmise standardveaga (SEM).

2.3. TOo tulemused

Frontaalkoores ekspresseerus Bdnf mRNA keskmiselt C57 hiireliinis rohkem, kui 129SV
hiireliinis (joonis 2A; F(1,42)=9,14; p<0,01). Erinevad kasvukeskkonnad ei olnud Bdnf
MRNA ekspressioonile statistiliselt olulised (p>0,01).

Hipokampuses oli 129Sv hiireliini puhul néha just keskkonnast tulenevat mgju Bdnf mRNA
ekspressioonile. Rikastatud keskkonnas kasvanud hiirte Bdnf mRNA ekspressiooni tase oli
oluliselt kdrgem kui individuaalmajutuses kasvanud hiirtel (joonis 2B; F(2, 42)= 9,45;
p<0,01). C57 hiireliini puhul keskkond geeniekspressiooni ei mdjutanud. Erinevalt
frontaalkoorest, avaldus hipokampuses Bdnf rohkemal mééral 129Sv hiireliinis kui C57 liinis
(F(1,42)=6,00; p<0,01). Nii frontaalkoore kui ka hipokampuse Bdnf mRNA ekspressioon on
illustreeritud joonisel 2. Joonisel 3A on n&ha Bdnf ekspressiooni hipokampuses summeeritud
hiireliinide korral. Genotudpide erinevusi arvestamata tuleb Bdnf ekspressioonitaseme
erinevus erinevates keskkondades selgemini valja. Bdnf mRNA tase on rikastatud keskkonnas
kasvanud hiirte hipokampuses kdrgem kui standard- v6i individuaalmajutuses kasvanud hiirte

ajus.
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0.06 0.06-
Hl C57 Em C57
[ 129sv [ 129Sv

2—ACT

0.00-

T T T
RM SM IM RM SM IM RM SM IM RM SM IM

Bdnf mRNA ekspressioon frontaalkoores Bdnf mRNA ekspressioon hipokampuses

Joonis 2 BDNF mRNA ekspressioon frontaalkoores ja hipokampuses. RM - rikastatud majutus, SM —
standardmajutus, IM — individuaalmajutus.

Hipokampuses oli Lsamp la transkripti ekspressioon suurem rikastatud keskkonnas Kkui
standardtingimustes (joonis 3B; F(1,28)=4,79; p<0,05), kuid individuaalmajutuses kasvanud
hiirte geeniekspressioon ei erinenud statistiliselt standard voi rikastatud majutuses kasvanud
hiirte 1a ekspressioonist. Lsamp 1b promootorala avaldumist mojutas keskkond
(F(2,42)=3,98; p<0,05). Rikastatud keskonnas ekspresseerus 1b tugevamini Kui
tavakeskkonnas (joonis 3B; F(1, 28)=10,01, p<0,01). Keskkonna mdju Lsamp la ja 1b
ekspressioonile, arvestamata genotilipi, on naha jooniselt 3B. Hipokampuses ekspresseerus
Lsamp geeni 1a promootor 129Sv hiireliini puhul rohkem kui C57 hiirtel (joonis 4C; F(1,42)=
6,72; p<0,01). Lsamp 1b avaldumist genotudp ei mdjutanud.

0.04

*
. I El Lsamp la
0.05- _l | @ Bdnf 34 | 3 Lsamp 1b

0.03 *

g-act ZfACT
0.024 I |
0.014
0.00- 0-
RM SM IM RM SM IM RM SM IM
Bdnf ekspressioon hipokampuses Lsamp 1a ja 1b ekspressioon hipokampuses

Joonis 3 Kahe liini summeeritud andmed. Bdnf ning Lsamp la ja 1b ekspressioon hipokampuses
erinevate kasvukeskondade puhul

Joonisel 4 on n&ha Lsamp geeni la ja 1b promootorregioonide ekspressiooni tasemed
frontaalkoores, hipokampuses ja taalamuses C57 ja 129Sv vordluses. Frontaalkoores ei
tdheldatud Lsamp geeni la promootorregiooni ekspressioonis ei keskkonna ega genotlibi
mdju avaldumisele. 1b promootorala avaldub keskkonnast sdltumata C57 hiirte frontaalkoores
rohkem kui 129Sv hiirtes (joonis 4B; F(1,42 )= 4,85; p<0,01).
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Taalamuses ei esinenud Lsamp 1a promootori ekspresseerumisel genotliubi ega ka
keskkonnaefekti. Lsamp 1b promootor ekspresseerus ronkem C57 hiireliinis kui 129Sv liinis
(joonis 4F; F(1,42)=9,77; p<0,01), kuid kasvukeskkond geeni avaldumist ei méjutanud.

