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Kassilohna tekitatud dérevuse mehhanismide
kéaitumuslik ja neurogeneetiline vurimus
nérilistel. Doktoriviitekirja kokkuvéte
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direvuse molekulaarsed mehhanismid, koletsistokiniinide osa drevuse regulatsioonis

Mitmesugused drevushdaired on véga levinud patoloogia, seotud suurenenud haigestumuse ja kulutustega
ravile. Ténapéeval kasutatakse drevushairete ravis peamiselt bensodiasepiine ning serotoniini tagasihaarde
inhibiitoreid. Neil ravimeil esineb ka olulisi kérvaltoimeid. Sageli ei ordineerita neid digetel naidustustel, ka
ravitulemused ei vasta tihti ootustele. Uute ja t6husamate ravimite siinteesimiseks on vaja uusi andmeid,
mis molekulaarsel tasemel selgitaksid Grevushéirete véljakujunemise mehhanisme.

Huvi drevuse mehhanismide vastu on seotud asja-
oluga, et drevushdired on rahvastikus laialt levinud
ning seotud suurenenud haigestumuse ja suremu-
sega, aga ka suurte majanduslike kulutustega. Kuni
25%-| inimestest esineb véhemalt korra elu jooksul
mingi Grevushdire episood (1, 2). Arevus on oma
olemuselt kill normaalne kogemus, kuid liigne ja
patoloogiline (s.o véimaliku dhvardava ohuolu-
korraga mitteseotud) &revus péhjustab tésiseid
kannatusi ning t66ga ja igapdevaeluga toimetuleku
hairumist (3). Ehkki érevuse ja teiste emotsioonide
mehhanisme on uvuritud aastakimneid, basee-
rub &revuse ravi ténapdeval péhiliselt siiski vaid
GABA, retseptorkompleksi afiinsust suurendavate
bensodiasepiinide ning serotoniini ja noradrenaliini
tagasihaarde inhibiitorite kasutamisel. Neil ravimitel
on aga olulisi kdrvaltoimeid ning suur védrkasutamise
risk. Sellest tingituna on téhtis selgitada uusi moleku-
laarseid sihtmdrke (toimekohti uutele ravimitele), mis
osalevad &revuse regulatsioonis. Selliseid uuringuid
on voimalik teha vaid katseloomadel, rakendades
asjakohaseid drevusemudeleid. Kindlasti on iheks
kaige spetsiifilisemaks ja liigiomasemaks mudeliks
ndrilistel kassildhna poolt esile kutsutud drevus (4).

Uurimuse pohieesmdérgid
T66 peamiseks eesmdargiks oligi selgitada uvusi
molekulaarseid sihtmérke @revuse regulatsioonis.

Arevuse esilekutsumiseks katseloomadel kasutati
kassildhna mudelit. Uuringu tdpsemad eesmérgid
olid jargmised:

1. Uurida tépsemalt koletsistokiniini (CCK) ja endo-
geensete opioidide interaktsiooni laborirottidel
kassildhna poolt pshjustatud drevuse mehhanismis,
sealhulgas muutusi morfiini vudistamisaktiivsust
suurendavas toimes. Suurem uvudistamisaktiivsus
peegeldab katseloomadel vihenenud édrevust ja
vastupidi.

2. Uurida kassilshna maju uudistamisaktiivsusele
ja CCK-opioidide interaktsioonile erineva &revus-
tasemega emastel hiirtel. Kassildhna méju vuriti
CCK, retseptori puudulikkusega hiirtel ja muutmata
genoomiga normaalsetel hiirtel. CCK, retseptori
puudulikkusega hiiri kasutati nende véhenenud
drevuse tottu.

3. Leida komplementaarse DNA (cDNA) dife-
rentsiaalanaliisi abil isaste Wistari liini rottide
mandelkehas kassildhna toimel suurenenud eks-
pressiooniga geene ja valida neist asjakohased
edasisteks uuringuteks. cDNA on pdérdtranskriptaasi
abil kipsest mRNA-st siinteesitud DNA, genoomse
DNAga vérreldes sisaldab ¢cDNA ainult RNAd
kodeerivaid alasid. Mandelkeha kasuks otsustati,
l&htudes varasemast informatsioonist selle rolli
kohta &revuse regulatsioonis ning samuti kdes-
oleva 166 esimeste katsete alusel, mis naitasid
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suurimaid muutusi stressiga (Grevusega) seotud
geeni - pro-opio-melanokortiini - ekspressioonis
just mandelkehas.

