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Tama opinnadytetyd tehtiin liris Hovatan tutkimusryhmaéssa, joka toimii osana Helsingin
yliopiston laéketieteellisen tiedekunnan molekyylineurologian tutkimusohjelmaa. Ryhma
tutkii ahdistuneisuuteen liittyvia geeneja ja niiden vaikutusta erilaisissa ahdistunei-
suushairidissa. Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdd glutationireduktaasigeenin (Gsr)
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kutuksesta. Aiemmissa tutkimuksissa ahdistuneisuuteen on voitu liittdd useita geeneja.
Gsr-geenin vaikutusta ahdistukseen on tutkittu l1ahinn& liris Hovatan tutkimusryhmassa ja
vahvin nayttd on hiirimalleista. Tassa tytssa kaytettiin Gsr-geenin suhteen poistogeenisen
hiirilinjan heterotsygootteja ja villityypin elaimia. El&aimilla tutkittiin ahdistuneisuuskayttay-
tymistad avokenttd- ja valoisa-pimed laatikko-testilla. Testeissa tutkittiin my6s stressin vai-
kutusta kayttaytymiseen. Liséksi tutkittiin eldinten pelkoehdollistumista ja ehdollistumisen
purkautumista.

Tuloksista genotyyppien valilla nakyi selked suunta, mutta erot eivat olleet tilastollisesti
merkittavid. Oletuksesta poiketen heterotsygootit eldimet liikkuivat vahemman ja vaikutti-
vat ahdistuneemmilta. Tulosten hajonta vaikutti tilastollisen eron merkittavyyteen. Pel-
koehdollistuminen ja pelkoehdollistumisen purkaminen olisi hyva toistaa erillisena kokeena,
jolloin aikaisemmat kaytoskokeet ja stressi eivat vaikuttaisi tuloksiin. Saatujen tulosten
perusteella Gsr-geenilld ei ollut tilastollisesti merkittdvaa vaikutusta hiirten ahdistuneisuus-
kayttaytymiseen
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This thesis was made in liris Hovatta™s group, which operates as part of the University of
Helsinki, Faculty of Medicine research program of Molecular Neurology. The group studies
anxiety-related genes and their effect on a different kindof anxiety disorders. The purpose
of my study was to examine the function of the glutathione reductase gene (Gsr) using a
genetically modified mouse model and asses its effect on the anxiety-like behavior after
acute stress application.

Anxiety disorders are complex psychiatric diseases in which anxiety disrupts normal daily
life. Anxiety disorders often appear along with other mental illnesses. Symptoms can be
allevieted, but only a part of the patients benefits from medical treatment or cognitive
therapy. Anxiety disorders are caused by the genes, as well as the environmental factors.
In previous studies it has been possible to connect multiple genes to anxiety. The affect of
the glutathione reductase gene on anxiety has been studied mainly in Iris Hovatta™s group
and the strongest evidence is from mouse models.

In my study | used Gsr knockout mouse line heterozygous and wild type animals. Animals
anxiety-like behavior was assessed using open field and a light-dark box tests. The tests
examined also the impact of stress on anxiety-like behavior. The animal”s fear condition-
ing and fear extension were also tested.

Results showed a clear trend between genotypes, but the differences were not statistically
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1 Johdanto

Ahdistus ja pelko ovat normaaleja tunteita, jotka auttavat ihmista reagoimaan mahdol-
lisiin uhkiin. Jos ahdistus ja pelko kuitenkin on jatkuvaa ja haittaa normaalia elamaa,
voidaan puhua ahdistuneisuushdiritsta. Ahdistuneisuushairiditd on useanlaisia, ja ne
ilmenevéat usein muiden mielenterveyden sairauksien ohella. Ahdistuneisuushairididen
tiedetdan kulkevan suvussa, mutta hyvin suuri merkitys on myds ymparistén vaikutuk-
silla. [1.]

Ahdistuneisuuteen liittyvid geeneja pystytdan tutkimaan eldinmalleilla, joilla geeni-
muuntelun avulla saadaan joko vaimennettua tai voimistettua ahdistuneisuuskayttay-
tymista. Kayttaytymiskokeiden avulla vertaillaan geenin mahdollista vaikutusta eldimen
kayttaytymiseen. Erilaisia hiirimalleja kaytetddn yleisesti ihmisten sairauksien tutkimuk-
sessa. Hiiri on helposti kasiteltavissa, ja sen ymparisto ja olosuhteet ovat helposti muo-

kattavissa tutkimusta varten. [4.]

Taman tyon tarkoituksena oli selvittdd glutationireduktaasigeenin (Gsr) vaikutusta ah-
distuneisuuteen hiirella. Aikaisemmissa tutkimuksissa on Gsr-geenilla todettu olevan
yhteys ahdistuneisuushéirioihin [3]. Tyossé suoritetuissa kokeissa keskityttiin perintei-
siin kaytdskokeisiin seka pelkoehdollistumiseen ja sen purkautumiseen. Kokeissa kayte-
tyt eldimet olivat Gsr-poistogeenisia hiiria, ja mukana oli sekd geenin suhteen hetero-
tsygootteja ettd villityypin eldimiéa. Poistogeenisten homotsygoottien eldinten tutkimi-
nen ei ollut mahdollista sikiévaiheen letaalitekijoiden takia. Tarkoituksena oli verrata
heterotsygoottien ja villityypin elédinten vélisid eroja, sekd stressin vaikutusta eldinten
kayttaytymiseen. Hypoteesina oli, ettd Gsr-geenin suhteen heterotsygootit hiiret olisivat

vahemman ahdistuneita ja reagoisivat stressiin vahemman verrattuna villityypin hiiriin.



2 Teoria

2.1 Ahdistuneisuus

Jokainen ihminen tuntee joskus ahdistusta ja pelkoa. Ndmé& ovat normaaleita tunteita,
mutta myds hyodyllisia suojakeinoja uudessa tai pelottavassa tilanteessa. Ahdistunei-
suushairioiksi kutsutaan psykiatrisia hairi6itd, joissa ahdistuneisuus, jannittyneisyys tai
pelko ovat keskeisid ja haittaavat normaalia elam&a. Erilaisia ahdistuneisuushairioita
ovat muun muassa paniikkihairid, sosiaalisten tilanteiden pelko, maarakohteinen pelko,
yleistynyt ahdistuneisuushdirio, pakko-oireinen hairid ja traumaperdinen stressihairio.
[1] Ahdistuneisuushairitt ovat yleisimpia mielenterveyden hairigitd, ja Suomessa teh-
dyn Terveys 2000 -tutkimuksen mukaan niista karsii yli 4,2 % yli 30 -vuotiaaista suo-
malaisvaestosta joka vuosi [2]. Ahdistuneisuushairidihin liittyy varsin yleisesti depres-

siota, sekd muita mielenterveyden sairauksia ja paihdehairidita [1].

Tutkimusten avulla on selvitetty, ettd ahdistuneisuushairididen syntyyn vaikuttavat niin
perintd- kuin ymparistotekijatkin. Eri ahdistuneisuushairididen heritabiliteetti (osuus
ilmiasun vaihtelusta, jonka geneettiset tekijat selittdvat) vaihtelee noin 30 - 60 %:n
vélilla. Yleistyneen ahdistuneisuushdirion heritabiliteetti on 32 % . [4.] Vaikka pelkoa ja
ahdistuneisuutta saatelevien aivoalueiden anatomiasta tiedetdan verrattain paljon, mo-
lekyylitason saatelymekanismit tunnetaan vield puutteellisesti. Useita geeneja on tut-
kimuksissa pystytty yhdistimaéan ahdistuneisuuteen, kuten glyoksalaasi ja glutationire-

duktaasi, mutta yksittaisten geenien vaikutuksista tiedetédan vield hyvin vahan. [9.]

