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Neurotrofiin GDNF-i mdju dopamiini rakuviilisele tasemele erineva
uudistamiskiaitumisega rottidel

Kokkuvote

Kiesoleva t66 eesmirk oli uurida ndrvikasvufaktor GDNF-i mdju dopamiini rakuvélisele
tasemele erineva uudistamiskditumisega rottidel (n=21). Proovide kogumiseks juttkehast
kasutati in vivo mikrodialiilisi meetodit, kus proovid koguti 15-minutiliste vahedega.
Dopamiini rakuvilise taseme tdstmiseks tehti katses kaks mojutust, iiks KCI ning teine
amfetamiiniga. Dopamiini rakuviline tase proovides méirati elektrokeemilist detekteerimist
kasutades korgrohuvedelik-kromatograafiga. Tulemustest selgus, et GDNF avaldab

dopamiinisiisteemile mdju, kuid tdipne mehhanism vajab veel tdpsustamist.

Mirksonad: dopamiin, uudistamisaktiivsus, GDNF
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Neurotrophine GDNF effects on extracellular dopamine in rats with different

exploratory activity

Abstract

The aim of the current work was to explore the effect neurotrophine GDNF has on extracellular
dopamine levels in rats with different exploratory activity (n=21). The samples from striatum
were collected using in vivo microdialysis procedure, where samples were collected every 15-
minutes. KCI and amphetamine were used to stimulate dopamine release. The extracellular
dopamine levels in samples were analyzed using high performance liquid chromatography. The
results suggest that GDNF has an effect on dopamine system but the exact underlying

mechanism needs further clarification.

Keywords: dopamine, exploratory activity, GDNF
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Sissejuhatus

Uudistav kiitumine

Enne 1950 aastat ei podratud dppimise ning motivatsiooniteooriates uudistamiskéditumisele
erilist tdhelepanu ning peamisteks motivatsiooni allikateks peeti vajadusi nagu janu voi nélg.
Sellest ajast alates on aga uudistamiskditumist palju uuritud ning tiheks esimeseks selles
valdkonnas voib pidada Hebb’i (1955), kes rddkis pigem kiituvast (acting) kui reageerivast
(reacting) organismist, mis oli olnud tavaliseks traditsioonilistes Oppimise ning
motivatsiooniteooriates. (Nunnally & Lemond, 1974)

Uues keskkonnas kéditumine on mojutatud nii huvist avastada kui ka samaaegsest hirmust
potentsiaalselt ohtlike stiimulite ees ehk neofoobiast (Berlyne, 1950; Harro, 1993).
Uudistamiskéditumine vdimaldab koguda informatsiooni ning on oluline keskkonnas ellu
jadamiseks, kuna annab suuremad voimalused niiteks toidu ning vee ja varjupaiga leidmiseks
(Berlyne, 1950). Uudistamiskditumine koosneb kditumuslikest tegevustest ja poosidest, mis
voimaldavad koguda infot uute objektide kohta keskkonnas (Crusio & van Abeelen, 1986; File
& Hyde, 1978). Indiviididevahelisi erinevusi loomade kditumises on kasutatud kditumuslikes
fenotiitlibil pdhinevates mudelites, mis on andnud vdimaluse nditeks depressiooni, drevuse ning
soltuvuse uurimiseks (Harro, 2010; Pawlak jt., 2008). Uudistamiskditumine on ajas piisiv ning
uudistamisel pohinevaid nériliste kditumuslikke teste kasutatakse nditeks psiihhoaktiivsete
ravimite drevusega seotud mdjude uurimiseks (Landgraf & Wigger, 2002). Depressiooni
keskeks osaks peetakse negatiivset afekti ning vahenenud vdimet naudingut kogeda ja need
omadused ilmnevad passiivsetes toimetulekustrateegiates, mida hdlmab ka uudses keskkonnas
vihene uudistamiskditumine (Harro, 2010).

Rotid jagatakse korge uudistamisaktiivsusega (HE) ja madala uudistamisaktiivsusega (LE)
rottideks uudiskasti (exploration box) katse alusel. Uudiskast on metallist avar ala, kus {ihe
lihema kiilje kiilge on paigutatud viike eraldatud sektsioon ning avar ala on omakorda jagatud
kaheksaks vordse suurusega ruuduks. Nende ruutude sisse paigutatakse neli objekti, millest iiks
on varasemast tuttav ning teised kolm on uued. Mdddetakse nelja jalaga avatud alasse
sisenemise latentsust, {ileiildiselt avatud alasse sisenemise kordi, ruutude ldbimist,
tagajalgadele tdusmist, uute objektidega tutvumist ning aega, mis avatud ala avastamise peale
kulutatakse. Skoor, mille alusel loomad HE vdi LE gruppi jaotatakse tekib arvestades kokku
ruutude iiletamised, tagakdppadele tdusud ning objektidega tutvumised. (Otter jt., 1997)
Individuaalsed erinevused uutele stiimulitele reageerides on seotud mitmete neurokeemiliste
protsessidega nagu niiteks suurenenud dopamiini vabanemisega naalduvas tuumas (Hooks jt.,

