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INFOLEHT

Lsamp adhesioonimolekuli seosed serotonergilise siisteemiga

Serotonergiline siisteem on liks mitmetest projektsioonisiisteemidest ajus, mille moodustavad
erinevad neuroniteriihmad, mille rakukehad asuvad peamiselt ajutiive raphe tuumades ning
aksonid innerveerivad praktiliselt kogu kesknéarvisiisteemi, kaasa arvatud limbilise siisteemi
osasid. Koos vastutavad need siisteemid paljude bioloogiliselt oluliste protsesside eest ning
hdired kummaski siisteemis viivad nditeks muutunud sotsiaalse kaitumiseni. Siisteemide
toimimiseks on olulised nii neurotransmitter serotoniin kui ka raku adhesioonimolekulid nagu
LSAMP. Lsamp geeni puudulikkus mojutab nii serotonergilist kui limbilist siisteemi, mdjutades
sotsiaalset kaitumist ning serotoniini baas- ja metabolismitaset ajus. Kéesolevas to6s kirjeldati
esmakordselt Lsamp adhesioonimolekuli ekspressiooni kesk- ja tagaajus ning uuriti kroonilise

estsitalopraami manustamise mdju hiirte kaalule, kditumisele ja serotoniini metabolismile.
Mairksdnad: LSAMP, SSRI, estsitalopraam, serotonergiline siisteem, raphe tuumad

CERCS kood: B640 Neuroloogia, neuropsiithholoogia, neurofiisioloogia

Lsamp adhesion molecule — relations with the serotonergic system

The serotonergic system is one of the many projection systems in the brain, formed by various
neuron groups which cell bodies are located mainly in the raphe nuclei in the brain stem and
the axons of these neurons innervate practically the entire central nervous system, especially
parts of the limbic system. Together with the limbic system, the serotonin system regulates
several biologically relevant processes and defects in either of the systems may lead altered
social behaviour, for example. The functioning of these systems is supported by the
neurotransmitter serotonin and cell adhesion molecules, such as LSAMP. Lsamp deficit affects
both the limbic and serotonergic systems by altering social behaviour and changing the levels
of serotonin and its metabolite, and the rate of serotonin metabolism. In this master’s thesis
Lsamp expression in mid- and hindbrain is described, also influence of chronic escitalopram

administration to weight, behaviour and serotonin metabolism in mice was studied.
Key words: LSAMP, SSRI, escitalopram, serotonergic system, raphe nuclei

CERCS code: B640 Neurology, neuropscychology, neurophysiology
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KASUTATUD LUHENDID

5-HIAA — 5-hiidroksii-indoolatseethape

5-HT — 5-hiidroksiitriiptamiin, serotoniin

5-HTT — 5-hiidroksiitriiptamiini transporter, Serotoniini transporter
bp — base pair, aluspaar

BR — blokeerimisreagent

BST — bed nucleus of stria terminalis, stria terminalis’e sdngituum
CAM - cell adhesion molecule, raku adhesioonimolekul

Dig — digoksiigeniin

DR — dorsaalne raphe tuum

DRG — dorsal root ganglion, dorsaaljuure ganglion

E — embryonic day of development, embriionaalne arengupéev

ECM — extracellular matrix, ekstratsellulaarne maatriks

ESC — escitalopram, estsitalopraam

g — gramm

GABA — gamma amino-butyric acid, gamma-aminovdihape

GPCR — G-protein coupled receptor, G-valguga seotud retseptor
GPI — glycosyl-phosphatidyl-inositol, gliikostiiil-fosfatidiiiil-inositool
HPLC - high performance liquid chromatography, kdrgsurvevedelikkromatograafia
IC — inferior colliculus, alakiingas

IgSF — immunoglobulin superfamily, immunoglobuliinide superperekond
ISH — in situ Hiibridisatsioon

kb — kilobase, kiloaluspaar

KNS — kesknirvisiisteem



LSAMP — limbic system-associated membrane protein, limbilise siisteemiga seotud

membraanivalk

m — meeter

ml — medial lemniscus, mediaalne lemnisk

MnR — mediaanne raphe tuum

Negrl — neuronal growth regulator 1, neuraalne kasvuregulaator 1

Ntm — neurotrimiin

OBCAM - opioid binding cell adhesion molecule, opioide siduv raku adhesioonimolekul

OPCML — opioid binding protein/cell adhesion molecule like, raku adhesioonimolekuli sarnane

opioide siduv valk

P — postnataalne arengupiev

PAG — periaqueductal gray, ajuveejuha timbritsev hallaine
PBS — phosphate-buffered saline, soolalahusega fosfaatpuhver
PFK — prefrontaalkorteks

PNS — piirdenérvisiisteem

s — sekund

SCG — superior cervical ganglion, tilemine kaelaganglion
SDS — sodium dodecy! sulfate, naatriumdodetsiiiilsulfaat

SEM - standard error of the mean, keskmise standardviga
SERT - serotoniini transporter

SP — signaalpeptiid

SSC - saline-sodium citrate, Na-tsitraadi puhverlahus

SSRI — selective serotonin reuptake inhibitor, selektiivne serotoniini tagasihaarde inhibiitor

TBE — Tris-Boraat-EDTA



SISSEJUHATUS

Serotonergiline siisteem on iiks mitmetest projektsioonisiisteemidest ajus ning selle
moodustavad erinevad neuroniterithmad. Nende neuronite rakukehad asuvad peamiselt ajutiive
raphe tuumades ning aksonid innerveerivad praktiliselt kogu kesknérvisilisteemi, eriti nditeks
limbilise siisteemi osasid. Raphe tuumadest on olulisemad dorsaalne ja mediaanne tuum, millest
lahtuvad projektsioonid mitmetesse limbilise siisteemi osadesse: prefrontaalkorteksisse,
mandeltuuma (amiigdalasse), striatum’isse (juttkehasse) ja hipokampusesse. Serotonergilises
siisteemis on keskseks virgatsaineks monoamiinide hulka kuuluv serotoniin, mis kasvavas
organismis tdidab ka kasvufaktori rolli. Serotoniin toimib erinevatele neuronite alatiilipidele
membraansete serotoniini retseptorite vahendusel ning serotoniini tagasihaarde eest vastutab
serotoniini transporter. Serotoniini transporterid on sihtmérgiks antidepressantidele, mille hulka
kuuluvad ka selektiivsed serotoniini tagasihaarde inhibiitorid (SSRI, selective serotonin
reuptake inhibitor), millest kdige selektiivsem on estsitalopraam. Serotonergiline siisteem
reguleerib mitmeid bioloogiliselt olulisi protsesse, nditeks 60pédevast riitmi ja kognitiivseid
funktsioone. Haired siisteemi t60s viivad paljude erinevate haiguslike seisunditeni, sh

depressioon.

Serotonergilise slisteemiga on tihedalt seotud limbiline siisteem, mille moodustavad omavahel
ithenduses olevad ajuosad, mis vastutavad emotsioonide reguleerimise, kognitiivsete
funktsioonide ning autonoomsete reaktsioonide eest. Molekulaarsel tasemel osalevad nendes
protsessides raku adhesioonimolekulid, mille iilesandeks on reguleerida nérvisiisteemi arengut
ja vOimaldada silisteemi edasine toimimine. Raku adhesioonimolekulid jagunevad
ndrvisiisteemis mitmesse gruppi, millest tthe moodustab immunoglobuliini (Ig) geeni
superperekond. Ig superperckonna iihte alagruppi kuuluvad IgLON perekonna valgud, sh
limbilise siisteemiga seotud membraanivalk (LSAMP, limbic system-associated membrane
protein). LSAMP valku ekspresseeritakse kahelt alternatiivselt promootorilt neuronite pinnal
imetajate KNS-i kortikaalsetes ja subkortikaalsetes regioonides, mis sisaldavad voi votavad
vastu projektsioone limbilise siisteemi struktuuridelt. Lsamp geeni puudulikkus véljendub
muutunud sotsiaalses kéditumises. Lsamp geeni puudulikkusega hiired on uutes olukordades
vihem édrevad, uudishimulikumad ning aktiivsemad kui nende metsiktiiiipi
pesakonnakaaslased. Samuti on Lsamp geeni puudulikkusega hiirte ajus, vorreldes metsiktiiiipi

pesakonnakaaslastega, muutunud serotoniini baas- ja metabolismitase.

Kéesoleva magistritdd esimeses osas antakse iilevaade serotonergilisest ja limbilisest

siisteemist, raku adhesioonimolekulide IgLON alaperekonnast, milles keskendutakse enim
8



LSAMP valgule. Eksperimentaalses osas Kirjeldatakse Lsamp geeni ekspressioonimustrit
koduhiire (Mus musculus) kesk- ja tagaajus, fookusega raphe tuumadele, ning uuritakse Lsamp

geeni puudulikku hiireliini, selgitamaks valja muutusi serotoniinisiisteemis vastusena SSRI

estsitalopraami kroonilisele manustamisele.

Kiesolev t60 on koostatud meditsiiniteaduste valdkonnas, Bio- ja siirdemeditsiini instituudi

flisioloogia osakonnas.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1  Serotonergiline siisteem

Serotonergiline siisteem on iiks hajusalt organiseeritud projektsioonisiisteemidest ajus (Tork,
1990). See koosneb morfoloogiliselt erinevatest neuroniriithmadest, mille rakukehad asuvad
ajutiive raphe tuumades ja monedes retikulaarformatsiooni piirkondades, ning mille aksonid
innerveerivad praktiliselt kogu kesknirvisiisteemi (KNS), eriti tugevalt aga suuraju korteksit,
limbilisi struktuure, paljusid ajutiive piirkondasid ja seljaaju hallainet (Toérk, 1990).
Serotonergiline siisteem jagatakse kaheks alaosaks: rostraalseks (dorsaalne ja mediaanne raphe
tuum), kus rakukehad paiknevad keskajus ning ajusillas ja kust ldhtuvad projektsioonid eesajju,
ning kaudaalseks (raphe pallidus, magnus, obscurus ja pontis), mis asub peamiselt piklikajus ja
kust ldhtuvad projektsioonid seljaajju (Tork, 1990; Gaspar jt, 2003). Ajutiivi ja vidikeaju

jagunevad molema alaosa vahel (Tork, 1990).

Serotonergiline siisteem méngib rolli mitmete bioloogiliste funktsioonide, niiteks une,
sO0giisu, tsirkadiaanse riitmi ja kognitiivsete funktsioonide kontrollimisel (Mann, 1999;
Hensler, 2006b). Serotonergilise siisteemi héireid on seostatud paljude haiguslike seisunditega,
nditeks depressiooni (Mann, 1999), suitsiidse kditumise (Mann, 1999), imiku #dkksurma
stindroomi (Nonnis Marzano jt, 2008), impulsiivse agressiooni (Seo ja Patrick, 2008),
arevushdire (Gordon ja Hen, 2004) ning alkoholismiga (LeMarquand jt, 1994; Sari jt, 2011,
Sari, 2013).

1.1.1 Raphe tuumad

Serotonergilised neuronid jagunevad ajus iiheksasse gruppi: B1-B9 (joonis 1; Jacobs ja
Azmitia, 1992), mis moodustavad raphe tuumad. Enamustes raphe tuumades on suurem osa
neuroneid mitteserotonergilised. Dorsaalne raphe tuum, mille moodustavad serotonergiliste
neuronite grupid B6 ja B7, sisaldab suurimal arvul serotonergilisi neuroneid, kuid need
moodustavad selles olevatest rakkudest vaid 40-50% (Hensler, 2006b). Grupid B5 ja B8
moodustavad koos mediaanse raphe tuuma ning grupi B9 serotonergilised neuronid

moodustavad mediaanse raphe tuuma lateraalse pikenduse (Hensler, 2006a).
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Dorsaalsest ja mediaansest raphe tuumast parinevad limbilise siisteemi serotonergilised
projektsioonid. Need moodustavad eesajus erinevaid, omavahel osaliselt kattuvaid
innervatsioonimustreid. Dorsaalsest raphest parinevad projektsioonid innerveerivad tugevalt
prefrontaalkorteksit (PFK), kiilgmist vaheseina (septum’it), mandelkeha (amiigdalat), juttkeha
(striatum’it) ja ventraalset osa hipokampusest. Mediaansest raphest viljuvad aksonid
innerveerivad hipokampust, aju septum’it ning hiipotalamust. Dorsaalse ja mediaanse raphe
innervatsioonimustrid kattuvad enamustes korteksi piirkondades. (Molliver, 1987; Henlser,
20064a)

Kaudaalselt paiknevad raphe tuumad sisaldavad viiksemal arvul serotonergilisi rakke ning
innerveerivad ajutiive ja seljaaju. Nendeks on raphe obscurus (B2 grupp), raphe pallidus (B1 ja
B4 grupi rakud) ja raphe magnus (B3 grupp) (Jacobs ja Azmitia, 1992; Hensler, 2006a). Raphe
tuumad vahetavad omavahel informatsiooni, lisaks saabub raphe tuumadesse info ka teistest
rakugruppidest ajutiives ning hiipotalamusest, korteksist ja limbilistest struktuuridest, nagu

amiigdala (Hensler, 2006a).

O B1-B5 kaudaalne grupp
O“\ B6-B9 rostraalne grupp

Joonis 1. Hiire serotonergiliste neuronite spetsifikatsioon. Serotonergilised neuronid jagunevad {iheksasse
gruppi (B1-B9). Kaudaalsed serotonergiliste neuronite grupid, B1-B5 (kollased pallid), projitseerivad oma aksonid
ajutiivve ja seljaajju (kollane jutt). Rostraalsete gruppide neuronid, B6-B9 (punased pallid), saadavad oma aksonid

vahe- ja otsajju (punased jutid). Modifitseeritud Gaspar jt (2003) jargi.

Lisaks raphe tuumadele toodetakse serotoniini (5-HT, 5-hiidroksiitriiptamiin) ka kabikehas
(epifiitisis), soolestiku enterokromafiin-rakkudes, kopsu neuroepiteliaalsetes kehades ja

kilpnddrme parafollikulaarrakkudes (Gaspar jt, 2003).

Serotonergiliste neuronite aksonid ja nende Idpposad erinevad morfoloogiliselt iiksteisest,
soltuvalt sellest, millisest raphe tuumast nad périnevad. Mediaansest raphe tuumast ldhtuvad

aksonid, tiiip M, on jdmedamad ning sisaldavad iimaraid laiendeid aksonite ldpposades.
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Aksonid, mis ldhtuvad dorsaalsest raphe tuumast, tiitip D, on vastupidiselt viga peenikesed ja

sisaldavad erikujulisi laiendeid. (Kosofsky ja Molliver, 1987; joonis 2)
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Joonis 2. Serotonergiliste neuronite morfoloogia. Peenikesed laienditega aksonid (tiilip D) saavad alguse
dorsaalses raphe tuumas (DR) paiknevatest rakukehadest. Jimedamad ilma laienditeta aksonid (tiilip M) saavad
alguse mediaanses raphe tuumas (MnR) paiknevatest rakukehadest. Liihendid: PAG — ajuveejuha iimbritsev
hallaine (periaqueductal gray); IC — alakiingas (inferior colliculus); ml — mediaalne lemnisk (medial lemniscus).
Modifitseeritud Hensler (2006a) jargi.

