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Kokkuvote

Kéesoleva t00 eesmérgiks oli uurida neuropeptiid S-1 (NPS) moju erinevusi korge (high exploratory
- HE) ja madala (low exploratory - LE) uudistamisaktiivsusega rottide kditumisele. Selleks jagati
loomad uudiskasti testi abil HE ja LE riihmadesse. Loomadele paigaldati paremasse ajuvatsakesse
pusikaniiiil. Katsepdeval siistiti loomadele vastavalt NPS-i vai Ringeri lahust ning uurimaks NPS-i

moju kditumisele, 1dbisid loomad O-puuri testi, uudiskasti testi ning hele-tume puuri testi,
Tulemustest selgus, et NPS ei mdjutanud erinevalt uudiskasti testis ning hele-tume puuri testis HE
ja LE grupi loomade kéitumist. NPS-i mdjul suurenes nii HE kui ka LE loomade liitkumisaktiivsus

0-puuri testis.

Mairksonad: Wistari rotid, uudistamisaktiivsus, neuropeptiid S
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Abstract

Behavioral differences in response to intracerebroventricular neuropeptide S infusion in high
and low exploratory rats

The aim of this study was to examine the differences in behavioral responses to neuropeptide S
(NPS) in high and low exploratory rats (HE and LE, respectively). To do so, rats were first divided
into HE and LE groups based on their results in exploration box test. Cannula was implanted into
the right lateral ventricle. On the test day, rats received an injection of 5 pl either of Ringer solution
or NPS. Injection was followed by elevated zero-maze test, exploration box test and light/dark test

to explore the effects of NPS to their behavior.
The results showed that NPS effect did not differ in exploration box test and the light/dark test
between LE and HE groups. Locomotor activity increased in both groups in response to NPS in the

elevated zero-maze test.

Keywords: Wistar rats, exploratory activity, neuropeptide S
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Sissejuhatus

Katseloomade jagamine huvi pakkuva spetsiifilise kditumusliku konstrukti alusel on voetud iiha
enam kasutusse farmakoloogiliste uuringute ldbiviimisel (Thiel, Miiller, Huston & Schwarting,
1999). Mitmed uuringud on ndidanud, et rotid, olgugi identsed tdu, soo ja vanuse poolest, vdivad
siistemaatiliselt erineda kéitumuslike vastuste poolest uudses keskkonnas. Selliseid erinevusi on
voimalik seostada spetsiifiliste flisioloogiliste mehhanismidega. On leitud, et lokomotoorset vastust
uudsusele voOib seostada sOltuvuse ja stressimehhanismidega: korge uudistamisaktiivsusega
loomadel on kdrgem lokomotoorne vastus amfetamiinile (Hooks, Jones, Smith, Neill & Justice Jr,
1991), eelsoodumus psiihhostimulaatori eneselemanustamiseks (Pierre & Vezina, 1997) ning nad on
tundlikumad kinnitustele ja stressoritele (Rouge-Pont, Piazza, Kharouby, Le Moal & Simon, 1993).
Need kéitumuslikud erinevused on seotud siistemaatiliste erinevustega ajus, eriti dopamiinisiisteemi

talitlusega (Thiel et al., 1999).

Uues keskkonnas mojutavad kéitumist konfliktsed motivaatorid — hirm ja uudishimu. Uudiskasti
testiga on vdimalik jagada loomad rithmadesse, kes on piisivalt korge neofoobia/madala
motivatsiooniga (low exploratory - LE) ning madala neofoobia/kdrge motivatsiooniga (high
exploratory - HE) uudistamise suhtes (Méllo, Alttoa, Kdiv, Tonissaar, Eller & Harro, 2007). Millo
ja kolleegid (2007) leidsid oma uurimuses, et HE rotid olid uudiskasti testis markimisviirselt

aktiivsemad kui LE rotid ning vihemérevad tdstetud pluss-puuris.

Neuropeptiid S (NPS) on 20 aminohappest koosnev neuropeptiid (Xu et al., 2004). Neuropeptiid S
reguleerib mitmeid bioloogilisi funktsioone, aktiveerides selektiivselt NPS-i retseptorit. NPS to6tab
kui neuromodulaator ning mojutab &rgastuse ja drevusega seotud kéitumisi ndrilistel retseptori
NPSRI1 kaudu (Rizzi et al., 2008; Xu et al., 2004). NPS edendab drevust ja paanikat vihendavaid
efekte hiirte tdstetud T-puuris NPS-i retseptori selektiivse aktivatsiooni kaudu (Pulga, Ruzza, Rizzi,
Guerrini & Calo, 2012). Farmakoloogilised {iihendid, mis védhendavad &drevust (nditeks
bensodiasepiinid), tiiiipiliselt vdhendavad ka &rgastatust ja aktiivsust, kuid NPS-siisteem toimib
teisiti.  Loomkatsed on ndidanud, et ajusisene NPS-i manustamine pdhjustab
anksioliiitikumi/trankvillisaatori laadset efekti ning drgastust samaaegselt (Lukas & Neumann,
2012; Rizzi et al., 2008; Wegener et al., 2012; Xu et al.,, 2004). NPS-il on otsene modju
hiipotaalamuse-ajuripatsi-neerupealise stressiteljele hiipotaalamuse tasandil, kutsudes esile plasma

adrenokortikotroopse hormooni ja kortikosterooni taseme tdusu (Smith et al., 2006).
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Ajusisene NPS-i manustamine muudab &drksamaks, vdhendab é&revat kditumist ning pohjustab
hiiperaktiivset kéitumist (Xu et al, 2004). Avarvilja testi tulemused nditasid, et NPS suurendas
mérgatavalt sisenemiste arvu keskvidlja esimese 10 minuti jooksul, mis viitab anksioliiiitilisele
efektile. Samas suurendas sama annus NPS-i liikkumist avarvélja vilimistes tsoonides, mis on

kooskdlas NPS-i drgastava efektiga.