1992). On leitud, et LE ja HE rotid niitavad piisivaid kéitumuslikke erinevusi ka paljudes
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teistes meeleoluhdirete uurimiseks kasutatavates kaitumuslikes testides, nditeks kasutavad LE
loomad rohkem passiivseid toimetulekustrateegiaid sundujumise testis (Alttoa jt., 2009, Millo
jt., 2007). Veel on leitud, et depressiivsusele viitava fenotiiiibiga rotid vdivad olla vihem
tundlikud antidepressantide neurokeemilistele mojudele juttkehas (O’Leary jt., 2016). Inimeste
puhul on leitud, et dopamiinil pShinevate siisteemide blokeerimine neuroleptikumidega toob
esile apaatse depressiivse seisundi (Wise, 1982). Nii madala kui kdrge uudistamiskditumisega
rotid kui kaks ddrmust voivad olla tundlikud sotsiaalsele stressile samas kui keskmise

uudistamiskditumisega rotte on seostatud madalama stressitundlikkusega (Matrov jt., 2016).

Dopamiin

Dopamiin ehk DA on katehhoolamiinide perekonda kuuluv virgatsaine ja neurohormoon. Ajus
on DA-l mitmeid iilesandeid, millest tuntumad on seotud motivatsiooni, motoorika, une,
tahelepanu, t60milu ning naudingute kujunemisega (Ikemoto & Panksepp, 1999; Jaber jt.,
1996).

Dopamiini seos meeleoluhiirete, néditeks depressiooniga on teada juba pikka aega (Brown &
Gershon, 1993). 1960ndatel avastati, et monoamiinide nagu noradrenaliini tdstmine ajus
vihendab depressiooni psiihholoogilisi siimptomeid (Coppen, 1967). Vaimalik, et esimesed
toendid dopamiini seosest depressiooniga tulid aastast 1985, kui uuriti depressioonis inimeste
seljaajuvedelikku ning leiti, et neil olid vihenenud dopamiini metaboliidi, homovanilliinhappe
(homovanillic acid’1) tase, mis andis mdista, et dopamiini taseme muutusel vdib olla roll
depressioonis (Roy jt., 1986). Monoamiinide tasemete tdstmine ajus mojutab depressiooniga
kaasnevaid siimptomeid ning enamik antidepressante pdhineb, kas serotonergiliste,
noradrenergiliste voi dopaminergiliste juhteteede mdjutamisel (D’Aquila jt., 2000; Elhwuegi,
2004).

Juba iile 50 aasta on teada dopamiini potentsiaalne roll sdltuvuses, mis sai algus sellest, kui
leiti, et rotid stimuleerivad ise korduvalt ja meeleldi teatud ajupiirkondi, mis sisaldavad
dopamiinineuroneid (Olds & Milner, 1954). Jargmine suur ldbimurre toimus, kui mikrodialiitisi
uuringud rottidel, leidsid, et ka teised ravimid peale stimulantide suurendavad dopamiini
vabanemist naalduvas tuumas (Di Chiara & Imperato, 1988). Praeguseks pdhineb suur osa
depressiooni ravimeid serotonergiliste juhteteede mojutamisel ning dopamiinil pakutakse
olevat keskne roll stimulantide sdltuvuses, mis toimivad otseselt 1dbi dopamiinisiisteemi ning
véike roll teiste ravimite nagu opiaatide voi kanepi sdltuvuses (Nutt jt., 2015).

Peamised dopaminergilised rakukehad ajus on mustollus, keskaju kdhtmise katendi (ventraalne
tegmentum) piirkond ning hiipotaalamuse tagumine osa. Neli peamist dopaminergilist rada ajus

on mesokortikolimbilisse siisteemi kuuluvad mesolimbiline ning mesokortikaalne rada,
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tuberoinfundibulaarne rada, mis saab alguse hiipotaalamusest ning nigrostriataalne rada, mis
ulatub mustollusest striaatumisse (Dailly jt., 2004).

Keskaju dopamiinisiisteem on véga stressitundlik, kuid see voib olla adaptiivne, kuna stressi
tingimustes saavad stressitekitavatest oludest péddsemiseks aktiveeruda uudistamis- ning
otsimiskditumised (Joseph jt., 2003). Uuringud on ndidanud dopamiinineuronite aktivatsiooni
vastusena uudsetele stiimulitele ka inimese keskajus (Bunzeck & Diizel, 2006).