31 31
Em C57 El Cs57
[ 129sv 3 129sv
21 21
Z—ACT 27ACT
14 1
RM SM IM RM SM IM RM SM IM RM SM IM
Lsamp 1a mRNA ekspressioon frontaalkoores Lsamp 1b mRNA ekspressioon frontaalkoores
44 4-
El C57 El Cs57
3 [ 129sv 3 [ 129sv
p-acT 21 2-acT 21
14
- 0-
RM SM IM RM SM IM RM SM IM RM SM IM
Lsamp 1a mRNA ekspressioon hipokampuses Lsamp 1b mRNA ekspressioon hipokampuses
2.54 2.59
Em C57 El C57
2.0 3 129Sv [ 129sv
1.5
27T 0 g-AcT
1.0
0.54
0.0 .0
RM SM IM RM SM IM RM SM IM RM SM IM
Lsamp 1a mRNA ekspressioon taalamuses Lsamp 1b mRNA ekspressioon taalamuses

Joonis 4 Lsamp 1a ja 1b mRNA ekspressioon frontaalkoores, hipokampuses ja taalamuses.

Hipotaalamuses on Lsamp 1a promootorala ekspressioonil soodumus genotlupilisele mdjule,
129Sv hiireliini puhul on avaldumine veidi suurem kui C57 liinis (joonis 5A; p=0,06).
Keskkond moju ei anna. Lsamp 1b promootori ekspressioonil hipotaalamuses pole
statistiliselt oluline kasvukeskkond ega genotudip.
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Temporaalsagaras ja ventraalses striaatumis ei avaldanud genotiiip ega ka kasvukeskkond
Lsampi erinevate promootoralade ekspressioonile mdju. Hupotaalamuses, temporaalsagaras ja
ventraalses striaatumis esinev Lsamp la ja 1b promootorjérjestuste ekspressioon on
graafiliselt esitatud joonisel 4. Promootorregioon la ekspresseerus koigis kuues ajuosas

rohkem kui promootor 1b (p<0,001), mida on néha ka joonistelt 4 ja 5.

A B

2.59 2.54

El C57 Em C57
2.0 [ 129Sv 2.0 J 129sv
1.54 154
~ACT -ACT
2 1.0 2 1.04
0.5 0.5
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RM SM IM RM SM IM RM SM IM RM SM IM
Lsamp 1a mRNA ekspressioon hiipotaalamuses Lsamp 1b mRNA ekspressioon hiipotaalamuses
3-
T =mcs7 mm cs7
3 129sv 3 129sv
2.
2—ACT 2—ACT
l-
T T r 0
RM SM IM RM SM IM RM SM IM RM SM IM
Lsamp 1a mRNA ekspressioon temporaalsagaras Lsamp 1b mRNA ekspressioon temporaalsagaras
34 3-
El Cs57 . c57
0 1208v O 129Sv
24
Z—ACT o-acT
1.
- 0-
RM SM IM RM SM IM RM SM IM RM SM IM

Lsamp 1a mRNA ekspressioon ventraalses striaatumis Lsamp 1b mRNA ekspressioon ventraalses striaatumis

Joonis 5 Lsamp 1a ja 1b promootoralade ekspressioon hipotaalamuses, temporaalsagaras ja ventraalses
striaatumis.
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2.4. Arutelu

Ké&esoleva t60 eesmérgiks oli uurida interaktsioone kasvukeskkonna ja geeniekspressiooni
vahel. Uurisime geeniekspressiooni muutusi  kolmes erinevas kasvukeskkonnas
(Uksikmajutus, standardpuur ja suur rikastatud tingimustega puur) ning maarasime BDNF
geeni ekspressiooni kahes ajuosas (frontaalkoor ja hipokampus) ning Lsamp la ja 1b
transkriptide ekspressiooni kuues ajuosas (frontaalkoor, hipokampus, temporaalkoor,
ventraalne striaatum, hlpotaalamus, taalamus). Vdrdlesime geenide avaldumist kahe erineva

hiireliini puhul.

