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Kokkuvote

Individuaalsed erinevused uudistavas kéitumises soltuvad tundlikkusest stressile ja
peegeldavad meeleoluhdiretega seostatavaid fiisioloogilisi ja kditumuslikke eriparasid.
Kéesolevas to0s eristatakse uudiskasti testis piisivalt rohkem (HE) ja vihem (LE)
uudistavaid rotte. Varem on selles mudelis leitud, et HE-rottidel on juttkehas glutamaadi
baastase LE-rottidega samavairne, kuid LE-rottidest baastaseme suhtes proportsionaalselt
korgem glutamaadi tase parast glutamaadi transporterite blokeerimist L-trans-piirrolidiin-
2,4-dikarboksiilaadiga (PDC) (Koolmeister, 2011). Need katsed olid tehtud keskealiste
(9-12-kuuste) rottidega. Meie t60 eesmargiks oli uurida, kas nooremate (3-kuuste) HE- ja
LE-rottidel leidub juttkehas glutamaadi tasemetes erinevusi.. In vivo mikrodialiiiisi ja
korgsurve-vedelikkromatograafiat kasutades mdodtsime glutamaadi kontsentratsiooni
juttkehas enne PDC-d (4 mM) sisaldava fiisioloogilise lahusega voolutamist, voolutamise
ajal ning jargselt. Me ei leidnud HE- ja LE-rottidel glutamaadi baastasemetes olulisi
erinevusi, samuti ei olnud gruppidevahelisi olulisi erinevusi  glutamaadi
kontsentratsioonide muutustes baastasemetelt parast PDC lahusega voolutamist, kuid HE-
rottidel oli glutamaadi taseme tdus baastasemelt parast PDC lisamist voolutuslahusesse
proportsionaalselt suurem kui LE-rottidel (p=0,0022). See tdhendab, et kuigi glutamaadi
kdibes erineva uudistamisaktiivsusega rottidel erinevusi ei leitud, on korge

uudistamisaktiivsusega rotid juttkehas glutamaadi ringluse mojutuste suhtes tundlikumad.
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Abstract

Individual differences in exploratory behavior are influenced by vulnerability to stress
and reflect physiological and behavioral differences related to mood disorders. In the
present study rats with stable differences in exploratory behavior, either high (HE) or low
(LE) were differentiated by using the exploration box test. Previously the same model has
been used to show that HE rats do not differ from LE rats in baseline glutamate, but have
a proportionally higher increase in striatal extracellular glutamate from baseline
glutamate after glutamate transporter inhibition with with L-trans-pyrrolidine-2,4-
dicarboxylic acid (PDC) (Koolmeister, 2011). These experiments were performed on
middle-aged (9 to 12 months old) rats. The aim of our study was to examine whether
there are any differences between younger (3 months old) HE and LE rats in striatal
glutamate levels. Using in vivo microdialysis and HPLC we measured striatal glutamate
concentration before, during and after perfusion with a physiological solution containing
PDC (4mM). We found no significant differences in baseline glutamate between HE and
LE rats, there were no between-group differences in the concentration changes compared
to baseline glutamate in dialysate glutamate after perfusion with PDC, but compared to
LE rats, HE rats had proportionally higher increase in striatal glutamate from baseline
glutamate after perfusion with PDC (p=0,0022). This means that although no differences
in glutamate turnover in rats with different exploratory levels were found, HE rats are

more sensitive to changes in glutamate circulation.
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Sissejuhatus

Uudistav kaitumine

Uudistav kditumine voimaldab koguda informatsiooni tundmatu iimbruskonna ja uute
objektide kohta ning loob vodimalusi toidu, vee, paarilise, ohutu keskkonna ja muu
ellyjddmiseks olulise leidmiseks (Berlyne, 1955; viidatud Miéllo jt, 2007 jargi).
Uudistamisaktiivsust ~ vOoib ~ vaadelda  kui  neofoobia ja  uudishimu  voi
avastamismotivatsiooni suhet, kuna uudistamiseks on vaja {iletada soov jddda turvalisse
keskkonda (Millo jt, 2007). Madala uudistamisaktiivsusega loomadel on korge drevus ja
madal avastamismotivatsioon, mis on siimptomaatilised kliinilisele depressioonile.
Uudistav  kditumine on seotud tundlikkusega psiihhostimulantidele ja nende
kuritarvitamisele. Uudistamisaktiivsuse hindamiseks kasutatakse erinevaid meetodeid,

millega kaasnevad erinevused leitavates seostes (Harro, 2010).

