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SISSEJUHATUS

Koletsiistokiniin (CCK) on peptiidse struktuuriga neurohormoon, mis algselt avastati see-
detraktis. Peamisteks CCK vabanemise vallandajateks kaksteistsdrmiksoole limaskesta en-
dokriinrakkudest on valkude ja rasvade seedeproduktid, mis on joudnud maost soolde.
CCK mojul sapipdis tdmbub kokku ja toimub sapi eritumine soolde. Suureneb ka kdhu-
nddrmest ensiiiimide rikka seedendre eritumine. Samuti osaleb soolest vabanenud CCK uit-

narvi vahendusel killastustunde tekkes.

Vanderhaegheni jt. kirjeldasid 1975. aastal esmakordselt imetajate kesknirvisiisteemis
CCK kui viikest peptiidmolekuli, millel on gastriinile sarnane immuunoreaktiivsus. Hiljem
on selgunud, et koletsiistokiniin on tildse iiks koige laialdasemalt levinud neuropeptiid ajus.
CCK esineb erinevate bioloogiliselt aktiivsete molekulaarsete vormidena (CCK-58, CCK-
39, CCK-33,CCK-22, sulfateeritud CCK-8 ja CCK-7, mittesulfateeritud CCK-8 ja CCK-7,
CCK-5 ja CCK-4), mis koik parinevad 115 aminohappest koosnevast pre-proCCK moleku-
list (Rehfeld and Nielsen,1995). Selle viiest peptiidist koosnev C-terminaalne osa on struk-
tuurselt homoloogne gastriini molekuliga (Mutt 1980). CCK molekulide maksimaalse bio-
loogilise aktiivsuse avaldumiseks on vajalik, et nende C-terminaalne ots oleks a-
amideeritud ja C-terminaalseses osas seitsmendas positsioonis paiknev tiirosiin oleks

sulfateeritud.

CCK toimet vahendavad kaks erinevat tiilipi retseptorit, kusjuures mdlemad on G-valk
seoselised. Need retseptorid on kahe erineva geeni produktid, omavad erinevat afiinsust
erinevate CCK molekulide suhtes, nende paiknemine organismis ja molekulaarne struktuur
pole sarnane. CCK; retseptorid (CCK1R) paiknevad peamiselt perifeerias (seedetraktis) ja
omavad suurt tundlikkust sulfateeritud CCK-8 suhtes. CCK, retseptorid (CCK2R) lokali-
seeruvad ajus ja mao limakestas ning omavad suurt afiinsust erinevate sulfateeritud ja
sulfateerimata CCK molekulide kui ka gastriini suhtes. CCK1R ja CCK2R vahendusel osa-
leb kesknirvisiisteemis paiknev CCK erinevate neurobioloogiliste protsesside modulee-

rimises ja kontrollis. Mitmekiilgselt on uuritud CCK mdju toitumiskéitumisele, drevusele,



Ooppimisele, mélule ning valutundlikkusele. CCK fiisioloogilistest toimetest on téhtsal kohal
interaktsioon erinevate virgatsainetega (dopamiin, serotoniin, noradrenaliin, y-aminovoi-
hape, glutamaat ja opioidsed peptiidid), kusjuures mitmel juhul on CCK nende virgatsaine-

te kaasmediaatoriks.

CCK on opioidsete peptiidide kaasmediaatoriks mitmetes ajupiirkondades. CCK toimed
on sageli vastupidised opioidsetele peptiididele, kusjuures antud efekti vahendamisel osale-
vad CCK2R’d. Tulenevalt CCK ja opioidsete peptiidide tihedast koostoimest seab kédesolev
t00 enesele eesmirgiks uurida, millist moju avaldab suunatud CCK2R geneetiline mutat-

sioon opioidergilisele silisteemile ja selle siisteemi poolt reguleeritud kéitumisele.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. CCK ja selle retseptorid kesknarvististeemis