Tiitip M ja tiilip D aksonitel ekspresseeritakse erineval tasemel serotoniini transporterit (SERT).
On ndidatud, et enamuses naalduva tuuma (nucleus accumbens) piirkondades ekspresseerivad
SERT-i peenikesed D-tiilipi aksonid. Nucleus accumbens’i kaudaalses kooreosas on M-tiiiipi
aksonid, mis SERT-i ei ekspresseeri. (Brown ja Molliver, 2000) SERT-i ekspresseerivad
peenikesed aksonid on vastuvotlikud neurotoksilistele amfetamiini derivaatidele (Brown ja
Molliver, 2000), mistdttu on nad vdoimalikud terapeutilised sihtmérgid depressiooni, drevuse ja

paanikahdirete ravis (Hensler, 2006a).
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1.1.2 Serotoniin

Serotoniin (5-HT) on monoamiidne virgatsaine, mis avastati 1948. aastal (Rapport jt, 1948).
Eelnevalt olid V. Erspamer ja B. Asero kirjeldanud ainet enteramiin juba 1930ndatel, kuid
1953. aastal leidsid nad, et enteramiin ja serotoniin on sama lihend (Erspamer ja Asero, 1953).
Serotoniini prekursoriks on aminohape L-triiptofaan, mis konverteeritakse esmalt triiptofaani
hiidroksiilaasi poolt 5-hiidroksiitriiptofaaniks ning seejarel L-aminohappe dekarboksiilaasi
poolt serotoniiniks. Serotoniini metaboliseerimisel osaleb ensiilim monoamiini oksiidaas, mis
konverteerib serotoniini 5-hudroksii-indoolatseetaldehiiiidiks, mis okslideeritakse edasi 5-
hiidroksii-indoolatseethappeks (5-HIAA). (Hensler, 2006b)

Serotoniin ilmneb aju arengus juba kiillaltki varakult — hiire ajus tekivad esimesed
serotonergilised neuronid 10.-12. embriionaalsel arengupéeval (E10-E12; embryonic day of
development E10-E12) (Gaspar jt, 2003). Inimese ajus on esimesi serotonergilisi neuroneid
ajusillas, piklikajus ja seljaajus leitud alates 5.-6. arengunédalast (Sundstrém jt, 1993). Enne
serotonergiliste neuronite tekkimist on serotoniin emapoolse paritoluga (Gaspar jt, 2003). Pédev
parast serotonergiliste neuronite tekkimist suudavad raphe tuumades olevad neuronid
slinteesida serotoniini ning kaudaalse osa neuronid (grupid B1-B5) suunavad oma aksonid

seljaajju, samas kui rostraalse osa neuronid (grupid B6-B9) eesajju (Gaspar jt, 2003).

Serotoniin osaleb arengu kiigus Oppimise, motlemise ja stressivorgustike kujunemises
(Brummelte jt, 2017). Varases arengus kditub serotoniin kasvufaktorina, reguleerides
serotonergilise siisteemi ning sellega seotud siisteemide arengut (Whitaker-Azmitia jt, 1996)
rakujagunemise, neuraalse migratsiooni, raku diferentseerumise ja siinaptogeneesi
moduleerimise kaudu (Gaspar jt, 2003). Enne siinapsite moodustumist vabastavad serotoniini
kasvavad aksonid (Gaspar jt, 2003). On niidatud, et hiire aju arengus esineb neuronite seas
ajutine serotonergiline fenotiiiip — sellised neuronid saavad hoiustada ja vabastada 5-HT-d, kuid
ei suuda seda ise siinteesida. S-HT akumulatsiooni on detekteeritud talamuse, limbilise korteksi,
hiipotalamuse, reetina ja oliivtuumade neuronites hiirtel vanuses E15-P10 (P, postnataalne

arengupiev). (Gaspar jt, 2003)
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1.1.2.1 Serotoniini retseptorid

Serotonergilises silisteemis on palju serotoniini retseptorite alatiilipe, mistottu saab iiks
virgatsaine toimida erinevatele neuronite alatiiiipidele erinevalt (Mann, 1999). 5-HT toimib
KNS-is ja perifeerses nérvisiisteemis (PNS), aga ka mitteneuraalsetes kudedes membraansete
retseptorite kaudu (Hannon ja Hoyer, 2008). Serotoniini retseptorid on jagatud seitsmesse
Klassi: 5-HT1—5-HT7 (tabel 1), mis omakorda jagunevad mitmeteks alaklassideks (Hannon ja
Hoyer, 2008). Koik serotoniini retseptorite klassid peale 5-HT3 kuuluvad G-valguga seotud
retseptorite (GPCR, G-protein coupled receptor) hulka. 5-HT3 on ligand-soltuv ioonkanal.
(Nichols ja Nichols, 2008) 2014. aastal kirjeldati putukates uut, 5-HTs klassi retseptorit (Qi jt,
2014).

Tabel 1. Serotoniini retseptorite klassid. Tabelis on vilja toodud serotoniini retseptorite klassid, nende
paiknemine organismis (sulgudes on toodud niited paiknemisest), ning ndited 5-HT retseptorite Kkliinilisest

olulisusest.

Klass Paiknemine Kliiniline olulisus

5-HT1 | KNS (limbiline stisteem, | Depressioon (Mann, 1999; Nichols ja
hipokampus,  korteks,  raphe | Nichols, 2008), drevushdired (Mann, 1999;
tuumad) Nichols ja Nichols, 2008), migreen,
PNS vasokonstriktsioon (Nichols ja Nichols,
(Riad jt, 2000; Hannon ja Hoyer, | 2008)

2008; Nichols ja Nichols, 2008)

5-HT2 | KNS (frontaalkorteks, nucleus | Aktiivsus- ja tdhelepanuhdire, vastuvotlikkus

accumbens, haistmissagar) narkomaania  suhtes, seos auditoorse
Perifeeria (silelihased, | siisteemiga,  depressioon,  &drevushdired,
trombotsiiiidid) skisofreenia (Nichols ja Nichols, 2008)

(Leysen ja Pauwels, 1990)

5-HTs | KNS  (hipokampus, ajutiivi, | Arevuskiitumine, oksendamisrefleks (Tyers

seljaaju) ja Freeman, 1992), arritatud soole stindroom
PNS (Thompson ja Lummis, 2009)

5-HT4 | KNS (korteks, hipokampus) Depressioon, madlu, insuliini tundlikkus
Perifeeria (seedetrakt) (Ueno ja Satoh, 2009)
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(Nichols ja Nichols, 2008; Ueno ja
Satoh, 2009)
5-HTs | KNS (haistesibul, neokorteks, | Tédpne funktsioon teadmata. Oletatakse rolli

hipokampus, viikeaju) soltuvuskéditumises, kognitiivsetes
(Nichols ja Nichols, 2008) funktsioonides, tsirkadiaanse riitmi
kontrollimises (Nichols ja Nichols, 2008)

5-HTs | KNS (korteks, haistmissagar, | Kognitiivsed hédired (nt skisofreenia (de
hipokampus, amiigdala, | Bruin ja Kruse, 2015), Alzheimeri tdbi (de
glutamaat- ja  GABAergiline | Jong ja Merk, 2017)), depressioon (Nichols
(gamma  amino-butyric  acid, | ja Nichols, 2008)

gamma-aminovoihape) siisteem)
(Nichols ja Nichols, 2008; de Jong
ja Meark, 2017)

5-HT7 | KNS (hipokampus) Tsirkadiaanne riitm (Guscott jt, 2005), REM-
PNS uni (Bonaventure jt, 2007), depressioon
Perifeeria (silelihased) (Guscott jt, 2005), arevushiired

(Wesolowska jt, 2006), skisofreenia (Galici
jt, 2008), mélu (Meneses jt, 2008)

1.1.2.2 Serotoniini transporter ja SSRI-d

Serotoniini toimet reguleerib 12 transmembraanse domeeniga valk serotoniini transporter
(SERT; 5-HTT, 5-HT transporter), mis vastutab ekstratsellulaarse serotoniini tagasihaarde eest
ja peenhédilestab serotonergilist lilekannet siinapsi tasandil (Tao-Cheng ja Zhou, 1999). 5-HTT
paikneb neuronite aksonite perisiinaptilises plasmamembraanis, aga dorsaalses ja mediaanses
raphe tuumas neuroni keha tsiitoplasmas ning raphe tuumade ldheduses dendriitide
tsiitoplasmas (Tao-Cheng ja Zhou, 1999). 5-HTT on sihtmargiks mitmetele antidepressantidele,
eriti selektiivsetele serotoniini tagasihaarde inhibiitoritele (SSRI, selective serotonin reuptake
inhibitor).

Paljud antidepressandid toimivad peamiselt 1dbi monoamiinide taseme suurendamise. Selleks
nad kas blokeerivad serotoniini, noradrenaliini voi dopamiini tagasihaarde vdi inhibeerivad
monoamiini oksiidaasi, mis kataboliseerib monoamiine. Kliinilise depressiooni korral
hakkavad antidepressandid toimima 1-2 nidalat peale ravimi manustamise algust. (Blier, 2001)
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SSRI-d seonduvad serotoniini transporteriga ning takistavad serotoniini transporti voi
tagasihaaramist prestinaptilisse rakku, mille tagajérjel suureneb siinaptilises pilus serotoniini
hulk, mis saab seonduda oma postsiinaptilise retseptoriga (Tao-Cheng ja Zhou, 1999; Owens
jt, 2001). See omakorda takistab serotoniini juurdetootmist presiinaptilises rakus (Tao-Cheng
ja Zhou, 1999). Seega viheneb siisteemse SSRI manustamise korral esialgu mérgatavalt
serotonergiliste neuronite nérviimpulsi edasikandmise vdime (Blier, 2001). Paar nédalat peale
ravimi manustamise algust muutuvad serotoniini retseptorid raphe tuumas aga ravimi suhtes
tundetuks ning normaalne narviimpulsside edastamine serotonergiliste neuronite seas taastub
(Blier, 2001). SSRI-sid kasutatakse ravina ka &revushdirete puhul (Hensler, 2006a) ning
testitakse potentsiaalse ravina skisofreenia puhul (Millan, 2000; Eggers, 2013; Yamazaki jt,
2018). Serotoniini transporteri hiiperfunktsionaalsust on seostatud ka autismispektri héiretega

(Sutcliffe jt, 2005; Veenstra-VanderWeele jt, 2012; Siemann jt, 2017).

11221 Estsitalopraam

Algselt kasutati depressiooni raviks tritsiiklilisi antidepressante ja monoamiini oksiidaase.
Nende puhul on aga tdheldatud, et ravim kaotab iisna pea oma mdju, sest organism muutub
sellele tundetuks. 1980ndate 10pus hakati vilja to6tama uue polvkonna antidepressante, mille
hulka kuuluvad ka SSRI-d ning serotoniini ja noradrenaliini tagasihaarde inhibiitorid. (Sanchez
jt, 2014) Estsitalopraam tuli turule 2002. aastal (Drugsite Trust kodulehekiilg) ning on koige
selektiivsem SSRI (Owens jt, 2001).

Mitmetel juhtudel esinevad SSRI-d ratseemiliste segudena, mis ei pruugi alati olla tdielikult
puhtad, mistdttu esineb rohkem korvalefekte ning nende efektiivsus on madalam. Uhe
enantiomeeri kasutamine voib tagada suurema selektiivsuse ja kaotab korvalndhud, mida voib
pOhjustada vdhem aktiivne enantiomeer. (Burke ja Kratochvil, 2002) Tsitalopraami puhul
peitub bioloogiline efekt SERT-ile ja antidepressantne aktiivsus S-enantiomeeris (S-
tsitalopraam ehk estsitalopraam), mis on palju aktiivsem antagonist SERT-ile kui R-
enantiomeer (Hyttel jt, 1992).

Estsitalopraami kasutatakse ravina nii kliinilise depressiooni (Burke ja Kratochvil, 2002),
sotsiaalse drevushiire (Burke ja Kratochvil, 2002; Baldwin jt, 2016) kui ka premenstruaalse
stindroomi (Marjoribanks jt, 2013) puhul ja katsetatakse obsessiiv-kompulssiivse héire (Hedges

ja Woon, 2007; Bech jt, 2010; Lee jt, 2018) ning autismispektri hdirete (Owley jt, 2005; Owley
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jt, 2010; Najjar jt, 2015) ravina. On nédidatud, et pingest tuleneva peavalu ja migreeni ravis pole

estsitalopraamil moju (Moja jt, 2005; Banzi jt, 2015).

1.2 Limbiline siisteem

Limbilise siisteemi moodustavad omavahel iihenduses olevad ajuosad, mis vastutavad
emotsioonide reguleerimise, kognitiivsete funktsioonide ning autonoomsete reaktsioonide eest
(Catania jt, 2008). Limbiline slisteem koosneb fiilogeneetiliselt vanast limbilisest sagarast ja
teistest subkortikaalsetest struktuuridest ning nende tihendustest (Kelly, 1973). Limbilist sarve
mainis esmakordselt prantsuse teadlane Paul Pierre Broca juba aastal 1878 (Brabrook, 1881),
kuid selle eeldatava rolli emotsioonide reguleerimises pakkus 1937. aastal vilja ameerika arst
James Papez (Rajmohan ja Mohandas, 2007). Jargnevatel aastatel leiti, et emotsioonide
tekkimisega on seotud veel mitmed ajuosad ning 1952. aastal iithendas P. D. MacLean need

tihtse termini ,,limbiline siisteem* alla (Rajmohan ja Mohandas, 2007).

Pohilised limbilise stisteemi struktuurid on prefrontaalkorteks, piriformaalkorteks, vookaar
(dentate gyrus), entorinaalkorteks, hipokampus, valv (fornix), septaaltuumad, naalduv tuum
(nucleus accumbens), amiigdala, anterioorne talamus ja hiipotalamus (Kelly, 1973). Koik need
struktuurid moodustavad kompleksse vorgustiku, mis osaleb otsuste vastuvotmises, Iohnatajus,
milestuste talletamises, motivatsiooni ja emotsioonide kontrollimises (Zacco, 1990; Hensler,
2006a; Rajmohan ja Mohandas, 2007). Limbilisse siisteemi sissetulevat infot toodeldakse
limbilises korteksis, amiigdalas ja hipokampuses, info edastamisega limbilisest siisteemist

viljapoole tegelevad septaaltuumad ja hiipotalamus (Swenson, 2006).

1.2.1 Limbilise siisteemiga seotud peamised ajuosad

1.2.1.1 Hiipotalamus

Hiipotalamus on peamine limbilisest siisteemist info véljasaatja. See on iihendatud
frontaalsagara, septaaltuumade ja ajutiivega. Info hiipotalamusse tuleb hipokampusest ja
amiigdalast. (Swenson, 2006) Hiipotalamus tegeleb nditeks scksuaalkditumise ning

endokriinsete ja kditumuslike funktsioonide kontrollimisega (Swenson, 2006), aga on seotud
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ka tsirkadiaanse riitmi hoidmisega, reguleerides une ja drkveloleku tsiiklit (Szymusiak ja
McGinty, 2008). On ndidatud, et limbiline siisteem on iiks aktiivsemaid ajupiirkondi unendgude
ajal. Arvatakse, et limbiline siisteem ithendab omavahel teadvustamata emotsioonid ning
teadlikud kognitiivsed motted, tajud ja milestused, mis koos pohjustavad REM-une tsiiklis
unendgusid. (Szymusiak ja McGinty, 2008)

Limbilise siisteemi stimulatsioon pdhjustab muutusi hingamises ja vererShus (Kelly, 1973).
Hirmu ja raevu korral stimuleeritakse erinevaid hiipotalamuse piirkondasid, mis viivad ,,vditle
vOi pdogene* vastuse genereerimiseni (Kelly, 1973). Kortikaalsete ja limbiliste tithenduste kaudu
tekkiva stressi korral vabastatakse hiipotalamusest kortikotropiini vabastavat hormooni, mis

omakorda osaleb endokriinsete ja immuunvastuste vahendamises. (Smith ja Vale, 2006)

1.2.1.2 Amiigdala

Amiigdala koordineerib kéitumuslikke, autonoomseid ja endokriinseid vastuseid
keskkonnastiimulitele, eriti nendele, mis eeldavad emotsionaalset reageerimist (Swenson,
2006). See on oluline, et vastata stressitingimustele ja kohandada kéitumismustreid
keskkonnamuutustele. Teistest ajuosadest tulev info suunatakse esmalt amiigdala
basolateraalsesse tuuma, sealt edasi tsentraalsesse tuuma, et vastata keskkonnastiimulitele
(Heimer ja Van Hoesen, 2005). On néidatud, et amiigdala kahjustuste korral viheneb organismi
suutlikkus vastata stressile, eriti emotsionaalselt. (Swenson, 2006) Amiigdalal on roll
tdhelepanu, orientatsiooni, Oppimise, toitumise, joogijanu, seksuaalkditumise ja agressiivsuse
kontrollimises (Hitchcock ja Cairns, 1973). Koos hiipotalamusega osaleb amiigdala
hirmuvastuses (Hitchcock ja Cairns, 1973) ning lisaks on ndidatud amiigdalal rolli ka

soltuvuskéitumises (Childress jt, 1999).