Ahdistuksen sadatelyyn osallistuu keskeisesti amygdala eli mantelitumake, septo-
hippokampaalinen jarjestelm&, hypotalamus, periakveduktaalinen harmaa aine, insula
eli aivosaareke sekd etu- ja singulaarinen aivokuori. Kuvassa 1 on osoitettu kyseisia

aivojen osa-alueita.



Hypotalamus

Manteltumake
(Ammygdala)..

Advoturso
(Hippokampus}

Kuva 1. Lépileikkaus ihmisaivoista, jossa nédkyy keskelld mantelitumake, aivoturso ja

hypotalamus. Kuvaa muokattu alkuperéisesta [11].

Ahdistuneisuushairididen hoitona kaytetdan yleisesti eri terapiamuotoja, sekd masen-
nuslaakitysta ja bentsodiatsepiineja, kuten Diapam. Bentsodiatsepiinit ovat hyvin te-
hokkaita ahdistuksen lievittajid, mutta niiden kayttoon liittyy ongelmia, kuten tolerans-
sin kehittyminen, riippuvuus ja se, ettd ne alentavat kognitiivisia kykyja. Taméan takia

niiden kaytosta yritetdan paasta eroon. [3; 4.]

2.2 Glutationireduktaasi-geeni

Glutationireduktaasi (Gsr) on entsyymi, joka muuttaa hapettuneen glutationin pelkisty-
neeksi glutationiksi. Pelkistynyt glutationi hapettuu glutationiksi, kun sitd kaytetaan
antioksidanttina. Taman jalkeen Gsr muuttaa sen takaisin pelkistyneeseen muotoon,
jotta se voidaan kayttda uudelleen. Gsr séatelee nain hapetustressiaineenvaihduntaa,
ja saman aineenvaihduntareitin entsyymien yliaktiivisuutta on aikaisemmin havaittu
my6s ahdistuneisuushairidpotilailla. [4.] Gsr-geenin vaikutusta ahdistukseen on aikai-
semmin tutkittu liris Hovatan tutkimusryhmassé, ja vahvin nayttd on saatu hiirimalleis-
ta. Gsr-geeni oli ekspressoitunut korkeammalla tasolla ahdistuneissa sisasiittoisissa
hiirikannoissa verrattuna ei-ahdistuneisiin. Kun sitd yli-ilmennettiin hiiren aivoissa, hii-
ret muuttuivat ahdistuneemmiksi. [9] Hovatan ryhmassa on tutkittu myds Gsr-geenin
vaikutusta ahdistuskayttayttaytymiseen hiirilla. Gsr—hiirilla tehtiin k&ytoskokeita, mutta

erot genotyyppien valilla olivat pienia. Taman takia koe paatettiin toistaa, hieman suu-
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remmalla elainmaaralla. Tutkimuksessa osoitettiin myds, ettd Gsr-entsyymin aktiivisuus
oli suurempi pelokkaiden kuin rohkeiden hiirten aivoissa. Tutkimuksessa mitattiin gee-
niekspressiota useasta aivojen osa-alueesta. Gsr-geeni oli yksi l6ydetystd 17 geenista,

jonka ekspressio korreloi ahdistuneisuuskayttaytymista. [3; 10.]

2.3 Koe-elaimet

Hiiri ovat ylivoimaisesti yleisin koe-eldin tutkimuksessa. Hiiret ovat pienid, helppoja
kasitella, ne lisdantyvat hyvin ja tarvittaessa niiden elinoloja voidaan kontrolloida ja
muokata. Thmisten tauteja tutkittaessa hiiret ovat geneettisesti hyva malli, koska suurin
osa ihmisen ja hiiren geeneistd on homologisia ja hiiren genomia voidaan suhteellisen
helposti muokata. Neurobiologisen tutkimuksen kannalta hiiren aivot toimivat saman-
kaltaisesti kuin ihmisen. Sisasiittoisilla kannoilla voidaan pitdd geneettinen vaihtelu
mahdollisimman pienena. Geenimuunnellut hiirikannat ovat térked tydkalu tutkittaessa
tietyn geenin toimintaa. Geenimuunnelluilla elaimilla voidaan esimerkiksi selvittéd, mil-
loin ja missé tiettyja geenejd ilmennetddn sekd havaita ylimaaraisten geenien vaikutuk-
sia yksilonkehitykselle. Voidaan myds luoda eldinmalleja, jotka muistuttavat jotakin
ihmisen sairautta. Naita eldimia tutkimalla voidaan selvittda sairauksien mekanismeja ja
mahdollisesti 16ytaa sairauksiin hoitokeinoja. Tietyn geenin merkitysta yksilolle voidaan
tutkia my06s poistamalla tdméa geeni. Poistogeenisten eldinten avulla voidaan myds ha-
vaita kyseisen geenin tarkeys elidlle. Poistogeenisten eldinten tutkimista vaikeuttaa se,
ettd joitakin geeneja poistettaessa eldaimet kuolevat hyvin varhain yksildnkehityksen
aikana, ja joissakin tapauksissa toiset geenit voivat kompensoida poistetun geenin roo-
lia. [4.]

Téassa tutkimuksessa kaytettiin sisasiittoisia Gsr-hiiria. Kyseesséa on Gsr-geenin suhteen
poistogeeninen hiirilinja. Alkuperainen kanta, B6;129S5-GsrGt(neo)472Lex, on peraisin
The Mutant mouse Regional Resource Centeristd, ja se on tuotettu ns. gene trap me-
netelmalla. Suomessa hiirilinja takaisinristeytettiin C57Bl/6JRccHsd-kantaan. Siitostuk-
sessa hetrotsygootti uros risteytetddn villityypin C57Bl/6-naaran kanssa, jolloin poika-
sista syntyy poistetun Gsr-geenin suhteen heterotsygootteja seka villityypin hiiria sa-
massa suhteessa. Léhes kaikki Gsr-geenin suhteen homotsygootit poikaset kuolevat
sikiobnkehityksen aikana, ilmeisesti aivofenotyypin vuoksi. Poistogeenisistéa elaimista

puhuttaessa, homotsygootti yksilé on sellainen, jolta kyseinen geeni puuttuu kokonaan,
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heterotsygootti sellainen, jolla vaimennettu geeni on peritty toiselta vanhemmalta, ja

villityypin eldimella geeni on toiminnassa. [3 s.54 — 57.]

2.4 Kayttaytymiskokeet

Kayttaytymiskokeiden avulla voidaan tutkia esimerkiksi monia psykiatrisia tautimalleja.
Elain laitetaan tiettyyn testiympéaristoon ja riippuen tutkittavasta ilmiasusta tarkkaillaan
tai mitataan eri parametreja. Monet kokeet ovat alun perin kehitetty rotille, mutta sa-

moja testejd on mydhemmin alettu soveltamaan my®ds hiirilla. [5; 6.]

2.4.1 Valoisa-pimea laatikko -testi

Valoisa-pimed laatikko, kuvassa 2, on jaettu puoliksi pimedan ja valoisaan osaan.
Keskelld on aukko, misté eldin padasee kulkemaan. Testissa tarkkaillaan eldaimen liik-
keitd valoisan ja pimean puolen valilla. Laatikossa olevien infrapunatunnistimien
avulla tietokone tallentaa kaikki eldimen liikkeet. Keratyn tiedon avulla voidaan tark-
kailla, kuinka paljon eléin viettdd aikaa valoisassa tai pimeéassa ja millaisen matkan

elain kulkee.

