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ABSTRACT

Aggressiveness is an important social problem worldwide. Studies in aggressiveness are
abundant, however, very little progress has been made in the treatment of pathological
aggressiveness. We know very little about the interaction of genes and physiological
endophenotypes underlying aggressiveness. In this study, to identify candidate genes
associated with aggressiveness two selectively inbred mouse lines were used — aggressive
(SAL; short attack latency) and nonaggressive (LAL; long attack latency). To analyse gene
expression profiles in the hippocampus of these mouse lines, subtractive hybridization (SH)
was used. As a control for SH, dot blot analysis was used. The present study demonstrated
that different signal pathways were upregulated in the hippocampus of SAL and LAL mice.
In the hippocampus of SAL mice the following genes were overexpressed: GABA-A
receptor alpha2 subunit, two transporter proteins for small lipid ligands (Lrp11 and
apolipoprotein D), and also glycosyltransferase Uggt and an activating protein for many
neuropeptides carboxypeptidase E. In the hippocampus of LAL mice the following genes
were overexpressed: glutamate receptor AMPA2, many different genes associated with the
metabolism and energetics of the cell, and also several proteins that protect cells against
apoptosis and oxydative stress. The present study confirms that SH is an effective method
for comparing two cDNA populations; the results of the SH experiment complement the
results of earlier studies with SAGE and GeneChip in several ways.



KOKKUVOTE

Agressiivsus on oluline sotsiaalne probleem iile maailma. Rohketest uurimustest hoolimata
on patoloogilise agressiivsuse ravis tehtud viga vihe edusamme. Véhe on teada
agressiivsust mdjutavate geenide omavaheliste interaktsioonide ning fiisioloogiliste
endofenotiilipide kohta. Kéesolevas uurimuses kasutati agressiivsusega seotud
kandidaatgeenide leidmiseks kahte selektiivselt aretatud hiireliini — agressiivset (SAL;
short attack latency) ja mitteagressiivset (LAL; long attack latency). Geeniekspressiooni
vordlemiseks nende hiireliinide hippokampuses kasutati subtraktiivse hiibridisatsiooni (SH)
meetodit. SH tulemusi kinnitati dot blot analiiiisiga. Kéesolevas t66s ndidati, et SAL ja
LAL hiirte hippokampuses on lilesreguleeritud erinevad signaalirajad. Leiti, et SAL hiirte
hippokampuses ekspresseerusid intensiivsemalt GABA-A retseptori alfa2 subiihik, samuti
véikeseid lipiidseid ligandeid transportivad valgud Lrpl1 ja apolipoproteiin D; samuti
gliikosiiiiltransferaas Uggt ning mitmeid neuropeptiide aktiveeriv karboksiipeptidaas E.
LAL hiirte hippokampuses ekspresseerusid intensiivsemalt glutamaadiretseptor AMPA2,
erinevad raku metabolismi ja energeetikaga seotud geenid ning samuti mitmed rakku
apoptoosi ning oksiidatiivse stressi eest kaitsvad valgud. Kéesolev t66 kinnitab, et SH on
efektiivne meetod kahe cDNA populatsiooni vordluseks ning SH tulemused tdiendavad
igati andmeid, mis on varasemates uuringutes saadud SAGE’t ning geenikiipi kasutades.



LUHENDID JA MOISTED

AKTH (adrenocorticotropic hormone) - adrenorkortikotroopne hormoon

AMPA (alpha-amino-3-hydroxy-5- methylisoxazole-4-propionic acid) - alfa-amino-
3-hiidroksii-5-metiiiil-iso-oksasool-4-propioonhape

DSI diissotsiaalne isiksushiire — diagnostiline kategooria (F60.2) rahvusvahelises
haiguste klassifikatsioonis (RHK-10)

DIG-dUTP  (digoxigenin-dUTP) modifitseeritud nukleotiid, mis voib PCR-i reaktsiooni
kidigus asendada dTTP nukleotiidi

Draiver (driver) — referents cDNA populatsioon, millega subtraktiivse
hiibridisatsiooni puhul huvialust (tester) populatsiooni vorreldakse

GABA (gamma aminobutyric acid) gamma-amino-voihape

GD (gyrus dentatus) — hammaskaér; hippokampuse anatoomiliselt eristuv osa

5-HT (5-hydroxytryptamine) — 5- hiidroksiitriiptamiin; serotoniin

HPA- telg (hypothalamic-pituitary-adrenal axis) - hiipotaalamo-hiipofiisaar-
adrenokortikaal-telg

LAL (long attack latency) — pikk riindelatents; parameeter, mille alusel
selekteeritakse mitteagressiivset LAL hiireliini

NBT/BCIP  (nitro blue tetrazolium / 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate) — substraat,
mis ensiimaatilises reaktsioonis aluselise fosfataasiga annab visuaalselt
detekeeritava vérvussignaali

SAGE Serial analysis of gene expression

SAL (short attack latency) — lithike riindelatents; parameeter, mille alusel
selekteeritakse agressiivset SAL hiireliini

SH (subtractive hybridization) — subtraktiivne hiibridisatsioon

SSH (supression subtractive hybridization) — supressiooni efektil pdhinevat
PCR'i reaktsiooni sisaldav subtraktiivne hiibridisatsioon

Tester (tester) — huvialune cDNA populatsioon, milles esinevaid erinevusi

vorreldes referents cDNA populatsiooniga (draiveriga) soovitakse
subtraktiivse hiibridisatsiooni kdigus tuvastada



SISSEJUHATUS

Agressiivsus on oluliseks sotsiaalseks probleemiks iile maailma. Maailma
tervishoiuorganisatsiooni (WHO; World Health Organization) 2002. aasta raporti alusel
sureb maailmas igal aastal otseselt vigivallategude tagajérjel 1,6 miljonit inimest. 15-44-
aastaste inimeste puhul on végivallateod iiheks sagedasemaks surmapdhjuseks;
agressiivsusest on tingitud 14% koikidest selle vanusegrupi meeste ning 7% koikidest sama
vanade naiste surmajuhtumitest (Krug et al, 2002). Epidemioloogiliste uurimuste alusel on
diissotsiaalse isiksushdire esinemisméér kogu populatsioonis 2-3% ringis ning ulatub 60%-
ni meesvangide seas. Rohketest uurimustest hoolimata on patoloogilise agressiivsuse ravis
tehtud ddrmiselt vihe edusamme; siiani pole selgust agressiivsuse ja tema alatiiiipide (sh
diissotsiaalse isiksushdire) valiidsuse osas (Moran, 1999).

Agressiivsuse patofiisioloogiat puudutavates uuringutes on sihikul kindlad ajupiirkonnad;
koige selgemad patoanatoomilised leiud on seotud mediaalse temporaalsagara ning
frontaalkoorega. Samuti on juba praegu saadud olulist informatsiooni agressiivsuse
patofiisioloogia taga oleva molekulaargeneetilise baasi kohta. Agressiivsuse
kandidaatgeenid on seni 14bi viidud uuringutes eelkdige klassikaliste neurotransmitter-
siisteemidega seotud geenid. Praegu seostatakse agressiivsust valdavalt serotoniinergilise
slisteemiga, aga ka dopamiinergilise ja noradrenergilise siisteemiga. Paljulubavad on leiud,
mis seostavad korgenenud agressiivsust monoamiine lammutavate valkudega. Korgenenud
agressioon on seotud nii MAO-A (monoamiinide oksiidaas A) kui KOMT"i (katehhool-O-
metiiiiltransferaas) madalama aktiivsusega. Siiski on vihe teada agressiivsust mdjutavate
geenide omavaheliste interaktsioonide ning fiisioloogiliste endofenotiiiipide kohta.

Agressiivsusega seotud voimalikke geeniekspressiooni mustreid ning endofenotiitipe
voimaldavad leida loommudelid, mis valiidselt modelleerivad inimese patoloogilise
agressiivsuse avaldumisvorme. Kiesolevas uurimuses kasutati agressiivsusega seotud
kandidaatgeenide leidmiseks kahte selektiivselt aretatud hiireliini — agressiivset (SAL;
short attack latency) ja mitteagressiivset (LAL; long attack latency). Eesmérgiks oli
vorrelda geeniekspressiooni mustrit nende hiirte hippokampuses subtraktiivse
hiibridisatsiooni meetodil. Subtraktiivne hiibridisatsioon on meetod, mis voimaldab
vorrelda madalaldviseid erinevusi kahes cDNA populatsioonis. Geeniekspressiooni
mustrite vordlus voib anda olulisi andmeid korge ja madala agressiivsusega seotud
geeniekspressiooni profiilide kohta ning teha oletusi nendega seotud endofenotiitipide
kohta.



1 KIRJANDUSE ULEVAADE
1.1 AGRESSIIVSUS

1.1.1 AGRESSIIVSUSE DEFINITSIOON JA KLASSIFIKATSIOONID

Agressiivsusega seotud kirjanduses viidatakse enamasti Moyeri (1968) klassikalisele
agressiivsuse definitsioonile: agressiivsus on kditumine, mis pohjustab teisele organismile
valu ja vigastusi. Seda definitsiooni on ka palju kritiseeritud (Weinshenker ja Siegel, 2002),
ent iihtse agressiivsuse definitsiooni puudumine on mdistetav, kuna uurijad ei ole
iiksmeelel ka agressiivsuse erinevate alatiitipide ja klassifikatsiooni osas.

Enamik agressiivsuse teoreetikuid on liksmeelel, et agressiivsus pole iihtne fenomen, vaid
jaguneb mitmeteks fundamentaalselt erinevateks alatiiiipideks. Agressiivsuse
klassifikatsioone leidub mitmeid ning on eristatud kuni seitse agressiivsuse
avaldumisvormi.

Blanchard et a/ (2003) kisitluses esineb loomadel vihemalt viis erinevat agressiooniliiki:
manguline (play fighting), riindav (offensive — sama liigi isaste voitlus eluliselt oluliste
ressursside pédrast), kaitsev (defensive — riinnak oma fiiiisilise turvalisuse nimel), kiskjalik
(mille eesméark on murdmine) ning emalik. Kiskjalik agressiivsus on erinev riindavast
agressiivsusest, sest riindavat agressiivsust vahendavad farmakonid (niiteks fluprasiin) ei
viahenda kiskjalikku agressiivsust, samuti ei kaasne kiskjaliku riinnakuga enamasti
stimpaatilise nirvisiisteemi erutusseisundit. Blanchard et a/ (2003) leiavad, et just riindav
agressiivsus sarnaneb koige rohkem inimese patoloogilise agressiivsusega.

Moyer (1968) pakub oma agressiivsuse klassikaks kujunenud artiklis vilja seitse erinevat
agressiivsuse liiki, mis on seotud erinevate keskkonnatingimustega. Blanchard et a/ (2003)
definitsioonidele lisanduvad Moyeril (1968) hirmust tingitud (fear-induced) agressiivsus;
arritusest (kuumusest, niljast, janust voi valust) tingitud (irritable) agressiivsus;
seksuaalsusega seotud (sex-related) ning territoriaalne agressiivsus.

Weinshenker ja Siegel (2002) pakuvad omakorda vilja bimodaalse teooria, kus eristuvad
ainult kaks peamist agressiooni liiki: afektiivne kaitseagressiivsus (affective defense) ning
kiskjalik riindeagressiivsus (predatory attack). Afektiivne kaitseagressiivsus on alati seotud
hirmureaktsiooniga, olenemata sellest, kas oht on reaalne voi néiline. Kaitseagressiivsuse
eesmirgiks on hirmutava elusolendi voi objekti korvaldamine, et vidhendada ebameeldivat
drevusreaktsiooni. Afektiivne kaitseagressiivsus sisaldab alati intensiivset siimpaatilise
nérvisiisteemi erutust ning impulsiivset reaktsiooni hirmutavale stiimulile. Inimeste puhul
esindavad afektiivset kaitseagressiivsust impulsiivsed isiksused (explosive personality),
keda iseloomustab madal arrituse talumise ja agressiooni vallandumise lavi.

Kiskjalik riindeagressiivsus seevastu ei sisalda ei drevust ega ka siimpaatilise nirvisiisteemi
erutust. Riindeagressiivsus on eesmargipirane ning sihtmirki otsitakse teadlikult.
Loomariigis on eesmirgiks s60gi hankimine; inimeste puhul on sarrustavad mojud ilmselt
teistsugused, toendoliselt sadistlik monu, enesehinnangu tdus ning reipus (Weinshenker ja
Siegel, 2002). Inimeste puhul esindavad kiskjalikku riindeagressiivsust diissotsiaalse
isiksushdirega (DSI; Rahvusvahelise haiguste klassifikatsiooni RHK-10 alusel F60.2)
indiviidid, keda iseloomustab madal emotsionaalsus, sotsiaalsete normide eiramine,



stititunde puudumine ning kalk tegutsemine vahendeid valimata oma eesmérkide
saavutamiseks.

On selge, et agressiivsusel on vihemalt kaks fundamentaalselt erinevat avaldumisvormi —
riindav ja kaitsev. Vdimalik, et edasiste uuringute valiidsuse huvides tuleks alatiiiipe veelgi
spetsiifilisemalt eristada. Weinshenkeri ja Siegeli (2002) arvates on valiidse agressiivsuse
klassifikatsiooni puudumine iiks pdhilisi pohjuseid, miks agressiivsuse ravis on tehtud
siiani viga vdhe edusamme.

1.1.2 AGRESSIIVSUSE REGULATSIOONIGA SEOTUD PIIRKONNAD
NARVISUSTEEMIS

1.1.2.1 Frontaalsagar ja agressiivsus

Enimuuritud ajupiirkond agressiivsuse, vigivaldsuse ja impulsiivsusega seoses on
kahtlemata frontaalkoor, eriti orbitofrontaalne piirkond (Brower ja Price, 2001). On teada
hulgaliselt juhtumeid, kus indiviidide agressiivsus kasvab just frontaalsagara kahjustuse
jargselt (Anderson et al, 1999); samuti on vdimalik, et agressioon frontaalkoore kahjustuse
tagajirjel kaob (Panksepp, 1998). Just frontaalkoor on seotud infotd6tluse, otsuste
langetamise ja kditumuslike reaktsioonide kontrolliga. Mérkimisvédrne on see, et
agressioon, mis tekib frontaalsagara teatud piirkondade lokaalsete kahjustustega, on
soltumatu iildisest intellektuaalse funktsioneerimise tasemest.

1.1.2.2 Mediaalne temporaalsagar ja agressiivsus

Teiseks agressiivsusega seoses itha enam téhelepanu palvivaks ajupiirkonnaks on
mediaalne temporaalsagar, tdpsemalt hippokampuse ning amiigdala piirkonnad. Ka
mediaalse temporaalsagara lokaalsed kahjustused voivad agressiivsust nii tosta kui
vihendada; nditeks Becker ja Grecksch (2003) néitasid, et ventraalse hippokampuse
kahjustamine rottidel suurendab nende agressiivsust ja vihendab sotsiaalseid
interaktsioone. Hippokampus on limbilise siisteemi osa, kus toimub erinevate kognitiivsete
ja emotsionaalsete funktsioonide regulatsioon. Hippokampus on seotud mélu (sh hirmu
tingimise), Oppimise ja emotsioonidega. Hippokampus on frontaalkoore jéirel teine
ajupiirkond, mis palvib agressiivsusega seoses itha enam tdhelepanu (Raine et al 2004).

1.1.3 AGRESSIIVSUSE KANDIDAATGEENID

Seda, et agressiivsus on suures osas “geneetiline parand” esivanematelt, kinnitab
populatsioonigeneetika: agressiivsus on iiks kdige tugevama pariliku komponendiga
kaitumuslikke avaldusi (Plomin, 2000). Agressiivsuse périlikkuskoefitsent varieerub
erinevates uurimustes 0,36 ja 0,65 vahel, olenevalt sellest, millist populatsiooni,
modtevahendit ja valemit selle madramiseks kasutatakse (Nyberg et al, 2004). 1989. aastal
tehtud metaanaliiiisis, mis vottis kokku 9 agressiivsusega seotud kaksikuteuuringut, leiti, et
monosiigootsete (MZ) kaksikute agressiivsuse kokkulangevus on 51% ja disiigootsetel
(DZ) kaksikutel 22% (Ebstein ja Kotler, 2003). Agressiivsuse tugevat geneetilist
komponenti niitab ka see, et agressiivsete ja mitteagressiivsete hiireliinide selektiivsel
inbriidingul ilmnevad tugevad liinidevahelised erinevused juba teises
selektsioonipdlvkonnas (Nyberg et al, 2004).