Varasemad uuringud on ndidanud BDNF valgu ja geeni ekspressiooni tdusu rikastatud
keskkonnas (van Praag et al. 2000) ning langust isolatsioonis kasvanud hiirte hipokampuses
(King et al., 2011). Kéesoleva t66 tulemused kordavad sama efekti 129Sv hiireliinis, ning
tugev tendents on naha C57 hiireliinis. Bdnf geeni transkriptsiooni tdus rikastatud keskkonnas

kasvanud hiire ajus kinnitab seda, et antud t60 katsedisain on toiminud.

Varem on ndidatud, et LAMP valk indutseerib stinapsite teket (Hashimoto et al, 2009) ning
seega on Lsamp geen seotud sinaptilise plastilisusega. Samuti on leitud, et Lsamp-
puudulikkusega hiired ei ole isolatsioonis voi rikastatud keskkonna mdjutustele nii tundlikud
kui nende metsiktlipi pesakonnakaaslased (Innos et al, 2012). Lsamp geeni seostatakse
arevuse, akuutse ja tingitud hirmuga (Innos et al, 2011), mis vdib potensiaalselt sdltuda ka
keskkonnamdjudest. Lsamp geeni promootorite ekspresseerumise seost kasvukeskkonnaga
pole aga varem uuritud.

Meid huvitas, kas neuronaalse adhesioonimolekuli Lsamp ekspressiooni aktiivsus muutub, kui
hiired kasvavad Ules kolmes vdga erinevas keskkonnas — rikastatud, standard- ja
individuaalmajutuses. Leidsime, et keskkond avaldas Lsamp geeni mdlema promootori
ekspressioonile mdju hipokampuses, kuid mitte teistes ajuosades. Nii la kui 1b promootor
avaldus rohkem rikastatud keskonnas kasvanud hiire hipokampuses kui standardtingimustes
kasvanud hiire hipokampuses, kuid see efekt oli statistiliselt oluline vaid siis, Kkui
summeerisime kahe liini andmed. Hipokampuse t&htsus ajus seisneb hammaskaarus toimuvas
neurogeneesis, mille kéigus tekivad uued néarvirakud. Neurogenees on vajalik ruumilise ja
esemete tuvastamise malu toimimiseks (King et al. 2011). Qiu et al (2010) on nédidanud, et
Lsamp-puudulikkusega hiirtel on hairitud ka ruumilise maluga seotud OGppimisvdime, mis

viitab LAMP valgu olulisusele méluga seotud ndrviringete kujunemisel. Kuna rikastatud
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keskkonnas suureneb neurogenees ja pakseneb hipokampus (van Praag et al., 2000), siis

suureneb ka selle regiooni jaoks téhtsate geenide nagu Bdnf ja Lsamp ekspressioon.

Samuti leidsime, et Lsamp geeni erinevate promootorite ekspressiooni mitmes ajuosas
mdjutab genotilp ehk geneetilise tausta eripara. Erinevate taustaliinide kasutamine on vajalik
seetdttu, et on hulgaliselt tbendusmaterjale, et tksikute geenide ekspressiooniaktiivsus sdltub
geneetilisest taustast. Naiteks Spencer et al. (2011) ristasid emaseid hiiri, kellel oli
mutatsioon, mis tekitas autismilaadset kaitumist, isaste hiirtega viiest erinevast metsiktulpi
hiireliinist. Katsed naitasid, et haigusele iseloomulikud stimptomid avaldusid tksnes osades
taustaliinides, see tdhendab ainult teatud geneetilise konteksti puhul. Seega tdestati, et antud
geenil on autismi tekkega seos, kuid haiguse valjakujunemiseks on vajalik ka teiste geenide
koosmdju (Spencer et al., 2011). Yang et al. (2011) ristasid autismilaadsete simptomitega
hiiri kbrge sotsiaalsusega hiirtega. Jarglastel polnud sotsiaalseid puuduseid, kuid esines
simptomeid nagu néiteks korduv sugemine. Antud t60s kasutasime alternatiivsete
taustaliinidena 129Sv ja C57, mis on kaks enimkasutatavat sissearetatud hiireliini
trangeneetikas. Nende geneetilisi ja kaitumislikke erinevusi on palju uuritud ning
kaitumiskatsetest on teada, et 129Sv on darevam kui C57. 129Sv liinil (eriti just 129/SvEvTac
ja mitte 129/SvJ) on olnud paremad tulemused veelabdrintides, mis naitab tema head
OppimisvOimet. C57 liin on aktiivsem ja parema ruumilise koordinatsiooniga (Vdikar et a.,
2001).