Uudistava kaitumise loomkatsemudelid

Uudistava kiitumise mddtmiseks on mitmeid ldhenemisi (vt Harro jt, 1993). Uks
esimesi ja enim kasutatavaid uudistava kditumise mdotmisviise on klassikaline avarvilja
test (vt Prut & Belzung, 2003; Alttoa, 2008). Tegemist on sunnitud uudistamise testiga,
mille puhul katseloomad paigutatakse teatud ajaks tundmatusse katseseadmesse, kus
igasugune aktiivne litkumine loetakse uudistavaks kéitumiseks (Alttoa, 2008). Korge
(HR - high responders) ja madala (LR — low responders) liikkumisaktiivsusega loomade
eristamisemudel pohineb samuti litkuvusel uudses keskkonnas, kus loomal pole voimalik
varjuda. On arvatud, et see mudel peegeldab rottidel joont (trait), mis sarnaneb inimeste
elamusi otsiva kiditumisega. HR-rottidel on suurem liikumisaktiivsus ja nad eelistavad

uudseid keskkondi tuttavatele (Blanchard jt, 2009).

Kéesolevas to0s kasutasime uudistamisaktiivsuse mootmiseks uudiskasti testi, milles
jagati rotid spontaanselt korge (HE) voi madala (LE) uudistamisaktiivsusega loomadeks.
Selles testis on rottidel erinevalt avarvilja testist voimalus valida, kas jiida pimedamasse

kambrisse kaitsvate seinte ldhedusse vOi uudistada tundmatuid esemeid kambrist mérksa
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avaramal véljal. Erinevalt mitmetest varasematest mudelitest ei ole uudistamine
“sunnitud” ning samuti on loomade eristamisel lisaks liikuvusele uudses keskkonnas
arvesse voetud ka esemete uudistamist. Alates teisest katsepdevast on testis jdlgitav
uudistamiskditumine indiviiditi piisiv. Individuaalsed erinevused piisivad vihemalt kuus

kuud (Millo jt 2007).

Individuaalsed erinevused

Kaitumuslikul fenotiiiibil pdhinevate mudelite uurimustes on just individuaalsete
erinevused uurimine uudistavas kéitumises leidnud laialdast kasutamist. Selline
ldhenemine on aidanud vélja selgitada neurokeemilisi ning fiisioloogilise mehhanisme,
mis on seotud selliste kéitumiste pdhjustega (Pawlak jt, 2008). Piisivaid erinevusi
katseloomade kéitumises kasutatakse inimestele omaduste tunnuste modeleerimise
eesmdrgil. Enim wuuritud aspektid loomade kiitumise individuaalsete erinevuste

uuringutes on ilmselt seotud uudistava kditumisega (vt Pawlak jt, 2008).

Uudses keskkonnas korge (HR) ja madala (LR) litkumisaktiivsusega loomad
reageerivad stressile nii fiisioloogiliselt kui kditumuslikult erinevalt. HR rotid reageerivad
stressirohkele olukorrale vihem valvsalt kui LR rotid. Neil on uudsele keskkonnale
vastuseks suurem ja kauem kestev kortikosteroidide sisaldus vereseerumis. Selle
pohjuseks voib olla vdiksem gliikkokortikoidsete retseptorite hulk hippokampuses, mis
tingib madalamal tasemel hiipotaalamuse-hiipofiitisi-neerupealiste (HPA) telje negatiivse
tagasiside (Blanchard, 2009). Duclot jt (2010) uurisid sotsiaalsest alistumisest (social
defeat) pdhjustatud pikaajalise stressi mdju HR ja LR rottidele. Sotsiaalset alistumist
kutsuti esile isaste rottide paigutamisega teise agressiivse isase kodupuuri. HR rotid
kiitusid 2 néddalat peale pikaajalise stressi seisundis olekut vorreldes kodupuuri jadnud
rottidega drevamalt ja véltisid rohkem sotsiaalset kontakti teise rotiga, votsid vihem
kaalus juurde ning neil vihenes eelistus sahharoosile. Pikaajalise stressi seisundis olnud
LR rotid olid HR rottidega vdrreldes nendes kditumuslikes stimptomites stressile vihem

haavatavad vdi resistentsed (Duclot jt., 2010).

HR ja LR loomadel on leitud neurokeemilisi erinevusi tasustamisega seotud

ajupiirkondadest (vt Blanchard jt, 2009). Samuti on leitud, et individuaalsed erinevused
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litkumis- ja uudistamisaktiivsuses ennustavad ka tundlikkust psiihhoaktiivsetele ainetele
(Blanchard jt, 2009; Kabbaj, 2006). Piazza ja kolleegid (1989) on ndidanud, et nende
HR/LR mudelis on HR rottidel uudses keskkonnas korgem liikumisaktiivsus ning ka
korgem tundlikkus amfetamiini ja kokaiini manustamisele, lisaks ka tugevam kditumuslik

sensitisatsioon ravimite korduvale kasutamisele (nagu viidatud Alttoa jt, 2007).