1.1.3.1 Monoamiinergilised siisteemid ja agressiivsus

Serotoniini (5-HT) seosed sotsiaalse kditumise ja agressiivsusega on tdendoliselt
psiihhofiisioloogia uurituim teema. Erinevad SSRI (selektiivsed 5-HT tagasihaarde
pérssijad) tiilipi antidepressandid, mis tdstavad 5-HT taset siinaptilises pilus, nditeks
fluoksetiin voi sertraliin, on osutunud efektiivseks psiihhiaatriliste patsientide patoloogilise
agressiooni ravis (Coccaro et al, 1997; Kavoussi et al, 1994). Seevastu triiptofaani taseme
alandamine (mille tagajirjel viheneb serotoniini slintees ajus) suurendab inimestel
katsetingimustes agressiivsust (Moeller et al, 1996; Bjork et a/, 2000). 5-HT 1A alatiiiipi
retseptori selektiivne aktivatsioon vihendab agressiivsust nii inimestel kui ka nérilistel
(Panksepp, 1998) ning 5-HT 1B retseptori puudulikkusega hiired on tunduvalt
agressiivsemad kui nende metsiktiilipi pesakonnakaaslased (Sadou et al/, 1994). Inimestega
1abi viidud assotsiatsiooniuuringutes on korduvalt agressiivsusega seostatud vaid tiks 5-HT-
ergilises slisteemis osalevat valku kodeeriv geen — triiptofaani hiidroksiilaasi 1(TPH1) geen.
TPH1 geen kodeerib valku, mis siinteesib triiptofaanist 5S-HTP-d (5-hiidroksii-triiptofaan),
mis on 5-HT eellasmolekuliks. Kahes uurimuses (kokku 405 katseisiku andmetel) on
nédidatud, et TPH1 geeni seitsmendas intronis asuva bialleelse RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism) markeri (A218C) variandid jaotuvad agressiivsete ja
mitteagressiivsete isikute vahel erinevalt (Manuck et al, 1999; Rujescu et al, 2002). On
markimisvéérne, et alles 2003. aastal avastati teine triiptofaani hiidroksiilaasi geen TPH2,
mis tegelikult kesknidrvisiisteemi serotoniinisiinteesis osaleb (va kdbindérmes, kus
ekspresseerub ka TPH1). Psiiiihiliste ndhtustega seoses paljuuritud TPH1 geen
ekspresseerub valdavalt ainult perifeerses nérvisiisteemis ning tema otsene osalus peaaju
biokeemilises regulatsioonis on vdike (Walther et a/, 2003). Niisiis on praegu
agressiivsusega seostatud perifeerses nérvisiisteemis 5-HT siinteesiva geeni poliimorfism.

Kuigi ka dopamiinergilist siisteemi peetakse {iheks olulisemaks osalejaks sotsiaalse
kditumise ja agressiivsuse regulatsioonis (Miczek et al, 2002), on dopamiinergilise
nérvililekandega seotud geenide ja agressiivsuse vahel seoseid leitud vaid tiksikutel
juhtudel, niiteks Persson et al (2000). Tiirosiini hiidrokstilaasi (TH) geen kodeerib valku,
mis siinteesib tiirosiinist L-DOPA-t, mis on dopamiini eellasmolekul. Persson et a/ (2000)
leidsid 205 katseisikut testides, et TH geeni kaheksakorduselist TCAT-jérjestust sisaldava
alleelivariandi kandjad on teiste variantide omanikest haavatavamad ja vaenulikumad.

Noradrenaliin ja adrenaliin on seotud drkveloleku, tihelepanu, valmisoleku ja iildise
erksuse tasemega. Agressiivsusega seostatakse nii kdrgenenud noradrenaliini taset, mis on
seotud madalama stressi vallandumise ldvega, kui ka ebanormaalselt madalat stimpaatilise
nérvisiisteemi aktivatsiooni ldve, mis iseloomustab diissotsiaalse isiksushéirega patsiente.
On leitud, et noradrenaliini metaboliidi MHPG (3-metoksii-4-hiidroksii-fentiiil-gliikool)
tase veres korreleerub indiviidi agressiivse minevikuga (Coccaro et al, 2003). Comings et
al (2000) seostasid adrenergilise retseptori 2A geenis (ADRA2A) iihe sagedalt esineva SNP
korge drrituvuse, vaenulikkuse ja impulsiivsusega tervetel indiviididel. Vaatamata sellele,
et adrenergilise siisteemi geenid vdiksid teoreetiliselt olla olulised kandidaadid
agressiivsuse geenide otsingul, ei ole seni {ihtegi assotsiatsiooniuuringut agressiivsuse ja
adrenergiliste geenide poliimorfismide vahel korrata suudetud.

Transkriptsioonifaktor AP-2 osaleb paljudes signaaliteedes. AP-2 seondumiskohta omavad
paljud 5-HT-ergilise, dopamiinergilise ja koliinergilise siisteemi regulatsiooniga seotud
geenid, nditeks on AP-2 seondumissait DAT1 (dopamiini transporter) ja S-HTT (serotoniini
transporter) regulatoorsetes alades. See muudab AP-2 kahtlemata kandidaadiks
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isiksusegeenide otsingul. Seni on seost ndidanud vaid Damberg et al (2000), kelle uuringus
poliimorfism AP-2 geenis oli seotud agressiivsusega meestel (naistel seostus selles
uuringus sama poliimorfism drevusega).

1.1.3.2 Monoamiine lammutavaid valke kodeerivad geenid

MAO-A geen kodeerib monoamiinide okstlidaasi ensiiiimi MAO-A, mis lammutab
monoamiine (dopamiin, noradrenaliin, adrenaliin ja serotoniin). Hollandlane Brunner
(Brunner et al, 1993) oli iiks esimesi, kes asus uurima perekonda, kus mehed panid 1dbi
mitmete pdlvkondade toime julmi kuritegusid (de vdgistamine, morvakatsed, siilitamised ja
muud végivallateod). Brunner uuris perekonna 24 litkme genotiiiipe ja leidis, et
végivaldsetel pereliikmetel esineb iihenukleotiidne mutatsioon MAO-A geenis, mistottu
MAO-A ensiilim on kaotanud aktiivsuse. Hiljem on selle perekonna fenomeni nimetatud
Brunneri stindroomiks, ent kusagil mujal pole sellist mutatsiooni ega sellega kaasnevat
kaitumuslikku stindroomi leitud.

Tulemusrikkamad on olnud uuringud, kus geneetiliseks markeriks on voetud 30-
nukleotiidine kordusjarjestus MAO-A geeni promootoris (MAOALPR). See VNTR
(Variable Number of Tandem Repeats) marker asub 1200 bp transleeritavast piirkonnast
iilesvoolu ning 30-aluspaarine jérjestus esineb kolme, kolme ja poole, nelja voi viie
kordusena. Sabol et al (1998) niitasid, et kolme ja poole v4i nelja koopiaga alleele
transkribeeritakse 2-10 korda efektiivsemalt kui neid alleele, kus esineb kolm voi viis
koopiat. MAOALPR'i on kahes uurimuses seostatud diissotsiaalse kditumise, impulsiivsuse
ja agressiivsusega meestel (Reif ja Lesch, 2003) ning samuti on ndidatud MAOALPR’i
moju diissotsiaalse isiksushiire kujunemisele interaktsioonis lapseea vaarkohtlemisega
(Caspi et al, 2002).

On tdendoline, et madala aktiivsusega MAO-A avaldab mdju varases arengujirgus, sest
kdrgenenud agressiivsust pohjustab ka MAO-A inhibiitorite manustamine vastsiindinud
hiirtele (Mejia et al, 2002); samuti on MAO-A knockout hiired agressiivsemad kui
metsiktiiiipi hiired (Cases et al, 1995).

Katehhool-O-metiiiiltransferaas KOMT lammutab dopamiini, noradrenaliini ja adrenaliini;
5-HT KOMT’i substraat ei ole. Sagedalt esinev ithe aminohappe (Val-108-Met)
poliimorfism KOMT geeni neljandas eksonis pdhjustab termolabiilset madala aktiivsusega
enstilimivarianti. Val/Val homosiigootidel on korge KOMT’1 aktiivsus, Val/Met
heterostigootidel keskmine ja Met/Met homosiigootidel 4-5 korda madalam KOMT’1
aktiivsus kui Val/Val genotiiiibi puhul. Korgenenud agressiivsusega on kolmes erinevas
uurimuses seostatud just madala aktiivsusega ensiitimivarianti (Ebstein ja Kotler, 2003;
Rujescu et al, 2003).

1.1.3.3 Gamma-amino-voihape: GABA

GABA-ergiline siisteem on samuti tiheks olulisemaks kandidaadiks agressiivsuse
nérviregulatsiooni uurimisel (Miczek ef al, 2002). GABA on pidurdav neurotransmitter
ning enamasti seostatakse korgenenud GABA taset madalama agressiivsusega.
Sellegipoolest on hulgaliselt andmeid, et teatud tingimustel ja doosist sdltuvalt voivad
GABA-A retseptori agonistid agressiivsust tosta (Miczek et al, 2003). Oluline viide selle
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kohta, et GABA hulga vihendamine v3ib agressiivsust hoopis alandada, on ka see, et
GABAt siinteesiva glutamaathappe dekarboksiilaasi (GAD-65) knockout hiired, kelle
GABA tase on piisivalt madal, on vihem agressiivsed kui metsiktiilipi hiired (Stork et al,
2000). GABA-ergilisel siisteemil on ilmselge osa agressiivsuse regulatsioonis, ent mil viisil
see tépselt toimib, pole veel teada. Poliimorfisme GABA retseptorite voi GAD geenides
seni agressiivsusega seostatud ei ole.

1.1.3.4 Opioidergiline siisteem

Arvatakse, et ka opioidergiline slisteem osaleb agressiivse kditumise regulatsioonis, ning ka
opioidide kaitumusliku efekti kohta on saadud vastuolulisi andmeid. Enamikes uurimustes
on siiski ndidatud opioidide agressiivsust vihendavat moju. Ka iihes kdige varskemas ning
pohjalikumas uurimuses, kus katseloomadeks olid 11 erineva liini hiired (Tordjman et al,
2003), seostati madalam agressiivsus kdrgema endogeensete opioidide tasemega. Miller et
al (2004) vurimisgrupp on seni ainus, kes on vélja toonud seose opioidiretseptori
poliimorfismi ja agressiivsuse vahel. Nii inimese kui reesusahvi p-opioidi retseptori
ekstratsellulaarses N-terminaalses osas asub iihenukleotiidne poliimorfism, mis muudab
arginiini proliiniks (inimesel A118G; reesusahvil C77G). G-alleelilt kodeeritaval retseptoril
on nii inimese kui ahvi puhul suurem afiinsus B-endorfiinile ning seda seostatakse
madalama kortisooli tasemega veres ja voimendunud hiipotaalamo-hiipofiisaar-
adrenokortikaal- (HPA-) telje regulatsiooniga. Miller et al (2004) uurimuses seostati C-
alleel reesusahvidel kdrgema agressiivsusega ning autorite sonul on poliimorfismide
analoogia piisavalt selge, et iildistada tulemusi inimestele.

1.1.3.5 Agressiivsus ja iilegenoomsed uuringud

Selle aasta alguses on ilmunud kaks tilegenoomset uuringut, kus on otsitud spetsiifiliselt
agressiivsuse ja vaenulikkusega seotud lookuseid. Knox et al (2004) testisid 2662 indiviidi
agressiivsust ja vaenulikkust ning genotiipeerisid samad isikud 387 autosomaalse
mikrosatelliitse poliimorfismi alusel. Selles uurimuses leiti ainult 18 /od skoori, mis olid
korgemad kui 1, ning {likski neist polnud kdrgem kui 2. Dick et al (2004) viisid 1ébi
iilegenoomse uuringu, et leida lapseea kditumishéirega seotud lookuseid. Lébi soeluti 336
mikrosatelliitset markerit lile genoomi keskmiselt iga 10,5 ¢cM jérel. Olulisemateks /od
skoorideks jdid 2,5 teises kromosoomis ning kolmeldhedane /od skoor kromosoomis 19.
Ulegenoomsetes uuringutes pole seni dnnestunud tabada iihtki uut mérkimisvéirset
agressiivsusega seotud lookust.

Kokkuvdttes kuuluvad senistes uuringutes agressiivsuse kandidaatgeenide hulka
klassikaliste neurotransmittersiisteemidega seotud geenid. Agressiivsusega seotud geenide
otsingul on juba praegu tehtud mérkimisvéarseid leide, ent siistemaatilistest teadmistest on
asi hetkel veel kaugel. Uheks olulisemaks pdhjuseks vdib olla see, et agressiivsus ei ole iiks
ja uldine fenotiilip. Eksisteerib vihemalt kaks fundamentaalselt erinevat agressiivsuse liiki,
mille taga on suure tdendosusega ka erinev patofiisioloogia (Weinshenker ja Siegel, 2002).
Senistes uurimustes ei ole agressiivsuse alatiilipe siistemaatiliselt eristatud.

Teine pdhjus, miks andmed agressiivsuse geneetika osas on suhteliselt kaootilised, on
kindlasti see, et vihe on vaadatud geeniekspressiooni mustreid ning agressiivsust
mojutavate geenide omavahelisi interaktsioone.
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1.1.4 AGRESSIIVSUSE MODELLEERIMINE KATSELOOMADEL

Inimiihiskonnas kujundavad agressiivsuse avaldumisvorme paljud kultuurilised ning
sotsiaalsed mdjud. Sellegipoolest viitavad paljud andmed sellele, et inimeste ja loomade
agressiivse kditumise neuraalne baas on d4rmiselt sarnane ning inimeste ja loomade
agressiooni avaldumisvormides on markimisvéérseid kokkulangevusi (Weinshenker ja
Siegel, 2002).

Enamik katseloomi kasutavaid agressiooniuuringuid on lébi viidud hiirte, rottide ja
hamstritega (Blanchard et al, 2003), aga palju on kasutatud ka erinevaid ahviliike (néiteks:
Miller et al, 2004). Inimese ja hiire fiisioloogia (sh nérvisiisteemi filisioloogia) vahel on
markimisvéidrne sarnasus (Coleman, 2003), seetdttu peetakse hiiri valiidseks loommudeliks
paljude inimseisundite modelleerimisel.

Agressiivsus on hiirtel, nagu ka inimestel, 44rmiselt pilisiv omadus. Nyberg et al (2004)
nditasid, et on vaga raske luua keskkonnatingimusi, mis vdhendaksid geneetiliselt
agressiivsusele kalduvate hiirte agressiivsust. Nende uurimuses riindasid agressiivse liini
hiired vOorast isast liigikaaslast lithikese aja jooksul olenemata sellest, kas nad olid {iles
kasvanud isolatsioonis v0i emase hiire seltskonnas, ning sdltumatult sellest, kas nad olid
territooriumil sissetungija voi piisielaniku rollis.

Loomade agressiivsuse testimiseks levinuim test on piisielaniku-sissetungija (resident-
intruder) test (de Boer et al, 2003). Sellel testil on mitmeid erinevaid variante; testitav loom
voib olla nii piisielaniku kui sissetungija rollis, samuti v4ib kaks vodrast looma panna uude
keskkonda kokku iiheaegselt. On vihemalt 28 kditumuslikku tegevust ning kehaasendit,
mida on voimalik looma puhul piisielaniku-sissetungija testis modta. Mérkimisviirne on
aga see, et aeg, mille jooksul loom oma vdorast kaaslast riindab (riindelatents) korreleerub
iildise agressiivsusskooriga -0,71 kuni -0,92 (de Boer et al, 2003).