Rizzi et al. (2008) todst selgub, et NPS-i anksioliilitikumi laadne efekt avaldus sdltuvalt doosist,
suurendades aega, mis loomad veetsid tdstetud plusspuuris avatud aladel. Uurimuse tulemusena
vdideti, et NPS kiitub uudselt drgastuse ja drevusega seotud kditumise modulaatorina, mis avaldub
unikaalse efektide mustrina: anksioliiiisiga seostatud stimulatsiooniga. Viideti, et NPS-i retseptori

ligandid vdivad esindada innovatiivseid ravimeid unetuse ja drevushéirete ravis.

Individuaalne haavatavus narkootikumide vastuvdtlikkusele on inimestel sdltuvuse tekkimises
olulisel kohal. Katsed rottidega on ndidanud, et psiihhostimulandi eneselemanustamise riskiga rotte
on vOimalik dra tunda nende lokomotoorse reaktiivsuse jéargi stressisituatsioonis, niiteks uues
keskkonnas. Tulemused niitavad, et potentsiaalsed teraapilised strateegiad sdltuvuse ravis peaksid
vOtma arvesse projektsioonisiisteemide heterogeensuse, mitte kontsentreeruma nii véga iiksikule

neurotransmitterile (Piazza et al., 1991).

Wegener et al. (2012) leidsid, et NPS-il oli méarkimisvddrne anksioliiiitiline mdju erinevate
rotiliinide puhul, kuid see ei muutnud depressiooniga seotud kditumist iihegi rotiliini puhul,
hoolimata olulistest siinnipérastest erinevustest liinide vahel. Need tulemused viitavad sellele, et
NPS spetsiifiliselt muudab &drevusega seotud kéitumist, kuid ei suuda mojustada geneetiliselt

vahendatud depressiooni fenotiitipi.

Elamustejanu on inimese iseloomujoon, mida iseloomustab vajadus mitmekesiste, uudsete ja
komplekssete tunnete jarele ning iildine riskirohkete tegevuste nautimine (Dellu, Mayo, Piazza, Le
Moal & Simon., 1993). Analoogiaid vdib leida ka loomade kéitumuslike kalduvuste hulgast.
Uuringud on nididanud, et kdrge uudistamiskditumisega loomad on korge reaktiivsusega uudses
keskkonnas ning samuti vastuvotlikud narkootikumide manustamisele, vorreldes madala
uudistamiskditumisega rottidega. Dellu ja kolleegide (1993) uurimuse tulemused néitasid, et hele-
tume puuris sisenesid korge uudistamisaktiivsusega rotid valgustatud alasse kiiremini ning
tihedamalt kui madala uudistamisaktiivsusega rotid. Sellegipoolest ei erinenud sisenemiste arv terve

testimise perioodi jooksul nende kahe grupi puhul, mis viitab sellele, et korge
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uudistamisaktiivsusega rottide kditumine polnud tingitud iildisest lokomotoorsest hiiperaktiivsusest.
Seega, korge uudistamisaktiivsusega rotid nditasid suurenenud ldhenemist keskkonnale, mida
ildiselt peetakse rottide jaoks vastumeelseks. Sarnaseid jooni vdib analoogselt leida ka kdorge

elamustejanuga inimeste seast.

Hele-tume puuri test pohineb nériliste loomupérasel vastumeelsusel eredalt valgustatud alade suhtes
(Crawley & Goodwin, 1980). Konflikt ilmneb situatsioonides, kus loom on uues keskkonnas voi
uute objektide ldheduses, kuna uudistamissoov ning tundmatute olukordade viltimise soov ldhevad
omavahel vastuollu. Uudistamisaktiivsus nditab nende soovide tihendatud tulemust uudsetes
situatsioonides. Seega peetakse hele-tume puuris ravimite mojul kditumisaktiivsuse tdusu
valgustatud alas anksioliiiitilise aktiivsuse indeksiks. Anksioliiiitilise aktiivsuse nditajaks peetakse

tousu lileminekutes ilma tdusuta spontaanses litkumises (Bourin & Hascoét, 2003).

Tostetud O-puuri test kujutab endast muudetud kujul pluss-puuri testi, millega on vdoimalik mdota
rottide drevust (Shepherd, Grewal, Fletcher, Bill & Dourish, 1994). Selle disain eemaldab avatud
alas veedetud aja mitmetidhendusliku tdlgendamise voimaluse, mis tekkis pluss-puuris keskse ruudu
olemasolu tottu. Kulkarni, Singh ja Bishnoi (2007) uurisid erinevatesse gruppidesse kuuluvate
anksioliiiitikumide (bensodiasepiinid, barbituraadid, alkohol jne.) mdju loomade kditumisele ning
leidsid, et O-puuri test oli vorreldes pluss-puuri testiga parem meetod, uurimaks drevusega seotud

kéaitumisi.

