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INFOLEHT
Egf perekonna ligandide ja ErbB perekonna retseptorite ekspressioon hiire keskajus

Egf perekonna ligandid stimuleerivad ldbi ErbB perekonna retseptorite rakukasvu ja
diferentseerumist. Egf omab keskajus dopaminergiliste neuronite suhtes elulemust
suurendavat mdju. Nii dopaminergiliste silisteemide hiireid kui ka Egf perekonna
ekspressiooni muutusi seostatakse nii psithhoosi kui ka skisofreeniaga. Kéesolevas t00s
uuritakse 11 geeni ekspressioonitaset kahe hiireliini, BI6 ja 129Sv keskajus, kasutades
amfetamiini poolt indutseeritud psiihhoosilaadset loommudelit. Uuritavad geenid on ErbB1-4,
Egf, HbEgf, Nrgl-3, Tgfa ja D2. Tulemustest selgus, et amfetamiini saanud gruppides on
molemas hiireliinis tdusnud Egf ning 129Sv hiireliinis ka ErbB2-e ekspressioon. Toost
jéareldub, et nende geenide kompensatoorne iilesreguleerimine voib aidata neuronitel toime
tulla amfetamiini manustamisest tingitud neurotoksilisusega ning tegemist voib olla

skisofreenia diagnoosiks sobilike markeritega.

Mairksdnad: indutseeritud psiihhoos, ErbB retseptorid, EGF perekond, geeniekspressioon
CERCS: B470 Fiisioloogia

Expression of Egf family of ligands and ErbB family of receptors in mouse midbrain

Ligands of the Egf family stimulate cell growth and differentiation through the ErbB family
of receptors. Egf has a neurotrophic and a proliferating effect on dopaminergic neurons in the
midbrain. Dysfunctions in dopaminergic pathways and changes in Egf expression levels are
both tied to psychosis and schizophrenia. The expression level of 11 genes in two strains of
mice, BI6 and 129Sv, were examined in this work using the amphetamine-induced animal
model of psychosis. The genes examined are ErbB1-4, Egf, HbEgf, Nrgl-3, Tgfa and D2.
Results showed that in both mouse strains Egf expression had increased in the amphetamine
groups, in 129Sv the expression of ErbB2 had also increased. From this work it can be
concluded that the increased compensatory upregulation of these genes could help neurons to
cope with the neurotoxicity resulting from amphetamine administration, and these genes

could be suitable diagnostic markers for schizophrenia.

Keywords: induced psychosis, ErbB receptors, EGF family, gene expression
CERCS: B470 Physiology
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KASUTATUD LUHENDID

129Sv — 129S6/SvEvTac hiireliin

AK — akuutne katsegrupp

BI6 — C57BL/6Ntac hiireliin

BTC — beetatselluliin (ingl betacellulin)

KR — krooniline katsegrupp

D15 — dopamiini retseptor 1-5 (ingl dopamine receptor 1-5)

D2Lh — dopamiini retseptor 2 pikk variant (ingl dopamine receptor 2, long form)
D2Sh — dopamiini retseptor 2 lithike variant (ingl dopamine receptor 2, short form)
DA — dopamiin (ingl dopamine)

DSM-V — vaimsete hdirete diagnostiline ja statistiline késiraamat, viies viljaanne
EGF — epidermaalne kasvufaktor (ingl epidermal growth factor)

EGFR — epidermaalse kasvufaktori retseptor (ingl epidermal growth factor receptor)
ErbB — retseptor-tiirosiinkinaas ErbB (ingl ErbB receptor tyrosine kinase)

HB-EGF — hepariini-siduv epidermaalne kasvufaktor (ingl heparin-binding EGF-like

growth factor)

Hprt — hiipoksantiin-guaniin fosforibosiiiiltransferaas (ingl hypoxanthine-guanine

phosphoribosyltransferase)

ICD-10 — rahvusvaheline haiguste ja nendega seotud terviseprobleemide statistiline

klassifikatsioon, kiimnes véljaanne

NRG — neureguliin (ingl neuregulin)

PPI — prepulsi inhibeerimine (ingl prepulse inhibition)

RTK — retseptor-tiirosiinkinaas (ingl receptor tyrosine kinase)
SAL — kontrollgrupp

SN — mustaine (ladn substantia nigra)

TGF-a — transformeeriv kasvufaktor alfa (ingl transforming growth factor alpha)



VTA — ventraalne tegmentaalne ala (ladn area tegmentalis ventralis)



SISSEJUHATUS

“A thought, even a possibility, can shatter and transform us.”

— Friedrich Nietzsche

Antud tsitaat iseloomustab hésti skisofreeniahaigete maailmapilti. Nende jaoks on normaalne
mottetegevus  killustunud. Esinevad positiivsed siimptomid nagu luulumdtted ja
hallutsinatsioonid segavad igapédevaseid toiminguid, negatiivsed siimptomid nagu anhedoonia
ja depressioon vdtavad dra huvi tegutseda ning lhiskonnas kaasa liitia. Lisaks, takistab
kognitiivne defitsiit ~ skisofreeniahaigetel oma probleemidega toime tulekut. Haiguse
diagnoosiga inimeste seas on ka enesetappude arv mitmekordistunud, mis rShutab veelgi

kuivord invaliidistava haigusega on tegemist.

Téanaseks on skisofreenia kui haiguse esmamainimisest méddunud juba iile sajandi, kuid seni
leitud ravimid ehk antipsiihhootikumid kontrollivad ainult siimptomeid, peamiselt
positiivseid. Tuvastatud on mitmeid haigusega seotud riskigeene, nende seas Discl ja Nrg1.

Samas tdpne arusaam nende geenide rollist jddb ikka veel arusaamatuks ning vajab
tdiendavaid uuringuid haiguse molekulaarsete mehhanismide vilja selgitamiseks. Uks seni
formuleeritud hiipotees késitleb diisfunktsionaalset dopamiini (DA) regulatsiooni, mis on
leidnud kandepinda just tdnu antipsiihhootikumide positiivseid stimptomeid leevendavale
mdjule, blokeerides enamasti D2 dopamiini retseptori (DRD2). Kuna peamised dopamiini
slinteesi ja signaaliedastusega seotud rajad asuvad keskajus keskendub ka kiesolev t60 just

keskajule.

Kéesolev uurimus pohineb amfetamiini poolt indutseeritud psithhoosi loommudelil. Kasutati
kahte hiireliini, BI6 ja 129Sv. Molemad hiireliinid jaotati kolme eraldi uuringugruppi:
akuutne, krooniline ja kontroll. Katseperioodi 10pus eraldati hiirte keskaju ning analiiiisiti
gPCR-i meetodil geeniekspressiooni. Antud t60s analiiiisiti 12 geeni ekspressiooni keskajus.
Uuritavad geenid on seotud nii EGF-perekonna ligandide ja nende retseptorite kui ka

dopaminergiliste radadega.

Kiesolev t60 teostati Tartu Ulikooli meditsiiniteaduste valdkonna Bio- ja siirdemeditsiini

instituudi fiisioloogia osakonnas.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1. Skisofreenia
1.1.1. Haiguse iseloomustus

Skisofreenia on raskeloomuline neuropsiihhiaatriline héire, mis on mérkimisvaarseks
koormaks iihiskonnale. Haigus esineb 0.3 - 0.66% populatsioonist. Uusi juhtumeid
diagnoositakse 10.2 - 22.0 100 000 inimese kohta aastas. Samas vodivad esinemissagedused
markimisvairselt erineda, sdltudes skisofreenia diagnostilistest kriteeriumitest (van Os ja
Kapur, 2009). Skisofreenia siimptomeid jaotatakse positiivseteks ja negatiivseteks (Picchioni
ja Murray, 2007). Positiivsed ehk aditiivsed siimptomid ei esine tervel inimesel, kuid on
olemas haigel (Kay et al., 1987). Negatiivsed siimptomid kujutavad tldiselt héiritud ja
puudulikke tunnuseid vorreldes terve inimesega (Buchanan, 2007). Lisaks positiivsete ja
negatiivsete siimptomite eristatakse veel kognitiivset diisfunktsiooni, mis viljendub
tahelepanu, Oppimisvdime, verbaalse viljendusoskuse ja milu defitsiidina (Bowie ja Harvey,
2006). Haigete eluiga on 15 kuni 25 aastat lilhem vorreldes elanikkonna keskmisega
(Wildgust et al.,, 2010). Korgem suremus ei tulene otseselt haigusest, vaid sellega
kaasnevatest elustiili muutustest, mis viivad siidame-veresoonkonna haiguste voi metaboolse
stindroomi kujunemiseni (Catts V. S. et al., 2008; Koivukangas et al., 2010; Mitchell et al.,
2013). Haigete seas on oluliselt tdusnud ka enesetappude arv, mis on tingitud halvenenud

sotsiaalsest positsioonist ja vaimsest seisundist (Siris, 2001).

Skisofreenia diagnoos on méiratletud siindroomina (Carpenter, 2007). Siindroom on rithm
haigustunnuseid, mis esinevad koos ja iseloomustavad teatud korvalekallet voi seisundit.
Kuigi skisofreeniat kisitleti ajalooliselt funktsionaalse hidirena, on niitidseks selgunud, et
haigusega on seotud ka teatud struktuursed muutused ajus (Tyrer ja Mackay, 1986; Karlsgodt
et al., 2010). Samas ei pohine diagnoos patoloogial nagu nditeks isheemilise insuldi voi
siidameinfarkti korral, vaid kliiniliste siimptomite kooslusel (Chan, 2017). Skisofreenia
diagnoosimiseks kasutatakse peamiselt kahte diagnostilist siisteemi: ICD-10 (Rahvusvaheline
haiguste ja nendega seotud terviseprobleemide statistiline klassifikatsioon, kiimnes véljaanne)
ja DSM-V (Vaimsete hiirete diagnostiline ja statistiline késiraamat, viies viljaanne).
Modlemas on esitatud siimptomite nimekiri ja ndue, kui mitu siimptomit peab mingi aja
jooksul esinema enne haiguse 16plikku diagnoosimist (American Psychiatric Association. et
al., 2013; World Health Organization., 1992)



Skisofreenia stimptomite rohkuse tottu vOib esineda olukord, kus kaks eri patsienti on
skisofreenia diagnoosiga, kuigi neil ei esine iihtegi tihist siimptomit. Néiteks vastavalt DSM-
Vle voib haiguse diagnoosida nii pettekujutelmade ja hallutsinatsioonidega patsiendil, kui ka
patsiendil, kellel esineb ebakorrapirane kone ja negatiivsed stimptomid (American Psychiatric
Association. et al., 2013). Kuigi molemad hiipoteetilised patsiendid on oma Kkliinilistes
esitustes vaieldamatult erinevad, saab molemale patsiendile osaks sama diagnoos. Teisisonu
vOib skisofreenia vidljenduda téiesti erinevate kliiniliste fenotiilipidena. Seetdttu on haigust
pohjustavad erinevad patofiisioloogilised mehhanismid hdlmatud laialdase skisofreenia
moistega (Jablensky, 2010). Selge on see, et selline heterogeensus kujutab endast olulist

viljakutset héire neurobioloogiliste aluste vélja selgitamisel.