1.2 SAL ja LAL HIIRELIINID
1.2.1 SAL ja LAL LIINIDE SELEKTEERIMINE ja SAILITAMINE

1970-tel aretati Hollandis Groningeni iilikoolis vélja kaks erinevat hiireliini — agressiivne ja
mitteagressiivne. Hiired parinevad metsiku koduhiire (Mus musculus domesticus)
kolooniast ning neid on selekteeritud “piisielaniku-sissetungija” testi alusel, millest ka
hiireliinide nimed — SAL (short attack latency, lihike riindelatents) ja LAL (long attack
latency, pikk riindelatents). 92-100 pdeva vanuselt testitakse isaste hiirte riindelatentsi ning
maédratakse, kas nad on sobilikud liini edasiseks selektsiooniks. SAL ja LAL isastel hiirtel
lastakse iliks pdev uue neutraalse puuriga harjuda. Teisel pdeval pannakse spetsiaalsesse
“vastase kambrisse” (opponent chamber) vodras mitteagressiivne isane hiir, ning avatakse
luuk testitava looma kodupuuri ning vastase kambri vahel. Kolmel jéarjestikusel paeval
moddetakse aega, mille jooksul hiir voorast riindab. Iga hiire riindelatentsi skoor
arvutatakse kolme pédeva keskmise latentsiaja pdhjal. Eksperimentideks ja liini edasiseks
selektsiooniks kasutatakse ainult SAL loomi, kes riindavad vahem kui 50 sekundi jooksul
ning LAL loomi, kes vdorast kordagi ei riinda. Detailsem protseduuri ja katseaparaadi
kirjeldus leidub Sluyter et al (2003) artiklis.
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Weinshenkeri ja Siegeli (2002) teooria kontekstis on SAL hiired selekteeritud afektiivse
kaitseagressiivsuse alusel; seega on SAL hiired impulsiivse agressiivsuse loommudeliks.
Seda agressiivsuse liiki esindavad inimeste puhul impulsiivsed isiksed (explosive
personality), keda iseloomustab drev vaenlase tajumine, madal drrituse talumise 1dvi ning
viahene impulsikontroll.

1.2.2 SENISED UURIMUSED SAL ja LAL HIIRTEGA

1.2.2.1 LAL hiired on stressitundlikumad ja passiivsemad kui SAL hiired.

Mitmetes erinevates uurimustes on ndidatud, et SAL ja LAL hiireliinid erinevad mitte
iiksnes riindelatentsi poolest. Agressiivsed SAL hiired reageerivad keskkonna stressoritele
aktiivselt; LAL hiirtele on aga omane passiivne toimetulekustiil, stressoritele reageerivad
nad valdavalt litkumatuks jdédmisega (freezing).

Sluyter et al (1996) kasutasid katseskeemi, kus hiirel oli voimalik elektrilooke aktiivse
tegutsemisega valtida. Selles katseskeemis antakse hiirele puuri pohjast elektrilodke ning
hiirel on voimalik stressorist vabanemiseks kasutada kahte strateegiat: kuhjata
elektrisondile pesamaterjali voi jddda litkkumatuks. SAL loomad kasutavad rohkem aktiivset
strateegiat (defensive burying); LAL hiired seevastu jddvad enamasti passiivseks.

Teises uurimuses kasutasid Veenema et al (2003b) kroonilise sensoorse stressori mudelit.
Sensoorseks stressoriks oli selles uurimuses véga agressiivne hiir, kellega testitav hiir pidi
25 péeva jooksul korvuti puurides elama. Katseloom négi ja haistis oma agressiivset
naabrit, ent fiilisilist ohtu voodras ei kujutanud. Sellise pikaajalise sensoorse stressori
tingimustes kujunesid kroonilise stressi simptomid ainult LAL liini hiirtel. Sel juhul, kui
hiired pandi viga agressiivse hiirega ithte puuri elama (defeat stress), tekkisid kroonilise
stressi stimptomid tihtviisi mdlema liini hiirtel.

Veenema et al (2003a) Porsolt'i sundujumiskatses piisisid LAL hiired olulisel méaral
rohkem litkumatutena. Sellist kditumist Porsolt'i testis peetakse stressi, lootusetuse ja
depressiivsuse tunnuseks; SAL hiired aga ujusid aktiivselt, liritades stressisituatsioonist
vabaneda. Peab mérkima, et kuigi agressiooni tdus on suureks tihiskondlikuks probleemiks,
on teatav agressiivsus ja aktiivne reageerimine enesekaitseks vigagi kohane kaitumisviis
nii loomariigis kui ka teatud inimiihiskonna korralduste ning spetsiifiliste situatsioonide
puhul. Kuna LAL hiired on “piisielaniku sissetungija” testis tunduvalt vihemagressiivsed
kui see on iseloomulik sama liini keskmisele hiirele, modelleeritakse LAL hiirtega
patoloogiliselt madalat agressiivsust. Seni pole tipset selgust, millistele inimestele
iseloomulikele diagnostilistele seisunditele LAL hiirte kditumuslik profiil tipsemalt vastab,
kuid nditeks Veenema et a/ (2003b) oletavad, et LAL loomad vdiksid olla potentsiaalne
depressioonimudel. Seni pole aga LAL hiiri depressioonimudelina valideeritud, sest pole
teada, kuidas LAL hiired reageerivad antidepressantidele. On aga selge, et peale erineva
agressiivsuse taseme esindavad need kaks hiireliini kahte vastandlikku toimetulekustiili.
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1.2.2.2 SAL ja LAL hiireliinid erinevad hiipotaalamo-hiipofiiiisaar-
adrenokortikaal- (HPA-) telje regulatsiooni poolest
Veenema et al (2003a) nditasid, et sundujumise stressisituatsioonis vallandub LAL hiirtel
tunduvalt kdrgem ning pikaajalisem kortikosterooni sekretsioon kui SAL loomadel. Lisaks
leiti, et LAL hiirte mineraalkortikoidi retseptori (MR) mRNA ekspressioon hippokampuses
ning kortikotropiini vabastava hormooni mRNA hiipotaalamuses piisis veel ka 24 tundi
pérast sundujumise stressorit statistiliselt oluliselt korgem kui SAL loomadel;
normaaltingimustes nende mRNA-de ekspressioonis liinidevalelisi erinevusi ei leitud. LAL
hiirte basaalne AKTH (adrenokortikotroopne hormoon) tase on markimisvairselt madalam
kui SAL hiirtel, mis viitab, et LAL hiired on AKTH suhtes tundlikumad (adrenocortical
hyperresponsiveness). Veenema et al (2003a) tulemused viitavad kokkuvottes sellele, et
LAL hiirte fiisioloogiline reaktsioon stressile on intensiivsem ja pikaajalisem kui SAL
hiirtel.

1.2.2.3 SAL ja LAL liini hiirtel on erinev 5-HT-siisteemi regulatsioon

Korte et al (1996) olid esimesed, kes nditasid, et 5-HT 1A retseptori sidumisvdime ning
ekspressioon LAL loomade dorsaalses hippokampuses hammaskdiru (GD, gyrus dentatus)
ja CAl piirkonnas on markimisvédrselt madalam kui SAL loomadel. Feldker et a/ (2003a)
kinnitasid sama tendentsi Northern blot analiilisiga, ndidates, et LAL hiirtel on
hippokampuses SHT 1A retseptori ekspressioon 1,9 korda madalam. Van Riel et a/ (2002)
kasutasid in situ hiibridisatsiooni hippokampuse koeldigul ning leidsid, et 5-HT retseptori
1A mRNA ekspressioon on madalam iiksnes LAL hiirte hippokampuse CA1 piirkonnas.
Samas uurimuses ndidati, et lisaks SHT 1A retseptori alanenud ekspressioonile on LAL
hippokampustes vahenenud 5-HT poolt esilekutsutav membraani hiiperpolarisatsioon. Van
Riel et al (2002) jareldasid, et LAL hiirtel on hippokampuse 5-HT-ergilises siisteemis
vihenenud ka funktsionaalsed reaktsioonid. Samas uurimuses leiti, et LAL loomadel tousis
stressisituatsioonis vereplasma kortikosterooni tase ning see oli poordvdardelises seoses 5-
HT poolt indutseeritud reaktsioonidega. Seetdttu voib 5-HT-ergilise siisteemi
ebafunktsionaalsus olla tingitud kroonilisest hormonaalsiisteemi hdirumisest. Samas voib
stressitundlikkus olla tingitud ka madalamast SHT 1A retseptori tasemest ja aktiivsusest,
sest ka SHT 1A retseptori puudulikkusega hiired on viga stressitundlikud (Toth, 2003).

1.2.2.4 SAL ja LAL hiired erinevad testosterooni metabolismi poolest

Compaan et al uurimisgrupp on SAL ja LAL loomade testosterooni taset ja metabolismi
vorreldnud erinevates arengufaasides ja erinevaid katseskeeme kasutades (Compaan et al,
1992; 1993a; 1993b; 1994). Kokkuvdttes on leitud, et isas-suguhormoon on SAL loomade
agressiivsuses oluline osaline. Niiteks Compaan et a/ (1994) demonstreerisid, et isastel
SAL hiirtel on plasma testosterooni tase juba embriio- ja vastsiindinueas korgem kui LAL
hiirtel samas arengufaasis. Testosterooniga seoses on ldbi viidud ka iiks viheseid uurimusi,
mis puudutab emaseid SAL ja LAL hiiri. SAL ja LAL liinide selektsioonil hinnatakse
iiksnes molema liini isaseid hiiri, sest normaalolekus emased SAL ega LAL hiired vodra
sissetungija testis iildjuhul ei riinda. Compaan et a/ (1993b) manustasid emastele
vastslindinud SAL ja LAL hiirtele testosterooni propionaati ning eemaldasid munasarjad.
Sellise manipulatsiooni tagajirjel kasvas iiksnes SAL emaste hiirte agressiivsus; LAL
emaste hiirte agressiivsus piisis liinile omasel tasemel.
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1.2.2.5 LAL ja SAL hiirte hippokampuses on leitud struktuurseid erinevusi

Sluyter et al (1994) niitasid histoloogiliselt, et LAL loomadel on suuremad
intrapiiramidaalsed sammalkiud (intra- and infrapyramidal mossy fiber terminal fields —
[IPMF). Sammalkiud on hippokampuse hammaskiiru (GD) piirkonnas asuvate neuronite
granulaarrakkude aksonid, mis innerveerivad hippokampuse CA3 piirkonna
pliramidaalrakkude dendriite. Analoogsetele morfoloogilistele erinevustele LAL ja SAL
loomade hippokampustes viitavad Feldker ef al, (2003a ja 2003b) tulemused, kes leidsid
SAGE’t (Serial analysis of gene expression) ja GeneChip'i kasutades, et LAL loomadel on
hippokampuses korgem tsiitoskeletiga seotud geenide ekspressioon. Suuremaid IIPMF-e
seostatakse korgema Sppimisvoimega ning selle alusel peaks LAL loomade dppimisvdime
olema suurem. Seda, et LAL hiirtel on parem méilu ja suurem dppimisvoime oletavad ka
Sluyter et a/ (2003). Sellegipoolest on agressiivsete ja mitteagressiivsete hiirte kognitiivsete
voimete osas vasturddkivaid tulemusi, nditeks on leitud, et agressiivsete hiirte
dppimisvdime on kdrgem nendes iilesannetes, kus tuleb dppida karistust véltima (two-way
active avoidance task); mitteagressiivsed loomad on aga osutunud nutikamateks
labiirintides (Hebb-Williams type maze tasks) (Sluyter et al, 1994). Moragrega et al (2003)
aga leidsid hoopis, et nii SAL kui LAL hiirte ruumilist Oppimist mojutasid rohkem
majutamisviis ja nikotiini manustamine kui genotiiiip.

1.2.2.6 SAL ja LAL hiired sobivad inimese diissotsiaalse kiitumise modelleerimiseks
Sluyter et al (2003) analiiiisisid mitmeid parameetreid, et vorrelda, kuivord modelleerivad
SAL loomad inimese diissotsiaalset kditumist ning vastupidi: kuivord sarnanevad LAL
isashiired introvertsetele passiivse toimetulekustiiliga meestele. Sluyter et a/ (2003) toid
vélja mitmeid parameetreid: 1) niit SAL hiired kui diissotsiaalsed mehed kéituvad
agressiivselt viga erinevates situatsioonides; peale territooriumi kaitsmise esineb ka
vastavalt naiste v0i emaste hiirte vastu suunatud agressiivsust; 2) SAL loomade pesakonnad
on suuremad kui LAL hiirtel ning agressiivsetel meestel on rohkem jéreltulijaid kui
mitteagressiivsetel meestel; 3) diissotsiaalsete meeste intelligentsuskoefitsent (IQ) on
keskmisest madalam ning SAL loomade dppimisvdime on madalam kui LAL hiirtel; 4)
SAL loomad kalduvad alkoholisdltuvusele, nagu ka diissotsiaalsed mehed. Sluyter et al
(2003) tegid jéarelduse, et SAL hiired sarnanevad mérkimisvaérselt meestega, keda
iseloomustati piisiva elukestva diissotsiaalse kditumisstiili poolest (persisters) ning LAL
hiirtel on iihisjooni meestega, kel kunagi elu jooksul pole ette tulnud agressiivseid episoode
(abstainers). SAL loomade sarnasus diissotsiaalsete meestega on suurem, kui LAL
loomade iihisjooned mitteagressiivsete meestega. Kokkuvaottes leiavad Sluyter et al (2003),
et SAL liini hiired on sobiv loommudel inimese diissotsiaalse kditumise modelleerimiseks.

1.2.2.7 SAL ja LAL loomade hippokampuse geeniekspressiooni on varem vorreldud
SAGE meetodil ja GeneChip iga.

SAL ja LAL loomade hippokampust on seni uuritud vdga mitmte erinevate meetoditega.

Avaldatud on fiisioloogilisi leide (Sluyter et al, 1994; Korte et al, 1996; Van Riel et al,

2002, Veenema et al, 2003a) ning varreldud SAL ja LAL hiirte hippokampuse

geeniekspressiooni mRNA tasemel (Feldker et a/, 2003a; Feldker et al, 2003b).
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Feldker ef al on SAL ja LAL loomade hippokampuse geeniekspressiooni uurinud nii SAGE
meetodil (2003a) kui geenikiipi (2003b) kasutades. SAGE analiiiisil sekveneeriti 63 286
tag i, millest 29 727 olid unikaalsed. Leiti 191 geeni, mille ekspressioon SAL ja LAL
hiireliinide vahel erines; neist 126 geeni ekspresseerusid korgemalt LAL hiirtel ning 65
geeni kdrgemalt SAL hiirtel. Leitud 191st erinevalt ekspresseerunud geenist identifitseeriti
tuntud mRNA jérjestusi esindavatena ainult 27% (51 fag'1). Feldker ef al (2003a) kinnitasid
SAGE tulemusi, nédidates viie erineva geeni (tubuliini, kofiliini, tropomiiosiini, raf-iga
seotud onkogeeni ja ERK?2) iileekspressiooni LAL loomadel ka in situ hiibridisatsiooniga
hippokampuse koeldigul.

Affymetrix'1 GeneChip iga, millel oli kokku 12 488 oligonukleotiidset jirjestust, tuvastasid
Feldker ef al (2003b) 121 geeni, mille ekspressioon osutus kdrgemaks LAL hiirtel ning
vaid iihe geeni — gas5 (growth arrest specific 5) — mille ekspressioon osutus kdrgemaks
SAL hiirtel. GeneChip'i alusel on LAL hiirtel kdrgemalt ekspresseerunud geenide seas
tsiitoskeleti valke kodeerivad geenid (tubuliini erinevad alatiitibid, kofiliin, aktiin,
diinaktiin); signaali iilekandega seotud geenid (GABA ja gliitsiini transporter,
glutamaadiretseptor kainaat-5, 14-3-3 dzeeta); metabolismiga seotud geenid (laktaadi
dehiidrogenaas, piiruvaadi kinaas, aspartaadi siintetaas, vakuolaarse prootonpumba subiihik,
tstitokroom c¢ okstidaasi subiihik jt) ning mitmed teised nagu Dadl (defender against cell
death 1), caplain, okslidatiivse stressi poolt indutseeritav valk jt.

