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neurotrofiin GDNF, serotoniin ja uudistamisaktiivsus

Rottide uudistamisaktiivsuse m&jutamine neurotrofiini GDNF abil - muutused 5-HT
rakuvalises tasemes
Kokkuvote

Serotoniini taset on seostatud erinevate meeleoluhdirete, ka arevuse ja depressiooni tekkega.
Neurotrofiin . GDNF on andnud tulemusi madala uudistamisaktiivsusega loomade
uudistamiskditumise muutmisel. Kdesolev t60 uurib GDNF geenivektori mdju baas- ja
stimuleeritud 5-HT tasemetele erineva uudistamisaktiivsusega rottide nditel. Rottide (n=21)
ekstratsellulaarsed 5-HT tasemed eraldati mikrodialdsi proovidest
kdrgrohkvedelikkromatograafia (HPLC) abil. Tulemustest selgus, et amfetamiin ei mdjutanud
5-HT tasemeid oluliselt, kuid KCI mdjutas. HE-rottidel olid uldiselt kdrgemad
ekstratsellulaarsed 5-HT tasemed, mis voisid tuleneda peamiselt HE/GDNF loomadest.
Oluliseks osutus korduvmdotmiste, geenivektori ja uudistamisaktiivsuse interaktsioon KCI
stimuleerimisel. Kokkuvottes selged tulemused puuduvad, kuid on méned esialgsed tulemused,

mida edasi uurida.

Marksdnad: neurotrofiin GDNF, serotoniin ja uudistamisaktiivsus
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Affecting rat exploratory activity by neurotrophin GDNF — changes in extracellular 5-HT
levels
Abstract

Serotonin levels are associated with different mood disorders, including anxiety and
depression. Neurotrophin GDNF has shown promising results with changing exploratory
activity levels of low exploratory activity animals. This paper examines the impact of GDNF
on base and stimulated levels of 5-HT on different exploratory activity rats. The extracellular
5-HT levels of the rats (n = 21) were separated from microdialysis samples by high-
performance liquid chromatography (HPLC). The results showed effect on 5-HT levels with
KCI but not with amphetamine stimulation. High activity (HE) rats had overall higher 5-HT
levels, which might have been caused by HE/GDNF rats. There was a significant interaction
between repeated measures, gene vector and exploratory activity. In conclusion there are no

clear results, but some initial results to explore further.

Keywords: neurotrophin GDNF, serotonin and exploratory activity
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1. Sissejuhatus

1.1. HE- ja LE rotid

Kéitumine uudses keskkonnas on mdjutatud vastuoluliste motivaatorite hirmu ja uudishimu
poolt (Harro, 1993). Et uurida uudses keskkonnas erinevaid kaitumuslikke tegureid, on (ha
enam kasutama hakatud uudistamisaktiivsuse pdhjal kahte gruppi jaotatud rotte: HE- (kdrge
aktiivsusega) ja LE-rotid (madala aktiivsusega). Rotid jaotatakse kahte gruppi uudiskasti testi
pdhjal. Uudiskast (exploration box) on metallist kast, mis koosneb suurest avatud alast ning
vaiksest Uhest kiljest avatud kinnisemast kambrist. Avatud ala on jaotatud kaheksaks vdrdse
suurusega ruuduks ning nendele on paigutatud 4 objekti: kolm vddrast ning uks tuttav (Mallo
et al, 2007). Testis md0detakse avatud alale nelja k&paga astumise latentsust, avatud alale
sisenemiste, joone Uletamiste, tagajalgadele tdusmise ning kolme vGdra objekti uudistamiste

arvu, lisaks ka avatud alal veedetud aega (Mallo et al, 2007).

Uudsetele stiimulitele reageerimise individuaalsed erinevused on seotud mitmete
neurokeemiliste teguritega, nditeks suurema esilekutsutud dopamiini vabanemisega nucleus
accumbensis ja madalama serotoniini kontsentratsiooniga mediaalses prefrontaalses ajukoores
kdrgema uudistamisaktiivsusega rottidel (Alttoa et al, 2005). On ka leitud, et korge
uudistamisaktiivsusega rottidel on kérgemad ekstratsellulaarsed dopamiinitasemed juttkehas
nii baastasemel kui ka amfetamiini manustamisel (Mallo et al, 2007). Erinevusi on leitud 5-
HT-ergilises ststeemis frontaalses ajukoores ja hipokampuses HE- ja LE-rottide vahel.
Madlemad piirkonnad mangivad teadaolevalt suurt rolli inimeste afektiivsetes seisundites ja on
meeleoluhdirete ravimite sihtmarkideks. Baastasemel oli 5-HT vabanemine prefrontaalses
ajukoores ja hipokampuses sarnane LE- ja HE-rottidel. Peale tsitalopraami infusiooni oli
ekstratsellulaarse serotoniini tase LE-rottidel suurem prefrontaalses ajukoores ja vaiksem
hipokampuses. Tundub, et suurenenud serotoniini tagasihaare prefrontaalse koore alades voib
areneda just kdrgema &revustasemega katseloomades, et vdhendada aversiivsete stiimulite