1.1.2. Psiihhoos ja skisofreenia

Skisofreenia on 1{iks psiihhootilistest héiretest, see tdhendab haigust iseloomustab
psiihhootiliste stimptomite esinemine. ICD-10ne kohaselt kuuluvad psiihhootiliste hiirete alla
skisofreenia (F20), skisotliiipne hiire (F21), piisivad luululised hédired (F22), 4ge modduv
psiihhootiline episood (F23), indutseeritud luululine hdire (F24) ja skisoafektiivne héire (F25).
Neid koiki iseloomustab psiihhootiliste siimptomite esinemine haiguse viltel (World Health
Organization., 1992). Psiihhoosi ja selle stimptomeid vdivad pdhjustada ka mitmed teised
seisundid ja ained nagu bipolaarne hdire, magamatus, stress, ajukahjustus, teatud ained,
alkohol, kannabinoidid (Dunayevich ja Keck, 2000; Petrovsky et al., 2014; Gaebel ja
Zielasek, 2015). Olemuselt on psiihhoos raskeloomuline psiiiihikahdire (Gonzalez Vazquez et
al., 2017), mis mojutab ajutegevust, pohjustab seosetuid motteid, pettekujutelmasid ja

hallutsinatsioone (Arciniegas, 2015; Gaebel ja Zielasek, 2015).

Psiihhootilisi stimptomeid liigitatakse tavaliselt positiivseteks ja negatiivseteks. Peamised
positiivsed siimptomid on pettekujutelmad ja hallutsinatsioonid, ebakorrapdrane motlemine.
Pettekujutelmad on valeuskumused, néiteks haige veendumus, et keegi plaanib midagi tema
vastu vOi nt telerist saadetakse talle salajasi sonumeid. Hallutsinatsioonid on sensoorsed
valearusaamad, hdiritud reaalsustaju, nditeks hédlte kuulmine, asjade, mida tegelikult ei
eksisteeri, ndgemine voi tunnetamine. Peamised negatiivsed siimptomid on vdhenenud kdne,
antisotsiaalsus, emotsionaalne niirisus ja anhedoonia. (Kay et al., 1987; Schultz et al., 2007)
Skisofreenial esineb tavaliselt prodromaalne ehk haiguse eelne staadium, mida sageli
iseloomustab isiku enesega toimetuleku halvenemine. Raskused voivad ilmneda milu- ja
tahelepanuprobleemidena, sotsiaalsete probleemidena, ebatavalise ja seosetu kéitumisena.

Lisaks voib esineda veel hallutsinatsioone, millega kaasnevad veidrad ideed, halvenenud
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hiigieen ja vdhenenud huvi igapdevaste tegevuste vastu. Prodromaalsele staadiumile jargneb
sageli positiivsete siimptomitega akuutne faas. Kui akuutsed probleemid lahenevad, tavaliselt
parast mdneajalist ravi, voivad ka positiivsed siimptomid kaduda voi viheneda. Sageli jadvad
pusivalt problemaatiliseks negatiivsed siimptomid (National Institute for Health and Care

Excellence (UK), 2014; Larson et al., 2010)

1.1.3. Psiihhoos ja amfetamiin

Psiihhootiliste seisundite ja hiirete tekitamise vOi siivenemisega seostatakse mitmeid
psiihhoaktiivseid aineid (Moore et al., 2007; Callaghan et al., 2012). Sagedased
psiihhootilisite stimptomite indutseerijad on amfetamiin ja selle teisendid, samuti teatud teised
dopamiini tagasihaarde inhibiitorid nagu néiteks kokaiin (Brady et al., 1991; Janowsky ja
Risch, 1979). Amfetamiin ja amfetamiinide klassi kuuluvad ravimid pdhjustavad psiihhoosi,
kui neid kasutada krooniliselt voi suurtes annustes (Glasner-Edwards et al., 2008). Uuringus,
milles osales 309 metamfetamiini (amfetamiini analoog) pidevat kasutajat, leiti et nende seas
esines psithhoos 11 korda sagedamini kui iildises populatsioonis (McKetin et al., 2006).
Stimulantidest soltuvuses olevad isikud tarbivad tihtipeale just metamfetamiini, mis on

lihtsamini kéttesaadav ja tugevama efektiga kui amfetamiin, kuid iildjoontes on mdju sarnane

(Goodwin et al., 2009; McKetin et al., 2006).

Teatud ajupiirkondades suurendab amfetamiin dopamiini kontsentratsiooni siinaptilises pilus.
Amfetamiin siseneb presiinaptilisse neuronisse kas dopamiini transporteri kaudu voi otse ldbi
neuroni membraani difundeerudes. Dopamiini transporterisse sisenemise tagajirjel tekitab
amfetamiin konkureerivat absorptsiooni inhibitsiooni dopamiini suhtes ehk takistab
dopamiinil transporteriga seondumist. Dopamiini transporteri funktsioon on dopamiini
reabsorptsioon siinaptilisest pilust. Presiinaptilises neuronis aktiveerib amfetamiin teatud
signaalraja, mis viib dopamiini transporteri fosforiiiilimiseni, mille tulemusena toimub
dopamiini vool siinaptilisse pilusse (Calipari ja Ferris, 2013; Johnson et al., 2005). Seega

amfetamiin indutseerib dopamiini viljavoolu transporterist ning blokeerib ka reabsorptsiooni.

Stimulant-indutseeritud psiihhoosi stimptomid varieeruvad sdltuvalt tarbitud ainest, kuid
reeglina on véga sarnased skisofreenia omadega (Jonsson ja Sjostrom, 1970). Tavaliselt
esinevad sellised siimptomid nagu hallutsinatsioonid, meelepetted ja paranoia. Kognitiivsed
hiired on pigem haruldased (Bell, 1973). Varasemalt on leitud, et metamfetamiini-psiihhoosi
ja skisofreeniahaigete psithhoosi slimptomid ja nende &gedus on praktiliselt samad

(Srisurapanont et al., 2011). Seega on pakutud vélja amfetamiin-indutseeritud psiihhoosi
10



mudel (Hermens et al., 2009; Snyder, 1973). See farmakoloogiline psiihhoosi mudel pohineb
suures osas just amfetamiini efektil dopamiini siisteemidele ajus (Robinson ja Becker, 1986;
Featherstone et al., 2007). Dopamiini siisteemid ehk dopaminergilised rajad on
projektsioonineuronid ajus, mis siinteesivad ja vabastavad dopamiini. Enamus
keskknérvisiisteemi DA neuronitest asub just keskajus (Tritsch and Sabatini, 2012; Speed,

2010).

1.2. Keskaju
1.2.1. Ehitus

Keskaju on kesknérvisiisteemi osa, mis asub peaajus ja on viikseim osa ajutiivest. Kaudaalselt
tthendub see tagaaju (metencephalon), ajusilla (pons) ja rostraalselt vaheajuga (diencephalon).
Keskaju peamised osad on kaks suurajuvart (pedunculi cerebri), keskajukatus (tectum
mesencephali), keskajukatend (tegmentum mesencephali), Sylviuse juha (aqueductus
mesencephali (cerebri)), nelikkeha (corpora quadrigemina) ja mustaine (substantia nigra)
(SN). Keskaju on seotud selliste funktsioonidega nagu ndgemine, kuulmine, motoorne
kontroll, uni ja &drkvelolek, erutus ning temperatuuri regulatsioon. Keskaju ventraalsest
tegmentaalsest alast ja mustainest saavad alguse kolm neljast peamisest dopaminergilisest
rajast: mesolimbiline, mesokortikaalne ja nigrostriataalne (Ruchalski ja Hathout, 2012;
Bissonette ja Roesch, 2016).

11
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Joonis 1. Dopaminergilised rajad ajus ja nende poolt innerveeritavad alad: a - nigrostriataalne rada, b
- mesolimbiline rada, ¢ - mesokortikaalne rada, d - tuberoinfundibulaarne rada (Vaughan ja Asbury,
2008 alusel)

1.2.2. Substantia nigra ehk mustaine ja nigrostriataalne rada

Keskaju ventraalses osas asub mustaine (substantia nigra), iiks basaalganglionitest (Ruchalski
ja Hathout, 2012). Basaalganglionid on suuraju allosas subkortikaalselt paiknevad
hallainelised tuumad, mis on tihedalt seotud Kkorteksi, ajutiive ja mitmete teiste
ajupiirkondadega (Clarengon et al., 2017; Lanciego et al., 2012). Mustaine nimetus tuleneb
sellest, et see sisaldab kdrgel tasemel dopamiinergilistes neuronites esinevat tumedat pigmenti
neuromelaniini (Zecca et al., 2001). Mustaine on jaotunud vasakuks ja paremaks piirkonnaks
vastavates ajupoolkerades. Funktsionaalselt jaotub mustaine samuti kaheks. Substantia nigra
pars reticulata (SNr), mis sisaldab peamiselt GABAergilisi neuroneid ja on véljundiks
basaalganglionitest tulevatele signaalidele, edastades neid teistele ajuosadele ning Substantia
nigra pars compacta (SNc), mis sisaldab peamiselt dopaminerglisi neuroneid ja on sisendiks
basaalganglionitele, edastades dopamiini striaatumisse (Zhou ja Lee, 2011). SNc-st saab
alguse nigrostriataalne dopamiinirada (Tritsch ja Sabatini, 2012).