GeneChip'il saadud tulemusi kinnitasid Feldker et a/ (2003b) in situ hiibridisatsioonil
hippokampuse koeldigul. Seda, et erinevate geeniekspressiooni mddtvate meetoditega on
voimalik saada erinevaid tulemusi, nditavad in situ hiibridisatsiooni ja GeneChip i
tulemuste vordlus: niiteks gas5 ekspresseerus geenikiibi andmetel SAL loomadel 7,8 korda
korgemalt, in situ hiibridisatsioon nditas aga 1,8-2,3 kordset ekspressiooni tdusu SAL
loomade hippokampuse erinevates piirkondades. Samuti ekspresseerus glutamaadiretseptor
kainaat-5 geenikiibi andmetel LAL loomade hippokampustes 1,5 korda intensiivsemalt,
transkriptsioonifaktor ITH 1,7 korda intensiivsemalt ja guaniin-nukleotiidiga seonduv valk
1,6 korda intensiivsemalt. /n situ hiibridisatsioonil nédhti kdigi kolme geeni puhul LAL
hiirtel 1,1-kordset tdusu vaid tihes (GD) kolmest hippokampuse piirkonnast.

Feldker et al (2003a; 2003b) leidsid, et nii kiibi kui SAGE andmetel esineb LAL loomadel
tsiitoskeleti valke kodeerivate geenide kdrgem ekspressioon. Feldker ez a/ (2003b) pakkusid
oma andmete pdhjal vilja jargmise mudeli: gasS madal ekspressioon LAL hiirte
hippokampuses voib olla seotud vdimendunud tsiitoskeleti valkude ekspressiooniga. Kuna
ka varem on leitud, et LAL hiirte hippokampuses asuvad sammalkiud tihedamalt ning on
pikemad, v3ib oletada, et LAL hiirte hippokampuses on voimendunud tsiitoskelett ning
aksonite véljakasv. Voimalik, et SAL ja LAL hiirte erinevad kéitumuslikud reaktsioonid on
viahemalt osaliselt tingitud nende loomade hippokampuse erinevast struktuurilisest
iilesehitusest.
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1.3 SUBTRAKTIIVNE HUBRIDISATSIOON (SH)

Subtraktiivne hiibridisatsioon (SH) on tundliku eristusldvega PCR-1 pdhinev
hiibridisatsioonitehnika, mis voimaldab tuvastada erinevusi kahe DNA populatsiooni vahel
(Diachenko et al, 1996). Algselt arendati subtraktiivse hiibridisatsiooni meetod vélja kahe
genoomse DNA populatsiooni vordlemiseks (Lisitsyn et al, 1993) ning seda rakendati palju
nditeks erinevate mikroobigenoomide vordlemiseks. Praeguseks vilja todtatud protokollid
on valdavalt mdeldud cDNA populatsioonide vordlemiseks.

SH meetodit on kasutatud mitmetes erinevates valdkondades. Véga palju avastusi on tehtud
vihi- ja normaalse koe rakkude cDNA vordlemisel (Ji ef al, 2003; Yokota et al, 2004). SH
meetodil on saadud uut infot nérvisilisteemi funktsioneerimise ja arengu kohta (Zheng et al,
2000; Feng et al, 2004), aga ka teiste normaalset flisioloogiat ja patoloogiat puudutavate
nédhtuste kohta (Larose ef al, 2001; Rissoan et al, 2002; Fujii et al, 2002).

1.3.1 SUBTRAKTIIVSE HUBRIDISATSIOONI ULDPOHIMOTE

Geeniekspressiooni erinevuste mddramiseks SH meetodil siinteesitakse esmalt molemast
vorreldavast mRNA populatsioonist cDNA-d. Seda populatsiooni, milles erinevalt
ekspresseeruvaid geene soovitakse tuvastada, nimetatakse testriks. Teist, nn referents-cDNA
populatsiooni, millega esimest vorreldakse, nimetatakse draiveriks. Tester- ja
draiverpopulatsioonid segatakse kokku ning lastakse hiibridiseeruda. SH meetodil on mitmeid
variatsioone (Hubank ja Schatz, 1994; Diachenko et al, 1996), ent {ildpdhimdte on erinevatel
meetoditel tihine: pirast kahe populatsiooni hiibridiseerumist kdrvaldatakse hiibriidsed ehk
kaheahelalised jirjestused. Uheahelalisteks jiinud cDNA-d esindavad spetsiifilisi geene, mis
ekspresseeruvad kas ainult tester- voi draiverkoes. Testerpopulatsiooni jérjestuste otstesse on
eelnevalt ligeeritud adapterid, mis on spetsiifiliste praimerite seondumisjérjestused ning
vOimaldavad testerjérjestusi parast hiibridisatsiooni {iles amplifitseerida.

Seega, subtraktsioon (subtraction; eesti keeles “lahutamine” voi “eraldamine”) seisneb
kiesoleva meetodi puhul selles, et kui huvialusest cDNA populatsioonist (tester) lahutada see
ithisosa, mis tal on vorreldava referents-cDNA populatsiooniga (draiver), jidvad jirele need
transkriptid, mis esindavad huvialuses populatsioonis (testris) unikaalselt ekspresseeruvaid
jérjestusi.

1.3.2 SUPRESSIOONI EFEKTIL POHINEV SUBTRAKTIIVNE
HUBRIDISATSIOON (SSH)

On kaks peamist PCR-il baseeruvat subtraktsiooni meetodit: RDA (representational difference
analysis) ja supressioon-PCR i reaktsiooni sisaldav subtraktiivne hiibridisatsioon (SSH,
suppression subtractive hybridization). RDA kasutab mitut subtraktsiooni faasi (Hubank ja
Schatz,1994); SSH puhul on subtraktsioon saavutatav {ihe etapina (Andersson et al, 2002).
SSH puhul kombineeritakse hiibridisatsioonikineetika efektidega “allasuruv”” PCR-i fenomen,
mis saavutatakse sellega, et rohkeltesinevatel jirjestustel on spetsiifilise protokolli jargimisel
mdlemas otsas pikemad kordusjérjestused kui unikaalsetel transkriptidel (Diachenko ef al,
1996). Seetdttu amplifitseeritakse supressioon PCR kéigus eelistatult tiles just unikaalsed
jérjestused.
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1.3.3 SH MEETODI EELISED JA PUUDUSED

1.3.3.1 Subtraktiivse hiibridisatsiooni eelised:
e SH vodimaldab leida uusi kandidaatgeene.
e SH vodimaldab detekteerida viga viikese koopiaarvuga geene.
e SH ldbiviimiseks piisab viga vihesest mRNA hulgast.

1.3.3.2 Subtraktiivse hiibridisatsiooni puudused:

e SH meetodiga ei saa tdestada, et erinevust ei eksisteeri.

e Loplik tulemuse kinnitamine nduab mingisugust kvantitatiivset meetodit, nagu
néiteks kvantitatiivne PCR v&i Northern blot.

e Paljud transkriptid jddvad erinevatel pdhjustel korvale (mdned geenid, mida esineb
iiksikutes koopiates voivad algmaterjalist vilja jddda; koiki kloone ei suudeta
enamasti blottida ega sekveneerida; ei detekteerita erinevusi transkriptides, kus
puudub amplifitseeritav Rsal otstega fragment).
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1.4 TOO EESMARK

Kéesolev t60 on osa suuremast projektist, mille kdigus on kavas teostada subtraktiivne
hiibridisatsioon veel kahe agressiivsusega seotud olulise ajuosaga (amiigdala ja
frontaalkoor) ning kinnitada saadud tulemusi kvantitatiivse PCR-1 meetodil.

1.4.1. Kéesoleva t66 eesmirgiks on leida subtraktiivse hiibridisatsiooni (SH; subtractive
hybridization) meetodil madalaldviseid erinevusi ning uusi kandidaatgeene agressiivsete
(SAL) ja mitteagressiivsete (LAL) hiirte hippokampuste geeniekspressioonis.

1.4.2. Teiseks eesmargiks on kontrollida saadud SH tulemusi dot blot analiiiisil.
1.4.3. Kolmandaks eesméirgiks on vorrelda SH tulemusi varasemate leidudega SAL ja LAL

loomade hippokampuste geeniekspressiooniga seoses, mis on saadud teiste meetoditega
(SAGE, GeneChip, in situ hiibridisatsioon).
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2 MEETOD

2.1 KATSELOOMAD

Katseloomadeks olid 17 SAL ja 17 LAL liini hiirt. SAL ja LAL liini hiiri sdilitatakse
Hollandis Groningeni iilikoolis. Viiekuustelt loomadelt eraldati kolm peaajustruktuuri:
hippokampus, amiigdala ja frontaalkoor. Ajuosad kiilmutati koheselt vedelas lammastikus.

2.2 RNA ERALDAMINE

Ajuosad transporditi Hollandist Eestisse kuival jdil. Totaalne RNA eraldati RNeasy midi
kitiga (Qiagen, Hilden, Saksamaa). RNA kvaliteet kontrolliti agaroosgeelil ja
kontsentratsioon maérati spektrofotomeetriga.

2.3 SUBTRAKTIIVNE HUBRIDISATSIOON

Subtraktiivne hiibridisatsioon viidi 1dbi Clontech'i supressiooni efektil pohinevat PCR-1
sisaldava subtraktiivse hiibridisatsiooni protokolli kasutades (PCR-Select cDNA
Subtraction Kit; Clontech, Palo Alto, CA).

2.3.1 TESTER-ja DRAIVER-cDNA VALMISTAMINE

2.3.1.1 cDNA siinteesimine ja restrikteerimine

Kaheahelaline cDNA siinteesiti LAL ja SAL hippokampuste totaalsest mRNA-st kasutades
SMART cDNA siinteesi protokolli (Clontech, Palo Alto, CA). Algmaterjaliks vdeti 500 ng
totaalset RNA-d ning sellest siinteesiti kaheahelaline eksponentsiaalses
amplifikatsioonifaasis cDNA vastavalt SMART protokollile. Seejarel restrikteeriti
molemad cDNA-d ensiitimiga Rsal. See on nelja-aluspaarilist jarjestust 5'-GTAC-3' 16ikav
endonukleaas, mis jitab cDNA keskmiselt 256 aluspaari pikkusteks tompide otstega
fragmentideks.

2.3.1.2 Adapterite ligeerimine

Jargnevalt jagati tester-cDNA kahte ossa (vt skeem, joonis 2) ning mdlemale portsjonile
ligeeriti erinev adapter (adapter 1 ja adapter 2 jérjestused vt joonis 1). Adapteritel puuduvad
5"-fosfaadid, ning iga cDNA 5°-otsa kinnitub oma 3'-OH rithma kaudu vaid iiks adapter.
Molemad adapterid on 44 aluspaari pikkused ning neil on 5 -otsas 22 aluspaari pikkune
identne jérjestus; adapterite ligatsiooni jargselt jadb see jarjestus cDNA molekuli 5 -otsa
ning pdrast iheahelaliste otste tiissiinteesimist on see iihtlasi universaalse praimeri
seondumiskoht. Sisemine, 3"-poolne jirjestus, mis ligeeritakse vahetult cDNA 5 -otsa
kiilge, on mdlemal adapteril erinev ning see kujutab endast nested praimerite
seondumissaiti.
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Adapterid ligeeriti ka kontroll-SAL ja -LAL cDNA proovidele, millega viidi 14bi koik
protseduurid, vilja arvatud subtraktiivne hiibridisatsioon. Nende cDNA populatsioonide
puhul lisati ligatsioonisegusse korraga mdlemad adapterid. Selle tagajarjel peaks 1/3 cDNA
jérjestustest olema adapter 1, 1/3 jarjestustest adapter 2 ning 1/3 jarjestustest molemad
adapterid. Jargnevate protseduuride kestel sdilitavad need cDNA populatsioonid oma
algupédrased jarjestuste proportsioonid; edasises tekstis nimetatakse neid proove vastavalt
“SAL totaalne cDNA populatsioon” ja “LAL totaalne cDNA populatisoon”.

Adapter 1 [ 5’| CTAATACGACTCACTATAGGGC TCGAGCGGCCGCCCGGGCAGGT |3

Universaalne

. 5'-CTAATACCACTCACTATAGGEC-3' 5 ' -TCGAGCEECCECCOAGGECARET-3 !
PCR praimer

Nested PCR praimer 1

Adapter 2 [5‘ CTMTACGACTCACTATAGGGC_ 3

' -AGCOTACTCACEECCGAGAT-3 !
Hested PCR praimer 2

Joonis 1. Adapterite jarjestused. Adapteritel puuduvad 5'-fosfaadid ning iga cDNA 5'-otsa
kinnitub oma 3-OH rithma kaudu vaid iiks adapter. Mdlema adapteri 5 -otsas on 22 aluspaari
pikkune identne jérjestus, adapterite ligeerumisel jééb see jarjestus cDNA molekuli 5 -otsa ning
pérast liksikahelaliste otste tdissiinteesimist on see universaalse praimeri seondumiskoht. Sisemine,
3"-poolne jérjestus, mis ligeeritakse vahetult cDNA 5'-otsa kiilge, on mdlemal adapteril erinev ning
see on nested praimerite seondumissait. Joonis 3 on tehtud Clontech'i protokolli illustratsiooni
eeskujul (Clontech, Palo Alto, CA).

2.3.2 SUBTRAKTIIVNE HUBRIDISATSIOON

2.3.2.1 Esimene hiibridisatsioon

Jargnevalt teostati kaks hiibridisatsiooni. Esimesel hiibridisatsioonil lisati molemale
erinevate adapteritega testerpopulatioonile iilehulgas draiverit. Tekivad neli erinevat tiitipi
molekuli (joonis 2: a, b, ¢ ja d). Uheahelaliste adapteriga cDNA fragmentide hulgas
(joonisel 2: a) on proportsionaalselt tunduvalt rohkem unikaalseid jérjestusi kui totaalses
cDNA populatsioonis, sest enamik rohkelt esindatud cDNA fragmente leiab
hiibridisatsioonikineetika reeglite kohaselt (Diachenko et al, 1996) kiiresti
komplementaarse partneri ja moodustab kaheahelalise hiibriidi.
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Tester cDNA adapteriga 1 Draiver cDNA Tester cDNA adapteriga 2
B e—— Bl ——
— —

Esimene hiibridisatsioon

Il
10

a
e,

Teine hibridisatsioon: mdlemad esimese
hiibridisatsiooni reaktsioonid segatakse kokku
ning lisatakse vérskelt denatureeritud draiverit.

a.b.c.d + e Il —

Joonis 2. Primaarne ja sekundaarne hiibridisatsioon. Tester-cDNA jagatakse kahte ossa ning
mdlemale portsjonile ligeeritakse erinev adapter. Esimesel hiibridisatsioonil lisatakse mdlemale
testerpopulatsioonile iilehulgas draiverit. Tekivad neli erinevat tiilipi molekuli (joonisel a, b, c ja d). Teise
hiibridisatsiooni puhul segatakse kokku kaks esmast hiibridisatsioonisegu ning lisatakse iilehulgas vérskelt
denatureeritud draiverit. Seekord tekivad uut tiitipi hiibriidid (joonisel e), millel on mdlemas otsas erinevad
adapterid. Joonis 2 on adapteeritud Diachenko et al (1996) artiklist.