Kuva 2.  Valoisa-pimeé laatikko.
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Luonnostaan hiiri viettdd enemman aikaa pimeélla puolella, joka on sille turvallisem-
pi ymparistd kuin valoisa puoli. Hiiren kayttaytyminen perustuu valttamis-
lahestymis-ristiriitaan, jolloin sen on valittava onko se turvallisella vai uudella alueel-
la. Luonnossa hiiri tutkii ymparistdoaan ravinnon loytamiseksi ja tiedostaakseen mah-
dollisia uhkia. Tuloksia analysoitaessa on otettava huomioon keskelle jaava ns. har-

maa vybhyke, jossa ei ole tdysin pimea4, eika valoisaa. [5 s.45.]

2.4.2 Avokenttatesti

Avokenttatestissd voidaan kayttad taysin samaa laatikkoa kuin valoisa-pimeé-
testissakin, ainoana erona, siitd on poistettu pime&a puoli. Avokenttatesti voidaan
tehda myos pyodreassa sylinterimaisessa laatikossa. Kuvassa 3 on kaksi rotalle tar-

koitettua avokenttatestilaatikkoa, joissa voi ndhda testissa olevat kaksi hiirta.

Kuva 3. Kaksi avokenttétestilaatikkoa.

Testissa tarkkaillaan elaimen liikkeita ja aktiivisuutta. Avokenttatesti on yleinen maa-
rittdmaan aktiivisuutta. Silloin mitataan eldimen kulkemaa matkaa laatikossa tietyssa
ajassa. Ahdistuskayttaytymista tutkittaessa tarkastellaan kuinka paljon elain viettaa
aikaa laatikon keskella ja kuinka paljon reunoilla ja kulmissa. Ahdistusta mitatessa
on tarkeaa, etta laatikko on kirkkaasti valaistu, jolloin se herattda eldimissa enem-

man pelkoa. [5 s.44.]



2.4.3 Immobilisaatiostressi

Immobilisaatiossa eldimen liikkuminen estetdan maaratyksi ajaksi, kuten asettamalla
eldin muoviputkeen, jossa se ei mahdu liikkumaan. Immobilisaatio aiheuttaa el&i-
melle ylimaaraista stressid, ja ajan ja valon maaralla voidaan vaikuttaa immobilisaa-
tion aiheuttaman stressin voimakkuuteen. Immobilisaatiostressi lisda elimiston tar-
keimman stressijarjestelman, hypotalamus-aivolisdke-lisamunuais-akselin eli HPA-
akselin aktivoitumista. Immobilisaation jalkeen ahdistuneisuutta mitataan kayttay-

tymiskokeen avulla. [3 s.79.]

2.4.4 Pelkoehdollistuminen

Vendlainen fysiologian tutkija lvan P. Pavlov tunnetaan klassisen ehdollistumisen

isdnd. Han tuli tunnetuksi ehdollistumiskokeistaan, joita han teki koirilla.

Kuvassa 4 on esitetty Pavlovin klassinen ehdollistuminen koiralla. Ennen ehdollistu-
mista jo ruoan haistaminen aiheuttaa ehdollistumattoman reaktion, eli koira alkaa
kuolaamaan. Kellon &ani on neutraali arsyke eikd tAmé aiheuta reaktiota. Kun ehdol-
listumaton ja neutraali arsyke (ruoka ja kello) esitetddn toistuvasti yhdessa, koira
ehdollistuu kuolaamaan pelkastdan kellon danesta. Tall6in neutraali arsyke muuttuu
ehdolliseksi arsykkeeksi ja kuolaaminen ehdolliseksi reaktioksi. [5 s. 50 - 51; 6 s.

233 - 235; 8.]

1. Ennen ehdollistumista 2. Ennen ehdollistumista
Ruoka Peratiucias Kellon dani Koiraei kuolaa
. S
e —
1
Ehdollistumaton drsyke Ehdoton reaktio Neutraali drsyke si reaktiota
3. Ehdollistumisen aikana 4, Ehdollistumisen jalkeen
Kellon d@éni + Ruoka Koira kuolaa Kellon dani Koira kuolaa
—;; %
Ehdollistumaton Zrsyke + Ehdolfisfumaton reaktio Ehdollinen &rsyke Ehdollinen reaktio
Neutraali drsyke

Kuva 4.  Pavlovin klassinen ehdollistuminen paépiirteittain.
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Pelkoehdollistuminen on tarked mekanismi monissa ihmisen ahdistuneisuushairiois-
sd, kuten paniikkih&iriossd. Pelkoehdollistuminen perustuu hyvin pitkélle klassiseen
ehdollistumiseen, mutta siind ehdollistumaton arsyke on epamiellyttdva sahkoisku.
Elain laitetaan testikammioon, jossa sille ehdollisena &rsykkeend soitetaan yksitaa-
juuksista danta. Aanen viimeisen sekunnin aikana eléin saa lievan sahkoiskun lattian
ritilasta. Monelle lajille paikalleen jAhmettyminen on tyypillista pelkokayttaytymista,
joten saadessaan sahkoiskun eldin jAhmettyy ja sen karvat nousevat pystyyn. Sah-
koisku annetaan eldimelle muutaman kerran, jolloin elédin ehdollistuu pelkdaméaan
pelkkaa aantd. Pelkoehdollistumistestissd voidaan tutkia myds kontekstiin eli ympa-
ristoon ehdollistumista, jolloin ehdollistumisen jalkeen 4anta soitetaan samassa tes-
tikammiossa, mutta ymparistd on muutettu niin, ettei eldin tunnista sitd. Myo6s pel-
koehdollistumisen purkautumista voidaan testata. Ehdollistuminen voidaan purkaa
toistettaessa danta useita kertoja ilman arsykettd, jolloin eldin oppii, ettei 4anta tar-

vitse pelatd. Tama kuitenkin vaatii useita toistoja.

Aivorakenne, jossa ehdollistumisen assosiaatio tapahtuu, on mantelitumake, kun

taas kontekstiin ehdollistumista séatelee aivoturso [8].

3 TyOn suoritus

3.1 Elainten tuotto

Tutkimuksessa kaytetyt eldimet tuotettiin Helsingin yliopiston koe-eldinyksikdssa. Eldin-
ten hyvinvoinnista huolehtivat koulutetut eldintenhoitajat ja niiden kasvattamisessa
noudatettiin koe-eléinlain ja -asetuksen maarittamia vaatimuksia. Tama tarkoittaa kay-
tdnnossa sita, ettd elaimet saivat kasvaa vaatimusten mukaisissa hakeissa seka hakkien
puhtaudesta huolehdittiin sédnndllisesti. Lisdksi elaimilla oli aina puhdasta vetta saata-

villa ja ruokaa rajoittamaton maara (ad libitum).

Siitostuksessa villityypin naaraat risteytettiin heterotsygootin uroksen kanssa, jolloin
jalkelaiset olivat seka villityyppeja ettd heterotsygootteja perimaltdan Gsr-geenin suh-
teen. Poikaset vieroitettiin 3 viikon iassa, jonka jilkeen ne saivat kasvaa 4 - 5 hiiren

ryhmissé. Noin 11-viikkoisina eldimet erotettiin yksittain hakkeihin.



3.2 Genotyyppaus

Genotyyppauksella voidaan maarittaa yksilon tietty DNA-sekvenssi ja verrata sitd tois-
ten yksildiden sekvensseihin. Nain voidaan esimerkiksi verrata tietyn geenin esiintymis-
ta yksildiden vélilla. Genotyyppaukseen tarvitaan nayte, joka sisaltdd yksilon DNA:ta.

Hiirella nayte otetaan yleensa korvasta tai hAnnasta.