Korge uudistamisaktiivsusega (HE) rottidel on mikrodialiiiisi katsetes leitud olevat kdrgem
rakuvilise dopamiini (DA) kogus nii baastasemel kui ka stimuleeritult ning ka suurem hulk D>
retseptoreid juttkehas (Alttoa jt., 2009; Millo jt., 2007). Uudistamiskditumises esineb suuri
indiviididevahelisi erinevusi ning need erinevused vdivad ennustada tundlikkust

pstihhoaktiivsete ravimite suhtes (Kabbaj, 2006).

GDNF

Narvivorgustike plastilisus, kasv, diferentseerumine ning areng on reguleeritud neurotroofiliste
ehk nérvikasvufaktorite poolt ning mitmete kesknérvisiisteemi héirete patogeneesis on teada
nende defitsiidi roll (Barde, 1990; Schmidt jt., 2008). Uheks sellistest faktoritest on
nirvikasvufaktor GDNF. Narvikasvufaktor GDNF (glial cell derived neurotrophic factor) on
proteiin, mis kuulub transformeeriva kasvufaktor-p superperekonda ning puhastati algselt roti
glioomi gliia rakuliini supernatandist kui embriioose keskaju dopamiini neuronite troofiline
faktor (Airaksinen & Saarma, 2002). Hiirte peal tehtud katsed on ndidanud, et GDNF-1 on ldbi
elu oluline roll nérvisiisteemi funktisooni tagamisel ning on ka andmeid GDNF-i rollist
kognitiivsete vdimete arengus (Zaman jt., 2003; Gerlai jt., 2001).

Oluline on ka GDNF-i ning neurotransmitterite koosmdju ning DA rolli GDNF-i toimes
toetavad mitmed toendid (Naumenko jt., 2013). GDNF soodustab dopaminergiliste neuronite
kasvu, morfoloogilist diferentseerumist ning ellujddmist néiteks neurotoksiinide kasutamise
puhul (Choi-Lundberg, 1997, Lin jt., 1993). Kuna GDNF piistab motoneuroneid in vivo ning
kaitseb dopamiinineuroneid Parksinsoni tdve loommudelites on GDNF-i kasutamisel
potentsiaal mitmete neurodegenratiivsete haiguste ravis (Airaksinen & Saarma, 2002). Lisaks
on GDNF-l ka tdhtsaid {ilesandeid véljaspool keskérvisiisteemi, kus ta reguleerib
algseemnerakkude diferentseerumist ning kditub kui morfogeen neerude arengus (Airaksinen
& Saarma, 2002). Cass (1996) niitas oma uuringus, et GDNF-i manustamine kaitses korduva
metaamfetamiini manustamisel DA vidhenemise eest juttkehas, samal ajal, kui serotoniini tase

oli GDNF-i manustamisest ainult minimaalselt kaitstud (Cass, 1996).
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GDNF-i on ka kasutatud neuropaatilise valu mudelites, kus ta aitab nii ennetada kui ka tagasi
poorata tekkinud korvalekalded ilma mdjutamata valuga seotud kditumist normaalsetel
loomadel (Boucher et al., 2000).

Teised nériliste peal tehtud uuringud on niiteks ndidanud, et narvikasvufaktor BDNF-i (brain-
derived neurotrophic factor) tase viheneb stressiga kokkupuutel depressiooniga seotud
ajupiirkondades (Duman, 2004). Neurotroofiliste faktorite avaldumine on stressi ning
depressiooni poolt mojutatud, kuid seda on vdimalik antidepressantide mojul pdorata, seega
voib neurotroofiliste faktorite iilesregulatsioon blokeerida stressi ja depressiooniga kaasneva
rakukaotuse ja atroofia ning sellega aidata kaasa antidepressantide toimele (Duman, 2004).
Oleme varasemalt leidnud, et GDNF suurendab madala uudistamisaktiivsusega rottide
uudistamisaktiivsust samal ajal, kui moju korge uudistamisaktiivsusega loomadele on peaaegu

olematu (avaldamata, 2020).

Too eesmark

Antud t66 eesmargiks oli uurida, kas erineva uudistamisk&itumisega rottide rakuvéline DA tase
erineb baastasemel ning stimuleeritult ning, kas nérvikasvufaktor GDNF-1 on mdju DA
rakuvilisele tasemele baastasemel ja stimuleeritult.

Seda teemat pole varem véga uuritud, kuid kuna GDNF soodustab dopaminergiliste neuronite
ellujdamist, siis oli to6 hiipoteesiks, et GDNF voiks suurendada madala uudistamisaktiivsusega
rottide DA rakuvilist taset.

T66 autori iilesandeks oli elektrokeemilist detekteerimist kasutades korgrohuvedelik-
kromatograafiga midrata DA kogus proovides ning seejérel kogutud andmete pohjal viia l1ébi

andmeanaliiiis ja tulemuste interpretatsioon.