Samuti on leitud, et mitmed neurokeemilised erinevused on seotud individuaalsete
erinevustega vastustes uudsele stiimulile. Uudsusele tugevamalt reageerivatel loomadel
on vorreldes madala vastusega loomadega naalduvas tuumas korgemad nii baastase kui
dopamiini stimuleeritud vabanemine. (Hooks jt, 1991; Rouge-Pont jt, 1998). Thiel jt
(1999) on nididanud, et nende HRA ja LRA rottide mudelis, mis pdhineb avarviljal
tagakdppadele tousudel, on HRA rottidel ventraalses juttkehas korgemad dopamiini
tasemed ning frontaalses korteksis madalamad serotoniini tasemed. Erinevusi
noradrenaliini siisteemis on seostatud hippokampusega stressi tingimustes (Rosario &

Abercrombie, 1999).

Antud t60s kasutatud LE/HE mudeli puhul on tiheldatud , et kdrgendatud plusspuuri
testis on madalama (LE) uudistamisaktiivusega rotid vorreldes HE rottidega drevamad,
kasutavad sundujumiskatsetes passiivseid toimetulekstrateegiad ning tingitud hirm piisib
neil kauem (Millo jt, 2007). HE rottidel on amfetamiini psiihhostimuleeriv mdju rohkem
mdjutatud locus coeruleusest (ehk sinav ala) tulenevate nérviteede (projections)
terviklikkusest (intactness) (Alttoa jt, 2005; Alttoa jt, 2007). Juttkehas on HE rottidel
leitud kdrgem dopamiini tase nii enne kui pdrast amfetamiini manustamist (Alttoa jt,
2009; Millo jt, 2007). Serotoniini tagasihaarde blokeerimisel tsitalopramiga on LE

rottidel leitud suurem tdus rakuvilise serotoniini tasemes (Maillo jt, 2008).

Glutamaat

Glutamiinhape on asendatav aminohape, mis esineb fiisioloogilistes tingimustes
glutamaataniooni kujul (korvalahela pK,=4,1). Glutamaat on imetajate kesknérvisiisteemi
(KNS) pohiline erutuslik virgatsaine, pdhjustades kuni kolmandiku kogu erutuslikust
stinaptilisest aktiivsusest. Aju pdhilised viljuvad (output) ja saabuvad (input) nérviteed

kasutavad virgatsainena glutamaati, nende seas ka juhteteed korgematest keskustest
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juttkehasse (Heath & Shaw, 2002). Glutamaati toodavad iile 100 miljardi neuroni ning
see osaleb enamikes normaalsetes aju talitlustes nagu kognitiivsed funktsioonid ja

oppimine (Zeyden jt, 2008).

Uha rohkem on andmeid glutamaadi olulisuse kohta kliinilise depressiooni
neurobioloogias ja ravis. Kuna kliinilise depressiooni all kannatab {ile 120 miljoni
inimese ja vaid 60-65% patsientidest saab kaasaegsetest teraapiatest leevendust, on tdhtis
leida alternatiivseid meetodeid aitamaks inimesi, kes seni pole teraapiale allunud.
Loommudelites on leitud erinevate glutamaadi retseptorite antagonistidel antidepressandi
laadseid omadusi. Glutamaatergilise signaaliilekande reguleerimine voib pakkuda
monoamiinsete (nt serotoniini ja dopamiini) radade korval alternatiivset mérklauda
antidepressantidele (Hashimoto, 2011; Tanti & Belzung 2010; Skolnick jt, 2009).
Loommudelites on leitud seoseid glutamaadi tagasihaarde transporterite funktsionaalsuse
ja mitmete neuroloogiliste hdirete vahel, nende seas néiteks Alzheimeri tobi, Parkinsoni
tobi, Huntingtoni tobi, amiilotroofiline lateraalskleroos ja epilepsia (Maragakis &

Rothstein, 2004).

Glutamaadi tagasihaarde blokeerimine

Inimesel on leitud 5 glutamaadi tagasihaarde transporterit, kdoik korge afiinsusega,
naatrium-soltuvad ja 40-65% homoloogiaga valkude primaarjarjestustes. Nende
koondnimetus on erutusaminohapete transporter (EAAT - excitatory amino acid
transporter). Transporterid reguleerivad glutamaadi kontsentratsiooni siinaptilises pilus ja
on voimelised glutamaati iile rakumembraani mitme tuhande kordselt kontsentreerima
(Heath & Shaw, 2002). GLT-1 (rottide EAAT2 homoloog) on pohiline tagasihaarde
retseptor gliiarakkudes, mille kanda on kuni 90% glutamaadi tagasihaardest (Danbolt,
2001; Margakis & Rothstein, 2004). Héireid glutamaadi regulatsioonis seostatakse
mitmete neurodegenratiivsete haigustega, kuid ka skisofreenia, depressiooni,

pstihhotroopsete ainete kuritarvitamise (drug abuse) ja sdltuvusega (Zeyden jt, 2008).

