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INFOLEHT

Serotoniinisüsteem kui võimalik vahendaja NEGR1 geeni ja autismispektri häire

vahelisele seosele

IgLON perekonda kuuluv neuronaalne kasvuregulaator NEGR1 on oluliseks kandidaadiks

autismispektri häire (ASH) tekkes. NEGR1 mõjutab neurogeneesi, sünapsite moodustamist ja

neuriitide väljakasvu. Neuronitega seotud areng on oluline serotoniinisüsteemile, kuna

serotoniin innerveerib neuronite kaudu erinevaid ajuosasid, mõjutades ASH-le tunnuslikke

funktsioone (nt emotsioone, kognitiivseid protsesse). Uurimustöö eesmärgiks oli Negr1-/- ja

metsik-tüüpi (WT) hiirtes iseloomustada serotoniinisüsteemiga seotud geenide mRNA

ekspressiooni raphes ning monoamiinide tasemeid raphes ja hippokampuses. Tulemuste

analüüsimisel saadud olulisemad leiud: 1) Negr1-/- hiirte raphes on kõrgem serotoniini

transporteri Slc6a4 mRNA ekspressioonitase kui WT loomadel. 2) Negr1-/- hiirte

hippokampuses oli tõusnud serotoniini metaboliidi (5-HIAA) tase. Tulemused viitavad

sellele, et NEGR1 geeni ja ASH-ga seotud tunnuste vahelised seosed võivad osaliselt tuleneda

NEGR1 mõjust serotoniinisüsteemile.

Märksõnad: NEGR1, ASH, serotoniinisüsteem

CERCS: B640 Neuroloogia, neuropsühholoogia, neurofüsioloogia

The serotonin system as a possible mediator of the associations between the NEGR1 gene

and autism spectrum disorder

Neuronal growth regulator NEGR1 is an important candidate for autism spectrum disorder

(ASD). NEGR1 affects neurogenesis, synapse formation and neurite outgrowth.

Neuron-associated development is important for the serotonin system, as serotonin innervates

through neurons to different brain regions, where serotonin influences functions also

characterized in ASD (e.g., emotions, cognitive processes). The aim of this study was to

characterize serotonin system related gene mRNA expression in raphe and the levels of

monoamines in raphe and hippocampus in Negr1-/- and wild-type (WT) mice. Results showed

increased mRNA expression of serotonin transporter gene (Slc6a4) in raphe from Negr1-/-

mice and elevated levels of serotonin metabolite (5-HIAA) in the hippocampus of Negr1-/-

mice. The results suggest that the association between NEGR1 and ASD-related traits may

partially arise from the influence of NEGR1 on the serotonin system.

Keywords: NEGR1, ASD, serotonin system

CERCS: B640 Neurology, neuropsychology, neurophysiology

2



SISUKORD

KASUTATUD LÜHENDID..................................................................................................... 4
SISSEJUHATUS....................................................................................................................... 6
1. KIRJANDUSE ÜLEVAADE................................................................................................7

1.1. IgLON perekond............................................................................................................ 7
1.1.1. NEGR1..................................................................................................................7

1.2. Serotoniinisüsteem.........................................................................................................8
1.3. Autismispektri häire.....................................................................................................10

1.3.1. ASH-ga seotud ajupiirkonnad.............................................................................11
1.3.2. ASH-i seos NEGR1 geeniga...............................................................................12
1.3.3. ASH-i seos serotoniinisüsteemiga...................................................................... 13

2. EKSPERIMENTAALOSA.................................................................................................14
2.1. Töö eesmärgid..............................................................................................................14
2.2. Materjal ja metoodika.................................................................................................. 14

2.2.1. Katseloomad ja koematerjal................................................................................14
2.2.2. RNA eraldamine................................................................................................. 14
2.2.3. cDNA süntees..................................................................................................... 15
2.2.4. qPCR...................................................................................................................15
2.2.5. Monoamiinide mõõtmine....................................................................................16
2.2.6. Statistiline analüüs.............................................................................................. 16

2.3. Tulemused....................................................................................................................16
2.3.1. Serotoniinisüsteemiga seotud geenide mRNA suhteline ekspressioon raphes... 17
2.3.2. Serotoniinisüsteemiga seotud monoamiinide tasemed raphes ja hipokampuses 18

2.4. Arutelu......................................................................................................................... 20
2.5. Peamised järeldused.....................................................................................................22

KOKKUVÕTE........................................................................................................................23
SUMMARY............................................................................................................................. 24
TÄNUSÕNAD......................................................................................................................... 26
KASUTATUD KIRJANDUS..................................................................................................27

Kasutatud artiklid................................................................................................................27
Kasutatud raamatud............................................................................................................ 33

KASUTATUD VEEBIAADRESSID..................................................................................... 33
LISAD...................................................................................................................................... 35

LISA 1. Serotoniinisüsteemiga seotud geenide uurimiseks kasutatud praimerite järjestused
.............................................................................................................................................35
LISA 2. Depression-associated Negr1 gene-deficiency induces alterations in the
monoaminergic neurotransmission enhancing time-dependent sensitization to
amphetamine in male mice................................................................................................. 36

LIHTLITSENTS.....................................................................................................................69

3



KASUTATUD LÜHENDID

5-HIAA – 5-hüdroksuindooläädikhape, 5-HT metaboliit (ingl. k. 5-hydroxyindoleacetic acid)

5HIAA/5-HT – serotoniini käive ehk serotoniini metaboliidi ja serotoniini suhe (ingl. k. ratio

of serotonin metabolite to serotonin)

5-HT – 5-hüdroksütrüptamiin ehk serotoniin (ingl. k. 5-hydroxytryptamine)

5-HTP – 5-hüdroksütrüptofaan (ingl. k. 5-hydroxytryptophan)

AAAD – aromaatne aminohappe dekarboksülaas (ingl. k. aromatic amino acid

decarboxylase)

ASH – autismispektri häire

ATH - aktiivsus ja tähelepanuhäire (ingl. k. attention deficit hyperactivity disorder)

BBB – aju-vere barjäär (ingl. k. blood-brain barrier)

CAM - raku adhesioonimolekul (ingl. k. cell adhesion molecul)

GPI – glükosüül-fosfatidüül-inositool (ingl. k. glycosylphosphatidylinositol)

Ig – immunoglobuliin (ingl. k. immunoglobulin)

IgLON – immunoglobuliin LON (ingl. k. immunoglobulin LON)

IgSF – immunoglobuliini superperekond (ingl. k. immunoglobulin superfamily)

KNS – kesknärvisüsteem

LSAMP – limbilise süsteemiga seotud membraanvalk (ingl. k. limbic system-associated

membrane protein)

Mao-A – monoamiini oksüdaas A (ingl. k. monoamine oxidase A)

Mao-A – monoamiini oksüdaas A kodeeriv geen (ingl. k. monoamine oxidase A encoding

gene)

Mao-B – monoamiini oksüdaas B (ingl. k. monoamine oxidase B)

Mao-B – monoamiini oksüdaas B kodeeriv geen (ingl. k. monoamine oxidase B encoding

gene)

NEGR1/Kilon – neuronaalne kasvuregulaator (ingl. k. neuronal growth regulator/kindred of

IgLON)

NEGR1 – neuronaalset kasvuregulaatorit (NEGR1) kodeeriv geen (ingl. k. neuronal growth

regulator encoding gene )

Negr1-/-– homosügootne Negr1-puudulik hiir (ingl. k. homozygous Negr1-deficient mouse)

NTM – neurotrimin

OPCML/OBCAM – opioide siduv raku adhesioonimolekul (ingl. k. opioid-binding cell

adhesion molecule)
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PNS – piirdenärvisüsteem