Katseloomad ja meetodid

Katseloomadeks olid isased Wistari liini rotid ning
emased 129Sv/C57BIl6 taustaga CCK, retseptori
puudulikkusega hiired ja viimaste ,metsikut tiipi”
pesakonnakaaslased (s.t hiired, kel CCK retseptor
on alles ja muud geenid tapselt samad, mis CCK,
puudulikul hiirel) (5).

Rotte eksponeeriti kiskjaldhnale, pannes kassi-
|5hnaga riidetiki puuri kattevérele, hiirte puhul pandi
riidetikk puuri Ghte nurka. Nii hiirtel kui ka rottidel
hinnati samuti ekspositsiooniaegseid uudistamis-
aktiivsuse parameetreid, mis peegeldavad &revust.

Ekspositsioonijéirgset drevust hinnati rottidel
tostetud null-puuri mudelis. Roti tdstetud null-puur
on pdrandast 50 cm kérgusel asuv 10 cm laiune
réngas, mis on jaotatud neljaks vérdseks sektoriks.
Kaks vastastikust sektorit on pistseintega, moo-
dustades “suletud 6lad”, ja nende vahele j&&vad
“avatud &lad”. ,Avatud élgadele” véljumiste arv
ja seal viibimise kestus peegeldavad katselooma
vudistamisaktiivsust. Rottidel hinnati ka morfiini
toimet vudistamisaktiivsusele, siistides morfiini kéhu-
d6nde parast ekspositsiooni kassildhnale, seejgrel
uuriti loomade motoorset kaitumist automatiseeritud
jdlgimissisteemi abil. Hiirtel hinnati kassilshnale
eksponeerimise jérgset drevust téstetud pluss-puuri
mudelis. Hiirte tastetud pluss-puur on pérandast
30 cm kérgusel asuv neljast taisnurga all asu-
vast "8last” 17,5 x 5 cm. Kaks vastastikku asuvat
"suletud 6lga” on killgedelt ja ofsast &aristatud
14 cm kérguse seinaga, nende vahele jGévad
"avatud 6lad”. ,Avatud &lgadele” véljumiste arv
ja seal viibimise kestus peegeldavad katselooma
vudistamisaktiivsust.

Kassildhna tekitatud Grevuse péhjustatud muutusi
geeniekspressioonis uvuriti rottidel mandelkehas,
frontoparietaalses ajukoores, mesolimbilises
alas ning juttkehas CCK, proopiomelano-
kortiini ning M-opioidretseptori geenide osas.
Hiirtel olid vaatlusalusteks ajupiirkondadeks

28 Uurimwsed

otsmikukoor, mesolimbiline ala, oimusagar (sh
mandeltuum) ja keskaju (sh ajuveejuha imber
olev hallaine) ning geenideks CCK; CCK, ja
CCK, retseptorite; proopiomelanokortiini; u-, 8-,
ja k-opioidiretseptorite; pre-pro-enkefaliini; pre-pro-
dinorfiini ning melanokortiin-3 ja -4 retseptorite
geenid. Geeniekspressiooni hinnati kvantitatiivse
reaalaja polimeraasi ahelreaktsiooni (qRT-PCR)
meetodil suhtelise muutusena kontrollrihma suhtes.
Arevusega varem seostamata geenide leidmiseks
roti mandelkehast kasutati cDNA diferentsiaal-
analiisi (¢cDNA-RDA). Muutunud ekspressiooniga
geenide muutuse suurus mdddeti analiisil.

Peamised tulemused

Kassilshnale eksponeerimine péhjustas nii hiirtel
kui ka rottidel drevust peegeldavate ké&itumispa-
rameetrite statistiliselt olulise suurenemise, kuid
Wistari liini rottidele oli kassildhna anksiogeenne
toime tugevam kui 129Sv/C57BI6 taustaga hiir-
tele. Varem on néidatud ka, et C57BIlé hiired on
tundlikumad kassildhna suhtes (6) ja et 129Sv liini
hiired on suurenenud drevusega (7). Meie laboris
hiljuti tehtud avaldamata vuringud néitavad samuti
129Sv ja C57BlI6 hiire liinide erinevat reageerimist
kassildhnale, kuid hiirte reaktsioon kiskjaldhnale on
neil vérreldes Wistari liini rottidega oluliselt véhem
véljendunud.