Gsr-hiirten genotyyppauksella haluttiin selvittdd, olivatko eldimet heterotsygootteja

Gsr-geenin suhteen, vai ns. viillityypin eldimia.

Kaikki eldgimet genotyypattiin korvapalandytteesta kayttden PCR-reaktiota. Ensin solut
hajotettiin Direct PCR Lysis -reagenssilla (Viagen Biotech), johon oli lisatty 0,3 mg/ml
proteaasi kinaasi K:ta. Naytteitd inkuboitiin +55-asteisessa lampohauteessa yon yli ja
lyysaus lopetettiin nostamalla lampdtila + 85 asteeseen 45 min ajaksi. Hajotetuista

naytteista tehtiin kaksi erillistd PCR-reaktiota, joissa kaytettiin eri alukepareja.

Alukeparit heterotsygootille:

0669-3’ aluke (5'-ACTCCTCCACGCCAGAACCCTC-3)
0669-5" aluke (5'-AGTCACAAGCTGGGTGGCACTTGC-3)
Tuotteen koko 292 bp.

Alukeparit villityypille:

0669-3’ aluke (5'-ACTCCTCCACGCCAGAACCCTC-3)
LTR-2 aluke (5-AAATGGCGTTACTTAAGCTAGCTTGC-3)
Tuotteen koko 342 bp.

PCR-reaktioseoksen koostumus on kuvattu taulukossa 1

Taulukko 1. PCR-reaktioseos.

Konsentraatio p

GoTag Green Mastermix 2X 1X 7,5
H,O - 6,0

5’-aluke 10 uM 0,5

3’-aluke 10 pM 0,5
DNA-templaatti - 0,5
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PCR-ohjelma on esitetty taulukossa 2.

Taulukko 2. Genotyyppauksen PCR-ohjelma.

PCR ohjelma
1. Alkudenaturaatio 94°C, 3 min
2. Denaturaatio 94°C, 30 s
3. Annealing 61°C, 10 s
4. Ekstensio 72°C, 45 s
5. Palaa vaiheeseen 2. 29 X
6. Loppuekstensio 72°C, 5 min
7. Loppu 10°C, oo

Lopuksi PCR-tuotteet ajettiin 2 % agaroosigeelilla ja geelikuvasta voitiin lukea tulokset.
Kuvassa 5 on esimerkki geelikuvasta. Ylemmalla rivilla on ensimmaisen alukeparin tuot-
teet ja alemmalla rivilla toisen alukeparin tuotteet. Villityypin eldimilla tuotetta ei synny

ensimmaisella alukeparilla ja heterotsygooteilla tuotetta syntyy molemmilla alukepareil-

Kuva 5 Esimerkki genotyyppauksen agaroosigeelikuvasta

Kokeen jalkeen otettiin uudet genotyyppausnaytteet ja genotyyppi varmistettiin.
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3.3 Ryhmaéjako

Hiiret erotettiin yksittain hakkeihin viikkoa ennen kaytoskokeiden aloittamista, koska
ryhmaasetelman tiedetddn vaikuttavan ahdistukseen. Ryhmaét jaettiin sekd genotyyp-
pausndaytteiden perusteella, ettéd sukupuolen mukaan. Ryhméjako on esitetty taulukos-
sa 3. Kaikkiin ryhmiin oli tarkoitus saada 15 eldinta, mutta koska villityypin naaraita ei

ollut tarpeeksi, yhteen ryhméaan saatiin vain 13 el&inta.

Taulukko 3. Ryhméjako.

et

Heterotsygootit 15 15
Villityypit 15 13

Ryhmien jakamisen jalkeen eldimet koodattiin uudestaan ja tiedot geneettisesta taus-

tasta peitettiin. Nain voitiin varmistaa testien suorittajan puolueettomuus.

3.4 Kayttaytymiskokeet

Kayttaytymiskokeet aloitettiin kun eldimet olivat 12-viikkoisia. Kaikki kayttaytymisko-
keet pyrittiin suorittamaan aamulla jolloin eldgimet olivat mahdollisimman virkeind nor-
maaliin vuorokausirytmiin verrattuna. Kayttaytymiskokeita varten huolehdittiin, ettei
elaimille aiheuteta minkaanlaista tarpeetonta stressid, mikéa voisi vaikuttaa kokeen lop-
putulokseen. Elainten kasittely pidettiin mahdollisimman v&ahaisend. Ennen jokaista
testia elaimet siirrettiin tutkimushuoneen eteistilaan hamaraan valaistukseen rauhoit-

tumaan 45 min ajaksi.

Kokeen aikataulu on esitetty taulukossa 4. Testit tehtiin kahdessa eri erdssa, suuren

elainmaaran takia.
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Taulukko 4. Kdayttdytymiskokeiden aikataulu.

m 30 min immobilisaatio + Valoisa-pimeé laatikko-testi

21.ja 22. 26. Ja 27 Pelkoehdollistuminen

15. ja 16. 30 min immobilisaatio + Avokenttatesti
23.ja 24. 28.ja 29. Pelkoehdollistumisen purkaminen

3.4.1 Valoisa-pimed laatikko-testi

Testissa kaytettiin rotille tarkoitettua valoisa-pimed laatikkoa (Med Associates). Se ei
eroa muuten hiirille tarkoitetusta laatikosta kuin kokonsa puolesta. Laitteistossa kay-

tettiin Activity monitor -ohjelmaa, joka tallensi ja analysoi eldimen liikkeet.

Testi aloitettiin asettamalla hiiri testilaatikon pimedlle puolelle vasempaan etunurk-
kaan. Jokaista hiirtd monitoroitiin tasan 5 min. Eldinten valissa laatikot puhdistettiin
miedolla pesuaineella. Koe toistettiin 11 paivan kuluttua, niin ettd ennen testia elain
laitettiin immobilisaatioputkeen 30 min ajaksi pime&an laatikkoon. Immobilisaation
jalkeen eldimen annettiin rauhoittua kotihakissaan 5 min ajan, jonka jalkeen tehtiin

valittdmasti valoisa-pimed laatikko-testi.

3.4.2 Avokenttatesti

Avokenttatesti suoritettiin samalla laitteistolla ja tietokoneohjelmalla kuin valoisa-
pimedtestikin ja kaytettiin samaa laatikkoa ilman pime&a puolta. Testissa eldin ase-
tettiin aluksi samaan vasempaan etunurkkaan kuin valoisa-pimedtestissakin. Elainta
monitoroitiin viiden minuutin ajan. Avokenttélaatikko puhdistettiin jokaisen eldimen
véalissd miedolla pesuaineella. Koe toistettiin 8 paivan kuluttua, niin ettd ennen mit-
tausta eldimelle tehtiin 30 min immobilisaatio muoviputkessa, pimeasséa laatikossa.
Immobilisaation jalkeen eldin siirrettiin kotihdkkiin 5 min ajaksi, jonka jalkeen valit-

tomasti tehtiin avokenttatesti.
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3.4.3 Pelkoehdollistuminen

Pelkoehdollistumistestissa kaytettiin MED Associatesin Video Tracking of Fear Codi-
tioning System (VFC) -laitteistoa ja Video Freeze Software -ohjelmistoa. Laitteisto
laskee eldaimen jahmettymisia paikoilleen. Ohjelmaan voidaan maarittdd, kuinka pit-

kaan eldimen taytyy olla likkumatta, jotta laitteisto katsoo sen jaAhmettymiseksi.