SERT1 – serotoniini transporter (ingl. k. serotonin transporter)

Slc6a4 – serotoniini transporterit (SERT1) kodeeriv geen (ingl. k. serotonin transporter

encoding gene)

Tph – trüptofaani hüdroksülaas (ingl. k. tryptophan hydroxylase)

Tph2 – trüptofaani hüdroksülaasi kodeeriv geen (ingl. k. tryptophan hydroxylase encoding

gene)

Trp – trüptofaan (ingl. k. tryptophan)

WT – metsik-tüüpi (ingl. k. wild type)
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SISSEJUHATUS

Autismispektri häire on närvisüsteemi arengu käigus välja arenenud seisund, mida

iseloomustab kahjustunud sotsiaalne käitumine ja kommunikatsioon ning ebatavalised

korduvad käitumismustrid. Autismispektri häire täielik etioloogia on veel ebaselge, kuid on

teada, et selle avaldumisel on oluline roll geneetilistel faktoritel. NEGR1 geeni poolt

kodeeritud adhesioonimolekulis NEGR1-s nähakse võimalikku alust autismispektri häire

tekkele. NEGR1 valk on neuronaalne kasvuregulaator, mis kuulub immunogluboliinide LON

valguperekonda ning ta funktsiooniks on kesknärvisüsteemi arengus neurogeneesi, sünapsite

moodustamise ja neuriitide väljakasvu reguleerimine.

Serotoniin on neurotransmitter, mida toodetakse raphes aminohappest L-trüptofaanist.

Raphest kantakse serotoniini mõju neuraalsete juhteteede kaudu laiali erinevatesse

ajuosadesse. Sihtkohas, näiteks hippokampuses mõjutatakse seeläbi funktsioone, mille

häirumine on tunnuslik autismispektri häirele. Serotoniinil on mõju näiteks kognitiivsetele

protsessidele ja meeleolu reguleerimisele. Serotoniinisüsteemi regulatsioonile on oluline

neuronite korrektne väljaareng ja regulatsioon, mida mõjutab NEGR1 tegevus. Varasemalt on

leitud seoseid autismispektri häire ning serotoniinisüsteemi geenide ja monoamiinide töö

vahel. Nende seoste põhjal võib serotoniinisüsteemi pakkuda üheks potentsiaalseks

vahendajaks NEGR1 geeni ja autismispektri häire vahelisele seosele.

Käesoleva töö eesmärk on uurida serotoniinisüsteemi geene ja monoamiine ning võrrelda

nende regulatsiooni metsik-tüüpi kontrollhiirtes ja Negr1 geeni puudulikkusega hiirtes. Lisaks

hinnata, milline mõju võib NEGR1 geenil olla autismispektri häirete avaldumisele. Töö

eksperimentaalne osa teostati Tartu Ülikooli Arstiteaduskonna bio- ja siirdemeditsiini

instituudi füsioloogia õppetoolis.
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1. KIRJANDUSE ÜLEVAADE

1.1. IgLON perekond

Raku adhesioonimolekulid (CAM) on valgud, mis osalevad homo- ja heterofiilsetes

rakkudevahelistes seondumistes ja kommunikatsioonis (Siegel et al., 2006). CAM-d

jagunevad nelja perekonda. Integriinid, kadheriinid ja selektiinid on kaltsiumist-sõltuvad ning

immunoglobuliinide (Ig) superperekond (IgSF) kuulub kaltsiumist sõltumatu perekonna alla

(Siegel et al., 2006).

Immunoglobuliinide LON (IgLON) perekonna valgud on neuraalsed raku

adhesioonimolekulid ning nad kuuluvad kaltsiumist-sõltumatute IgSF alla (Siegel et al.,

2006). IgLON valgud on glükoproteiinid, mis sisaldavad kolme Ig-sarnast domeeni ning need

kinnituvad plasma membraanile C-terminaalselt glükosüül-fosfatidüül-inositool (GPI) ankru

abil (Tan et al., 2017). IgLON perekond moodustati pärast OPCML (opioid-binding cell

adhesion molecule), LSAMP (limbic system-associated membrane protein) ja Neurotrimin

(NTM) valkude kirjeldamist, kuna omasid tugevaid sarnasusi ning erinesid teistest

perekondadest (Schofield et al., 1989; Pimenta et al., 1995; Struyk et al., 1995). 1999. aastal

kirjeldati uut valku, mis tunnuste poolest klassifitseerus IgLON perekonda (Funatsu et al.,

1999). Valk nimetati Kiloniks (Kindred of IgLON), mille sünonüümideks on Neurotractin ja

NEGR1 (edaspidi: NEGR1) (Funatsu et al., 1999). Nüüdseks on lisandunud IgLON

perekonda viies valk nimega IgLON5 (Sabater et al., 2014).

1.1.1. NEGR1

Käesolevas töös keskendutakse IgLON perekonna neuraalsele adhesioonimolekulile NEGR1

(ingl. k. neuronal growth regulator) valgule ja seda kodeerivale geenile NEGR1. NEGR1

geeni asukoht inimesel on kromosoomis 1p31.1 (NCBI) ning sellelt transkribeeritakse 46 kDa

suurune valk nimega NEGR1 (Funatsu et al., 1999). NEGR1 valgu struktuuris on IgLON

perekonnale vastavalt kolm Ig-sarnast domeeni ja GPI-ankur, mille abil seondub valk

C-terminaalselt rakumembraanile (Funatsu et al., 1999). Sim et al. (2022) on pakkunud välja,

et NEGR1 valgu struktuuril olevad kuus N-glükosüülimiskohta (Funatsu et al., 1999) hoiavad

valgu stabiilsust ja osalevad homofiilsetes seondumistes. NEGR1 ekspresseerub erinevates aju

piirkondades, peamiselt suurajukoores, ajutüves ja hippokampuses (Funatsu et al., 1999), kus

ta on seotud erinevate neuronaalsete protsessidega. NEGR1-l on oluline roll neurogeneesi

regulatsioonil (Noh et al., 2019). Lisaks soodustab NEGR1 neuriitide väljakasvu ja mõjutab
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sünapsite moodustamist (Hashimoto et al., 2008; Schäfer et al., 2005). Nende protsesside

reguleerimine on oluline juhteteede võrgustiku moodustumiseks.

NEGR1-te seostatakse erinevate psühhiaatriliste häiretega, sealhulgas autismispektri häirega

(ASH) (Grove et al., 2019). ASH üheks sümptomiks on häirunud käitumine sotsiaalsetes

olukordades (World Health Organization, 1992), mida on leitud ka Negr1-puudulike (Negr1-/-)

hiirte puhul (Singh et al., 2018, 2019). Singh et al. (2019) näitab, et Negr1-/- hiirtel on

vähenenud huvi sotsiaalse stiimuli vastu. 3-kambri testis ei esinenud Negr1-/- hiirtel tuttava ja

tundmatu liigikaaslasega sotsialiseerumise vahel erinevusi. Metsik-tüüpi kontrollhiired (wild

type, WT) hiired seevastu eelistasid liigikaaslase kohalolu. Singh et al. (2019) pakkus, et

vastav käitumine Negr1-/- hiirtel võis tuleneda sotsiaalse mälu/äratundmise puudujäägist.