Parast teist hiibridisatsiooni siinteesitakse tiis hiibriidide iiheahealised
otsad: tulemuseks on 5 eri tiilipi cDNA molekulid:
a . —

b
Cc

I

i

4}

1. PCR - supressioon PCR universaalse praimeriga, mis seondub mdlemale

adapterile 5 i3
3 F—:- 5 E@

2. PCR - nested praimeritega: eksponentsiaalselt amplifitseeruvad ainult
need transkriptid, mil on otstes erinevad adapterid

5‘.:_%.3.
3‘-;—:-5'

Joonis 3. PCR reaktsioonid. Pirast iiheahelaliste otste tdissiinteesimist on diferentsiaalselt
ekspresseerunud cDNA-del mdlemas otsas erinevad praimerite seondumiskohad. Parast hiibridisatsiooni viiakse
18bi kaks spetsiifilist PCR-i reaktsiooni — primaarne ehk supressiooni efektil pohinev PCR ja sekundaarne ehk
nested PCR. Mdlemad reaktsioonid soodustavad nende fragmentide amplifitseerumist, millel on otstes erinevad
adapterjérjestused. Joonis 3 on adapteeritud Diachenko ez al (1996) artiklist.
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2.3.2.2 Teine hiibridisatsioon

Teise hiibridisatsiooni puhul segatakse kokku kaks esmast hiibridisatsioonisegu ning
lisatakse iilehulgas vérskelt denatureeritud draiverit. Seekord tekivad uut tiiiipi hiibriidid
(joonis 2: e), millel on mdlemas otsas erinevad adapterid. Need hiibriidid saavad
moodustuda ainult sellistest fragmentidest, mis esimese hiibridisatsiooni kdigus mdlemas
testerpopulatsioonis iiheahelalisteks jdid. Need on molekulid, mille hulgas on
proportsionaalselt veelgi rohkem testerpopulatsiooni unikaalseid transkripte esindavaid
cDNA-sid. Edasised reaktsioonid viiakse 1dbi just selliste hiibriidide iiles
amplifitseerimiseks.

Pérast liheahelaliste otste tiissiinteesimist on diferentsiaalselt ekspresseerunud cDNA-del
molemas otsas erinevad praimerite seondumiskohad (joonis 3). Testri ja draiveriga viidi
1dbi kahesuunaline “edasi” (forward) ja “tagasi” ( backward) subtraktsioon, mis tdhendab,
et ihel juhul oli testriks SAL hippokampuse cDNA ja draiveriks LAL cDNA; teisel juhul
oli testriks LAL cDNA ja draiveriks SAL cDNA (vt katseskeemi joonisel 4).

SAL hippokampuse cDNA LAL hippokampuse cDNA
Tester 1 Tester 2
Hiibridisatsioonil lisatakse Hiibridisatsioonil lisatakse
LAL cONA - Draiver 1 SAL cONA - Draiver 2
¥ ¥ Il i
PER Pi:R PCR PCR
Subtraheeritud Totaalne Subtraheeritud Totaalne
SAL cDNA SAL cDNA LAL cDNA LAL cDNA
populatsioon populatsioon populatsioon populatsioon
| |
Blotitakse Blotitakse
membraanile membraanile

Joonis 4. Katseskeem. Testri ja draiveriga viidi 1abi kahesuunaline subtraktsioon: iihel juhul oli
testriks SAL hippokampuse cDNA ja draiveriks LAL cDNA,; teisel juhul oli testriks LAL cDNA ja
draiveriks SAL cDNA. Selleks, et vilja selgitada, millised on tegelikud positiivsed kloonid, blotitakse
subtraheeritud jarjestused membraanile ning hiibridiseeritakse nelja erineva margistatud sondiga —
molemast vorreldavast subtraheeritud populatsioonist valmistatud sondiga ning molemast vorreldavast
totaalsest cDNA populatsioonist valmistatud sondiga.
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2.3.3 SUPRESSIOONI EFEKTIL POHINEV PCR (SUPRESSION PCR) JA
NESTED PCR

Pérast hiibridisatsiooni viiakse ldbi kaks spetsiifilist PCR reaktsiooni — primaarne ehk
supressiooni efektil pohinev PCR ja sekundaarne ehk nested PCR, mis molemad soodustavad
tugevalt nende fragmentide amplifitseerimist, mil on erinevates otstes erinevad
adapterjérjestused.

2.3.3.1 Supressiooni efektil pohinev PCR

cDNA fragmendid, millel on otstes erinevad adapterid, on mdlemas otsas 22 bp
komplementaarne ala; nendel fragmentidel, millel on mdlemas otsas sama adapter, on
erinevates otstes 44 bp komplementaarne ala. Supressioon PCR-1 kasutatakse adapterite
valimisele osale istuvat praimerit, mis on komplementaarne molema adapteri 5'-poolse
jérjestusega. Supressiooni efektil pohineva PCR-i pdhimdte baseerub fenomenil, et sel juhul
kui fragmendil on mdlemas otsas 44 bp komplementaarne ala, on 22 bp praimeril tunduvalt
raskem konkureerida juuksendelastruktuuride tekkimise vastu, mis pikkade
otskordusjdrjestustega transkriptist kergesti moodustuvad. Sellisel juhul seondub praimer
oluliselt vdiksema tdendosusega ning fragmendi amplifitseerumine siinteesifaasi kdigus on
parsitud (vt joonis 5: A). Nende fragmentide puhul, mil on erinevates otstes ainult 22 bp
komplementaarsust, konkureerib praimer seondumissaidi pérast tunduvalt edukamalt ning
juuksendelastruktuure tekib oluliselt vihem. Supressiooni efektil pdhinevat PCR on 1995.
aastal patenteeritud (U.S. Patent #5, 565,340; PCR suppression by inverted terminal repeats
(ITRs)). Supressioon-PCR-i kasutamise tottu SH protseduuris nimetatakse meetodit ka
pikemalt: supressiooni efektil pShinev subtraktiivne hiibridisatsioon (supression subtractive
hybridization, SSH).

~,

Denaturatsioon 95 C

— 1 1

Anniilumine 68°C

A. B.

Prai
; raimer

lDHA slintees

Juuksendela-
struktuur

—T
R

Joonis 5. Supressiooni efektil pohinev PCR. Juuksendelastruktuuride teke, mis on tingitud
pikkadest otskordusjérjestusest, parsib praimeri seondumist ning surub alla PCR-i reaktsiooni
amplifikatsiooni (A). Joonis 5 on modifitseeritud Clontech'i protokolli originaalskeemist (Clontech,
Palo Alto, CA).
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2.3.3.2 Nested PCR

Nested PCR-i kidigus kasutatakse “sisemisi”, adapteri 3 "-poolsele jéarjestusele istuvaid
nested praimereid. Molemal adapteril on see jdrjestus erinev ning eksponentsiaalselt
amplifitseeruvad ainult need fragmendid, millel on mdlemas otsas erinev adapter ning mille
erinevatesse otstesse seonduvad kaks erinevat nested praimerit (vt joonis 3).

2.3.4 PCR-I REAKTSIOONIDE SPETSIIFILISUSE KONTROLLIMINE

Supressiooni efektil pohineva ja nested PCR-1 reaktsioonide spetsiifilisuse kontrollimiseks
viidi samad reaktsioonid paralleelselt 14bi subtraheeritud kontroll-cDNA-ga (vt joonis 6,
rajad AS ja BS).

1353 - : 3 B - 1353
1078 - : ' - 1078
872 - ‘ - 572

603 - - 603

Joonis 6. PCR-i reaktsioonide spetsiifilisuse kontrollimine agaroosgeelil.

A. Primaarse ehk supressioon-PCR-i reaktsiooni produktid. B. Sekundaarse ehk nested PCR-i
reaktsiooni produktid. Rajad A1 ja B1: SAL subtraheeritud cDNA; rajad A2 ja B2: LAL
subtraheeritud cDNA; rajad A3 ja B3: SAL mittesubtraheeritud cDNA; rajad A4 ja B4: LAL
mittesubtraheeritud cDNA; rajad A5 ja BS5: subtraheeritud kontroll-cDNA. Aérmistes radades on
marker ®X174/Haelll. PCR-i reaktsioonide spetsiifilisust kinnitab see, et kontroll-cDNA ( rajad A5
ja B5) amplifitseerimisel ilmuvad ®X174/Haelll markerile vastavad signaalid.

2.3.5 SUBTRAKTSIOONI EFEKTIIVSUSE KONTROLLIMINE

Subtraktsiooni efektiivsust kontrolliti kvantitatiivse PCR-i reaktsiooniga, mis viidi l&bi
koduhoidja GAPDH-i (gliitseeraldehiiiid-3-fosfaat dehiidrogenaas) geenile vastavate
praimeritega nii subtraheeritud kui totaalsel populatsioonil.

2.4 SEKUNDAARSETE PCR-I PRODUKTIDE KLONEERIMINE

Sekundaarse PCR-i produktid puhastati QIAquick PCR reaktsiooni puhastamise (Qiagen,
Valencia, CA) kiti abil ning adapterid 15igati dra restriktaasiga Eagl. Restriktsioonisegu
kanti agaroosgeelile ning puhastati rdnimaatrikskolonnil (QIAGEX II Gel Extraction Kit;
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Qiagen, Hilden, Saksamaa). Kleepuvate otstega fragmendid kloneeriti Sa/l saiti vektorisse
pGem11-Zf (+) (Promega).

2.5 TRANSFORMEERIMINE JA MINIPREPARATSIOON

Ligatsioonisegu transformeeriti £. Coli kompetentsesse tiivesse DH5a ning kiilvati
ampitsilliini sisaldavale LB tardsdotmele. Edasiseks analiitisiks selekteeriti juhuslikkuse
alusel 400 kolooniat. Plasmiidse DNA puhastamiseks kasutati Qiageni 96-kannulist (96-
well) minipreparatsiooni kitti (Qiagen, Valencia, CA).

2.6 DOT BLOT ANALUUS

Seda, et SH meetodil saadud jérjestused ka tdoepoolest testerpopulatsioonis intensiivsemalt
ekspresseeruvad, vdoimaldab kinnitada dot blot analiiiis — subtraheeritud cDNA
populatsioon sisaldab proportsionaalselt rohkem unikaalseid jirjestusi kui totaalne cDNA
populatsioon. Selleks, et vilja selgitada, millised on tegelikud positiivsed kloonid,
blotitakse subtraheeritud jarjestused membraanile ning hiibridiseeritakse nelja erineva
mérgistatud sondiga — mdlemast vorreldavast subtraheeritud populatsioonist valmistatud
sondiga ning molemast vorreldavast totaalsest cDNA populatsioonist valmistatud sondiga
(joonis 4). See protseduur voimaldab vilistada valepositiivseid kloone subtraheeritud
populatsioonis (vt 2.8 positiivsete kloonide valikukriteeriumid).

PCR-i fragmentide amplifitseerimine ning kloonide ettevalmistamine viidi 1dbi Clontech'1
positiivsete kloonide skriinimise kiti alusel (PCR-Select Differential Screening Kit User
Manual; Clontech, Palo Alto, CA). Samast protokollist parineb iildine katseskeem.

2.6.1 PCR-I FRAGMENTIDE AMPLIFITSEERIMINE

Kloneeritud PCR-i fragmendid amplifitseeriti liles universaalsete M13 praimeritega. PCR-i
reaktsioon viidi 1dbi 100ul mahus; PCR-1 amplikonide kvaliteeti kontrolliti agaroosgeelil.

2.6.2 SPOTTIMISE METODOLOOGIA

PCR-i produktid aurutati koguseni 20 pl ning lisati pooles mahus 0,6 M NAOH
(16pplahuses 0,3 M). Kloonid spotiti Hybond N+ nailonmembraanile Bio-Rad spotteriga
(VersArray ChipWriter Pro). Iga kloon kanti membraanile neljas korduses,
kloonidevaheline (tsentrist tsentrini) kaugus oli 0,75 mm. Positiivsete kontrolljarjestusena
kasutati koduhoidjageenide GAPDH'1 ja tsiiklofiilliini cDNA-d; negatiivse kontrollina
kanti membraanile tiihja pGem11-Zf (+) (Promega) kloneerimisvektori jérjestus.

2.6.3 MARGISTATUD SONDI VALMISTAMINE.

Mirgistatud sondi valmistamiseks kasutati Roche digoksigeniin-dUTP-ga mérgistamise
kitti (DIG-High Prime DNA Labeling and Detection Starter Kit I, Roche Applied Science,
Mannheim, Saksamaa). Digoksigeniin-dUTP (DIG-dUTP) on modifitseeritud nukleotiid,
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mis PCR-i reaktsiooni kdigus asendab edukalt dTTP-d. DIG-mérgistatud DNA sondide
valmistamiseks kasutatati juhuslikke heksameerseid praimereid (random primed DNA
labeling technique). Hiibridisatsioonisondid valmistati mdlemast vorreldavast totaalsest
cDNA populatsioonist (SAL totaalne sond ja LAL totaalne sond) ning mdlemast
subtraheeritud cDNA populatsioonist (SAL subtraheeritud sond ja LAL subtraheeritud
sond).

2.7 SONDIDE HUBRIDISEERIMINE MEMBRAANILE JA
SIGNAALIDE VISUALISEERIMINE

Mirgistatud sondid hiibridiseeriti membraanide 65°C juures iiled0, jargides Roche'i DIG-
nukleotiidiga DNA maérgistamise ja detekteerimise protokolli (Roche Applied Science,
Mannheim, Saksamaa). Hiibridiseeritud sondid detekteeriti immunoloogiliselt
digoksigeniini antikehaga, mis seondub spetsiifiliselt modifitseeritud digoksigeniin-dUTP
nukleotiidiga. Digoksigeniini antikehale on liidetud aluseline fosfataas (AP) ning antikeha
visualiseerimiseks inkubeeriti membraane 1,5 tundi NBT/BCIP-ga; substraadiga, mis
ensiimaatilises reaktsioonis aluselise fosfataasiga annab visuaalselt detekeeritava
varvussignaali.

2.8 POSITIIVSETE KLOONIDE VALIKUKRITEERIUMID

1. Subtraheeritud sond peab andma statistilistelt oluliselt kdrgema signaali kui referents-
cDNA subtraheeritud sond.

2. Subtraheeritud sond peab andma statistilistelt oluliselt kdrgema signaali kui referents-
cDNA totaalne sond.

3. Tester-cDNA totaalne sond ei tohi anda tugevamat signaali kui referents-cDNA
totaalne sond.

Statistiliselt olulised erinevused méérati Studenti t-testiga olulisuse nivool p < 0,05.

2.9 BLOTTIDE KVANTITEERIMINE

Dot blot id skaneeriti densitomeetriga (GS 710 Calibrated Imaging Densitometer, BioRad,
Miinchen, Saksamaa) ning analiiiisiti Quantity One tarkvaraga (BioRad, Miinchen,
Saksamaa). Iga klooni puhul arvutati vilja nelja kordus-spoti keskmine intensiivsus.
Signaalid normaliseeriti membraani tausta ning koduhoidjageenide suhtes.

2.10 SEKVENEERIMINE

Positiivsed kloonid sekveneeriti ABI Prism Genetic Analyser ABI 310 DNA
sekvenaatoriga (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Sekveneerimisreaktsioonis
kasutati iiht universaalset M 13 praimerit
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A. SAL subtraheeritud sond B. LAL subtraheeritud sond

C. SAL totaalne sond D. LAL totaalnhe sond

Joonis 7. Subtraheeritud kloonide analiiiis dot blot-il SAL kloonide niitel.

A. SAL kloonid on hiibridiseeritud SAL (tester) subtraheeritud sondiga; B. SAL kloonid on
hiibridiseeritud LAL (draiver) subtraheeritud sondiga; C. SAL kloonid on hiibridiseeritud SAL
(tester) mittesubtraheeritud totaalse sondiga; D. SAL kloonid on hiibridiseeritud LAL (draiver)
mittesubtraheeritud totaalse sondiga. Joonisel toodud kloonide nimed: 1. gamma-amino-vdihappe A
(GABA-A) retseptori alfa2 subiihik; 2. camki-sarnase kinaasi homoloog (Homo Sapiens); 3. Solute
carrier family 38 member 2; 4. karboksiipeptidaas E (CPE); 5. osteopontiin (Opn).