Ensimmaisend testipaivana eldin ehdollistettiin pelkddmaan &antd. Yksitaajuuksista
aantd (5000 Hz) soitettiin 30 s ajan 92 db:n voimakkuudella ja viimeisen 2 s ajan
eldin sai 0,4 mA:n sahkdshokin lattian ritilasta. Aani yhdistettyna shokkiin toistettiin
3 kertaa. Toisena péivana testattiin ehdollistumista d4neen ja kontekstiin. Adneen
ehdollistumista testattaessa eldin laitettiin samaan testikammioon 2 min ajaksi ilman
aanta ja ilman sahkoiskua. Eldimen jahmettymistéd tarkkailtin. Samana paivana 3
h:n tauon jalkeen testattiin ehdollistumista kontekstiin. Testikammion sisustaa muu-
tettiin peittamalla lattiaritila, lishdmalla hieman hakeissa kaytettavaa kuiviketta ja ki-
vi. N&in elain ei en&dé tunnistanut kammiota samaksi. Muutetulla sisustuksella eléi-
melle soitettiin samaa aanta, ja tarkkailtiin eldimen jdhmettymista. Kuvassa 6 on esi-

tetty pelkoehdollistumiskokeiden protokolla.

Ehdollistaminen Shokki Shokki Shokki
: Aani | Aani | Adni |
1
Os B0 s 120 s 180 s 240 s

Ehdollistumisen testaus:

Konteksti

1 [ ]

I 1 1
0s 60s 120 5
Aéni

. Adni

1

Os 60s 120 s

Kuva 6. Pelkoehdollistuminen ja sen testauksen protokolla.
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Pelkoehdollistumisen purkaminen tehtiin kaksipaivaisella kokeella. Testikammion si-
sus oli muutettu samoin kun edellisena paivana kivella ja kuivikkeella. Elaimelle soi-
tettiin 4anta, johon se oli ehdollistunut 30 s ajan 20 kertaa, 5 s védlein. Sama tois-
tettiin 2 perékkaisena paivana. Pelkoehdollistumisen purkamisen protokolla on esi-

tetty kuvassa 7.

Pelkoehdollistumisen purkaminen (2 péivaa)

Kuva 7. Pelkoehdollistumisen purkaminen.

3.5 Tilastolliset menetelmat

Kaikki havaintoaineisto kasiteltin PAWS-statistics -tilasto-ohjelmalla. Tuloksista las-
kettiin ANOVA-varianssianalyysin avulla erojen tilastollista merkitsevyytta. Jos p-arvo
on vahemman kuin 0,05, lasketaan ero tilastollisesti merkittavaksi. Tuloksista piirret-
tiin kuvaajat ja laskettiin, eroavatko ryhmien keskiarvot tilastollisesti toisistaan. Liit-

teina 1 - 4 varianssianalyysien tulokset.
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4 Tulokset

4.1 Valoisa-pimed laatikko-testi

Valoisa-pimed laatikko-testin tuloksissa tarkasteltiin genotyypin, sukupuolen ja immobi-
lisaation vaikutusta eldinten ahdistuneisuuteen. Liséksi katsottiin oliko testikammioiden
tai mittauspaivien vélilla eroja. Valoisa-pimea laatikko jaettiin kolmeen vychykkeeseen:
valoisa, pimed ja harmaa vyohyke. Harmaa vyohyke on alue, joka ei ole taysin pimea
eikd valoisa. Kuvassa 8 on esitetty kuinka, laatikon vythykkeet jaettiin. Tuloksissa tar-
kasteltiin elaimen viettamaa aikaa eri vyohykkeissa, seka kuljettua matkaa. Liséksi tar-

kasteltiin aikaa, jolloin eldin ensimmaisen kerran astui valoisalle puolelle.

aa
shykel

Valoisa
vydhyke

Kuva 8. Valoisa-pimed laatikon eri vyohykkeet.

Kuvassa 9 on esitetty, kuinka paljon aikaa on vietetty eri vyohykkeissa. Genotyyp-
pien valilla nékyy pieni ero, jonka mukaan heterotsygootit eldimet viettavat enem-
man aikaa pimeaélla puolella, mutta ero ei ole tilastollisesti merkittdva. Immobilisaa-

tiolla ei ollut tuloksiin vaikutusta.
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Aika vydhykkeessa
(s) Ei immobilisaatiota Immobilisaatio .
Genotyyppi
W Villityyppi
250,00 [l Heterotsygootti
200,00
150,00
100,00
50,00
0,00-
Pimed Harmaa Valoisa Pimed Harmaa Valoisa
vydhyke

Error Bars: +/- 1. SE

Kuva 9. Vietetty aika eri vyohykkeissa.

Kuvassa 10 on esitetty kuljettu matka eri vythykkeissa ja vertailtu immobilisaation
vaikutusta siihen. Kuvaajasta voidaan nahda kuinka eldimet luontaisesti viettavat
eniten aikaa pimealla vyohykkeelld. Heterotsygootit liikkuivat hieman vahemman
kuin villityypin eldimet, mutta genotyyppien vélilla ei kuitenkaan ole tilastollisesti
merkittavaa eroa. Kuvaajasta voi myos nahda, kuinka immobilisaatio vahentéa eléin-

ten liikkumaa matkaa.

Kuljettu matka

(cm) Ei immobilisaatiota Immobilisaatio Genotyyppi

W Villityyppi
[l Heterotsygootti

1 500,00

1 000,00

500,00

0,00-

Pimed Harmaa Valoisa Pimed Harmaa Valoisa

vydhyke
Error Bars: +~ 1. SE

Kuva 10. Kuljettu matka eri vy6hykkeisséa.
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Kuvassa 11 n&hdaén, kuinka paljon eldimet ovat siirtyneet vyohykkeiden valilla.
Useimmat siirtymiset ovat tapahtuneet harmaalle vyohykkeelle ja tdma johtuu siita,
ettd harmaa vyohyke on lapikulkualuetta. Genotyyppien vélillla ei ole tilastollisesti

merkittavaa eroa. Myoskaan immobilisaatiolla ei ole merkittavaa vaikutusta.

Vydhykkeelle siirtymisia

Ei immaobilisaatiota Immobilisaatio Genotyyppi

B Villityyppi
[ Heterotsygootti

40

Pimed Harmaa Valoisa Pimed Harmaa Valoisa

vydhyke

Error Bars: +- 2. 5E

Kuva 11. Siirtymiset vychykkeiden vélilla.

Mittauksissa kirjattiin ylés myods latenssiaika valoisalle puolelle siirtymisessa, eli se
aika, mika elaimella menee mittauksen alusta siihen, kun se astuu ensimmaisen ker-
ran valoisalle puolelle. Kuvassa 12 on esitetty pylvasdiagrammi, jossa on vertailtu
genotyypin ja immobilisaation vaikutusta latenssiaikaan. Kuvasta voidaan nahda he-
terotsygoottien eldinten latenssiajan olevan pidempi, ja ilman immobilisaatiota ero
genotyyppien valilla on tilastollisesti merkittava (p=0,038). Immobilisaatio kuitenkin

tasoitti eroa ja kasvatti eldinten valisté hajontaa.
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Valoisalle puolelle siirtymisen latenssi
(s} Genotyyppi

W Villityyppi
[ Heterotsygootti

50,00

Ei immobilisaatiota Immobilisaatio

Error Bars; +- 2. SE
Kuva 12. Latenssiaika valoisalle puolelle siirtymiselle.
Liséksi verrattiin sukupuolen merkitysta vietettyyn aikaan eri vyohykkeissa. Kuvassa

13 voidaan néhda, ettd sukupuolten vélilla ei ole tilastollisesti merkittavaa eroa. Liit-

teend 5 ANOVA varianssianalyysin tulokset.

Aika vy6hykkeessa
Uros Naaras
(s) Genotyyppi
W Villityyppi
250,00 [l Heterotsygootti

200,00

150,00

100,00

50,00

0,00-

Pimed Harmaa Valoisa Pimed Harmaa Valoisa
vydhyke
Error Bars: +- 2. SE

Kuva 13. Vietetty aika erivyGhykkeissa sukupuolittain.