kéitumuslikke tagajargi. (Méllo et al, 2008).

1.2. Serotoniin

Serotoniin ehk 5-hidroksutriiptamiin ehk 5-HT on monoamiinne neurotransmitter. Serotoniin

interakteerub véhemalt 14 erineva retseptori alatulibiga erinevates ajuosades ning osaleb
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seelabi mitmes fusioloogilises ja psuhholoogilises protsessis, kaasa arvatud isu, emotsioonide,

tsirkadiaansete riitmide ja kognitsiooni reguleerimisel (Zmudzka, Salaciak, Sapa, Pytka, 2018).

Fulogeneetiliselt on serotonergiline susteem (ks vanemaid transmitterite susteeme ajus.
Algselt voeti serotonergiline sisteem uurimise alla useoses akuutse depressiooni siindroomiga
(Mann, 1999). 5-HT susteemi vdib jaotada kaheks alasiisteemiks: rostraalne ehk peapoolne,
kus rakukehad asetsevad keskajus ja rostraalses ponsis ning kaudaalne, kus rakukehad
asetsevad piklikajus (Tork, 1990). 5-HT siisteem koosneb morfoloogiliselt mitmekiilgsetest
neuronitest, mille rakukehad asetsevad ajutiive raphetuumadel (raphe nuclei) ja osadel
retikulaarformatsiooni aladel ning kesknarvisiisteemis (Tork, 1990). Raphetuumadeks
nimetatakse keskmise suurusega tuumade Klastrit ajutiives, millel on 5HT1 retseptorid.
Rakukehades on serotoniini stinteesiv enstitim triptofaan hudroksilaas (TPH), mida on palju
seostatud ka erinevate pstdhiliste hairete, eriti depressiooni ja suitsidaalse kaitumisega (Zill jt,
2004). On ka leitud, et muutused TPH2 mRNA ekspressioonis vdivad esindada potentsiaalseid
mehhanisme, labi mille negatiivsed varajase ea kogemused ja stressirikkad kogemused
taiskavasnueas vOivad Uksteist mdjutada ning tekitada suuremat haavatavust stressiga seotud

psudhilistele haigustele (Gardner jt, 2009).

Serotoniini olulise rolli tdttu emotsioonide ja teiste psuhholoogiliste ning fusioloogiliste
protsesside reguleerimisel on uuritud palju serotoniini seost arevushdirete ja depressiooniga.
Serotonergilised, noradrenergilised ja mdningal méaéral ka dopaminergilised sisteemid
reguleerivad ja moduleerivad samu kaitumuslikke dimensioone, mis on seotud nii depressiooni
kui arevusega (Morilak ja Frazer, 2004). On leitud, et eesajukoore ja hipokampuse
serotonergiline siisteem mangib olulist rolli inimeste afektiivse seisundi reguleerimisel ning on
oluliseks sihtmargiks meeleoluhdirete ravis. (Mallo jt, 2008) Enamus serotoniini retseptorite
alatiilipe osalevad depressiivsuse ja drevusega seotud protsessides (Zmudzka, Sataciak, Sapa,
Pytka, 2018) Hippokampuse serotonergiline siisteem vahendab ka anksiogeenset vastust. Selle
tottu on serotonergiline susteem oluline sihtmark depressiooni ja drevuse ravis (Méllo jt,
2008).

1.3. GDNF

GDNF ehk gliiarakust saadud neurotroofiline faktor on vaike valk, mis kuulub transformeeriva

kasvufaktor-B superperekonda. GDNF saadi algselt roti glioomi gliia rakuliini lahuse
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puhastamisel kui embriioosse keskaju dopamiini neuronite troofiline faktor (Airaksinen ja
Saarma, 2002).