Imetajate kesknérvisiisteemis vdib CCK leida enamikus aju piirkondades, vilja arvatud
viikeaju (Rehfeld jt., 1992). Peaaju koore immunohistoloogilistel uuringutel on néidatud, et
CCK leidub peentes nirvilopmetes koigis neokorteksi kihtides (Larsson jt., 1979).
Kortikaalsed neuronid CCK iildiselt ei tooda. CCK ekspresseerivaid neurone voib leida
moningal méiral neokorteksi II-IV kihis. Ajukoores on CCK sisaldavate jdtkete tihedus
suurim entorhinaalkoore piirkonnas. Arvukalt on CCK tootvaid neuroneid hipokampuses,
mandeltuuma piirkonnas, juttkehas ja hiipotaalamuses. Moddukamalt esineb CCK-ergilisi
neuroneid septumi lateraalsetes tuumades, periakveduktaalses hallaines, keskajus ja area

postrema piirkonnas.

CCK interakteerub kahte tiilipi retseptoritega - CCK1R ja CCK2R. Modlemat retseptorit
kodeerivad geenid on organiseeritud sarnasel viisil, koosnedes viiest eksonist ja neljast
intronist. Nendel retseptorite tiitipidel on homoloogsed eksoni/introni liitekohad. See tédhen-
dab, et molemal juhul I ekson kodeerib N-terminaalset rakuvilist osa, II ekson on esimest
membraani ldbivat osa kodeeriva ala algusest kuni kolmandat membraani lébivat osa ko-
deeriva ala alguseni. III ekson on kolmandat membraani ldbivat osa kodeeriva ala algusest
kuni viienda membraani ldbiva osa kodeeriva ala alguseni. IV ekson kodeerib ala viienda
membraani ldbiva osa algusest kuni kolmanda rakusisese lingu esimese neljandiku 16puni.
V ekson kodeerib iilejadnud retseptorit kuni 16puni (Song jt., 1993; Miller jt., 1995; Wank
jt., 1995, Inoue jt., 1997). CCK2R geenil esineb kolm splaisingu varianti. Sellepérast erista-
takse sellel retseptoril kolme isovormi. Esimese ja teise isovormi puhul toimub splaisimine
erinevusena IV eksoni piirkonnas (Song jt., 1993). Tulemusena on teisel variandil viie ami-
nohappe vorra lithem kolmas rakusisene ling. Seda pisut lithemat retseptorvalku leidub
peamiselt maolimaskesta rakkudes. Esimese ja teise isovormi vordlemisel pole leitud erine-
vusi retseptorite afiinsuses voi rakusisestes vahendusmehhanismides (Ito jt., 1993, 1994).

Kolmandat splaisinguvariandi puhul on tegemist N-terminaalselt trunkeeritud retseptorval-



guga ACCK2R. ACCK2R algab tdispikal valgul 67’s positsioonis paikneva metioniiniga
esimeses membraani ldbivas alas. Rohkem erinevusi vorreldes tdispika valgu jarjestusega ei
ole. ACCK2R retseptori puhul splaisitakse I eksoni asemel alternatiivne I ekson, mis kodee-
rib 5” mittetransleeritavat ala. II eksonis esimene metioniini kodeeriv jarjestus on ACCK2R
jaoks translatsiooni algatamise kohaks. ACCK2R afiinsus looduslike agonistide suhtes on
oluliselt madalam vorreldes tdispikkade retseptorvalkudega (Miyake, 1995). Seda retseptori

isovormi leidub moningal mééral nii ajukoes, mao limaskestas, kui ka kohundirmes.

Nii CCKIR kui ka CCK2R puhul on tegemist tiitipilise G-valk seoselise retseptoriga.
CCKIR rakusiseseid vahendusmehhanisme on uuritud peamiselt pankrease aatsinuse-
rakkudel ja on leitud, et see retseptorvalk on seotud G4, Gi1 vOi Gs valguga, s.t. rakusisest
signaali llekannet vahendab fosfolipaas C ja inositool trifosfaat, adeniilaaditsiiklaas ja
cAMP ning fosfolipaas A, ja arahhidoonhape. CCK2R rakusisestest vahendusmehhanismi-
dest on teada vdhem, kuna isoleeritud neuronite ja mao limaskesta rakkude uurimine on
tehniliselt komplitseeritum. On vdimalik, et CCK2R on seotud nii Gq, Gi; voi G valguga

ja vastavate rakusiseste signalisatsiooni radadega (Noble jt., 1999).

