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Ajupiirkondade energeetilise piisiaktiivsuse kaardistamine serotoniinipuudulikkusega

hiirtel
Kokkuvote

Kesknirvisiisteemis serotoniini siinteesiks vajaliku ensiilimi, triiptofaani hiidroksiilaas 2
(TPH2), toimel on leitud seos paljude kéditumuslike joonte ning psiiiihikahdiretega. Vilja
lilitatud Tph2 geeniga loomkatsemudelid voimaldavad uurida serotoniinisiisteemiga seotud
narviringeid ning tdpsustada ajupiirkondi, mis on osalised erinevates psiiiihikahéiretes ning -
seisundites. Kdesolevas katses moddeti tsiitokroom c oksiidaasi histokeemia meetodil, mis
nditab neuronite pikaajalist aktivatsiooni, 58 ajupiirkonna oksiidatiivset metabolismi 7ph2
ulukalleelsetel, heterostligootsetel ja tiielikult vélja liilitatud geeniga emastel ja isastel hiirtel
ning hinnati ajupiirkondade funktsionaalset iihenduvust. Selgus, et emaste hiirte puhul
mdjutas geeni véljaliilitamine mustolluse, kohtmise katendi ja ajuveejuhaiimbrise hallaine
energiametabolismi, isastel raphé-tuumade, mustolluse ja hipokampuse aktiivsust. 7ph?2
valjaliilitamise moju funktsionaalsele ithenduvusele oli emastel vihemulatuslik kui isastel,
molemal sool ilmes transgeensetel loomadel negatiivne seos hipokampuse ja habenula

tuumade metaboolse aktiivsuse vahel.

Mairksonad: TPH2, serotoniin, knock-out, COX histokeemia



Mapping of long-term activity in brain regions of mice with serotonin-deficiency

Abstract

Tryptophan hyroxylase 2 (TPH2), the rate-limiting enzyme of serotonin synthesis in the
central nervous system, has been associated with many behavioral traits and psychiatric
disorders. Transgenic 7ph2 animal models allow to study brain circuits related to serotonin
system, and to specify brain regions involved in psychiatric disorders and states. The current
experiment measured long-term neuronal activity by cytochrome ¢ oxydase histochemistry in
58 brain regions of wild-type, heterozygous and knock-out female and male mice. In female
mice the gene knock-out influenced energy metabolism in substantia nigra, ventral tegmental
area and periaqueductal gray, in males raphé-nuclei, substantia nigra and hippocampus were
affected. Tph2 inactivation had a less widespread effect on brain functional connectivity in
females compared to males, a negative correlation between hippocampal and habenular

metabolic activity appeared in both sexes.
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Sissejuhatus

Serotoniin

Serotoniin ehk 5-hiidroksiitriiptamiin (5-HT) on ndrvisiisteemis laialt levinud
monoamiinstruktuuriga neurotransmitter, mida siinteesitakse serotonergilistes neuronites
kesknérvisiisteemis, vereliistakutes ning enterokromafiinrakkudes seedesiisteemis. Umbes
95% perifeersest serotoniinist siinteesitakse ning siilitatakse enterokromafiinrakkudes, mis
aga hematoentsefaalbarjdari tottu KNS-i ei joua ning ainult vdike osa kogu keha serotoniinist
toodetakse neuronites, mille kehad paiknevad ajutiive raph¢ tuumades (Jonnakuty &
Gragnoli, 2008). Imetajate ajus siinteesib serotoniini vihem kui 0.1% neuronitest, inimesel
umbes 450 000 neuronit (Baker et al., 1990; Baker et al., 1991; Halliday et al., 1988) 86
miljardist (Azevedo et al., 2009) ning rottidel ja hiirtel 20 000-26 000 neuronit (Ishimura et
al., 1988; Jacobs & Azmitia, 1992).

Serotoniinisiisteem osaleb suure hulga kditumuslike, fiisioloogiliste ja kognitiivsete
funktsioonide regulatsioonil. Klassikaliselt seostatakse serotoniini meeleolu, une, s6omise ja
kehakaalu reguleerimise, agressiivse kéditumise, kognitiivsete protsesside, bioloogiliste
rliitmide ja drevusega (Jacobs & Azmitia, 1992). Serotoniini v3ib nii vdimendada kui ka
vihendada paljude kéitumiste peenhéélestuseks tarvilikke neuronaalseid protsesse ning seega

on tal oluline roll kdigi organismide kohanemisel (Bacqué-Cazenave et al., 2020).

Aju serotoniinisiisteem saab imetajatel alguse ajutiives paiknevatest raph¢ tuumadest,
kus serotonergilised neuronid moodustavad rostrokaudaalsel teljel iiheksa nérvirakkude
rithma, mida téhistatakse B1-9 (Jacobs & Azmitia, 1992). Need neuroniterithmad jagatakse
rostraalseks ja kaudaalseks rithmaks, kus rostraalne riihm paikneb pohiliselt kaudaalses
lineaarses tuumas (caudal linear nucleus), dorsaalses raphé tuumas (dorsal raphé nucleus;
B6, B7) ja mediaanses raphé tuumas (median raphé nucleus, B9, B8, B5) (Jacobs & Azmitia,
1992). Need serotonergiliste neuronite grupid projitseeruvad peamiselt eesajju, kus nad
innerveerivad ulatuslikult ja hajusalt peaaegu koiki piirkondi (nt ajukoor, amiigdala,
hipokampus, basaalganglionid, taalamus, hiipotaalamus) (Lesch et al., 2012; Bacqué-
Cazenave et al., 2020). Kaudaalne osa, mis projitseerub peamiselt seljaajju ning viikeajju
jééb pohiliselt jargmiste tuumade piiridesse: raphé pallidus (B1), raphé obscurus (B2) ja
raphé magnus (B3) (Bacqué-Cazenave et al., 2020; Lesch et al., 2012). See alaslisteem on
seotud motoorika, valukontrolli ja autonoomse nirvisiisteemi regulatsiooniga (Bacqué-

Cazenave et al., 2020; Lesch et al., 2012). Imetajatel on kdige enam serotoniini mustolluses,



kohtmises katendis, raphé tuumades, juttkehas, amiigdalas, subtalaamilises tuumas,
motoorses korteksis, globus pallidus-es, hipokampuses (Bacqué-Cazenave et al., 2020;

Chagraoui et al., 2019; Fitoussi et al., 2013; Puginier et al., 2019).

Serotoniini siintees toimub asendamatust aminohappest triiptofaanist reaktsioonide
jada kaudu (Jones et al., 2020; Jonnakuty & Gragnoli, 2008). Esmalt hiidroksiiiilitakse L-
triiptofaan 5-hiidroksii-L-triiptofaaniks (5-HTP) enstiiim triiptofaani hiidrokstilaasi (TPH)
vahendusel (Boadle-Biber, 1993). See on reaktsiooni kiirust midrav etapp, kus kofaktoritena
reaktsiooni toimumiseks on olulised ka hapnik (O;) ning tetrahiidrobiopteriin (BHy)
(Hasegawa & Nakamura, 2010). Serotoniiniks siinteesitakse 5-HTP ensiiiim L-aminohapete
dekarboksiilaasi (AADC) abil (Boadle-Biber, 1993). 5-HT e¢i ole voimeline
hematoentsefaalset barjdiri ldbima, kuid triiptofaan ning 5-HTP suudavad seda. Seega on

peaajus toodetava 5-HT kogus sdltuv triiptofaani padsemisest ajju.

Peaaegu kdiki pstiithikahdireid, sealhulgas depressioon, drevushdired, obsessiiv-
kompulsiivne héire, soéomishiired ja sdltuvushiired on seostatud 5-HT diisfunktsiooniga ning
samuti mojutavad paljud psiihhotroopsed ravimid rohkem v41 vihem otseselt 5S-HT siisteemi
tood (Jonnakuty & Gragnoli, 2008; Marazziti, 2017). Selektiivsed serotoniini tagasihaarde
inhibiitorid (SSRI) on iihed enim vélja kirjutatavad ravimid ning neid peetakse
psiihhofarmakoloogia suureks edulooks (Andrade, 2010). Samuti on serotoniinisiisteemi
diisfunktsiooniga seostatud negatiivset emotsionaalsust, agressiivsust ja antisotsiaalsust, mis
on komplekssed omadused ilmnedes mitmete bioloogiliste, psithholoogiliste ning sotsiaalsete
pohjuste koosmdjul (Lesch et al., 2012). Serotonergilise diisfunktsiooni tuum héirete puhul,
kus seda on kirjeldatud, on veel iisna ebaselge, kuna voib tuleneda néiteks nii defektsest
serotoniini siinteesist, vabanemisest, tagasihaardest, katabolismist voi metabolismist voi
hoopis korvalekalletest iihe voi mitme serotoniini retseptori tods 14-st (Blier & El Mansari,

2013; Marazziti et al., 2013).
Triiptofaani hiidroksiilaas

Serotoniini siinteesiks vajalik ensiitim triiptofaani hiidroksiilaas (TPH) kuulub
aromaatsete aminohapete hiidrokstilaaside superperekonda ja esineb kahes isovormis (Jones

et al., 2020; Walther & Bader, 2003).