12



Nigrostriataalne rada ithendab SNc-d dorsaalse striaatumiga (Menegas et al., 2015). Selle raja
dopamiinergiliste neuronite siinapsid projekteeruvad GABAergilistele inhibitoorsetele
neuronitele dorsaalses striaatumis (Watabe-Uchida et al., 2012). Antud alas jaotuvad
GABAergilised neuronid dopamiini retseptor 1 (D1) tiiiipi ja dopamiini retseptor 2 (D2) tiiiipi
neuroniteks (Gagnon et al., 2017). Héireid nigrostriataalses rajas on seostatud skisofreeniaga
(Kuepper et al., 2012). Tomograafilistes uuringutes on leitud, et skisofreeniahaigetes
indutseerib amfetamiin vorreldes tervete kontrollgrupiga suurenenud dopamiini vabastamist
striaatumis (Nakao, 2017). Tdpsemalt just dorsaalse striaatumi nucleus caudatus’e ja
putaameni rostraalsetes osades. Limbilises ehk ventraalses striaatumis oli efekt tunduvalt
véaiksem kui dorsaalses striaatumis (Fusar-Poli ja Meyer-Lindenberg, 2013; Weinstein et al.,
2017). Ka on leitud, et nigrostriataalse raja funktsionaalne iithenduvus on positiivses
korrelatsioonis psiihhoosi tugevusega (Yoon et al., 2014). Kui varasemalt seostati
skisofreenia positiivsete siimptomitega seotud striaataalset hiiperdopaminergiat peamiselt
mesolimbilise rajaga, siis niiiid on hakatud nigrostriataalset rada pidama isegi rohkem

héirituks (Kuepper et al., 2012).

1.2.3. Ventraalne tegmentaalne ala ja mesolimbiline ning mesokortikaalne rada

Ventraalne tegmentaalne ala (VTA) ehk area tegmentalis ventralis ehk kohtmine katendiala
on rithm neuroneid, mis asuvad ventraalselt keskaju katendist, mediaalselt substantia nigra’st,
keskaju kesktasandil. VTA peamised funktsioonid on seotud selliste protsesside
reguleerimisega nagu kognitsioon, motivatsioon, emotsioonid, tasu (reward) saamine (Miller,
2000). VTA neuronid projekteeruvad paljudesse ajupiirkondadesse, millest olulised
projektsioonialad on prefrontaalne ajukoor ja ajuvarred (Han et al., 2017; Swanson, 1982).
VTAs on peamiselt dopamiinergilised neuronid (Johnson ja North, 1992). VTA on
mesokortikolimbiliste dopamiiniradade dopaminergiliste rakukehade alguspunkt (Zimmer et
al., 2002). Nende kahe raja hiired on seotud skisofreeniaga (Alves et al., 2008)

Mesolimbiline rada on dopamiinergiliste neuronite kogum, mis projekteerub VTASt nucleus
accumbensi ja tuberculum olfactoriumi, mis asuvad ventraalses striaatumis. Mesolimbiline
rada reguleerib muu hulgas ihalduskditumist (incentive salience), motivatsiooni, hirmu ja
kinnistavat Oppimist ning vOib méngida rolli ka modnutunde tajumisel. Skisofreeniaga
seostatakse mesolimbilise raja hiiperdopaminergiat (Walter et al., 2009). Skisofreeniahaigete
post mortem ajukoe analiiiisis on leitud, et DA kontsentratsioon limbilises alas on suurenenud
(Howes et al., 2012). Kui varasemalt peeti iliheks peamiseks skisofreeniaga seotud

diisfunktsiooniks mesolimbiliste dopamiinineuronite hiiperaktiivsust (Davis et al., 1991), siis
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uuemad uuringud on nédidanud, et mesolimbilised ebanormaalsused voivad kiill esineda, kuid
peamised disfunktsioonid on seotud dorsaalse striaatumiga ja sellesse projekteeruva
nigrostriataalse rajaga, kus hiiperdopaminergia on oluliselt korgemal tasemel (McCutcheon et

al., 2017).

Mesokortikaalne rada on dopaminergiline rada, mis tihendab VTA prefrontaalse koorega. See
on oluline dorsolateraalse prefrontaalse korteksi (osa otsmikusagarast) normaalseks
toimimiseks. Mesokortikaalne rada on seotud kognitiivse kontrolli, motivatsiooni ja
emotsioonidega (Miller, 2000). Skisofreeniaga seostatakse = mesokortikaalse raja
hiipodopaminergiat (Davis et al., 1991). MRI uuringutes on leitud, et skisofreeniahaigetel
indutseerib amfetamiin vorreldes tervete kontrollgrupiga vihenenud dopamiini vabastamist
dorsolateraalses prefrontaalses korteksis (Slifstein et al., 2015). Sellest arvatakse tulenevat
skisofreenia negatiivsed siimptomid nagu motivatsioonipuudus ja anhedoonia. Dopamiini
hiiper- ja hiipoaktiivsuse koosesinemine skisofreenia korral seletab negatiivsete ja positiivsete
stimptomite koosesinemist (Davis et al., 1991). Skisofreenia- ja psiihhoosiravimid ehk
neuroleptikumid mdjuvad dopaminergilistes siisteemides dopamiini retseptoritele, tdpsemalt

seisneb nende toime D2 retseptori blokeerimises (Kapur et al., 2000).

Endogeenne
dopamiin

P @ @
Nalons o © ®
Frontaalsagar ucceus
— caudatus
Endogeenne
dopamiin Substantia nigra Hiiperdopaminergia
S / Nucleus caudatus’es

pohjustab skisofreenia
positiivseid siimptomeid

\ VTA nagu lokomotoorsed

hiired

Hiipofiiiis

Mesokortikaalne rada D —a
Hiipodopaminergia aju
frontaalses osas pohjustab Nigrostriataalne rada ~ «.ceva >
skisofreenia negatiivseid
siitmptomeid ja
kognitiivseid hiiireid

Mesolimbiline rada —_—

Tuberoinfundibulaarne rada — =3

Joonis 2. Dopaminergiliste radade hiired skisofreenias (Patel et al., 2014 alusel)
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1.3. Dopamiini retseptorid
1.3.1. Tiiiibid

Dopamiini retseptorid on G-valguga seotud retseptorite perekond, mis ekspresseeruvad
peamiselt KNSs. Nende peamine endogeenne ligand on neurotransmitter dopamiin. KNS-is
on dopamiiniretseptorite funktsioon seotud neuroendokriinse sekretsiooni, tahtliku motoorika,
motivatsiooni, dppimise, mélu ja tasu (reward) saamisega. Dopamiiniretseptorite, eelkdige
D>, stimulatsiooni korgenenud taset DA poolt seostatakse skisofreeniaga. (Abi-Dargham et
al., 2000; Jaber et al., 1996; Missale et al., 1998). Dopamiiniretseptorid jagunevad viieks,
neid tdhistatakse D1 - Ds. Omakorda jaotuvad need kaheks perekonnaks, Di-sarnasteks, kuhu
kuuluvad retseptorid D1 ja Ds ning D2-sarnasteks, kuhu kuuluvad retseptorid D2, D3 ja Ds. D1
ja D2 retseptorid esinevad KNS-i rohkemates alades ja suuremal hulgal, kui teised dopamiini
retseptorid, mis voib anda mirku nende suuremast funktsionaalsest mitmekesisusest (Mansour
ja Watson Jr., 2000). Di-sarnased retseptorid paiknevad ainult postsiinaptiliselt, D2-sarnased
retseptorid paiknevad nii pre- kui postsiinaptiliselt. Seetdttu osalevad D; retseptorid ka DA
taseme regulatsioonis. Di retseptoreid ekspresseeritakse peamiselt nigrostriataalses,
mesolimbilises ja mesokortikaalses rajas, tdpsemalt striaatumis, n. accumbensis, S. nigras,
haistesibulas, amiigdalas ja frontaalkorteksis . D2 retseptoreid ekspresseeritakse peamiselt
striaatumis, n. accumbensis ja olfaktoorses kobrukeses. Ka SN-as, VTA-s, hiipotalamuses,
kortikaalsetes alades, s. pellucidumis ehk ldbipaistvas vaheseinas, amiigdalas ja
hippokampuses leidub neid olulisel méaaral. D> retseptorite kaks vormi on DzLh ehk pikk
vorm, mis on post-siinaptiline retseptor ja D2Sh ehk lithike vorm mis on pre-siinaptiline
retseptor ehk autoretseptor, mis osaleb silinaptilises pilus oleva DA taseme reguleerimises

(Beaulieu ja Gainetdinov, 2011).

1.3.2. D2 retseptori diisfunktsioonid skisofreenias

Skisofreenia positiivseid siimptomeid seostatakse dopamiini hiiperaktiivsusega mesolimbilise
ja nigrostriataalse raja D> retseptorites (Walter et al., 2009; Kuepper et al., 2012). See seletab
ka seda, miks antipsiihhootikumid omavad tugevamat efekti just skisofreenia positiivsete
stimptomide ravis. Skisofreeniahaigete ajukoe post mortem uurimisel on leitud D> retseptori
kvantitatiivset tdusu striaatumis. Antud patsiendid olid saanud antipsiihhootilist ravi (Mackay
et al., 1982). Arvatakse, et D> retseptorite taseme tdus tuleneb antipsiithhootikumide kuurist,
mitte ei ole haiguse enese kliiniline tunnus (Clow et al., 1980; Seeman ja Kapur, 2000). Siiski

peetakse olemasolevate retseptorite funktsiooni hdirituks. Varasemalt on leitud, et
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olemasolevate postsiinaptiliste dopamiini D> retseptorite tundlikkus on suurenenud ehk
dopamiin stimuleerib retseptoreid tugevamalt. Arvatakse, et see on seotud retseptorite
dimeerumisega (Wang et al., 2010). Suurenenud tundlikkus ldheb loogiliselt kokku
skisofreenia puhul esineva dopaminergiliste neuronite faasilise aktiivsuse suurenemisega
(Abi-Dargham et al., 2000). Samuti on suurenenud dopamiini suhtes korgenenud afiinsusega
retseptorite proportsioon. Ka on skisofreenia korral leitud, et D.Sh retseptorite arv on
vihenenud (Seeman, 2013). See voib olla iiks pohjustest, miks DA tundlikkus on skisofreenia
korral tdusnud — autoregulatsioon on hdiritud. Skisofreeniaga seotud negatiivseid ja
kognitiivseid stimptomeid seostatakse Di-retseptorite hiipostimulatsiooniga (Abi-Dargham ja

Moore, 2003).