Varasemast on teada, et anksiogeenseid efekte
saab uurida viéhenenud érevusega loomadel. Meie
t66rihm on tuvastanud CCK, retseptori puudulikku-
sega hiirte oluliselt suurenenud vudistamisaktiivsust
vorreldes ,metsikut tiipi” pesakonnakaaslastega
(8, 9), see oli nimetatud transgeensete hiirte tédsse
kaasamise peamiseks pohjuseks. CCK, retseptori
puudulikkusega hiired néitasidki pérast kiskjaldh-
nale eksponeerimist téstetud pluss-puuri mudelis
iles véhenenud uudistamisaktiivsust, ehkki sellist
md&ju nende ,metsikut tiipi” pesakonnakaaslastel
ei ilmnenud ning ka muutused geeniekspressioonis
olid viimastel oluliselt tagasihoidlikumad. Suurim
muutus CCK|, retseptori puudulikkusega hiirtel oli
proopiomelanokortiini geeni ligi viiekordne Glesre-
gulatsioon oimusagaras (kus asub ka mandelkeha),



sarnane muutus esines kassildhnale eksponeerimise
jarel ka Wistari rottide mandelkehas. Edasine ana-
[GUs nditas, et need muutused voivad olla seotud
melanokortiinisisteemi aktivatsiooniga.

Ulal toodud viited olid aluseks edasisele katsele
leida uusi sihtmérke drevuse regulatsioonis. Selleks
tehti cDNA-RDA katse, et leida kiskjaldhnale eks-
poneerimise jdrgseid geeniekspressiooni muutusi
roti mandelkehas. On t&helepanuvédrne, et Ghtegi
gRT-PCR meetodil ndhtud ekspressioonimuutust
cDNA-RDA meetodiga ei tuvastatud. See on seleta-
tav asjaoluga, et kindlat geeni uuriv qRT-PCR tuvastab
juba méne cDNA koopia, vérreldes suuremat hulka
algmaterjali vajava poolkvantitatiivse cDNA-RDA-
ga, vimane aga véimaldab see-eest leida erinevalt
ekspresseerunud geene ilma neid eelnevalt fookus-
tamata. Koéikide geenide ekspressioonimuutuste
ikshaaval gRT-PCR meetodiga tuvastamine pole aga
otstarbekas ning suure ressursikulu téttu véimalikki.

Peamised edasisteks uvuringuteks vélja valitud
geenid cDNA-RDA katsest on Wfs1, Lsamp ja
Gamm1. Wis1 geen kodeerib valku wolframiin
ning mutatsioonid selles geenis on seotud dep-
ressiooni ja diabeediga. Meie t66rihm on vilja
arendanud Wfs1 geeni puudulikkusega hiireliini
ning esialgsed katsed nditavad selle hiireliini suure-
nenud &revust. Gamm 1 tundub olevat seotud naha
pigmentatsiooniga, seos melanokortiinisisteemi
ja drevusega vajab edasist vurimist. Lsamp geen
on oluline limbilise sisteemi arengus, dsjased
uvuringud nditavad Lsamp geeni Glesregulatsiooni
mandeltuumas ja ajuveejuhaimbrises hallaines
vihese eksploratiivse aktiivsusega rottidel. See on
kooskalas kéesoleva uuringuga, kus samuti suure-
nenud drevus on seotud Lsamp geeni suurenenud
ekspressiooniga mandelkehas.

Jéreldused

1. Isaste Wistari rottide eksponeerimine kassildhnale
tekitas rottidel suurenenud drevust nii ekspositsiooni
ajal kui ka jargnenud téstetud null-puuri katses.
Kassildhna jérgsed geeniekspressiooni muutused
roti ajus olid kéige suuremad &revusega (mandel-

keha - proopiomelanokortiin) ja motivatsioonidega
(mesolimbiline ala - CCK, proopiomelanokortiin,
M-opioidiretseptor) seotud ajupiirkondades. Kaas-
nev morfiini uudistamisaktiivsust véhendava toime
kadumine kassilshnale eksponeerimise jérel annab
alust arvata, et proopiomelanokortiin muudetakse
edasi B-endorfiiniks.