Meetod

Katseloomad
Katses kasutati 21 isast rotti (vaata Tabel 1), keda hoiti standardsetesse puuridesse jaotatuna
reguleeritud dhutemperatuuri ning valgusega vivaariumis. Loomadele oli tagatud ligipéds

toidule ning veele. Katse lébiviimisel juhinduti Euroopa Noukogu juhistest.

Tabel 1. Katseloomade jaotumine gruppide 1dikes
GDNF kontroll
HE n=4 n=3
LE n=9 n=5
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Katseprotseduur

Korge (HE) ja madala (LE) uudistamiskditumisega gruppidesse mdiérati rotid uudiskasti
(exploration box) testiga (vaata joonis 1). Seejdrel jagati saadud grupid kaheks: kontrollgrupiks
(GFP) ning GDNF grupiks.

Koigi rottide puhul teostati stereotaktiline siistimine striaatumisse 10 pl Hamiltoni siistlaga
bilateraalselt 1 pl kiirusega 0,51/min (koordinaadid Paxinose ja Watsoni (1986) jargi: AP +0.7
mm, ML +3.0 mm bregmast ja DV -6.0 mm durast).

Katsegrupi puhul viidi GDNF ning kontrollgrupi puhul GFP geen viirus-vektoriga ajju ning
seejdrel lasti geenil 2 nidalat avalduda. Katsegrupi HE ning LE rottidele siistiti operatsiooni
kdigus adenoassotsieeritud viiruse 2. serotiiiibi vektorit (AAV2), mille kaudu kodeeritakse
glitast périt nérvikasvufaktor GDNF. Kontrollgrupi loomadele —siistiti  AAV2

kontrollviirusvektorit GFP, millel teadaolevalt puudub moju DA neuronitele.

puidust pulk klaasist pudel

[ |
varjatud C.
ala

|

| |

toidupala pappkarp

Joonis 1. Uudiskasti skeem. Loom asetatakse varjatud alasse ning seejérel loetakse korrad, mil
ta siseneb avatud alasse, ruutude iiletamised, objektide uudistamised ning tagakdppadele
tousud. Lisaks arvestatakse aeg, mille rott veedab I15-minutist avatud alas.
Uudistamiskéitumise skoor, mille alusel loomad gruppidesse jagatakse kujuneb arvestades

objektidega tutvumisi, ruutude iiletamisi ning tagakdppadele touse.

Mootmised

Dopamiini sisaldavate rakuvilise vedeliku proovide kogumiseks viidi 1dbi in vivo
mikrodialiilisi protseduur. Protsess on minimaalselt invasiivne. Mikrodialiilisile eelnevalt
paigutatati striaatumisse e. juttkehasse sond. Sond kinnitati kolju kiilge roostevabast terasest

kruvide ning hambatsemendiga. Peale sondi paigaldust anti rottidele umbes 24 tundi, et
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operatsioonist taastuda. Seejdrel ldbisid nad mikrodialiiisi protseduuri, kus koguti 15-
minutiliste vahedega 22 proovi iga roti kohta. DA rakuvilise taseme suurenemise esile
kutsumiseks voolutati 6.-7. proovi ajal Ringeri lahuses 14bi sondi KCI1 kontsentratsiooniga
50mM ning 14. proovi ajal siistiti amfetamiini 0,5mg/kg kohta. Dopamiini kogus proovides
médrati peale mikrodialiilisi protseduuri kdorgrohuvedelik-kromatograati (HPLC) abil
kasutades elektrokeemilist detekteerimist. HPLC meetod vdimaldab huvipakkuvaid molekule
tuvastada, nende kogust miérata ning neid puhastada. Meetod pdhineb printsiibil, et molekulid
mitte ainult ei lahustu vedelikes, vaid voivad edasi lahustuda voi interakteeruda tahkete ainete
pindadega. Kui vedelikus lahustunud molekul liigub mddda kolonni alla, kus olevate tahkete
osakestega ta interakteerub, siis liigub ta aeglasemalt kui lahus, sest veedab mdnda aega tahkes
aines lahustunud olles ning monda aega vedelas aines lahustunud olles. Kuna sellistel
molekulidel kulub kauem aega kolonni 1dbimiseks, kui neil, mis ei interakteeru tahke faasiga,

siis ilmuvad nad kolonni pdhjast hiljem. (Bird, 1989)