Kesknérvisiisteemis esinevad valdavalt CCK2R. CCKIR leidub oluliselt vdhem.
CCK2R spetsiifiliste radioligandite sidumiskatsete jargi on teada, et CCK2R esineb nérilis-
te eesaju jirgmistes struktuurides: haistmissibulates, haistmistuumades, mandelkehades,
neokorteksi III ja IV kihis (eelkdige cortex retrosplenialis’es, cortex cinguli’s ja cortex
piriformis’es), nucleus accumbens’is, juttkehades ja hipokampustes. Vaheajus leidub
CCK2R nii taalamuse, kui ka hiipotaalamuse erinevates tuumades. Keskajus esineb
CCK2R substantia nigra’s, nuc. parabigeminalis’es, colliculi superiores’es ja inferio-
res’es, nn. parabrachiales’tes, nn. raphe dorsales’tes ja periakvaduktaalses hallaines. Aju-
tives on CCK2R vihesel vdoi modddukal maédral nucleus pontini’s, nucleus olivaris
superioris’es ja nucleus tracti solitarii’s. Seljaajus leidub CCK2R mdddukalt nii hallaine

dorsaalsarves kui ka ventraalsarves.

CCKIR spetsiifiliste radioligandite sidumiskatsete jirgi on ndriliste tsentraalsete
CCKI1R paiknemise kohtadeks: area postrema, nucleus interpeduncularis, nucleus medialis

tracti solitarii, nucleus habenularis, amygdala centralis ja hiipotalamus. CCK1R mRNA on



leitud veel haistmissiisteemiga seotud tuumadest, hipokampusest, ajutiives kraniaalnirvide

motoorsetest tuumadest ja nucleus accumbens’ist (Noble jt., 1999).

1.2. CCK2R puudulikkusega hiirte iseloomustus

CCK2R puudulikkusega hiired loodi Aki Nagata poolt 1996. a. (Nagata jt., 1996). Nad
kloneerisid spetsiaalsesse geenisihtimise vektorisse kogu hiire CCK2R genoomse DNA
jarjestuse ja asendasid selles osa teist, kogu kolmandat, neljandat ja viiendat eksonit kodee-
riva ala LacZ ja pGK-neo kassetiga. Tulemusena kadus selles geenis dra enamus retseptori
membraani ldbivast osast. Alles jdi vaid retseptori esimesed 108 aminohapet esimesest
membraani ldbivast osast. Geenisihtimise vektorisse jdi genoomsest jérjestusest alles 12000
aluspaarist koosnev homoloogne piirkond teisest eksonist eespool ja 7000 aluspaarist koos-
nev homoloogne piirkond viiendast eksonist tagapool. Genoomse jérjestuse 5’ otsa lisati
juurde veel ka difteeria toksiini A-osa kodeeriv jérjestus. Lineariseeritud vektoriga
elektroporeeritud hiire embriionaalsedte tlivirakkude seast selekteeriti geneditsiini suhtes
resistentsed kloonid. Homoloogse rekombinatsiooni olemasolu rakukloonis selgitati vélja
Southern blot analiiiisiga. ,,Oigetest* kloonidest périt tiivirakud siistiti C57BL/6J emaste
hiirte blastotsiisti. Siindinud kiméirid paaritati C57BL/6J ja 129sv hiirtega, et saada
heterosiigootseid F1 pdlvkonna hiiri. Edasispidi on erinevates toddes uuritud pohiliselt mu-
tatsiooni suhtes homosiigootseid (—/—), kuid vahel ka heterosiigootseid (+/-) CCK2R puu-
dulikkusega hiiri. Kontrollrithmana on kasutatud samasoolisi ja samaealisi mutatsioonita
pesakaaslasi (+/4) (metsikut tiitipi hiired). Tekitatud mutatsioon parandub jargmitele polv-
kondadele vastavalt Mendeli seadustele. See mutatsioon ei kahjusta embriiogeneesi.
Homosiigootsed (—/—) hiired on fertiilsed, silmaga nédhtavaid kdrvalekaldeid neil ei esine,
nende kehakaal ei erine oluliselt samaealiste ja samasooliste metsikut tiilipi hiirte kehakaa-

lust.