1.2.1.3 Hipokampus

Hipokampus vastutab dppimisvdime, lithiajalise milu ning milujdlgede meenutamise eest.
Samuti on see oluline ruumilises tajus. Hipokampusesse saabub info peamiselt limbilisest
korteksist ja amiigdalast ning info vidljub volvi vahendusel vdi otse entorinaalkorteksile.
(Swenson, 2006) Hipokampus teeb koostood mitmete subkortikaalsete ajuosadega, nagu

nditeks nucleus accumbens’i ja amiigdalaga. Interaktsioonid hipokampusest, amiigdalast ja
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prefrontaalkoorest tuleva info vahel aitavad valida sobivaid kiditumisstrateegiaid néiteks
Oppimiseks. Amiigdala ja hipokampuse vahelistel vastastikustel {ihendustel on oluline osa
motivatsioonisiisteemis, andes hipokampusele mirku mélestuse tdhtsusest ning voimaldades

amiigdalal padseda ligi varem salvestatud mélestustele. (Witter, 2009)

1.2.1.4 Prefrontaalkorteks

Prefrontaalkorteksil on roll paljudes protsessides, nditeks eesmirgile suunatud kditumises,
t6omalus, tdhelepanuvdimes ja otsuste vastuvdtmises (Fuster, 2001). Haired PFK t66s esinevad
mitmete psiitihikahiirete patofiisioloogias, nditeks skisofreenia (Sapara jt, 2007), depressiooni
(Samara jt, 2018), posttraumaatilise stressi héire (Arnsten jt, 2015) ning soltuvuskditumise
puhul (Robinson jt, 2001).

Prefrontaalkorteks jaguneb kolmeks pohiliseks piirkonnaks: orbitaalseks, mediaalseks ja
lateraalseks (Fuster, 2001). Orbitaal- ja mediaalne regioon on seotud emotsionaalse
kéitumisega (Ongiir ja Price, 2000; Fuster, 2001; Gruber ja McDonald, 2012). PFK mediaalne
piirkond osaleb ka empaatia-, liikumis- ja tdhelepanuvoimes (Seitz jt, 2006; Benedetti jt, 2009).
Kahjustused mediaalses PFK osas viivad spontaansuse kadumiseni ning raskendavad oluliselt
lilgutuste algatamist ja konet. (Fuster, 2001; Dollfus jt, 2008) Lateraalne regioon toetab
kaitumist, konet ja pohjuslikke seoseid. Kahjustused selles piirkonnas viivad vdimetuseni
plaane teha ja neid ellu viia. (Miller ja Cohen, 2001; Fuster, 2001; Tanji ja Hoshi, 2008; Ries
jt, 2013) Kaitumuslikult terviklikele funktsioonidele on oluline PFK iihendused amiigdala,
hiipotalamuse ja hipokampusega (Goldman-Rakic jt, 1984; Barbas ja De Olmos, 1990; Tanji ja
Hoshi, 2008).

1.2.1.5 Striatum

Striatum ehk juttkeha osaleb liigutuste planeerimises ja tdideviimises ning kditumise muutmises
vastusena keskkonnastiimulitele (Apicella jt, 1992). Samuti on striatum’il roll motiveeritud
kaitumises (Apicella jt, 1991; Meffert jt, 2018).

Striatum jaguneb ventraalseks (sh nucleus accumbens ja stria terminalis’e sangituum (BST,
bed nucleus of stria terminalis) ning dorsaalseks osaks (caudate putamen). Ventraalne striatum

sisaldab viiksemaid ja tihedamalt pakitud neuroneid, kui dorsaalne striatum (Haber ja
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McFarland, 1999). Striatum’isse saabub info peamiselt frontaalkorteksist (sensomotoorne
korteks (Flaherty ja Graybiel, 1994), dorsolateraalne PFK (Ballard jt, 2012), mediaalne ja
orbitaalne PFK (Haber jt, 1995)) ja talamusest (Giménez-Amaya jt, 1995) ning info striatum’ist

suunatakse edasi talamusse (David, 2009).

Haireid striatum’i t66s on tdheldatud niiteks depressiooni (Takamura jt, 2017) ja Parkinsoni
tove (Chen jt, 2018; Garg jt, 2015) puhul.

1.3  Raku adhesioonimolekulid ja nirvisiisteem

Raku adhesioonimolekulidel (CAM, cell adhesion molecule) on oluline roll narvisiisteemi
arengu ja siisteemi edasise toimimise hoidmise juures. CAM-id osalevad niiteks neuraaltoru ja
neuraalharja moodustumises (Neale ja Trasler, 1994; Newgreen ja Tan, 1993), neuronite ja
glitarakkude migreerumises (Ono jt, 1994; Rousselot jt, 1995), aksonite véljakasvul ja nende
suunamises (Williams jt, 1994; Gil jt, 2002; Raper ja Mason, 2010), siinapsi stabiilsuse ja
plastilisuse tagamises (Stoenica jt, 2006), nérvijatkete miieliniseerimises (Barbin jt, 2004) ja

nérvi regeneratsioonil parast vigastust (Daniloff jt, 1986; Wallquist jt, 2004).

Raku adhesioonimolekulid koosnevad mitmetest perekondadest, mille alla kuuluvad {ihiste
primaarjérjestuste, struktuursete motiivide ja seondumisomadustega molekulid (Colman ja
Filbin, 2006). Antud molekulid toimivad raku pinnal, kus nad saavad interakteeruda identsete
molekulidega, luues homofiilse interaktsiooni, vO0i1 erinevate teiste rakupinna- voi
ekstratsellulaarse maatriksi (ECM, extracellular matrix) osadega, luues heterofiilse
interaktsiooni (Mauro jt, 1992; Pimenta jt, 1995; Atkins jt, 2001; Paratcha jt, 2003; Reed |jt,
2004).

Narvisiisteemis on esindatud kolm suurt CAM-ide gruppi: immunoglobuliini (1g) geeni
superperekond (IgSF, immunoglobulin superfamily), integriinid ja kadheriinid. Kadheriinid ja
IgSF perekonna CAM-id osalevad rakk-rakk voi membraan-membraan interaktsioonides,
samas kui integriinid vahendavad enamjaolt interaktsioone ECM-i komponentidega.
(Gumbiner, 1996; Colman ja Filbin, 2006)
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1.3.1 Immunoglobuliini geeni superperekond

Immunoglobuliinide superperekonna moodustavad valgud, mille domeenide aminohappeline
jérjestus on sarnane immunoglobuliinidele. IgSF oli liks esimesi valkude superperekondasid,
mida kirjeldati ning mis on praeguseks selgroogsete genoomis iiks suuremaid. (Barclay, 2003)
1980ndate 10puks oli leitud, et IgSF litkmed on laialt levinud ning méangivad olulist rolli rakk-
rakk interaktsioonides (Barclay, 2003).

1.3.1.1 IgLON perekonna valgud

IgLON perekonna valgud kuuluvad Ig superperekonna iihte alagruppi, mida iseloomustab
korge gliikosiileeritus, kolm Ig domeeni ning gliikosiiiil-fosfatidiiiil-inositool (GPI, glycosyl-
phosphatidyl-inositol) ankur, mis vahendab kinnitumist plasmamembraanile (Pimenta jt, 1995;
Zhukareva ja Levitt, 1995; Gil jt, 2002). IgLON perekonda kuuluvad viis valku: limbilise
slisteemiga seotud membraanivalk (LSAMP, limbic system-associated membrane protein;
Pimenta jt, 1995), opioide siduv raku adhesioonimolekul (OBCAM, opioid-binding cell
adhesion molecule; Schofiled jt, 1989), neurotrimiin (NTM; Struyk jt, 1995), neuraalne
kasvuregulaator 1 (NEGR1, neuronal growth regulator 1; Funatsu jt, 1999) ja IgLONS5 (Sabater
jt, 2014). OBCAM, neurotrimiin ja LSAMP on kahe esimese Ig domeeni ulatuses korge
homoloogiaga (Pimenta jt, 1995). Erinevused valgu jérjestustes ilmnevad kolmanda Ig domeeni

osas, mida seostatakse nende valkude erineva funktsionaalsusega. (Pimenta jt, 1995)

IgLON perekonna valgud suudavad rakkude pinnal moodustada homofiilseid vdi heterofiilseid
dimeere — digloneid (Pimenta jt, 1995; Zhukareva ja Levitt, 1995; Gil jt, 2002; Eagleson jt,
2003; Reed jt, 2004). On niidatud, et hetero- ja homofiilsed interaktsioonid on afiinsuselt
erinevad ning enamjaolt on homofiilsed interaktsioonid ndorgemad kui heterofiilsed (Reed jt,

2004; joonis 3).

Korgeim afiinsus Madalaim afiinsus
L C C O L
C ) C O (0 L
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Joonis 3. IgLON perekonna valkude homofiilsete ja heterofiilsete interaktsioonide hierarhia. Kdige
tugevama afiinsusega on LSAMP (L)-CEPU-1 (C; nérilise Ntm ortoloog kanas) ja LSAMP-OBCAM (O) diglonid
ning kodige ndrgema afiinsusega OBCAM-i ja LSAMP-i homofiilsed interaktsioonid. Modifitseeritud Reed jt
(2004) jargi.

Taiskasvanud organismis on leitud IgLON-itel rolle veel mitmetes protsessides. Ajukoe
kahjustuste tagajarjel reguleeritakse astrotsiiiitide regeneratsiooniprotsessis iiles nii Kilon
(Negrl; Schéfer jt, 2005) kui OBCAM (Sugimoto jt, 2010). NEGR1 valku on inimese puhul
seostatud iilekaalulisusega (Elks jt, 2010; Kim jt, 2017). Jacobseni siindroomi puhul on
deleteerunud OPCML (opioid binding protein/cell adhesion molecule like, raku
adhesioonimolekuli sarnane opioide siduv valk; nédrilise OBCAM-i ortoloog inimeses) ja
neurotrimiini geeni piirkonnad (Ji jt, 2010). LSAMP on seotud drevuse (Catania jt, 2008; Innos
jt, 2011) ja teiste kditumisseisunditega, néiteks depressiivse hdire ja paanikahiiretega (Koido
jt, 2012; Innos jt, 2012), meeste suitsiidkditumisega (Must jt, 2008) ning skisofreenia ja
bipolaarse hidirega (Behan jt, 2009). IgLON perekonna valkudel on néidatud ekspressiooni
muutuseid neuraalsete kasvajate glioomide korral (Reed jt, 2007), aga ka mitteneuraalsetes
kudedes agressiivse eesnddrme kasvaja puhul afro-ameerika meeste seas (Petrovics jt, 2015),
epiteliaalse munasarja kasvaja (Ntougkos jt, 2005) ning selgerakulise neeruraku kartsinoomi
(Chen jt, 2003) puhul.

13111 Neurotrimiin

Kodubhiirel (Mus musculus) paikneb neurotrimiini geen 9. kromosoomis (NCBI 1) ning sellelt
kodeeritakse 65 kDa massiga NTM valku (Struyk jt, 1995). Ntm geen on konserveerunud
mitmetes liikides, sh inimeses (NCBI 1). Neurotrimiini hakatakse IgLON perekonna valkudest
koige varasemalt aju arengus ekspresseerima (Struyk jt, 1995) ning esmased ekspressioonialad
on rostraalses dorsolateraalses striatum’is (Gil jt, 1998). Taiskasvanud ajus ekspresseeritakse
NTM-i  peamiselt korteksi sensoorsetes ja motoorsetes regioonides, Kkusjuures
ekspressioonialad kattuvad suuresti LSAMP-i ekspressioonialadega (Struyk jt, 1995; Gil jt,
2002). Lisaks korteksile ekspresseeritakse NTM-i ka seljaajus (Grijalva jt, 2006). Arvatakse, et
NTM-i ekspressioon korteksi nooremates kihtides (kihid 1V-VI), alusplaadil, rostraalses
lateraalses talamuses ning ajusilla tuumades ja viikeajus méangib rolli talamuse-korteksi ja

ajusilla-viikeaju vaheliste projektsioonide arengus (Gil jt, 1998). Neurotrimiin seondub
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homofiilselt dorsaaljuure ganglioni (DRG, dorsal root ganglion) ja hipokampuse neuronitega,
soodustades nende neuriitide viljakasvu (Gil jt, 1998; Gil jt, 2002). Ulemise kaelaganglioni
(SCG, superior cervical ganglion) neuronitega seondub NTM heterofiilselt ning inhibeerib
nende neuriitide viljakasvu (Gil jt, 2002). Lisaks on niidatud, et neurotrimiinil on roll ka

Schwanni rakkude jagunemisel ja migreerumisel narvikahjustuse jarel (Yu jt, 2012).

13112 OBCAM

Kodubhiirel paikneb geen Obcam/Opcml 9. kromosoomis ning on konserveerunud mitmetes
liikides, sh inimeses (NCBI 4). Obcam geenil on kaks alternatiivset promootorit, millelt
kodeeritakse 51 kDa valku, mida ekspresseeritakse peamiselt suuraju korteksi, vaheaju ja
hipokampuse piirkondades, ja 46 kDa valku, mida ekspresseeritakse peamiselt véikeajus ja
haistesibulas (Struyk jt, 1995; Miyata jt, 2003; Reed jt, 2007; Vanaveski jt, 2017). OBCAM-i
ekspressioon on kontsentreeritud dendriitidel ja neuronite kehal postsiinaptiliselt (Miyata jt,
2003).

1.3.1.13 NEGR1

Koduhiirel paikneb Negrl geen 3. kromosoomis ning on paljude teiste liikide seas
konserveerunud ka inimeses (NCBI 2). Negrl geen kodeerib 46 kDa massiga valku NEGR1,
mis on viahem gliikosiileeritud kui teised IgLON perekonna litkkmed (Funatsu jt, 1999). NEGR1
sarnaneb 56% ulatuses LSAMP-iga, 49% ulatuses OBCAM-iga ja 48% ulatuses
neurotrimiiniga (Miyata jt, 2003). Sarnaselt LSAMP-ile ekspresseeritakse ka NEGR1 neuronite
dendriitidel ja kehal (Funatsu jt, 1999; Miyata jt, 2003). KNS-is ekspresseeritakse Negrl
haistesibulas, suuraju korteksis, vaheajus, hipokampuses ja vdikeajus ning ekspressioonitase

kasvab peale siindi kuni tdiskasvanueani (Miyata jt, 2003).

13114 IgLON5S

IgLONS5 geen paikneb koduhiirel 7. kromosoomis ning ekspresseerub embriionaalselt

kesknérvisiisteemis ja jdsemetes (NCBI 5). Téiskasvanud organismis ekspresseeritakse
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IgLONS kesknérvisiisteemi DRG neuronitel ja seljaajus (Gu jt, 2015) ning lisaks ka testistes,
maos ja piimanddrmetes (NCBI 5). IgLON5 homolooge leidub mitmetes organismides, sh
inimeses (NCBI 5). IgLON5 on seostatud autoimmuunsuse (Leypoldt jt, 2015),
neurodegeneratiivsete haiguste (Leypoldt jt, 2015) ja unchéiretega (Sabater jt, 2014; Leypoldt
jt, 2015).