1.3.3. Antipsiihhootikumide toime

Psiihhoosi raviks kasutatavad ravimid voib jagada esimese pdlvkonna ehk tiitipilisteks ja teise
polvkonna ehk atiiiipilisteks antipsiihhootikumideks. Need modjuvad peamiselt dopamiini
sisteemidele. Modlemate ndol on tegemist dopamiini retseptori blokeerijate ehk
antagonistidega. Tiipilised antipsiihhootikumid blokeerivad tavaliselt just D retseptoreid.
Teise polvkonna antipsiihhootikumide hulka kuuluvad ka D, osalised agonistid ehk
aktiveerijad, mille seondumine ei kutsu esile niivord tugevat aktivatsiooni, kui tdielik agonist.
antipsiihhootikumide efektiivsus on seotud peamiselt nende afiinsusega D> retseptori suhtes
(Miller, 2009; Horacek et al., 2006; Miyamoto et al., 2004; Lieberman, 2004). Kliiniliselt on
oluline D2 retseptori mdju optimeerimine. Mdned teise pdlvkonna antipsithhootikumid nagu
Klosapiin mdjuvad lithiajaliste antagonistidena, kutsudes siiski esile piisava antipsithhootilise
vastuse. Esimese polvkonna antipsithhootikumid moéjuvad permanentsete antagonistidena, see
vOib pdhjustada patsientidel motoorikaprobleeme, kuna avaldab mdju ekstraptiramidaalsele
stisteemile. Ligikaudu 70% D2-retseptorite blokeerimine on piisav antipsiihhootilise toime
saavutamiseks, rohkemate retseptorite blokeerimine on juba seotud ekstrapiiramidaalsele

héiretega (Horacek et al., 2006; Leucht et al., 2009)

1.4. ErbB retseptorite perekond
1.4.1. ErbB retseptorid

Retseptor-tiirosiin kinaasid (RTK) on transmembraansed valgud, mis osalevad rakuliste
protsesside reguleerimises. Inimeses siinteesitakse 58 erinevat retseptor-tiirosiin kinaas valku,
mis on jaotatud 20 alaperekonda (Robinson et al., 2000). ErbB perekonda kuulub neli RTKd,

mis on struktuurselt sarnased. ErbB perekonna liikmed on: ErbBl ehk epidermaalse
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kasvufaktori retseptor (EGFR); ErbB2 ehk HER2 ja nérilistel Neu; ErbB3 ehk HER3, ning
ErbB4 ehk HERA4. Retseptor koosneb ekstratsellulaarsest piirkonnast ehk ligandiga
seondumispiirkonnast, transmembraansest piirkonnast ja intratsellulaarsest tsiitoplasmas
paiknevast tiirosiinkinaassest domeenist, mis aktiveeritakse aminohappe tiirosiini
fosfortiiilimisega, see vahendab rakus signaali iilekannet (Fuller et al., 2008). Puudulik ErbB
signaaliiilekanne on seotud neurodegeneratiivsete haigustega, ileméirane signaaliiilekanne on
seotud erinevat tiiiipi kasvajate kujunemisega (Gondi et al., 2009). ErbB perekonna liikmed
moodustavad homodimeere, heterodimeere ja voimalik, et ka suuremat jarku oligomeere.
Ligandi sidumine pdhjustab konformatsioonilise muutuse, mis vdoimaldab dimeriseerumist,

fosforiileerimist ja signaalililekande aktiveerimist (Fuller et al., 2008; Haslekas et al., 2005)

ErbB1l ehk EGFR on esimesena avastatud ErbB-perekonna liige ja on retseptoriks EGF-
perekonna valkudele. Seda ekspresseeritakse paljudes kudedes iile kogu organismi, ka
mitmetes ajupiirkondades (Chen et al., 2016). Keskaju dopaminergilistes neuronites
ekspresseerudes on selle signaal seotud eelkdige rakkude arengu ja elulemusega (Iwakura ja
Nawa, 2013). Koige aktiivsem ErbB1 dimeerne vorm on ErbB1-ErbB2 dimeer, mis omab
tugevnenud vastust EGFile (Novak et al., 2001). EGFR iileregulatsiooni on tdheldatud
koekahjustuste korral (Tanaka ja Nakayama, 2016). Ka vihi korral on EGFR iilesreguleeritud,
viidates vajadusele retseptori iileregulatsioonile rakkude jagunemisel (Schrevel et al., 2011;
Cronin et al.,, 2010). Loomuuringutes on leitud, et ErbBl akuutne aktivatsioon viib
striaatumis dopamiini vabastamiseni mille tulemusena tekivad skisofreeniaga seostatud
kaitumuslikud héired (Sotoyama et al., 2011; Tohmi et al., 2005; Futamura et al., 2002).

ErbB2 ehk HER2 on ainuke ErbB-perekonna liige, millel puudub ligandi siduv domeen (Chen
et al., 2016). Ekspresseeritakse samuti paljudes kudedes, ka viikeajus, korteksis ja keskajus.
Ekspresseerub oligodendrotsiiiitides, astrotsiilitides ja signaal stimuleerib rakujagunemist ja
miielinisatsiooni (Iwakura ja Nawa, 2013). On koigi teiste ErbBide eelistatud
dimeriseerumispartner ja funktsioneerub dimeerides koretseptorina (Tzahar et al., 1996;
Graus-Porta et al., 1997). ErbB2 sisaldavad heterodimeerid omavad ligandide suhtes
suuremat affiinsust (Karunagaran et al., 1996). ErbB2 on leitud ka paljudes vahirakkudes ja
seda peetakse onkogeeniks (Novak et al., 2001; Karunagaran et al., 1996).

ErbB3 ehk HER3 on ainuke ErbB-perekonna liige, millel puudub kinaasne domeen, ega osale
seetottu  signaalililekandes ilma partnerita. Ekspresseeritaks paljudes kudedes, ajus

oligodendrotsiilitides (Iwakura ja Nawa, 2013). ErbB3 moodustab teiste ErbBidega
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heterodimeere, mille korral tekib signaali edastus, signaalid viivad rakujagunemise ja
diferentseerumiseni  (Lemmon, 2009). Just ErbB2-ErbB3 heterodimeeri seostatakse
baastasemel signaali edastamisega (Novak et al., 2001). Skisofreenia korral on tuvastatud

ErbB3 alla reguleerimine (down-regulation) (Hakak et al., 2001).

ErbB4 ehk HER4 ekspresseerub kdrgel tasemel ajus - korteksis, vdikeajus, keskajus (Chen et
al., 2016). Keskaju dopaminergilistes neuronites on ErbB4 signaal seotud rakkude elulemuse
ning siinaptiliste funktsioonide reguleerimisega (lwakura ja Nawa, 2013). ErbB4 vahendatud
NRG1 ligandi signaali hiireid seostatakse skisofreeniaga (Hahn et al., 2006; Silberberg et al.,
2006). Ka geeni ennast seostatakse skisofreeniaga (Greenwood et al., 2012). On ndidatud, et
ErbB4 deletsiooniga hiirtes esinevad neuroloogilise arengu hiired, mis viivad

skisofreenialaadse fenotiiiibini (Perez-Garcia, 2015).

1.4.2. ErbB retseptorite ligandid

Tabel 1. ErbB perekonna retseptorite ligandid.

Ligand Retseptor
ErbB-1 ErbB-2 ErbB-3 ErbB-4

EGF + - - ;
HB-EGF + - ] R
TGF-a + - - -
AREG + - - -
BTC + - - +
EPR + - ] R
EPGN + - - .
NRG1 - - + +
NRG2 . - + .
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NRG3 - - - +

NRG4 - - ; +

ErbB retseptoreid aktiveerivad 13 endogeenset ligandi (Fuller et al.,, 2008). Egf on
kasvufaktor mis vastutab paljude rakutiiiipide kasvu, proliferatsiooni, diferentseerumist ja
elulemuse eest (Chen et al., 2016). Neer on peamine tsirkulatoorse EGFi allikas. VVarasemalt
on leitud, et aju vigastuse korral kutsus Egf manustamine esile kognitiivsete funktsioonide
paranemist ning vidhendab neuronite apoptoosi (Sun et al., 2010). Skisofreeniahaigetes on
leitud alanenud Egf tase prefrontaalses korteksis ja striaatumis (Futamura et al., 2002). Egf-i
on pakutud viélja skisofreenia ja depressiooni biomarkerina (Domenici et al., 2010). HB-EGFi
ehk hepariinseonduvat EGFi leidub kogu aju neuronites ja neurogliias ning seda peetakse
tahtsaks neuraalses funktsioneerimises (Hayase et al., 1998). HB-EGFi suurenenud
ekspressiooni on leitud ajus peale hiipoksiat - see stimuleerib neurogeneesi labi ErbB1 (Jin et
al., 2002). Keskajus omab  HB-EGF dopaminergiliste neuronite suhtes  elulemust
suurendavat efekti (Farkas ja Krieglstein, 2002). Transformeeriv kasvufaktor alfa (TGF-a)
aktiveerib samuti rakujagunemist, arengut ja diferentseerumist esile kutsuvaid signaalradu
(Singh ja Coffey, 2014). Seda leidub enamustes neuronites, kaasaarvatud striataalsetes ja
kortikaalsetes, kus seda esineb korgel tasemel (Ferrer et al., 1996; Lazar ja Blum, 1992).
Varasemalt on ndidatud, et TGFa stimuleerib nédrvirakkude proliferatsiooni tdiskasvanu
vigastatud ajus. (Fallon et al., 2000). TGFa alanenud ekspressiooni on leitud
skisofreeniahaigetes (Hayes et al., 2014). Neureguliin 1 (NRG1) on oluline nérvisiisteemi
arengus ja kutsub esile neuronite migratsiooni ja diferentseerumist, omab ka neurotroofset
efekti (Croslan et al., 2008). NRGI osaleb ka siinaptilise plastilisuse modulatsioonis
(Buonanno ja Fischbach, 2001). NRGle variante seostatakse suurenenud skisofreenia
geneetilise riskiga (Agarwal et al., 2014). On nididatud, et NRG1 kadu kortikaalsetes
projektsioonineuronites vdhendab siinaptilist plastilisust, vdhenemist on leitud ka
skisofreeniagahaigetes (Crabtree ja Gogos, 2014; Agarwal et al., 2014). Skisofreeniahaigete
post mortem ajukude uurides on leitud suurenenud ErbB4 aktivatsioon NRG1 poolt, samas
kui NRGI tase ei olnud vorreldes kontrollidega suurenenud (Hahn et al., 2006). Neureguliin 2
(NRG2) ja neureguliin 3 (NRG3) on teaduslikus mottes hiljuti avastatud ja nende
bioloogilistest funktsioonidest teatakse vidhe (Falls, 2003; Zhang et al., 1997; Ring et al.,
1999). Siiski on héireid nii NRG2 kui ka NRG3 geenis juba seostatud skisofreeniaga (Yan et
al., 2017; Morar et al., 2010). Lisaks on ErbBide ligandid veel beetatselluliin, amfireguliin,