Glutamaadi transporteri blokeerimisel suureneb glutamaadi tase rakkude vahelises
ruumis, ning seetdttu on voimalik uurida erinevusi glutamaadi kéibes. Eksperimentaatori

poolt mdjutamata taset nimetatakse glutamaadi baastasemeks. Glutamaadi tase



Uudistav kditumine ja glutamaat 8

rakkudevahelises ruumis on diinaamiline tasakaal neuronitest vabaneva glutamaadi ja
gliia rakkudesse haaratava glutamaadi vahel (Heath & Shaw, 2002), mis peavad piisiva
baastaseme sdilimiseks toimuma keskmiselt vordse kiirusega. Eri gruppide baastasemete
vordlemise pdhjal ei ole vdimalik midagi jireldada nende protsesside kiiruste kohta.
Glutamaadi transpordi blokeerimisel hakkab glutamaat rakkude vahelisse ruumi
akumuleeruma, mida kiirem on glutamaadi vabanemine voi vastupidi, mida kiiremini
seda enne takistamist dra transporditi, seda rohkem suureneb glutamaadi rakuvéiline
kontsentratsioon ajatihiku kohta. Oluline on silmas pidada ka baastasemete erinevusi,
kuna vidiksema baastasemega siisteemis moodustab sama suur kontsentratsiooni muutus
suhteliselt suurema osa normaalsest glutamaadi tasemest, mis tdhendab, et hdire mdju on

suurem.

Varasemalt on glutamaadi transporteri blokeerimiseks kasutatud mitmeid
inhibiitoreid, nditeks inhibiitorit dihiidrokainaati (DHK), DL-treo-B-
bensiiiiloksiiaspartaati (DL-TBOA) ja L-trans-piirrolidiin-2,4-dikarboksiilaati (PDC).
DHK-d ei transpordita ldbi rakumembraani, kuid see voib muuta loomade kiitumist
ebanormaalseks ning kutsuda esile krambihooge (Behrens jt, 2002; Massieu & Tapia,
1997). Massieu ja Tapia (1997) vordlesid PDC ja DHK neuroloogilisi kahjustusi tekitavat
moju hippokampuses ja juttkehas. Ka vdga korgetes kontsentratsioonides (25mM ja
100mM) PDC lahusega voolutades ei tuvastatud rottidel neuroloogilisi kahjustusi, kuid
DHK-ga voolutades olid kahjustused selgelt eristatavad (Massieu & Tapia, 1997).

Teise alternatiivina on kasutatud DL-TBOA-d, mis ei ole sarnaselt DHK-le
substraatne inhibiitor. Erinevalt PDC-st pdhjustab DL-TBOA juttkehas doos-soltuvat
neuronite surma ning hippokampuses lisaks ka entsefalograafiliselt ning kaditumuslikult
jélgitavaid krampe (Montiel jt, 2005). Samuti segab DL-TBOA aminohapete

kromatograafilist mddramist (Behrens jt, 2002).

Enim kasutatud glutamaadi transporteritele mdjuvat doos-sdltuvat blokaatorit PDC-d,
mis on glutamaadi analoog. PDC inhibeerib selektiivselt glutamaadi transportereid,
takistamata seejuures glutamaadi retseptor-seondumist ning see ei oma spetsiifikat
ithelegi glutamaadi transporterile (vt Bridges jt, 1996). Waldmeieri jt (1993) ning
Volterra jt (1996) jargi vabastab PDC hetero-vahetusega tsiitosoolset glutamaati rakkude
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vahelisse ruumi, mille pdhjuseks on arvatavasti PDC transport 1ébi rakumembraani (nagu

viidatud Behrens jt, 2002 & Del Arco, 2001 jérgi).

Juttkeha

Juttkeha on basaaltuumade pohiline sisendiiksus (input unit), mis saab
dopamiinergilisi ning motoorikaga seotud signaale ning on iihenduses emotsioonide
tootlusega seostatud limbiliste piirkondadega nagu mandelkeha. Juttkeha on seostatud ka
harjumuste tekkimise, oskuste omandamise ja tasustamisega seotud dppimisega (reward-
related learning). Juttkeha on jaotatud funktsionaalselt eristuvateks alaosadeks. Katsed
rottidega viitavad, et kdhtmine juttkeha, eriti naalduv tuum (nucleus accumbens), on
seotud emotsioonide ja motivatsiooniga ning selgmine juttkeha on seotud kognitiivsete ja
sensomotoorsete fuktsioonidega. Seega on juttkeha nii ithendustelt kui funktsioonidelt
heterogeenne, mis vdimaldab iihendada motoorset, kognitiivset ning motivatsioonilist

informatsiooni ja modjutada eesmairgile suunatud (goal-directed) kiitumist (Delgado,

2007).