Uurimuse eesmark

Kidesoleva uurimuse eesmdrgiks on vilja selgitada NPS-i moju korge ja madala

uudistamisaktiivsusega rottide kditumisele.

Eelpool vilja toodud tulemuste pdohjal, mis on ndidanud NPS-i drevust vihendavat ning samas
argastavat mdju (Pulga et al., 2012; Lukas & Neumann, 2012; Rizzi et al., 2008; Wegener et al.,
2012; Xu et al., 2004) piistitati jirgnev hiipotees: NPS-i manustamine muudab madala
uudistamisaktiivsusega rottide kéitumise sarnaseks korge uudistamisaktiivsusega rottide

kéitumisele.



NPS-i mdju kéitumisele 7

Meetod

Uldine protseduur

Uuringus kasutati isaseid Wistar liini rotte (Harlan Laboratories, Holland). Kdik rotid kaalusid
eksperimendi protseduuride alguses 272-400g ning majutati neljakaupa loomaruumi, mille
temperatuur oli 21+1°C ning valgustsiikkel koosnes 12-tunnisest valgusajast (08:00-20:00) ja 12-
tunnisest pimedast ajast (20:00-08:00). Toidupelletitele (Lactamin R70, Rootsi) ja veele oli
loomadel piiramatu ligipdds. Koik kaitumiskatsed viidi 14bi spetsiaalselt varustatud ruumides

ajavahemikus 11:00-18:00.

Kahe kuu vanused rotid eelselekteeriti uudiskasti testi alusel korge ja madala
uudistamisaktiivsusega gruppidesse. Jérgnevalt opereeriti loomadele paremasse ajuvatsakesse
piisikaniiiil. Nadal pérast operatsiooni alustati kditumiskatsetega. Loomadele manustati vastavalt
Ringeri lahust voi NPS-i. Kohe pirast siisti asetati loomad kodupuuri ning 30 minuti jooksul
registreeriti ultrahelihdilitsusi, millele jargnesid O-puuri test, uudiskasti test ning hele-tume puuri

test.

Ravimid

Roti NPS (Ser-Phe-Arg-Asn-Gly-Val-Gly-Ser-Gly-Val-Lys-Lys-Thr-Ser-Phe-Arg-Arg-Ala-Lys-Gln)
(Sigma-Aldrich Co, USA) lahjendati Ringeri lahusega (140 mM NaCl, 4 mM KCl, 1.2 mM CaCl,,
1.0 mM MgCl,, 1.0 mM Na,HPO,, 0.2 mM NaH,PO,; pH 7.2) kuni 16plikuks kontsentratsiooniks
saadi 1.0 nmol/5 pl (Wegener et al., 2012). Kontrollgrupi loomadele siistiti 5 ul Ringeri lahust.

NPS-i hoiti alikvootidena -80°C juures. Koiki ravimeid hoiti protseduuride ajal jdi peal.

Stereotaktiline operatsioon

Koik kirurgilised protseduurid viidi 1dbi poolsteriilsetes oludes. Enne operatsioone majutati loomad
iiksikult ning anesteseeriti ketamiini ja medetomidiini kombineeritud lahusega (vastavalt 45 mg/kg
ning 0.2 mg/kg i.p. - intraperitonaalselt). Anesteseeritud loomad kinnitati stereotaktilise raami kiilge
(David Kopf, USA) ning loomade kehatemperatuuri jalgiti rektaaltermomeetri abil. Jirgnevalt
siirdati neile 13 mm pikkune 22 G ajuvatsakesesisene (i.c.v) piisikaniiiil paremasse kiilgvatsakesse
(AP +0.6, L -1.3, DV -4.0, Paxinos & Watson, 2007), mis kinnitati kahe roostevabast terasest
kruviga ning hambaakriililiga. Piisikaniiiili sisse pandi dummy-kaniiiil. Operatsioonijadrgselt siistiti
loomadele nahaaluselt ampitsilliini (100 mg/kg s.c.), butorfanooli (2 mg/kg s.c.), karprofeeni (0.2

mg/kg s.c.) ja 2.5 ml steriilset soolalahust kdhuddnde ning asetati kodupuuri taastuma. Rotte jilgiti
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igapdevase kaalumise ja patsutamisega (handling), lisaks eemaldati dummy-kaniitile nddala jooksul
kahel korral, et harjutada loomi hilisema ajjusiisti protseduuriga ning minimaliseerida

stressireaktsiooni katsepdeval.

Ajuvatsakesse manustamise protseduur

Infusiooniks sisestati 14 mm pikkune 27 G kaniiiil 2-cm poliiamiin tuubi (0.38 mm sisemine
diameeter, 1.09 mm vilimine diameeter), mis oli {ihendatud 8 cm pikkuse FEP-tuubiga (0.12 mm
sisemine diameeter, 0.68 mm vélimine diameeter), mis omakorda oli kinnitatud 10 pl Hamiltoni
siistla (Hamilton Syringes, Sveits) kiilge. Infusioonisiisteem tiideti vastavalt 5 pl NPS vdi Ringeri
lahusega, mis seejérel 1 minuti jooksul ajju siistiti ning lisaks hoiti aine hajumise jaoks paigas veel
30 sekundit. Kohe pirast siisti asetati loomad tagasi kodupuuri ning 30 minuti jooksul registreeriti

ultrahelihialitsusi.