Homosiigootsetel (—/—) hiirtel ei esine CCK2R mRNA mao limaskestas, peaaju koores,

ja basaalganglionites. Heterosiigootsetel (+/—) hiirtel on neis kudedes CCK2R mRNA tase



vorreldes metsikut tiilipi kontrollrithmaga monevorra viiksem. See sihitud mutatsioon hiirte

CCKI1R mRNA taset erinevates kudedes ei mojuta.

Radioligandi sidumiskatsetes on leitud, et homosiigootsete (—/—) hiirte ajukoest valmis-
tatud membraanifraktsioon ei sisalda CCK-8 ja gastriinile spetsiifilisi sidumiskohti. Hetro-
stigootsetel (+/—) hiirtel on CCK-8 ja gastriinile spetsiifiliste sidumiskohtade arv ajukoest
valmistatud membraanifraktsioonis vdhenenud, sidumise afiinsus ei erine metsiku hiire
omast. Kohundirmes olevate CCKI1R arv ja afiinsus naturaalsete agonistide suhtes on

mutantsetel hiirtel samasugune nagu kontrollrithmal.

CCK2R (—/-) hiirtel esineb hiipergastrineemia ja neil on basaalne maohappe sekretsioon
oluliselt védiksem vdrreldes kontrollriihmaga. Homosiigootsete (—/—) hiirte hiipergastri-
neemiat ei mdjuta prootonpumba inhibiitori omeprasooli kestev manustamine. Viimane
pohjustab normaalsetel hiirtel maohappe eritumise vdhenemise ja seeldbi vereseerumi

gastriini taseme tousu.

Histoloogilisel uuringul avastati homostigootsetel (—/—) hiirtel tugev maolimaskesta at-
roofia. Oluliselt on vdhenenud parietaalsete ja enterokromafiinrakkude arv. Mao antraal-
osas on vdhenenud somatostatiini produtseerivate rakkude arv ja suurenenud gastriini pro-
dutseerivate rakkude arv (Langhans jt., 1997). Pikaajaline omeprasooli manustamine pdh-
justas kontrollrithma hiirtel maolimaskesta hiipertrofeerumise, homostigootsetel (—/—) hiir-

tel see ravim aga limaskesta atroofilisi muutusi ei kdrvaldanud (Nagata jt., 1996).

Mao tithjenemise kiirus on isastel homosiigootsetel (—/—) hiirtel oluliselt kiirem vdrrel-
des kontrollriihmaga. Sulfateeritud CCK-8 manustamine vihendab mao tiihjenemise kiirust
oluliselt nii homosiigootsetel (—/—) kui ka metsikut tiilipi (+/+) hiirtel (Miyasaka jt., 2004).
Oopievane energia tarbimine on isastel homosiigootsetel (—/—) hiirtel oluliselt suurem kui

metsikut tiilipi loomadel (Miyasaka jt., 2001).

CCK2R puudulikusega hiirtel on vorreldes metsikut tiitipi hiirtega oluliselt kehvemad
tulemused Y puuris teostatud kahefaasilises ruumilise mélu testis (Sebret jt., 1999). Neil on
ilmnenud halvem sooritus tagakeha iiles vedamise testis (Daugé jt., 2001a) ja rotarod’il