TPH1 abil toimub serotoniini siintees véljaspool kesknérvisiisteemi ning TPH2 abil
toimub serotoniini siintees keskndrvisiisteemis. Kumbagi kodeerivad vastavad geenid (TPH1

ja TPH2). TPH1 ning TPH2-1 on sarnane (71% kattuvust inimesel) aminohapete jérjestus, mis



on tdoendoliselt tiheks pohjuseks, miks TPH2 avastamine toimus alles 2000ndate alguses
(Walther & Bader, 2003). Suurim TPH2-geeni ekspressioon nii inimestel kui ka hiirtel on
raphé tuumades (Gutknecht et al., 2009). Geen, mis kodeerib TPH2, paikneb inimesel 12.
kromosoomil (12g21.1) ning hiirel 10. kromosoomil (10D1) (Lesch et al, 2012).

TPH?2 geeni variatsioonidega on seostatud mitmeid inimese kditumuslikke jooni ning
neuroarengulisi ja neuropsiihhiaatrilisi hdireid (Lesch et al., 2012). Emotsionaalsusega seotud
narviringeid on paljudel liikidel seostatud TPH2-ga (Waider et al., 2011) ning TPH?2
variantidel nii mittekodeerivates kui ka kodeerivates piirkondades néib olevat roll seisundites
nagu depressioon, bipolaarne hiire, suitsiid, drevushéired, sdltuvus ja aktiivsus-

tahelepanuhiire (Laas et al., 2017; Lesch et al., 2012).

Serotoniinisiisteemi tdpsemaks uurimiseks ning selleks, et vilja selgitada
serotoniinidefitsiidi mdju, on loodud geneetiliselt knock-out (KO) hiired, kelle ajus seda
enstilimi ei toodeta (7ph2 KO) (Gutknecht et al., 2008). Kahe mittefunktsioneeriva alleeliga
(Tph2-/-; KO) loomadel on serotoniini tase minimaalne vihenedes niiteks rostraalses raphé-
tuumas 94.8%, hipokampuses 95.2%, frontaalses ajukoores 91.8% ja taalamuses 88.6%
(Gutknecht et al., 2012). Tph2 heterostligootsetel (Tph2+/-; HET) hiirtel, kellel on iiks
funktsionaalne Tph2 alleel, on ajus 30% vdhem serotoniini vorreldes ulukalleelsete hiirtega

(Gutknecht et al., 2012).

Tph2 KO-hiirtel ilmnevad iseloomulikud fiisioloogilised, arengulised ning
kaitumuslikud muutused juba varajases eas (Lesch et al., 2012), mis kujundavad nende

kéitumist 14bi elu.
Tph2 KO-hiirte fiisioloogilised eriparad

Tph2 -/- hiirtel on leitud vdiksem kaaluiive, mis tdhendab, et nad ei vota tavapéraselt
kaalus juurde (Gutknecht et al., 2012). Huvitaval kombel aga ilmneb heterosiigootsetel
emastel, kuid mitte isastel hiirtel alates kuuendast elukuust tilekaalulisus (Gutknecht, 2012).

Tph2-/- hiiri peetakse elujoulisteks neil ei esine enneaegset suremust (Gutknecht et al., 2008).
Tph2 KO-hiirte aju eripirad

Uuringud on ndidanud 5-HT morfogeenset efekti neuronite proliferatsioonile,
diferentseerumisele, migratsioonile ja ellujddmisele (Pino et al., 2004). Ontogeneesi ajal
ilmneb 5-HT oluliselt enne raphé serotonergilisi neuroneid, mis viitab selle fundamentaalsele

rollile embriionaalses ja aju arengus (Lesch et al, 2012).



Neuroanatoomilisi muutusi 7ph2 KO-hiirtel ei ilmne ning ajutiive piirkonnas
sdilitavad varasemalt serotonergilised neuronid endale omase aeglase toonilise
laenglemismustri (Gutknecht et al., 2012). Teistes laborites loodud 7ph2 mudelites on
pohjalikum serotonergiliste jatkete analiiiis toonud esile ebanormaalsused serotonergiliste
ringete loomisel (Pratelli & Pasqualetti, 2019). Tédheldatud on muutusi aksoniterminalide
arengus, tipsemalt raphést 1dhtuvate neuronite innervatsiooni vihenemist suprakiasmaatilises
tuumas ja taalamuse paraventrikulaarses tuumas ning suurenemist naalduvas tuumas ja

hipokampuses (Mosienko et. al, 2015).

Aju serotoniini puudumisest on mdjutatud ka teised neurotransmittersiisteemid. Locus
coeruleuses on vihenenud noradrenaliini (NA) neuronite arv ning vihenenud on ka NA
vabanemine erinevates ajupiirkondades (Lesch et al., 2012). Dopamiini (DA) neuronite arv
nii kohtmises katendis kui ka mustolluses on muutumatu, kuid on leitud kerge DA
kontsentratsiooni vihenemine hipokampuses (Lesch et al., 2012; Mosienko et al., 2019).
Gamma-aminovdihappe (GABA) kontsentratsioon hipokampuses on 7ph2 KO-hiirtel
suurenenud, kuid 7ph2 HET-hiirte puhul oli GABA kontsentratsioon suurem amiigdalas ning
vaiksem prefrontaalses ajukoores vorreldes wild-type ja Tph2 KO-hiirtega (Mosienko et al.,
2015, Waider et al., 2013).

Tph2 KO-hiirte kditumuslikud eripirad
Agressiivsus

Serotoniini seostatakse impulsiivse ning agressiivse kditumisega (Lesch &
Merschdorf, 2000). Mitmeid ajupiirkondi eesajus ning vookidrus, amiigdalas, septumis,
hiipotaalamuses ja ajuveejuhalimbrises hallaines on peetakse osaks agressiivsuse nérviringest
(Lesch et al., 2012). Serotonergilised jatked projitseeruvad ulatuslikult kdigisse neisse
piirkondadesse ning on histi tdestatud, et nii agressiivsus kui ka suurenenud impulsiivsus on

seotud aju serotoniini defitsiidiga (Ferrari et al., 2005; Lesch et al., 2012).

Tph2 KO-hiirtel ilmnevad kditumuslikult kdige selgemad tulemused agressiivse
kditumise osas. Peamine leid on {ilikdrge agressiivsus isastel (Mosienko et al., 2015).
Resident-intruder katseparadigmas, kus nérilise kodupuuri pannakse vodras isend, ilmneb
Tph2-/- hiirtel kiimme korda suurem agressiivsus, millele viitab suurem riinnakute arv, pikem
riinnaku kestus ning vihenenud aeg, mis kulub voitluse alustamiseks vorreldes kontrollidega
ning krooniline stress stivendab neid omadusi veelgi (Lesch et al., 2012; Mosienko et al.,

2015).



Suurenenud agressiivsus ilmneb ka emastel hiirtel, nditeks on neil kirjeldatud
ebatiiiipiliselt korget agressiivsust ka peale mitmendat pdeva iihes puuris viibimist (Késtner et
al., 2019). Samuti ilmneb 7pA2 KO mudelis emaste emaste hiirte suur agressiivsuse oma

jérglaste suhtes, mis viib nende jérglaste vihenenud ellujdédmiseni (Alenina et al., 2009).
Arevuselaadne kiiitumine

Funktsionaalseid 7PH?2 variante on seostatud negatiivse emotsionaalsusega seotud
isiksuseomaduste ning mitmete neuropsiihhiaatriliste hédiretega, mida iseloomustab
emotsionaalne diisregulatsioon, nagu néiteks aktiivsus-tahelepanuhdire ja isiksusehéired

(Fageera et al., 2021; Gutknecht et al., 2007; Lesch et al., 2012).

Tph2 KO-hiirtel on saadud vastakaid tulemusi drevuselaadses kéditumises. Mones
uuringus on leitud erinevusi drevuselaadses kditumises soost sdltuvalt, mones iileiildist

drevuselaadse kditumise vahenemist (Gutknecht et al., 2015; Lesch et al., 2012).