Tulemused

Statistiline analiiiis

Andmete analiiiisiks kasutati JASP 0.11.1 programmi, kus viidi 1dbi korduvmodtmiste
ANOVA. Viidi 1dbi nii gruppidevahelised kui ka ajalised vordlused. Soltumatuteks
muutujateks olid uudistamisaktiivsus ning vektor ehk, kas loom kuulus kontrollgruppi voi
katsegruppi. Statistiliselt oluliste tulemuste nivooks méddrati vaértus p<0,05. Andmeanaliiiisist
jdid vélja proovid 1 ja 2, kuna sellel ajal toimus masina kalibreerimine. Kuna loomal 19 olid
16.-18. proov puudu, mis on just amfetamiini moju aeg, siis amfetamiini mdju arvutamiseks
selle looma andmeid sisse ei voetud, kuid KCl mdju ja baastaseme arvutustesse voeti. DA
rakuvilise koguse baastase iga looma kohta arvutati 3.-5. proovi aritmeetilise keskmisena. DA
rakuvilise taseme koguse arvutamiseks baastasemega vorreldes tehti iga looma iga proovi
kohta protsentarvutus ((proov*100)/baastase). Katses tehti kaks mojutust DA rakuvilise
taseme muutuse stimuleerimiseks ning nende moju eraldi vaatamiseks poolitati andmed. KCI
mdju vaadati eraldi kasutades proovide 3-12 ning amfetamiini mdju vaadati kasutades proovide
13-22 andmeid. Kuna korduvmodtmiste ANOVA puhul oli sfddrilisuse eeldus rikutud, siis
kasutati tulemuste raporteerimiseks Greenhouse-Geisseri korrektsiooni. Efekti suuruse
nditajana kasutati oomega ruutu (®?). Baastasemete vordlemiseks HE/LE ja GDNF ja

kontrollgrupi vahel kasutati ANOVA-t.
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DA rakuviline kogus baastasemel

Baastasemel oli kontrollgrupil suurem rakuviline DA tase kui GDNF grupil (vaata Joonis 1).
See tulemus aga ei osutunud statistiliselt oluliseks F(1,17)=3,417, p=0,082, ®»*=0,113.
Uudistamisaktiivsusel puudus baastasemel DA rakuvilisele tasemele moju F(1,17)=0,025,
p=0,875, ©?>=0,000. See tdhendab, et DA vabanemine baastasemel ei erinenud madala ja kdrge
uudistamisaktiivsusega rottide 1dikes. Ka uudistamisaktiivsuse ning vektori koosmdju DA

rakuvilisele tasemele ei osutunud statistiliselt oluliseks F(1, 17)=0,016, p=0,902, ®*=0,000.

150 — uudistamisaktiivsus
O HE
e LE
=
w
Q
'a M
&
-50 -
[ |
GDNF GFP
vektor

Joonis 1. Dopamiini rakuviline tase baastasemel oli GDNF ning kontrollgrupi vahel erinev,
kuid ei saavutanud t60s valitud statistilise olulisuse nivood. Joonisel on esitatud gruppide
keskmised DA rakuvilised tasemed koos standardvigadega (M+-SEM)

Rakuviiline DA tase koigi proovide 10ikes
DA rakuviline tase oli proovide 16ikes ning ka vektorit ning uudistamiskitumist arvesse vottes
statistiliselt oluliselt erinev (vaata Tabel 2). Gruppidevahelisi erinevusi dopamiini rakuviélises

tasemes proovide 1dikes iseloomustab Joonis 2.

Tabel 2. DA rakuviline tase oli proovide 1dikes nii uudistamisaktiivsust kui ka vektorit arvesse

vOttes statistiliselt oluliselt erinev.

df F p ®?
proov 19 15,834 <0,001 0,297
proov*vektor 19 3,875 <0,001 0,076
proov*uudistamisaktiivsus 19 1,941 0,011 0,026

proov*vektor*uudistamisaktiivsus 19 2,638 <0,001 0,045
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Kbigi proovide 1dikes post-hoc teste ei raporteerita, kuna katses tehti 2 mdjutust, mida on

moistlik eraldi vaadata.

500 — katsegrupp
O GDNF/HE
® GDNF/LE

= O GFP/HE

& ®m GFP/LE

©

&

O_

T 1T 1 T T T T 1 T T 11
10111213141516171819202122

T T T 1
b67 809

proovi number

Joonis 2. DA kogus rakuvilises vedelikus gruppide 16ikes koos standardvigadega (M+-SEM).

Lisaks on joonisele mérgitud ka gruppide baastasemed (b).

DA rakuviiline tase baastaset arvestades koigi proovide 16ikes

Vaadates koigi proovide 1dikes rakuvilist DA taset baastaset arvesse vottes oli statistiliselt
oluline erinevus proovide vahel, kuid koosmdjusid vektori ega uudistamiskéitumisega ei olnud
(vaata Tabel 3). Gruppidevahelist DA rakuvélist taset proovide 15ikes baastaset arvesse vottes

1seloomustab Joonis 3.