1.3.1.15 LSAMP

Limbilise siisteemiga seotud membraanivalk (LSAMP, limbic system-associated membrane
protein) on IgLON perekonna raku adhesioonimolekulide hulka kuuluv (Funatsu jt, 1999)
Lsamp geenilt kodeeritud 64-68 kDa korgelt gliikosiileeritud valk (Zacco jt, 1990). Lsamp-i
cDNA kodeerib 338 aminohappe pikkust poliipeptiidi (Pimenta ja Levitt, 2004), mille
struktuuri iseloomustavad kolm immunoglobuliini (Ig) domeeni (Pimenta jt, 1995). LSAMP
valk on imetajate seas konserveerunud, sarnanedes aminohappelise jarjestuse poolest inimese
ja nérilise vahel 99% ulatuses. Erinevus seisneb vaid neljas aminohappes. (Pimenta jt, 1995;
Pimenta jt, 1996) LSAMP on 55% ulatuses homoloogne OBCAM valguga ja 54% ulatuses
neurotrimiiniga (Pimenta jt, 1996). LSAMP valku ekspresseeritakse neuronite pinnal imetajate
KNS-i kortikaalsetes ja subkortikaalsetes regioonides, mis sisaldavad voi votavad vastu
projektsioone limbilise siisteemi struktuuridelt ning millel on roll nii kditumises kui mélus
(Zacco jt, 1990). Tapsemalt ekspresseeritakse LSAMP valku neuronite keha ja proksimaalsete
dendriitide pinnal (Zacco jt, 1990). Rakumembraanile Kkinnitumist vahendavad kaks
signaaljérjestust, signaalpeptiid ja hiidrofoobne C-terminus (Pimenta jt 1995; Pimenta jt, 1996),
ning membraani integreerumiseks on oluline ka gliikosiiiil-fosfatidiiiil-inositool (GPI, glycosyl-
phosphatidyl-inositol) ankur (Pimenta jt, 1995; Zhukareva ja Levitt, 1995). On niidatud, et
astrotsiiiitide ja mikrogliia pinnal LSAMP valku ei ekspresseerita (Levitt, 1984; Zacco jt, 1990;
Sharma jt, 2015). LSAMP valgu ekspresseerumises on erinevused tdiskasvanud organismi ja
areneva organismi vahel. Nii loote kui vastsiindinu arenevas ajus ekspresseeritakse LSAMP-i
sarnaselt nii aksonitel kui ka neuronite kasvukoonustel. Tiiskasvanud organismis
ekspresseeritakse LSAMP-i vaid neuronite kehadel ja dendriitidel. (Zacco jt, 1990) Lisaks
narvisilisteemile ekspresseeritakse LSAMP-1 vihesel mééral ka munasarjades, piimandarmetes,

pdies ning embriionaalselt ka jasemetes (NCBI 3).

Hiire Lsamp geen asub 16. kromosoomis umbes 2,28 Mbp pikkusel alal ning sisaldab 11 eksonit

(Pimenta ja Levitt, 2004). Lsamp geenile on iseloomulik kahe esimese eksoni (1la ja 1b)
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olemasolu, millele mdlemale eclneb funktsionaalne promootor. Promootor 1a on aktiivsem n-
0 klassikalistes limbilise siisteemi piirkondades, eriti hipokampuses, ventraalses striatum’is ja
amiigdalas, samas kui promootor 1b on aktiivsem sensoorsetes tuumades ning primaarse
korteksi alades. Molemad promootorid ekspresseeruvad maitse- ja haistmisinfo to6tlemisega
seotud ajuosades. (Philips jt, 2015) DNA jérjestus, millelt kodeeritakse Ig esimene domeen,
paikneb tdielikult eksonis 2, Ig teist domeeni kodeerivad alad eksonites 3 ja 4 ning Ig kolmandat
domeeni kodeerivad alad eksonites 5 ja 6 (Pimenta ja Levitt, 2004; joonis 4).

5'UTR/SP Sp SUTR/SP/NH 5 Igl Ig2 Ig2  Ig3lg3 COOH/3'UTR
la 1a’ 1b 2 3 4 56 7 8 9
799 838 /}* 355 66 179 9 05 6 17 6 -
ATG ATG Poli A

Joonis 4. Hiire Lsamp geeni struktuur. Eksonid on nummerdatud geeni 5’-otsast ning mérgitud joonisele
mustade kastidena (eksonid 1a, 1a’ ja 1b, immunoglobuliini (Ig) domeene kodeerivad eksonid 2-6 ning eksonid 7-
9). Intronite suurused on mérgitud kiloaluspaaridena. Tarn — 1b eksoni teine osa, mis esineb mdlemalt promootorilt
kodeeritud tranksriptides. Lithendid: SP — signaalpeptiid. Modifitseeritud Pimenta ja Levitt (2004) jargi.

Viiendalt eksonilt saadakse alternatiivset splaissimist kasutades kolm transkripti. Seitse eksonit
(1b-6 ja 9) kodeerivad Lsamp-i cDNA-d (joonis 4). Eksonid 1a ja 1a’ kodeerivad alternatiivset
5°-UTR signaalpeptiidi, ekson 1b sisaldab 5’-UTR-i, initsiaatorkoodonit ning LSAMP peptiidi
N-terminuse ja signaalpeptiidi kodeerimiseks vajalikku nukleotiidset jarjestust (joonis 4).
Ekson 9 sisaldab nukleotiidset jirjestust peptiidi C-terminuse kodeerimiseks ning 3’-UTR
regiooni, mis sisaldab poliiadeniilatsioonisignaali. (Pimenta ja Levitt, 2004) Umbes 99,65%
geenist moodustavad intronid. Eksonite la ja 1a’ ning la’ ja 1b vahele jadvad kaks viga
ulatuslikku intronit. (Pimenta ja Levitt, 2004). Suured 5’-intronid on IgSF liikmetele
iseloomulik omadus ning need sisaldavad regulatoorseid elemente, mis osalevad geeni
vaigistamisel ning geeniekspressiooni mustrite reguleerimises (Edelman ja Jones, 1998;
Kallunki jt, 1995; Kallunki jt, 1997; Pimenta ja Levitt, 2004).

Geeni intron-ekson struktuur on liikide vahel tugevalt konserveerunud (Pimenta ja Levitt, 2004;
joonis 5). Kui vorrelda hiire Lsamp geeni struktuuri roti ja inimese LSAMP geeniga, siis kdigil
kolmel ortoloogil on eksonite pikkus ja positsioon identne. Erandiks on ekson 1a’, mis inimese
LSAMP geenis puudub — mutatsioonide tagajirjel on tekkinud raaminihe, mis on viinud
stoppkoodoni tekkele 1a’ eksonist allavoolu, ning defekt 1a’ eksoni aktseptorsaidis. Ka intronid

on ldhedase suurusega. (Pimenta ja Levitt, 2004)
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SUTR/SP sp S'UTR/SP/NH,, Igl Ig2 g2 Ig3lg3 6c 6 COOH/3UTR
la 12 1b 2 4 56 7 8 9
Mm I I
Chrl6B4
799 838 /‘I\* 355 66 179 9 05 6 17 6 .
ATG ATG Polii-A
B
5 i [] —+—+H1+H—
Chr3ql13.31
1,552 kb 358 66 167 10 05 7 18 6
C
Rn - - .
Chrlligll
83 214 10 05 6 17 (]

Joonis 5. Koduhiire (Mm), niiiidisinimese (Hs) ja randroti (Rn) Lsamp geeni struktuuri vordlus. K&igi kolme
liigi puhul on Lsamp geeni ekson-intron paigutus kiillaltki konserveerunud (erandina inimene, kelle LSAMP geenis
puudub ekson 1a”). Intronite suurused on maérgitud kiloaluspaaridena (kb, kilobase). Tarn — 1b eksoni teine osa,
mis esineb modlemalt promootorilt kodeeritud tranksriptides. Lithendid: SP — signaalpeptiid. Modifitseeritud
Pimenta ja Levitt (2004) jérgi.

Lsamp-i transkriptide ekspressiooni on vaadeldud ka E15-16 vanuse roti eesajus. Selles vanuses
esineb Lsamp-i transkriptide ekspressioon tulevase limbilise korteksi piirkonnas, basaalses
eesajus ning hiipotalamuses. Mittelimbilises dorsaalsemas korteksi osas on ekspressioon viike.
Edasises embriionaalses arengus (E20) jadb ekspressioonitase tulevases limbilises korteksis,
talamuses ning hiipotalamuses viga korgeks. Tédiskasvanud roti ajus jaab Lsamp-i transkriptide
ekspressioonitase kdrgeks peririnaalses korteksis, amiigdalas, hiipotalamuses ja mediaalses
talamuse piirkonnas. Nork vdi olematu ekspressioonitase on tuvastatav primaarsetes

sensoorsetes neokorteksi piirkondades. (Pimenta jt, 1995)

Esimesed signaalid Lsamp geeni promootoritelt 1a ja 1b on hiires tuvastatud juba E12.5
arengupéeval. Promootorilt 1a saadav LSAMP-i produkt on esialgu aktiveeritud keskajus, eriti
neuraaltoru vélimistes kihtides. Eesajust tulevad signaalid on detekteeritavad alates E13.5
vanusest. Promootorilt 1b saadav LSAMP-i produkt on tuvastatav kiilgvatsakese lateraalsel
poolel. Hilisemas embriionaalses arengus (E15.5) on tugev signaal tuvastatav ka ajuveejuha
iimbruses ning neokorteksi sensoorsete regioonide siigavamates kihtides. E15.5 vanuses
embriios on Lsamp la promootor aktiivne ladtstuumas (caudate putamen), mida tdiskasvanud

hiire ajus pole tdheldatud. (Philips jt, 2015)

Rakukultuuris soodustab LSAMP 1dbi homofiilsete interaktsioonide limbiliste neuronite
adhesiooni ning neuriitide vidljakasvu (Pimenta jt, 1995; Zhukareva ja Levitt, 1995; Gil jt,
2002). Blokeerides LSAMP-i mdju anti-LSAMP antikehaga, ei kasva dendriidid rakukultuuri

neuronitel nii pikaks kui kontrollgrupil, samuti on mojutatud aksonite viljakasv (Pimenta jt,
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1995; Zhukareva ja Levitt, 1995) ning limbilise siisteemi projektsioonide korrektne kujunemine
erinevate rakkude vahel (Pimenta jt, 1995). On niidatud, et LSAMP-i esimene Ig domeen on
vajalik neuriitide véljakasvu soodustamiseks hipokampuse neuronitel (Eagleson jt, 2003;
Pimenta jt, 1995). LSAMP-i teine Ig domeen vahendab LSAMP-i heterofiilseid interaktsioone
(Pimenta ja Levitt, 2004), mis vastutavad SCG neuronite neuriitide kasvu inhibeerimise eest
(Eagleson jt, 2003). LSAMP inhibeerib ka DRG neuronite neuriitide kasvu, interakteerudes
heterofiilselt neurotrimiiniga (Gil jt, 2002).

1.3.1.15.1 LSAMP puudulikkusega hiiremudelid

Esimene LSAMP puudulikkusega (edaspidi ka Lsamp™) hiireliin loodi USA-s Vanderbilti
tilikoolis (Catania jt, 2008). Selleks asendati 69 nukleotiidi ekson 2 ning 31 nukleotiidi intron

2 LacZNeo kassetiga (Catania jt, 2008), mille tulemusena saadi Lsamp™ hiireliin.

Eestis Tartu Ulikoolis loodi teine Lsamp™ hiireliin (Innos jt, 2011). Selleks asendati Lsamp

geeni ekson 1b LacZNeo kassetiga (Innos jt, 2011).

Lsamp™ hiired on viljakad, elujdulised, normaalse vilimuse, suuruse, kasvu ja arenguga
(Catania jt, 2008; Innos jt, 2011). Lsamp” hiired ei eristu sensomotoorse, auditoorse,
Idhnatundmise  ega  ndgemisvdimekuse poolest oma  metsiktiiiipi  (Lsamp*’*)

pesakonnakaaslastest (Catania jt, 2008; Innos jt, 2011).

Sotsiaalne kiitumine erineb metsiktiiiipi ja Lsamp™ hiirte vahel. Lsamp” hiired on uutes
olukordades vdhem é&revad, uudishimulikumad ning aktiivsemad kui nende metsiktiitipi
pesakonnakaaslased (Catania jt, 2008). Lsamp™ hiirtel puudub pesakonnas kindel hierarhia —
Lsamp™ hiirtel ei ole kirjeldatud vurrude piigamist, mis metsiktiiiipi hiirtel esineb (Innos jt,
2011). Samuti on Lsamp geeni puudulikkusega hiired vdhem agressiivsed kui nende

metsiktiilipi pesakonnakaaslased (Innos jt, 2011).

On nididatud, et Lsamp geeni puudulikkusega hiirte ajus on vorreldes metsiktiitipi
pesakonnakaaslastega kdrgem serotoniini metabolism dorsaalses striatum’is ja keskajus ning
esineb muutusi serotoniini baastasemes (Innos jt, 2013a). Lsamp geeni anatoomilist
ekspressiooni tagaajus ei ole senini detailselt kirjeldatud, seetdttu on kdesoleva magistritdo liks
eesmarkidest kirjeldada Lsamp geeni la ja 1b isovormide ning nende summaarset anatoomilist
ekspressioonimustrit just kesk- ja tagaajus. LSAMP valgu ja serotoniinisiisteemi seoste

uurimiseks teostati kroonilise estsitalopraami manustamise katse Lsamp puudulikkusega hiirtel.
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2. EKSPERIMENTAALNE TOO

2.1. To0 eesmirgid

1. Kirjeldada detailselt Lsamp geeni ekspressioonimustrit koduhiire kesk- ja tagaajus.
Vilja selgitada, kas Lsamp promootori spetsiifilised isovormid (1a voi 1b) avalduvad
raphe tuumades.

2. Varasemalt on ndidatud, et Lsamp geeni puudulikkusega hiirte ajus on vdrreldes
metsiktiilipi pesakonnakaaslastega korgem serotoniini metabolism ning esineb muutusi
serotoniini  baastasemes, mistottu oli eesmidrgiks uurida serotoniinisiisteemi
pohjalikumalt, seekord manustades Lsamp”  hiirtele ja nende metsiktiiiipi
pesakonnakaaslastele krooniliselt (18 paeva) SSRI-d estsitalopraami. Sellest ldhtuvalt
pustitati jargmised kitsamad eesmaérgid:

1. Iseloomustada katseloomade kehakaalu ja kéitumise muutusi vastusena SSRI
kroonilisele manustamisele.
2. Iseloomustada monoamiin serotoniini ja selle metaboliidi muutusi Lsamp™ hiirte

ajus vastusena SSRI kroonilisele manustamisele.

2.2.  Materjal ja metoodika

2.2.1. Toos kasutatud katseloomad

Kiesolevas magistritods kasutati katseloomadena Tartu Ulikoolis (meditsiiniteaduste
valdkond, bio- ja siirdemeditsiini instituut, fiisioloogia osakond) loodud Lsamp geeni
puudulikkusega hiiri (Innos jt, 2011). Kontrollgrupina kasutati metsiktiitipi (edaspidi ka
Lsamp*’*) pesakonnakaaslasi. Varreldava geneetilise tausta jaoks kasutati segataustaga hiiri
[(129S6/SvEvTac x C57BL/6) x (129S6/SvEvTac x C57BL/6)] (Innos jt, 2011) ning kdik
katsed tehti F2 polvkonna hiibriididega vanuses 3-5 kuud. Katsetes kasutati vaid isaseid loomi.
Katseloomi kasutati vastavalt Euroopa Liidus kehtestatud eeskirjadele (FELASA).
Katseloomad elasid standardsetes loomapuurides (42,5 x 26,6 x 15,5 cm), 10 looma puuris
temperatuuril 22+1°C 12 t/12 t valguse-pimeduse reziimil (kI 19 kustutati tuled). Toit ja vesi

olid loomadele vabalt kittesaadavad. Puurides kasutati haavapuidust allapanu (2 cm kiht) ning
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haavapuidust pesamaterjali (0,5 1), mida vahetati igal nidalal. Koikide eksperimentide
labiviimine oli kooskolas Euroopa Liidu direktiiviga (2010/63/EU) ning katsete teostamiseks
oli olemas Eesti Vabariigi pollumajandusministeeriumi Loomkatseprojekti loakomisjoni luba

(28. aprill 2014, nr 29). Loomkatsed viidi 1abi koos vastavat luba omava isikuga.