epireguliin ja epigeen, mida selle t66 kdigus ei uurita.
19



1.5. Loommudel
1.5.1. Loommudel kui tooriist

Loommudel esindab ligikaudselt konkreetset inimese haigusfenotiiiibi mudelit. Loommudelit
kasutatakse saamaks iilevaade haiguse etioloogiast voi tootada vélja ravimeid. Mudeli kaks
osa on manipuleerimine, mis indutseerib mingi seisundi, ja mddtmine, mis on indutseeritud
seisundi kvalifitseerimine ja kvantifitseerimine (Forrest et al., 2014). Nérilised nagu hiired ja
rotid on eelistatud loommudelid biomeditsiinilistes uuringutes. Pdhjuseks on nende
anatoomiline, flisioloogiline ja geneetiline sarnasus inimestega. Samuti on nad viikesed ja
lithikese elutsiikliga, mis teeb nende kasvatamise ja hooldamise lihtsaks (Bryda, 2013). Kaks
uuringutes tiilipiliselt kasutatavat inbriiditud hiireliini on Bl16 ja 129Sv. (Hedrich ja Bullock,
2004). Inbriidingu ehk sugulasaretuse teel saadud hiireliine kasutatakse uuringutes, kuna tihes
lilnis on isendite genotiiiibid praktiliselt identsed. Lisaks on erinevad inbriiditud liinid
omavahel heterogeensed. Samuti on vdimalik aretada spetsiifiliste fenotiilipidega hiiri. Need
faktorid muudavad inbriiditud hiired erinevat tiilipi uuringutes véga olulisteks tooriistadeks
(Beck et al., 2000). Tiitipiliselt on BI6 hiired liikuvamad ja aktiivsemad kui 129Sv hiired, kes
on pigem inhibeeritud iseloomuga. Siiski sOltuvad kéditumuslikud erinevused suurel mééral ka
timbritsevast keskkonnast (Abramov et al., 2008; Heinla et al., 2014). Uuringud toetavad ka
ideed, et 129sv hiireliin on stressile vastuvotlikum ja seetdttu ka parem mudel (Liu ja

Gershenfeld, 2001; Liu ja Gershenfeld, 2003)

1.5.2. Psiithhoosi loommudel

Skisofreenia loommudelitel peavad esinema haiguse peamised tunnusjooned ja stimptomid.
Skisofreeniaga kaasnevaid defekte simuleerivad mitmed erinevad mudelid. Need jaotatakse
nelja kategooriasse: farmakoloogilised, arengulised, kahjustuslikud ja geneetilised mudelid.
Mudelites esinevad peamiselt skisofreenia positiivsete siimptomitega analoogsed stimptomid,
monedel mudelitel ka negatiivsete siimptomitega sarnased siimptomid (Jones et al., 2011).
Antud t60s kasutatakse farmakoloogilist amfetamiin-indutseeritud mudelit. Farmakoloogilise
mudeli korral manipuleeritakse erinevaid neurotransmitterite siisteeme ajus, nditeks dopamiini
ja GABA (Loscher, 1985). Selleks, et loommudelilt saadud tulemusi saaks rakendada ravi
arendamiseks, peavad tulemused olema iilekantavad skisofreeniahaigetele inimestele. Seega
mudel peab olema valideeritud (Arguello et al., 2010). Valideeritavust hinnatakse mitmete
erinevate kriteeriumite alusel. Peamised kriteeriumid, mida kasutatakse farmakoloogilise

mudeli hindamiseks on prepulsi inhibeerimine (PPI), lokomotoorika ja latentne inhibitsioon
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(Moser et al., 2000; Gobira et al., 2013). PPI on ehmatava stiimuli vastuse inhibitsioon, juhul
kui antud stiimulile eelneb ndrgem stiimul (Hoffman ja Searle, 1968; Graham ja Murray,
1977). Skisofreeniapatsientidel esinevad PPI hidired (Braff ja Geyer, 1990). Latentse
inhibitsiooni korral vihendab stiimuli sagedane esitamine stiimuli tihenduse méaédra. Teisisonu
juba tuttava stiimuli esinemise korral inhibeeritakse antud stiimuliga seotud seoste loomine ja
oppimine Lubow ja Gewirtz, 1995). Latentse inhibitsiooni hdireid seostatakse akuutse
skisofreeniaga *Swerdlow et al., 1996). Loommudelite kehtivuse katsetamiseks vaadeldakse
moningaid lokomotoorseid muutusi, sealhulgas stereotiiipiat (Korff et al.,, 2008).
Stereotiilipia on mingi tegevuse pidev ja eesmirgitu kordamine (Rapp ja Vollmer, 2005).

Skisofreeniapatsientidel esineb sageli lokomotoorseid héireid (Sano et al., 2012).

1.5.4. Loommudeli manipulatsioonid

Farmakoloogilised mudelid ehk farmakoloogiline manipulatsioon pohineb teatud
psithhootikumide neurotransmitterite siisteeme mojutaval efektil. Paljud farmakoloogilised
mudelid pdhinevad dopamiini slisteemi mdjutamisel, mille hdireid seostatakse psiihhoosiga.
(Loscher, 1985). Esimesed skisofreenia loommudelid pdhinesidki dopaminergilise siisteemi
mojutamisel. Laialdaselt kasutatav kaudne dopamiini agonist on amfetamiin, mis voib
pohjustada psiihhootilisi siimptomeid (Jones et al., 2011). Neuroloogilised uuringud
skisofreeniahaigetel on ndidanud suurenenud siinaptilist dopamiini kontsentratsiooni pérast
amfetamiini manustamist vorreldes kontrollgrupiga (Breier et al., 1997). Seega manustatakse
seda loomadele, et simuleerida psiihhoosi bioloogilist seisundit. Pideval amfetamiini
manustamisel nérilistele esinevad skisofreenia siimptomid nagu hiiperaktiivsus, kestvad PPI
héired, latentse inhibitsiooni héired ja kognitiivsed héired, mida seostatakse prefrontaalse
koorega, sealhulgas defitsiidiga tdhelepanus (Fletcher et al., 2005; Tenn et al., 2005; Jones et
al., 2011). Amfetamiin mudeldab positiivseid siimptomeid, negatiivseid siimptomeid nérilistel
amfetamiinimudelis tdheldatud ei ole (Sams-Dodd, 1995). Mudelit valideerib veel see, et
antipsithhootikumid vidhendavad psiihhootilisi positiivseid siimptomeid (Arndt et al., 1995).
Reeglina manustatakse amfetamiini jérjest suurenevas doosis, et viltida algsest korgest

doosist tulenevaid neurotoksilisi efekte (Featherstone et al., 2007).
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2. EKSPERIMENTAALOSA / UURIMUS
2.1. Too6 eesmirgid
To66 eesmérgid on:

1. Tuvastada BI6 ja 129Sv hiireliinide keskajus amfetamiin-indutseeritud psiihhoosi mudeli

korral ErbB retseptorite perekonna ja nende ligandide ning D> retseptori ekspressioon.

2. Ekspressiooniandmete pohjal vorrelda ErbB retseptorite ja nende ligandide ekspressiooni
Bl16 ja 129Sv hiireliinide eri katsegruppides amfetamiin poolt indutseeritud psiihhoosi

mudelis.

T66 sooritati Tartu Ulikooli Bio- ja siirdemeditsiini instituudi fiisioloogia osakonnas libi
viidava teadusuuringu osana. Uuringu eesmirk on tuvastada psiihhoosiga seotud
molekulaarseid markereid ning seeldbi arendada arusaamist psiihhoosist ja selle

tekkemehhanismidest.
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2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Katseloomad

Katseloomad olid isased metsiktiiiipi 129S6/SvEvTac (129Sv) ja C57BL/6Ntac (B16) hiired
(Tartu Ulikooli Bio- ja siirdemeditsiini instituudi katseloomakeskuse vivaarium). Hiiri hoiti
uuringu valtel 1290D Eurostandard tiiiip III puurides mddtmetega 425 mm % 276 mm X 153
mm (Tecniplast, Itaalia). Uhes puuris hoiti 6-10 hiirt, kokku oli katses 70 isendit (30 129Sv ja
40 BI6). Hiiri hoiti 12-tunnisel kunstlikul pédeva-66 reziimil (valgus 07:00-19:00),
temperatuuril 22°C ( £ 1°C). Allapanu oli haavahake ja pesamaterjal haavalaastud, mdlemaid
vahetati kord nddalas. Toitu ja vett ei voimaldatud lihe tunni jooksul enne testi ja iihe tunni
testi kestvuse ajal, muul ajal olid need vabalt kittesaadavad. Katse alguses olid loomad 6-9 ja
katse 10pus 8-11 nddalat vanad. Katse kestis 13 pdeva. Mdlemad liini hiired jaotati kolme
gruppi: kontrollgrupp (SAL), kellele manustati kogu katse viéltel fiisioloogilist lahust; akuutne
grupp (AK), kellele manustati fiisioloogilist lahust koigil pdevadel, vilja arvatud viimasel
katsepaeval kui manustati amfetamiinilahust ja krooniline grupp (KR), kellele manustati kogu
katse viltel amfetamiinilahust. Hiired kaaluti iga kord enne vastava lahuse manustamist. Selle
jargi arvutati vajalik lahuse kogus (10 ml / kg), mis manustati intraperiotanaalselt.

Amfetamiinigruppidele manustati amfetamiini segatuna fiisioloogilises lahuses (3 mg / kg).

Tabel 2. Grupid, isendite arv grupis ja manustatud lahus.

Grupp Igsrir;)?;te arv 1. - 2. pdev 3.-12. pdev 13. pdev
fiisioloogiline fiisioloogiline
BI6 SAL 13 Kohanemine lahus lahus
(0,9% NaCl) (0,9% NaCl)
fiisioloogiline amfetamiin
BlI6 AK 14 Kohanemine lahus fiisioloogilises
(0,9% NaCl) lahuses
amfetamiin amfetamiin
BI6 KR 13 Kohanemine fiisioloogilises fiisioloogilises
lahuses lahuses
fiisioloogiline fiisioloogiline
129Sv SAL |7 Kohanemine lahus lahus
(0,9% NaCl) (0,9% NaCl)
fiisioloogiline amfetamiin
129Sv AK | 12 Kohanemine lahus fiisioloogilises
(0,9% NaCl) lahuses
amfetamiin amfetamiin
129Sv KR 11 Kohanemine fiisioloogilises fiisioloogilises
lahuses lahuses

Katse viidi ldbi Tartu Ulikooli Bio- ja siirdemeditsiini instituudi katseloomakeskuse

vivaariumis. Loomadega to6tas péadevustunnistust omav spetsialist. Kdesoleva t60 autor
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osales vaatlejana. Katse ldbiviimiseks viljastas Eesti Vabariigi Maaeluministeeriumi

Loomkatseprojekti loakomisjon loa nr 87 (4.05.2016).