Ka meie katsetulemused nditasid, et erinevate hiireliinide ajuosades on tksikute transkriptide
ekspressioon erinev. Leidsime, et hipokampuses on Lsamp la ekspressioon kdrgem 129Sv
hiireliinis. Kuna Lsamp puudulikkusega hiired on véahem &drevad ning kérgem Lsamp tase on
vaga mitmetes varasemates uuringutes seostunud kérgema arevusega, siis voib oletada, et just
Lsamp 1la transkripti kdrgem ekspressioon vOib olla seotud 129Sv hiireliini drevama
fenotulibiga.

Samas oli Lsamp 1b ekspressiooni tase frontaalkoores ja taalamuses kdrgem C57 hiireliinis.
Seda efekti vOib pohjendada sellega, et C57 hiireliin on parema ruumilise koordinatsiooniga
ning Lsamp 1b promootor ekspresseerub valdavalt ajuosades, mis to6tlevad sensoorset infot
(Philips et al., avaldamata andmed). Nii frontaalkoor kui taalamus on véliskeskkonnast tuleva
informatsiooni vastuvotmise seisukohast tdhtsad (Buchsbaum, 2004; Sherman ja Guillery,
2006).
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Lsamp la promootor ekspresseerub rohkem ajuosades, mida peetakse klassikaliselt limbilise
stisteemi osadeks, néiteks hipokampuses (Philips et al., avaldamata andmed). Kuna la ja 1b
ekspresseeruvad erinevates ajuosades erineval tasemel, siis v6ib oletada, et neil on ka erinev
mdju hiire kditumisele. Kui C57 hiireliini frontaalkoores ja taalamuses ekspresseerub Lsamp
1b rohkem, siis see vdib tingida tema parema koordinatsiooni. 129Sv suurem drevus voib olla

aga seotud Lsamp 1a suurema ekspressiooniga.

T60s madrasime Lsamp la ja 1b ekspressiooni taseme peale mainitud ajuosade ka
hlpotaalamuses, temporaalsagaras ja ventraalses striaatumis. Neis kolmes regioonis ei
avaldanud hiire genotliup ega erinevas keskkonnas tleskasvamine geeniekspressioonile moju.
BDNF ekspressioonil pole varem liinidevahelisi erinevusi ndidatud, kuid meie katsetes esines
nii frontaalkoores kui hipokampuses erinevatel genotulpidel erinev ekspressioon. See

informatsioon on oluline uute katsete planeerimisel.

Ké&esoleva bakalaureuset06 tulemused viitavad, et Lsamp geeni ekspressiooni aktiivsuse tous
rikastatud keskkonnas on seotud uute neuronite tekkimise ja sunaptilise plastilisusega.
Samuti nditasime, et rikastatud keskkonnast tulenev Bdnf geeni ekspressiooni tdusu tase
sOltub hiire geneetilisest taustast. Meie uurimus langeb kokku varasemate uuringutega, kus on
naidatud, et rikastatud keskkonnast tulenevad neuraalsed muutused toimuvad peamiselt
hipokampuses. T66 kinnitab juba varem teada olnud infot ja pakub ka uusi tdendeid rikastatud

kasvukeskonna poolt indutseeritud molekulaarsetest muutustest.
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2.5. Jareldused

Leidsime, et kasvukeskkond mdjutab geenide ekspressiooni ning see varieerub hiireliinide
vOrdluses ning erineb suuresti ajuosade vahel. Kdige suuremad muutused toimusid rikastatud

keskkonna mojul hipokampuses.