2.2.2. In situ hiibridisatsioon digoksiigeniiniga (Dig) margistatud riboprooviga vabalt

ujuvatel ajuloikudel

In situ hiibridisatsiooni (ISH) jaoks siinteesiti esmalt RNA riboproov. Digoksiigeniiniga (Dig)
maérgistatud riboproovide template’ina kasutati Lsamp la promootori spetsiifilist cDNA
fragmenti (400 aluspaari (bp, base pair)), mis sisaldas 1a spetsiifilist 5’UTR-i ja la ning 1a’
eksoneid (Philips jt, 2015). Universaalne Lsamp’i sond (567 bp) transkribeeriti eksoneid 2-6
sisaldavalt cDNA fragmendilt (Philips jt, 2015). Riboproovi siinteesimiseks segati
toatemperatuuril 2 pl 10X transkriptsioonipuhvrit (ThermoFisher Scientific), 2 ul 10X
nukleotiidide segu (ThermoFisher Scientific), 1-1,5 ul lineariseeritud plasmiidi (Philips jt,
2015), 0,5 pl ribonukleaasi inhibiitorit (ThermoFisher Scientific), 20 iihikut T3 RNA
poliimeraasi (Roche) ja ddH2O (milliQ) vesi, et saavutada kogumaht 20 pl. Seejirel inkubeeriti
segu 37°C juures 2-3 h. Edasi kanti 1 ul transkriptsioonisegu 1% agaroos/TBE (Tris-Boraat-
EDTA) geelile. Kui geelile ilmus vdhemalt 10X tugevam RNA band, kui plasmiidil, oli
stinteesitud 10-15 ul RNA proovi. Seejérel lisati 1 pl RNaasi vaba DNaas I (50 U/ ul; Thermo
Scientific) ning segu inkubeeriti 37°C juures 15 min. Jargnevalt lisati 100 pul ddH20-d, 10 ul 4
M LiCl ja 300 pl etanooli. Segu inkubeeriti -20°C voi -70°C juures 2 h. Seejarel tsentrifuugiti
(Thermo Scientific Heraeus Fresco 17, 24 x 1,5/2,0 ml rootor ClickSeal kaanega) segu 4°C
juures poodretel 13000 p/min 20 min ning RNA proov pesti iiks kord 70% etanooliga ja lasti Shu
kdes kuivada. Pérast kuivamist lahustati RNA proov 50% formamiidis kontsentratsioonini 0,1

pg/ul ja hoiustati -20°C juures.

ISH protokoll jaguneb kolme paeva vahel. Esimesel pdeval 16igati kriiomikrotoomiga (Microm
HM-560) iile66 4% paraformaldehiiiidi/20% sahharoosi lahuses 4°C juures seisnud P23
vanuses dissekteeritud Lsamp hiirte ajudest 40 um kiilmldigud. In situ hiibridisatsioon viidi 1dbi
vabalt ujuvatel ajuldikudel, kasutades Dig-UTP (Roche) margisega sense ja antisense RNA
riboproove. Kiilmloikudele kanti rakkude permeabiliseerimiseks soolalahusega fosfaatpuhvri
(PBS, phosphate-buffered saline) ja 0,25% TritonX-100 lahus ning ajuldike hoiti 15 min

loksutil. Jargnevalt pesti 16igud 5X Na-tsitraadi puhverlahusega (SSC, saline-sodium citrate
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buffer), hoides 16ike 5 min loksutil. Seejérel kanti 1dikudele prehiibridisatsioonilahus (50%
formamiid, 5X SSC (pH 5), 2% blokeerimisreagent (BR; Roche)) ja 15ike eelhiibridiseeriti
65°C juures loksutil 1-3 h. Hiibridisatsiooni jaoks kuumutati RNA riboproovi 5 min jooksul
85°C  juures, misjarel jahutati see koheselt jddl. Proov (1 pg/ml) segati
prehiibridisatsioonilahusega ja lisati 16ikudele. Loike inkubeeriti loksutil 65°C juures iiledo.
RNA riboproovide seondumise spetsiifilisuse kontrollimiseks inkubeeriti osasid ajuldike sense-

prooviga.

Teisel pdeval kanti 1dikudele 30 minutiks lahus 1 (50% formamiid, 5X SSC (pH 5), 1%
naatriumdodetsiitilsulfaat (SDS, sodium dodecyl sulfate)) ning 15igud viidi 65°C juurde
loksutile. Seejérel kanti 16ikudele 2x30 minutiks lahus 2 (50% formamiid, 2X SSC (pH 5)) ja
16igud viidi 60°C juurde loksutile. Jargnevalt pesti 16ike 3x5 min TBST puhvriga (1M Tris, SM
NaCl, 2M KCI, ddH.0, Tween 20) ning kanti 1dikudele antikeha mittespetsiifilise seondumise
viltimiseks preblokeerimissegu (2% BR/TBST), milles 16igud olid loksutil 1 h. Seejérel kanti
16ikudele anti-Dig antikeha, mis oli konjugeeritud aluselise fosfataasiga (Roche, lahjendus
1:2000), ja 16igud viidi 4°C ruumi loksutile 24 tunniks loksuma.

Kolmandal péeval pesti 1dike 3x10 min TBST puhvriga ja 2x10 min aluselise fosfataasi
puhvriga (NTMT; 5M NaCl, 1M Tris (pH 9), 2M MgCl,, 10% Tween). Peale pesu kanti
16ikudele aluselise fosfataasi lahus (BM Purple AP Substrate, Roche) ja 15igud asetati
toatemperatuurile loksuma seniks, kuni 16igud vérvusid sinakalt. Seejarel kanti 16ikudele PBS,
mis 10petas varvumisreaktsiooni ja kus 16igud olid kuni alusklaasile (mitteadhesiivsed;
Hirschmann) kandmiseni. Enne alusklaasile kandmist tdsteti 15igud tmber 0,5 %
zelatiini/milliQ lahusesse ja sealt edasi klaasile. Loikudel lasti 6hu kdes klaasil kuivada ning

10puks sulundati Pertexiga (HistoLab) ja kaeti katteklaasiga (Deltalab).

2.2.3. Estsitalopraami krooniline manustamine

Kédesolevas t60s kasutati SSRI-d estsitalopraami (Sigma Aldrich), mis oli lahustatud
fiisioloogilises lahuses (0,9% NaCl). Kontroll-lahusena kasutati fiisioloogilist lahust. Lahust
stistiti kohudonde ehk intraperitoneaalselt (i.p.) 18 jarjestikusel paeval annuses 10 mg/kg mahus
10 ml/kg.
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2.2.4 Kaiitumiskatsed

Koik kéitumiskatsed viidi 1dbi kl 11:00 ja 19:00 vahel. Loomad viidi katseruumi 30 minutit
enne katse algust, et nad saaksid katseruumi tingimustega kohaneda. Kditumiskatsed sooritati
jargmiselt: 14. siistimispaev — tdstetud plusspuuri Katse, 16. siistimispdev — sabast riputamise
test, 18. siistimispdev — liikumisaktiivsuse katse (joonis 6). Katse viimasel pdeval (18.
stistimispdev) surmati loomad peale katse 10ppu tservikaalse dislokatsiooni teel ning neilt
dissekteeriti ajud, millest eraldati viis ajuosa: raphe tuumad, ventraalne striatum, dorsaalne

striatum, temporaalsagar ja hipokampus (joonis 6).

1. pdev 14. pdev 16. pdev 18. piev

* ESC manustamise * Tostetud * Sabast riputamise * Viimane ESC
algus plusspuuri katse test manustamine
* Liikumisaktiivsuse
katse

* Raphe tuumad

* Ventraalne striatum

* Dorsaalne striatum

mootmine

+ Temporaalsagar

\ Ajude dissekteerimine |

|
v

‘ =
|
‘ . ‘ 5-HT ja 5-HIAA taseme
|

* Hipokampus ‘

Joonis 6. Katsedisaini plaan. Liihendid: 5-HT — serotoniin; 5-HIAA — 5-hiidroksti-indoolatseethape, serotoniini

metaboliit; ESC — estsitalopraam (escitalopram).

2.2.4.1 Tostetud plusspuuri katse

Tostetud plusspuur on neljast Glast koosnev plussi-kujuline platvorm, kus vaheldumisi
paiknevad 14 cm korguste seintega suletud ning ilma seinteta avatud dlad. Koik dlad on 17,5

cm pikkused ja 5 cm laiused. Platvorm on tdstetud 30 cm korgusele.

Tdstetud plusspuur on levinud meetod nariliste drevuse uurimiseks (Lister, 1987). Katse raames

moddeti jargmisi parameetreid: avatud ja suletud olgadele sisenemiste arv, avatud dlgadel
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veedetud aeg sekundites, avatud ja suletud dlgade kiilastuskordade suhe, suletud olast avatud
oOlale ,piilumiste arv ehk riskihindamiskditumine ning suletud ja avatud olgadelt

allavaatamiste arv.

Katses alguses asetati loom platvormi keskele peaga suletud ola suunas. Avatud dlale
sisenemiseks loeti hetk, kui loom astus platvormile kdigi nelja jisemega. Platvormid puhastati
iga looma jérel etanoolilahusega ja kuivatati lappidega. Katselooma kditumist filmiti 5 minuti
jooksul ning seda hindas video pdhjal kogenud spetsialist, kes ei teadnud katseloomade

genotiiiipi.

2.2.4.2 Sabast riputamise katse

Sabast riputamise katse on levinud meetod antidepressantide moju hindamiseks (Porsolt jt,
1987). Katse pohineb opitud abituse mudelil — asetades looma véljapadsmatusse olukorda,
nditeks pannes ta sabapidi rippuma, otsib loom algul pééseteed, tiritab ennast iiles vinnata ja
sipleb. Mone aja pérast, kui loom ei leia vdimalust pdgeneda, jaib ta tardunult rippuma. On
ndidatud, et mida tGhusam on antidepressant, seda tdhusamalt vdhendab ta tardumist selles

katses.

Katses vaadeldi jargmisi parameetreid: tardumisseisundis viibitud aeg, tardumisepisoodide arv
ning hetkeliste ehk mikrotardumiste arv. Mikrotardumisteks loeti katselooma liihiajalist (1-2 S)

tardumist.

Katseloomad riputati sabast toostusteibi abil 60 cm korgusele. Korraga filmiti 3-4 looma, kes
olid omavahel paberseintega eraldatud. Uhte gruppi filmiti 6 minutit, millest analiiiisiti viimast

nelja. Videoid hindas kogenud spetsialist.

2.2.4.3 Liikumisaktiivsuse katse

Katseloomade liikumisaktiivsust moodeti 44,8 x 44,8 x 45 cm modtmetega helikindlates
pleksiklaasist kastides (TSE Systems, Saksamaa) (Denenberg, 1969). Iga kast on iihendatud
aparaadi ja arvutiga, mis voimaldavad spetsiaalse programmi abil mdota hiire poolt ldbitud
iildist teepikkust, nurkade kiilastuste arvu ning kasti keskel veedetud aega ja selles piirkonnas

labitud teepikkust.
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2.2.5. 5-HT ja selle metaboliit 5-HIAA mo6tmine fiisioloogilise lahuse ja estsitalopraami

kroonilise manustamise jirgselt

Kolme kuu vanustele (+ 1 nidal) Lsamp™ ja Lsamp*’* hiirtele manustati 18. siistimispieva
hommikul viimast korda fiisioloogilist lahust vdi estsitalopraami, mille jdrgselt 30 min
moddudes 1dbisid katseloomad liikumisaktiivsuse testi. Peale liikumisaktiivsuse testi hiired
surmati tservikaalse dislokatsiooni teel. Hiirte ajud dissekteeriti (nagu eelnenud uurimuse
puhul: Innos jt, 2013a) ja eraldati hiire aju atlase koordinaatide pdhjal (Franklin ja Paxinos,
1997) viis ajuosa: raphe tuumad (dorsaalne ja mediaanne koos), ventraalne striatum (sh BST ja
nucleus accumbens), dorsaalne striatum (caudate putamen), hipokampus ja temporaalsagar
(temporaalkorteks ja amiigdala tuumad). Koik ajuosad kiilmutati vedela ldmmastikuga.
Serotoniini ja tema metaboliidi 5-hiidroksiiindoolatsecthappe (5-HIAA) taset hinnati
elektrokeemiliselt korgsurvevedelikkromatograafia (HPLC, high performance liquid
chromatography) meetodit kasutades (kromatograafia viidi 1ibi TU Psiihholoogia instituudi
neuropsithhofarmakoloogia osakonnas; metoodika kirjeldus: Innos jt, 2013a). Metabolismi

intensiivsuse hindamiseks jagati metaboliidi tase serotoniini tasemega (5-HIAA/5-HT).
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2.3 Tulemused

2.3.1 Dorsaalses ja mediaanses raphe tuumas voib Lsamp ekspresseeruda nii 1a kui 1b

promootorilt

Kéesolevas magistritoos uuriti Lsamp geeni ekspressiooni kesk- ja tagaajus, et méadrata, kas
Lsamp promootoritelt parit transkriptid voiksid ekspresseeruda dorsaalses ja mediaanses raphe
tuumas. Varasemalt on ndidatud, et Lsamp geeni 1a promootorilt pdrit transkript ekspresseerub
n-6 klassikalistes limbilise siisteemi osades ja 1b promootorilt périt transkript sensoorse
slisteemi alades (Philips jt, 2015). Lsamp geeni ekspressiooni ei ole varasemalt serotonergilise
stisteemiga seotud raphe tuumades kirjeldatud. Ekspressioonimustri kirjeldamiseks teostati in
situ hiibridisatsioon nii Lsamp 1a kui universaalse (Lsamp 1a ja 1b) Lsamp sondiga P23 vanuse
hiire kesk- ja tagaajus. Lsamp 1b promootorilt ekspresseeruva transkripti lokalisatsiooni
Kirjeldamiseks hiire kesk- ja tagaajus kasutati juba olemasolevaid X-gal meetodil varvitud
16ike. Nii Lsamp la kui 1b spetsiifilise kui universaalse vérvingu korrektne to6tamine on

valideeritud Philips jt (2015)poolt radioaktiivse in situ meetodil.

Tulemusi analiiiisides selgus, et P23 vanuses hiirtel (n=2) andis universaalse Lsamp transkripti
spetsiifiline in situ sond tugeva signaali nii dorsaalse kui mediaanse raphe tuuma piirkonnas
(joonis 7A). Lsamp la ja 1b isovormide spetsiifilised varvingud on tunduvalt vdhem
intensiivsed (joonis 7B ja C). In situ véarvingu valideerimiseks on joonisele 7 lisatud rostraalsest
piirkonnast tehtud 1diguseeria, kus on néha ka hipokampus (joonis 7E, F, G). Hipokampuse
piirkond, mille puhul on varasemalt ndidatud Lsamp’i ekspressiooni 1a promootorilt (Philips jt,
2015), on tugevalt varvunud nii universaalse kui Lsamp la sondiga, mis niitab, et varving on
onnestunud ning Lsamp la promootori ekspressioon kesk- ja tagaajus ongi minimaalne.
Kéesolevas t00s ei tuvastatud teisi Lsamp transkripte ekspresseerivaid struktuure peale raphe

tuumade, mida poleks juba varem (Philips jt, 2015) kirjeldatud.

Antud tulemused niitavad, et dorsaalses ja mediaanses raphes ekspresseeruvad nii Lsamp la

kui 1b promootorilt périt transkriptid.
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Joonis 7. Lsamp geeni transkripti summaarne ning la ja 1b isovormi spetsiifiline ekspressioon hiire
keskajus. Universaalse (UNI) Lsamp sondiga (A) ja Lsamp 1a sondiga (B) té6deldud koronaalldik P23 vanuse
hiire keskajust. (C) X-gal virving P60 vanuse hiire keskajust Lsamp 1b promootorilt ekspresseeruva transkripti
kirjeldamiseks. (D) Skeem keskajus asuvate dorsaalse (DR; oranZ) ja mediaanse raphe tuuma (MnR; sinine)
anatoomilisest paiknemisest (modifitseeritud Dorocic jt, 2014 jéargi). (E, F, G) Rostraalsest piirkonnast tehtud
16iguseeria, kus on néha ka hipokampus. (B, C) Mustad noolepead téhistavad dorsaalset (DR) ja mediaanset (MnR)
raphe tuuma. Lithendid: Lfp — pikisuunalised ajusilla kiud (longitudinal pontine fasciculi), RPO — rostraalne
periolivaarne piirkond (rostral periolivary region), RtTg — ajusilla tegmentaalne retikulaartuum (reticulotegmental
nucleus of the pons). Maotkava: A, B, C 250 um, E, F, G 100 um.