2.2.2. Koeproovid

Katseloomad surmati katse 13. péeval, tund pérast viimast lahuse manustamist, kasutades
tservikaalset dislokatsiooni. Seejdrel eraldati jdial katseloomadelt keskaju, mida uuritakse
antud t66s, ning ka frontaalkoor, amiigdala, hipokampus, dorsaalne striaatum ja ventraalne
striaatum. Ajuosad jahutati vedelas lammastikus ja hoiti kuni jirgmise etapini -80°C juures.
Antud etappi viis 1dbi péddevustunnistust omav spetsialist. Kédesoleva t60 autor osales

vaatlejana.

2.2.3. RNA eraldamine

RNA eraldamiseks kasutati happelist guanidiin-isotiotsiianaat/fenool/kloroform meetodit.
Kasutati TRI reagenti (Molecular Research Center Inc, USA). RNA eraldus viidi 14bi jaal, et
véltida voimalikku RNaasi degradeerivat efekti (Kuigi TRI reagendi koostises on RNaasi-le
inhibeerivalt toimiv guanidiin-isotsiianaat). RNA eraldati Molecular Research Center Inc
protokolli (modifitseeritud) alusel. Ajukude (stigavkiilmutatud) kaaluti, pandi jdile ning lisati
100 pl kiilma TRI reagenti. Jail olev kude purustati uhmerdamisega ning lisati kuni 500 pl
mahuni kiilma TRI Reagenti. Seejérel lasti 5 min. jadl seista. Peale seda lisati 200 pl
kloroformi (Sigma-Aldrich, Saksamaa) ja vorteksiti 15 sek (segu roosaks muutumiseni).
Seejdrel lasti 5 min. jiil seista. Jargnevalt tsentrifuugiti 15 min 2°C ja 12000 g juures (10630
rpm, r = 95 mm, Eppendorf 5810/R Bench Top, Saksamaa). Peale seda tdsteti vesifaas uude
tuubi (orgaaniline faasi antud t60s ei kasutatud). RNA sadestati vesifaasi supernatandist
lisades 500 pl isopropanooli (Sigma-Aldrich, Saksamaa) ja inkubeerides loksutil kiilmruumis
(4°C) 30 min. Jargnevalt tsentrifuugiti RNA pdhja 15 min 2°C ja 14000 g juures (11481 rpm,
r=95mm) (kuni RNA sadenes tuubi pohja). Supernatant valati dra ning alles jaddnud RNA
sademele lisati pesuks 1 ml 75% etanooli (-20°C). Seejérel tsentrifuugiti proove 10 min 2°C
ja 7500 g juures (5974 rpm, r=95mm). Lahusti valati dra. Etanoolipesu teostati veel 2 korda.
Peale pesu jéeti sade toatemperatuurile kuivama 10 minutiks. Kuivanud sademele lisati 30 pl
vett (50°C) (MilliQ), seejarel vorteksiti ja tsentrifuugiti pohja (spin-down). RNA
kontsentratsiooni modddeti  NanoDrop ND-1000  spektrofotomeetriga  (NanoDrop
Technologies, USA). Proovid pandi siigavkiilma (-80°C). Kéesoleva ja edasiste etappide
labiviimisel osales t66 autor.
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2.2.4. Dnaasi I tootlus

cDNA siinteesi alustati eraldatud RNA lahuse DNaas to6tlusega. See on vajalik lahusesse
jaanud genoomse DNA eemaldamiseks. Antud t60s kasutati tootjapoolseid protokolle ja
reaktsioonikomplekte. Kasutati RNaas-i vaba DNaas | (Life Technologies Corporation) ja
SuperScript III poordtranskriptaasi (Invitrogen). Stigavkiilmutatud RNA proovid pandi DNaas
tootluseks jadle. Eelnevalt NanoDropiga moddetud kontsentratsioonidele vastavalt tdsteti
uude tuubi RNA lahust ja vett (Milli-Q) kuni 21 pl mahuni. Seejarel lisati 3 pl 10x DNaas |
puhverlahust (Life Technologies Corporation) ning 3 ul DNaas I ensiitimi (Life Technologies
Corporation). Segu vorteksiti, tsentrifuugiti pdhja (spin-down) ja inkubeeriti 30 min 37°C
juures. Reaktsioon peatati lisades 3 pl 50 mM EDTA lahust (Life Technologies Corporation).
Seejdrel vorteksiti segu ja tsentrifuugiti pohja (spin-down) ja inkubeeriti 10 min 65°C juures.
Peale seda pandi proovid jahtumiseks jaile. Igast proovist vdeti kaks korda 1 pl lahust, eraldi
tuubidesse (iiks cDNA siinteesiks ja teine kvaliteedi hindamiseks, kui selleks peaks vajadus

tekkima). Proovid pandi siigavkiilma (-20°C)

2.2.5. cDNA siintees

RNAIle (DNaas I toodeldud) lisati vett kuni 11 pl 16ppmahuni (16plik RNA hulk ¢cDNA
stinteesilahuses 3 pg). Lahusele lisati 2 pl segu I*. Seejérel inkubeeriti 5 min temperatuuril
65 °C praimerite seondumiseks. Peale seda hoiti 5 min jéal. Lahus tsentrifuugiti pdhja (spin-
down). Seejarel lisati 1 ul segu IT*. Peale seda vorteksiti ja tsentrifuugiti pShja (spin-down) ja
inkubeeriti 10 min 25°C juures ning 60 min 50°C juures. Seejirel reaktsioon peatati tostes 15
minutiks temperatuuri 70°C juurde. Siinteesitud cDNA kontsentratsioonid moddeti NanoDrop

ND-1000 spektrofotomeetriga (NanoDrop Technologies). Proovid pandi siigavkiilma (-80°C)

*segu | - 1 pl 10 mM dANTP segu (iga nukleotiidi 10mM) (Fermentas, USA), 2 ul 50 uM
heksameersete praimerite segu (Applied Biosystems, USA), 1 ul vett (Milli-Q).

*segu Il - 1 pl SuperScript III péordtranskriptaasi, 4 ul 5X First-Strand Buffer (Invitrogen,
USA)+ 1 ul 0,1 M DTT (Invitrogen, USA)

2.2.6. QPCR

gPCR analiiiisil kasutati tootja protokolli ja reagente (5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR

Supermix (Solis Biodyne, Eesti)). Katsed sooritati masinal QuantStudio 12K Flex (Applied
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Biosystems, USA). Algseks andmekogumiseks ja to6tluseks kasutati QuantStudio 12K Flex
Software (1.2.2 tarkvara). Praimerid disainiti Primer3Plus (vabavara) tarkvaraga. Tellitud
praimerite (Biosearch Technologies, Taani) sobivust testiti geelelektroforeesil ja qPCR
analiiiisiga. Referentsgeenina kasutatud koduhoidja Hprt valiti, kuna varasemalt on tdendatud
selle stabiilsus ja efektiivsus (Vanaveski et al., 2017). Uhe geeni uuring tehti ithe qPCR plaadi
(Thermo Scientific, USA) peal. Plaadile kanti kdikide isendite proovid neljas korduses.

Seelibi sai selged hilbijad tulemustest eemaldada.

2.2.7. Andmete statistiline analiiiis

gPCRi andmed eksporditi QuantStudio 12K Flex Software-ist (1.2.2 tarkvara) Exceli failina.
Andmed puhastati ja hédlbijad eemaldati tuginedes tarkvara juhistele ja sulamiskdvera
kvaliteedile (kvaliteeti hinnati visuaalselt). Excelis viidi andmed 22T kujule koduhoidja Hprt
suhtes. Koigepealt analiilisiti andmete normaaljaotusele vastavust ja selle jdrgi otsustati
kasutada mitteparameetrilist (Kruskal-Wallise) testi. Kasutatud Kruskal-Wallise testi post-
hoc testiks oli Dunni test. Statistiliselt oluliseks loeti tulemused olulisuse nivool a = 0,05.
Statistiliste analiiliside ldbiviimiseks ja graafikute koostamiseks kasutati tarkvara GraphPad
Prism 7 (GraphPad Software Inc, USA). Tulemused on vélja toodud jidrgnevas peatiikis.

Statistiliselt olulised tulemused on &ra mirgitud tabelis 3. ja joonisel 3.

26



2.3. Tulemused ja arutelu

2.3.1. Tulemused

Antud t60s uuriti geeniekspressiooni muutust BI16 ja 129Sv hiireliinide keskajus amfetamiini
poolt indutseeritud psithhoosi mudelis. Molema liini  hiired jaotati kolme gruppi:
kontrollgrupp ehk SAL (fiisioloogiline lahus kogu katseperioodi véltel), akuutne ehk AK
(fiisioloogiline lahus ja viimasel katsepdeval amfetamiinilahus) ja krooniline ehk KR
(amfetamiinilahus kogu katseperioodi viltel). Analiilisiti jirgnevate geenide ekspressiooni:
ErbB1-4, Egf, HbEgf, Nrgl-3, Tgfa, Btc ja D2. Koduhoidjageen, mille suhtes ekspressiooni
analiitisiti oli Hprt. Statistiliselt olulised muutused esinesid Egf-i korral molemas hiireliinis
ning ErbB2-e korral 129Sv hiireliinis.

ErbB1-e mdddetud ekspressiooni tase oli Bl6 SAL 0,046 + 0,00242, AK 0,0439 + 0,0055 ja
KR 0,0429 + 0,00762. ErbBl-e moddetud ekspressiooni tase oli 129Sv SAL 0,0386 +
0,00685, AK 0,0363 + 0,00744 ja KR 0,0384 + 0,0073.

ErbB2-¢ mdodetud ekspressiooni tase oli Bl6 SAL 0,00698 + 0,00122, AK 0,00682 +
0,00136 ja KR 0,00701 £ 0,00159. ErbB2-e modddetud ekspressiooni tase oli 129Sv SAL
0,00562 + 0,000588, AK 0,00605 + 0,00113 ja KR 0,00692 + 0,000425. ErbB2 ekspressiooni
tase osutus gruppide vordluses oluliseks (Kruskal-Wallis, F, 26y = 7.60, p = 0.022). Post hoc
test tuvastas ErbB2 129Sv SAL 129Sv KR vahel statistiliselt olulise erinevuse (p < 0.05).

ErbB3-e mdoddetud ekspressiooni tase oli BlI6 SAL 0,0380 + 0,00585, AK 0,0404 + 0,00462 ja
KR 0,0355 + 0,00564. ErbB3-¢ moddetud ekspressiooni tase oli 129Sv SAL 0,0292 +
0,00733, AK 0,0270 £+ 0,00338 ja KR 0,0290 + 0,00496.