Kuna GDNF kaitseb keskaju dopamiinergilisi neuroneid havimise eest Parkinsoni tdve
loommudelites, on tekkinud lootus, et GDNF vdib olla abiks erinevate neurodegeneratiivsete
haiguste ravis. (Ibafiez & Andressoo, 2017). Seni on aga teada, et GDNF on vajalik
mitmekdulgsete neuronaalsete populatsioonide ellujdédmisel ja diferentseerumisel nérvististeemi
arengul ning et see kontrollib dendriidide struktuuri ja hilisemas eas loodud graanulrakkude
tihedust. GDNF 14bi GFRal retseptori on vajalik nende integreerimiseks eelnevalt

eksisteerivatesse ringetesse. (Bonafina jt, 2019).

GDNF-i kasutamist on katsetatud antidepressiivse efekti saavutamiseks depressiivsele
kaitumisele kalduvatel hiirtel. Naiteks véhendas GDNF tsentraalne administratsioon
méarkimisvaarselt depressiivsele kaditumisele kalduvate hiirte kataleptilist liikumatust ning
tekitas anksioludtilise efekti tdstetud plusspuuri katses ja hele-tume kasti testis. GDNF-i
manustamine muutis depressiivsusele kadluvate hiirte serotonergilise siisteemi juhtivate
geenide avaldumist markimisvaarselt. Nditeks suurenes depressioonile tundlike rottidel TPH-
2 ja 5-HT1A retseptorite geeniekspressioon keskajus ning 5-HT2A retseptori avaldumine
hippokampuses ning véhenes 5-HT1A ja 5-HT2A retseptorite geeniekspressioon
hippokampuses. TPH-2, 5-HT1A ega 5-HT2A retseptoritt  mRNA tasemed aga
mittedepressiivsetel hiirtel ei muutunud. (Naumenko jt, 2013). Leitud on ka, et kroonilise
ettearvamatu stressiga kokku puutunud rotid kéitusid depressioonile omaselt ning oluliselt oli
vahenenud GDNF-i avaldumine hippokampuses (Liu jt, 2012). Antidepressantide krooniline
ravi aitas taastada kditumuslikud puudujéégid ja suurendada GDNF tasemeid. Enk GDNF vdib

olla potentsiaalne sihtmérk antidepressantide véljatéotamisel (Hiasaoka jt, 2008; Liu jt, 2012).

Kuigi GDNF-i mgju on palju uuritud seoses dopamiinergilise siisteemiga, on saadud tulemusi
ka serotonergilise siisteemi ja GDNF-i interaktsiooni uurimisel. GDNF seondub aju
serotonergilise stisteemiga l&bi autoregulatsiooni tagasiside mehhanismide. GDNF stimuleerib
5-HT neuronite kasvu ja mdjutab serotonergilise stisteemi oluliste geenide, ka TPH-2-ga seotud
avaldumist. Serotoniin aga vastupidiselt mdjutab geenide avaldumist, mis on seotud GDNF-i
kontrollimisega. (Popova, lichibaeva ja Naumenko, 2017). Lisaks on leitud, et GDNF vdib
méngida olulist rolli suinnitusjargselt dopamiini stinteesi reguleerimisel, mis omakorda mdjutab

serotoniini slinteesi (Beck jt, 1996). Uuritud on ka GDNF-i kaitsvaid omadusi ning on leitud,
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et kui dopamiini striataalsete tasemete vahenemise eest metaamfetamiini manustamisel kaitseb
GDNF (sna hasti, siis 5-HT tasmed on ainult minimaalselt kaitstud (Cass, 1996).

Kokkuvottes vaib Oelda, et uudistamiskaitumine on seotud depressiooni ja drevuse mudeliga
ning GDNF on andnud tulemusi véheuudistavate loomade uudistamiskaitumise aktiivsemaks
muutmises (Naumenko jt, 2013). Kuna serotonergilist stisteemi peetakse oluliseks sihtmargiks
depressiooni ja é&revuse ravis (Mallo jt, 2008) ning GDNF on ndidanud potentsiaali
antidepressantide valjatootamisel (Hiasaoka jt, 2008; Liu jt, 2012), on oluline po&hjalikult

uurida GDNF-i mdju erineva uudistamisaktiivsusega rottide serotonergilisele susteemile.

1.4. Eesmark ja uurimiskusimused

T66 eesmérk on mddta kdrge ja madala uudistamiskaitumisega rottide ajus rakkudevahelises
ruumis olevat serotoniini hulka ning neurotroof GDNF avaldumisel stimuleeritud ja

stimuleerimata 5-HT tasemeid.