Eksperimendi 10pus siistiti rottidele i.c.v. 5 pl metiiiilrohelise lahust (Applichem, Saksamaa), et

maiirata kindlaks sondi asetus ning seejirel dekapiteeriti.

Loplikusse andmeanaliiiisi jdid loomad, kelle piisikaniiiili lokalisatsioon oli dige (n=36),
moodustades jirgnevad grupid: HE Ringer (n=7), HE NPS (n=9), LE Ringer (n=10) ning LE NPS
(n=10).

Uudiskasti test

Rottide uudistamiskditumise uurimiseks kasutati sarnaselt Méllo ja kolleegide (2007) uurimusele
uudiskasti, mis oli 50x100cm metallist kast, mille seinte korgus oli 40cm. Uudiskasti nurgas asus
“kodukamber” (20x20x20cm). Avatud alas asetati 4 eset (kolm uut ja iiks tuttav) kindlatesse
kohtadesse, mis olid terve eksperimendi jooksul samad. “Kodukamber”, mille porand oli kaetud
saepuruga, oli otseselt iihendatud avause (20x20 cm) kaudu avatud alaga. Avatud ala puhastati
niiske paberritikuga pédrast igat looma. Uudiskasti porand oli jagatud kaheksaks vordse suurusega
ruuduks, kuhu oli asetatud neli objekti: klaaspudel, pappkast, puuklots ja toidupala. Esimesed kolm
neist olid roti jaoks uudsed stiimulid, viimane aga tuttav. Uudiskasti test algatati roti panekuga
“kodukambrisse”, mis seejdrel kaeti kaanega. Vaatleja jélgis jargnevaid aspekte: avatud alasse nelja
kdpaga sisenemise latents, avatud alale ldhenemised (esikdpad avatud alas, véljavenitatud
kehahoiak, kuid avatud alasse nelja kdpaga mitte sisenemine), sisenemiste arv avatud alasse,
jooneiiletused, tagakdppadele tdusud, kolme uue eseme uudistamine avatud alas, avatud ala

uudistamiseks kulutatud aeg. Jooneliletuste, tagakdppadele tdusude ja objektide uurimise korrad
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summeeriti iga looma puhul uudistamisjuhtude summaks. Uks testisessioon kestis 15 minutit ning

eksperimendid viidi ldbi hdmaras valguses (4-5 1x avatud alas).

Millo et al. (2007) leidsid, et esimese uudiskasti sessiooni tulemused ei korreleeru jérgnevate
sessioonide tulemustega, kuid juba teise testimiskorraga saab miirata looma uudistamisfenotiiiibi.
Seega viidi iga loomaga viidi test ldbi kahel jérjestikusel pédeval ning korge ja madala

uudistamisaktiivsusega gruppidesse jaotati rotid teise katsepdeva andmete pohjal.

0-puuri test

Sarnaselt Peet (2013) uurimusele kasutati kdesolevas t69s 0-puuri, mille néol on tegu maapinnast
korgemale tdstetud sodrikujulise tasapinnaga, mis on jaotatud neljaks osaks. Esimene ja kolmas
veerand on Uimbritsetud seintega (suletud alad), teise ja neljanda veerandi puhul seinad puuduvad
(avatud alad, 5-11 Ix). Mida rohkem aktiivsust nditab loom {iles seoses avatud osaga, seda
madalamaks loetakse ta stressitase (Braun, Skelton, Vorhees & Williams, 2011). Antud katses
kasutati 105 cm 14bimddduga null-puuri, mis oli maapinnast 72 cm korgusel. So0ri laius oli 10 cm
ning seinte korgus 28 cm. Iga rott lébis testi iihe korra, mille ajal viibis ta null-puuris 5 minutit.
Pérast igat looma puhastati O-puuri niiske paberrétikuga. Katse alguses asetati rott null-puuri
suletud alasse. Mdlemad avatud osad olid jagatud joonte abil kolmeks vordseks osaks, mille

iletamist katses jélgiti.

0-puuri testis jélgiti jargmisi aspekte: avatud alas viibitud aeg, avatud alasse sisenemise latents,

jooneiiletuste arv, avatud alale l&henemised ning avatud alasse sisenemiste arv.

Hele-tume puur

Kéesolevas t60s kasutati sarnaselt Mallo (2008) uurimusele hele-tume puuri (30x60x40 cm), mis oli
valmistatud metallist ning koosnes kahest seinaga eraldatud sama suurusega (30x30 cm) osast.
Kahe osa vahelises seinas oli ava (10x10 cm), mille kaudu oli rottidel voimalik iihest osast teise
litkkuda. Pime osa oli pealt kaetud, valgustatud osa aga pealt lahtine ning tugevalt valgustatud
(keskel 85 Ix, nurkades 105-130 Ix). Testi alguses asetati rotid kahte osa eraldava ava juurde,
koonuga pimedasse alasse. 5 minuti jooksul registreeriti heledasse alasse sisenemise latents,
heledale alale 1ihenemiste arv, heledas alas viibitud aeg, jooneiiletuste arv, tagakdppadele tdusude
arv heledas alas ning heledasse alasse sisenemiste arv. Pirast igat looma puhastati hele-tume puuri

niiske paberritikuga.
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Andmetootlus