1. Hipokampuses ekspresseerus Bdnf geen rikastatud keskkonnas rohkem Kui
standard- v@i individuaalmajutuses kasvanud hiirtel. See tdestab ka katsedisaini
toimimist.

2. Lsamp l1la mRNA ekspresseerus rikastatud keskkonnas kasvanud hiirte
hipokampuses rohkem kui standardtingimustes kasvanud hiirte puhul.

3. Lsamp 1b ekspresseerus samuti rikastatud keskkonnas kasvanud hiirte
hipokampuses rohkem kui standardtingimustes kasvanud hiirte samas ajuosas.

4. 129S6/SVEv ja C57BL/6 hiireliinide vordluses tuli valja mitmeid erinevusi.

a) Bdnf ekspresseerus hipokampuses ronkem 129Sv liinis, frontaalkoores rohkem
C57 liinis.

b) Lsamp 1a ekspresseerus hipokampuses ronkem 129Sv liinis.

c¢) Lsamp 1b ekspresseerus nii frontaalkoores kui taalamuses rohkem C57 liinis.
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KOKKUVOTE

Ké&esolevas bakalaureusetoos uurisime, kas limbilise sisteemiga seotud membraanvalgu
ekspressiooni aktiivsus erineb rikastatud, standard- voi individuaalmajutuses Ules kasvanud
hiirte ajus. Katsedisaini kontrollimiseks maédrasime kahes ajuosas ka BDNF geeni
ekspressiooni, kuna antud geen on tuntud marker keskkonnamdjude méaéramiseks. Varasemalt
on ndidatud, et Bdnf geen avaldub isolatsioonis kasvanud hiirte ajus vdhem ning rikastatud
keskkonnas kasvanud nériliste ajus ronkem kui tavakeskkonnas (King et al., 2011; van Praag

et al., 2000). Kordasime eelnevaid tulemusi katseloomade hipokampuses.

Uurides meid huvitava Lsamp geeni avaldumist kuues ajuosas, leidsime, et keskkond mdjutas
ekspressiooni vaid hipokampuses ning see efekt oli statistiliselt oluline vaid siis, Kui
summeerisime kahe liini andmed. Nii Lsamp la kui 1b promootorregioon avaldus vorreldes
tavatingimustega rohkem rikastatud keskkonnas kasvanud hiirte  hipokampuses.
Hipotaalamuses, taalamuses, frontaalkoores, ventraalses striaatumis ja temporaalsagaras

keskkonna mdju geeniekspressioonile me ei tuvastanud.

Vaadeldes genotliibi méju Bdnf ja Lsamp geenide ekspressioonile, leidsime mitmeid
huvitavaid tendentse. Nimelt avaldub Bdnf frontaalkoores C57 liinis rohkem kui 129Sv
hiireliinis, hipokampuses on efekt aga vastupidine — 129Sv liinis avaldub geen rohkem kui
C57 hiirte puhul. Bdnf geeni ekspressiooni erinevate genottipide puhul pole varem uuritud.
Lsamp la promootorala ekspresseerus hipokampuses 129Sv hiirtes rohkem, kui C57 liinis.
Lsamp 1b avaldus frontaalkoores ja taalamuses rohkem C57 hiireliinis. Erinevused Lsamp la
ja 1b avaldumises vdivad seisneda hiireliinide erinevas fulsilises aktiivsuses, drevuses,

ruumilises malus voi koordinatsioonis.

Kéesoleva to0 tulemused néitavad, et Lsamp geeni ekspressiooni aktiivsus vdib olla seotud
neuraalsete muutuste ja stuinaptilise plastilisusega rikastatud keskkonnas. Samuti néitasime, et
rikastatud keskkonnast tulenev Bdnf geeni ekspressiooni tdusu tase sdltub hiire geneetilisest
taustast. Uurimus tdestab, et rikastatud keskkonnast tulenevad neuraalsed muutused toimuvad
peamiselt hipokampuses. Kokkuvotvalt voib 0elda, et t06 kinnitab eelnevaid leide ja pakub ka

uut informatsiooni rikastatud kasvukeskonna poolt indutseeritud molekulaarsetest muutustest.
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The influence of rearing conditions on the activity of alternative promotors
of Lsamp gene in the 129S6/SvEv and C57BL/6 mice lines