Uurimiskisimused:
1. Millised erinevused on HE- ja LE-rottide baas- ja KCI-i ning amfetamiiniga
stimuleeritud tasemetel?
2. Milline mdju on neurotrofiinil GDNF HE- ja LE-rottide 5-HT tasemele (nii baas- kui

stimuleeritud tasemel).

T60 autori Ulesandeks oli valitud teemast hea Ulevaate saamine 1abi kirjanduse labitddtamise,
selle alusel uurimisktsimuste pustitamine, laboris eelnevalt kogutud mikrodialiisi proovidest

serotoniini eraldamine ja md6tmine, saadud andmete analtsimine ning nende télgendamine.
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2. Meetod

2.1. Katseloomad

Katsete l&biviimisel kasutatakse Wistar liini rotte, kelle puhul on HE- ja LE-rottide erinevus
oluliselt margatavam kui Sprague—Dawley rottidel (Mallo et al, 2007). Katsete tulemusena
koguti 22 roti proovid, kuid arvutused tehti 21 roti proovide pdhjal, sest looma nr 13 serotoniini
tasemed olid umbes 100x teistest kdrgemad, ehk voib oletada, et mikrodialltsi protsessis oli
ldinud midagi valesti. 21-st rotist kuulusid 12 (8 LE-, 4 HE-rotti) GDNF vektoriga gruppi ehk
katsegruppi ja 9 (6 LE-, 3 HE- rotti) GFP vektoriga gruppi ehk kontrollgruppi. Lisaks ei vdeta
arvesse Uhte GFP/LE katselooma amfetamiini stistimise tulemuste arvutamisel, vaid ainult KCI
tulemuste arvutamisel, sest proovid 16-18 olid puudulikud. Uhe GFP/HE looma 13. proovi
tulemust ega Glhe GFP/LE looma 15. proovi tulemust ei vBeta arvutustel arvesse, sest nende
proovide tulemused olid teistest umbes 10x kérgemad ning seega ka olulised erindid (outlier

testis P < 0.01). Eeldatavasti oli tegemist veaga kas mikrodialtusi voi HPLC protsessis.

2.2. Katseprotseduur

Kdik rotid jaotatakse gruppidesse uudiskasti testi abil. Uudiskasti test eraldab pusivalt
madalama uudistamisaktiivsusega rotid (LE-rotid) kérgema uudistamisaktiivsusega rottidest
(HE-rotid). Uudiskasti testi Kirjelduse leiab sissejuhatusest.

Esmalt viiakse GDNF-i geen viirus-vektoriga (AAV2) ajju ning siis lastakse 2 nédalat geenil
avalduda. Peale seda viiakse labi mikrodialtis. Mikrodialuts on minimaalselt invasiivne
proovide saamise tehnika rakuvélise vedeliku analliisimiseks. Mikrodialliisi sond
opereeritakse antud katses rottide dorsaalsesse striaatumise ehk juttkehasse. Sond kinnitatakse
kolju kiilge roostevabast terasest kruvide ning hambatsemendiga. Rottidele antakse umbes 24
tundi, et operatsioonist taastuda ning seejarel labivad nad mikrodialtitisi protseduuri, kus
proove kogutakse 15-minutiliste vahedega. Kuuenda ja seitsmenda proovi ajal manustati
katseloomadele KCI-I 1abi sondi 50 mM ning 14.-15. proovi ajal amfetamiini kdhudnesisese

sustiga 0,5mg/kg. Kokku vdeti 22 proovi.
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2.3. Mdotmised

Serotoniini kogus proovides méaratakse &dra korgrohuvedelikkromatograafia (HPLC) abil
kasutades elektrokeemilist detekteerimist. HPLC on kromatograafiline meetod, mis lahutab
proovis leiduvad molekulid ning vdimaldab neid analliisida nii kvantitatiivselt kui ka
kvalitatiivselt. Kromatograafia eraldab molekulid teatud fllsikaliste omaduste pdhjal:

lahustuvus vees, lahustuvus orgaanilistes ainetes, laeng ja suurus (Bird, 1989).

2.4. Statistiline analtiis

Andmeanaludsiks kasutan statistikaprogrammi JASP. Analuisid viiakse ajaliste ja mahuliste
piirangute tottu l&bi korduvmddtmise ANOVA-ga, kus sféaarilisuse puudumise tottu on

kasutatud Greenhouse-Geisseri korrektsiooni ning post hoc testidel Holmi korrektsiooni.