1.2. Serotoniinisüsteem

Serotoniin ehk 5-hüdroksütrüptamiin (5-HT) on neurotransmitter (Twarog, 1954), mida leidub

lisaks kesknärvisüsteemile (KNS) ka piirdenärvisüsteemis (PNS) (Iversen et al., 2009). PNS-i

ja KNS-i serotoniinisüsteemid ei ole omavahel seotud, kuna PNS-s toodetud serotoniin ei

pääse aju-vere barjääri (BBB) tõttu KNS-i, mistõttu toodavad ajurakud ise serotoniini

(Iversen et al., 2009). KNS-s on primaarseks 5-HT tootmise kohaks ajutüves asuv raphe

(Iversen et al., 2009). Raphe presünaptilistes serotonergilistes neuronites sünteesitakse 5-HT

asendamatust aminohappest trüptofaanist kahe ensümaatilise sammuga (Clark et al., 1954).

Esmalt L-trüptofaani hüdroksüülitakse trüptofaani hüdroksülaasiga (Tph), mille tulemusel

saadakse 5-hüdroksütrüptofaan (5-HTP) (Clark et al., 1954). Seejärel 5-HTP

dekarboksüleeritakse aminohappe dekarboksülaasiga (AAAD) ning moodustub

5-hüdroksütrüptamiin (5-HT) ehk serotoniin (Clark et al., 1954; joonis 1).

Serotoniinisüsteem koosneb mitmetest neuraalsetest juhteteedest (joonis 2) ning nende kaudu

transporditakse 5-HT aju erinevatesse piirkondadesse (nt limbilistesse struktuuridesse) (Clark

et al., 2010). Juhteteede alguseks on raphe, kus presünaptilistes serotonergilistes neuronites

toodetakse 5-HT-d (Iversen et al., 2009). Toodetud 5-HT hoiustatakse neuroni presünaptilise

osa vesiikulites, kust 5-HT vabastatakse sünaptilisse pilusse (Schatzberg ja Nemeroff, 2004).

Seejärel seondub 5-HT postsünaptilise neuroni membraanil asetsevatele 5-HT-spetsiifilistele

retseptoritele, et neuronite kaudu anda edasi impulss, mis liigub lõpuks vastavatesse

ajuosadesse (Schatzberg ja Nemeroff, 2004). 5-HT vastuvõtvaid retseptoreid on post- kui

presünaptilistel neuronitel kokku vähemalt 14 erinevat alamtüüpi (Hannon & Hoyer, 2008).

Sünaptilises pilus olev 5-HT eemaldatakse tagasihaarde protsessiga, millega lõpetatakse
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postsünaptilisele neuronile mõju andmine (Schatzberg & Nemeroff, 2004). Selle protsessi eest

vastutab presünaptilise neuroni membraanil asetsev valk serotoniini transporter (SERT1), mis

on kodeeritud Slc6a4 geeni poolt (Heils et al., 1995). 5-HT tagasihaarde käigus 5-HT

transporditakse tagasi presünaptilisse neuronisse. Seal 5-HT kas metaboliseeritakse või

sisestatakse uuesti vesiikulisse, kus ta on kaitstud metabolismi eest ja teda saab uuesti

kasutada (Schatzberg & Nemeroff, 2004). 5-HT metabolismi viib läbi ensüümi monoamiini

oksüdaasi kaks eri vormi, monoamiini oksüdaas A (Mao-A) ja monoamiini oksüdaas B

(Mao-B) (Schatzberg & Nemeroff, 2004). Ensüümid lagundavad 5-HT inaktiivseks

metaboliidiks 5-hüdroksuindooläädikhappeks (5-HIAA), mis väljutatakse uriini kaudu

(Schatzberg & Nemeroff, 2004). 5-HT tagasihaarde ja metaboliseerimisega reguleeritakse

5-HT taset ning hoitakse ära liigseid 5-HT signaale neuronite vahel. Häirumist

serotoniinisüsteemi regulatsioonis seostatakse erinevate neuroloogiliste ja psühhiaatriliste

häiretega, sealhulgas ASH-ga (Cook Jr et al., 1997).

Joonis 1. Serotoniini süntees ja transport.
Kirjeldab signaaliülekannet presünaptilisest serotoniini (punane) tootvast neuronist (kollane)
postsünaptilisele neuronile (heleroheline), mida vahendab serotonergiline sünaptiline ülekanne ehk
sünaps. Serotoniini sünteesitakse trüptofaanist, hoiustatakse vesiikulis ning seejärel serotoniin vabaneb
vesikulaarse transpordi kaudu sünapsisse. Signaali postsünaptilisele neuronile vahendatakse
retseptorite (tumeroheline) kaudu. Presünaptilisel neuronil asub serotoniini transporter (sinine), mis
reguleerib serotoniini tagasihaaret sünaptilisest pilust tagasi presünaptilisse neuronisse.
(Modifitseeritud Madsen et al., 2009 järgi)
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Joonis 2. Serotonergilised juhteteed inimese peaajus.
Joonisel on punase joonega näidatud serotoniinisüsteemis serotoniini innervatsiooni võimalikke
radasid erinevatesse ajuosadesse. (Modifitseeritud Nummenmaa et al., 2020 järgi)

1.3. Autismispektri häire

Autismispektri häire (ASH) uurimise alguseks loetakse 1940. aastaid kui kaks psühhiaatrit

Leo Kanner ja Hans Asperger avaldasid eraldi artiklid autismi teemal (Folstein ja

Rosen-Sheidley, 2001). 80 aastat hiljem on mõlema psühhiaatri esialgsed arusaamad ASH

kohta küll muutunud, kuid need panid aluse autismi uurimisele. Rahvusvaheliste Haiguste

Klassifikatsiooni 10. versioonis (RHK-10) on kasutusel termin “pervasiivsed arenguhäired”,

kuid vastavas töös kasutatakse edaspidi terminit “autismispektri häire (ASH)” (World Health

Organization, 1992). “ASH” on kasutusel RHK 11. versioonis ning lisaks on Eesti Autismiliit

täpsustanud, et “pervasiivsete arenguhäirete” asemel kasutatakse terminit “autismispektri

häire” (World Health Organization, 2019; Eesti Autismiliit, i.a.).

Autismispektri häire (ASH) on psüühikat mõjutav aju arenguhäire, mida iseloomustab

kahjustunud sotsiaalne areng ja korduvad käitumismustris (World Health Organization, 1992).

ASH kujuneb välja närvisüsteemi arengu käigus ning seetõttu on see eluaegne seisund (World

Health Organization, 1992). Ülemaailmselt on autismispektri häire keskmiseks levimuseks

100/10 000 ehk maailmas sünnib hinnanguliselt 1 laps 100-st ASH-ga (Zeidan et al., 2022).

Eesti kohta andmed puuduvad, kuid Soomes on see suhtarv 10 000 elaniku kohta 76 ja
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Euroopas 63,5 (Zeidan et al., 2022). Autismispektri häired kuuluvad RHK-10 V peatüki alla,

mis käsitleb psüühika- ja käitumishäireid (World Health Organization, 1992). Eestis

kasutatakse endiselt ASH diagnoosimiseks RHK 10. versiooni, kuigi Maailma

Terviseorganisatsioon (WHO) andis 2019. aastal välja RHK-11 ingliskeelse versiooni.

Praeguseks pole avastatud üksikuid kindlaid usaldusväärseid biomarkereid, mille alusel

ASH-d diagnoosida ning seetõttu tuvastatakse seda hetkel käitumise põhjal (Lord et al.,

2018). RHK-10 järgi on ASH-le omane triaad käitumuslikke kriteeriume: sotsiaalne areng,

suhtlemine ning korduvad ja piiratud käitumismustrid (World Health Organization, 1992).