Tph2 KO-hiirtel on kirjeldatud suurenenud tingitud hirmu oppimist (Lesch et al.,
2012; Waider et al., 2019). Parast kroonilise mdodduka stressi kogemist nédib 7ph2 KO-hiirte
vastus hirmutekitavale signaalile muutuvat intensiivsemaks (Gutknecht et al., 2015; Lesch et
al., 2012). 5-HT on ilmselt vajalik iileliigse hirmu dppimise inhibeerimiseks lébi nirviringete,
mis sisaldavad amiigdalat ja muid struktuure nagu hipokampus, mediaalne prefrontaalne
korteks, hiipotaalamus, terminaaljuti séngituum ja ajutiive tuumad nagu raphé-kompleks ja

locus coeruleus (Waider et al., 2013).
Depressioonilaadne kdiitumine

Tph2 KO-hiirtel esineb rohkem kalduvust passiivseks toimetulekustrateegiaks
sundujumise testis, millele viitab immobiilsuse varasem algus ning pikem kestus (Gutknecht

etal., 2015; Lesch et al, 2012).
Heterosiigootide kiiitumine

IIma eksperimentaalse sekkumiseta ei ilmne 7ph2 HET-hiirtel samasuguseid muutusi
kditumises nagu 7ph2 KO-hiirtel ning nad ei eristu kditumuslikult WT-hiirtest (Gorlova et al.,
2020). Tekitades heterosiigootsetele hiirtele aga stressi neid kiskjale eksponeerides olid
Tph2+/- hiirte kditumuslikud muutused vastupidised 7ph2 WT-hiirtele (Strekalova et al.,

2021). Tph2 HET-hiirtel ilmneb stressile eksponeerides kditumuslik profiil, mis on sarnane



mitte-stressis olevatele 7ph2 KO-hiirtele ehk suurenenud agressiivne kditumine ja vdhenenud

stressist pohjustatud drevus (Gorlova et al., 2020; Strekalova et al., 2021).

Uute raviviiside véljatodtamisel v3ib abi olla prekliinilistest loommudelitest, kus on
vaatluse all spetsiifilised nérviringed ning nendega seotud neurotransmitterid. Nii on
voimalik vélja selgitada spetsiifilised ajupiirkonnad, mis on vastava seisundi kujunemisel
osalised (Harro et al., 2011). Antud t66 on oluline selleks, et vilja selgitada aju tdpsem
neurokeemia. Ajupiirkonad talitlevad erinevalt ning selleks, et mdista, kuidas aju t66tab on

vaja esmalt mdista, kus mingid muutused aset leiavad.
Tsiitokroom c oksiidaas (COX) ning COX histokeemia

COX histokeemia voimaldab kirjeldada vordlemisi piisivat aju metaboolset aktiivsust
(Harro et. al, 2014), kuna COX-i talitus on otseselt seotud universaalse energia talitaja ja
iilekandja ATP tootmisega ja peegeldab pikaajalisi energiandudluse trende (Sakata et al.,

2005).

Tsiitokroom ¢ oksiidaas (COX) on mitokondriaalse hingamisahela toimimiseks vajalik
enstilim, mille aktiivsus peegeldab usaldusvéérselt ajupiirkonda saabuvat sisendsignaali.
COX on elektroni transpordiahela IV kompleksi terminaalne ensiiiim, mis imetajate rakkudes
koosneb 13 alatihikust (Gonzalez-Lima, 1998). COX kataliiiisib elektronide transporti oma
substraadilt tsiitokroom c-It hapnikule, nii et tekib vesi (Gonzalez-Lima, 1998). See viib
adenosiintrifosfaadi (ATP) tootmiseni 14bi protsesside nagu elektronide transport ja
okstidatiivne fosforiilatsioon (Gonzales-Lima, 1998). See ensiitim on vajalik neuronitele, mis
soltuvad peaaegu ainult oksiidatiivsest metabolismist oma energia tarbimises ning ilma
milleta on energia tootmine oluliselt hdiritud ja neuronite ellujidmine ohus (Gonzalez-Lima,

1998).

Tihe seotus energia-metabolismi ja neuronaalse aktiivsuse vahel teeb COX-st
usaldusviirse neuronaalse funktsionaalse aktiivsuse metaboolse markeri, milles kajastub
neuronite laenglemine ja aeglased dendriitide depolariseerivad potentsiaalid ja lokaalne COX
aktiivsus on korreleeritud iga piirkonna, raku voi raku alaosa fiisioloogilise aktiivsusega
(Gonzalez-Lima, 1998). COX histokeemia voimaldab kvantifitseerida ajupiirkonna aktiivsust
teisendades optilise tiheduse tihikud ensiitimi aktiivsuse iihikuteks. COX aktiivsust on

voimalik histokeemiliselt moota kasutades diaminobensidiini elektroni doonorina, et
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redutseerida tsutokroom c. Virvimine tsiitokeemilises reaktsioonis saavutatakse
diaminobensidiini oksiideerimisel indamiin poliimeeriks (oksiideeritud diaminobensidiin),

mis visualiseerib COX aktiivsust.

Varasemalt on COX histokeemia meetodil uuritud niiteks ajupiirkondade pikaajalist
aktiivsust skisofreenia ketamiini mudelis ning seisundites, mis on seotud depressiivsuse ning
haavatavusega depressioonile ning sotsiaalsusega (Harro et al., 2011; Harro et al., 2014;
Kanarik et al., 2008; Kanarik & Harro, 2018; Matrov et al., 2020). Samuti on COX
histokeemia meetodil uuritud néiteks ruumilise dppimise nérviringeid ja (Conejo et al., 2010)

ja Alzheimeri tdvega seotud ajupiirkondi (Valla et al., 2013).
To6 eesmirk

T66 eesmérgiks on Tph2 geeni viljaliilitamisest tingitud serotoniinipuudulikkusega
hiirte ajupiirkondade piisiaktiivsuse kaardistamine; vordlused kontrollgrupi ja osalise
serotoniinipuudulikkusega hiirte grupiga ning soolised erinevused. Samuti on t66 eesmaérgiks
vaadata ajupiirkondadevahelist funktsionaalset tihenduvust korrelatsioonimaatriksite pohjal

ning kirjeldada korrelatsioonidel pShinevat agressiivsuse nirvivorgustikku.
Uurimiskiisimused

Kas ajupiirkondade piisiaktiivsuses ilmnevad erinevused kontrollgrupi (WT), heterosiigootide

(HET), téielikult serotoniinidefitsiitsete (KO) hiirte vahel?
Kas ajupiirkondade piisiaktiivsuses ilmnevad erinevused emaste ja isaste hiirte vahel?

Kas Tph2 geeni viljaliilitamine mdjutab ajupiirkondade funktsionaalset iihenduvust ning, kas

see on soost soltuv?
Autori panus to6 valmimisse

T66 autor osales ajupiltide analiiiisil, koostas kirjanduse iilevaate, viis 1ébi statistilised

analiiiisid ning kirjutas valmis 16pliku t66.

Materjalid ja meetodid
Loomad

COX histokeemia viidi ldbi 78-1 hiirel Wiirzburgi Ulikooli laborist, kellest n = 43 olid

emased ning n = 35 olid isased. Katseloomad olid 7ph2 geeni funktsionaalsuse alusel
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jaotatud kolme gruppi: ulukalleelsed (wild-type; WT; +/+), heterosiigootsed (iiks

funktsionaalne 7Tph?2 alleel; HET) ning null-alleelsed (pole funktsionaalset 7ph2 geeni; KO).

Kokku moodustus loomadest kuus gruppi: HET/isased (n = 12); HET/emased (n = 16),
KO/isased (n = 12), KO/emased (n = 11), WT/isased (n = 12), WT/emased (n = 15).

Analiiiisitud ajupiirkonnad

AOD — Eesmine haistetuum (dors.)
AOM - Eesmine haistetuum (med.)
AOV - Eesmine haistetuum (ventr.)
AOL - Eesmine haistetuum (lat.)

MO - Orbitaalkorteks (med.)

VO - Orbitaalkorteks (ventr.)

LO - Orbitaalkorteks (lat.)

DLO - Orbitaalkorteks (dorsolat.)

FrA - Front. assotsiatsioonikorteks

M2 - Sekundaarne motoorne korteks

Al - Agranulaarne insulaarne korteks
PrL - Prelimbiline korteks

MI - Primaarne motoorne korteks

CG1 - Vookadr, ala 1

CQG2 - Vookaar, ala 2

CG/RS - Vookaar/retrospleniaal-korteks
RSA - Retrospleniaal-korteks (agranulaarne)
RSG - Retrospleniaal-korteks (granulaarne)
GP - Globus pallidus

Lent - Lat. entorinaalkorteks

Pir - Piriformne korteks

Ect - Ektorinaalkorteks

PH - Post. hiipotaalamuse ala

VMH - Ventromed. hiipotaalamus
MM/ML - Mammillaarkehad

DM - Dorsomed. hiipotaalamus

ZI - Zona incerta

LPMR - Lat. post. taalamus (med. rostr.)

VM - Ventromed. taalamus

VPL - Ventr. posterolat. taalamus

VPM - Ventr. posteromed. taalamus

PV - Paraventrikulaarne taalamus

VL - Ventrolat. taalamus

LDDM - Laterodors. taalamus (dorsomed.)
LDVL - Laterodors. taalamus (ventrolat.)
MD - Mediodors. taalamus

CM - Keskmine-mediaalne taalamus

AM - Anteromed. taalamus

AD - Anterodors. taalamus

AVDM - Anteroventr. taalamus (dorsomed.)
AVVL - Anteroventr. taalamus (ventrolat.)
Re - Reuniens tuum

CA1 - Hipokampus, CA1 ala

CA2 - Hipokampus, CA2 ala

CA3 - Hipokampus, CA3 ala

DG - Hammaskaar

MHD - Habenula (med.)