2.3.2 Kroonilise estsitalopraami moju Lsamp geeni puudulikkusega ja metsiktiiiipi

hiirte kehakaalukoverale

Metsiktiiiipi ja Lsamp™" hiirte kehakaalu hakati jilgima juba enne kiitumiskatsete seeria algust
ning jélgiti ka terve katseperioodi viltel (joonis 8). Katseperioodi 14. siistimispédeval viidi ldbi
tostetud plusspuuri katse, mille jargselt mérgati 2 pdeva mooddudes koikidel hiirtel (nii
metsiktiilipi kui Lsamp geeni puudulikkusega ja nii flisioloogilist lahust kui estsitalopraami
saanud hiirte puhul) kaalulangust. Tulemusi analiiiisides selgus aga, et kehakaalu osas ei
ilmnenud Lsamp™ ja metsiktiiiipi hiirte vahel statistiliselt olulisi erinevusi iiheski ajapunktis ei

fiisioloogilist lahust saanud kontrollgrupis ega ka estsitalopraami saanud katsegrupis. Samuti ei
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olnud estsitalopraami kroonilisel siistimisel statistiliselt olulist efekti ei metsiktiiiipi ega Lsamp

geeni puudulikkusega hiirte kehakaalule.
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Joonis 8. Fiisioloogilist lahust ja estsitalopraami saanud hiirte kaalukdverad. 14. pdeval viidi 1dbi tostetud
plusspuuri katse, mille jargselt oli 2 pdeva hiljem koikides gruppides téheldatav véike, statistiliselt ebaoluline
kaalulangus, mis on tiilipiline reaktsioon stressivale siindmusele hiirtel. 16. paeval viidi 14bi sabast riputamise test
ja 18. péeval liikumisaktiivsuse katse. 18. pdeval eraldati katseloomadelt ajuosad (5), millest miédrati monoamiin
serotoniini (5-HT) ja selle metaboliidi (5-HIAA) tasemed. Metsiktiiiipi (Lsamp*'*) estsitalopraami ja filisioloogilist
lahust saanud hiiri oli mdlemas grupis 10 (n=10), Lsamp™ estsitalopraami saanud hiiri oli 10 (n=10), fiisioloogilist
lahust saanud Lsamp™ hiiri oli 9 (n=9). Katse tulemused on esitatud kujul = SEM. Liihendid: ESC — estsitalopraam,

g — gramm, SEM — standard error of the mean, keskmise standardviga.

2.3.3 KEstsitalopraami kroonilise manustamise mdju kéitumisele tdstetud plusspuuri

katses

Lsamp geeni puudulikkuse mdju hiire serotoniinisiisteemile uuriti kditumiskatsete seeriaga,
milles analiiiisiti Lsamp geeni puudulikkusega hiirte kditumise muutusi, vorreldes metsiktiitipi
(Lsamp*™*) pesakonnakaaslastega vastusena estsitalopraami kroonilisele manustamisele.
Koikides kditumiskatsetes oli metsiktiiiipi estsitalopraami ja fiisioloogilist lahust saavaid hiiri
10, Lsamp™" estsitalopraami saavaid hiiri 10 ning Lsamp™ fiisioloogilist lahust saavaid hiiri 9.
Koik kaitumiskatsete ja monoamiini metabolismi katse tulemused on esitatud kujul + SEM

(standard error of the mean, keskmise standardviga).

Suletud odlgadele sisenemiste arv, mis peegeldab liitkumisaktiivsust, olenes véga oluliselt nii
genotiiiibist (F1,35=49,8; p=0,00000), estsitalopraami manustamisest (F1,35=17,5; p=0,00018)
kui ka nende kahe teguri koosmdojust (F1,35=14,6; p=0,00052). Post hoc vordlus Tukey HSD
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testiga niitas, et estsitalopraami manustamine suurendas Lsamp’ grupis suletud Slgadele
sisenemiste arvu viga oluliselt (p<0,001) nii vorreldes fiisioloogilist lahust saanud Lsamp™-
grupiga kui ka estsitalopraami saanud Lsamp** hiirtega (joonis 9a). Avatud odlgadele
sisenemiste arv sOltus samuti genotiilibist (F1,35=7,5; p=0,01), aga mitte estsitalopraami
manustamisest (F1,35=0,011; p=0,92) ega nende tegurite koosmdjust (F1,35=0,33; p=0,57)
(joonis 9b). Avatud dlale sisenemise latents soltus oluliselt genotiilibist (F1,35=10,1; p=0,003),
aga mitte estsitalopraami manustamisest (F1,35=0,16; p=0,7) ega nende tegurite koosmdjust
(F1,35=0,93; p=0,34) (joonis 9c). Avatud olgadel viibitud aeg sdltus genotiiiibist (F1,35=4,5;
p=0,04), aga mitte estsitalopraami manustamisest (F1,35=0,002; p=0,97) ega nende kahe teguri
koosmdjust (F1,35=0,43; p=0,52) (joonis 9d). Ule #ire alla vaatamiste arv sdltus samuti
genotiitibist (F1,35=5,7; p=0,023), aga mitte estsitalopraami manustamisest (F1,35=3,8;
p=0,059) ega nende kahe teguri koosmdjust (F1,35=1,1; p=0,3) (joonis 9e). Avatud dlgadelt
tile ddre alla vaatamiste arv soltus samuti genotiilibist (F1,35=6,1; p=0,018), aga mitte
estsitalopraami manustamisest (F1,35=0,056; p=0,81) ega nende kahe teguri koosmojust

(F1,35=0,14; p=0,71) (joonis 9f).

Nende tulemuste pohjal voib oelda, et Lsamp” hiired on védrreldes metsiktiiiipi
pesakonnakaaslastega 18-péaevase kroonilise siistimise jarel aktiivsemad ja vahem drevad ning

estsitalopraami krooniline manustamine véimendas seda efekti.
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Joonis 9. Metsiktiiiipi (Lsamp**) ja Lsamp”’ hiirte vordlevad graafikud plusspuuri katses vastusena

estsitalopraamile. ### p<0,001 — Lsamp™ fiisioloogilist lahust saanud grupp vs Lsamp™ estsitalopraami grupp;

*** n<0,001 — estsitalopraami saanud metsiktiiiipi hiired vs estsitalopraami saanud Lsamp™ hiired. Lsamp*/*

estsitalopraami ja fiisioloogilist lahust saanud hiiri oli mdlemas grupis 10 (n=10), Lsamp™" estsitalopraami saanud

hiiri oli 10 (n=10), fiisioloogilist lahust saanud Lsamp™ hiiri oli 9 (n=9). Katse tulemused on esitatud kujul + SEM.

Lithendid: s — sekund, SEM — standard error of the mean, keskmise standardviga.
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2.3.4 Estsitalopraami Kkroonilise manustamise méju Kkiitumisele liikumisaktiivsuse

katses

Litkumisaktiivsuse katse tulemustest selgus, et poole tunni jooksul ldbitud meetrite arv, mis
viljendab hiirte liikumisaktiivsust, ei sdltunud ei genotiiiibist (F1,39=0,59; p=0,45),
estsitalopraami manustamisest (F1,39=1,19; p=0,28) ega ka nende kahe teguri koostoimest
(F1,39=0,08; p=0,78) (joonis 10a). Kasti keskosas viibitud aeg, mis peegeldab loomade drevuse
taset, ei sOltunud samuti ei genotiiiibist (F1,39=0,037; p=0,85), estsitalopraami manustamisest
(F1,39=0,78; p=0,38) ega ka nende tegurite koosmdjust (F1,39=1,68; p=0,2). Absoluutarvudes
estsitalopraami manustamine kiill pikendas kasti keskel viibitud aega Lsamp™ hiirtel mitu
korda, erinevalt metsiktiilipi hiirtest, kuid suure varieeruvuse tottu ei ole see tous oluline (joonis
10b). Teise drevust peegeldava parameetri, kasti keskel liigutud meetrite arvu, osas ei ilmnenud
samuti ei genotiitibiefekti (F1,39=0,024; p=0,88), estsitalopraami efekti (F1,39=1,68; p=0,2)
ega ka nende kahe teguri koosmdju efekti (F1,39=0,057; p=0,81) (joonis 10c). Nurkade
kiilastuste arvu osas, mis on teine liikumisaktiivsust peegeldav parameeter ning voib sisaldada
ka stereotiiiipia komponenti, ilmnes statistiliselt oluline genotiiiibiefekt (F1,39=5,24; p=0,028),
mis tulenes peamiselt sellest, et fiisioloogilist lahust saanud grupis tegid Lsamp geeni
puudulikkusega hiired rohkem nurkade kiilastusi. Seevastu estsitalopraami manustamine
(F1,39=0,78; p=0,38) ning estsitalopraami ja genotiiiibi koosmdju (F1,39=1,29; p=0,26)

nurkade kiilastuste arvu oluliselt ei mdjutanud (joonis 10d).

Katse tulemustest voib jéreldada, et krooniline estsitalopraami siistimine ei mojuta oluliselt
metsiktiiipi ega Lsamp” hiirte 4revuse parameetreid avarviljal ega liikumisaktiivsust.
Fiisioloogilist lahust saanud Lsamp” hiired olid mdnevdrra suurema liikumisaktiivsusega kui

metsiktiilipi pesakonnakaaslased, tehes rohkem nurkade kiilastusi.
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Joonis 10. Fiisioloogilise lahuse ja estsitalopraami kroonilise manustamise méju metsiktiiiipi (Lsamp™*) ja
Lsamp™ hiirte liikumisaktiivsusele. ### p<0,001 — Lsamp” fiisioloogilist lahust saanud grupp vs Lsamp™
estsitalopraami grupp; *** p<0,001 — estsitalopraami saanud metsiktiiiipi hiired vs estsitalopraami saanud Lsamp
" hiired. Lsamp** estsitalopraami ja fiisioloogilist lahust saanud hiiri oli mdlemas grupis 10 (n=10), Lsamp™
estsitalopraami saanud hiiri oli 10 (n=10), fiisioloogilist lahust saanud Lsamp™" hiiri oli 9 (n=9). Katse tulemused
on esitatud kujul = SEM. Liihendid: m — meeter, s — sekund, SEM — standard error of the mean, keskmise

standardviga.

2.3.5 Estsitalopraami kroonilise manustamise modju kiitumisele sabast riputamise

katses

Tardumisseisundis viibitud aeg, mida peetakse Opitud abitust peegeldavaks parameetriks, ei
soltunud genotiitibist (F1,34=0,014; p=0,91), estsitalopraami manustamisest (F1,34=1,65;
p=0,21) ega ka nende kahe teguri koosmojust (F1,34=0,9; p=0,35) (joonis 11la).
Tardumisepisoodide arv ei sdltunud samuti ei genotiiiibist (F1,34=0,46; p=0,5), estsitalopraami
manustamisest (F1,34=0,19; p=0,67) ega nende kahe teguri koosmdjust (F1,34=0,038; p=0,95)
(joonis 11b). Hetkeliste tardumiste (mikrotardumiste) arv olenes véga olulisel mééral

genotiiiibist (F1,34=46,5; p=0,00000), kuid mitte estsitalopraami manustamisest (F1,34=0,77,
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p=0,39) ega ka nende kahe teguri koosméjust (F1,34=1,69; p=0,2) (joonis 11c). Lsamp™" hiirtel
esines mitu korda rohkem hetkelise tardumise episoode kui metsiktiiiipi hiirtel, olenemata

manustatud ainest.

Nendest tulemustest voib jareldada, et estsitalopraami krooniline siistimine ei avaldanud m&ju
el metsiktiilipi ega ka Lsamp geeni puudulikkusega hiirte kéditumisele sabast riputamise katses
klassikaliste parameetrite (tardumisseisundis viibitud aeg ja tardumisepisoodide arv) osas.
Erinevuse ei ilmnenud ka genotiiiipide vahel. Lsamp geeni puudulikkusega hiirtel ilmnes uudne
kaitumismuster — hetkelised tardumised (,,mikrotardumised), mida esines neil mitu korda

rohkem kui metsiktiitipi hiirtel nii estsitalopraami grupis kui ka kontrollgrupis.
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Joonis 11. Tardumisseisundite arv ja aeg metsiktiiiipi (Lsamp*’*) ja Lsamp™ hiirtel vastusena kroonilisele
estsitalopraami ja fiisioloogilise lahuse manustamisele sabast riputamise testi puhul. Lsamp**
estsitalopraami ja fiisioloogilist lahust saanud hiiri oli mdlemas grupis 10 (n=10), Lsamp”" estsitalopraami saanud
hiiri oli 10 (n=10), fiisioloogilist lahust saanud Lsamp™ hiiri oli 9 (n=9). Katse tulemused on esitatud kujul £ SEM.

Lithendid: s — sekund, SEM — standard error of the mean, keskmise standardviga.

2.3.6 Serotoniini ja tema metaboliidi 5-HIAA tase

Serotoniini ja tema metaboliidi 5-HIAA taset moodeti Vviies ajuosas ning analiiiisides saadi

jargnevad tulemused.

Raphe tuumad. 5-HT metabolismi tase ei sdltunud ei genotiiiibist (F1,32=0,44; p=0,51) ega
estsitalopraami manustamisest (F1,32=1,99; p=0,17), kiill aga oli statistiliselt oluline nende
kahe teguri koosmoju (F1,32=10,78; p=0,0025). Post hoc analiiiis Tukey HSD testiga néitas, et
fiisioloogilist lahust saanud Lsamp™" hiirte grupis oli 5-HT metabolismi tase oluliselt (p=0,034)
korgem kui filisioloogilist lahust saanud metsiktiiiipi hiirte grupis. Estsitalopraami manustamine
vihendas 5-HT metabolismi taset oluliselt (p=0,011) ainult Lsamp™ hiirtel (joonis 12a). 5-HT
tase soltus genotiiiibist (F1,32=10,4; p=0,0029) ja estsitalopraami manustamisest (F1,32=5,1;
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p=0,031), kuid tegurite koosmodju jidi tendentsi tasemele (F1,32=3,35; p=0,077).
Estsitalopraami manustamine vihendas 5-HT taset oluliselt (p=0,032) ainult Lsamp™ hiirtel
(joonis 12b). 5-HIAA tase soltus védga oluliselt nii genotiitibist (F1,33=7,56; p=0,0096),
estsitalopraami manustamisest (F1,33=8,12; p=0,0075) kui ka nende tegurite koosmojust
(F1,33=13,4; p=0,00087). Post hoc analiiiis nitas, et fiisioloogilist lahust saanud Lsamp™ hiirte
grupis oli 5-HIAA tase oluliselt (p=0,00048) kdrgem kui fiisioloogilist lahust saanud
metsiktiitipi hiirte grupis. Estsitalopraami manustamine véhendas 5-HIAA taset statistiliselt
oluliselt (p=0,00053) ainult Lsamp™" hiirtel (joonis 12c).

Ventraalne striatum. 5-HT metabolismi tase ei sdltunud genotiiiibist (F1,32=0,71; p=0,41),
kuid estsitalopraami manustamise mdju (F1,32=5,1; p=0,031) ning genotiiiibi ja estsitalopraami
manustamise koosmdju (F1,32=10,46; p=0,0028) olid statistiliselt olulised. Tukey HSD post
hoc test nditas, et fiisioloogilist lahust saanud Lsamp™ hiirte grupis oli 5-HT metabolismi tase
oluliselt (p=0,028) korgem kui fiisioloogilist lahust saanud metsiktiilipi hiirte grupis.
Estsitalopraami manustamine vdhendas 5-HT metabolismi taset oluliselt (p=0,0026) ainult
Lsamp™ hiirtel (joonis 12d). 5-HT tase sdltus tendentsi tasemel genotiiiibist (F1,30=3,65;
p=0,066), kuid mitte estsitalopraami manustamisest (F1,30=2,23; p=0,15) ega nende kahe
teguri koosmojust (F1,30=0,38; p=0,54) (joonis 12e). 5-HIAA tase ei soltunud ei genotiiiibist
(F1,31=2,27; p=0,14) ega estsitalopraami manustamisest (F1,31=2,74; p=0,11) ning genotiiiibi
ja estsitalopraami koosmoju efekt jéi tendentsi tasemele (F1,31=3,58; p=0,068) (joonis 12f).