Autismispektri häirete alla kuulub lapse autism, atüüpiline autism, Retti sündroom, lapse muu

desintegratiivne häire, hüperaktiivsus motoorsete stereotüüpiate ja vaimse alaarenguga,

Aspergeri sündroom, muud täpsustatud pervasiivsed arenguhäired ning täpsustamata

pervasiivne arenguhäire (World Health Organization, 1992). Lapse autismi diagnoos pannakse

siis, kui eelpool nimetatud kõigis kolmes kriteeriumis esineb häireid ning sümptomid

väljenduvad enne kolmandat eluaastat (World Health Organization, 1992). Autismi levimus

on sooliselt erinev. Poistel esineb autismi neli korda rohkem kui tüdrukutel (Maenner, 2020).

Lisaks on ASH-ga inimestel suurem risk teistele psühhiaatrilistele probleemidele, nagu

erinevad foobiad, une- ja söömishäired, ärevushäired, agressiivsushood, sage

enesevigastamine, intellektipuue, aktiivsus- ja tähelepanuhäire (ATH) ning depressioon

(World Health Organization, 1992).

1.3.1. ASH-ga seotud ajupiirkonnad

ASH on paljudest teguritest mõjutatud häire, mis hõlmab muutusi erinevate ajupiirkondade

struktuuris ja funktsioonis. ASH-i täpsemad põhjused on veel ebaselged, kuid laialdased

uuringud on tuvastanud mitu ajupiirkonda (nt raphe, hippokampus), mis võivad olla ASH-ga

seotud.

Ajutüve keskjoone läheduses asuvad serotonergiliste neuronite kehad, mille kogumikke

nimetatakse rapheks (Clark et al., 2010; joonis 2). Raphe neuronite kehades toodetakse

serotoniini, mille signaal viiakse neuronite aksonite kaudu teistesse ajupiirkondadesse (Siegel

et al., 2006). Seeläbi mõjutab serotoniin inimese sotsiaalset käitumist (Luo et al., 2017).

Seetõttu on pakutud, et muutused raphes on seotud ASH-i sotsiaalse puudujäägi tekkimisega

(Luo et al., 2017).

Ajutüve kohal asub limbiline süsteem, mis koosneb paljudest ajustruktuuridest, sealhulgas

hippokampusest (Clark et al., 2010; joonis 3). Limbilise süsteemi funktsiooniks on
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emotsioonide töötlemine ja sotsiaalse käitumise kontrollimine (Clark et al., 2010).

Hippokampuse funktsioon on seotud mälu kujunemise ja taastamisega ning ta seob omavahel

pikaajalist mälu ja töömälu (Clark et al., 2010). Uuringud on näidanud, et häired limbilises

süsteemis on seotud ASH inimeste sotsiaalsete ja emotsionaalsete raskustega (Stephens et al.,

2021).

Joonis 3. Limbilise süsteemi peamised komponendid.
Aju külgvaade, mis näitab limbilise süsteemi peamisi komponente: mandeltuum, hüpotalamus,
vöökäär (gyrus cinguli), basaalganglionid, talamus ja hippokampus. (Modifitseeritud Raikar, 2023
järgi)

1.3.2. ASH-i seos NEGR1 geeniga.

ASH-i avaldumist mõjutavad paljud erinevad geneetilised ja keskkonnategurid (Rylaarsdam

ja Guemez-Gamboa, 2019). ASH-i tuvastamise muudab keeruliseks häire heterogeenne

olemus. Leitud on palju erinevaid võimalikke ASH-d põhjustavaid geene, kuid siiski pole

kindlaid biomarkereid, mille abil diagnoosida ASH-i (Lenroot & Yeung, 2013). NEGR1 geeni

on pakutud üheks võimalikuks biomarkeriks erinevatele psüühikahäiretele, sealhulgas ASH-le

(Grove et al., 2019). NEGR1 ja ASH seost on näidanud ka GWAS uuringud (Lee et al., 2019).

Lisaks sellele, et NEGR1-te seostatakse erinevate häiretega, mõjutab NEGR1 ASH-i

tõenäoliselt koos teiste geenidega. Szczurkowska et al., (2018) näitas, et Negr1 koostöös

Fgfr2 geeniga muudab hiire käitumist. Negr1-/- hiirtel oli suurenenud enesehooldamine, mis

võib-olla tunnuslik ASH-le (Szczurkowska et al., 2018).
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1.3.3. ASH-i seos serotoniinisüsteemiga

ASH-i täpsed põhjused on veel ebaselged, siiski on leitud ASH-i ja serotoniinisüsteemi

häirumise vahel seoseid. Serotoniin (5-HT) on neurotransmitter, mis mõjutab palju erinevaid

psüühilisi funktsioone (Tan et al., 2004). 5-HT-l on oluline roll emotsioonide ning erinevate

kognitiivsete protsesside, näiteks tähelepanu ja mälu, reguleerimisel (Tan et al., 2004). ASH-i

diagnoosi puhul on need funktsioonid häiritud (Reyes et al., 2020). Lisaks neurotransmitteri

funktsioonile on 5-HT-l oluline roll ka kasvufaktorina (Sodhi & Sanders-Bush, 2004).

Inimese varajases arengujärgus on 5-HT tootmine suurem, mille läbi reguleerib 5-HT

närvisüsteemi arengut (Muller et al., 2016). ASH-ga lastel on see arenguline protsess häiritud

(Chugani et al., 1999).

Arvatakse, et 5-HT inaktiivse vormi 5-HIAA kogus tserebrospinaalvedelikus peegeldab

serotonergiliste neuronite sünaptilist aktiivsust, mis omakorda võib olla ASH-i diagnoosimise

biomarker (De Grandis et al., 2010). Uuringus leiti neuropsühhiaatriliste häiretega patsientidel

tserebrospinaalvedelikus 5-HIAA puudulikkus (De Grandis et al., 2010). On leitud ka, et

ASH-ga võib olla seotud kromosoomi piirkond 17q11.2. (Cook Jr et al., 1997; Lauritsen &

Ewald, 2001). Vastavas piirkonnas asub geen Slc6a4, mis kodeerib serotoniini transporteri

(SERT1) valku ning kontrollib serotoniini tagasihaaret sünapsist neuronisse (Heils et al.,

1995).
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2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. Töö eesmärgid

Antud bakalaureusetöös püstitati hüpotees, et neuraalne kasvuregulaator NEGR1 mõjutab

serotoniinisüsteemi kaudu autismispektri häire avaldumist. Sellest lähtuvalt oli töö

eesmärgiks välja selgitada, kas Negr1 geeni väljalülitamine hiires põhjustab muutusi

serotoniinisüsteemiga seotud geenide (Slc6a4, Tph2, MaoA, MaoB) mRNA suhtelises

ekspressioonis raphes ja serotoniinisüsteemiga seotud monoamiinide tasemetes katseloomade

(Negr1-/- ja WT isased hiired) raphes ja hippokampuses ning seeläbi teha järeldusi, kas

NEGR1 võib mõjutada autismispektri häire avaldumist serotoniinisüsteemi kaudu.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Katseloomad ja koematerjal

Bakalaureusetöös kasutatud katseloomade paljundamine ja hooldus viidi läbi Tartu Ülikooli

bio- ja siirdemeditsiini katseloomakeskuses. Katseloomadeks olid isased homosügootsed

Negr1- puudulikud hiired (Negr1-/-) ja nende pesakonnakaaslastest metsik-tüüpi kontrollhiired

(WT, Negr1+/+), kes olid 129S5/SvEvBrd ja C57BL/6N segatüüpi geneetilise taustaga. Hiired

paigutati rühmadesse standardsetesse laboratoorsetesse puuridesse mõõduga 42,5 (P) × 26,6

(L) × 15,5 (K) cm, 22 ± 1°C, 12:12 valguse/pimeduse tsükliga. Igas puuris oli kasutusel

haavapuust allapanu (Tapvei, Eesti) ja 0,5 l haavapuust pesamaterjali (Tapvei, Eesti), mida

vahetati iga nädal. Toidugraanulid ja vesi olid kättesaadavad ad libitum.