Katsed primaatidega on ndidanud, et juttkeha on seotud nii tasu ootuse kui selle
tilekandega (delivery), kusjuures juttkeha aktiivsus on suurem eelistatud tasustuse korral
(Delgado, 2007). Inimestel on leitud, et stiimuli uudsususega kaasneb suurem
uudistamine ning sellest ldhtuvalt ka suurem vigade arv tasu ennustamisel ning see
langeb ajaliselt kokku juttkeha aktivatsiooniga, mis on korreleeritud individuaalsete

erinevustega uudsust otsivas kéditumises (Wittmann jt, 2008).

Uurimiskusimus

HR ja LR hiirtel on juttkehas leitud erinevusi rakuvilise glutamaadi baastasemetes,
mis on HR hiirtel 35% madalam (Shakil et al., 2005). Eelnevalt on selgunud, et juttkehas
on 9-12 kuu vanustel kdrge uudistamisaktiivsusega (HE) rottidel samasse vanusegruppi
kuuluvatest madala uudistamisaktiivsusega (LE) rottidest PDC-ga voolutamise tagajirjel
oluliselt kdrgem rakuvélise glutamaadi sisalduse proportsionaalne tdus baastasemest
(Koolmeister, 2011). Glutamaadi taseme uurimisel juttkeha rakkudevahelises ruumis on

leitud ka vanuselisi erinevusi. Massieu ja Tapia (1997) leidsid, et vorreldes 3 kuuste
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Wistari rottidega, on 22-24 kuustel rottidel juttkehas ja hippokampuses oluliselt
korgemad rakuvilise glutamaadi tasemed, ning ka nende tasemete tdous vorreldes
baastasemega PDC (100mM) toimel on vanematel loomadel kdorgem. Del Arco jt (2009)
oma katses eri vanuses Wistari rottidega (2-4, 12-14 ja 27-32 kuused) juttkehas
baastasemetes olulisi erinevusi ei leidnud, kuid erinevalt Massieu ja Tapia (1997)
tulemustest, vanuse suurenedes PDC (4mM) poolt pohjustatud glutamaadi tasemete
suurenemised baastasemega vorreldes rakkude vahelises ruumis hoopis védhenesid.
Kiesoleva t66 eesmirgiks on uurida PDC toimet 3 kuu vanuste loomade glutamaadi
tasemetele. Kuna varasemalt on vastukdivaid andmeid glutamaadi tasemete ja vanuse
vahelistest seostest, vajab kinnitamist hiipotees, et ka noorematel loomadel on PDC-ga
voolutamisel HE rottidel madalam proportsionaalne glutamaadi taseme tous baastasemelt

kui LE rottidel.
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Materjalid ja meetodid

Katseloomad

Katses kasutasime 21 isast 3 kuust Wistari rotti, keda hoiti nelja kaupa
standardsetesse puuridesse jaotatuna 12-tunnise valgus-pimedustsiikliga ja reguleeritud
ohutemperatuuriga vivaariumis. Valge periood kestis kellaaegade vahemikus 8:00-20:00.
Vesi ja toit olid puuris loomadele alati kéttesaadavad. Uudiskasti testi viisime 14bi
vivaariumis ajavahemikus 13:00 — 19:00. Koik katsed loomadega vastasid Euroopa

Noukogu direktiividele ja olid heaks kiidetud Tartu Ulikooli Eetikakomitee poolt.

Katses kasutatavad ravimid

Voolutamiseks kasutatud Ringeri lahusesse valmistati 4 mM L-trans-piirrolidiin-2,4-
dikarbokstilaadi (PDC) lahus. Pirast 7-ndat mikrodialiiiisi proovi voolutati PDC lahusega
1 h.

Katseseade

Uudistava kditumise mootmiseks kasutasime uudiskasti testi (exploration box test)
nagu kirjeldatud Otter jt (1997). Viisime testi 1dbi uudiskastis, mis on valmistatud
roostevabast metallist ning koosneb suuremast avatud véljast (50 cm x 100 cm x 40 cm)
ja viiksemast kaanega kambrist (20 x 20 x 20 cm), mille porandapind on sarnaselt looma
kodupuuriga kaetud saepuruga. Avatud vélja pdhi on jagatud kaheksaks ruuduks ning
sellele oli asetatud kolm loomale uudset objekti (klaaspudel, puust pulgake ja pappkast)
ja iiks loomale tuttav objekt (sddgipala). Objektide asetus oli igal katsekorral ja koigil

katseloomadel sama.

Mikrodialiisaadid ~ koguti  infusioonpumpasid  kasutades jahutusega (4°C)
kollektoritesse (Univentor 820, Malta) ning maérati kasutades kromatograafilist ja

elektrokeemilise detekteerimise meetodit.