LHb - Habenula (lat.)

SNr - Mustollus (retikulaarne)

SNc - Mustollus (kompaktosa)

VTA - KShtmine katend

DRD - Dorsaalne raph¢ (dors.)

DRV - Dors. raphé (ventr.)

DRL — Dors. raph¢ (lat.)

PDR - Postero-dors. raphé

MR - Mediaanne raphé

PAG - Ajuveejuhaiimbrine hallaine
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Katseprotseduuri Kirjeldus

Ajud kiilmutati kohe pérast eemaldamist isopentaanis kuival jéél ning sdilitati —80 °C
juures kuni 16igati kriio-mikrotoomil 50 uM paksusteks 16ikudeks -20 °C juures ning 16igud
sdilitati kuni reaktsiooni lébi viimiseni. Reaktsiooni 1dbi viimise protseduuriks kasutati
minimaalsete muudatustega Gonzalez-Lima (1998) kirjeldatud protokolli. Kiilmutatud
ajuldigud fikseeriti 5 minuti jooksul 0,125% glutaaraldehiiiidi lahuses kiilmas puhvris (4 °C).
Seejirel pesti 16igud neli korda (5 minutit kord) 10% sahharoosi sisaldusega puhverlahuses
toatemperatuuril. Et mérgistamise intensiivsust suurendada preinkubeeriti 16igud 10-ks
minutiks 0,0275% koobaltkloriidi ja 0,5% dimetiitilsulfoksiidiga 0,05M Tris puhvris 10%
sahharoosi sisaldusega (pH 7,4). Metalliioonid eelmisest sammust eemaldati 5-minutilise
pesuga puhverlahuses. Seejérel hoiti ajuldike tund aega inkubatsioonilahuses, mis koosnes
0,05% diaminobensidiinist, 0,0075% tsiitokroom c-st, 5% sahharoosist, 0,002% katalaasist ja
0,25% DMSO-st naatriumfosfaadi puhvris. Mittespetsiifilise autooksiidatsiooni valtimiseks
viidi reaktsioon 1dbi pimedas, 37 °C juures. Reaktsioon peatati pannes 18igud 30-ks minutiks
3,5% formaliini ja 10% sahharoosi sisaldusega fosfaatpuhvrisse. Ajuldigud dehiidreeriti

etanoolis, puhastati ksiileenis ning kaeti katteklaasiga.

Ajuldikude preparaadid pildistati iihesuguste valgustingimuste juures mikroskoobi
kiiljes oleva kaamera abil. Pildianaliiiis viidi 1dbi kasutades Image J vabavara. Optilist
tihedust moddeti 58-st ajupiirkonnast kasutades hiire aju atlast (Franklin & Paxinos, 2007).
Iga looma iga ajupiirkonna kohta tehti kolm mddtmist ning statistilistes analiiiisis oli
kasutusel kolme modtmise keskmine. Iga looma iga piirkonna puhul mdddeti piirkonna

optiline tihedus juhuslikult paremast voi vasakust poolkerast.

Ensiitimi aktiivsus saadi mdddetud optilise tiheduse kaudu nii nagu on kirjeldatud
Matrov et al. (2020). Optilise tiheduse véartused teisendati ensiilimi aktiivsuseks kasutades
vilist standardiseerimist: igasse inkubatsioonindusse oli pandud ka aju homogenaat
spektrofotomeetriliselt moddetud ensiilimi aktiivsusega. Enstitimi aktiivsuse iihikuks on

pumol/min/g koe kohta.
Statistilised analiitisid

Andmeanaliitisiks viidi 1dbi 2x3 dispersioonanaliiiis. Statistilise olulisuse nivooks
valiti p < 0,05. Soltumatuteks muutujateks olid looma sugu ja genotiilip ning sdltuvaks
muutujaks COX aktiivsus. Efektisuuruse niitajana kasutati eeta ruutu (n?). Post-hoc testideks

viidi ldbi Fisher’i LSD test. Ajupiirkondade COX-i aktiivsuse korrelatsioone hinnati
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Pearson’i korrelatsioonikordajaga r. Korrelatsioonanaliiiisiks asendati puuduvad andmed
(5,6%) ning imputeerimisel voeti aluseks sugu, genotiiiip ja kdigi mdddetud ajupiirkondade
aktiivsus. Ajupiirkondadevaheliste korrelatsioonide esitamiseks gruppide 16ikes tehti 6

korrelatsioonimaatriksit. Vordlemiseks transformeeriti korrelatsioonid Fisher’i Z skaalale.

Tulemused
Dispersioonanaliiiisi tulemused néitasid soo peaefekti mitmes taalamuse piirkonnas

(PV, VL, LDDM, LDVL, MD, CM, Am/Amv, AVDM), raphé-tuumades (DRD, DRV, DRL,
PDR, MR), ajukoore (RSA, Cg/RS, FrA, DLO) aladel, hipokampuses (CA1, CA2, CA3,
DG), haistetuumas (AOL), mustolluses (SNr), habenula tuumades (MHb, LHb) ja kéhtmises
katendis (VTA) (vt Tabel 1). Genotiilibi peaefekt avaldus mustolluse (SNr ja SNc¢) tuumades,
kohtmises katendis (VTA), mammillaarkehades (MM/ML), ajuveejuhatimbrises hallaines
(PAG) ning raphé-tuumades (DRD).

Post-hoc testid (vt Tabel 1) nditasid emaste hiirte statistiliselt oluliselt korgemat COX
aktiivsuse taset vorreldes isaste ulukalleelsete (WT) hiirtega jargmistes piirkondades:
anterioorne haistetuum (AOL), retrospleniaalkorteks (RSG), hipokampus (CA1, CA2, CA3,
DG), kdhtmine katend ja dorsaalne raphé (DRD, DRV, DRL, PDR). Heterosiigootsetel
(HET) hiirtel ilmnes emastel kdrgem COX aktiivsus mitmetes taalamuse tuumades (VL, PV,
LDDM, LDVL, MD, CM, Am/Amv, AD, AVDM, AVVL), hipokampuses (CA1, CA2, CA3)
ja habenulas (MHb, LHb). KO-hiirtel avaldus emastel korgem COX aktiivsus
vookaaru/retrospleniaalkorteksi (Cg/RS) ja mustolluse (SNr) piirkonnas. Mitmes piirkonnas
ilmnes ka heterosiigootsetel hiirtel statistiliselt oluliselt madalam COX aktiivsuse tase
vorreldes KO-hiirtega. Emastel avaldus see mammillaarkehades (MM/ML), mustolluses
(SNr, SNc), kohtmises katendis (VTA) ja ajuveejuhaiimbrises hallaines (PAG). Isastel
heterosiigootsetel hiirtel oli statistiliselt usaldusvairselt madalam COX aktiivsuse tase knock-
out hiirtest hipokampuses (CA2), mustolluses (SNc¢), raphé-tuumades (DRD, DRV, DRL,
MR). Ulukalleelsete hiirtel tuli statistiliselt oluliselt madalam COX aktiivsus vélja raphé-
tuumades (DRD, DRV, DRL). Emastel heterosiigootsetel hiirtel oli statistiliselt oluliselt
madalam COX aktiivsus vorreldes ulukalleelsete hiirtega mustolluses (SNr, SNc) ja

kohtmises katendis.



Tabel 1
Ajupiirkondade COX aktiivsuse keskmised, standardvead ning ANOVA tulemused

Piirkond Keskmine = SE ~ Keskmine £+ SE =~ Keskmine = SE =~ Keskmine £+ SE =~ Keskmine = SE ~ Keskmine = SE ANOVA tulemus
(pmol/min/g) (pmol/min/g) (pmol/min/g) (pmol/min/g) (pmol/min/g) (pmol/min/g)
WT/emased HET/emased KO/emased WT/isased HET/isased KO/isased
AOD 295+ 16 293 + 15 286 +9 254+ 18 272+ 14 284+ 12
AOM 288 £16 285+ 14 281+9 245 +£18 265+ 13 280+ 13
AOV 287+ 17 280+ 15 276+9 247 £ 19 264 £ 16 272 +£11
AOL 311+16 * 303+ 16 3009 263 + 18 283+ 16 290 £ 10 Fs (1,72) = 4,226, p = 0,043; n?> = 0,054
MO 306 £ 15 299+ 16 284 +9 261 £18 278 £ 15 284 +£12
VO 309 £ 16 305+ 17 291+8 271 +17 283 £ 15 289+ 13
LO 333+17 329+ 16 318 +8 293 + 17 305+ 16 308 +£12 Fs (1,72) =3,727, p = 0,057; n>= 0,049
DLO 302+ 16 307+ 16 293+ 10 264+ 19 279 £ 16 265+9 Fs (1,72)=5,975,p=10,017; 1> = 0,076
FrA 318+ 17 316 £ 16 308+ 10 277+ 17 294 + 15, 296 £ 12 Fs (1,71) = 4,021, p = 0,049; n>= 0,053
M2 327+ 16 311+ 16 320+ 10 298 + 18 294 £ 14 31713
Al 30515 282+ 14 298 £11 272 £20 271+ 14 285+ 10
PrL 315+ 16 300 £ 17 306 £ 13 27919 27713 308 £13
M1 328+ 14 316+ 15 328+16 299 + 17 309+ 16 314+13
CGl1 306 £ 13 312+ 14 305+ 11 312+ 18 267 £11 323+ 16
CG2 292 £12 292 + 14 291 £12 294 £ 16 252 +10 303+ 15
Cg/RS 345+ 16 351 +18 380+20* 323 +20 31415 326+ 12 Fs (1,72) = 7,059, p = 0,010; n*>= 0,087
RSA 342 + 18 336+ 14 346 + 18 296 + 25 300+ 8 310 £21 Fs (1,61) =6,978, p=0,010; n>= 0,102
RSG 389+ 19 * 375+ 14 380+ 16 334 +25 340+ 10 350+19 Fs (1,61) = 8,418, p=0,005; n* = 0,120
GP 215+8 220+ 17 243 + 16 206 £ 13 204+ 7 215417
Lent 248 £10 229+ 11 254+ 13 235+ 16 229 +20 253+ 10