Serotoniinisüsteemiga seotud geenide ekspressioonitasemete uurimiseks (raphes) kasutatavad

katseloomad olid ohverdamise hetkel 4 kuu vanused (Negr1-/- n=11 ja Negr1+/+ n=11) ja

monoamiinide tasemete määramiseks (hippokapmuses ja raphes) kasutatavad katseloomad

olid dekapiteerimise hetkel 3 kuu vanused (Negr1-/- n= 13-15 ja Negr1+/+ n=13-15).

Dekapiteeritud katseloomadelt eraldati dissekteerimise käigus vastavad ajupiikonnad

(hippokampus ja raphe), mis külmutati vedelas lämmastikus. Katseloomade käsitlemise ja

dissekteerimise viis läbi vastavat FELASA sertifikaati omav spetsialist.

2.2.2. RNA eraldamine

RNA eraldamiseks ajukudedest kasutati Trizoli® reagenti (Invitrogen) vastavalt tootja

protokollile. Koeproovid tõsteti sulamiseks jääle ning seejärel alustati koeproovide

homogeniseerimisega. Väiksematele koetükkidele lisati 500 µl Trizoli® ja suuremate

koetükkide puhul lisati Trizoli® 1000 µl. Esialgu homogeniseeriti uhmriga koed väikese
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koguse Trizoli® reagendiga ning edasi homogeniseeriti ülejäänud Trizoliga® vähemalt 1 mm

paksuseks. Seejärel inkubeeriti homogenisaate 5 minutit toatemperatuuril. 1,5 ml tuubi

(Axygen®) lisati 100 µl kloroformi, raputati 15 sekundit käes ning pandi 2 minutiks

toatemperatuurile inkubeerima. Segu tsentrifuugiti (15 minutit, 12 000 x g) 4°C juures. Tekkis

kolm kihti, kust pealmine RNA-d sisaldav vesifaas tõsteti uude 1,5 ml tuubi (Eppendorf).

Vesifaasile lisati 250 µl isopropanooli. Tuub segati hoolega läbi tuubi pöörates ning

inkubeeriti 10 minutit toatemperatuuril. RNA sadestati tsentrifuugimisel (10 minutit, 12 000 x

g) 4°C juures põhja ja supernatant eemaldati. RNA sademele lisati soolade maha pesemiseks

1 ml jääkülma 75% etanooli. Tsentrifuugiti 5 minutit 7500 x g 4°C juures ning eemaldati

supernatant. Seekord tehti tuub supernatandist täiesti kuivaks vaakumi abiga. Tuubidesse

lisati 50 µl destilleeritud vett (ddH2O) ning RNA suspendeeriti lahusesse. RNA

kontsentratsioonid lahuses mõõdeti NanoDrop ND-1000 spektrofotomeetriga (NanoDrop

Technologies). RNA kontsentratsioon viidi ligikaudu 500 ühikud. Eraldatud RNA proovid

hoiustati -80°C juures.

2.2.3. cDNA süntees

Töös kasutati pöördtranskriptsiooniks FIREScript® RT cDNA juhusliku järjestusega

kuuenukleotiidiste praimerite segu (random hexamer) (Solis BioDyne) vastavalt tootja

protokollile. Komplementaarse DNA (cDNA) sünteesiks võeti RNA eraldamisest saadud

lahused jääle sulama. Uude 1,5 ml tuubi pipeteeriti 10 µl RNA lahust. Seejärel lisati lahusele

2 µl kuuenukleotiidiste praimerite segu. Tuubi lisati veel 6,5 µl nukleaasivaba ddH2O ning

tekkinud segu segati läbi. Viimasena lisati lahusesse 1,5 µl FIREScript® ensüümisegu, mis

suspendeeriti õrnalt pipetiga lahusesse. Kokku tekkis 20 µl lahust, mida inkubeeriti praimerite

seondumiseks 5 minutit toatemperatuuril. Järgnevalt pöördtranskriptsiooni alustamiseks

inkubeeriti lahust 30 minutit 50°C juures. Ensüümide inaktivatsiooniks hoiti proove 5 minutit

85°C juures. Saadud cDNA proovid hoiustati -80°C juures.

2.2.4. qPCR

Uuritavate geenide: monoamiini oksüdaas A (MaoA), monoamiini oksüdaas B (MaoB),

serotoniini transporter (Slc6a4) ja trüptofaani hüdroksülaas (Tph2) uurimiseks kasutati

kvantitatiivset polümeraasi ahelreaktsiooni (qPCR). Uuritavate mRNA-de suhtelise

ekspressiooni määramiseks kasutati kontrollina koduhoidja-geeni β-aktiin (ActB).

Geeniekspressiooniks kasutati HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Supermix (Solis BioDyne)
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segu. Segu sisaldab HOT FIREPol® DNA polümeraasi, 5x EvaGreen® qPCR puhvrit (12.5

mM MgCl2), dNTP-sid, EvaGreen® värvi, ROX värvi, GC-enhanserit ja sinist

visualiseerimisvärvi. Eelnevale segule lisati 1,5 µl sünteesitud cDNA-d, ddH2O ja uuritavad

praimerid (Lisa 1). Igast proovist villiti neli kordust ning ühe reaktsiooni maht oli 10 µl.

Geeniekspressiooni tuvastamiseks qPCR meetodiga kasutati ABI Prism 7900HT Sequence

Detection System (Applied Biosystems) ja ABI Prism 7900 SDS 2.4.2. tarkvara.

qPCR-s esmalt toimub denaturatsioon, kus DNA kaksikahelad seonduvad lahti. Seejärel

toimub DNA kokkusulandumine, mille käigus praimerid seonduvad DNA üksikahela

komplementaarsetele aladele. HOT FIREPol® DNA polümeraas seondub praimerile ning

sünteesib 3`-5`suunas DNA üksikahelale komplementaarse ahela. EvaGreen® värv seondub

tekkinud DNA kaksikahelale ning värvi fluorestsentsi mõõdetakse pärast iga tsüklit. Kokku

mõõdeti 40 tsüklit. Andmed analüüsiti ja teisendati kujule 2-∆CT.

2.2.5. Monoamiinide mõõtmine

Monoamiinide tasemete mõõtmine telliti bio- ja siirdemeditsiini instituudi biokeemia

õppetoolilt. Raphe ja hippokampusega seotud monoamiinide kvantifitseerimine sooritati

vedelikkromatograafia-massispektromeetriga (LC/MS). Uuritavateks serotoniinisüsteemiga

seotud monoamiinideks oli trüptofaan (Trp), serotoniin (5-HT), serotoniini metaboliit

(5-HIAA) ning serotoniini käive ehk serotoniini metaboliidi ja serotoniini suhe

(5HIAA/5-HT). Monoamiinide tasemed esitati ühikuga pmol/mg. Põhjalikum protokoll

kasutatud metoodikast on leitav Kaare et al. (2022) artiklist (lisa 2). Tulemuste analüüs

sooritati käesoleva töö raames.

2.2.6. Statistiline analüüs

Andmete analüüsiks kasutati GraphPad Prism 8. versiooni tarkvara. qPCR-st saadud geenide

mRNA ekspressioone ja monoamiinide tasemeid hinnati Studenti t-testiga. Tulemused esitati

keskmiste väärtustena koos standardveaga (SEM). Kontroll- ja testgrupi vaheline seos loeti

statistiliselt oluliseks kui p-väärtus oli alla 0,05 (p<0,05).