2. Emastel CCK, puudulikkusega hiirtel esines
suurenenud uudistamisaktiivsus tdstetud pluss-puuris
vorreldes ,metsikut tiipi” pesakonnakaaslastega,
sellega kaasnesid P-opioidiretseptori geeni suure-
nenud ekspressioon otsmikukoores ja keskajus ning
CCK, retseptori geeni suurenenud ekspressioon
otsmikukoores ja keskajus.

3. Ekspositsioon kassildhnale pérsib uudistamis-
kaitumist CCK, retseptori puudlikkusega hiirtel, kuid
mitte nende ,metsikut tiipi” pesakonnakaaslastel
tstetud pluss-puuri mudelis. Viimastel on ka vihem
muutusi geeniekspressioonis: preproCCK geeni alla-
regulatsioon mesolimbilises alas ning melanokortiin-3
retseptori geeni ilesregulatsioon keskajus. CCK,
retseptori puudulikkusega hiirtel esinesid kiskja-
I6hnale eksponeerimise jérel ka olulised muutused
geeniekspressioonis. Proopiomelanokortiini geeni
mdrkimisvadrne Glesregulatsioon oimusagaras,
keskajus ja mesolimbilises alas ning melanokortiin-3
retseptori geeni ilesregulatsioon oimusagaras ja
otsmikukoores aitavad téendoliselt kaasa kiskja-
I6hna ekspositsioonist tuleneva drevuse tekkele.
S-opioidiretseptori ja pre-pro-enkefaliini geenide
tlesregulatsioon oimusagaras on téendoliselt kom-
pensatoorsed vastused suurenenud drevusele.

4. cDNA diferentsiaalanaliiis tuvastas roti mandel-
tuumas hulga geene, mis olid kiskjaldhnale ekspo-
neerimise jdrel iles reguleeritud. Nende hulgas
oli nii ndrviilekandega seotud kui ka nérvi- ja
gliiarakkude ildfunktsioone tagavaid geene.
Suurim ekspressiooni tdus oli Gamm 1 geenil, mis on
seotud naha pigmentatsiooniga. Lisaks sellele valiti
edasisteks vuringuteks Wfs1 geen, mis on seotud
meeleoluhdgirete ja diabeediga, ning Lsamp geen,
mis vastutab limbilise sisteemi arengu eest.
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Behavioural and neurogenetic study of the mechanisms related to cat odour - induced anxiety

in rodents

Introduction. Anxiety disorders are highly prevalent
and are associated with high levels of morbidity and high
great economic cost, These disorders affect up to 25%
of population at some point in their lifetime. Anxiety can
cause or aggravate many other diseases and diseases
are more onerous in presence of anxiety.

Aim of the study. The general goal of the study
was to establish new molecular targets implicated in the
regulation of anxiety, because although effective treat-
ments are available, they have a high abuse potential
and serious adverse effects.

Methods. For this purpose, a model of innate
anxiety based on exposure fo cat odour was used. Male
Wistar rats (Han/Kuo: WIST) as well as CCK2 recep-
tor deficient mice and their wildtype littermates were
exposed to cat odour cloth or clean cloth (control group).
During and after cat odour exposure, the measures of the
exploratory activity reflecting anxiety were assessed in
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the animals. Thereafter, gene expression changes in the
anxiety-related brain areas were studied as well using
quantitative realtime PCR and cDNA Representational
Difference Analysis.

Results and conclusions. Cat odour exposure
induced several changes in the expression of the chole-
cystokinin and endogenous opioid systems. The biggest
changes in gene expression were found in the temporal
lobe, especially in the amygdala. The CCK2 receptor
deficient mice showed a different gene expression pro-
file and behavioural pattern compared to the wild-type
littermates. It was established that a significant number
of the genes previously unrelated to anxiety were differ-
ently expressed after cat odour exposure. Three of them
were selected for further studies: Gamm 1 gene, which is
related to skin pigmentation; Wfs1 gene, which is linked
to mood disorders and diabetes; and Lsamp, which is a
gene responsible for development of the limbic system.
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