2.11 POSITIHVSETE KLOONIDE IDENTIFITSEERIMINE

Positiivsete kloonide jarjestused identifitseeriti NCBI (National Center for Biotechnology
Information) BLAST (Basic local alignment search tool) otsingusiisteemi kasutades
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)




29

3 TULEMUSED

Dot blot analiitisil tuvastati 37 erinevat geeni, mis ekspresseeruvad intensiivsemalt SAL
hiirte hippokampustes ning 33 geeni, mis ekspresseeruvad tugevamalt LAL hiirte
hippokampustes. Geenid jaotati funktsiooni alusel seitsmesse funktsionaalsesse
kategooriasse (vt tabel 1): 1) signaali iilekandega seotud geenid; 2) rakutsiiklis osalevaid
valke kodeerivad geenid; 3) kromatiiniga seotud geenid; 4) mRNA ja valkude
protsessinguga seotud geenid; 5) raku energeetika ja metabolismiga seotud geenid,

6) valkude transpordiga seotud geenid; 7) tsiitoskeleti ja aksonitega seotud geenid.
Kaheksanda jérjestuste grupi moodustasid tundmatu funktsiooniga transkriptid.

Tabel 1. Subtraktiivse hiibridisatsiooni meetodil tuvastatud erinevused agressiivsete
ja mitteagressiivsete hiirte hippokampuse geeniekspressioonis. Vasakus veerus on
reastatud SAL hiirte hippokampustes intensiivsemalt ekspresseerunud geenid; paremas veerus LAL
hiirte hippokampuses intensiivsemalt ekspresseerunud geenid. Geeni nimetuse taga nurksulgudes
on dra toodud vastava jarjestuse Geenipanga kood (Gene bank accession number).

SAL LAL
1. Signaali iilekandega seotud valgud
GABA- ja
glutamaadisiisteemiga ~ Gamma-aminobutyric acid (GABA-A) Glutamate receptor, ionotropic, AMPA2
seotud valgud receptor, subunit alpha 2 [AK036049] (alpha 2) [NM_013540]
Solute carrier family 38, member 2, nRNA Diazepam binding inhibitor (Dbi) mRNA
[BC057454] [NM._007830]
Kaltsiumiga seotud
signaalitilekande Camki-like protein kinase homolog (Homo Mus musculus calmodulin-like 4 (Calml4),
valgud sapiens) [AK042107] mRNA [BC023475]

Neurotrophic tyrosine kinase receptor
(TrkC) mRNA [AY336094]

2. Rakutsiikli regulaatorid

Transducin-like enhancer of split 4, E(spl)
mRNA [BC058525]

Osteopontin (OPN) mRNA [AF515708]

Neurodegeneratsiooni Tgfb3 gene for transforming growth factor
vastased beta-3, exon 1 [AJ414642]

Peptidyl-prolyl cis/trans isomerase NIMA-
interacting 1 (Pinl), nRNA [NM 023371]

Oksiidatiivse stressi Macrophage migration inhibitory factor
vastased (Mif), mRNA [NM_010798]

Thioredoxin 2 (Txn2), mRNA [NM 019913]
Apoptoosivastased Prothymosin alpha (Ptma), mRNA

[NM_008972]

Defender against cell death 1 (Dad1),
mRNA [NM _010015]

Oletatav osalus Mus musculus upregulated during skeletal Mus musculus tetratricopeptide repeat
rakutsiiklis muscle growth 5, mRNA [BC024355] domain 3TTC3, mRNA [BC057207]
Son cell proliferation protein (Son)
[AK019312]

Glypican 5 mRNA [AK038547]
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SAL

3. Kromatiiniga seotud valgud

LAL

DNA reparatsioon

Transkriptsioon

4. mRNA ja valkude protsessinguga seotud valgud

Ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 2,

mRNA (UbE2v2) [BC029742]

Similar to DNA double-strand break repair
and V(D)J recombination protein XRCC4

(Homo sapiens) [AK088281]

SWI/SNF related, matrix associated, actin

dependent regulator of chromatin, subfamily

a, member 5 (Smarca5), mRNA
[NM_053124]

mRNA protsessimine

Valkude protsessimine

Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
H2 [AKO077716]

Mus musculus fibrillarin, mRNA
[BC003813]

RNA binding motif protein 8§ (Rbm8), mRNA
[NM_025875]

Carboxypeptidase E; mRNA [AK013509]

UDP-glucose glycoprotein:

glucosyltransferase precursor (Uggt) mRNA

[AF200359]

5. Raku energeetika ja metabolism

Elektrontransportahelas
osalevad valgud

Lipiidide metabolism

Muvp gene for vacuolar H+-ATPase 16-kDa
proteolipid subunit [AB059662]

Creatine kinase, brain (Ckb), mRNA
[NM 021273]

NADH dehydrogenase 4, mitochondrial,
mRNA [BC020382]

NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta
subcomplex 8 (Ndufb8), mRNA
[NM_026061]

Mus musculus cytochrome b (Cytb) gene
[AY057807]

Cytochrome c oxidase III, mitochondrial
[BC012020]

Low density lipoprotein receptor-related
protein 11 (Lrp11), mRNA [NM_172784]

Apolipoprotein D (apoD) mRNA [L39123]

Trans-2-enoyl thioester reductase of the
intramitochondrial fatty acid synthesis
(FAS) [NM_025297]

6. Valkude transport

Eksotsiitoos

Rakusisene transport

Endotsiitoos

N-ethylmaleimide sensitive fusion protein

attachment protein alpha NAPA, mRNA
[BC004804]

Adaptor-related protein complex 3 (AP-3),
sigma 1 subunit, mnRNA [BC012656]

Protein transport protein Sec23B
[BC005464.1]

Adaptor-associated kinase (AAK)
[XM 196384]

Vacuolar protein sorting 35, mRNA
[BC006637]
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Tabel 1 jitkub:

SAL LAL
7. Tsiitoskelett ja aksonid
'"fsiitoskeleti ) Mus musculus engulfment and cell motility
timberkorraldamisega 2, ced-12 homolog (C. elegans), mRNA
seotud valgud [BC023954]
Emerin (Emd) mRNA [XM_194094]
Microtubule-associated protein 1 light
chain 3 (Map1lc3), mRNA [NM 026160]
Aksoniga seotud Brain acid soluble protein 1 (BASP1) cDNA;
valgud Neural axonal membrane protein NAP-22) Cyclic nucleotide phosphodiesterase 1

homolog (Rattus norvegicus) [AK046868]

(Cnp1), mRNA [NM _009923]

8. Tundmatu funktsiooniga valgud

Oletatav funktsioon Mus musculus cDNA: hypothetical
DUF152/ Cytochrome ¢ family heme-
binding site containing protein
[AK033565]

Nucleolar protein 4 (Nol4), mRNA
[NM_199024]

Mus musculus BTB (POZ) domain
containing 2 (Btbd2), mRNA [XM 354550]

Mus musculus cDNA, RIKEN clone:
2810430008 product: hypothetical ADP-
ribosylation structure containing protein
[AK013206]

Mus musculus cDNA, RIKEN clone product:
BA261N11.2.2 (novel protein isoform 2)
[AK021096]

Mus musculus cDNA, RIKEN clone:
2410012P20 hypothetical 15.5 kDA protein
homolog [AK010479]

Mus musculus cDNA, product: Yippee
protein (fragment) homolog [AK010201]

PEST-containing nuclear protein, mRNA,
with apparent retained intron [BC023320]

Tundmatud jarjestused Mouse DNA sequence from clone RP23-

467P7 on chr 2 [AL512587]

Mus musculus cDNA, RIKEN clone:
C530016013 [AK049659]

Mus musculus adult male testis cDNA,
RIKEN clone: 4930529F24 [AK015934]

Mus musculus adult male hippocampus
cDNA, RIKEN clone: C630002N23
[AK083095]

Mus musculus cDNA RIKEN clone:
E130105J22 [AK053528]

Mouse DNA sequence from clone RP23-
375G11 on chr X [AL672103]

MRNA for KIAA1601 protein [AK129403]

Mus musculus RIKEN ¢cDNA C330017115
gene [BC008544]

Mus musculus BAC clone RP23-62F20 from
3, complete sequence [AC131746]

Mus musculus, clone RP24-400C16,
complete sequence [AC102705]

Mus musculus, RIKEN ¢cDNA 2010300C02
gene, clone MGC:27999, mRNA [BC029089]

Mus musculus cDNA, RIKEN
clone:C130086A10 product:hypothetical
protein [AK048604]

Mus musculus RIKEN ¢cDNA 6030443007
gene [BC060679]

Mus musculus adult male hippocampus
cDNA, RIKEN clone: C630035F03
[AK049979]

Mus musculus Chr 13, D13Wsul77e mRNA
[NM_178605]

Mus musculus chromosome 18, clone RP23-
253J5 [AC102135]
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4 ARUTELU

4.1 GABA- ja GLUTAMAADI NARVIULEKANDESUSTEEMID

SAL ja LAL hiirte hippokampuste geeniekspressiooni profiili mRNA tasemel on vorreldud
mitmete erinevate meetoditega (GeneChip, SAGE (Feldker et al, 2003a ja 2003b) ning
subtraktiivse hiibridisatsiooniga kdesolevas uurimuses). Koikidel juhtudel on erinevusi
tuvastatud vaid iiksikute otseselt aju nirviiilekandes osalevaid valke kodeerivate geenide
ekspressioonis. On markimisvairne, et kdik need geenid on seotud kas glutamaatergilise
voi GABA-ergilise nérviiilekande siisteemiga. Glutamaat on peamine neurotransmitter
ndrvisilisteemi erutavates siinapsites ning GABA on nérvisiisteemi valdavaim pidurdav
nérviiilekandeaine. Glutamaatergilised ja GABA-ergilised slinapsid kokku moodustavad
hinnanguliselt 90% korteksi neuronite vahelistest biokeemilistest ithendustest (Shulman et
al, 1998).

SAL hiirtel tileekspresseerunud GABA-A retseptori alfa2 subiihik kuulub retseptorvalkude
hulka, mille kaudu avaldab mdju pidurdav neurotransmitter GABA; LAL hiirtel
iileekspresseerunud diasepaami seondumise inhibiitor (DBI, diazepam binding inhibitor)
valgul on véime toimida GABA-A retseptori antagonistina, seega vihendab DBl GABA-A
retseptori aktiivsust ja GABA toimet. LAL hiirtel intensiivsemalt ekspresseerunud
glutamaadiretseptorid AMPA-2 (Gria2; kdesolevas uurimuses) ja kainaat-5 (Feldker et al,
2003b — 1,5-kordne tdus GeneChip'il ) on valgud, mille kaudu avaldab mdju erutav
ndrviiilekandeaine glutamaat. On selgelt néha, et agressiivsetel hiirtel on
iileekspresseerunud pidurdava neurotransmitteri GABA retseptor ning mitteagressiivsetel
hiirtel on iileekspresseerunud erutava neurotransmitteri glutamaadi retseptorid ning GABA-
A retseptori aktiivsust parssiv DBI. On ilmne, et SAL ja LAL hiirte hippokampustes esineb
erinevusi GABA-ergilises ja glutamaatergilises regulatsioonis.

GABA- ja glutamaatergilise siisteemiga on seotud veel SAL hiirte hippokampuses
iileekspresseerunud geen Scf38m?2 (solute carrier family 38, member 2; uuemas kirjanduses
sagedamini SNAT?2), mis kuulub glutamiini neuronisse transportivate siisteem A
transporterite hulka (Chaudry et al, 2002). Feldker et a/ (2003b) uurimuses ekspresseerus
LAL hiirte hippokampustes intensiivsemalt GABA ja gliitsiini vesikulaarne transporter
(3,3-kordne ekspressiooni tous GeneChip'il) — vesiikuli membraanis asuv valk, mis kogub
pidurdavad nirvitransmitterid siinaptilistesse poiekestesse.

4.2 RAKU ENERGEETIKA ja METABOLISMIGA SEOTUD GEENID

Uheks kdige selgemaks leiuks kiesolevas tods on see, et ainult LAL hiirtel ekspresseerus
intensiivsemalt mitmeid metabolismi ja energeetikaga seotud geene. Varasemad to6d
(Feldker et al 2003a; 2003b) pole sellist seost vilja toonud, ehkki LAL hiirtel
iileekspresseeruvates geenides esineb kokkulangevusi. Nii SH meetodil kdesolevas t66s kui
SAGE analiiiisil (Feldker et al, 2003a) ilmnes LAL hiirtel kdrgem kreatiini kinaasi
ekspressioon; samuti ekspresseerus molemas uurimuses LAL hippokampuses tugevamalt
NADH ubikvinooni oksidoreduktaasi subiihik. Kreatiini kinaas kataliiiisib fosfaadi
iilekannet ATP-It fosforiileeritavatele substraatidele. NADH ubikvinooni oksidoreduktaas
paikneb mitokondri sisemembraanis ning osaleb elektronide transpordil NADH"ilt
hingamisahelale.
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Kolmas jérjestus, mis kodeerib raku energeetikas osalevat valku on tsiitokroom c oksiidaas.
Feldker et al (2003b) GeneChip'il andis LAL hiirte hippokampuses oluliselt tugevama
signaali tsiitokroom ¢ okstlidaasi VIIc subiihik. Kdesolevas t66s osutus iiheks LAL
loomadel tileekspresseerunud klooniks tsiitokroom c¢ oksiidaasi I1I subiihik. Tsiitokroom ¢
oksiidaas on elektrontransportahela viimane liili, mis kannab elektronid hapnikule.
Subtraktiivse hiibridisatsiooni andmetel osutus LAL hiirtel tileekspresseerunuks ka
vakuolaarse prootonpumba (vacuolar H+-ATPase) 16 kDa proteolipiidne subiihik; sama
valgu VO subiihiku ekspressiooni tdusu LAL hiirtel ndgid Feldker ef a/ (2003b)
GeneChip'il.

Lisaks ekspresseerus kédesolevas uurimuses LAL hiirte hippokampuses intensiivsemalt veel
iiks hingamisahela tasandil raku energeetikaga seotud geenijirjestus: tsiitokroom b (Cytb)
ning lipiidide metabolismis osalev 2-enoiiiil tioester reduktaas (varem tuntud kui Nrbfl —
tuumaretseptoriga seonduv faktor 1).

Erinevate uurimuste tulemusi korvutades on ilmne, et LAL hiirte hippokampustes on raku
energeetikaga seotud geenid iileekspresseerunud.

4.3 LIPIIDIDE METABOLISMIGA SEOTUD GEENID

LAL hiirtel on tileekspresseerunud mitmed geenid, milel on osalus raku energeetikas
mitokondri tasandil. Ka ainus LAL hiirtel lipiidide metabolismis osalev valk 2-enoiiiil
tioester reduktaasil on kriitiline roll rasvhapete silinteesis mitokondris. (Miinalainen ef al,
2003). Seevastu SAL hiirtel on iileekspresseerunud kaks geeni, mis on otseselt seotud
lipiidide transpordiga: LDL retseptoriga seotud retseptor 11 (Lrp11) ja apolipoproteiin D
(ApoD). Lrp11 kuulub LDL (Low Density Lipoprotein) retseptorite perekonda. LDL
retseptorid on peamiselt tuntud kolesterooli transportijatena; tegelikult on igal LDL
retseptori perekonna valgul mitmeid erinevaid lipiidseid ligandeid, mida transporditakse
rakku retseptor-vahendatud endotsiitoosiga. Lrp11 tdpsed ligandid pole praeguseks teada
(Chung ja Wasan, 2004). Apolipoproteiin D (ApoD) on gliikoproteiin, mis ei ole teiste
apolipoproteiinidega sarnane ei jarjestuse homoloogia ega struktuuri poolest. Pigem kuulub
ApoD lipokaliinide (/ipocalin) perekonda, mille liikmed transpordivad véikseid
hiidrofoobseid ligandeid. Korgenenud ApoD taset nirvisiisteemis on seostatud mitmete
patoloogiliste siindroomidega, nagu skisofreenia, Alzheimeri tobi, bipolaarne
meeleoluhdire ja toksiline nédrvikahjustus. /n vitro on néidatud, et ApoD seob kolesterooli,
steroidhormoone nagu progesteroon ja pregnenoloon, bilirubiini ja arahidoonhapet. Senini
pole aga tépselt nididata suudetud, millised on ApoD fiisioloogilised ligandid ja
spetsiifilisemad funktsioonid (Thomas et a/, 2003).