Dorsaalne striatum. 5-HT metabolismi tase ei soltunud genotiiiibist (F1,34=0,046; p=0,83),
kuid estsitalopraami manustamise mdju oli védga oluline (F1,34=29,2; p=0,00001). Genotiiiibi
ja estsitalopraami manustamise koosmoju efekt jdi tendentsi tasemele (F1,34=3,92; p=0,056).
Estsitalopraami manustamine vihendas 5-HT metabolismi taset Lsamp™ hiirtel viiga oluliselt
(p=0,0002), kuid metsiktiilipi hiirtel jai langus norga tendentsi tasemele (p=0,09) (joonis 12g).
5-HT tase ei soltunud genotiilibist (F1,34=2,02; p=0,16) ega genotiilibi ja estsitalopraami
manustamise koosmdjust (F1,34=1,0; p=0,33), estsitalopraami manustamise efekt jdi tendentsi
tasemele (F1,34=4,02; p=0,053) (joonis 12h). 5-HIAA tase ei sOltunud genotiiiibist
(F1,34=1,55; p=0,22), kuid estsitalopraami manustamise efekt (F1,34=13,9; p=0,0007) ja kahe
teguri koosmoju (F1,34=7,2; p=0,011) olid vdga olulised. Tukey HSD post hoc test niitas, et
fiisioloogilist lahust saanud Lsamp™ hiirte grupis oli 5-HIAA tase oluliselt (p=0,042) kdrgem
kui fiisioloogilist lahust saanud metsiktiiiipi hiirte grupis. Estsitalopraami manustamine

vihendas 5-HIAA taset statistiliselt oluliselt (p=0,00052) ainult Lsamp™ hiirtel (joonis 12i).

Temporaalsagar. 5-HT metabolismi tase ei soltunud ei genotiiiibist (F1,34=0,79; p=0,78) ega

estsitalopraami manustamisest (F1,34=0,89; p=0,77) ning nende kahe teguri koosmdju efekt jéi
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tendentsi tasemele (F1,34=3,57; p=0,067) (joonis 12j). 5-HT tase ei sdltunud ei genotiiiibist
(F1,33=1,61; p=0,21), estsitalopraami manustamisest (F1,33=0,1; p=0,75) ega ka genotiiiibi ja
estsitalopraami manustamise koosmdjust (F1,33=0,41; p=0,53) (joonis 12k). 5-HIAA tase ei
soltunud genotiitibist (F1,34=1,06; p=0,31) ega estsitalopraami manustamisest (F1,34=0,12;
p=0,73), kuid kahe teguri koosmdju oli statistiliselt oluline (F1,34=6,44; p=0,016). Tukey HSD
post hoc test niitas, et fiisioloogilist lahust saanud Lsamp™ hiirte grupis oli 5-HIAA tase
monevorra, kuid mitte statistiliselt oluliselt (p=0,074) kdrgem kui fiisioloogilist lahust saanud

metsiktiitipi hiirte grupis (joonis 12I).

Hipokampus. 5-HT metabolismi tase ei soltunud genotiiiibist (F1,33=0,21; p=0,65), kuid
estsitalopraami manustamise mdju (F1,33=32,7; p=0,00000) ning nende kahe teguri koosmdju
efekt (F1,33=10,5; p=0,0027) olid védga olulised. Tukey HSD post hoc test niitas, et
fiisioloogilist lahust saanud Lsamp™ hiirte grupis oli 5-HT metabolismi tase monevorra, kuid
mitte statistiliselt oluliselt (p=0,066) kdrgem kui fiisioloogilist lahust saanud metsiktiiiipi hiirte
grupis. Estsitalopraami manustamine vahendas 5-HT metabolismi taset oluliselt (p=0,00016)
ainult Lsamp™ hiirtel (joonis 12m). 5-HT tase sdltus ainult estsitalopraami manustamisest
(F1,33=11,5; p=0,0018), kuid mitte genotiilibist (F1,33=0,19; p=0,67) ega genotiilibi ja
estsitalopraami manustamise koosmdjust (F1,33=1,92; p=0,18) (joonis 12n). 5-HIAA tase ei
sOltunud genotiitibist (F1,34=0,12; p=0,73), kuid estsitalopraami manustamise efekt
(F1,34=49,4; p=0,00000) ja kahe teguri koostoime efekt (F1,34=5,26; p=0,028) olid
statistiliselt olulised. Post hoc analiiiis niitas, et estsitalopraami manustamine véhendas 5-
HIAA taset mdlemas grupis, kuid Lsamp” hiirtel oli langus suurem (p=0,00016) kui
metsiktiiiipi hiirtel (p=0,01) (joonis 120).

Nende tulemuste pdhjal v3ib elda, et Lsamp™ hiirtel oli serotoniini metabolismi tase raphe
tuumades, ventraalses ja dorsaalses striatum’is oluliselt ning hipokampuses tendentsi tasemel
korgem kui metsiktiitipi hiirtel. Nendes ajupiirkondades viahendas estsitalopraami manustamine
oluliselt 5-HT metabolismi taset Lsamp geeni puudulikkusega hiirtel. Estsitalopraami
manustamine vihendas Lsamp™ hiirtel serotoniini taset oluliselt vaid raphe tuumades. Raphe
tuumades ja dorsaalses striatum’is oli Lsamp puudulikkusega hiirtel 5-HIAA tase oluliselt ning
temporaalsagaras tendentsi tasemel kdrgem kui see oli metsiktiitipi hiirtel. Raphe tuumades,
dorsaalses striatum’is ja hipokampuses langetas estsitalopraam 5-HIAA taset oluliselt vaid

Lsamp™" hiirtel.
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Joonis 12. Serotoniini metabolismi (5-HIAA/5-HT), 5-HT ja 5-HIAA tasemed viies ajuosas metsiktiiiipi
(Lsamp**) ja Lsamp” hiirtel mdédetuna peale kroonilist estsitalopraami siistimist. ### p<0,001 — Lsamp™
fiisioloogilist lahust saanud grupp vs Lsamp” estsitalopraami grupp; *** p<0,001 — estsitalopraami saanud
metsiktiilipi hiired vs estsitalopraami saanud Lsamp™ hiired. Lsamp*'* estsitalopraami saanud hiirte arv (n) viies
ajuosas vastavalt metabolismitaseme, 5-HT ja 5-HIAA taseme mddotmisele: raphes (8, 8, 10), ventraalses
striatum’is (9, 9, 9), dorsaalses striatum’is (10, 10, 10), temporaalsagaras (10, 10, 10) ja hipokampuses (10, 10,

10). Lsamp*'* fiisioloogilist lahust saanud hiirte arv (n) viies ajuosas vastavalt metabolismitaseme, 5-HT ja 5-
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HIAA taseme mddtmisele: raphes (10, 10, 10), ventraalses striatum’is (9, 9, 10), dorsaalses striatum’is (10, 10,
10), temporaalsagaras (10, 10, 10) ja hipokampuses (9, 9, 10). Lsamp™" estsitalopraami saanud hiirte arv (n) viies
ajuosas vastavalt metabolismitaseme, 5-HT ja 5-HIAA taseme mddtmisele: raphes (9, 9, 9), ventraalses Striatum’is
(9, 9, 9), dorsaalses striatum’is (10, 10, 10), temporaalsagaras (10, 9, 10) ja hipokampuses (10, 10, 10). Lsamp™
fiisioloogilist lahust saanud hiirte arv (n) viies ajuosas vastavalt metabolismitaseme, 5-HT ja 5-HIAA taseme
mddtmisele: raphes (9, 9, 9), ventraalses striatum’is (8, 8, 8), dorsaalses striatum’is (9, 9, 9), temporaalsagaras (9,
9, 9) ja hipokampuses (9, 9, 9). Katse tulemused on esitatud kujul £ SEM. Liihendid: 5-HT — serotoniin, 5-HIAA
— 5-hiidroksii-indoolatseethape, serotoniini metaboliit; ESC — estsitalopraam, SEM — standard error of the mean,
keskmise standardviga.
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2.4 Arutelu

Kéesolevas to0s uuriti  estsitalopraami  kroonilise manustamise mdju Lsamp geeni
puudulikkusega hiiremudelis. Vihenenud drevus on iiks selgemini viljendunud kéitumuslik
fenotiitip Lsamp puudulikkusega hiirtel — see fenotiilip esineb molemal alternatiivsel Lsamp
puudulikkusega hiireliinil (Catania jt, 2008; Innos jt, 2011). Kdrget baasdrevuse taset nérilistel
on seevastu seostatud korgema Lsamp transkripti tasemega amiigdalas, ajuveejuha tiimbritsevas
hallaines (Nelovkov jt, 2006) ning raphe tuumades, hipokampuses ja frontaalkoores (Alttoa jt,
2010). Korgenenud Lsamp transkripti taset amiigdala piirkonnas on ndidatud vastusena
akuutsele hirmureaktsioonile (Koks jt, 2004) ja LSAMP valgu akuutset tousu on ndidatud
vastusena hirmu tingimisele (Lamprecht jt, 2009). Seega viitavad varasemad tulemused, et
madalam Lsamp geeni aktiivsus (sh Lsamp puudulikkusega hiire fenotiiiip) seostub madalama
drevusega, korgem Lsamp mRNA ja valgu tase seevastu seostub kdrgema &drevusega. On
ndidatud, et dorsaalsest raphe tuumast Il&htuv serotonergiline nérviringe indutseerib
arevusreaktsiooni ning stimuleerib kortikotropiini vabastavaid neuroneid stria terminalis’e
sangituumas (Marcinkiewcz jt, 2017). Selle drevust indutseeriva serotonergilise nérviringe
olemasolu voiks selgitada Kliinilist fenomeni, kus drevushdirega patsientidel voib seisundi
ravimisel SSRI tiilipi ravimitega drevus esialgu kasvada (Harada jt, 2008; Marcinkiewcz jt,
2017), kuigi pikaajaline ravi SSRI-dega m&jub enamasti &drevust leevendavalt (Zohar ja
Westenberg, 2000). Varasemates uuringutes on nadidatud, et Lsamp geeni puudulikkusega hiirte
ajus on vorreldes pesakonnakaaslastega kdrgem serotoniini metabolism ning esineb muutusi
serotoniini baastasemes (Innos jt, 2013a). Eelnevat kokku vottes voib oletada, et LSAMP kui
neuraalne raku adhesioonimolekul voib mojutada drevusseisundit 1dbi  serotonergilise
nérviringe kujunemise moduleerimise. Seni puudus info Lsamp’i ekspressiooniaktiivsuse kohta
kesk- ja tagaajus, sh raphe tuumades, mistottu oli kdesoleva t66 liheks eesmirgiks Lsamp’i

isovormide kirjeldamine selles ajupiirkonnas.

In situ hiibridisatsiooni katse tulemusena selgus, et universaalse Lsamp transkripti spetsiifiline
in situ sond andis tugeva signaali nii dorsaalse kui mediaanse raphe tuuma piirkonnas.
Virvingutel ndib, et Lsamp 1b isovorm annab monevorra intensiivsemat vérvingut kui 1la.
Tuleb aga mirkida, et 1a ja 1b vérvingute intensiivsus ei ole erinevate meetodite kasutamise
tottu tdielikult vorreldav ning varasem kogemus nditab, et 1b promootori aktiivsus on
proportsionaalselt pigem madal. Toendoliselt ekspresseeritakse LSAMP valku raphes molemalt
Lsamp promootorilt, mis summaarselt annab intensiivse signaali, mis dorsaalses raphe tuumas

on tugevam ning mediaanses tuumade grupis moddukam. Kuna kéesolevas katses ei ole hiirte
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vanused vorreldavad, siis nende andmete avaldamiseks artikli kujul plaanitakse varvinguid

korrata, valides katsesse vorreldavate vanustega hiired.

Juba varem on teada, et Lsamp geen ekspresseerub ajuosades, mis saavad sisendit raphe
tuumadest voi annavad ise sisendit raphe tuumadesse. On niidatud, et nii dorsaalne kui
mediaanne raphe tuum annavad sisendit dorsaalsesse ja ventraalsesse striatum’isse, kusjuures
projektsioonid on tugevamad ventraalsesse striatum’isse ja dorsaalsest raphe tuumast ldhtuvad
sinna intensiivsemad juhteteed kui mediaansest raphe tuumast (Hassanzadeh ja Behzadi, 2007).
Dorsaalsest raphe tuumast ldhtuv serotonergiline projektsioon stimuleerib kortikotropiini
vabastavaid neuroneid stria terminalis’e sangituumas (Marcinkiewcz jt, 2017) ning BST-st
lahtub projektsioon, mille sihtmérgiks on dorsaalse raphe serotonergilised neuronid, kuid mille
funktsioon pole veel selge (Dorocic jt, 2014). Ventraalses striatum’is (nii nucleus accumbensis
kui BST-s) on nididatud tugevat Lsamp la ekspressiooni, nork Lsamp 1b ekspressioon on
tuvastatud BST-s (Philips jt, 2015). DR-ist lahtuvad veel projektsioonid basolateraalsesse
amiigdala tuuma (Gao jt, 2002), kus esineb samuti tugev ekspressioon Lsamp la promootorilt
(Philips jt, 2015). Lsamp 1b intensiivset ekspressiooni on kirjeldatud amiigdala tsentraalses
tuumas (Philips jt, 2015), kust ldhtuvad just amiigdalast raphe tuumadesse sisendit toovad
projektsioonid (Dorocic jt, 2014). Amiigdala tsentraalne ja basolateraalne tuum on eriti olulised
just drevuse reguleerimises (Janak jt, 2015). Hipokampusesse ldahtuvad projektsioonid nii
dorsaalsest (Kocsis jt, 2006) kui mediaansest raphe tuumast (Cui jt, 2013). Hipokampuse puhul
on kirjeldatud Lsamp ekspressiooni 1b promootorilt dentate gyrus’e subgranulaartsoonis, mis
on tdiskasvanud nérilistel peamine neurogeneesi toimumiskoht. VVastupidiselt 1b promootorile
ekspresseerub 1a promootor hipokampuse piiramidaal- ja granulaarrakkude kihtides. (Heinla jt,
2015)

Kirjandusest ldhtuvalt valiti kdesolevas t60s Lsamp’i ja serotonergilise siisteemi seoste
uurimiseks viis ajuosa, millest méérati serotoniini ja serotoniini metaboliidi (5-HIAA) tasemed.
Uuritavateks ajuosadeks olid: raphe tuumad (dorsaalne ja mediaanne), dorsaalne striatum
(caudate putamen), ventraalne striatum (sh nucleus accumbens ning BST), temporaalsagar
koos amiigdala tuumadega ning hipokampus. Kui teistes ajuosades ekspresseerub iiks voi
mdlemad Lsamp’i isovormid tdiskasvanud ajus, siis dorsaalses striatum’is (caudate putamen)
on Lsamp 1a promootor aktiivne spetsiifiliselt E15.5 vanuses embriios ning tdiskasvanud hiire
ajus on samas piirkonnas Lsamp ekspressioon minimaalne (Philips jt, 2015). Innos jt (2013a)
leidsid, et just dorsaalses striatum’is oli Lsamp hiirte serotoniini metabolism kdige olulisemalt

tousnud, mistdttu analiiiisiti kdesolevas to0s ka seda ajuosa.
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Kédesolevas magistritoos uuriti esmalt estsitalopraami moju metsiktiitipi ja Lsamp geeni
puudulikkusega hiirte kaalukoverale. Varem on niidatud, et Lsamp puudulikkusega hiirte
kehakaal on metsiktiilipi pesakonnakaaslastega vorreldes 5-10% madalam (Innos jt, 2011).
Kuigi kaalukoveraid kujutavalt jooniselt ndib, et estsitalopraam kaotab &ra genotiiiipide
kaaluerinevuse, ei ilmnenud ka fiisioloogilist lahust saanud Lsamp™ ja metsiktiiiipi hiirte vahel
statistiliselt olulisi erinevusi iiheski ajapunktis (joonis 8). Lisaks viitab kaalugraafik, et
metsiktiitipi hiirtel tekib estsitalopraami siistmisel teatud kaaluseisak, see efekt ei saa olla
tingitud siistimise stressist, kuna fiisioloogilist lahust saanud grupi hiirte kasvukdver jatkab
tousu. Vaatamata jooniselt ndha olevale esmapilgul suurtele erinevustele tuleb andmete
tolgendamisega olla ettevaatlik, sest fiisioloogilise lahuse grupis oli kaaluerinevus juba
stistimiseelsel perioodil pisut madalam. Siiski on kaalude tulemused huvipakkuvad ning katse

kordamisel tuleks kaaluiivet kindlasti jélgida.