Katseprotseduur
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Uudiskasti testi alguses pandi roti vdiksemasse kaanega pimedasse alasse. Loomal oli
vaba valik kas jadda pimedasse alasse voi liikkuda avarale viljale. Viieteist minutilise
vaatluse ajal registreeririti: 1) avatud viljale sisenemise latents, 2) avatud véljale
sisenemiste arv, 3) avatud véljal uudistades veedetud aeg, 4) jooneiiletuste arv, 5)
tagajalgadele tdusud, 6) uudsete objektide uudistamisjuhtude arv. Kolme viimase
parameetri pdhjal arvutati 7) uudistamisjuhtude summa. Pérast iga looma testimist
puhastati uudiskasti niiske salvriatikuga. Katseloomad jagati teise katsepdeva
uudistamisjuhtude summa alusel korge (HE) ja madala (LE) uudistamisaktiivsusega

gruppideks.

In vivo mikrodialiiiisi kasutades saab uurida elusa koe rakkude vahelise ruumi
keemiat. Katseloomade vasakusse juttkehasse koordinaatidel AP: +0,7; ML: +3,0 mm
bregmast ja DV:-7,0 mm durast opereeriti spetsiaalne mikrodialiiiisisond, mis kinnitati
kahe roostevabast terasest kruvi ning hambatsemendiga. Operatsiooni eelselt siistiti
katseloomadele intraperitonaalselt kloraalhiidraati (350 mg/kg). Seejdrel kontrolliti, kas
loom magab: 1) podrati loom selili, 2) népistati sabast, 3) nipistati varbast. Kui loom ei
reageerinud loeti ta uinunuks ning jatkati operatsiooniga. Pdrast operatsiooni jéeti loom

mikrodialiiiisi 1abiviimise ruumis iile66 taastuma.

Mikrodialiiiisi proovid koguti puuris vabalt liikuvatelt loomadelt. Koguti 25 proovi,
igat proovi 15 minutit voolukiirusel 1,5 pl/min. Enne mikrodialiisaatide kogumist
voolutati 1 tund Ringeri lahusega, et siisteem jouaks tasakaalustuda. Baastaseme proovid
koguti Ringeri lahusega (pH = 7,21, 140 mM NaCl, 4 mM KCl, 1,2 mM CaCl,, 1 mM
MgCl,, 1 mM Na,HPOy, 0,2 mM NaH,POy) ldbivoolutades. Pdrast 7-ndat baastaseme
proovi voolutati katselooma juttkeha iihe tunni jooksul 4 mM PDC lahusega. Seejérel
koguti veel 14 proovi Ringeri lahusega voolutades. Proovid séilitati -80°C. Pérast katset
loomad surmati ja kontrolliti iile sondi asukoht. Tulemuste analiiiisi kaasati vaid korrektse

sondi asetusega katseloomad.

Mikrodialiisaatide analiiiisiti kasutades kromatograafi Hewlett Packard (HP) 1100
sisteemi. Esmalt derivatiseeriti 7,5 pl mikrodialtisaati 1,5 minuti jooksul 3,8 ul 40 mM
orto-ftaalaldehiitidi (OPA) lahusega. Seejirel siistiti 10 pl reaktsioonisegu korgsurve-

vedelikkromatograafia (HPLC) siisteemi. Kromatografeerimine toimus isokraatilises
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(litkuva faasi koostis ei muutu) reziimis poordfaasi (statsionaarne faas on mittepolaarne)
kolonnil (Luna C 18 (2), 150 x 2 mm; 5 pm, Phenomenex) voolukiirusel 0,3 ml/min 30°C
juures, mobiilseks faasiks oli 0,1 M fosfaatpuhver (pH = 6,6-6,7; 23% metanooli).
Glutamaadi derivaat detekteeriti elektrokeemiliselt (Agilent, Waldbronn, Saksamaa)
elektroodi potentsiaalil +0,6 V. Glutamaadi kontsentratsiooni arvutamiseks koostati iga

pdev uus kalibratsioonigraafik, kasutades standardlahuseid.

Anallus

Andmed analiilisisime  dispersioonanaliitisi (ANOVA) kasutades Statview
andmetootlusprogrammiga. Soltumatuks muutujaks oli uudistamisaktiivsus (HE/LE) ja
soltuvaks muutujaks glutamaadi kontsentratsioon rakkude vahelises ruumis ning selle

muutumine vorreldes ja suhtes baastasemega.
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Tulemused

Kdrge ja madala uudistamisaktiivsusega rottide glutamaadi baastasemete

erinevus

Katseloomad jaotati teise katsepdeva uudistamisjuhtude summa keskmiste jirgi korge
ja madala uudistamisaktiivsusega isenditeks. HE grupis (14 isendit) oli uudistamisjuhtude

summa keskmine véartus 261 ja LE grupis (7 isendit) 25.