Tabel 3. DA rakuviline tase baastaset arvesse vottes oli proovide 1dikes erinev, kuid puudusid

statistiliselt olulised interaktsioonid uudistamisaktiivsuse ning vektoriga.

df F p ?
proov 2,391 10,021 <0,001 0,270
proov*vektor 2,391 1,222 0,310 0,009
proov*uudistamisaktiivsus 2,391 1,016 0,383 0,001

proov*vektor*uudistamisaktiivsus 2,391 1,288 0,290 0,012
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katsegrupp

GDNF/HE
GDNF/LE
GFP/HE
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Joonis 3. DA rakuviline tase baastaset arvestades koigi proovide 1dikes koos standardvigadega

(M+-SEM). Lisaks on joonisele mirgitud ka gruppide baastasemed (b).

KCl1 méju DA rakuvilisele tasemele
Rakuviline DA tase oli KCI mdjutusel statistiliselt proovide 1dikes erinev, kuid statistiliselt

olulisi interaktsioone uudistamisaktiivsuse ning vektoriga ei esinenud (vaata Tabel 5).

Tabel 5. KCl mdjutusel oli DA rakuvéline tase proovide 1dikes erinev, kuid erinevused

gruppide vahel ei osutunud statistiliselt oluliseks.

df F p ?
proov 2,027 20.184 <0,001 0,374
proov*vektor 2,027 2,706 0,080 0,050
proov*uudistamisaktiivsus 2,027 2,450 0,100 0,043
proov*vektor*uudistamisaktiivsus 2,027 1,794 0,180 0,024

Bonferroni post-hoc testid niitasid, et GFP grupi madala ning korge uudistamisaktiivsusega
rottidel toimus statistiliselt oluline DA rakuvélise taseme tdus ning ka langus pérast
maksimaalse taseme (8. proov) saavutamist (p<0,05). GFP rottide rakuvélised tasemed olid 9.
prooviks saavutanud sama taseme, mis baastasemel, kuna puudusid statistiliselt olulised

erinevused baastaseme proovidega. Ka GDNF grupi HE loomadel toimus peaaegu statistiliselt
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oluline tdous (p=0,054), kuid langust mitte, aga viimaste proovide tasemed on vordsed
baastaseme proovidega. GDNF grupi LE loomade puhul ei toimunud proovide 13ikes
statistiliselt olulist DA rakuvilise taseme muutust. Gruppide erinevusi DA rakuvilises tasemes

1seloomustab Joonis 4.
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Joonis 4. DA rakuviline tase KCI mojul proovide 3-12 1dikes koos standardvigadega (M+-
SEM).

DA rakuviline tase KCI mdjul baastaset arvestades
DA rakuvilise taseme muutus baastasemest erines proovide ldikes, kuid statistiliselt olulisi

tulemusi uudistamisaktiivsust ning vektorit arvesse vottes ei olnud (vaata Tabel 6).

Tabel 6. DA rakuviline tase baastasemega vdorreldes KCl mojul. Proovide 1dikes oli DA
rakuviline tase baastaset arvestades statistiliselt oluliselt erinev, kuid puudusid koosmdjud

uudistamisaktiivsuse ning vektoriga.

df F p ®?
proov 1,369 13,195 <0,001 0,297
proov*vektor 1,369 0,594 0,499 0,000
proov*uudistamisaktiivsus 1,369 1,443 0,250 0,015
proov*vektor*uudistamisaktiivsus 1,369 0,642 0,478 0,000

Bonferroni post-hoc testide jérgi ei esinenud iihegi grupi ldikes statistiliselt olulist DA
rakuvilise taseme tdusu baastaset arvesse vottes. KCl moju DA rakuvilisele tasemele gruppide

ning proovide 10ikes baastaset arvesse vottes iseloomustab Joonis 5.
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Joonis 5. Gruppidevahelised erinevused DA rakuvilises tasemes baastaset arvestades KCl

mojutusel proovide 3-12 ldikes koos standardvigadega (M+-SEM).

Amfetamiini moju DA rakuviilisele tasemele
Amfetamiini mdjul muutus proovide 1dikes statistiliselt oluliselt rakuvélise DA tase ning ka
DA rakuvilise taseme ning vektori koosmoju osutus statistiliselt oluliseks, kuid puudusid

statistiliselt olulised koosmojud uudistamisaktiivsusega (vaata Tabel 7).