Pir 319+13 205+ 14 321+16 280+ 16 294 + 16 30313
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Piirkond Keskmine = SE ~ Keskmine £+ SE =~ Keskmine = SE =~ Keskmine £+ SE =~ Keskmine = SE ~ Keskmine = SE ANOVA tulemus

(pmol/min/g) (pmol/min/g) (pmol/min/g) (pmol/min/g) (pmol/min/g) (pmol/min/g)

WT/emased HET/emased KO/emased WT/isased HET/isased KO/isased
Ect 262 +£11 268 + 14 259+ 19 249 + 16 232+ 10 250+ 12
PH 304 £13 267+9 296 £29 28017 263+£9 299+ 16
VMH 343 £23 303+ 12 315+24 298 +23 287+ 13 280+ 13 Fs (1,61) =4,070, p = 0,048; n> = 0,060
MM/ML 383 +18 341+ 16# 399 +£20 337+24 339+ 17 391+ 19 Fg (2,59)=3,894, p =0,026; 1> = 0,112
DM 273+ 13 270+ 15 274 £17 269 + 13 247+9 282+ 18
Z1 366+ 13 345+ 14 371 +£28 361 £ 17 332+9 368 17
LPMR 358+ 14 372+15 375+11 331 +28 318+ 17 369 +£21 Fs (1,62) = 3,687, p = 0,059; n>= 0,053
VM 317+ 14 302+7 309+15 296 + 23 279 +£ 13 290 + 15
VL 304 +10 321+20* 336+13 286 +£22 269+9 310+ 13 Fs (1,68) = 5,728, p=10,019; n>= 0,073
VPL 294 £12 278+ 8 290 + 17 262 £21 259 + 18 269 + 14 Fs (1,61) = 3,856, p = 0,054; n>= 0,059
VPM 379+ 15 357+9 370 £20 346 £ 22 341+ 15 352+16
PV 290 £ 12 314 £ 18 ** 299+ 14 272 £20 254+ 10 295+ 13 Fs (1,68) =4,551, p=0,037; n>= 0,059
LDDM 374 +£12 401 £21 ** 408 + 14 356 +£27 320+11 378 £ 19 Fs (1,68) = 6,392, p = 0,014; n>=0,081
LDVL 340 £ 11 366 £ 21 * 368 +13 326 +26 303+9 345+ 16 Fs (1,68) = 5,147, p=0,026;n2>= 0,067
MD 334+ 11 365 £ 21 ** 352+12 315.7+23 297 +8 343+ 16 Fs (1,68) = 5,125, p=0,027; n*>= 0,065
CM 304+ 11 324 £19 * 311+ 14 280 £21 268 + 8 301 +12 Fs (1,68) = 5,016, p = 0,028; n*>= 0,066
Am/Amv 282 +10 30619 * 320+ 19 283 + 18 262+9 285+10 Fs (1,72) = 4,364, p = 0,040, n* = 0,054
AD 405 £ 15 441 £21 433 +26 415 +£27 379 +£21 400 £ 22
AVDM 377+ 13 411 +£23 * 411 +£25 379 £25 345+ 16 372+ 17 Fs (1,72) =4,277, p = 0,042; n*> = 0,054
AVVL 344 £ 11 383 £23 * 388 £24 353 +22 325+ 14 347+15 Fs (1,72) = 3,762, p = 0,056; n*> = 0,047
RE 296 £ 11 309+ 17 312+20 292 +£22 261 +£8 300+ 11
CAl 297 £ 13 ** 27813 * 296 +9 247 £17 240+ 10 269 £ 11 Fs (1,72) = 13,687, p <0,001; n* = 0,152
CA2 307 + 14 ** 290+ 13 * 3109 254 +19 244 £ 11 # 285 £14 Fs (1,72) = 12,635, p <0,001; n*= 0,140
CA3 355+201 335+ 16 * 36111 297 £21 281+ 13 311+ 14 Fs(1,72) =15.346,p < 0,001;n?= 0,170
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Piirkond Keskmine + SE Keskmine = SE =~ Keskmine + SE =~ Keskmine =+ SE =~ Keskmine + SE ~ Keskmine + SE ANOVA tulemus
(pmol/min/g) (pmol/min/g) (pmol/min/g) (pmol/min/g) (pmol/min/g) (pmol/min/g)
WT/emased HET/emased KO/emased WT/isased HET/isased KO/isased

DG 3744+ 18 * 352+ 16 381+7 324+ 21 316+ 14 344 £+ 16 Fs (1,72) =9,302, p=0,003,12= 0,110
MHb 296+ 11 3154 11 ** 303+ 7 272 +£20 266 + 15 286+ 12 Fs (1,62 )= 17,429, p=0,008; 2= 0,104
LHb 358+9 386 & 12 ** 375+ 17 338 +£21 334+ 15 351+ 14 Fs (1,62) =7,243,p=0,009; 2= 0,101
SNr 276 £ 8 232 + 9 #H@@ 306+ 12 * 248 +21 236+ 16 264 + 14 Fs (1,61)=4,298, p=0,042; n?> = 0,052

Fg (2,61)=17,162,p =0,002; n>= 0,173
SNc¢ 205+7 249 + 10 ##@@ 322413 264 +23 250 £ 17 # 295+ 13 Fg (2,61) = 8,664, p <0,001; 1> =0,209
VTA 264 +9 * 217 £ 9 ##H@@@ 283+ 16 225 +22 216+ 14 254+ 9 Fs (1,61)=4,398, p = 0,040, n* = 0,054

Fg (2,61)=17,178, p =0,002,12>= 0,175
DRD 312 + § *** 288 £18 308 £13 251+ 17 ### 253 £ 10 w4 316 £ 15 Fs (1,71)=6,278, p=0,015; 1> = 0,069

Fg (2,71)=4,231, p=0,018; 1*= 0,093

Fi (2,71) = 2,831, p = 0,066; n*> = 0,062
DRV 341 +£9 * 326+ 20 337+ 15 284 + 19 # 287 £ 12 # 341 + 14 Fs (1,71)=5,557, p=0,021; 2= 0,066
DRL 325+ 10 * 307+ 17 316 + 14 274 £18 # 277 £ 13 # 324 +16 Fs (1,71)=4,011, p=0,049; n?>= 0,049
PDR 383+ 13 * 369+ 22 372+ 17 330+23 327+ 17 373+ 16 Fs (1,71)=4,216, p = 0,044; 1?> = 0,053
MR 301+ 10 287 £ 21 300+ 17 256 £ 18 248 + 10 # 300+ 10 Fs (1,71) =4,257, p=0,043; 12> = 0,053
PAG 305+9 272 + 11 ### 328+ 15 276 £21 274+ 16 308 £ 14 Fg (2,61)=4,973,p=0,010,1>=0,134
Keskmine 316 £ 10 314+ 10 * 323 +12 288 + 11 279+ 11 305+11 Fs (1,72) = 8,968, p = 0,004; n>=0,110

Mirkus. Fs — soo peaefekt, Fg — genotiilibi peaefekt, Fi — soo ja genotiiiibi interaktsioon. *erinevus isastest; # HET/WT erinevus KO-st; @ HET
erinevus WT-st. Uks mirk — p < 0,05; kaks mérki — p < 0,01; kolm mirki — p < 0,005



Piirkondadevaheline funktsionaalne ithenduvus

Emastel KO-loomadel (Joonis 1c), erinevalt WT-hiirtest (Joonis 1a), korreleerub
hipokampuse CA1-CA3 piirkondade (aga mitte hammaskééru) aktiivsus negatiivselt
habenulaga (nt. CA1 ala ja lateraalse habenula korrelatsioonid -0,53 vs 0,16, p<0,05). CA1 ja
CA2 piirkondade aktiivsuse ndrk positiivne korrelatsioon taalamuse tuumade aktiivsusega
on Tph?2 viljaliilitamise toimel asendunud negatiivsega. Ulukalleelsete loomade mdddukad
positiivsed korrelatsioonid vookééru ja teiste ajupiirkondade aktiivsuse vahel on KO-
loomadel asendunud viga norkadega, retrospleniaalse koore, zona inserta, hipokampuse ja
habenula korral KO-loomadel korrelatsioonid vookédaruga negatiivsed (nt. lateraalse habenula
ja vookadru korrelatsioonid 0,60 vs -0,07, p<<0,05). Ulukallelsete emaste loomade ventraalse
posteromediaalse taalamuse (VPM) valdavalt negatiivsed korrelatsioonid teiste

ajupiirkondadega on KO-loomadel asendunud peamiselt moddukalt positiivsetega.