(Daugé jt., 2001a; Koks jt., 2001), mlle pdhjuseks vdib olla lihastoonuse ja lihaskontrakt-



siooni jou tasakaalu hdired. CCK2R geeni viljaliilitamine on pdhjustanud muutusi ka hiirte
tsentraalses dopamiinergilises ja opioidide siisteemis. Homosiigootsetel (—/—) hiirtel on lei-
tud juttkehas suurenenud dopamiini D, retseptorite tihedus (Koks jt., 2001). Motoorse ak-
tiilvsuse mootmise katsetes on eelnevalt katsetingimustega kohastamata homosiigootsed
(—=/—) hiired olnud monevorra aktiivsemad ja eelnev dopamiini D, retseptori antagonisti
sulpiriidi manustamine kdrvaldab selle erinevuse. Samas annuses manustatud sulpiriid ei
mojustanud oluliselt metsikut tiiiipi hiirte motoorikat (Daugé jt., 2001b). Samas t60s uuriti
ka amfetamiini ja kokaiini toimet CCK2R puudulikkusega hiirte litkumisaktiivsusele. Leiti,
et amfetamiini motoorikat stimuleeriv toime oli oluliselt enam véljendunud homosii-
gootsetel (—/—) hiirtel, kokaiini motoorikat stimuleeriv toime oli aga tugevam metsikut
tiitipi (+/+) kontrollriihmal. Amfetamiini toimet CCK2R puudulikusega hiirte motoorikale
on uuritud ka meie laboris, kuid saime {ilalkirjeldatust mdnevorra erinevad tulemused
(Koks jt., 2001). Leidsime, et amfetamiin madalamates doosides homosiigootsetel (—/—)
hiirtel motoorikat ei stimuleerinud, samal ajal kui kontrollriihmale oli sellel annusel toime
olemas. Amfetamiini suure annuse toimel aga suurenes homosiigootsete (—/—) hiirte mo-
toorne aktiivsus metsikut tiilipi (+/+) hiirtest oluliselt enam. Lisaks sellele ilmnes, et
apomorfiini motoorikat pérssiv toime on CCK2R puudulikkusega hiirte riihmal oluliselt

enam viljendunud vorreldes kontrollriithmaga.

On uuritud ka morfiini toimet katseloomade liikumisaktiivsusele. Peale korduvat manus-
tamist oli morfiini motoorikat stimuleeriv toime homosiigootsetele (—/—) hiirtele tugevam
kui metsikut tliiipi (+/+) hiirtele. See tdhendab, et mutantsetel hiirtel kujunes kditumuslik
sensitisatsioon vélja kergemini (Daugé jt., 2001). Vorreldes metsikut tiitipi hiirtega on
homosiigootsetele (—/—) hiirtele ka tugevam morfiini ja enkefaliinide katabolismi inhibiitori

RBI101 iihekordes annuse motoorikat stimuleeriv toime (Pommier jt., 2002).

CCK2R kaudu parsib CCK morfiini ja endogeensete opioidide analgeetilist toimet
(Noble jt., 1993). Hargreaves’i plantaaranalgeesia testis oli CCK2R puudulikkusega hiirtel
madalam valuldvi kui nende metsikut tiilipi pesakaaslastel. Morfiin toimis samas aga
homosiigootsetel (—/—) hiirtele tugevama valuvaigistina kui kontroll-rithma hiirtele

(Veraksits jt., 2002). Metsikut tiiiipi hiirtest madalam valutundlikus ja morfiini tugevam
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toimivus ilmnes homostigootsetel (—/—) hiirtel kuuma plaadi testis. Kui hinnata drahiippe
reaktsiooni ilmnemise kiiruse jargi valutaluvust, siis voib viita, et CCK2R puudulikkusega
hiired taluvad valu vorreldes metsikut tiilipi liigikaaslastega halvemini. Morfiin pikendas
drahlippamise reaktsiooni ilmnemise aega homosiigootsetel (—/—) hiirtel oluliselt vihem kui
metsikut tiitipi (+/+) loomadel (Pommier jt., 2002). Viiksema valutaluvuse kdrvaldab
CCK2R puudulikkusega hiirtel eelnev NMDA antagonisti MK-801 manustamine (Pommier
jt., 2002).