Tabel 7. DA rakuviline tase amfetamiini mojul. Statistiliselt olulised erinevused DA

rakuvilises tasemes esinesid proovide 16ikes vektori mojul.

df F p ?
proov 3,169 13,341 <0,001 0,197
proov*vektor 3,169 5,580 0,002 0,083
proov*uudistamisaktiivsus 3,169 2,228 0,092 0,024
proov*vektor*uudistamisaktiivsus 3,169 2,191 0,096 0,023

Bonferroni post-hoc teste vaadates selgus, et ainult GFP grupi HE loomadel toimus
amfetamiini mojul statistiliselt oluline rakuviélise DA taseme tdus alates 15. proovist
(vorrelduna 14. prooviga), mis saavutas kdrgpunkti 16. prooviks (p<0,05). Seejirel toimus
statistiliselt oluline langus (16.-17. proov) (p<0,05) ning 19. prooviks ei erinenud DA
rakuviline tase sellest, mis oli olnud enne amfetamiiniga stimuleerimist (13. proov). 22. proovi

ajal toimunud tdusu puhul on ilmselt tegu anomaaliaga. Teiste gruppide puhul ei toimunud
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proovide 1dikes amfetamiini mojul statistiliselt olulist muutust DA rakuvilises tasemes.
Proovide 1dikes ilmnenud gruppidevahelisi erinevusi amfetamiini mdjus DA rakuvélisele

tasemele iseloomustab Joonis 6.
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Joonis 6. Rakuviline DA tase amfetamiini mdjul gruppide 15ikes koos standardvigadega
(M+-SEM).

Amfetamiini moju DA rakuviilisele tasemele baastaset arvestades
Proovide 13ikes erines DA rakuvéline tase baastaset arvestades statistiliselt oluliselt ning
oluline oli ka koosmdju vektoriga (vaata Tabel 8). Uudistamisaktiivsusel DA rakuviélisele

tasemele baastaset arvestades statistiliselt olulist mdju ei olnud.

Tabel 8. Amfetamiini mdjul oli baastaset arvesse vottes DA rakuvéline tase vektori mojul

proovide 1dikes statistiliselt oluliselt erinev.

df F p ?
proov 2,913 13,887 <0,001 0,237
proov*vektor 2,913 3,317 0,028 0,053
proov*uudistamisaktiivsus 2,913 1,488 0,230 0,012
proov*vektor*uudistamisaktiivsus 2,913 1,538 0,217 0,013

Bonferroni post-hoc teste vaadates selgus, et GDNF grupi madala uudistamiskditumisega
rottide puhul algas DA rakuvilise taseme tous baastaset arvesse vottes 14. proovist, saavutas

statistilise olulisuse 17. prooviks (vorreldes 13. ning 14. prooviga) ning piisis kdrgemana 20.
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proovini (p<0,05). Proovide 21. ja 22. tasemed polnud statistiliselt erinevad tasemetest, mis
olid enne amfetamiini manustamist (13.—14. proov). GDNF grupi HE loomade puhul polnud
proovide ldikes vOimalik leida statistilisi erinevusi DA rakuvélises tasemes baastaset
arvestades. GFP grupi HE loomadel tdusis amfetamiini toimel DA tase baastaset arvestades
statistliselt oluliselt alates 15. proovist (vOrrelduna 13. prooviga) ja piisis kdorgemana 17.
proovini (p<0,05). Kdrgpunktiga (16. proov) vorreldes langes DA rakuviline tase baastaset
arvestades statistiliselt oluliselt alates 20. proovist (p<0,05) ning ei erinenud alates 18. proovist
statistiliselt oluliselt tasemest enne amfetamiini manustamist (13.-14. proov). GFP grupi LE
loomade puhul toimus baastaset arvesse vottes statistiliselt oluline DA rakuvilise taseme tous
15. proovi ajal (varreldes 13. prooviga) (p<0,05), kuid sellele jargnevate proovide puhul polnud
DA tase baastaset arvesse vottes statistiliselt oluliselt erinev tasemest enne amfetamiini
manustamist (13.- 14. proov). Amfetamiini mdju DA tasemele baastaset arvesse vottes

gruppide ning proovide 1dikes iseloomustab Joonis 7.
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Joonis 7. Amfetamiini mdju baastaset arvestades DA rakuvilisele tasemele gruppide 16ikes
koos standardvigadega (M+-SEM).

Arutelu

Antud t66 eesmirgiks oli uurida nirvikasvufaktori GDNF moju dopamiini rakuvilisele

tasemele ning, kuidas on sellega seotud rottide uudistamisaktiivsus.
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Baastaseme DA rakuviline tase polnud palju- ning vdheuudistavate rottide 10ikes statistiliselt
oluliselt erinev. See on iillatav tulemus, kuna varasemad uuringud on leidnud, et palju- ja
viheuudistavate rottide DA tasemed on oluliselt erinevad nii baastasemel kui ka amfetamiini
manustamisel (Alttoa jt., 2009; Millo jt., 2007). See tulemus vdis tuleneda vordlemisi vdiksest
valimist, mis suurendab vimalust, et tulemus saadi juhuslikult.