4.4 RAKUTSUKLIGA SEOTUD GEENID

SAGE analiiiisi tulemuste alusel esitasid Feldker ez a/ (2003a) teooria, et rakutsiiklit
voimendavatel geenidel on LAL hiirte hippokampuses oluline osa; GeneChip'i (Feldker et
al, 2003b) andmete analiiiisil jdi see teooria vilja. Feldker ef al (2003a) leidsid, et LAL
hiirtel ekspresseerub SAGE andmetel proportsionaalselt palju kaltsiumi poolt vahendatud
signaalirajaga seotud geene, nagu erinevad kalmoduliinigeenid, kaltsiumi siduv valk A11,
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CaM jt. Ka subtraktiivse hiibridisatsiooni meetodil osutus LAL hiirtel {ileekspresseerunud
positiivseks klooniks Calml4 (kalmoduliinisarnane geen 4), samas SAL hiirtel
iileekspresseerus camki-sarnane kinaas (CKLiK). Seetottu ei ole kdesolevate andmete
alusel voimalik teha jareldusi kaltsiumiga seotud signaaliradade erineva regulatsiooni kohta
nende hiirte hippokampuses.

Subtraktiivse hiibridisatsiooni andmetel ei ole rakutsiikliga seotud geenides selget skeemi
ndha, kuigi molema hiireliini hippokampuses on ekspresseerunud proportsionaalselt
suhteliselt palju rakutsiiklis osalevaid geene. Niiteks LAL hiirtel ekspresseerusid
intensiivsemalt rakutsiiklit voimendavad pro-tiimosiin alfa (Ptma) (Jiang et al, 2003),
makrofaagide migratsiooni inhibeeriv faktor (Mif) (Thierry ja Thierry 2003),
transformeeriv kasvufaktor beeta-3 (TGF-beta3) (Dudas et al, 2004) ning rakutsiiklit
inhibeeriv peptidiiiil-proliilil cis/trans isomeraas (Pinl) (Zheng et al, 2002).

Ka SAL hiirtel ekspresseerus mitmeid rakutsiiklit voimendavaid geene, nagu camki-sarnane
kinaas, osteopontiin (Opn) (Selvaraju et al, 2004), neurotroofne tiirosiinkinaasi retseptor
TrkC (Chalazontis, 2004) ning proliferatsiooni inhibeeriv Tle4 (transducin-like enhancer 4)
(Chen ja Courey, 2000).

Mbdlema hiireliini hippokampuses ekspresseeruvad erinevad rakutsiiklit voimendavad, aga
ka moned inhibeerivad geenid, mistdttu pole voimalik kéesolevate andmete pdhjal viita, et
nende hiirte hippokampuses esineb erinev rakutsiikli regulatsioon.

4.5 LAL HIIRTE HIPPOKAMPUSES EKSPRESSEERUB PALJU
RAKKU STRESSI JA APOPTOOSI EEST KAITSVAID VALKE

Selgematest funktsionaalsetest ekspressioonimustritest saab aga radkida siis, kui vaadata
rakutsiikliga seotud geenide teisi funktsioone. Nimelt ekspresseerub LAL hiirte
hippokampuses korgemalt mitmeid geene, mille peamine voi alternatiivne funktsioon on
oksiidatiivse stressi v0i apoptoosivastane ning samuti selliseid valke, millel on niidatud
neurodegeneratsiooni eest kaitsev toime.

Vihemalt kahe LAL hiirtel {ileekspresseeruva geeni puhul on demonstreeritud
neurodegeneratsioonivastast moju. Nii néitasid transformeeriva kasvufaktori TGF-beta3
puhul neurodegeneratsiooni vastast moju Kim et a/ (2002) ning Pinl puhul nérvirakkude
vananemisega seotud degeneratsiooni eest kaitsvat mdju Liou et al (2003).

LAL hiirte hippokampuses ekspresseerub SAL hiirtega vorreldes kdrgemalt mitmeid
apoptoosivastaseid geene. Niiteks pro-tlimosiin alfa (Ptma) puhul on ndidatud, et
mitokondrist alguse saava kaspaaside aktivatsiooni puhul takistab Ptma valk apoptosoomi
kujunemist (Jiang et al, 2003).

Dadl (defender against apoptotic cell death 1) on geen, mis ekspresseerus LAL hiirtel
intensiivsemalt nii GeneChip'i andmetel (Feldker ef al, 2003b) kui kdesolevas t60s
subtraktiivse hiibridisatsiooni andmetel. Dadl otsene funktsioon on N-terminaalne valkude
gliikosiileerimine ning apoptoosivastane toime sdltub tdendoliselt substraatvalkude
olemasolust igas spetsiifilises rakus (Hong et al, 2000).
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Kahe LAL hiirte hippokampuses intensiivsemalt ekspresseerunud geeni puhul on ndidatud,
et nad on voimelised pérssima oksiidatiivse stressi poolt indutseeritud apoptoosi:
tioredoksiin 2 (Trx2) ja makrofaagide migratsiooni inhibeeriv faktor (Mif). Tioredoksiin 2
lokaliseerub mitokondris ning tema peamised rollid on mitokondri membraanipotentsiaali
sdilitamine ning raku kaitsemine oksiidantide poolt indutseeritud apoptoosi vastu (Tanaka
et al, 2002). Nguyen et al (2003) demonstreerisid, et ka Mif valgul on oksidoreduktaasne
aktiivsus ning ta kaitseb rakku oksiidatiivse stressi poolt indutseeritud apoptoosi eest.

Seda, et LAL hiirte hippokampuse rakkudes on tegemist voimendunud oksiidatiivse
stressiga, kinnitab lisaks Feldker et a/ (2003b) leid GeneChip'ilt, kus LAL hiirtel esines
1,67-kordne tdus oksiidatiivse stressi poolt indutseeritava valgu (oxidative stress-induced
protein) geeni ekspressioonis.

Mif valgul on veel teisigi funktsioone: Koebernick et al (2002) niitasid, et Mif knockout
hiirtel on peale defitsiitse immuunsiisteemi ka kdrgenenud kortikosteroonide tase. Need
autorid jareldasid, et Mif toimib regulaatorina immuunsiisteemi ja HPA-telje vahel, surudes
alla kortikosteroidhormoonide taseme, mis pérsivad immuunsiisteemi ja
poletikureaktsioone. See leid on kooskdlas Veenema et a/ (2003a) uurimusega, kes leidsid,
et LAL hiirte reaktsioon stressile on intensiivsem ning stressi poolt indutseeritud
kortikosterooni vallandumine tugevam ja pikaajalisem; samuti van Riel ez a/ (2002)
jéreldustega, et LAL hiirte hormonaalsiisteem on krooniliselt hdirunud.

LAL hiirte hippokampuse rakkudes esineva stressisituatsiooniga on kooskolas kahe DNA
reparatsiooniga tegeleva valgu UbE2v2 ja XRCC4 iilekspressioon. UbE2v2 (Ubiquitin-
conjugating enzyme E2 variant 2), mida tuntakse ka MMS2 (metiiiil metaan-sulfonaadi-
tundlik 2) valgul on kriitiline osalus replikatsioonijargses DNA parandamises RAD6
signaalirajas (Hoege et al, 2002). XRCC4 (DNA double-strand break repair and V(D)J
recombination protein) valk osaleb katkenud kromosomaalse DNA mittehomoloogsete
otste iihendamisel ja parandamisel (Modesti et al, 2003).

4.6 TSUTOSKELETIGA SEOTUD GEENID

Feldker ef al (2003a; 2003b) iiks selgemaid leide oli see, et LAL hiirte hippokampustes on
iileekspresseerunud erinevad tsiitoskeletiga seotud geenid, nagu tubuliini erinevad
alatiiiibid, kofiliin, aktiin ja diinaktiin. K&esolevas uurimuses selliseid seaduspirasid ei
leitud, mis tuleneb toendoliselt meetodi omapérast: tsiitoskeletiga seotud transkriptid
annavad dot blot 1l suure tdendosusega maksimaalse signaali, ning osutuvad “lacefekti”
tottu kdesolevas t00s kasutatud meetodi ja positiivsete kloonide valikukriteeriumite alusel
negatiivseteks.

Kiill aga ekspresseerus SAL hiirtel intensiivsemalt mitmeid kloone, mis on seotud
tsiitoskeleti iimberkorraldamise, fagotsiitoosi ja autofagotsiitoosiga. Naiteks SAL hiirtel
iileekspresseeruv Elmo2 (Engulfment and cell motility 2, ced-12 homolog) valk osaleb
tsiitoskeleti iimberkorraldustes, mis on vajalikud apoptootiliste rakkude fagotsiitoosi ning
raku litkumise jaoks (Gumienny et al, 2001). Map11c3 kuulub mikrotuubuliga seonduvate
valkude perekonda, mis reguleerib mikrotuubulite konformeerumist. Viimasel ajal on aga
just Map1lc3 puhul keskendutud valgu osalusele autofagotsiitoosis. On néidatud, et
mikrotuubuliga seotud valk Mapllc3 on autofagosoomi membraani fundamentaalne osa
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(He et al, 2003). Emeriini valk lokaliseerub rakus ttumamembraani sisekiiljel. On teada, et
emeriin osaleb tuumakorteksi aktiinivorgustiku konformatsiooni reguleerimisel ning sellel
valgul on tdenéoliselt oluline osalus tuumamembraani timberkorraldamises mitoosi ajal
(Bengtsson ja Wilson, 2004).

4.7 AKSONITEGA SEOTUD GEENID

Lisaks ekspresseerus nii SAL kui LAL hiirtel intensiivsemalt mitmeid aksoniga seotud
geene. Varem on ndidatud, et LAL hiirte hippokampuse GD piirkonna granulaarrakkude
aksonid (sammalkiud) on pikemad ning aksoniterminaalid suuremad. Esimese leiuga on
kooskodlas LAL hiirtel ekspresseerunud tsiikliline fosfodiesteraas 1 (Cnpl). Lappe-Siefke et
al (2003) néitasid, et Cnp1-1 on aksonite véljakasvul fundamentaalne roll. Samuti on
ndidatud, et Cnp1 seondub teatud tsiitoskeleti valkudega ning on tubuliini membraanne
ankur. Cnp1 tileekspressioon rakukultuuris voimendab filopoodide (aktiinikimpude)
véljakasvu (Lappe-Sietke et al, 2003).

Samas ekspresseerus SAL hiirtel kaks geeni, mil on osalus miielinisatsioonis.
Ekstratsellulaarses maatriksis lokaliseeruv osteopontiin voimendab in vitro miieliini
kujunemist ning osteopontiin on miieliniseerumisel ja remiieliniseerumisel
iilesekspresseerunud ka in vivo (Selvaraju et al, 2004). Yamauchi et a/ (2003) niitasid, et
perifeerses nirvisiisteemis indutseerib neurotroofne tiirosiinkinaasi retseptor TrkC
mieliinkihi teket; seda, kas sama kehtib ka kesknédrvisiisteemis, pole siiski ndidatud.
Hiipoteesile, et SAL hiirte hippokampuses voiks miielinisatsioon voimendunud olla,
annavad kinnitust Feldker et a/ (2003a), kellel SAGE andmetel iileekspresseerus SAL
hiirtel miieliini proteolipiidne valk (Myelin proteolipid protein, PLP; teise nimega
Lipophilin). See integraalne membraanivalk on kesknirvisiisteemi peamine
miielinisatsiooni reguleeriv valk, mis on oluline nii miieliini sdilimisel kui selle
multilamellaarse struktuuri organiseerimisel (Cailloux et al, 2000).

SAL hiirtel ekspresseerus intensiivsemalt veel liks aksoniga seotud valk: BASP1 (tuntud ka
nimede all CAP-23 ja NAP-22) valgu kohta on teada vaid see, et valk on
membraanseoseline ning lokaliseerub rohkelt aksoniterminaalides (Zakharov et al, 2003).

4.8 mRNA ja rRNA SUNTEESI JA PROTSESSIMISEGA SEOTUD
GEENID

SAL hiirtel ekspresseerus intensiivsemalt kaks tuuma ribonukleovalku: hnRNP
(heterogeenne tuuma ribonukleoproteiin) HNRPH?2 ning véike tuuma ribonukleoproteiin
(SnRNP) fibrillariin. HNRPH2 (Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H2) kuulub
heterogeensete tuuma ribonukleovalkude hnRNP hulka ning osaleb pre-mRNA-de
protsessingus, enne kui need tuumast vilja viiakse (Honore et al, 1995). Fibrillariin osaleb
rRNA protsessingus (Yanagida et al, 2004). rRNA transkriptsiooni reguleerib ka SAL
hiirtel ekspresseerunud Smarca5 (SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent
regulator of chromatin). Smarca5 kuulub NoRC kompleksi, mis surub alla rDNA
transkriptsiooni (Santoro et al, 2002).
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LAL hiirtel intensiivsemalt ekspresseeruva ribonukleoproteiini RBM8A (RNA-binding
protein 8A, kirjanduses ka Y 14) peamiseks funktsiooniks on splaissingueelsete ja -jargsete
stindmuste reguleerimine (Kim et al/, 2001).

4.9 VALKUDE PROTSESSIMISEGA SEOTUD GEENID

SAL hiirte hippokampuses ekspresseerus intensiivsemalt kaks valkude protsessinguga
seotud valku: gliikosiiiiltransferaas Uggt (UDP-gliikoos gliikoproteiin) ning eksoproteaas
karboksiipeptidaas E (CPE). Mdlemad modifitseerivad sekreteeritavaid valke.
Endoplasmaatilises retiikulumis lokaliseeruv gliikosiitiltransferaas Uggt on sensorvalk, mis
valesti volditud voi gliikosiileerimata valgud dra tunneb ning osaleb sekretoorsete ja
membraanseoseliste gliikkoproteiinide voltimisel ja gliikkosiileerimisel (Taylor et a/, 2004).
Karboksiipeptidaas E lokaliseerub rakkudes trans-Golgi vorgustikus ja peptiide
sisaldavates sekretoorsetes vesiikulites. CPE on esiteks sorteerimisretseptor, mis voimaldab
propeptiididel ja prohormoonidel sekretoorsetesse graanulitesse siseneda ja reguleeritud
sekretoorsesse radadesse suunduda; teiseks eemaldab CPE paljude prohormoonide ja
peptiidsete neurotransmitterite karboksiiiilterminusest aluselisi aminohappeid, muutes need
peptiidid bioloogiliselt aktiivseteks signaalmolekulideks. CPE teadaolevad substraadid on
POMC (pro-opio-melanokortiin), PENK (pro-enkefaliin) ja proinsuliin (Dhanvantari et al,
2002).

4.10 VALKUDE TRANSPORDIGA SEOTUD GEENID

Subtraktiivse hiibridisatsiooni andmetel esineb SAL ja LAL hiirte hippokampuses erinevusi
ka monedes rakkude transpordis osalevate geenide ekspressioonimustris.

SAL hiirtel iileekspresseeruv alfa-SNAP (N-ethylmaleimide sensitive fusion protein
attachment protein alpha NAPA) osaleb siinaptiliste vesiikulite eksotsiitoosis
koordineerides SNARE (soluble NSF attachment protein receptor) valkude funktsioone
(Marz et al, 2003). Teine SAL hiirtel iileekspresseeruv valk AAK (adaptor-associated
kinase) lokaliseerub neuronites eriti rohkelt presiinaptilistes terminalides ning valgu
funktsiooniks on klatriiniga seotud endotsiitoosi regulatsioon (Conner ja Schmid, 2002).

LAL hiirtel tileekspresseeruv sigma-3A-adaptiin (adapter-related protein complex 3 sigma
1 subunit) valk on osa AP-3 kompleksist, mis hdlbustab vesikulaarset transporti Golgi
membraanist liisosoomidesse (Dell'Angelica et al, 1997). Teine LAL hiirtel
iileekspresseeruv valk Sec23B kuulub COPII kompleksi, mis katab endoplasmaatilisest
retitkulumist Golgisse transporditavaid vesiikuleid (Roberts ef a/, 2003). Vps35p (vacuolar
protein sorting 35) on “retromeeri” kompleksi kuuluv valk, mis osaleb valkude
retrograadses transpordis endosoomidest trans-Golgi vorgustikku (Haft et al, 2000).