Valoisa—pimed laatikko— testin ANOVA-varianssianalyysin tulokset liitteena 1.
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4.2 Avokenttatesti

Avokenttatestissa tarkasteltiin genotyypin, immobilisaation sek& sukupuolen vaikutusta
eldinten ahdistuneisuuskayttaytymiseen. Avokenttd jaettiin kahteen vyohykkeeseen,

jotka on esitetty kuvassa 14.

Vyohyke 1

Vyohyke 2

Kuva 14. Avokentén vychykejako.

Kuvassa 15 on tarkasteltu vietettyd aikaa eri vyohykkeissd, sekd genotyypin ja im-
mobilisaation vaikutusta siihen. Jélleen kuvaajasta on nahtévissa, ettei ryhmien valil-
1a ole tilastollisesti merkittdvaa eroa. Immobilisaatiolla ei ollut vaikutusta eri vyohyk-

keissa vietettyyn aikaan.



Aika vyohykkeessa

Ei immobilisaatiota Immobilisaatio

(s)

300,00

200,00

100,00

0,00~

Reuna

Keski Reuna Keski

Vyohyke
Errar Bars: +- 2. SE
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Genotyyppi

W Villityyppi
[ Heterotsygootti

Kuva 15. Vietetty aika eri avokentdn vyohykkeissa.

Avokenttatestissa liikutusta matkasta on piirretty kuva

vyohykkeissa liikuttua matkaa ja verrataan genotyypin ja

16. Siina tarkastellaan eri

immobilisaation vaikutusta

siihen. Hiirelle luontaisella tavalla eldaimet ovat viettdneet enemman aikaa reuna-

vyohykkeellda kuin keskella. Jélleen on huomattavissa, ettd villityypin eldimet liikku-

vat hieman enemmaéan, mutta ero ei ole tilastollisesti merkittava. Immobilisaatiolla ei

mydskaan ole tilastollisesti merkittavaa vaikutusta.

Liikuttu matka

Ei immobilisaatiota Immobilisaatio

{cm)

2 000,007

1 500,00

1 000,00

500,00

0,00-

Reuna

Keski

Reuna

Keski

Vyohyke
Error Bars: +- 2. SE

Genotyyppi

W Villityyppi
[ Heterotsygootti

Kuva 16. Liikuttu matka avokentdn eri vyGhykkeisséa.

Avokenttatestin ANOVA-varianssianalyysin tulokset liitteena 2.
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4.3 Pelkoehdollistumiskoe

Pelkoehdollistumiskokeen tuloksissa tarkasteltiin eldimen paikalleen jahmettymisten
maarda ja verrattiin sitd 1ahtotilanteeseen. Aluksi eldin ehdollistettiin pelkddmaan aan-
ta4. Kuvassa 17 lahtotaso tarkoittaa testin ensimmaistéa 60 s, jolloin elaimelle ei ole esi-
tetty 4anta, eikd se ole saanut sahkoshokkia. Aani tarkoittaa ehdollistamisen viimeista
aanta, johon on yhdistetty sdhkoisku. Kuvasta voi ndhda, ettd eldinten jahmettyminen

on lisdantynyt huomattavasti lahtétasoon verrattuna.

Ehdollistaminen
Aika
jihmettyneend Genotyyppi

B Villityyppi
B Heterotsygootti

40,001

30,00

20,00

10,00

0,00-
Lahtdtaso Aani

Mittauksen vaihe
Errar Bars: +- 2. 5E

Kuva 17. Hiirten pelkoehdollistuminen.

Lisaksi testattiin, liittyikd pelkoehdollistumiseen kontekstiin ehdollistumista ja toimiko
adaneen ehdollistuminen muuttuneessa ymparistossa. Kuvassa 18 on esitetty aika, min-
kd elain on ollut jahmettyneend kontekstia seka aaneen ehdollistumista testatessa.

Kontekstin lahtotaso on otettu suoraan ehdollistamisen lahtotasosta ja itse konteksti
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tarkoittaa testin koko kahden minuutin aikaa. Adneen ehdollistumisen testauksessa

pohjataso on ensimmaiset 60 sekuntia ja testi viimeiset 60 sekuntia, jolloin &ani on

esitetty.

Aika " Aika i

jahmettyneend jihmettyneend : Genotyyppi
B Villityypepi
B Heterotsygootti

60,007 60,00

50,00+ 50,00

40,00 40,00

30,00 30,004

20,00 20,00

10,00 10,00

0,00 1 0,00 T
Lahtataso Testi Lahtitaso Konteksti

Mittauksen vaihe

Error Bars: +- 2. SE

Kuva 18. Kontekstiin ja d&neen ehdollistuminen.

Pelkoehdollistumistestien ANOVA-varianssianalyysien tulokset liitteend 3.

Pelkoehdollistumisen purkaminen tehtiin kaksipaivaisella kokeella. Tuloksissa koko mit-
taus jaettiin kuuteen samanpituiseen vaiheeseen, tulostenkasittelyn helpottamiseksi.

Kuvassa 19 on esitetty ensimmaisen ja toisen paivan ehdollistumisen purkaminen.
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1. paiva 2. paiva

Aika

jahmettyneens Genotyyppi
I Villityyppi
[ Heterotsygootti

40,00 40,00

30,00 30,00

20,00 20,00

10,00 10,00

0,00 T | T 1 T T 0,00 T T T T T T

S0 51 52 S3 sS4 S5 S0 51 52 S3 oS4 S5

Mittauksen vaihe

Error Bars: +/- 2. SE

Kuva 19. Ensimmadisen ja toisen pdivan pelkoehdollistumisen purkaminen. Mittaus jaet-

tiin kuuteen yhtd pitkdédn vaiheeseen, jotka ndkyvét kuvaajassa x-akselilla.

Kuten tyypillistda ehdollistumisen purkamisessa, aluksi pelko voimistuu mutta léhtee
pian laantumaan. Toisena paivana lahtotason pitéisi olla matalammalla, eik& pelon pi-
taisi nousta yhta voimakkaaksi kuin ensimmaisena paivana. Kuvaajasta ensimmaisen
paivan tuloksista voi nahda, etta ehdollistumisen purku toimii. Toisen paivan kohdalla
heterotsygoottien eldinten pelko nousee hiljalleen koko mittauksen ajan. Tilastollisesti

erot eivat ole merkittavia.

Pelkoehdollistumisen purkamisen ANOVA-varianssianalyysin tulokset liitteena 4.
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5 Tulosten tarkastelu

Opinnaytety6n tarkoituksena oli tutkia Gsr-geenin vaikutusta hiirten ahdistuneisuus-
kayttaytymiseen. Hypoteesina oli, ettd Gsr-geenin vaikutus nakyisi erona heterotsy-
goottien ja villityypin eldinten valilla. Heterostygoottien uskottiin olevan vahemman
ahdistuneita. Immobilisaation tavoitteena oli voimistaa ahdistuneisuutta ja hypoteesina
oli, ettd immobilisaation vaikutus heterotsygootteihin eldimiin olisi pienempi kuin villi-

tyypin elaimiin.