Andmetdotlus viidi 1dbi kasutades andmetootlusprogrammi  SPSS  Statistics 20. Keskmiste
vordlemiseks kasutati kahefaktorilist dispersioonanaliiiisi, post hoc testina Fisheri LSD testi ning

korrelatsiooni uurimiseks Pearsoni korrelatsioonikordajat. Olulisuse nivoo a=0,05.
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Tulemused

Uudiskasti test

Rotid klassifitseeriti palju- ja vdheuudistavateks teise uudiskastipdeva uudistamisjuhtude summa
alusel. Keskmine uudistamisjuhtude summa oli HE grupil 233,25 (+ 21,11) ja LE grupil 4,8 (+
8,31). Esimese ja teise pdeva uudistamisjuhtude summade vahel oli tugev positiivne korrelatsioon

=0,94, p<0,001.

Eelselektsiooni teise pdeva ning katsepdeva uudistamisaktiivsuse vahel oli tugev positiivne
korrelatsioon r=0,73, p<0,001. Katsepdeval, mil pooltele rottidele oli manustatud NPS-i, pooltele
lahustit, ilmnes ANOVA pohjal, et avatud alasse sisenemise latents (Joonis 1) ning avatud alale
lahenemiste arv (Joonis 2) olid HE loomadel oluliselt madalamad kui LE loomadel (F(1,
32)=280,14, p<0,0001; F(1, 32)=6,58 , p<0,05). Avatud alasse sisenemise latentsi osas ilmnes LSD
post hoc testi alusel, et HE ja LE grupi siseselt ei olnud statistiliselt olulisi erinevusi. Avatud alale

lahenemisi tegid LE NPS grupi loomad aga oluliselt rohkem kui kontrollgrupi loomad.

MPSA/ehicle

N W Ringer
1 000 . s

Avatud alasse sisenemise latents

++

1
LE HE

HEILE
** - p<0,0001 vs HE Ringer; ++ - p<0,0001 vs LE NFPS

Joonis 1: Avatud alasse sisenemise latents uudiskasti testis gruppide loikes
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MNPSMehicle

| MW Ringer
2,0 EnPs

Avatud alale lihenemised

LE HE
HEILE
w- p<0,05 vs HE NPS; # - p<0,05 vs LE Ringer

Joonis 2: Avatud alale ldhenemised uudiskasti testis gruppide loikes

Avatud alas viibitud aja puhul ilmnes oluline koosmdju tunnuste HE/LE ning NPS/Ringer vahel
(F(1, 32)=5,15, p<0,05) (Joonis 3). Lisaks ilmnes oluline erinevus HE ja LE loomade vahel (F(1,
32)=56,26, p<0,0001). LSD post hoc testi alusel ilmnes, et HE NPS grupi loomad viibisid avatud

alas oluliselt vahem aega kui kontrollgrupi loomad.

MNPSMehicle

M Ringer
Errs

B00—

400

Avatud alas viibitud aeg

200

LE HE
HEILE

o - p<0,05 vs HE MNPS; ##- p<0,0001 vs LE Ringer; +- p<0 05 vs LE NPS

Joonis 3: Avatud alas viibitud aeg uudiskasti testis gruppide loikes

HE loomadel olid jatkuvalt oluliselt kdrgemad tulemused nii avatud alasse sisenemiste arvus (F(1,
32)=27,1, p<0,0001) (Joonis 4), objektide uudistamises (F(1, 32)=41,74, p<0,0001) (Joonis 5),
jooneiiletustes (F(1, 32)=35,64, p<0,0001) (Joonis 6), tdusude arvus (F(1, 32)=25,76, p<0,0001)
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(Joonis 7) kui ka uudistamisjuhtude arvus (F(1, 32)=38,1 , p<0,0001) (Joonis 8). LSD post hoc testi
nditas samuti, et HE loomad sisenesid rohkem avatud alasse, uudistasid rohkem objekte, sooritasid
rohkem jooneiiletusi ja tdusid rohkem tagakdppadele kui LE loomad, kuid HE ja LE grupi siseselt

statistiliselt olulised erinevused puudusid.

MNPSAehicle

M ringer
Erprs

Avatud alasse sisenemised

HEILE

#- p=<005 vs LE Ringer; +- p<0,05 vs LE NFS

Joonis 4: Avatud alasse sisenemised uudiskasti testis gruppide 16ikes

NPSMehicle

B Ringer
30 Erprs

20—

Objektide uudistamised

107

HEILE
##- p<0,0001 vs LE Ringer; +- p<0,05 vs LE NPS

Joonis 5: Objektide uudistamise kordade arv uudiskasti testis gruppide loikes
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MPSA/ehicle

I Ringer
80 Errs
#

60—

40—

Jooneiiletused

20—

o

HEILE

#- p<0,05 vs LE Ringer; +- p<0,05 vsa LE NFPS

Joonis 6. Jooneiiletuste arv uudiskasti testis gruppide loikes

MNFPSA/ehicle

_ # MW Ringer
20 Erprs

15

Tousud

5

HEILE

#- p=<0,05 vs LE Ringer, +- p<005 vs LE NPS

Joonis 7: Tousude arv uudiskasti testis gruppide loikes
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MPSMehicle

#HE M Ringer
[
120

o
7

@
o
1

60—

Uudistamisjuhtude summa

40—

20—

HEILE

## - p<0,0001 ws LE Ringer; +- p<0,05 vs LE NPS

Joonis 8: Uudistamisjuhtude summa uudiskasti testis gruppide loikes

0-puur
0-puuri tulemusi analiiiisiti 1dhtuvalt avatud ossa sisenemiste arvust, avatud ossa ldhenemiste arvust,

avatud ossa sisenemise latentsist, avatud osas viibitud ajast ning avatud osas jooneiiletustest.