Saadud andmete pdhjal arvutatakse serotoniini baastasemed 21 roti 3.-5. proovi pohjal (kokku
63 proovi). KCl-iga stimuleeritud tasemed arvutatakse 6. — 13. proovi pdhjal (kokku 167
proovi) ning amfetamiiniga stimuleeritud tasemed arvutatakse 14. — 22. proovi p6hjal (kokku
181 proovi) 1. — 2. proovi arvutustel ei kasutata, sest tegemist on kalibreerimisperioodiga.

Rottide jagunemist gruppidesse kirjeldatud 16igus “2.1. Katseloomad”

2.5. Eetika

Eetikakomisjoni luba on antud seda uurimisté6d hdlmavale suuremale uuringule.
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3. Tulemused

3.1. 5-HT ekstratsellulaarsed baas- ja stimuleeritud tasemed agregeeritud andmetel

gruppide ldikes.

Korduvmddtmiste ANOVA tulemusel (korduvmdoétmised(proovid 3-22)*HELE) on leitav
statistiline olulisus absoluutvaartuste proovide Idikes, F (4, 64) = 2,868, p = 0,030, »>= 0,032.
Post hoc statistiliselt olulisi tulemusi ei avaldanud. HELE ja korduvm@ddtmiste interaktsioon
kdikide proovide 18ikes statistiliselt oluliseks ei ostunud ning puudus ka gruppidevaheline
olulisus. Kull aga olid HE-loomade baastasemed LE-loomade baastasemetest mérgatavalt
kdrgemad ning kdrgem tase pusis labivalt terve katse jooksul, kuid statistilist olulisust polnud
(vt tabel 1). Olulised interaktsioonid puudusid ka baastasemest vabanemise andmete puhul.

Baastasemest vabanemise andmed kirjeldavad absoluutvaértuse protsenti baastasemest.

Tabel 1. 5-HT keskmiste baas- ja stimuleeritud tasemete vahel HELE grupi I6ikes
statistiline olulisus puudub.

Mean
5-HT HELE (fmol/  SD N

25ul)
baastase HE 4.056 1.942 7
LE 2.903 1.296 13
KCI sust (proovid 6-7) HE 4.502 1125 7
LE 3.470 1.209 13
KCL mdju (proovid 8-13) HE 4.731 1.346 7
LE 3.211 1.457 13
amfetamiini sust (proovid 14-15) HE 3.657 1.267 7
LE 2.757 1.068 13
amfetamiini moju (proovid 16-22) HE 3.720 1.458 7
LE 3.017 1401 13

Korduvmdotmiste ANOVA (korduvmoddtmised (proovid 3-22)*vektor) tulemusel voib 6elda,
esineb statistiline olulisus absoluutvaartuste proovide Idikes F (4, 72) = 2,725, p = 0,036, 0’ =
0,024. Post hoc statistiliselt olulisi seoseid ei néita. Puuduvad statistiliselt olulised seosed
korduvmdo6tmiste ja vektorgrupi vahel ning vektorgrupi siseselt. Tabelist on margatavad

GDNF grupi 5-HT mdnevarra madalamad tasemed terve katse valtel, kuid statistiline olulisus
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puudub (vt tabel 2). Baastasemest vabanemise andmetes statistiliselt olulised interaktsioonid ja

peamdjud puuduvad.

Tabel 2. 5-HT keskmised baas- ja stimuleeritud tasemed vektorgrupi ldikes - statistiline
olulisus vektorgruppide I6ikes puudub.

Mean
5-HT vektor (fmol/  SD

25ul)
baastase GDNF 3.199 1.875
GFP 3.467 1.185
KCI sust (proovid 6-7) GDNF 3.659 1.475
GFP 4.089 0.858
KCL mdju (proovid 8-13) GDNF 3.719 1.874
GFP 3.778 1.082
amfetamiini sust (proovid 14-15) GDNF 2.846 1.393
GFP 3.411 0.769
Amfetamiini mdju (proovid 16-22) GDNF 3.081 1.701
GFP 3.537 0.903

Korduvmdatmiste ANOVA (korduvmdétmised (proovid 3-22)*vektor*HELE) tulemusel vaib
Oelda, et esineb statistiline olulisus absoluutvéartuste proovide I6ikes F (4, 64) = 2,868, p =
0,030, m?=0,032. Post hoc statistiliselt olulisi seoseid ei naita. Puuduvad statistiliselt olulised
seosed korduvmaodtmiste ja gruppide vahel. Baastasemest vabanemise andmetes statistiliselt
olulised interaktsioonid puudvad. Absoluutvaartuste puhul on joonisel ndha tendentsi HE-
loomade kdrgemates tasemes ning LE-loomade madalamates tasemetes ning umbes
kahekordset vahe GDNF/HE ja GDNF/LE loomade tulemuste vahel. (vt joonised 1 ja 2).
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vektor