2.3. Tulemused

Alljärgnevalt kirjeldatud bakalaureusetöö eksperimentide tulemused ja analüüs on teostatud

käesoleva töö autori poolt, mis on avaldatud Kaare et al. (2022) (lisa 2).
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2.3.1. Serotoniinisüsteemiga seotud geenide mRNA suhteline ekspressioon raphes

Antud bakalaureusetöö eesmärgiks oli välja selgitada, kas Negr1 geeni väljalülitamine

põhjustab muutusi katseloomade serotoniinisüsteemis ning hinnata, kas NEGR1 mõjutab

autismispektrihäire (ASH) avaldumist. Kuna varasemalt on seostatud ASH kujunemist

muutustega teatud ajupiirkondades, nagu raphe (Luo et al., 2017), siis otsustati uurida

võimalikke serotoniinisüsteemiga seotud geenide ekspressiooni muutusi Negr1-/- hiirte

vastavas ajupiirkonnas võrrelduna WT pesakonnakaaslastega. Selleks valiti välja

serotoniinisüsteemis olulised geenid: serotoniini transporter (Slc6a4), trüptofaani

hüdroksülaas (Tph2), monoamiini oksüdaas A (MaoA) ja monoamiini oksüdaas B (MaoB),

mille suhtelisi ekspressiooni tasemeid hinnati qPCR-ga.

Analüüsi tulemusena selgus, et serotoniini transporterit kodeeriva geeni Slc6a4 mRNA

ekspressiooni tase raphes oli statistiliselt oluliselt (p=0,01) kõrgem Negr1-/- hiirtel kui WT

kontroll-isastel (joonis 4A, tabel 1). Trüptofaani hüdroksülaasi (Tph2) mRNA ekspressiooni

tasemetes uuritud katseloomade (Negr1-/-) raphetes märkimisväärseid erinevusi ei täheldatud

(p=0,338; joonis 4B; tabel 1). Järgnevalt hinnati monoamiini oksüdaaside MaoA (joonis 4C)

ja MaoB (joonis 4D, tabel 1) suhtelist mRNA ekspressiooni taset ja leiti, et Negr1-/- ja WT

kontrollide monoamiinide oksüdaaside ekspressioon raphes oli sarnane (MaoA, p=0,521;

MaoB, p=0,663).

Joonis 4. Serotoniinisüsteemiga seotud geenide mRNA suhteline ekspressioon raphes. (A)
serotoniini transporteri (Slc6a4), (B) trüptofaani hüdroksülaasi (Tph2), (C) monoamiini oksüdaas B
(MaoB) ja (D) monoamiini oksüdaas A (MaoA) suhtelised mRNA ekspressioonitasemed metsik-tüüpi
(WT) ja Negr1-puudulikel (Negr1-/-) hiirtel raphes. Ekspressiooni taseme määramiseks on võrdlusena
kasutatud koduhoidja-geeni β-aktiini suhtelist ekspressiooni ja 2-∆CT metoodikat. Tulemused on
esitatud keskmiste väärtustena (neli kordust) koos standardveaga ± SEM. ** p=0,01
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Tabel 1. Raphes mõõdetud serotoniinisüsteemiga seotud geenide suhtelise mRNA ekspressiooni

tase (WT) ja Negr1-puudulikel (Negr1-/-) hiirtel.

Raphe n
(WT)

n
(Negr1-/-)

WT
keskmine ± SEM

Negr1-/-
keskmine ± SEM

t-test
(p-väärtus)

Slc6a4 9 11 0,004 ± 0,0005 0,006 ± 0,0007 0,010**

Tph2 10 10 0,015 ± 0,003 0,026 ± 0,004 0,338

MaoA 10 11 0,051 ± 0,007 0,045 ±0,005 0,521

MaoB 10 11 0,029 ± 0,004 0,026 ± 0,003 0,663
**statistiliselt väga oluline tulemus (p<0,01)

2.3.2. Serotoniinisüsteemiga seotud monoamiinide tasemed raphes ja

hippokampuses

Varasemalt oli teada, et häired limbilises süsteemis on seotud ASH kujunemisega (Stephens et

al., 2021) ja samuti muutused raphes (Luo et al., 2017) põhjustavad ASH-i. Seetõttu vaadeldi

järgnevalt serotoniinisüsteemiga seotud monoamiinide tasemeid raphes kui ka

hippokampuses. Analüüsiti olulisi serotoniinisüsteemi monoamiinide: trüptofaani (Trp),

serotoniini (5-HT) ja serotoniini metaboliiti (5-HIAA). Lisaks hinnati ka serotoniini käivet

(5-HIAA/5-HT).

Analüüsi tulemusena oli märgatav tendents, et trüptofaani tase on tõusnud Negr1-/- hiirte

raphes, kuid see tulemus ei leidnud statistiliselt kinnitust (p=0,084; joonis 5A; tabel 2).

Hippokampuses ei leitud Trp puhul olulist (p=0,427) muutust Negr1-/- hiirtel (joonis 5E, tabel

3). Järgnevalt uuriti serotoniini (5-HT) tasemeid Negr1-/- hiirtel võrrelduna WT-kontrollidega

raphes (p=0,987; joonis 5B; tabel 2) ja hippokampuses (p=0,07; joonis 5F, tabel 3) ning

olulisi muutusi ei täheldatud. Märkimisväärseks leiuks oli serotoniini metaboliidi (5-HIAA)

kõrgem tase Negr1-/- hiirte hippokampuses võrreldes WT kontrollhiirtega (p=0,031; joonis

5G, tabel 3). Raphes seevastu 5-HIAA taseme puhul katseloomadel olulist tõusu ei esinenud

(joonis 5C, tabel 2). Lõpuks analüüsiti ka serotoniini käivet (5-HIAA/5-HT) Negr1-/- ja WT

loomade raphes ja hippokampuses, mille tulemusena leiti, et serotoniini käibe osas

katseloomadel olulisi muutusi ei ole (raphe, p=0,267; joonis 5D; tabel 2; hippokampus,

p=0,542; joonis 5H, tabel 3).
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Joonis 5. Serotoniinisüsteemiga seotud monoamiinide tasemed Negr1-/- ja WT hiirte raphes ja
hippokampuses. (A) trüptofaani (Trp), (B) serotoniini (5-HT), (C) serotoniini metaboliidi (5-HIAA)
ning (D) serotoniini käibe (5-HIAA/5-HT) tasemed raphes. (E) trüptofaani (Trp), (F) serotoniini
(5-HT), (G) serotoniini metaboliidi (5-HIAA) ning (H) serotoniini käibe (5-HIAA/5-HT) tasemed
hippokampuses. * p=0,031

Tabel 2. Serotoniinisüsteemiga seotud monoamiinide keskmised tasemed metsik-tüüpi (WT) ja

Negr1-puudulike (Negr1-/-) hiirte raphetes.

Raphe n
(WT)

n
(Negr1-/-)

WT
keskmine ± SEM

Negr1-/-
keskmine ± SEM

t-test
(p-väärtus)

Trp 14 13 21,33 ± 1,720 26,22 ± 2,132 0,084

5-HT 14 13 2,783 ± 0,222 2,788 ± 0,303 0,987

5-HIAA 13 13 3,806 ± 0,208 4,233 ± 0,303 0,257

5HIAA/5-
HT

13 13 1,450 ± 0,137 1,743 ± 0,229 0,267
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Tabel 3. Serotoniinisüsteemiga seotud monoamiinide keskmised tasemed metsik-tüüpi (WT) ja

Negr1-puudulike (Negr-/-) hiirte hippokampustes.