ErbB4-ja mdodetud ekspressiooni tase oli BI6 SAL 0,199 + 0,0182, AK 0,197 + 0,0258 ja KR
0,204 + 0,0225. ErbB4-ja moddetud ekspressiooni tase oli 129Sv SAL 0,230 + 0,0233, AK
0,245 +0,0257 ja KR 0,240 £ 0,0410.

Egf-i mdodetud ekspressiooni tase oli BI6 SAL 0,00203 + 0,000440, AK 0,00247 + 0,000389
ja KR 0,00251 + 0,000626. Egf ekspressiooni tase osutus gruppide vordluses oluliseks
(Kruskal-Wallis, F, 37 = 6.23, p = 0.044). Egf-i mdddetud ekspressiooni tase oli 129Sv SAL
0,00199 £ 0,000571, AK 0,00260 £+ 0,000471 ja KR 0,00220 + 0,000427. Egf ekspressiooni
tase osutus gruppide vordluses oluliseks (Kruskal-Wallis, F, 28) = 6.14, p = 0.047). Modlema
juhul post hoc test ei tuvastanud gruppide vahelist erinevust.
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HbEgf-i mdddetud ekspressiooni tase oli BI6 SAL 0,0343 + 0,00359, AK 0,0336 + 0,00544 ja
KR 0,0353 + 0,00412. HbEgf-i mdddetud ekspressiooni tase oli 129Sv SAL 0,0329 +
0,00446, AK 0,0328 + 0,00649 ja KR 0,0329 + 0,00465.

Nrgl-e moddetud ekspressiooni tase oli Bl6 SAL 0,247 + 0,0357, AK 0,242 = 0,0715 ja KR
0,243 £ 0,0398. Nrgl-e moddetud ekspressiooni tase oli 129Sv SAL 0,243 + 0,0471, AK
0,235 £ 0,0465 ja KR 0,257 + 0,0834.

Nrg2-e moddetud ekspressiooni tase oli BI6 SAL 0,0225 + 0,00344, AK 0,0221 + 0,00341 ja
KR 0,0199 £+ 0,00289. Nrg2-e moddetud ekspressiooni tase oli 129Sv SAL 0,0193 =+
0,00381, AK 0,0199 + 0,00555 ja KR 0,0207 + 0,00439.

Nrg3-e moddetud ekspressiooni tase oli Bl6 SAL 0,0348 + 0,00588, AK 0,0333 + 0,00838 ja
KR 0,0356 + 0,00594. Nrg3-e mdddetud ekspressiooni tase oli 129Sv SAL 0,0422 + 0,0127,
AK 0,0422 + 0,00443 ja KR 0,0371 + 0,0100.

Tgfa mdodetud ekspressiooni tase oli Bl6 SAL 0,106 + 0,0106, AK 0,113 £+ 0,0141 ja KR
0,113 + 0,0157. Tgfa mdodetud ekspressiooni tase oli 129Sv SAL 0,0778 + 0,0143, AK
0,0719 £ 0,0165 ja KR 0,0794 + 0,00978.

D2-e moddetud ekspressiooni tase oli BI6 SAL 0,172 + 0,0429, AK 0,221 + 0,0898 ja KR
0,196 = 0,0585. D2-e moddetud ekspressiooni tase oli 129Sv SAL 0,287 + 0,0954, AK 0,257
+0,0570 ja KR 0,271 = 0,118.

Tabel 3. Statistiliselt olulised ekspressioonitaseme muutused keskajus koduhoidjageeni Hprt suhtes.

SAL AK KR Kruskal-Wallise
Geen ja hiireliin (Keskmine + (Keskmine + (Keskmine + test
Standardhilve) | Standardhilve) | Standardhilve)
Egof, BI6 0,00203 0,00247 0,00251 F, 37 = 6.23,
(£0,000440) (£0,000389) (£0,000626)
p =0.044
Egf, 129Sv 0,00199 0,00260 0,00220 F, 28 = 6.14,
(£0,000571) (£0,000471) (£0,000427)
p =0.047
ErbB2, 129Sv 0,00562 0,00605 0,00692 F(, 26) = 7.60,
(£0,000588) (£0,00113) (£0,000425)
p =0.022
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Joonis 3. Statistiliselt olulised muutused hiireliinides olulisuse nivool a = 0,05. (horisontaalse
joonega on ndidatud statistiliselt olulised tulemused Kruskal-Wallise testist, olulisuse miir on

margistatud: * p < 0,05 kuni p > 0,01 voi ** kui p < 0,01). A - Egf ekspressiooni tase osutus gruppide
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vordluses oluliseks (Kruskal-Wallis, Fp, 28 = 6.14, p = 0.047). Molema juhul post hoc test ei
tuvastanud gruppide vahelist erinevust. B - ErbB2 ekspressiooni tase osutus gruppide vordluses
oluliseks (Kruskal-Wallis, F, 26y = 7.60, p = 0.022). Post hoc test tuvastas ErbB2 129Sv SAL 129Sv

KR vahel statistiliselt olulise erinevuse (p < 0.05).

2.3.2. Arutelu

Antud t60 eesmérgiks oli psithhoosi uurimine hiirel pdhinevas loommudelis, kasutades kahte
erinevat hiireliini, BI6 ja 129Sv. Katseloomades indutseeriti psiihhoosilaadne seisund
amfetamiini manustamisega. Varem on leitud, et metamfetamiin (amfetamiini analoog)
pOhjustab kahjustusi dopaminergilistes neuronites ning viib dopamiini vabastamise
viahenemiseni (Davidson et al., 2001; Seiden ja Sabol, 1996; Volkow et al., 2001). Seega
amfetamiini manustamisel esile kutsutud psiihhoosi mudel nédib vahemalt osaliselt imiteerivat
psiihhoosi. Katsegrupid olid akuutne-, krooniline- ja kontrollgrupp. Katse kestis 13 péeva.
Akuutsele grupile manustati 10 pdeva jooksul filisioloogilist lahust ning viimasel katsepéeval
amfetamiinilahust. Kroonilisele grupile manustati 11 pdeva jooksul amfetamiinilahust.
Kontrollgrupile manustati 11 pdeva fiisioloogilist lahust. Vahetult pérast katse 15ppu eraldati
hiirte ajukude ja sdilitati uurimiseks. Ajukoes mdddeti kvantitatiivset poliimeraasi
ahelreaktsiooni (qPCR) kasutades uuritavate ErbB retseptorite ja ligandide ekspressioonitaset
koigi katsegruppide keskajus. Uurimuse pohjal saab hinnata ekspressioonimuutusi vorreldes

kontrollgrupiga ning ka vorrelda akuutse ja kroonilise grupi omavahelisi erinevusi.

Katse tulemused néitasid, et Egf ekspressioonitase oli molema hiireliini keskajus gruppide
vahelises vordluses oluliselt erinev - tdus esines molemas amfetamiinilahust saanud grupis.
BI6 hiireliinis oli saliini grupi Egf ekspressioon tase 0.002. Amfetamiini gruppides oli see
tunduvalt suurem, vastavalt 0.0025 akuutses grupis ja 0.0025 kroonilises grupis. Varasemalt
on esmaspsithhoosi korral leitud korgenenud Egf tase, mis langes pérast antipsiihhootilist ravi
(Fusar-Poli ja Meyer-Lindenberg, 2013; Haring et al., 2015). Tervetel inimestel on EGF tase
nucleus caudatus’es ja putaamenis (nigrostriataalse raja véljundid) negatiivses korrelatsioonis
vaba dopamiini transporteri tasemega (Pak et al., 2017). Seega voib Egf tousust jareldada
vaba dopamiini transporteri taseme langust ning et dopamiini taseme suurenemist. See on
vastavuses varasemalt pakutud nigrostriataalses rajas skisofreenia korral esineva
hiiperdopaminergiaga. Skisofreeniahaigetes on ndidatud suurenenud striataalset dopamiini
vabanemine vorreldes tervete indiviididega (Fusar-Poli ja Meyer-Lindenberg, 2013). Antud
olukord, kus suurenenud on dopamiini tase ja alanenud vaba dopamiini transporteri hulk viib

suurenenud dopamiini tasemeni siinaptilises pilus. Kui dopamiini tase siinaptilises pilus
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kasvab, siis see suurendab post-siinaptilise neuroni ergastumise tdendosust. Pidev ergastumine
viib omakorda neurotoksilisusele ja kahjustusteni. Teadaolevalt omab EGF keskajus
dopaminergiliste neuronite suhtes neurotroofset ja elulemust suurendavat efekti (Casper et al.,
1991). Egf iilesreguleerimine voib olla seega méark psiihhoosiga seotud kahjustustest ajus. Just
Egf kui ligandi tlesreguleermine, vorreldes EGFR kui retseptori iilereguleerimisega, viitab
spetsiifilisemale regulatsioonile, mille eesmérk on ilmselt kompenseerida dopamiini taseme

tousust (amfetamiini manustamise tulem) tingitud neurotoksilisust.

Uuritud ErbB perekonna retseptoritest esinesid statistiliselt olulised ekspressiooni muutused
ainult 129Sv hiireliini ErbB2 retseptoris. ErbB2 ekspressioonitase akuutses ja kroonilises
grupis oli vastavalt 0,00605 ja 0,00692, vorreldes fiisioloogilise grupiga 0,00562. ErbB2 on
ainuke ErbB retseptoritest, millel ei ole veel tuvastatud ligande, seega homodimeere ErbB2
reeglina ei moodusta. Heterodimeerid moodustuvad peale retseptorile ligandi seostumist.
Funktsionaalseid heterodimeere moodustab ErbB2 kdigi teiste ErbB-idega ja on koigi teiste
ErbB-ide eelistatud seondumispartner. Uuringute tulemused viitavad sellele, et ErbB2-el on
oluline roll teiste ErbB-ide signaalide lateraalsel edastamisel (Graus-Porta et al., 1997;
Wehrman et al., 2006; Lemmon, 2009). Seega suurenenud ErbB2 ekspressioon vdib
suurendada ka koikide teiste ErbB retseptorite signaaliedastust. Vajadus ErbB-ide ligandide
(mis teadaolevalt on iildjoones neurotroofsete ja mitogeensete efektidega) signaaliedastust
suurendada voib olla mérgiks mingist kahjustusest, mis pohjustab ebanormaalsest v4i héiritud
neuronite signaaliedastust. Sellise kompensatoorse mehhanismi eesmérk voib olla taastada

neuronite normaalne seisund.