300 vektor 10
o GDNFIHE « CONFIE
® GDNF/LE
250 - " GFPIHE N " GrPILE
m GFP/LE
200 - é
S 6q
150 — ‘(‘u:’L
2. !
100 ~ T
50 - 27
0- 0-
I T 1 T I | , .
baastase KCL siist KCI m&ju Amf stist Amf mé&ju baas KClsist KCImdju Amfsust Amfmdju
proovid proovid
Joonis 1. GDNF ja HELE mdju 5-HT Joonis 2. GDNF ja HELE mdju 5-HT
vabanemisele baastasemest absoluutvaartustele
3.2. Amfetamiini mdju 5-HT ekstratsellulaarsetele baas- ja stimuleeritud tasemetele
Korduvmddtmiste ANOVA analiiisi tulemusel (nii  korduvmd&dtmised*HELE*vektor,
korduvmddtmised*HELE kui korduvmddtmised*vektor puhul) vdib 6éelda, et amfetamiinil
gruppide 18ikes nii tavaandmete kui vabanemine baastasemest andmetega statistiliselt oluline
mdju serotoniini tasemetele puudub (vt joonised 3 ja 4).
10 - vektor
O GFP/HE O GDNF/HE
8- m GFPILE ® GDNF/LE
300 - 0 GFP/HE
® GFP/LE
8 g
£
@ 200 -
! f:
2
£ 100 -
2 Ir:}
0- isele

v

-100 —

I T
1 1 T T T T 1
baas 14 15 16 17 18 18 =20 21 22 baas 14 15 16 17 18 19 20 21 22

proovid

3.3. KCL m0ju 5-HT ekstratsellulaarsete baas- ja stimuleeritud tasemetele.

3.3.1. Uudistamisaktiivsuse mdju 5-HT ekstratsellulaarsetele tasemetele
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Korduvmddtmiste ANOVA tulemustest absoluutvaartustel ((proovid 6-13 + baastase)*HELE)
selgus, et KCI mdju 5-HT tasemetele on proovide I8ikes statistiliselt oluline, F (94,811,
142,846) = 11,947, p < .001, »? = 0,167. Ststistiliselt oluline tdus baastaseme suhtes ilmnes 8.
(p<.001) ja 9. (p<.001) proovi ajal ning statistiliselt oluline langus 7. proovi suhtes ilmnes 11.
(p=0,04), 12. (p =0,009) ja 13. (p = 0,001) proovi ajal.

Korduvmddtmiste ANOVA tulemustest baastasemest vabanemisel (proovide 6-13 BT*HELE
faktor) selgus, et koduvmodtmiste vahel on statistiliselt oluline seos, F (7, 126) = 10,170, p <
.001, »? = 0,088. 6. proovi suhtes oli 8. proovis statistiliselt oluline tdus (p < .001) ning 8.
proovi suhtes statistiliselt oluline langus 10., 11., 12., ja 13. proovi ajal (p < .001).

Kordusmdotmiste ja HELE interaktsioon ega HELE gruppidevaheline efekt statistiliselt oluline

ei olnud (nii absoluutvaartuste kui baastasemest vabanemise andmete puhul).

3.3.2. GDNF mdju 5-HT ekstratsellulaarsetele tasemetele

Korduvmddtmiste ANOVA tulemustest absoluutvaartustel ((proovid 6-13 + baastase)*vektor)
selgus, et KCI mdju 5-HT tasemetele on proovide I8ikes statistiliselt oluline, F (4,049, 72,886)
=12.782, p <.001, %= 0,156. Ststistiliselt oluline tdus baastaseme suhtes ilmnes baastasemest
8. (p <.001) ja 9. (p = 0,003) proovi ajal ning statistiliselt oluline langus 7. proovi suhtes 11.
(p =0,004), 12. (p <. 001) ja 13. (p < .001) proovi ajal.