Hippo-
kampus

n
(WT)

n
(Negr1-/-)

WT
keskmine ± SEM

Negr1-/-
keskmine ± SEM

t-test
(p-väärtus)

Trp 14 12 0,685 ± 0,095 0,775 ± 0,047 0,427

5-HT 14 13 2,699 ± 0,334 3,59 ± 0,331 0,07

5-HIAA 13 12 1,584 ± 0,274 2,845 ± 0,488 0,031*

5HIAA/5-
HT

13 12 0,735 ± 0,154 0,885 ± 0,189 0,542

*statistiliselt oluline tulemus (p<0,05)

2.4. Arutelu

Autismispektri häire (ASH) kujuneb välja närvisüsteemi arengu käigus, mille häirumine

põhjustab puudujääke inimese käitumuslikes protsessides. ASH-i avaldumisega seostatakse

tuhandeid erinevaid geene, kuid pole leitud ühtegi kindlat biomarkerit (Xiong et al., 2019).

Üheks potentsiaalseks markergeeniks ASH-le peetakse NEGR1-te (Szczurkowska et al.,

2018). NEGR1 on neuronaalne kasvuregulaator, mis tähendab, et NEGR1 osaleb

närvisüsteemi arengus neuronite väljakujunemise reguleerimisel. ASH avaldub varajases eas

närvisüsteemi häirumise tõttu ning seetõttu võib arvata, et muutused NEGR1 ekspressioonis

või regulatsioonis on aluseks ASH avaldumisele. Szczurkowska et al. (2018) on näidanud, et

Negr1 geeni mahasurumine põhjustab Negr1-puudulikkusega (Negr1-/-) hiirtes ASH-le omast

häiritud käitumist. Täpne NEGR1-e regulatsiooni mehhanismi mõju neuronitele ja sünapsitele

on veel ebaselge. Kaare et al. (2022) on aga välja pakkunud, et NEGR1-l on oluline roll

valguvõrgustiku organiseerimisel monoaminergilises sünaptilises pilus ja/või sünaptiliste

vesiikulite liikuvuse ja kokkupaneku reguleerimisel. Seetõttu võib arvata, et NEGR1-e ja

ASH-i vahendajaks võib olla serotoniinisüsteem. Neuronite ja sünapsite düsregulatsiooni

korral võib otseselt häiritud olla serotoniinisüsteemi töö. Seda seetõttu, et serotoniini

sünteesimine ja transport toimub neuronites ja neuronitevahelistes sünapsites. Neuronite

väljaarengu ja regulatsiooni potentsiaalne häirumine võib tuua muutusi serotoniinisüsteemis

ning seeläbi võib ajuosadesse jõuda ebatavaline serotoniini impulss, mis võib esile tuua

ASH-i sümptomeid.

Käesoleva töö eesmärgiks oli iseloomustada serotoniinisüsteemiga seotud geenide

ekspressiooni raphes ning monoamiinide taset raphes ja hippokampuses metsik-tüüpi
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kontrollhiirtes (WT) ja Negr1-puudulikkusega (Negr1-/-) hiirtes ning seeläbi hinnata, kas

NEGR1 mõjutab serotoniinisüsteemi kaudu autismispektri häire avaldumist. Uuriti

serotoniinisüsteemiga seotud geenide mRNA ekspressiooni ja monoamiinide tasemeid. Antud

uuring sai läbi viidud, et uurida varasemalt näidatud ASH-i ja serotoniinisüsteemi seoselisust.

Eelnevalt on Cook Jr et al. (1997) näidanud, et muutused serotoniini transporterit kodeerivas

(Slc6a4) alas on korrelatsioonis ASH-ga.

Käesolevas töös leiti kaks statistiliselt olulist tulemust, mis viitavad serotoniinisüsteemi

muutustele Negr1-puudulikkusega hiirte ajudes. Esimene statistiliselt oluline väärtus leiti

serotoniini transporteri geenile (Slc6a4). Raphe piirkonnas tuvastati Negr1-/- hiirtel kõrgem

Slc6a4 mRNA suhteline ekspressioon. Selline leid viitab, et Negr1-puudulikkusega isastel

hiirtel on raphes ka valgu tasandil rohkem serotoniini transporterit. Seeläbi on võimalik, et

serotoniini haaratakse raphe piirkonnas sünaptilisest pilust intensiivsemalt tagasi kui see

toimub kontrollhiirtes. Suurenenud serotoniini transporteri valgu seondumist raphes on

varasemalt täheldatud ka emakakaela düstoonia uurimise käigus (Smit et al., 2018).

Serotoniinisüsteemi normaalseks toimimiseks on oluline, et serotoniini tekke ja selle

lagundamine metaboliitideks oleks tasakaalus. Seda väljendab serotoniini käive, mis näitab

serotoniini metaboliidi taseme suhet serotoniini tasemesse (5-HIAA/5-HT). Seetõttu peaks

töös leitud suurenenud Slc6a4 geeni mRNA ekspressioon mõjutama ka serotoniini käibe

suurenemist. Monoamiinide mõõtmisel aga ei tuvastatud, et raphe piirkonnas oleks oluline

erinevus serotoniini käibes. Siiski käesolevas uurimuses mõõdeti monoamiinid ja nende

metaboliidid tervest dissekteeritud ajukoe tükist ning seetõttu ei saa eristada nende

molekulide tasemeid sünaptilises pilus ja rakusiseselt. Sellest tulenevalt ei saa välistada

suurenenud serotoniini käivet Negr1-puudulike hiirte raphe piirkonnas. Teiste uuritud geenide

puhul raphe piirkonnas (Tph2, Maoa, Maob) statistiliselt olulisi muutusi geeniekspressioonis

genotüüpide vahel ei tuvastatud.

Teiseks statistiliselt oluliseks leiuks käesolevas töös oli serotoniini metaboliidi 5-HIAA tõus

isaste Negr1-puudulikkusega hiirtel hippokampuse piirkonnas. Seetõttu võib see tulemus

viidata suurenenud serotoniini käibele selles ajukoes. Serotoniini transporterit hippokampuses

mõõta ei saa, sest serotonergiliste rakkude kehad, kus serotoniini transporter sünteesitakse,

paiknevad üksnes raphe piirkonnas. Varasemalt on pakutud, et 5-HIAA kogus

tserebrospinaalvedelikus peegeldab serotonergiliste neuronite sünaptilist aktiivsust ning seega

võiks olla potentsiaalseks biomarkeriks psühhiaatriliste häirete tuvastamisel (De Grandis et
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al., 2010). De Grandis et al. (2010) uuringus leiti neuropsühhiaatriliste häiretega patsientidel

tserebrospinaalvedelikus 5-HIAA puudulikkus.

Serotoniinisüsteemiga seotud muutused Negr1-puudulikkusega isaste hiirte ajuosades, raphes

ja hippokampuses, viitavad sellele, et inimese NEGR1 geeni ja ASH-ga seotud fenotüüpide

tugevad seosed võivad vähemalt osaliselt tuleneda sellest, et NEGR1 mõjutab neuraalse

adhesioonimolekulina serotoniinisüsteemi.

2.5. Peamised järeldused

● Isastes hiirtes Negr1 geeni väljalülitamise tagajärjel suureneb serotoniini transporteri

(Slc6a4) geeni mRNA ekspressioon raphe piirkonnas. mRNA taseme tõus on suure

tõenäosusega seotud ka kõrgema serotoniini transportervalgu tasemega sünaptilises

pilus, mis võib olla seotud suurema serotoniini käibega. Raphes mõõdetud

monoamiinide tasemetes see ei väljendunud. Käesoleva uurimuse raames aga ei saa

välistada serotoniini käive muutust, kuna monoamiinide tasemeid ei mõõdetud eraldi

sünaptilises pilus ja rakusiseselt.

● Serotoniinisüsteemi metaboliitidest esines isastel hiirtel Negr1 geeni väljalülitamise

tagajärjel suurenenud serotoniini metaboliidi 5-HIAA tase hippokampuse piirkonnas.