Emaste heterosiigootsete (Joonis 1b) loomade ajupiirkondade vaheline seosemuster on
vaga sarnane ulukalleelsete emaste seostele (Joonis 1a). WT-loomade ndrgad
negatiivsed korrelatsioonid ventraalse posteromediaalse taalamuse ja iilejaéanud
ajupiirkondade, eelkdige frontaal-alade ja taalamuse, vahel on heterosiigootidel asendunud
enamasti nullilihedase seosega. Ulukallelsetel emastel loomadel on lateraalse entorinaalkoore
seosed teiste frontaalpiirkondadega vdga ndrgad, heterosiigootidel mdoddukad. Ulukalleelsetel
loomadel korreleerub ektorinaalkoore aktiivsus frontaalalade ja taalamusega paremini kui
heterosiigootidel. Ulukalleelsetel emastel hiirtel on raphé-tuumade seosed hipokampusega
tugevamad kui heterosiigootidel (nt. CA3 korrelatsioon mediaanse raphéga 0,66 vs -0,02,
p=0,05). Ventraalse taalamuse tuumade seos haistetuumade ja frontaalkoorega on

ulukalleelsetel loomadel norgem kui heterostigootsetel.

Heterostigootsete emaste (Joonis 1b) ventraalse posteromediaalse taalamuse ja
ektorinaalkoore viga ndrgad korrelatsioonid frontaalalade ja taalamusega on tdielikult
valjaliilitatud 7ph2 emastel (Joonis 1c¢) moddukalt positiivsed. KO-loomadel leitud
negatiivseid seosed hipokampuse/habenula ja mitmete vookaéru ja taalamuse osadega
heterosiigootidel ei esine, samuti ei ole heterosiigootidel tugevalt negatiivseid seoseid
habenula ja hipokampuse vahel (nt CA1 ja lateraalse habenula korrelatsioon -0,53 vs 0,23,

p=0,04).

Erinevalt ulukalleelsete isaste (Joonis 1d) ajupiirkondade aktiivsuse mdodukatest-

tugevatest positiivsetest seostes, ilmes tdielikult inaktiveeritud 7ph2 korral isastel hiirtel
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(Joonis 1f) mitmeid negatiivse korrelatsiooniga klastreid. Taalamuse piirkondade aktiivsus
seostus negatiivselt haistetuumade, frontaalpiirkondade ja raphé-tuumade aktiivsusega (nt
dorsaalse raphé dorsaalse alaosa seos paraventrikulaarse taalamusega -0,23 vs 0,57, p<0,03).
Habenula aktiivsus korreleerub KO-loomadel negatiivselt haistetuumade ja frontaalkoor
alade aktiivsusega. Globus palliduse puhul on KOloomadel nidha negatiivseid korrelatsioone
mitmete ajupiirkondadega taalamuses, hipokampuses, habenulas, samuti raphé-tuumadega
(nt. globus palliduse ja lateraalse habenula korrelatsioon KO-loomadel -0,61, WT-loomadel
0,38, p<0,01)

Erinevalt ulukalleelsetest isastest (Joonis 1d) loomadest, kelle ajupiirkondade
aktiivsustevahelised korrelatsioonid olid kdik mdddukalt-tugevalt positiivsed, on
ithe Tph?2 alleeli inaktiveerimisega isastel hiirtel (Joonis 1e) negatiivseid korrelatsioone
insulaarkoore ja globus palliduse ja mammilaarkehade ning tilejadnud ajupiirkondade,
eelkdige taalamuse, hipokampuse ja habenula) vahel (nt. globus palliduse ja lateraalse
habenula korrelatsioon -0,76 vs 0,38, p<0,005). Erinevalt ulukalleelsetest loomadest ilmneb
heterosiigootsetel isastel hiirtel hipokampuse ja habenula ndrk negatiivne korrelatsioon
haistetuumade/frontaalpiirkondade aktiivsusega. Keskaju/ajutiive tuumade (raphé-tuumad,
mustollus, kdhtmine katend, ajuveejuhaiimbrine hallaine) aktiivsus on ulukalleelsetel
loomadel teiste ajupiirkondadega mdddukalt-tugevalt korreleeritud, heterosiigootsetel isastel
ilmnevad negatiivsed korrelatsioonid nende piirkondade ja hiipotaalamuse, taalamuse,
hipokampuse ja habenula aktiivsusega (nt. kOhtmise katendi ja lateraalse habenula

korrelatsioon 0,66 vs -0,26, p<0,01).

Taieliku Tph2 inaktivatsiooni korral (Joonis 1f) isastel hiirtel ilmneb enam
negatiivseid korrelatsioone frontaalpiirkondadega seoses, heterosiigootsetel isastel (Joonis 1e)
enam negatiivseid korrelatsioone keskaju/ajutiivepiirkondadega. Erinevalt heterostigootidest
on KO-isastel negatiivsed seosed taalamuse tuumade ja haistetuumade-frontaalpiirkondade
aktiivsuse vahel. Heterosiigoodid ja KO-hiired sarnanevad habenula aktiivsuse negatiivsete
korrelatsioonide poolest haistetuumade ja frontaalpiirkondadega, erinevus genotiitipide vahel
ilmneb keskajus/ajutiives, sealsed tuumad korreleeruvad heterosiigootidel habenulaga
negatiivselt. Keskaju/ajutiive negatiivsed korrelatsioonid taalamuse ja hipokampuse esinevad

peamiselt heterosiigootidel.
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Joonis 1

Ajupiirkondade COX aktiivsuse korrelatsioonimaatriks emastel WT (a), HET (b), KO (c) ning
isastel WT (d), HET (e) ja KO (f) hiirtel.

Emased TPH2 WT
(a) :...:. : ;

TN NI




LPMR, Lat. post. taalamus (med. rostr.)
VM. Ve

taalamus.
VL, Ventrolat. taalamus

r=1

r=1

r=0

r=-1
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Ect, Ektorinaalkorteks

PH, Post. hipotaalamuscala

'VMH, Ventromed. hiipotaalamus

MM/ML., Mammillaarkchad

DM. Dorsomed. hipotaalamus
71, Zona incerta r=0

LPMR, Lat. post. taalamus (med. rostr.)
r=-1

InaledTPHZKO
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Agressiivsuse ndrviringe kirjeldus

Kuna 7ph2 KO-loomadel on kalduvus agressiivsuseks, siis vaatlesime agressiivsuse
nérviringet 1dhemalt. Agressiivsuse neurobioloogia on kompleksne, kuid paljud autorid on
iiksmeelel, et mitmed piirkonnad nagu haistetuumad, piriformkoor, ventromediaalne
hiipotaalamus, hipokampus, habenula, kdhtmine katend, dorsaalne raphé,
orbitaalne/mediaalne prefrontaalkoor, ajuveejuhatimbrine hallaine vdiksid olla sellest
nérviringest osa ning seetdttu valisime need ka oma ringesse (Di Giovanni et al., 2010;
Gouveia & Ibrahim, 2022; Guthman & Falkner, 2022; Ko, 2017; Nelson & Trainor, 2007;
Pierucci et al., 2014; Wei et al., 2021). Agressiivsusega seotud narviringe ajupiirkondade
funktsionaalse ihenduvuse soltuvus genotiiiibist ning soost on esitatud Joonisel 2 ja Tabelis
2. Emastel (Joonis 2a) ja isastel (Joonis 2b) hiirtel jdévad genotiiiibist sdltumatult tugevalt
positiivseks korrelatsioonid VTA ja PAG-i vahel ning eesmiste haistetuumade ja
piriformkoore vahel. Samuti ei tundu mdddukad korrelatsioonid orbitaalse/mediaalse

prefrontaalkoore ja PAG-i vahel eriti 7ph2-e vélja liilitamisest mdjutatud olevat.