ANOVA pohjal ilmnes, et avatud ossa sisenemise latents ning avatud alale ldhenemiste arv olid LE
loomadel ANOVA pdhjal oluliselt suuremad kui HE loomadel (F(1, 32)=5,07, p<0,05; F(l,
32)=6,58, p<0,05) (Joonis 9; joonis 10). LSD post hoc test niitas, et LE loomade grupis vidhenes
NPS-i mdjul nii avatud alasse sisenemise latents kui ka avatud alale ldhenemiste arv. HE grupi

siseselt aga statistiliselt olulisi erinevusi ei ilmnenud.

MNPSA/ehicle

I Ringer
200 Errs

150

Avatud alasse sisenemise latents

LE HE
HEILE
*- p<0,05 vs HE Ringer; +- p<0,05 vs LE NFS

Joonis 9: Avatud alasse sisenemise latents 0-puuri testis gruppide loikes
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MNP SMehicle

| MRinger
2 (SIS

2

Avatud alale |ihenemised

LE

HE
HEILE

* - p<0,05 vs HE Ringer; + - p<0,05 ws LE NPS

Joonis 10: Avatud alale ldhenemised 0-puuris gruppide loikes

Avatud osas viibitud aja (Joonis 11) ning avatud ossa sisenemiste arvu (Joonis 12) puhul esines nii
HE/LE peamdju (F(1, 32)=11,57, p<0,05; F(1, 32)=20,25, p<0,0001) kui ka NPS/Ringer peamdju
(F(1, 32)=10,52, p<0,05; F(1, 32)=10,9, p<0,05). Fisheri LSD post hoc test niitas, et NPS
suurendas LE loomadel nii avatud osas viibitud aega kui ka avatud ossa sisenemiste arvu. HE grupi
siseselt olulisi erinevusi avatud alas viibitud ajas ei ilmnenud, kuid avatud alasse sisenemisi tegid

HE loomad NPS-i mdjul oluliselt rohkem.

MNP SMehicle

M Ringer
2007 Errs

Avatud alas viibitud aeg

LE HE
HEILE

* - p<0,05 vs HE Ringer; + - p<0,05 wvs LE NPS

Joonis 11: Avatud osas viibitud aeg 0-puuri testis gruppide 15ikes
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MNFSA/ehicle

B Ringer
mErprs

Avatud alasse sisenemised

LE HE
HEILE
* - p=0,05vs HE Ringer;, + - p<0 05 vs LE NPS

Joonis 12: Avatud alasse sisenemiste arv 0-puuris gruppide loikes

HE loomadel oli oluliselt kdrgem jooneiiletuste arv vorreldes LE loomadega (F(1, 32)=25,35,
p<0,0001) (Joonis 13). Fisheri LSD post hoc testi alusel ilmnesid statistiliselt olulised erinevused
molema grupi siseselt. Nii HE kui ka LE grupi siseselt tegid need loomad, kellele oli manustatud

NPS-i, rohkem jooneiiletusi kui kontrollgrupi loomad.

NPSMehicle

M Ringer

407 Eres

Jooneiiletused

HEILE

*- p<0,05 vs HE Ringer; + - p<0,05 vs LE NPS

Joonis 13: Jooneiiletuste arv 0-puuri testis gruppide loikes

Hele-tume puur
Hele-tume puuri tulemusi analiiiisiti 1&htudes heledasse alasse sisenemise latentsist, heledasse alasse

sisenemiste arvust, heledale alale ldhenemiste arvust, tdusudest, jooneiiletustest ja heledas alas
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viibitud ajast.

Hele-tume puuri tulemuste analiiiisist selgus, et LE loomadel oli korgem heledasse alasse
sisenemise latents ning heledale alale ldhenemiste arv vorreldes HE loomadega (F(1, 32)=14,77,
p<0,05; F(1, 32)=6,54, p<0,05) (Joonis 14; joonis 15). Fisheri LSD post hoc test kinnitas samuti LE
loomade oluliselt korgemat heledasse alasse sisenemise latentsi, kuid heledale alale ldhenemiste
osas statistiliselt olulisi erinevusi ei ilmnenud. Samuti puudusid statistiliselt olulised erinevused

gruppide siseselt.

MNP SMehicle

B Ringer
250 W nPs

200

Heledasse alasse sisenemise latents

HEILE

#- p=<0,05 vs LE Ringer; +- p<0,05 vs LE NPS

Joonis 14: Heledasse alasse sisenemise latents hele-tume puuris gruppide loikes

1,5 MNPSMNehicle

W Ringer
Errs

Heledale alale Iihenemised

HEILE

Joonis 15: Heledale alale lihenemised hele-tume puuris gruppide loikes
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ANOVA pohjal ilmnesid olulised erinevused HE ja LE loomade vahel heledas alas viibitud ajas
(F(1, 32=12,05, p<0,05) (Joonis 16), heledasse alasse sisenemiste arvus (F(1, 32)=24,49, p<0,0001)
(Joonis 17), jooneiiletustes (F(1, 32)=22,23, p<0,0001) (Joonis 18) ja tousude arvus (F(I,
32)=16,94, p<0,0001) (Joonis 19), mille tulemused olid HE loomadel oluliselt korgemad. LSD post
hoc testi alusel ilmnes, et HE loomad viibisid oluliselt kauem heleas alas, sisenesid rohkem
heledasse alasse ning sooritasid seal rohkem jooneiiletusi ja tduse kui LE loomad, kuid statistiliselt

olulisi erinevusi HE ja LE gruppide siseselt ei ilmnenud iihegi nimetatud niitaja puhul.