● Käesoleva töö tulemused annavad varasemale kirjandusele toetudes aluse hüpoteesile,

et NEGR1 geen võib mõjutada autismispektri häire avaldumist serotoniinisüsteemi

regulatsiooni kaudu.
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KOKKUVÕTE

Käesolevas töös püstitati hüpotees, et NEGR1 (neuraalne kasvuregulaator) valk mõjutab

serotoniinisüsteemi kaudu autismispektri häire avaldumist. Hüpoteesi uurimiseks leiti qPCR

meetodiga serotoniinisüsteemiga seotud geenide: serotoniini transporteri (Slc6a4), trüptofaani

hüdroksülaasi (Tph), monoamiini oksüdaasi A (MaoA) ja monoamiini oksüdaasi B (MaoB)

mRNA ekspressiooni tasemeid raphes metsik-tüüpi kontrollhiirtes (WT) ja Negr1-puudulikes

hiirtes (Negr1-/-). Lisaks uuriti vedelikkromatograafia-massispektromeetriga saadud

serotoniinisüsteemiga seotud monoamiinide: trüptofaani (Trp), serotoniini (5-HT), serotoniini

metaboliidi (5-HIAA) ning serotoniini käive ehk serotoniini metaboliidi ja serotoniini suhte

(5-HIAA/5-HT) tasemeid WT ja Negr1-/- hiirte raphes ja hippokampuses.

Varasemalt on leitud, et muutused serotoniinisüsteemiga seotud ajupiirkondades, näiteks

raphes ja hippokampuses, mõjutavad autismispektri häire (ASH) avaldumist. Käesolevas töös

uuriti hiirtes Negr1 geeni väljalülitamise mõju serotoniinisüsteemi geenide mRNA

ekspressioonidele raphes ning monoamiinide tasemetele raphes ja hippokampuses.

Negr1-puudulikkusega hiirtel leiti serotoniinisüsteemis muutusi. Märkimisväärset tulemust

täheldati isaste Negr1-/- hiirte Slc6a4 geeni mRNA suhtelises ekspressioonis. Raphe

piirkonnas ekspresseerus Slc6a4 kõrgemalt Negr1-/- hiirtes kui WT hiirtes. Monoamiinide

mõõtmistest esines oluliselt suurenenud tase 5-HIAA isaste Negr1-/- hiirte hippokampuses.

Negr1-puudulikkusega hiirte kõrgenenud serotoniinisüsteemiga seotud Slc6a4 geeni mRNA

ekspressiooni ja 5-HIAA monoamiini tasemed kontrollgrupiga võrreldes annavad hüpoteesile

tõestust, et NEGR1 adhesioonimolekulina mõjutab serotoniinisüsteemi ning seeläbi on

vahendajaks NEGR1-e ja ASH-i vahelistel seostel.

Edasised uuringud peaksid keskenduma Negr1-puudulikkusega emaste hiirte

serotoniinisüsteemiga seotud geenide mRNA ekspressiooni ja monoamiinide tasemete

mõõtmisele. Lisaks tuleks monoamiinide mõõtmistel eristada sünaptilise pilu tasemeid

rakusisestest tasemetest, mille läbi saaks teada täpsemad molekulide tasemed, seeläbi ka

serotoniini käibe ehk serotoniini metaboliidi ja serotoniini suhte.
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SUMMARY

The serotonin system as a possible mediator of the associations between the NEGR1 gene

and autism spectrum disorder

Autism spectrum disorder (ASD) is a neurodevelopmental condition characterized by

impaired social behavior and communication and abnormal repetitive patterns. Full etiology

of ASD is still unknown, but genetic factors play an important role. Possible biomarker for

ASD is neuronal growth regulator NEGR1, that is encoded by NEGR1 gene. NEGR1, a

member of the IgLON family, is a cell adhesion molecule that takes part in regulating

neurogenesis, synapse formation and neurite outgrowth in the development of central nervous

system. Neuron-associated development is important for the serotonin system. Serotonin is

synthesised from tryptophan in raphe nuclei`s serotonergic neurons. Serotonin is released into

synaptic cleft where it binds on postsynaptic neurons. Then, through neurons serotonin

innervates different brain regions thereby influencing functions also characterized in ASD,

such as emotions and cognitive processes.

In this study, the hypothesis was proposed that NEGR1 influences the manifestation of ASD

through the serotonin system. To investigate the hypothesis, the expression levels of genes

associated with serotonin system were examined using qPCR method. These genes included

serotonin transporter (Slc6a4), tryptophan hydroxylase (Tph), monoamine oxidase A (MaoA)

and monoamine oxidase B (MaoB) in the raphe nuclei of wild-type control mice (WT) and

Negr1-deficient mice (Negr1-/-). In addition, the levels of monoamines associated with

serotonin system were investigated using liquid chromatography-mass spectrometry. These

monoamines included tryptophan (Trp), serotonin (5-HT), serotonin metabolite (5-HIAA) and

serotoniini turnover represented by the ratio of serotonin metabolite to serotonin

(5-HIAA/5-HT) in the raphe nuclei and hippocampus of WT and Negr1-/- mice.

Previously, it has been shown that alterations in brain regions (raphe nuclei and hippocampus)

associated with the serotonin system impact the manifestation of ASD. Present study

examined the impact of Negr1 gene knockout (Negr1-/-) in mice on the mRNA expression of

serotonin system-related genes (raphe nuclei) and on the levels of monoamines (raphe nuclei

and hippocampus). Changes in the serotonin system were found in Negr1-deficient mice. A

significant effect was found in the Slc6a4 gene of male Negr1-/-mice. In the raphe region, the

Slc6a4 gene was more highly expressed in Negr1-/- mice than in WT mice. Monoamine

measurements showed significantly increased levels of 5-HIAA in the hippocampus of male

Negr1-/-mice. Elevated serotonin system-related Slc6a4 gene mRNA expression and 5-HIAA
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monoamine levels in Negr1-deficient mice compared to controls provide evidence for the

hypotheses that Negr1 as an adhesion molecule affects the serotonin system and thereby

serves as a mediator in the associations between NEGR1 and ASD.

Future studies should focus on measuring Negr1-deficient female mice on serotonin

system-related gene mRNA expression and monoamine levels. In addition measurement of

monoamine should be distinguished between synaptic cleft and intracellular levels, which

would provide more precise information about molecular levels, including serotonin turnover,

represented by the ratio of serotonin metabolite to serotonin.
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LISAD

LISA 1. Serotoniinisüsteemiga seotud geenide uurimiseks kasutatud praimerite

järjestused

Serotoniini transporter Slc6a4_F AAGCCAAGCTGATGATGTAA

Slc6a4_R TCCTCACATATCCCAGTCAG

Trüptofaani hüdroksülaas Tph2_F CAGGGTCGAGTACACAGAAG

Tph2_R CTTTCAGAAACATGGAGACG

Monoamiini oksüdaas A MaoA_F AGCCTACTTCCCTCCTGGTATC

MaoA_R AGCCTACTTCCCTCCTGGTATC

Monoamiini oksüdaas B MaoB_F GAATCTTTGGATGTCCCTGCAC

MaoB_R TGTTGCTGACAAGATGGTGGTC

Beeta-aktiin ActB_F ACCATGTACCCAGGCATTGC

Act_R AGCCACCGATCCACACAGAG

(Varul et al., 2021; Vogelgesang et al., 2017)
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LISA 2. Depression-associated Negr1 gene-deficiency induces alterations in the

monoaminergic neurotransmission enhancing time-dependent sensitization to

amphetamine in male mice.
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