Emastel erinevad korrelatsioonid mdnede piirkondade funktsionaalsetes {ihenduvustes
isastest, milleks on WT-hiirtel dorsaalse raph¢, orbitaalse/mediaalse prefrontaalkoore ja
PAG-i ithenduvus VMH-ga, kusjuures PAG-i ja VMH funktsionaalne ithenduvus isastel WT-
hiirtel on tugevalt positiivne (r = 0,76), kuid emastel on negatiivne (r =-0,16). Samuti on
habenula ja VTA funktsionaalne ithenduvus emastel WT-hiirtel erinev isaste omast, kus
isaste piirkondadevaheline tihenduvus on tugevalt positiivselt korreleeritud (r = 0,71) ning
emastel ndrgalt positiivselt korreleeritud (r = 0,17). VMH ja PAGi puhul oli KO-emaste hiirte
ithenduvus positiivselt korreleeritud, kuid WT-hiirtel ndrgalt negatiivselt korreleeritud (r = -

0,16).

Isastel hiirtel on VTA ja dorsaalse raph¢ tihenduvus habenulaga KO- ja HET-hiirtel
vihenenud vorreldes WT-hiirtega. Dorsaalse raph¢ ithendused VMH ja orbitaalse/mediaalse
prefrontaalkoore ning VMH iihenduvus orbitaalse/mediaalse prefrontaalkoorega ning
hipokampusega on samuti HET- ja KO- hiirtel vdhenenud vorreldes WT-hiirtega. VMH
ithenduvus on veel vihenenud PAG-ga KO-hiirtel vorreldes WT-hiirtega. Haistetuumade ja
piriformkoore vahel esineb KO-hiirtel oluline funktsionaalse tihenduvuse vihenemine

vorreldes HET-hiirtega.
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Joonis 2

Agressiivsusega seotud ajupiirkondade funktsionaalsed iihenduvused gruppide loikes (a)

emastel ja (b) isastel hiirtel

Emased

(a) Haistetuumad — so— Piriformkoor T———— Ventromediaalne Hipokampus

hiipotaalamus

Habenula /
"\‘ \ /
\ /
\ /
\
\

Dorsaalne raphe

& Aiuveeiuhaﬂmbrin‘e
/ hallaine
-/
:, /
)

\ =
=
/ =
K8htmine katend /

r<0,2

L — 0,25r0,4
HET ——— 0,4>r<0,6

0,62r=0,8 : .
KO — 0 5 Orbitaalne/mediaalne prefrontaalkoor

Isased

i =S ————
Vents diaal * L

hiipotaalamus

(b) Haistetuumad * Piriformkoor

Habenula

N
N
Ajuveejuhatimbrine
/ hallaine
—/
e o ‘f/
= |~ e

\ L]
‘I‘ / ot
Kohtmine katend / i

g
NT — r<0,2
— 0,2=r<0,4
HET ——0,4>r<0,6
0,65r<0,8

KO — 0,8 Orbitaalne/mediaalne prefrontaalkoor

Mairkus: Katkendjoon — negatiivne korrelatsioon; korrelatsioonide erinevused: * vs WT, # vs

HET, & vs isased



Tabel 2

Ajupiirkondadevahelised COX aktiivsuse korrelatsioonid agressiivsuse ringes
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Emased Emased Emased Isased Isased Isased
WT HET KO WT HET KO
. Besmised . 0 mkoor 0,64*  0,73* 0,66* 0,48 0,83* 0,24
haistetuumad vs.
Ventromediaalne . jeo W oor 0,26 021 0,29 0,50 0,30 0,18
hiipotaalamus vs.
Hipokampus 0,72* 0,46 0,34 0,92* 0,44 0,49
Dorsaalne raphé 0,08 0,39 0,16 0,86* -0,27 -0,09
Ajuvecjuhatimbrine 0,16 028 0,53 0,76* 0,29 -0,08
hallaine
Orbitaalne/mediaalne 0.17 0,24 0,49 0.85* 0.27 0,04
prefronaalkoor
Habenula vs. Kohtmine katend 0,17 0,22 -0,17 0,71%* -0,14 0,12
Dorsaalne raphé
0,24 0,41 0,26 0,66* -0,36 0,31
. Dorsaalne raphé
Kohtmine katend vs. 0,28 0,49 0,29 0,63* 0,47 0,35
Ajuvecjuhaiimbrine 0,85  0,82* 0090*  0,85%* 0,75  0,77*
hallaine
Orbitaalne/mediaalne 1y 1o ohe 0,63* 046 031 0,86* 0,47 0,48
prefronaalkoor vs.
Ajuvecjuhaiimbrine 0,51 048 0,56 0,72 0,51 0,38
hallaine

* p<0,05

Dorsaalse raphé ithenduvus projektsioonialadega

Dorsaalse raphé metaboolse aktiivsuse dispersioonanaliiiisi soo ja genotiiiibi

interaktsiooniefekt oli statistilise olulisuse poolest {isna piiripealne (p = 0,066), siis otsustati

lahemalt uurida selle piirkonna aktiivsuse korrelatsioone projektsioonialade aktiivsusega

(vaata Tabel 3). Samuti on dorsaalne raphé serotonergilistest iilenevatest tuumadest kdige

olulisem ning saadab ulatuslikke projektsioone eesajusse.

Isastel ilmnes mitmes piirkonnas HET-hiirte ajupiirkondade korrelatsioonide erinevus
WT-hiirtest. Raph¢ ja frontaalkoore (r = 0,25 vs r = 0,86), globus palliduse (r = 0,03 vs r =
0,75), taalamuse tuumade (r = 0,06 vs r = 0,69) hipokampuse (r = -0,03 vs r = 0,84), habenula
(r=-0,36 vs r = 0,66) ja koigi piirkondade keskmise ihenduvus (r = 0,36 vs r = 0,66) oli
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nendel gruppidel erinev. KO-hiirtel oli hipokampuse (r = 0,41 vs r = 0,84), taalamuse
tuumade (r= 0,18 vs r = 0,69) ja globus pallidus-e (r =-0,16 vs r = 0,75) tihenduvus

dorsaalse raphé-ga viiksem vorreldes WT-hiirtega.

Emastel ja isastel hiirtel olid erinevused raphé-tuumade iihenduvuses vookéédruga (r =
0,13 vs r=0,70), globus palliduse (r = 0,004 vs r = 0,75), hipokampusega (r= 0,37 vs r =
0,84) WT-hiirtel, kus emastel oli nende piirkondade iihenduvus raphé-tuumadega vdiksem
ning habenulaga HET-hiirtel, kus emastel oli korrelatsioon dorsaalse raphé-ga positiivne (r =

0,41), kuid isastel negatiivne (r = - 0,36).

Tabel 3

Dorsaalse raphé COX aktiivsuse korrelatsioonid teiste ajupiirkondadega

Dorsaalne raphé vs. Genotiilip Isased Emased
WT 0,81** 0,54*
Eesmised haistetuumad HET 0,39 0,51*
KO 0,47 0,17
WT 0,86** 0,62*
Frontaalkoor HET 0,25 0,49
KO 0,49 0,44
WT 0.70* 0.13
Vookadr HET 0,27 0,38
KO 0,41 0,43
WT 0,75** 0,004
Globus pallidus HET 0,03 0,59*
KO -0.16 0,56
WT 0,38 -0,12
Entorinaalkoor (lat.) HET 0,46 0,47
KO 0,13 0,52
WT 0,69* 0,33
Taalamuse tuumad HET 0,06 0,56*
KO 0,18 0,70*
WT 0,84** 0.37
Hipokampus HET -0,03 0,14
KO 0,41 0,09
WT 0,66* 0,24
Habenula HET -0.36 0.41
KO 0,12 0,26
WT 0,60* 0,37
Mustollus HET 0,51 0,61%*
KO 0,27 0,26
WT 0,63* 0,28
Kohtmine katend HET 0,47 0,49
KO 0,36 0,30
WT 0,85%** 0,54*
Keskmine (58 piirkonda) HET 0,36 0,69**
KO 0,53 0,69*

* p<0,05; ** p<0,005; korrelatsioonide erinevused: rasvane kiri — vs WT (p<0,05),
allajoonitud - erinevus sooti (p<0,05).



Arutelu ja jareldused

TPH2 defitisiiti ja iilejddki on seostatud mitmete psiitihikahdiretega ning see
ensiilim on lootustandev sihtmérk mitmete hdirete ravis, nagu niiteks depressioon, drevus
ja patoloogiline agressiivsus (Kulikova & Kulikov, 2019). Ajupiirkondade piisiaktiivsuse
kaardistamine COX histokeemia meetodil serotoniinidefitsiitsetel hiirtel annab teadmise,
millistes ajupiirkondades serotoniini defitsiidi korral muutused toimuvad, ning sellest
ldhtuvalt on vdimalik edasi uurida TPH2-e ning {ildisemalt serotoniinisiisteemi rolli aju
t00s ning erinevates héiretes. Kédesolevas uuringus moddeti COX histokeemia meetodil 58
ajupiirkonna aktiivsust emastel ning isastel hiirtel, et vélja selgitada erinevate

ajupiirkondade pikaajaline energeetiline aktiivsust ning funktsionaalne tihenduvus.