MNPSMehicle

M ringer
B0 Erprs

Heledas alas viibitud aeg

LE HE
HEILE

#- p=<0,05 vs LE Ringer; +- p<0,05 vs LE NFS

Joonis 16: Heledas alas viibitud aeg hele-tume puuris gruppide loikes

MNPSA/ehicle

I Ringer
3 P Eres

Heledasse alasse sisenemised

LE HE
HEILE

#- p=0,05 vs LE Ringer; +- p<0,05 vs LE NPS

Joonis 17: Heledasse alasse sisenemiste arv hele-tume puuris gruppide loikes
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MPSA/ehicle

. I Ringer
12 + Errs

Jooneiiletused

4

HEILE

#- p<0,05 vs LE Ringer; +- p<0,05 vs LE NFS

Joonis 18: Jooneiiletuste arv hele-tume puuris gruppide loikes

MNFSMehicle

W Ringer
Erprs

Tousud

HEILE
# - p=0,05vs LE Ringer;, + - p=0,05 vs LE NFS

Joonis 19: Tousude arv hele tume-puuris gruppide loikes
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Arutelu

0-puur

Sarnaselt Brauni ja kolleegide (2011) uuringu tulemustega sooritasid korgema drevustasemega
loomad védhem jooneiiletusi ning sisenesid vidhem O-puuri avatud ossa. NPS-i mdjul aga sooritasid
LE loomad statistiliselt olulisel mééral rohkem joonetiletusi, sisenesid rohkem avatud ossa ning
veetsid avatud alas rohkem aega kui kontrollgrupi loomad. Jooneiiletused on liikumisaktiivsuse
peamiseks nditajaks, seega LE loomade liitkumisaktiivsus NPS-i mdjul suurenes statistiliselt
oluliselt midral ning avatud ossa sisenemised ja seal veedetud aeg viitavad drevustaseme
vahenemisele. Jooneliletusi ning avatud alasse sisenemisi oli ka HE loomadel NPS-i mgjul
statistiliselt oluliselt rohkem. Kuna HE loomade &revustase on niigi oluliselt madalam kui LE
loomade drevustase, siis tOendoliselt ei ole HE loomade sellised tulemused seotud é&revuse
vihenemisega NPS-1 mojul, vaid on ilmselt pdhjustatud hoopis NPS-i drgastavast mojust. Avatud
alas viibitud aja poolest HE NPS ja LE NPS loomad oluliselt ei erinenud, mis néitab, et LE grupi

loomade avatud alas viibitud aeg oli NPS-i mojul tdusnud rohkem kui HE loomadel.

NPS-i drevust vihendavat moju néditab LE NPS grupi oluliselt madalam avatud alasse sisenemise
latents vorreldes kontrollgrupiga. HE grupi siseselt aga avatud alasse sisenemise latentsis olulist
muutust ei esinenud, mis viitab sellele, et NPS-i drevust vihendav mdju avaldub rohkem just korge

drevuse tasemega loomadel.

0-puuris LE loomade avatud osale 1dhenemiste arv NPS-1 mojul vdhenes, kuid samaaegselt suurenes
oluliselt avatud ossa sisenemiste arv. Seega NPS vihendas LE loomade édrevust. Uudiskasti puhul
ilmnesid vastupidised tulemused — NPS-i mojul LE loomade avatud osale 1&henemiste arv suurenes,
kuid avatud ossa sisenemiste arvus olulist tdusu ei olnud. Uudiskastis olid rotid kolmel korral —
eelselekteerimisel kahel korral ning katsepdeval — ning on vOimalik, et kahe esimese
testimiskorraga kujunes loomadel kindel kéditumismuster, mida NPS ei suutnud oluliselt mdjutada.
Seega on huvitav, et uudiskasti testis lihenemiste arv avatud alale LE loomadel NPS-i mojul
suurenes, kuid ilmselt polnud moju piisav, et viljakujunenud kaitumismustrit muuta. HE grupis aga
sisenesid loomad NPS-i mdjul samuti rohkem arv kordi avatud ossa. HE loomade puhul ei oleks
jallegi loogiline seletada sellist tulemust drevuse vdhenemisega, kuna tegemist on niigi piisivalt
vihe drevate loomadega. See tdhendab, et HE loomadel voib olla selline muutus seletatav NPS-i

drgastava mojuga.
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Uudiskasti test

Uudiskasti testiga on voimalik jagada loomad riihmadesse, kes on piisivalt kdrge neofoobia/madala
motivatsiooniga ning madala neofoobia/kdrge motivatsiooniga uudistamise suhtes (Méllo et al.,
2007). Algselt loodi uudiskasti test eritlemaks paremini drevuse ja uudishimu aspekte famakonide
toimes (Harro, Oreland, Vasar & Bradwejn, 1995). Kéesolevas to0s kasutati uudiskasti testi ka

katsepdeval NPS-1 mdju uurimiseks.