Kayttaytymiskokeita tarkastellessa on muistettava kokeen mahdolliset virheldhteet.
Vaikka koko kokeen ajan pyritddn eldimet pitamaan mahdollisimman stressittomissa ja
muuttumattomissa oloissa, voi ymparistdlla olla vaikutusta. Kokeen suorittajalla tai
kasittelytavoilla voi olla merkitysta eléinten kokemaan stressiin. Lisdksi hdkkien puhdis-
taminen ja muut eléintenhoitajien toimet voivat vaikuttaa. Yksilotasolla ulkopuolisten
hairidtekijoiden vaikutus vaihtelee suuresti. Kayttadytymiskokeissa yksildiden vélinen
hajonta on normaalia ja tuloksia tarkastellessa on muistettava, etta varianssianalyysi

ottaa huomioon hajonnan ja néin se vaikuttaa myos tilastolliseen merkitsevyyteen.

Kayttaytymiskokeiden tulosten perusteella oli nahtavissa, etta villityypin eldimet liikkui-
vat enemman ja olivat aktiivisempia. Liikkumisen perusteella heterotsygootit eldimet
vaikuttivat enemman ahdistuneilta kuin villityypit. Sekd valoisa-pimed, ettéd avokentta-
testissd suunta oli sama, mutta ainoa tilastollisesti merkitseva ero oli valoisalle puolelle
siirtymisen latenssiajassa, jonka mukaan villityypin eldimet olivat rohkeampia siirty-
maéan valoisalle puolelle. Aikaisemmissa kayttskokeissa tulokset ovat olleet painvastai-
sia [3; 9; 10; 12]. Gsr-geenin vaikutusta ahdistuneisuuteen on tdhan mennessa tutkittu
padasiassa liris Hovatan tutkimusryhmaéssa ja suurin nayttd on hiirimalleista. Tdman
tutkimuksen tulokset eroavat suhteessa aikaisemmasta, ettd heterotsygootit hiiret vai-
kuttivat ahdistuneemmilta kuin villityypin eldéimet. Toisaalta on otettava huomioon, etta
edelliset kokeet oli tehty eri laitteistolla ja eri henkildn toimesta. Liséksi kokeista oli yli

vuosi aikaa. Kaikki nAma tekijat voivat vaikuttaa tulokseen.

Immobilisaatiolla tarkoitus oli saada genotyyppien valille suuremmat erot, mutta tulos-
ten perusteella erot ennemminkin tasoittuivat. Taytyy myos muistaa, ettd eldimet oli-
vat ennen immobilisaatiota kdayneet lapi aikaisemman kayttaytymiskokeen, joten tulok-

sissa voi nakya myds eléainten oppiminen ensimmaisesta kerrasta. Voihan olla, ettd im-
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mobilisaation pitéisi olla pidempi tai stressid pitéisi aiheuttaa kroonisesti, ettd sen vai-

kutus nakyisi hiirten ahdistuneisuuskayttaytymisessa.

Pelkoehdollistumistestin tulokset olivat melko vaikeasti tulkittavissa. Testien mukaan
eldimet ehdollistuivat pelkddmaéan aantd. Ne yhdistivat pelon myds ymparistoon, ja
kontekstiin reagoiminen olikin melko voimakasta. Pelkoehdollistumisen purkaminen
vaikutti ensimmaisen paivan jalkeen hyvalta, mutta toisen paivan tuloksista nakyi, etta
heterotsygoottien hiirten ehdollistumisen purkautuminen olisi hitaampaa. Ryhmien va-

lilla ei kuitenkaan ollut tilastollisesti merkittévia eroja.

Pelkoehdollistumistestin tulokset oli laskettu automaattisesti tietokoneohjelmalla, mutta
hajontaa voisi saada pienemmaksi, jos tulokset laskisi uudelleen manuaalisesti. Tama
tarkoittaisi sita, etté kaikki videomateriaali katsottaisiin [api ja kirjattaisiin eldinten jah-
mettymiset ylés. Pelkoehdollistumistestiin saattoivat vaikuttaa eléaimille aiemmin suori-
tetut kokeet ja stressi. Pelkoehdollistumiskoe olisi hyva suorittaa omana kokonaisuute-
na. Mielenkiintoista olisi saada vastaavaan kokeeseen homotsygootteja Gsr-hiirid, jol-
loin geenimutaatio tulisi oikein esille, esimerkiksi tekemalla ns. indusoiva hiirimalli, jolta

puuttuu Gsr-geeni ainoastaan aikuisena.

Yhteenvetona voidaan todeta, ettd tehtyjen kaytoskokeiden perusteella ei Gsr-geenin
suhteen heterotsygoottien ja viilityypin eléinten valilla ole tilastollisesti merkittavaa

eroa. My6skaan sukupuolten vililla ei ole eroa.
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Valoisa-pimea laatikko-testin varianssianalyysin tulokset

Aika eri vyOhykkeissa

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable:Time in zone (s)

Treatment Zone Source Mean Square F Sig.
genotype 4376,884 5,874 ,019
sex 344,228 462 ,500
dark zone
group 1462,867 1,963 , 167
genotype 177,378 2,000 , 163
. o sex 21,561 ,243 ,624
no immobilzation gray zone
group 23,203 ,262 ,611
genotype 2792,032 3,516 ,066
. sex 538,091 ,678 414
light zone
group 1854,543 2,335 , 132
genotype 10,022 ,007 ,933
sex 553,470 ,397 ,531
dark zone
group 31,688 ,023 ,881
genotype 117,627 ,249 ,620
. o sex 315,360 ,669 417
immobilization gray zone
group 452,760 ,960 ,332
genotype 196,318 ,239 ,627
) sex 1704,395 2,075 ,156
light zone
group 724,007 ,882 ,352

Liite 1
1(4)



Liikuttu matka

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable:Distance moved (cm)

Mean Squa-

Treatment Zone Source re Sig.
genotype 29868,726 0,506 0,48
dark zone | sex 3634,078 0,062 0,805
group 4585,898 0,078 0,782
genotype 34195,902 4,409 0,041
no immobilzation | gray zone | sex 5457,707 0,704 0,405
group 7502,728 0,967 0,33
genotype 246691,933 3,008 0,089
light zone | sex 22361,933 0,273 0,604
group 250962,761 3,06 0,086
genotype 138858,182 1,737 0,193
dark zone | sex 10652,469 0,133 0,717
group 74929,321 0,937 0,337
genotype 8468,779 0,928 0,34
immobilization | gray zone | sex 517,409 0,057 0,813
group 34110,109 3,739 0,058
genotype 63655,825 1,049 0,31
light zone | sex 102280,332 1,686 0,2
group 91313,349 1,505 0,225

Liite 1
2(4)



Vybhykkeelle siirtymisia

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable:Zone entries

Treatment Zone Source Mean Square F Sig.
genotype 34,066 1,003 321
dark sex 15,600 ,459 ,501
ark zone
group 1,217 ,036 ,851
genotype 207,733 2,655 ,109
) o sex 4,103 ,052 ,820
no immobilzation gray zone
group 51,948 ,664 ,419
genotype 104,944 3,721 ,059
) sex 8,331 ,295 ,589
light zone
group 62,509 2,216 142
genotype 22,665 ,435 512
sex 4,103 ,079 , 780
dark zone
group 114,931 2,207 ,143
genotype 101,771 ,948 ,335
sex 6,410 ,060 ,808
immobilization gray zone
group 413,741 3,853 ,055
genotype 51,781 1,929 171
sex 4,523 , 168 ,683
light zone
group 131,985 4,916 ,031

Liite 1
3 (4)



Latenssiaika valoisalle puolelle siirtymiseen

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable:Latency to enter the light (s)

Treatment Source Mean Square F Sig.
genotype 825,261 4,540 ,038
sex 87,756 ,483 ,490

no immobilzation
group 531,532 2,924 ,093
genotype 485,309 ,848 ,361
sex 471,900 ,824 ,368

immobilization

group 496,348 ,867 ,356

Liite 1
4(4)
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Avokenttatestin varianssianalyysin tulokset

Aika vybhykkeissa

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable:Time in zone (s)