Baastasemest vabanemise andmetega ilmnes statistiline olulisus proovide 18ikes, F (7, 126) =
11,902, p < .001, »? = 0,102. Ststistiliselt oluline tdus baastaseme suhtes ilmnes 6. proovi
suhtes 8. proovi ajal (p < .001) ning statistiliselt oluline langus 7. proovi suhtes 10. (p = 0,022),
11. (p =0,003), 12. (p = 0,002) ja 13. (p <.001) proovi ajal.

Statistiliselt  olulisi  interaktsioone vektorgrupi ja korduvmodtmiste vahel ega

gruppidevaheliselt ei olnud absoluutvaartuste ega baastasemest vabanemise andmete puhul.
3.3.3. Uudistamisaktiivsuse ja GDNF moju 5-HT ekstratsellulaarsetele tasemetele

Korduvmddtmiste ANOVA tulemusena ((proovid 6-13 + baastase)*HELE*vektor)
absoluutvéartustest selgus, et KCl mdju 5-HT-le on proovide I0ikes statistiliselt oluline, F
(4,221, 67,5) = 12,885, p < .001, m?= 0,184. Ststistiliselt oluline tdus baastaseme suhtes ilmnes
seitsmenda, kaheksanda ja Uheksanda proovi ajal (vt joonis 5). Statistiliselt oluline langus
ilmnes 7. proovi suhtes 11. (p = 0,005), 12. (p <.001) Ja 13. (p < .001) proovi ajal.
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HELE ja vektori gruppidevahelised mojud ei ole tle kdigi vaartuste statistiliselt olulised.

Vabanemine baastasemest andmete korduvmddtmiste ANOVA-st selgus, et KCI moju 5-HT
baastasemest vabanemisele on proovide 18ikes statistiliselt oluline, F (7, 112) = 10,554, p <
.001, »® = 0,095. Statistiliselt oluline tGus 6. proovi suhtes ilmnes 8. proovi ajal (p < .001).

Statistiliselt oluline langus 8. proovi suhtes ilmnes 10., 11., 12., ja 13. proovi ajal (p <.001).

HELE ja vektori gruppidevahelised mdjud ei ole vabanemine baastasemest andmete puhul tle

kdigi vaartuste statistiliselt olulised.
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Joonis 1. KCI m@ju 5-HT tasmele proovide l8ikes absoluutvaartustest. Statistiliselt
oluline tdus baastaseme suhtes. ** p < .01, *** p <.001

Korduvmddtmiste ja vektori vahel on absoluutvéartuste puhul Gle tavapérase lavendi véike
statistiline olulisus ja efekt, F (4,221, 67,5) = 2,119, p = 0,084, w?= 0,021. Statistiliselt oluline
tdus baastaseme suhtes ilmnes GDNF grupil 8. (p = 0.008) ja 9. (p = 0.009) proovi ajal ning
kontrollgrupil 8. proovi ajal (p = 0,001). (vt joonis 4). Statistiliselt oluline langus toimus
kontrollgrupil 7. proovi suhtes 10. (p = 0,045), 11. (p = 0,030), 12. (p <.001) ja 13. (p = 0,009)

proovi ajal.

Vabanemine baastasemest andmete puhul statistiline olulisus puudub korduvmdotmiste ja

vektori vahel
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Joonis 2. KCI mdju 5-HT tasemele baastaseme suhtes vastavalt geenivektorile.
Statistiliselt oluline tdus baastaseme suhtes, ** p < .01

Korduvmddtmiste, HELE ja vektori vahel oli absoluutvaartuste puhul leitav véike statistiline
olulisus ning keskmine efekti suurus, F (4,221, 67,5) = 2,240, p = 0,07, »> = 0,023. Statistiliselt
oluline 5-HT taseme langus oli nahtav LE, GFP 8. ja 12. (p = 0,009) ning 8. ja 13. (p = 0,02)
proovi vahel ning HE, GDNF 9. Ja 11. (p = 0,033), 12. (p = 0,012) ning 13. (p < .001) proovi
vahel. GDNF/HE koige kdrgem punkt oli 9. proovi ajal, kus 5-HT tase oli 7,12 fmol/25pl.
Teiste gruppide tasemed on 9. punktis GDNF/LE = 3,29 fmol/25ul, GFP/HE = 3,64 fmol/25pl
ja GFP/LE = 4,67 fmol/25ul. GDNF/LE kdige madalam punkt oli 13. proovi ajal, kus 5-HT
vaartus langes baastasemest isegi madalamale ning GFP/LE kdige madalam punkt on samuti
13. punkti ajal, kus 5-HT tase on 2,66 fmol/25ul. GFP/HE kdige kdrgem punkt oli 8. Proovi
ajal, kus 5-HT tase oli 6,39 fmol/25pl.