Uuringud (Rizzi et al., 2008; Xu et al., 2004) on ndidanud, et NPS mdjutab nérilistel drgastuse ja
drevusega seotud  kéitumist, seejuures  ajusisene NPS-i  manustamine  pohjustab
anksioliiiitikumi/trankvillisaatori laadset efekti ning drgastust samaaegselt (Lukas ja Neumann,
2012; Rizzi et al.,, 2008; Wegener et al., 2012; Xu et al., 2004). Uudiskasti testis NPS
uudistamisaktiivsuse anksioliiiitikumidele ja anksiogeenidele tundlikke niitajaid — avatud osas
veedetud aeg, tousud tagakdppadele, jooneiiletuste arv — ei mdjustanud. Kui HE rottidel voib efekti
puudumine seletuda laeefektiga — aktiivsus on niigi maksimaalne loomulik aktiivsus -, siis LE
rottidel NPS ei avaldanud sellist anksioliiiitilist toimet nagu nditeks bensodiasepiinid. Ka ei

lihendanud NPS LE rottidel avatud ossa sisenemise latentsi.

NPS-i mdjul tdusis LE rottide avatud alale ldhenemiste arv uudiskastis. Avatud alale 1&henemiste
arvu tousu NPS-i mojul vaib tdlgendada kui suurenenud drevuse nditajat, kuna samal ajal ei tdusnud
statistiliselt olulisel mddral avatud alasse sisenemiste arv. Voib tdlgendada ka nii, et see tulemus
viitab pigem NPS-i drgastavale mojule kui anksioliiiitikumi laadsele efektile. Samas ei mdjutanud

NPS HE loomade avatud alale 1dhenemiste ega ka sisenemiste arvu statistiliselt olulisel mééral.

Teiseks vidhenes NPS-i mojul statistiliselt olulisel méddral HE loomade avatud alas viibitud aeg.
Avatud alas viibitud aja vihenemine HE loomadel on kummaline, kuna see pole kooskolas NPS-i
drgastava ega anksioliiiitilise mojuga. Loomad, kes olid loomu poolest vihem &revad ning veetsid
algselt tunduvalt rohkem aega avatud alas, olid NPS-i mdjul rohkem “kodukambris”. Samuti ei
toeta selline tulemus Xu ja kolleegide (2004) uuringu tulemust, kus leiti, et NPS pohjustab
hiiperaktiivset kditumist. Seda on lihtne seletada laeefektiga. Kui aga NPS on prokognitiivse
toimega, voib HE rottidel lihtsalt kuluda vihem aega kdige huvitava tundmadppimiseks. HE NPS
rottide uudistamisaktiivsus oli kontrollgrupiga sama, olenemata sellest, et avatud alal veedeti vihem
acga. Seega tegid NPS-i saanud loomad avatud alas veedetud {iihes ajaiihikus rohkem

uudistamisakte.
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Kuna NPS ei mojustanud uudiskasti testi tulemusi pdhinditajate osas kuigi palju, voiks ka oletada,
et NPS kasutatud annuses meie katsetingimustes toimet ei avalda ning leitud erinevused
katseriihmade vahel on pigem juhusliku iseloomuga. Sellise jareldusega ei ole aga kooskodlas 0-

puuri testi tulemused.

O-puuri testis LE loomadel NPS-i mojul avatud ossa ldhenemiste arv vdhenes ja sisenemiste arv
suurenes, kuid uudiskasti testis oli vastupidi. O-puuri testis on loomal voimatu keskkonnaga tutvuda,
kui ta ei liigu. Uudiskastis aga on ligikaudne iilevaade olemas ka “kodukambrist” véljumata. See
eristumine kahes testis ning iildse kolme katsu tulemused kokku, voivad tdhendada seda, et NPS on
eeskitt nirvierguti-laadse toimega ja tdelist anksioliiiitilist toimet ei olegi, kuid NPS-il pole ka

paljudele nérviergutitele omast pro-anksiogeenset efekti.

Hele-tume puur
Antud uurimuses hinnati hele-tume puuri testis avatud osasse sisenemise latentsi, avatud osas
viibitud aega, avatud osasse sisenemiste arvu, avatud alale l&henemiste arvu, jooneiiletuste ning

tousude arvu.

Hele-tume puuri testi tulemused néitasid, et statistiliselt olulisi muutusi HE ja LE loomadel NPS-iga
ei esinenud mitte iihegi vaadeldud néitaja puhul. Hele-tume puuri testis peetakse kditumisaktiivsuse
tdusu valgustatud alas anksioliiiitilise efekti nditajaks (Bourin & Hascoét, 2003). Selle alusel voib
véita, et NPS-il puudus oluline anksioliiiitiline mdju, kuna kummagi grupi puhul ei tdusnud
statistiliselt olulisel mééral kditumisaktiivsus. Samas on hele-tume puuri test rottidel drevusvastase
toime osas piiratud ennustusviirtusega. Oleks siiski vaja proovida suuremate NPS-annuste mdju

selles testis, eriti kuna pea kdikide néditajate osas avaldus NPS-il anksioliiiitilise toime tendents.
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