Aktiivseimaks peetakse ErbB2-ErbB3 heterodimeeri. Need kaks retseptorit soltuvad
signaaliedastusel tksteisest olulisel madral, kuna ErbB3-el puudub kinaasne aktiivsus ja
ErbB2el ligandid (Holbro et al., 2003). ErbB3 ligandid on neurotroofsed faktorid NRG1 ja
NRG2. Varasemalt on NRG1 pakutud vilja skisofreenia kandidaatgeenina (Stefansson et al.,
2002). NRG1 taseme alanemine kortikaalsetes projektsioonineuronites vihenendab siinaptilist
plastilisust, mida on leitud ka skisofreenia loommudelites (Fénelon et al., 2013; Agarwal et
al., 2014). Lisaks on skisofreeniahaigete prefrontaalses korteksis leitud, et ErbB3 tase on
tunduvalt madalam vorreldes tervete kontrollidega (Hakak et al., 2001). VVarasemas uuringus
leiti, et epiteliaalrakkude proliferatsioon kahekordistus, kui NRG1 aktiveeris ErbB2-ErbB3
kompleksi (Patel et al., 2000). ErbB2 iileekspressiooni on leitud ka vidhi korral, kus
teadupérast toimub intensiivne rakujagunemine (Weiner et al., 1990). Sellest jareldub NRG1

téhtis roll siinaptilise plastilisuse regulatsioonil ning rakkude proliferatsiooni stimuleerimises.
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Ilmselt pohjustab mingi skisofreenia mehhanism alanenud NRGI taset voi ErB3
ekspressioonidefitsiite voi molemat korraga. Sellest tulenevad hidired nagu siinaptilise
plastilisuse vidhenemine. Seda piilitakse kompenseerida NRGI1 signaali vdimendades,
reguleerides iiles ErbB2, mis moodustades heterodimeeri ErbB3ega seob NRGI1 suure
afiinsusega ja annab edasi tugevnenud signaali. Ka skisofreeniahaigete post mortem ajukoe
uuringutel on leitud kdrgenenud NRG1 mRNA tase, kuid vihenenud NRG1 valgu tase, mis
toetab seda jareldust (Mostaid et al., 2017).

Varasemalt on leitud, et ErbB2 koekspressioon ErbB4-ga ei mojuta ligandidega NRG1 ja
BTC seostunud ErbB4 tiirosiini fosforiileerimist ehk aktiivsust (Feroz et al., 2002). Teises
uuringus leiti, et ErbB2 ekspressioon tdstab ligandiga seostunud ErbB4 signaaliedastuse
spektrit ja tugevust, kui tegemist on EGF ja TGFa, kuid mitte NRG1 ega BTC korral (Wang
et al., 1998). NRGI tdstab 1abi ErbB4 vahendatud signaali dopamiini taset keskajus (Yurek et
al., 2004). ErbB4 ekspresseerub korgel tasemel SNc-s ja VTA-s, kust saavad alguse rajad,
mida skisofreenias seostatakse hiiperdopaminergiaga (Skirzewski et al., 2017). Siinkohal voib
oletada, ErbB2 kdrgenenud tase viib osade ErbB4 ligandide signaaliedastuse tugevnemiseni -
nditeks EGF mis nagu eelnevalt rddgitud on skisofreeniast tingitud kahjustustes
kompensatoorses rollis. EGF signaaliedastuse suurendamise vajadusest voiks mirku anda
lisaks EGF enda iilesreguleerimisele ka see, et ErbB2-ErbB1 dimeer omab tugevnenud vastust
EGF-ile ja selle rolli on ndidatud ka mitoosi indutseerimises (Deb et al., 2001; Wehrman et
al., 2006). Samas voib teiste ligandide signaaliedastust ErbB2 suurenenud tase mdjutada
erinevalt - nditeks NRG1 korral, kuna selle ligandi ErbB4 vahendatud signaal viib dopamiini
taseme suurenemiseni alas, mis niigi on skisofreenia korral hiiperdopaminergiline, kuid

ErbB3 vahendatud signaal vdib aidata parandada siinaptilise plastilisuse héireid.

D2 retseptori ekspressioonis ei esinenud kummagis hiireliinis statistiliselt olulisi erinevusi.

Ka mitmed teised uuringud on joudnud samade tulemusteni. On leitud, et erinevates
skisofreeniaga seotud aju alades nagu striaatum, mida skisofreenia korral peetakse
hiiperdopaminergiliseks, ei esine D2 retseptori kvantitatiivseid muutusi (Martinot et al.,
1991). Tosi, mitmed uuringud on vastupidiselt leidnud skisofreenia korral D2 retseptori
kvantitatiivset tousu striaatumis, kuid nendes uuringutes on uuritud surmajirgselt
skisofreenikute ajukude, kes on saanud antipsiihhootilist ravi. Arvatakse, et D2 retseptorite
taseme tous tuleneb just antipsiihhootikumide kuurist, mitte ei ole haiguse enese kliiniline
tunnus (Seeman ja Kapur, 2000). Siiski peetakse olemasolevate retseptorite funktsiooni

héirituks. On leitud, et skisofreenia korral stimuleerib dopamiin retseptoreid tugevamalt. See
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laheb loogiliselt kokku skisofreenias esineva dopaminergiliste neuronite faasilise aktiivsuse
suurenemisega (Abi-Dargham et al., 2000). Ka amfetamiini manustamine mojutab D2
retseptoreid, nende dimeeride moodustumist. Dimeeride osakaalu suurenemist seostatakse
dopamiini suhtes suurenenud tundlikkusega (Wang et al., 2010). Kuid amfetamiini
manustamisest tingitud héired pole muidugi seotud ainult selle mdjuga D2 retseptoritele (Bay-
Richter et al., 2013). Lisaks on skisofreenia korral leitud, et D2Sh retseptorite (osalevad DA
taseme reguleerimises) arv ajus on vidhenenud (Seeman, 2013). Ka see voib olla iiks
pohjustest, miks DA tundlikkus on skisofreenia korral tdusnud, kuna DA autoregulatsioon on

héiritud.
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KOKKUVOTE

Skisofreenia on elukestev invaliidistav haigus, mille siimptomeid hoitakse kontrolli all
antipsiihhootikumidega. Antipsiihhootikumid aitavad peamiselt positiivsete siimptomite vastu,
samas kui negatiivsed ja kognitiivsed stimptomid jddvad ravita. Skisofreenia uurimine on
keeruline haiguse keerulise etioloogia ja diagnostiliste kriteeriumite tottu. Just haiguse
keerukuse tottu on oluline leida sobilikud loommudelid, mis aitaksid moista haiguse

tekkemehanisme.

Uks peamine skisofreenia mehhanisme seletav hiipotees on dopamiinihiipotees. Keskajus
asuvad kolm peamist dopaminergilist rada, milles skisofreenia korral esinevad nii hiiper- Kui
ka hiipoaktiivsed seisundid. See pohjustab patsientidel mitmeid korvalekaldeid normaalsest
ajutegevusest. Haiguse ravi pohineb pracgu peamiselt D> retseptori blokeerimisel. Uuringud
on praeguseks selgitanud, et lisaks esinevad héired ka teistes neurotransmitterite siisteemides
niditeks glutamaadi ja GABAergilises siisteemis. Veelgi enam — haiguse molekulaarne
mehhanism hdlmab mitmeid omavahel funktsionaalselt seotud geene, neurotransmittereid ja

signaalradu mitmetes erinevates ajuosades.

Antud t66s uuriti kahe hiireliini, B16 ja 129Sv, Egf perekonna ligandide ja ErbB perekonna
retseptorite ning D> geeni ekspressiooni. Hiirtel indutseeriti psiihhoosilaadne seisund
kasutades amfetamiini. Katseloomad jaotati kolme gruppi, kaks amfetamiinigruppi ja
kontrollgrupp. Katse tulemusdest selgus, et mdlemas hiireliinis on oluliselt tdusnud Egf tase
amfetamiini saanud gruppides. See on ilmselt méark hiiperdopaminergiast pdhjustatud
neuronaalsete kahjustuste kompenseerimise piilidest. 129Sv liinis on amfetamiini gruppides
oluliselt tdusnud ka ErbB2 ekspressioon. Katse niitas, et ErB2 tase tdusis oluliselt vaid 129Sv
hiireliinis. 129Sv hiireliini peetakse stressile vastuvotlikumaks. ErbB2 tdusmine voibki olla
kompensatoorse ~ mehhanismi  tunnus. ErbB2 on teiste ErbBide eelistatud
dimeriseerumispartner ja osaleb nende signaalide lateraalsel edastamisel. Aktiivseimaks
peetakse ErbB2-ErbB3 dimeeri, mille domineerivat ligandi NRG1 peetakse skisofreenia
kandidaatgeeniks. NRG1 signaali voimendus voib olla piilie korvata skisofreeniast tulenevat
viahenenud stinaptilist plastilisust. Egf ja ErbB2 nédol voib seega tegemist olla skisofreenia

diagnoosiks sobilike biomarkeritega.

Antud t36 on osa Tartu Ulikooli Bio- ja siirdemeditsiini instituudis fiisioloogia osakonnas l4bi

viidavast suuremast uurimustoost, mille eesmirk on leida varajasi voi esmase psithhoosi
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markereid ning seeldbi aidata kaasa psiihhoosi tekkimise molekulaarsetele mehhanismide

paremale mdistmisele.
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RESUMEE/SUMMARY

Expression of Egf family of ligands and ErbB family of receptors in mouse midbrain
Keith Kukkela

Summary

Schizophrenia is a severe psychiatric disorder that affects approximately 1% of the
population. It is characterized by the presence of psychotic symptoms. One of the main
explanatory hypotheses of schizophrenia is the dopamine hypothesis that attributes the

psychotic symptoms to a dysfunctional dopamine system.

Three out of four main dopaminergic tracts are located in the midbrain, therefore the genes
ErbB1-4, Egf, HbEgf, Nrgl-3, Tgfa and D2 were examined in the midbrain of two mice
strains, 129Sv and BI6. A psychosis-like state was induced using amphetamine. The mice of
both strains were divided into three groups: the saline group (saline administered throughout
the test period), the acute group (saline administered throughout the test period, except on the
last day, when amphetamine was administered) and the chronic group (amphetamine
administered throughout the test period). After the animal experiment tissue samples were

collected and expression was measured by gPCR using

The main objectives of this work were to determine the levels of gene expression of the
examined genes and to compare the differences between the study groups. Egf expression
levels were found to be higher in amphetamine groups of both strains, as well as ErbB2 levels
in the 129Sv strain. Egf upregulation could be a compensatory mechanism, aiming to help
neurons to cope with the damage resulting from amphetamine administration. ErbB2 is
important in mediating signals of other ErbB receptors through heterodimer formation and
therefore its upregulation could be a mechanism of enhancing signals of all EGF- family
ligands. Egf and ErbB2 could be suitable diagnostic biomarkers for schizophrenia and need

future research.
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