Vabanemine baastasemest andmete puhul statistilist olulisust ei esinenud korduvmaddtmiste,

HELE ja vektori puhul.

250 — vektor
B © GDNF/HE
8 vektor ® GDNF/LE
© GDNF/HE i o GFP/HE
77 ® GDNFILE g " " CPRLE
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Joonis 7. KCI mdju 5-HT vabanemisele vastavalt Joonis 8. KCL mgju 5-HT vabanemisele
geenivektorile ja HELE grupile baastasemest vastavalt geenivektorile ja

HELE grupile statistiliselt oluliselt ei
esinenud.
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4. Arutelu

Ké&esoleva t66 eesmark oli uurida neurotrofiin GDNF moju ekstatsellulaarsetele 5-HT baas- ja

stimuleeritud tasemetele erineva uudistamiskaitumisega rottidel.

Tulemustest selgus, et Amfetamiini stimulatsioon ei tekitanud 5-HT tasmetes ei statistiliselt
olulist tdusu ega erinevust gruppides. Sarnasele tulemusele joudsid ka Kankaanp&é, Meririnne,
Lillsunde ja Seppald (1998). Nimelt ei mdjutanud amfetamiin 5-HT tasemeid naalduvas
tuumas, vaid hoopis DA tasemeid. Amfetamiini méju 5-HT tasemetele vdib uurida hoopis
naiteks peale antidepressantide manustamist, nagu néitasid O’Leary, K&iv, Raudkivi ja Harro
(2016). Amfetamiini m&ju 5-HT-le vdis olla olematu, sest amfetamiin on eelkdige dopamiini

transporteri sihtmérk.

KCI stimulatsioonil oli 5-HT tasemetele statistiliselt oluline mdju. Seda tulemust toetab ka
kirjandus. Naiteks tbusis serotoniini tase Bickerdike, Wright ja Marsden (1993) poolt labi
viidud katses peale KCI manustamist méarkimisvaérselt sotsiaalselt kasvatatud loomades

vorreldes isolatsioonis kasvatatud loomadega.

Tulemustest selgus ka, et HE-rottidel olid tldiselt absoluutvadrtustes tendents kdrgemaks
ekstratsellulaarseks 5-HT tasemeks kui LE-rottidel, kuid statistiliselt oluliseks see ei osutunud.
Nelja grupi kaupa vaadates tundub, et see v6ib tuleneda peamiselt HE/GDNF loomadest, kellel
on ligi 2x kdrgemad tasemed vdrreldes GFP/HE loomadega. 8. proovi KCI stimulatsiooni ajal
tasemed korraks Ghtlustuvad (vt tabel 1 ja joonis 7). Erinevused ekstratsellulaarses tasemes
kipuvad tavaliselt avalduma alles stimulatsiooni mdjul, néiteks amfetamiiniga stimuleerides
(O’Leary, Koiv, Raudkivi ja Harro, 2016) vGi tsitalopraamiga stimuleerides (Mallo jt, 2008).
Stimuleerimata olekus baastasemetel olulisi erinevusi pole kirjeldatud ning kaitumist voib

pidada tavapéaraseks.

Piiripealselt  statistiliselt ~ oluliseks  osutus  korduvmddtmiste,  geenivektori  ja
uudistamisaktiivsuse interaktsioon KCI mdju puhul, mis andis keskmise efekti suuruse, kuid
oli ilma post hoc erinevusteta. GDNF/HE kdige kdrgem punkt oli 9. proovi ajal, kus 5-HT tase
oli 7,12 fmol/25ul ning GFP/LE kdige madalam punkt oli 13. punkti ajal, kus 5-HT tase oli
absoluutvéértuselt 2,66 fmol/25pl.
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Too6 uldiseks puuduseks vaib lugeda katseloomade vaikest hulka valimis ja katsegruppides,
seega tuleb tulemuste tdlgendamisse suhtuda ettevaatlikult ning raporteeritud statistilised

olulisused olid pigem piiripealsed. Edaspidi tuleks katset korrata kindlasti suurema valimiga.

Kokkuvottes selged tulemused puuduvad selle osas, milline m&ju on neurotrofiinil GDNF
serotoniini tasemetele vdi millised erinevused on HE- ja LE- rottide baas ja stimuleeriud

tasemetel, kuid esialgsed tulemused annavad aimdust, kuidas antud teemat edasi uurida.
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