Uuritud on ka CCK2R puudulikkusega hiirte GABA-ergilist siisteemi. On leitud, et
mutantsetel hiirtel on suurem bensodiasepiinide sidumiskohtade arv véikeajus (Raud jt.,
2003). Rotarodi testis homosiigootsete (—/—) ja metsikut tlilipi (+/+) hiirte soorituses erine-
vusi el sedastatud. Erinevused ilmnesid, kui manustati bensodiasepiini retseptorite agonisti
diasepaami. Diasepaami toimel hidirus motoorne koordinatsioon homosiigootsetel (—/—)
hiirtel oluliselt enam. Tdstetud pluss-puuri testis olid homosiigootsed (—/—) hiired vorreldes
kontrollriithmaga oluliselt uudishimulikumad ja vdhem kartlikud. Ka selles testis pérssis
diasepaam homosiigootsete (—/—) hiirte uudistamisaktiivsust metsikut tiiiipi (+/+) hiirtest
oluliselt enam. Diasepaami anksioliiiitiline toime oli tugevam metsikut tiitipi hiirtel (Raud

it. 2003).

1.3. CCK-ergilise stisteemi seosed opioidergilise stisteemiga

Anatoomilised ja histoloogilised uuringud osutavad, et CCK- ja opioidergiline siisteem
paiknevad kesknarvisiisteemi osades ldhestikku (Stengaard-Pedersen ja Larsson, 1981; Gall
jt., 1987; Pohl jt., 1990). See on olnud aluseks paljudele edasistele uuringutele, selgitamaks
nende kahe silisteemi omavahelisi funktsionaalseid seoseid. CCK mdjutab opioidergilise
stisteemi kaudu valu tajumist. Mdned autorid kirjeldasid, kuidas, CCK-8 ja tema analoogid
omavad suurtes annustes valuvaigistavat toimet, mis on korvaldatav naloksooni, s.o.
opioidi retseptorite antagonisti, eelneva manustamisega (Barbaz jt., 1986; Hill jt., 1987;
Williams jt., 1997). 1983. aastal kirjeldasid Faris kaasautoritega, et CCK vidhendab endo-

geensete opioidide valuvaigistavat toimet. Lisaks leiti, et erinevate CCK retseptorite anta-
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gonistide manustamine potenseerib opioidi poolt esilekutsutud analgeesiat (Watkins jt.,
1985). See kinnitab arvamust, et CCK toimib pigem endogeense opioidergilise siisteemi
funktsionaalse antagonistina. Spetsiifiliste CCK2R antagonistide kasutamise abil on leitud,
et endogeensete opioidide taset langetab CCK just CCK2 retseptori vahendusel (Dourish jt.,
1990; Derrien jt., 1993; Valverde jt., 1994). CCKIR stimulatsioon pohjustab endogeensete
opioidide vabanemine suurenemise ja otseselt voi kaudselt siganaali iilekande paranemise
u-opioidi retseptorite vahendusel (Noble jt., 1993). Opioidergiline siisteem omakorda mo-
jutab CCK vabanemist. Kui stimuleerida p-opioidi retseptoreid, viheneb CCK vabanemine
kesknérvisiisteemis. 6-Opioidi retseptorite stimulatsioon pdhjustab vastupidist toimet, sest
suureneb CCK vabanemine narvildpmetest (Benoliel jt., 1991; 1992; 1994; Ruiz-Gayo jt.,
1992).

CCK- ja opioidergilise silisteeemi vastastikuse moduleeriva toime kohta on saadud in-
formatsiooni mitmetest kditumiskatsetest. Mdlemad virgatsainete slisteemid mdjutavad ti-
helepanu, drevuse ja motivatsioonide mehhanisme ning sellepdrast on see interaktsioon
toendoliselt oluline depressiivsete seisundite kujunemisel. Enkefaliinide lammutamise inhi-
biitor RB101 toimib sarnaselt klassikaliste antidepressantidega (imipramiin, desimipramiin,
amitriptiilliin) kdigis peamistes antidepressiivse toime uurimiseks loodud kiitumistestides
(Porsolt’i sundujumistestis, liikkumise tingitud supressiooni testis, Opitud abituse testis).
CCKI1R ja CCK2R selektiivsed antagonistid mdjustavad RB101 antidepressantide taolist
toimet teineteisele vastupidises suunas. CCK1R antagonist L-364,718 korvaldab RB101
toime, samas aga CCK2R antagonist L-365,260 potenseerib seda (Smadja jt., 1995).