Treatment Zone Source Mean Square F Sig.
sex 2771,261 4,137 ,048
genotype 137,940 ,206 ,652
center group 210,436 314 ,578
genotype * 921,685 1,376 247
group
no immobilization sex 2771261 4137 048
genotype 137,940 ,206 ,652
walls group 210,436 314 ,578
genotype * 921,685 1,376 247
group
sex 816,810 1,289 ,262
genotype 629,384 ,993 324
center group 9,034 ,014 ,905
genotype * 487,900 , 770 ,385
group
immobilization sex 816,810 1,289 262
genotype 629,384 ,993 324
walls group 9,034 ,014 ,905
genotype * 487,900 , 770 ,385
group




Liite 2
2(2)

Liikuttu matka

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable:Distance moved (cm)

Mean Squa-
Treatment Zone Source re F Sig.

sex 67028 ,647 ,425
genotype 90315 ,872 ,355
center | group 663 ,006 ,937
genotype * 17291 ,167 ,685

group
no immobilization Sex 108883 253 504
genotype 100677 419 ,520
walls group 92208 ,384 ,538
genotype * 1 ,000 ,998

group
sex 256 ,002 ,963
genotype 219136 1,902 174
center group 11449 ,099 , 754
genotype * 7023 ,061 ,806

group
immobilization Sex 448467 2,373 130
genotype 136915 725 ,399
walls group 86700 ,459 ,501
genotype * 501792 2,655 ,110

group




Liite 3

1(3)
Pelkoehdollistumis kokeiden varianssianalyysin tulokset
Pelkoehdollistuminen
Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: Time Freezeing
Stage of experiment Source Mean Square Sig.
sex ,132 ,796 377
genotype ,128 , 768 ,385
round ,097 ,581 ,450
sex * genotype ,098 ,589 447
baseline sex * round ,246 1,475 ,230
genotype * ,058 ,348 ,558
round
sex * genotype ,000 ,002 ,963
* round
sex , 301 ,006 ,937
genotype 3,053 ,063 ,802
round 73,201 1,521 224
sex * genotype 14,227 ,296 ,589
end sex * round 36,475 , 758 ,388
genotype * 17,563 , 365 ,549
round
sex * genotype 19,171 ,398 ,531

* round
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2(3)
Aaneen ehdollistuminen
Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: Time Freezeing
Stage of experiment Source Mean Square F Sig.
sex 1,700 ,536 ,468
genotype ,284 ,090 , 766
round ,207 ,065 , 799
sex * genotype ,278 ,088 , 768
baseline sex * round ,018 ,006 ,940
genotype * 2,712 ,855 ,360
round
sex * genotype 15,275 4,816 ,033
* round
sex 46,378 ,353 ,555
genotype 97,317 , 741 ,393
round 105,632 ,804 374
sex * genotype 106,211 ,809 373
end sex * round 50,862 ,387 ,537
genotype * 162,161 1,235 272
round
sex * genotype 138,522 1,055 , 309
* round
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Kontekstiin ehdollistuminen
Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable:Time freezeing
Stage of experiment Source Mean Square Sig.
sex ,132 ,796 377
genotype ,128 , 768 ,385
round ,097 ,581 ,450
sex * genotype ,098 ,589 447
baseline sex * round ,246 1,475 ,230
genotype * ,058 ,348 ,558
round
sex * genotype ,000 ,002 ,963
* round
sex 200,721 ,302 ,585
genotype 83,979 , 126 124
round 829,528 1,249 ,269
sex * genotype 2853,571 4,297 ,043
end sex * round 1391,654 2,096 , 154
genotype * 46,542 ,070 , 792
round
sex * genotype ,044 ,000 ,994

* round
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1(2)
Pelkoehdollistumisen purkamisen varianssianalyysin tulokset
Pelkoehdollistumisen purkamisen ensimmainen paiva
Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable:Time freezeing
Stage of experiment Source Mean Square Sig.
sex 48,132 1,038 ,313
genotype 120,078 2,589 , 114
round 13,841 ,298 ,587
sex * genotype 47,260 1,019 ,318
S0 sex * round 2,399 ,052 ,821
genotype * round 63,685 1,373 247
sex * genotype * 13,206 ,285 ,596
round
sex 23,265 ,063 ,803
genotype 133,685 ,360 ,551
round 253,701 ,683 413
sex * genotype 481,235 1,295 ,261
St sex * round 407,482 1,097 ,300
genotype * round 417,782 1,124 ,294
sex * genotype * 189,096 ,509 479
round
sex 148,103 1,279 ,264
genotype 109,129 ,942 ,336
round 728 ,006 ,937
sex * genotype 16,057 , 139 711
S2 sex * round ,550 ,005 ,945
genotype * round 1,903 ,016 ,899
sex * genotype * 708,208 6,115 ,017
round
sex 74,498 , 756 ,389
genotype 85,633 ,869 ,356
round 110,317 1,119 ,295
sex * genotype 15,555 , 158 ,693
S3 sex * round 6,747 ,068 , 795
genotype * round 1,082 ,011 917
sex * genotype * 82,024 ,832 ,366
round
sex 27,667 , 178 ,675
genotype 68,023 437 ,512
round 223,277 1,433 ,237
sex * genotype 2,470 ,016 ,900
S4 sex * round 109,481 , 703 ,406
genotype * round 177,545 1,139 ,291
sex * genotype * 147,253 ,945 ,336
round
sex 59,287 472 ,495
genotype 403,085 3,212 ,079
round 33,483 ,267 ,608
sex * genotype 31,956 ,255 ,616
S5 sex * round 275,096 2,192 ,145
genotype * round 83,496 ,665 ,419
sex * genotype * 29,131 ,232 ,632

round
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2 (2)
Pelkoehdollistumisen purkamisen toinen péaiva
Tests of Between-Subjects Effects
Dependent Variable: Time Freezeing
Stage of experiment Source Mean Square Sig.
sex 105,022 1,908 ,173
genotype 20,376 ,370 ,546
round 74,564 1,354 ,250
sex * genotype 9,728 177 ,676
S0 sex * round 133,060 2,417 126
genotype * round 8,814 ,160 ,691
sex * genotype * 25,498 463 ,499
round
sex ,004 ,000 ,997
genotype 425,740 1,816 ,184
round 1088,436 4,643 ,036
sex * genotype 106,201 453 ,504
S1 sex * round 1425,866 6,083 017
genotype * round 82,777 ,353 ,555
sex * genotype * 225,423 ,962 331
round
sex 253,185 2,413 ,127
genotype 372,498 3,551 ,065
round 39,694 ,378 ,541
sex * genotype ,282 ,003 ,959
S2 sex * round 300,743 2,867 097
genotype * round 47,095 ,449 ,506
sex * genotype * 595,524 5,677 ,021
round
sex 6,786 ,035 ,852
genotype 65,481 ,342 ,562
round 33,455 174 ,678
sex * genotype 42,074 ,219 ,642
S3 sex * round 117,967 615 437
genotype * round 211,038 1,101 ,299
sex * genotype * 467 ,002 ,961
round
sex 22,653 ,166 ,686
genotype 418,013 3,058 ,087
round 607,660 4,445 ,040
sex * genotype 3,906 ,029 ,866
sS4
sex * round 67,062 ,491 ,487
genotype * round 7,355 ,054 ,818
sex * genotype * 3,477 ,025 874
round
sex 32,080 ,204 ,653
genotype 1,824 ,012 ,915
round 50,226 ,320 ,574
sex * genotype 527,426 3,362 ,073
S5
sex * round 177,318 1,130 ,293
genotype * round 34,619 221 ,641
sex * genotype * 160,000 1,020 317

round