In vivo mikrodialiiiisi abil mdddeti glutamaadi tagasihaarde transporterite blokaatori
PDC moju glutamaadi baastasemele. Glutamaadi baastase defineeriti proovide 4.-7., neli
viimast proovi enne PDC-ga voolutamist, keskmise kaudu. Joonisel 1 on kujutatud
glutamaadi rakuvéline sisaldus baastingimustes, transporteri blokeerimisel ja selle
jargselt. HE grupi glutamaadi baastase on kiill keskmiselt natuke madalam (4,9 + 4,8
uM) vorreldes LE grupi glutamaadi baastasemetega (8,0 = 3,7uM), kuid olulisi erinevusi
gruppide baastasemete vahel ei esine (F(1, 24)=1,175; p=0,295). Statistiliselt on oluline
grupisisene PDC-st mojutatud glutamaadi kontsentratsiooni kasv (F(1,24)=48,219;
p<0,0001).

30

25 1
20 4

13 4

Rakuvilise glutamaad kontsentratsioonid (uhd)

Apg (min)

Joonis 1. HE ja LE rottide rakuvalise glutamaadi tasemed baastingimustes, transproterite blokaadi
ajal ja parast seda.
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Madala ja kdrge uudistamisaktiivsusega rottide juttkeha glutamaadi rakuvalise

sisalduse muutus vdrreldes baastasemega

PDC-ga voolutamise jargselt (katseminutitel 120. — 160. ehk 8. — 11. proov) kasvab
mérgatavalt mdlema grupi loomadel glutamaadi tase rakkude vahelises ruumis (Joonis 1).
Vorreldes glutamaadi tasemeid enne PDC-ga voolutamist, selle ajal ning jargselt (Joonis
2) glutamaadi baastasemega, ei esine grupi peaefekti (F(1,24)=0,106; p=0,748) ega
gruppide vahelisi erinevusi glutamaadi kontsentratsiooni muutustes (F(1,24)=1,222;

p=0,228).
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Joonis 2. HE ja LE glutamaadi tasemete muutumine vorreldes glutamaadi baastasemega ajateljel
glutamaadi tagasihaarde transporterite blokaatori PDC toimel.
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Madala ja kdrge uudistamisaktiivsusega rottide juttkeha glutamaadi rakuvalise

sisalduse proportsionaalne muutus vorreldes baastasemega

PDC-ga voolutamise jargselt (katseminutitel 120. — 160. ehk 8. — 11. proov) kasvab
margatavalt mdlema grupi loomadel glutamaadi tase rakkude vahelises ruumis (Joonis 2).
Vaadeldes proportsionaalseid védrtusi, grupi peaefekti kiill ei esine (F(1,21)=2.99,
p=0.099), kuid ilmneb oluline erinevus glutamaadi sisalduse proportsionaalses muutuses
baastasemest (F(1,24)= 25,7; p<0,0001). Statistiliselt on oluline ka interaktsioon HE/LE
gruppide ja glutamaadi sisalduse muutuse vahel (F(1,21)= 2,17; p= 0,0022). Seega
leidsime katses HE ja LE loomade vahel juttkehas statistiliselt olulise erinevuse
glutamaadi kontsentratsiooni suhtelises tdusus baastasemest pérast lokaalset glutamaadi
transpordi blokeerimist, kus HE loomadel oli see proportsionaalselt suurem. PDC moju
10ppedes langevad glutamaadi tasemed tagasi ligikaudu esialgsele tasemele. Seega soltub
glutamaadi proportsionaalne muutus PDC mdjul looma uudistamisaktiivsuse tasemest.
Post hoc testidega ei leitud gruppide vahel eri ajamomentidel statistiliselt olulisi erinevusi,

mis arvatavasti tuleneb vaatluste arvu vihesusest.
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Joonis 3. HE ja LE glutamaadi tasemete proportsionaalne muutumine baastasemest ajateljel

glutamaadi tagasihaarde transporterite blokaatori PDC toimel.
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Arutelu ja jireldused

Kéesoleva t60 eesmérgiks oli uurida, kas nooremate (3 kuuste) HE ja LE rottide
glutamaadi tasemetes leidub erinevusi PDC lahusega voolutamise eelselt ja jargselt.
Uurimusse kaasati vaid loomad, kelle tulemus uudistamisaktiivsuses oli iilemises voi

alumises kvartiilis.

Shakil jt (2005) leidsid hiirtel HR/LR uudistamisaktiivsusega hiirtel statistiliselt
olulise erinevuse juttkeha rakuvilise glutamaadi baastasemetes, kus HR grupil oli
keskmiselt 35% madalam baastase. Sarnaselt Koolmeistri (2011) t66le vanemate (11 kuu
vanuste) rottidega kéesolevas tods gruppide vahelisi statistiliselt olulisi erinevusi
glutamaadi baastasemetes ei leitud. On oluline meeles pidada, et tulemused on saadud
erinevates uudistamisaktiivsuste mudelites erinevate liitkide peal. Tulemuste erinevused

illustreerivad erinevate mudelite kasutamise vajalikkust.