Mbolemad SAL hiirtel iileekspresseerunud transportvalgud lokaliseeruvad aksoni
16pmetesse; LAL hiirtel on intensiivsemalt ekspresseerunud kaks rakusisese transpordiga
seotud valku.
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4.11 SAL HIIRTE HIPPOKAMPUSE GEENIEKSPRESSIOONI
PROFIIL

Kuigi GABA on pidurdav neurotransmitter ning enamasti seostatakse korgenenud GABA
taset madalama agressiivsusega, on hulgaliselt andmeid, et teatud tingimustel voivad
GABA-A retseptori agonistid agressiivsust tdsta (Miczek et al, 2003). Nditeks GABA
retseptorite allosteerilised modulaatorid, nagu bensodiasepiinid, alkohol ja neurosteroid
mojutavad agressiivsust doosist soltuvalt: madalamad annused kalduvad agressiivsust
tostma, ent korgemate annuste puhul vai siisteemse manustamise puhul ilmneb {ileiildine
sedatiivne efekt, mis lihtlasi vihendab agressiivust (Miczek et al, 2003). Tdendeid selle
kohta, et GABA hulga vihendamine v3ib agressiivsust hoopis alandada, on veelgi: GABA
siinteesiva glutamaathappe dekarboksiilaasi (GAD-65) knockout hiired, kel GABA tase on
plisivalt madal, on vihemagressiivsed kui metsiktiilipi hiired (Stork et al, 2000). GABA
siisteemil on ilmselge osa agressiivsuse regulatsioonis.

Selgust, miks agressiivsetel hiirtel esineb pidurdava neurotransmitteri tileekspressioon,
annab Weinshenkeri ja Siegeli (2002) agressiivsuse bimodaalne teooria, mille alusel
jaguneb agressiivsus kaheks ddrmiselt erinevaks alatiiiibiks: afektiivseks
kaitseagressiivsuseks ning kiskjalikuks riindeagressiivsuseks. Selle teooria kontekstis on
SAL hiired selekteeritud afektiivse kaitseagressiivsuse alusel; SAL hiiri iseloomustab drev
vaenlase tajumine ning nende agressioon on suunatud hirmutava objekti kdrvaldamisele.
Just GABA-A retseptori alfa2 subiihik on spetsiifiliselt seotud drevusega (Low et al, 2000).

GABA-A retseptori alfa2 subiihiku tileekspressioon agressiivsetel hiirtel viitab sellele, kui
vajalik voib olla patoloogilise agressiooni ravi puhul erinevaid agressiivsuse liike eristada.
GABA-A alfa2 retseptor voib olla farmakoterapeutiline sihtmirk afektiivse agressiivsusega
impulsiivsetele isikutele, kelle puhul drevuse vahendamine alandaks ka agressiooni
vallandumist. Sama sihtmark ei ole aga tdendoliselt efektiivne riindeagressiivsusega
patsientide korral, sh diissotsiaalse isiksushiire puhul, keda iseloomustab just siimpaatilise
erutusseisundi ja drevuse puudumine.

SAL hiirtel ekspresseerusid hippokampuses intensiivsemalt kaks véikseid lipiidseid ning
hiidrofoobseid ligandeid transportivat valku Lrp11 ja apolipoproteiin D (ApoD). Seega vdib
oletada, et SAL hiirtel on voimendunud teatavad lipiidide metabolismirajad. Kahjuks pole
senini teada ei Lrp11 ega ApoD fiisioloogilisi ligandeid ning spetsiifilisemaid jareldusi
SAL hippokampuses toimuvate protsesside kohta pole praeguste andmete pohjal voimalik
teha.

SAL hiirte hippokampuses ekspresseerus kaks valkude protsessinguga seotud valku. ER-is
lokaliseeruv gliikosiitiltransferaas Uggt (UDP-gliikoos gliikoproteiin) ning eksoproteaas
karbokstiipeptidaas E (CPE). Molemad modifitseerivad sekreteeritavaid valke, mistdttu voib
oletada, et SAL hiirte hippokampuses on iilesreguleeritud teatavad sekretoorsed rajad. Seda
oletust kinnitab ka SAL hiirtel iileekspresseerunud eksotsiitoosis osalev valk alfa-SNAP.
Karboksiipeptidaas E-1 on lisaks otsene oluline roll neurotransmitterite siinteesis, CPE
muudab bioloogiliselt aktiivseteks signaalmolekulideks mitmeid erinevaid neuropeptiide ja
prohormoone nagu POMC (pro-opio-melanokortiin), PENK (proenkefaliin) ja proinsuliin
(Dhanvantari et al, 2002).
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4.12 LAL HIIRTE HIPPOKAMPUSE GEENIEKSPRESSIOONI
PROFIIL

Kahes erinevas uurimuses on nédidatud, et LAL hiirtel on iileekspresseerunud erutava
neurotransmitteri glutamaadi retseptorid. Kéesolevas uurimuses iileekspresseerus
glutamaadiretseptor AMPA2 ning Feldker et a/ (2003b) uurimuses kainaaditundlik
glutamaadiretseptor 5. Kuna agressiivsetel hiirtel on iileekspresseerunud pidurdavad ja
mitteagressiivsetel erutavad signaalirajad, annab see pohjust oletada, et patoloogilise
agressiivsuse tousu vOi languse taga on arvatavasti hdired pidurdavate (GABA) ja erutavate
(glutamaat) signaalide regulatsioonis ja tasakaalus.

LAL hiirtel ekspresseerus intensiivsemalt mitmeid raku energeetika ja ATP tootmisega
seotud geene. Seda efekti on ndidatud kahes varasemas uurimuses SAGE (Feldker et al,
2003a) ja geenikiibi (Feldker et al, 2003b) andmete pdhjal. Subtraktiivse hiibridisatsiooni
tulemused kdesolevas uurimuses kinnitavad sama fenomeni. Kiesolevas uurimuses
osutusid positiivseteks peamiselt hingamisahelaga seotud geenid; GeneChip'i andmetel
(Feldker et al, 2003b) ekspresseerusid LAL hiirtel tugevamalt ka varasemate
energiatootmise faasidega seotud valke kodeerivad geenid (laktaadi dehiidrogenaas,
puruvaadi kinaas, aspartaadi siintetaas). SAGE andmetel (Feldker et al, 2003a)
ekspresseerusid LAL hiirtel tugevamalt ka ATP siintetaasi f-subiihik, malaadi
dehiidrogenaas, heksokinaas ning aldolaas A. Nagu néha, on ka SAGE ning GeneChip'iga
saadud tulemused erinevad, kuid osutavad samale efektile. Seega, eri meetoditega saadud
tulemuste sisuline mote on sama: LAL hippokampustes on metabolism ja ATP siintees
voimendunud.

Voimalik seletus glutamaatergilise siisteemi ja raku energeetika samaaegse
iilesreguleerituse kohta sisaldub Chatton et a/ (2003) uurimistulemustes. Chatton et a/
(2003) naitasid, et glutamaadi tlileskorjamine astrotsiiiitidesse pérast siinaptilist
nérviiilekannet indutseerib gliiarakkudes tugeva metaboolse reaktsiooni: astrotsiitidis
tdusevad nii ATP kui gliikoosi tase. Seevastu GABA iileskorjamine samasuguste Na**
ioonidest sdltuvate transporterite poolt ei tekita detekteeritavat metaboolset reaktsiooni.
Need andmed voivad anda olulist selgust, miks LAL hiirte hippokampuses on
ilesreguleeritud nii glutamaatergiline siisteem kui ka ATP-d tootvad metabolismirajad.
Mbonede uuringute alusel on aju glutamaatergiline siisteem kdige enam energiat ndudev
nérviiilekandesiisteem ning selle t66s hoidmiseks kulutatakse kuni 90% kogu raku
energiatagavaradest (Shulman ez a/, 1998 ). Kuigi mdoningad autorid selles arvus kahtlevad,
on siiski hulgaliselt viiteid, et glutamaategiline nérviiilekanne on véga energiakulukas.

LAL hiirte hippokampuse rakkudes esineva stressi olemasolust annab tunnistust see, et
LAL hippokampuses ekspresseerub korgemalt mitmeid geene, mille peamine voi
alternatiivne funktsioon on oksiidatiivse stressi voi apoptoosivastane ning samuti selliseid
valke, millel on ndidatud neurodegeneratsioonivastane toime. Korgenenud oksiidatiivne
stress on viga suure tdendosusega seotud voimendunud metabolismiga ning paljude
oksiidatiivse stressi ja apoptoosivastaste valkude ekspressioon on tdendoliselt
kaitsereaktsioon. LAL hiirte hippokampuse rakkudes esineva stressisituatsiooniga on
kooskolas kahe DNA reparatsiooniga tegeleva valgu kdrgenenud ekspressioon.
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4.13 SUBTRAKTIIVSE HUBRIDISATSIOONI TULEMUSED,
VORRELDES TEISTE SAL ja LAL HIPPOKAMPUSE
GEENIEKSPRESSIOONI VORDLUSEKS KASUTATUD
MEETODITEGA

4.13.1 SUBTRAKTIIVNE HUBRIDISATSIOON ja SAGE

SAGE sarnaneb SH-ga selle poolest, et voimaldab tuvastada uusi kandidaatgeene, ent
SAGE meetod ei sisalda subtraktsiooni ning baseerub transkriptide juhuslikul
iileskorjamisel (random sampling). SAGE piiranguks on lithikesed jirjestused ning
tundlikkus sdltub otseselt sellest, kui palju tag’e suudetakse sekveneerida. Niiteks Feldker
et al (2003a) kasutasid liihikesi 14-aluspaariseid SAGE fag'e ning sekveneerisid iile 60 000
tag'1i, ent ei suutnud tuvastada iihtki nérvitilekandesiisteemidega seotud transkripti. Néiteks
ei esindanud iikski SAGE transkript glutamaadi ega GABA retseptoreid. Need on
madalalédviselt ekspresseeruvad neurotransmitterite retseptorvalgud, mille
ekspressiooniméér on neurokeemilise lilekande vahendamisel dérmiselt oluline. Seega ei
ole 60 000 piisav SAGE tag’ide sagedus, et tuvastada muutusi aju biokeemilise
regulatsiooniga seotud geeniekspressioonis.

4.13.2 SUBTRAKTIIVNE HUBRIDISATSIOON ja GEENIKIIP

Kahes uurimuses on Affymetrix'i GeneChip'ile kantud vastavalt roti (Evans et al, 2002) ja
hiire (Feldker et al 2003b) hippokampuste cDNA-d ning vorreldud saadud tulemusi SAGE
meetodiga. Molemal juhul ei suudetud GeneChip'iga leida madalaldviseid erinevusi;
usaldusvédrne signaal suudeti saada vaid tiksikute oluliste ajubiokeemiat mdjutavate
geenide puhul. Evans et a/ (2002) jareldasid, et Affymetrix'i GeneChip suudab
usaldusvédrselt detekteerida mitte rohkem kui 30% hippokampuses ekspresseeruvatest
jarjestustest ning ei suuda iildse detekteerida vihemalt 30%. Selle kiibiga saab detekteerida
iiksnes keskmiselt ning tugevalt ekspresseeruvaid transkripte ning SAGE meetodi
tundlikkus on umbes sama. V3imalik, et GeneChip 1 vihene tundlikkus tuleneb lithikestest
25-aluspaaristest oligonukleotiididest, mida selle kiibi puhul kasutatakse.

4.13.3 SUBTRAKTIIVSE HUBRIDISATSIOONI TUNDLIKKUS
KAESOLEVAS UURIMUSES

Kéesolevas to0s suudeti subtraktiivse hiibridisatsiooni meetodil detekteerida samuti vaid
iiksikuid aju biokeemilises regulatsioonis osalevaid valke. Sellegipoolest suudeti ndidata
olulisi geeniekspressioonimuutusi, mida SAGE ja geenikiip detekteerida ei suutnud.
Naiteks SAL hiirte hippokampuses iileekspresseerunud GABA-A retseptori alfa2 subiihik,
Sct38m2, karbokstipepdidaas E, Lrp11, apolipoproteiin D jt ning LAL hiirte
hippokampuses iileekspresseerunud glutamaadiretseptor AMPA2, diasepaami seondumise
inhibiitor, tioredoksiin 2 jt.

Oluline on mirkida, et erinevate meetodite tulemused on osaliselt kokkulangevad. Nii
SAGE (Feldker et al, 2003a) kui ka kdesolevas uurimuses kasutatud SH andmetel
ekspresseerusid LAL hippokampustes intensiivsemalt kreatiini kinaas ning NADH
ubikvinooni oksidoreduktaasi subiihik. Nii GeneChip'i (Feldker et a/, 2003b) kui
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kdesolevas uurimuses kasutatud SH andmetel ekspresseerusid LAL hippokampustes
intensiivsemalt tstitokroom c oksiidaasi subiihikud, vakuolaarse prootonpumba subiihikud
ning Dadl (defender against apoptotic cell deathl) valk. Kokkulangevad leiud on ka LAL
hiirtel intensiivsemalt ekspresseerunud glutamaadiretseptor AMPA-2 (Gria2; kdesolevas
uurimuses) ja kainaat-5 (Feldker ef al, 2003b GeneChip'il). Need on struktuuri ja
funktsiooni poolest viga ldhedased valgud, mille kaudu avaldab mdju erutav
nérviiilekandeaine glutamaat.

JARELDUSED

Kéesolevas uurimuses néidati subtraktiivse hiibridisatsiooni meetodil mitmeid uusi
erinevusi SAL ja LAL hiirte hippokampuse geeniekspressioonis; samuti voimaldasid SH
tulemused selgemini tdlgendada mitmeid andmeid, mis on varasemates uuringutes saadud
SAGE ning GeneChip'i meetodil. SH meetodil néidati, et SAL ja LAL hiirte
hippokampustes on iilesreguleeritud erinevad signaalirajad. Kuna agressiivsetel hiirtel on
iileekspresseerunud pidurdavad ja mitteagressiivsetel erutavad signaalirajad, annab see
pohjust oletada, et patoloogilise agressiivsuse tdusu voi languse taga on hdired pidurdavate
(GABA) ja erutavate (glutamaat) signaalide regulatsioonis ja tasakaalus. GABA-A
retseptori alfa2 subiihiku iileekspressioon agressiivsetel hiirtel viitab sellele, kui vajalik
voib olla patoloogilise agressiooni ravi puhul erinevaid agressiivsuse liike eristada. GABA-
A alfa2 retseptor voib olla farmakoterapeutiline sihtmérk afektiivse agressiivsusega
impulsiivsetele isikutele, kelle puhul drevuse vihendamine alandaks ka agressiooni
vallandumist. Sama sihtmaérk ei ole aga tdendoliselt efektiivne riindeagressiivsusega
patsientide korral, sh diissotsiaalse isiksushéire puhul, keda iseloomustab just siimpaatilise
erutusseisundi ja drevuse puudumine. Lisaks erinevustele signaaliradades, viitavad
kdesoleva to6 tulemused, et SAL ja LAL hiirte hippokampuses esineb erinevusi raku
energeetikas, lipiidide ning valkude transpordis ja valkude protsessingus.

Lisaks sellele, et SH meetodil ndidati uusi erinevusi SAL ja LAL hiirte hippokampuse
geeniekspressioonis, ilmnes SH tulemustes ka osaliselt kattuvaid andmeid varem kasutatud
meetodite - SAGE ning GeneChip'i andmetega. Kokkuvdttes voib delda, et erinevad
meetodid tdiendavad tliksteist ning iikski senikasutatud meetoditest ei voimalda
biokeemilistes signaaliradades osalevate valkude ekspressiooniprofiili tdielikult vdlja tuua.
SH on efektiivne meetod kahe cDNA populatsiooni vordluseks ning SH tulemused
tdiendavad igati andmeid, mis on varasemates uuringutes saadud SAGE't ning geenikiipi
kasutades.
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