Airi Pennert

Summary

This study aimed to see how the environmental manipulations influence gene expression of
Lsamp (limbic system associated membrane protein) la and 1b promotor regions. Two
different inbred mouse lines lived in either enriched, standard or individual housing. The
expression of Bdnf (brain-derived neurotrophic factor) gene was determined as a well-known
marker known to be increased in the brains of animals raised in enriched environment.
Environmental and social conditions are often as important as the genetic background in the
development of behavior and certain diseases (Slavich and Cole, 2013). The environment can
induce or repress the formation of characteristics that are coded by specific genes. To
understand the mechanisms that influence homeostasis in the brain during its development
and find potential factors that may cause neurological illnesses, model organisms are exposed
to several stress-conditions such as isolation which causes permanent changes in the brain and
behaviour throughout adulthood (Gresack et al., 2010). Rodents reared in isolation (in
comparisson to those reared in standard conditions) are more emotional, anxious, hyperactive
in novel envionments and have deficiencies in cognitive qualities (Fone and Porkess, 2008).
However, rodents living in enrichment are physically more active, they have better memory
and perform better in different learning tasks like watermazes and T-labyrinths. Also, it has
been found that enrichment has a therapeutic effect to such conditions as brain trauma,
epilepsy, aging and brain stroke (van Praag et al., 2000).

Bdnf is a gene that has been found to be down-regulated in isolated mice and up-regulated in
the brains of enriched mice, therefore it is used as a proof for correct research design. Indeed,
the results in this paper correlate with the previous findings.

Lsamp gene has been supposed to be concerned with synaptic formation and plasticity
(Hashimoto et al, 2009) and synaptic plasticity has been concidered to be one of the main
mechanisms responsible for the neuronal changes that occur in response to complex
stimulation by an enriched environment (van Praag et al, 2000). Lsamp gene expression,
however, has never been studied in different environments. The protein itself is associated
with anxiety disorders, acute and conditional fear, bipolar disorder, schizophrenia and male
completed suicide (Innos et al., 2012; Koido et al., 2012; Must et al., 2008). Lsamp-deficient
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mice weigh less, swim slower, are less anxious, less dominant and more hyperactive in novel
environments than their wild-type littermates (Innos et al., 2011, 2012). Philips et al. have
shown how the two promotors 1a and 1b have different activity in different anatomical areas
of the brain. 1la is more expressed in ,classic* limbic system areas like hippocampus,
amygdala, temporal cortex, insular cortex etc. 1b is expressed in areas processing the input of
sensory information.

As a result of the experiments conducted in this study, it was found that both Lsamp 1a and 1b
gene expression is influenced by environment in the hipocampus — both promotors were up-
regulated in enriched environments compaired to standard conditions. However, this effect
did not appear to be significant when the two inbred mouse lines were analysed separately.
No statistically relevant differences in gene expression were found in the frontal cortex,
hypothalamus, thalamus, ventral striatum and temporal cortex of mice that were reared in
different conditions. The results of this study are in line with previous study results showing
that enrichment increases neurogenesis specifically in the hippocampal area (Brown et al,
2003).

In this study, two mice lines, 129S6/SvEv and C57BL/6, were compared and several
expression differences were found between the genotypes. Interestingly, in the hippocampus
Bdnf was more expressed in the 129Sv mouse line and in the frontal cortex it was expressed
more in C57. Such differences in Bdnf expression between genotypes have not been shown
before. In the hippocampus of 129Sv mice Lsamp la had significantly higher expressional
activity compared with C57 mice. In the frontal cortex and thalamus Lsamp 1b was expressed
more in C57 than in 129Sv. The reasons for such differences lay most likely in the different

physical activity, anxiety levels and spatial memory and coordination of the mouse lines.

In conclusion, this study indicates that the activity of Lsamp gene and protein could be
involved in the neuronal changes and synaptic plasticity occuring in the enriched
environment. The study also shows that the extent of the enrichment-induced up-regulation of
Bdnf gene in the hippocampal area of mice is dependent on the background strain. The study
confirms that the neuronal changes related to the stimulatory effect of enrichment are specific
to hippocampal area. Taken together, we were able to confirm findings from the previous

studies.
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