Glutamaat on neuronite ja gliia rakkude vahel ringluses 1ldbi glutamiini. Gliia
rakkudes konverteerib glutamiini siintetaas rakku transporditud glutamaadi glutamiiniks.
See vabastatakse rakkude vahelisesse ruumi, haaratakse neuronite poolt, ning
siinteesitakse glutaminaasi kataliiiisil tagasi glutamaadiks. Ule 50% siinteesitavast
virgatsaine funktsioonis glutamaadist on kaudselt saadud l&bi glutamiini siintetaasi
(Heath & Shaw, 2002). See tdhendab, et elujoulise glutamaadi ringluse séilimiseks
peavad need kaks siinteesi olema koordineeritud, kuid millisel tasemel tipselt soltub juba

organismist.

Selle ringluse osa on ka glutamaadi transporterid. Eeldusel, et gliia rakkudesse
glutamaat ei akumuleeru (mis héiriks diinaamilist tasakaalu glutamaadi vdljutamise ning
tagasihaarde vahel) peegeldab tagasihaarde blokeerimisel saadav erinevus glutamaadi

taseme tousus erinevusi nii glutamaadi transpordi kui siinteesi kiiruses.

Meie oma t60s HE ja LE rottidel glutamaadi tasemete tdusus vorreldes baastasemega
transporterite PDC-ga blokeerimisel erinevusi ei leidnud (vt Joonis 2). Kiill aga leidsime,
et HE rottidel moodustab PDC mojul tdusnud rakuvdline glutamaadi tase
proportsionaalselt suurema osa glutamaadi baastasemest, kui LE rottidel (vt Joonis 3),

mis tdhendab. Sama on varem leitud vanematel, 9-12 kuu vanustel HE ja LE rottidel
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(Koolmeister, 2011). Seega leidis kinnitust hiipotees, et ka noorematel (3 kuu vanustel)
loomadel on HE rottidel PDC lahusega voolutamise tulemusel proportsionaalselt suurem
tous baastasemelt kui LE rottidel. Kuna glutamaadi tasemete tdusudes baastasemetelt
erinevusi ei leitud, siis ei ole alust viita, et kummalgi grupil oleks suurem glutamaadi
vabanemine rakkudevahelisse ruumi ja/voi transport gliia rakkudesse. Kiill aga voib ette
kujutada, et sama suur tous saab iihel grupil moodustada suurema osa esialgsest tasemest
vaid juhul, kui see esialgne tase, ehk antud kontekstis baastase on vdiksem. Nii antud t60s,
kui ka Koolmeistri (2011) to6s leiti, et HE rottidel on vorreldes LE rottidega madalam
glutamaadi baastase, kuid see erinevus pole statistiliselt oluline. Kuid just selles
erinevuses saab ainsana peitud pdhjus, miks HE rottidel on glutamaadi taseme tdus
baastasemelt proportsionaalselt suurem kui LE rottidel, kuigi glutamaadi

kontsentratsioonide tous ei erine.

Glutamaadi baastaset voib vaadelda kui normaalse funktsioneerimise taset. Haireteta
indiviidi  neurofiisioloogia on  kohastunud just talle omasel baastasemel
funktsioneerimiseks. Pdohjused sellisteks eri kohastumusteks on arvatavasti véga
mitmepalgelised. Kui iihel indiviidil pohjustab mingi mdjutus suurema suhtelise
erinevuse baastasemest kui teisel indiviidil, siis voib delda, et ta on selle mdjutuse suhtes
tundlikum. Olenevalt mdjutuse iseloomust, voib kasutada ka haavatavuse moistet. Seega
oleme oma t60s leidnud, et HE rotid on vorreldes LE rottidega tundlikumad
glutamaadiringe mojutustele. Kuna selline erinevus leiti nii 9-12 kuu kui ka 3 kuu
vanustel loomadel, vdib arvata, et see tundlikkuse vahe eri uudistamisaktiivsusega

rottidel piisib vahemalt 6 kuud.

Kliinilise depressiooni all kannatab maailmas iile 120 miljoni inimese ja vaid 60-65%
patsientidest saab kaasaegsetest teraapiatest leevendust. See tdhendab, et teraapiale pole
allunud ligikaudu kolmandik patsientidest, kelle abistamiseks on oluline leida
alternatiivseid meetodeid. (Hashimoto, 2011; Tanti & Belzung 2010; Skolnick jt, 2009)
Teades, et glutamaatergilise signaaliilekande reguleerimine on jérjest olulisem suund
monoamiinseid radasid mojutavatele antidepressantidele efektiivsete alternatiivide
leidmiseks (vt Sissejuhatus), voivad sellise regulatsiooni mojus individuaalsete erinevuste

uurimisel saadud teadmised hiljem kliinilises praktikas kasulikuks osutuda.
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Kiesolevaga kinnitan, et olen korrektselt viidanud koigile oma t60s kasutatud teiste

autorite poolt loodud kirjalikele toodele, lausetele, motetele, ideedele voi andmetele.
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