KCI puhul toimus DA rakuvilise taseme muutus gruppide ldikes GFP grupis sarnaselt ehk
stimuleerimise jargselt hakkas DA rakuviline tase suurenema ning saavutas samal ajal
korgpunkti (8. proov), peale mida toimus taseme langemine. GFP grupi palju-uudistavate
rottide DA tase rakuvilises vedelikus oli kdrgem kui viheuudistavate rottide oma. See tulemus
kinnitab varasemate uuringute leide, et HE rottide DA tasemed juttkehas on stimuleeritult
korgemad kui LE rottide DA tasemed (Alttoa jt., 2009; Miillo jt., 2007).

Kontrollgrupi korge uudistamisaktiivsusega rottide DA rakuviline tase stimuleeritult oli
iillatavalt korge vorreldes teiste gruppidega, ka GDNF grupi kdrge uudistamisaktiivsusega
rottidega vorreldes. Kui Alttoa jt. (2009) artiklis on korge uudistamisaktiivsusega rottide
maksimaalne DA rakuviline tase amfetamiini manustamisel juttkehas umbes 240 fmol/25 pl,
siis kdesolevas katses on DA rakuviline tase amfetamiini mdjul isegi peaaecgu 400 fmol/25 pul
kohta. Selline tulemus vodidi saada, kuna kontrollgrupi kdrge uudistamisaktiivsusega loomi oli
ainult 3. On vdimalik, et vdikse valimi tottu, kuhu olid sattunud vdga korge dopamiini
rakuvilise tasemega loomad, saadi selle grupi puhul korged keskmised dopamiini
rakuvilisesed tasemed juttkehas.

Korge uudistamisaktiivsusega GDNF ning ka kontrollgrupi DA rakuvilise taseme muutus
toimus amfetamiini mojul analoogselt KCI mdjutusel toimunud taseme muutusele. GDNF
grupi madala uudistamisaktiivsusega loomade puhul tundub aga amfetamiini mdjul DA
rakuvilise taseme tous hoopis rohkem ajas laiali jaotunud. Sellest jérelduvalt vdib teha oletuse,
et GDNF-i mdju voib avalduda hoopis DA rakuvilise taseme tdusu kestuse erinevuses mitte
tousu erinevuses. Voimalik, et GDNF moduleerib DA taset rakuvilises vedelikus madala
uudistamisaktiivsusega rottidel pikema aja jooksul. See ldheb kokku ka meie varem leitud
tulemustega, mille kohaselt suurendab GDNF madala uudistamisaktiivsusega rottide
uudistamisaktiivsust (avaldamata, 2020). Lisaks on varasemalt mikrodialiiiisi katsetes
koeproove analiiiisides leitud, et GDNF ei mdjuta DA tasemeid juttkehas, kuid mdjutab
sealseid DA metaboliitide tasemeid (Hebert et al., 1996; Soomets, 2019). Seega on GDNF-i
modju dopamiinisiisteemile olemas, kuid see vajab veel tipsustamist ning edasist uurimist.
Amfetamiini DA rakuvilise taseme tdusu stimuleeriv efekt toimub erinevalt KCl-st mdjutades
dopamiini transportergeeni (Jones et al., 1998) ning on vdimalik, et GDNF muudab transporteri

toimet, kuna KCI stimulatsiooni puhul sellist ajas laiali jaotunud efekti ei ilmnenud.
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Lisaks on ndha, et kontrollgrupi madala uudistamisaktiivsusega loomade DA rakuvilise taseme
tous on amfetamiini siisti jargselt algselt sarnane GDNF grupi LE loomadega, kuid seejarel
toimub kiire langus. See vOib olla mojutatud sellest, et amfetamiini manustamine toimub
slistimise teel ning igasugune sekkumine tdstab oma uudsuse tottu korraks DA taset. Tulevikus
oleks oluline uurida siisti enda mdju DA rakuvilisele tasemele erineva uudistamiskditumisega
rottide hulgas néiteks fiisioloogilise lahusega.

Kokkuvotvalt voib delda, et GDNF ilmselt mojutab dopamiini rakuvilist taset, kuid tdpne
mehhanism ning seos uudistamiskéitumisega vajab edasist uurimist ning tdpsustamist.

T66 puudustena voiks vilja tuua monevorra ebavdrdse gruppidesse jaotamise, mis vois t60
tulemusi mojutada. Nii nditeks oli kahe darmusena GDNF grupi madala uudistamisaktiivsusega
rottide hulgas 9 looma ning kontrollgrupi kdrge uudistamisaktiivsusega grupis 3 looma.
Teema edasine uurimine on oluline selleks, et selgitada vélja niarvikasvufaktor GDNF-i tdpsem
mdju uudistamiskditumisele. Edaspidi vdiks uurida ka KCI ning amfetamiini moju eraldi, kuna
on voimalus, et iiks stimuleerimine mojutab ka teise tulemusi. Lisaks oleks oluline edaspidistes

toddes korreleerida GDNF-1 mojul toimuvad kéitumuslikud ning biokeemilised muutused.
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