On teada, et krooniline siistimine on hiirtele suur stress ning voib oluliselt muuta nende
kditumist ning sellega seotud biokeemilisi markereid (Narvik jt, 2018). Siiski ilmnes
kéditumiskatsetes Lsamp puudulikkusega hiirtel varem kirjeldatud fenotiiiibile iseloomulik
kiitumisprofiil: nagu juba iilal kirjeldatud, on Lsamp™ hiired vdhem #revad kui nende
metsiktiilipi pesakonnakaaslased. Plusspuuri katses viibisid Lsamp puudulikkusega hiired
erinevalt metsiktiiiipi pesakonnakaaslastest rohkem julgust ndudvas piirkonnas (avatud olal).
Liikumisaktiivsuse testis ei ilmnenud Lsamp™ hiirte puhul varem korduvalt kirjeldatud
iseloomulikku kdrgemat litkumisaktiivsust, kuid fiisioloogilist lahust saanud grupis kiilastasid
Lsamp geeni puudulikkusega hiired rohkem nurkasid, mis samuti peegeldab litkumisaktiivsust

ning voib sisaldada ka stereotiitipia komponenti.

Kaitumiskatsetes avaldas kroonilise estsitalopraami siistimine moju kéditumisele vaid plusspuuri
katses, kuid mitte sabast riputamise katses ja liikumisaktiivsuse testis. Krooniline
estsitalopraami  manustamine tdstis Lsamp puudulikkusega hiirtel oluliselt ildist
liikumisaktiivsust plusspuuris, mis véljendus oluliselt korgemas suletud dlgadele sisenemiste
arvus, samas kui nende metsiktiiiipi pesakonnakaaslastele estsitalopraam sarnast moju ei
avaldanud. Sabast riputamise test on iiks enam levinud kditumuslik test nériliste stressi
mootmiseks ning antidepressantide moju uurimiseks (Cryan jt, 2005). Kiesolevas magistritdos
sooritatud katses ei avaldanud estsitalopraami krooniline manustamine immobiilsusajale mdju.
Kroonilist estsitalopraami moju kditumisele on vaadatud vihe, siiski voib leida katseid, kus ka
krooniline madal annus (0,1 mg/kg) immobiilsusajale moju ei avaldanud (O’Brien jt, 2015).
Rohkem on tehtud katseid akuutse siistimisega, mille puhul on ndidatud, et estsitalopraami

mdju sabast riputamise testis soltub suuresti hiirte geneetilisest taustast (Jin jt, 2017). Kiill aga
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tdheldati Lsamp geeni puudulikkusega hiirte juures huvitavat uudset kditumist. Nimelt esines
neil mitu korda rohkem hetkelisi (1-2 s) tardumisi kui metsiktiiiipi hiirtel nii estsitalopraami
grupis kui ka kontrollgrupis. Kirjandusest ei olnud selle parameetri kohta informatsiooni leida,
kuid kuna erinevus kahe genotiilibi vahel oli vaadeldavas kditumise osas silmaga eristatav ja
drastiliselt erinev, otsustati lisada hetkelise tardumise parameeter analiiiisi. Kindlasti tasuks

selle ndhtuse tagapohja edasistes katsetes pohjalikumalt uurida.

Serotoniini ja tema metobliidi (5-HIAA) modtmise tulemused nditasid, et Lsamp
puudulikkusega hiirtel esines korgem serotoniini metabolismi tase raphe tuumades ja
ventraalses striatum’is ning teistes ajuosades esineb samasuunaline tendents. Varasemalt on
Innos jt (2013a) vastusena akuutsele siistimisele ndidanud Lsamp puudulikkusega hiirte
dorsaalses striatum’is ning keskajus oluliselt kdrgemat serotoniini metabolismi ning
samasuunalist tendentsi ka ventraalses striatum’is, frontaalkoores ja temporaalkoores. Seega
voib Oelda, et tdusnud serotoniini metabolism on farmakoloogiliselt mitte mdjustatud
(fisioloogilist lahust saanud grupis) Lsamp puudulikkusega hiirtele iseloomulik ja seda nii
akuutse kui kroonilise siistimise jargselt. Serotoniini metaboliidi (5-HIAA) korgenenud tase
esines kéesolevas katses Lsamp puudulikkusega hiirte raphe tuumade piirkonnas ning
dorsaalses striatum’is, teistes ajuosades esines samasuunaline tendents. Inimestel on ndidatud,
et suurenenud serotoniini metaboliidi tase on iseloomulik Kliinilise depressiooniga
patsientidele. Inimestel esineb poliimorfismi tdttu serotoniini transporteri (5-HTT) geenist
tilesvoolu serotoniini transporteri kaks genotiiiipi — pikk ja lithike (Lesch jt, 1996). Kliinilist
depressiooni on seostatud liihikese 5S-HTT genotiiiibiga. Patsientide ravimisel 12 niddala jooksul
SSRI-ga (tsitalopraam, sertraliin, fluoksetiin) langes patsientide serotoniini metabolismi tase
kontrollgrupiga (terved katsealused) samale tasemele (Barton jt, 2008). Ka kdesolevas katses
alandas SSRI estsitalopraami krooniline siistimine Lsamp puudulikkusega hiirtel serotoniini
metabolismi metsiktiilipi pesakonnakaaslastega samale tasemele. See leid kinnitab varasemaid
jareldusi, et Lsamp puudulikkusega hiiri saab kasutada psiihhiaatriliste hédirete uurimisel
hiiremudelina (Innos jt, 2013b). Mehhanism, miks estsitalopraam Lsamp™ hiirtel serotoniini
metabolismi kontrollhiirtega samale tasemele viib, vajab edasisi uuringuid. Korgenenud
serotoniini metabolismi ajus on siinapsi tasemel seostatud suurenenud neuraalse aktiivsuse,
vesiikulitest vabastatava serotoniini tousu ja serotoniini tagasihaarde hiiretega (Barton jt,
2008). Lisaks kliinilisele depressioonile on kdrgenenud serotoniini metabolismi Kirjeldatud ka
paanikahdirete puhul (Esler jt, 2007), mida seostatakse raphe tuumadest ldhtuvate
serotonergiliste  neuronite  suurenenud  projektsiooniaktiivsusega  amiigdalasse  ja

frontaalkorteksisse (Graeff jt, 1997). Kuna 5-HT metaboliiti tekib Lsamp puudulikkusega
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hiirtel rohkem ja suurenenud on serotoniini metabolism, siis voib olla Lsamp puudulikkusega
hiire ajus serotonergiline iilekanne pigem intensiivsem, kuid seda peaks kindlasti kinnitama

edasistes uuringutes.

Kokkuvottes kinnitati kdesolevas to6s tdusnud serotoniini metabolismi Lsamp puudulikkusega
hiirtel ning lisaks kirjeldati esmakordselt Lsamp varvingut raphe tuumades. Kuna varasemalt
on teada, et Lsamp ekspresseerub ka ajuosades/tuumades, millel on olulised funktsionaalsed
tthendused raphega, Kinnitavad kéesoleva t66 tulemused hiipoteesi, et Lsamp valk osaleb
serotonergiliste nérviringete moduleerimises. Kédesoleva t60 tulemused ei vdimalda teha
kindlamaid jareldusi selle kohta, kuidas Lsamp tépselt nirvililekannet reguleerib, ent kuna
tegemist on neuraalse rakuadhesioonimolekuliga, siis on tdendoline, et Lsamp vdib
moduleerida siinapsite stabiilsust, pre- ja postsiinaptiliste membraanide seoseid Vo1

stinaptogeneesi (Heinla jt, 2015; Singh jt, 2018).

Kéesolevas magistritods saadud tulemustest lahtudes voiks kindlasti edaspidi tdpsemalt uurida,
kas Lsampi kustutamine mdjutab serotonergilisi projektsioone ja siinapsite tihedust ajus. Samuti
oleks oluline uurida, milline molekulaarne korvalekalle pdhjustab kdrgenenud serotoniini
metabolismi Lsamp puudulikkusega hiirtel ja millise mehhanismiga estsitalopraam Lsamp™-
hiirtel serotoniini metabolismi kontrollhiirtega samale tasemele viib. Lisaks tuleks uurida,
millised ensiitimid ja teised faktorid méaéravad serotoniini metabolismi kiiruse ning kas need
faktorid on muutunud Lsamp puudulikkusega hiirel. Niiteks voiks esmalt keskenduda
monoamiini oksiidaasi taseme ja aktiivsuse uurimisele Lsamp puudulikkusega hiirtel. Samuti
peaks kordama kroonilise estsitalopraami siistimise katset, et teha kindlaks, kas metabolismi
mojutavad faktorid muutuvad estsitalopraami mojul, ja kinnitada, kas estsitalopraami siistimine
kaotab ira kaaluerinevuse Lsamp*’* ja Lsamp™ hiirte vahel. Kiesolevas magistritoos kasutatud
meetodid ei vOoimalda eristada ekstra- ja intratsellulaarset serotoniini taset, mistottu oleks
tulevikus vaja teostada mikrodialiiiisi katse, mis néitaks serotoniini taset just siinaptilises pilus,
et teha kindlaks, kas ja kuidas tdpselt mojutab estsitalopraami krooniline manustamine

serotoniini taset koduhiire ajus.
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KOKKUVOTE

Serotonergiline siisteem on iiks mitmetest projektsioonisiisteemidest imetaja ajus ning see on
raphe tuumade vahendusel tugevalt seotud limbilise siisteemiga. Koos vastutavad need
stisteemid mitmete bioloogiliste protsesside eest. Info edasikandmise eest serotonergilises
siisteemis vastutab monoamiidne virgatsaine serotoniin, mille toime tagavad serotoniini
retseptorid ning serotoniini transporter. Lisaks on nende siisteemide toimimises oluline roll raku
adhesioonimolekulidel, mille hulka kuuluvad ka IgLON perekonna adhesioonimolekulid.
LSAMP on iiks IgLON perekonda kuuluvatest valkudest, mis {ihendab serotonergilist ja
limbilist siisteemi ning mille puudumine pdhjustab sotsiaalse kditumise erisusi ja muutusi
serotoniini baas- ja metabolismitasemes. Serotonergilise ja limbilise siisteemi héired viivad
mitmete haiguslike seisunditeni, sh depressioonini. Serotoniini transporter on iiks levinud uue

polvkonna antidepressantide, SSRI-de, sihtmérkidest.

Kéesoleva magistritoé iiheks eesmargiks oli Kkirjeldada Lsamp geeni ekspressioonimustrit
koduhiire kesk- ja tagaajus, milleks teostati in situ hiibridisatsiooni katse. Lisaks oli eesmérgiks
uurida Lsamp geeni puudulikkuse moju hiirte kditumisele ja serotoniinisiisteemile kroonilise
SSRI estsitalopraami manustamise jérel. Selleks viidi 1abi kditumiskatsete seeria nii Lsamp™”
kui metsiktiiiipi hiirtega, mille 16ppedes loomad ohverdati ning neilt dissekteeriti ajud, mille

viies osas médrati serotoniini ja selle metaboliidi (5-HIAA) tasemed.
Magistritoo kokkuvotteks saadi jargmised jareldused:

e Dorsaalses ja mediaanses raphe tuumas ekspresseerub Lsamp nii 1a kui 1b promootorilt.

o Kroonilisel estsitalopraami manustamisel ei ole statistiliselt olulist efekti Lsamp geeni
puudulikele hiirtele ega nende metsiktiilipi pesakonnakaaslaste kaalukdverale.

e Kiitumiskatsete seeria nditas, et estsitalopraamil on antidepressantne toime Lsamp
geeni puudulikele hiirtele, kes on kroonilise estsitalopraami manustamise jérel julgemad
ja pigem aktiivsemad kui nende metsiktiiipi estsitalopraami  Saanud
pesakonnakaaslased.

e Lsamp geeni puudulikel hiirtel esinesid muutused serotoniini metaboliidi (5-HIAA)
baastasemetes. Saadi kinnitus varasemale leiule (Innos jt, 2013a), et Lsamp™" hiirte ajus
esineb kdrgem 5-HT metabolism. Kroonilise estsitalopraami siistimine viis Lsamp™

hiirtel nii 5-HIAA taseme kui serotoniini metabolismi kontrollhiirtega samale tasemele.
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SUMMARY

Lsamp adhesion molecule — relations with the serotonergic system
Eva-Maria Oja
Summary

The serotonergic system is one of the many projection systems in the brain, formed by various
neuron groups. The cell bodies of these neurons are located mainly in the raphe nuclei in the
brain stem and the axons of these neurons innervate practically the entire central nervous
system, especially parts of the limbic system, for instance. Dorsal and median raphe nuclei are
responsible for the projections to and receive innervation from the prefrontal cortex, amygdala,
hippocampus and dorsal and ventral striatum. Together with the limbic system, serotonin

system regulates several biologically relevant processes.

Information in the serotonergic system is mediated by monoamine neurotransmitter serotonin,
which itself is controlled by serotonin transporter and receptors. In addition to that, cell
adhesion molecules, such as the members of the IgLON family of proteins, play a crucial role
in the functioning of these systems. LSAMP is one of the proteins in the IgLON family and the
lack of it affects both the limbic and serotonergic systems by inducing alterations in social
behaviour and changing the levels of serotonin and its metabolite and the rate of serotonin
metabolism. Such changes lead to various pathological states, including depression. The
serotonin transporter is one of the targets of new generation antidepressants, the SSRIs.
Escitalopram is the most selective serotonin reuptake inhibitor, which is the reason for it being

included in behavioural testing in this master’s thesis.

One of the aims of this master’s thesis was to describe the expression of LSAMP in mid- and
hindbrain of Mus musculus by in situ hybridisation assay. A behavioural test battery was carried
out to study the influence of Lsamp deficiency on the behaviour and serotonergic system of

mice after chronic administration of SSRI escitalopram.
The results of this study include the following:

e Lsamp is expressed both from 1a and 1b promoter in dorsal and median raphe nuclei;
e Chronic administration of escitalopram has no statistically significant effect on the
weight of Lsamp deficient mice and their wild type littermates;
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e Behavioural testing revealed an antidepressant effect of chronic administration of
escitalopram on Lsamp deficient mice, who were less anxious and more active as
compared to their wild type escitalopram group littermates; and

e Lsamp gene deficiency contributes to the alteration of the base level of serotonin
metabolite 5-HIAA. The results of the master’s thesis confirm earlier findings on
changes of serotonin metabolism in Lsamp” mice by Innos et al (2013a). Chronic
administration of escitalopram brings the level of 5-HIAA and the rate of serotonin

metabolism to the same level as in wild type littermates.

The future of this study lies in exploring more thoroughly whether the deletion of Lsamp
influences serotonergic projections and synapse density in the brain. It would also be necessary
to study what mechanism or which enzymes and other factors lie behind upregulated serotonin
metabolism in Lsamp deficient mice. One of the possibilities would be focusing on the level of
monoamine oxidase and its activity in Lsamp™ mice. Experiments with chronic administration
of escitalopram should be repeated to determine whether the factors interfering with metabolism
change due to escitalopram administration and if escitalopram administration loses the weight
difference between Lsamp™™* and Lsamp™ mice. The methods used in the master’s thesis do not
enable distinguishing between extra- and intracellular serotonin levels. Therefore, an
experiment with microdialysis would be advisable since it would show us serotonin levels in

the synaptic cleft.
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