COX aktiivsuse erinevusi nii soo kui genotiiiibi alusel leidus rohkem kaudaalsetes,
evolutsiooniliselt vanemates piirkondades. Emastel ulukalleelsetel hiirtel oli
heterosiigootsete hiirtega vorreldes korgem COX aktiivsus mustolluses ja kdhtmises
katendis. Heterosiigootsetel emastel oli madalam COX aktiivsus vorreldes KO-hiirtega
mustolluses, kdhtmises katendis (VTA) ja ajuveejuhalimbrises hallaines (PAG). Isastel
heterosiigootidel on viiksem COX aktiivsus vorreldes knock-out hiirtega CA2, SNc ja
dorsaalse raph¢ tuumades. VTA-sse ning mustollusesse saabub serotonergiline
innervatsioon raph¢é tuumadest (Di Giovanni et al., 2010). Ajuveejuhaiimbrise hallaine
ning kdhtmise katendi suurem aktiivsus null-alleelsetel hiirtel 1dheb hésti kokku nende
hiirte suurema agressiivsusega. Molemat ajupiirkonda peetakse oluliseks osaks
agressiivsuse narviringetest. Néiteks leidsid Frye jt. (2014), et VTA toimimine vahendab
emastel hiirtel agressiivsust. SN projitseerub neostriaatumisse, limbilisse siisteemi ning
basaalganglionitesse, SN aktiivsuse regulatsiooni kaudu osaleb serotoniin motoorsete
funktsioonide ja motivatsiooni regulatsioonis (Moukhles et al., 1997). Mustollusesse ja
juttkehasse saabuv serotonergiline innervatsiooni on inhibeeriv (Cragg et al., 2002), seega
voib oletada, et serotoniini puudumisel on KO-hiirtel aktiivsus mustolluse piirkonnas
suurem. Suurenenud dopamiini vabanemist eesajus seostatakse agressiivse kditumisega

(Siever, 2008).

Ajupiirkondade korrelatsioonide pohjal VMH ja PAG-i ithenduvus suureneb geeni
vdlja lillitamisega, muutudes norgast negatiivsest korrelatsioonist emastel WT-loomadel
mdddukalt positiivseks KO-1, see nditab transgeensetel loomadel hiipotalaamilise

regulatsiooni muutust ajutiive kditumist vallandavale piirkonnale (PAG). Emastel
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heterosiigootsetel hiirtel on ulukalleelsetega vorreldes globus palliduse ja dorsaalse raphé
ithenduvus oluliselt suurem, samas korrelatsioonikordaja alusel on heterosiigoodid véga

sarnased KO-hiirtele.

Raphé funktsionaalsest iihenduvusest teiste ajupiirkondadega niib, et emased on
isastega vorreldes oluliselt vihem mdjutatud geeni vilja liilitamisest, isastel puhul on kodige
suuremad erinevused iihenduvuses WT- ja HET-hiirte vahel. Isastel heterosiigootsetel
hiirtel on ajupiirkondadevaheliste korrelatsioonide pdhjal haistetuumade ja piriformkoore
ithenduvus ulukalleelsete hiirtega vorreldes suurem. Haistetuumad on nériliste jaoks véga
olulisel kohal info to6tlemisel, kuna haistmine méngib olulist rolli kiskjate, jérglaste ja
liigikaaslaste tuvastamises, emotsionaalsete vastuste, kaasa arvatud agressiivsuse,
algatamises (Ashwell, 2012). Haistetuumadest jouab info ithena mitmest sisendist
piriformkoorde ja sisend muudest struktuuridest, nditeks serotonergilistest jatketest

dorsaalses raphés reguleerib haistetuumade aktiivsust (Ashwell, 2012).

VMH iihenduvus hipokampusega, orbitaalse/mediaalse prefrontaalkoore ja
dorsaalse raphéga on tugevam ulukalleelsetel isastel hiirtel vorreldes nii heterostigootidega
kui ka KO-loomadega. Ventromediaalselt hiipotaalamust on seostatud agressiivsuse ja
kaitsereaktsioonidega mitmete eri kontekstis, mis viitab hiipotaalamuse olulisele rollile
emotsionaalsete seisundite viljendamises (Kunwar et al., 2015). Optogeneetiline VMH
neuronite stimuleerimine viib isased hiired nii emaste, isaste kui ka eluta olendite
riindamiseni (Lin et al., 2011) Nii voib ka VMH funktsionaalse {ihenduvuse vihenemine
erinevate piirkondadega selgitada nende hiirte agressiivse kditumise muutusi. Matrov et al.
(2019) analiiiisisid oma t60s neljas erinevas drevuse ning meeleoluhdirete geneetilises
mudelis ajupiirkondade okstidatiivset metabolismi hiirtel ning ka nende t66s kerkis esile
VMH, mis oli iiks piirkondadest, millel oli suurim panus depressioonimudelisse

klassifitseerimisel mudelitetleselt.

Habenula ja dorsaalse raphé ning kdhtmise katendi iihenduvus ning dorsaalse raphé
ja orbitaalse/mediaalse prefrontaalkoore tihenduvus on viiksem nii KO-hiirtel kui
heterosiigootidel vorreldes ulukalleelsete hiirtega. Habenula ning dorsaalne raphé on
anatoomiliselt tithedalt seotud ning nende omavahelised ihendused mojutavad
kognitsiooni, tasu, valu, une ja 60péevariitmidega seotud aspekte (Zhao et al., 2015).
Habenula piirkonnad méngivad vdtmerolli dorsaalse raphé serotonergiliste neuronite

aktiivsuse regulatsioonis ning, kuna habenulasse saabub ka limbilise siisteemi sisend,
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ithendab habenula mitmed teised ajupiirkonnad dorsaalse raphéga (Zhao et al., 2015).
Habenula reguleerib keskajust naalduvasse tuuma joudvat signaali, ja on seega aju
tasusiisteemi komponenet. Habenula osalus nii agressiivsuse kui ka tasu ringetes voib
seletada, miks agressiivsus voib olla rahuldustpakkuv ja sdltuvusttekitav (Gouveia et al.,
2022). Dorsaalse raphé metaboolse aktiivsuse korrelatsioonid globus palliduse, taalamuse
tuumade ja hipokampuse aktiivsusega olid KO-loomadel ja heterostiigootidel viiksemad
ulukalleelsete hiirtega vorreldes. Dorsaalsest raphést projitseeruvad ulatuslikud jétked
kesk- ja eesaju piirkondadesse, sh projektsioonid taalamuse tuumadesse, hipokampusesse

ja globus pallidusesse (Vertes, 1991).

Mitmed varasemad uuringud on kirjeldanud muutusi ajupiirkondade iihenduvuses
néiteks depressioonile haavatavuse ja stressile eksponeerimise loommudelites (Harro et al.,
2014). Uuring kinnitab, et 7ph2-e vélja liilitamine ei muuda astmeliselt COX aktiivsust, vaid
aktiivsus on KO-I kdige korgem, keskmine WT-1 ja madal HET-I. Selline diinaamika on
kooskdlas serotoniinisiisteemi neurokeemilise denervatsiooni katsete tulemustega - osaline 5-
HT nérvildpmete kahjustus tekitab kéitumises kvalitatiivselt teistsuguse efekti kui peaaegu
taielik kahjustus (Haidkind et al., 2004). Samalaadset fenomeni voib niha teise
monoamiinisiisteemi, noradrenergilise slisteemi eri ulatuses kahjustamisel (Harro et al.,
1999). Mitmed katsed on ndidanud, et virgatsaine peaaegu tédielikul puudumisel kujuneb
nérvisiisteemis vélja teistlaadne kompensatsioon kui virgatsaine taseme viahenemisel.

Voimalik, et see on geneetiliste heteroosiefektide ilmnemise aluseks.

Uks puuduolev vdi diisfunktsionaalne geen vdib mdjutada mitmeid arengulisi
protsesse 1dbi ontogeneesi ja esile kutsuda kompensatoorseid mehhanisme, seetdttu peab
hoolikalt 14bi motlema nende pdhjal saadud tulemuste tdlgendamise (Lesch, 2012). Kuna
on vilja toodud, et serotoniin on oluline neuronite arenguks (Whitaker-Azmitia et al.,
1996), siis ei tea me hetkel, milliste mehhanismide kaudu realiseerub 7ph?2 tiieliku voi
osalise puudumise moju aju energiametabolismile ja ajupiirkondadevahelisele koostddle,
ega ka seda, millisel arenguetapil see mdju avaldub. Tingimuslike (conditional) KO-
tehnikate kasutus voib aga aidata teisele neist kiisimustest vastata. Tingimusliku KO puhul
on voimalik huvipakkuv geen inaktiveerida koespetsiifiliselt igal ajal ontogeneesi jooksul
(Lesch et al., 2012). Teiselt poolt imiteerib kasutatud meetod paremini individuaalset
arengut TPH2 koodiva geeni variatiivsuse alusel eriti heterosiigootide néol, kuna see mdju

toimubki ldbi kogu arengu.
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