Uldiselt ollakse arvamusel, et CCK2R antagonistid ei mdjusta oluliselt opioidide toime-
ga seotud subjektiivseid tajuelamusi. Samas on teada, et CCK2R antagonistid poten-
seerivad morfiinist tingitud kohaeelistuse kujunemist. Perifeerselt manustatud L-365,260,
annuses 1 mg/kg tingib ise ndrga, kuid olulise kohaeelistuse kujunemise rottidel. L-365,260
ja PD-134,308 vidhendavad morfiinist soltuvatel katseloomadel naloksooniga tingitud ko-
haviltimist, kusjuures CCKI1R antagonistidel see toime puudub (Higgins jt., 1992;
Valverde jt., 1996).
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2. TOO EESMARGID

Kéesoleva uuringu eesmérgiks oli uurida CCK- ja opioidergilise siisteemi interaktsiooni
kéditumise regulatsioonis, kasutades selleks CCK2R puudulikkusega hiiri. Seejuures seati

ilesandeks vastata jargmistele spetsiifilisematele kiisimustele:

1. Kuidas mojutab CCK2R geneetiline viljaliilitamine iihelt poolt morfiini, s.o. p-
opioidi retseptorite agonisti, ja teiselt poolt naloksooni, s.o0. opioidi retseptorite an-

tagonisti toimet katseloomade liikumisaktiivusele?

2. Kuidas mdjub CCK2R geneetiline véljaliilitamine morfiinist tingitud kohaeelis-

tusele ja naloksoonist tingitud kohavéltimisele?

3. Kas CCK2R geneetiline viljaliilitamine mdjustab [*H]-diprenorfiini (opioidi retsep-
tori ligandi) sidumiskarakteristikuid (afiinsust ja sidumiskohtade arvu) eesaju struk-

tuurides?

4. Millised kohastumuslikud muutused leiavad aset opioidergilises siisteemis CCK2R

geneetilise véljaliilitamise mojul?
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3. MATERJALID JA MEETODID

3.1. Katseloomad

Kéesolevas t00s uuriti Nagata ja kaasautorite (1996) poolt loodud CCK2R puudulikkusega
hiiri. Katseloomade paljundamine viidi 14dbi Tartu Ulikooli Fiisioloogia instituudis. Geno-
tiilip médrati poliimeraasi ahelreaktsiooniga (PCR) kasutades praimereid HE2F (TGG AGT
TGA CCA TTC GAA TCA C) ja LacZrev (GTG CTG CAA GGC GAT TAA GTT G)
mutantse alleeli jaoks ning HE3F (TAT CAG TGA GTG TGT CCA CTC T) ja HE3R
(ACA TTT GTT GGA CAC GTT CAC) metsikut tiitipi alleeli jaoks.

PCR reaktsiooni ldbiviimiseks kasutati jargmist protokolli: 96°C 10 min. (esimene
denaturatsioon); 96°C 50 s., 60°C 50 s. ja 72°C 2 min (korrati 25 tsiiklit); ja 1dpuks viima-
seks amplifikatsiooniks 72°C 10 min. PCR produktid sdilitati 4°C juures kuni analiiiisimi-

seni agaroosgeelis elektroforeesiga.

Kokku kasutasime kdikides kéditumiskatsetes ja radioligandi sidumiskatsetes 176 isast
mutatsiooni suhtes homosiigootset (—/—) CCK2R puudulikkusega hiirt ja kontrollrithmana
176 isast metsikut tiiiipi (+/+) hiirt, kes olid homosiigootsete (—/—) loomade pesakaaslased.
Katseloomade vanus olid 3 kuni 4 kuud. Emaseid mutantseid hiiri ristati paljundamise kéi-

gus kuus korda C57B1/6 hiireliinist parit isastega, et vihendada 129sv liini geneetilist moju.

Loomade eluruumis oli dhutemperatuur pidevalt 20+2°C, kasutati valge ja pimeda pe-
rioodi vaheldumise 12-tunnist tstiklit (valgus liilitati sisse 07.00 hommikul). Joogivesi til-
gapudelitest ja granuleeritud spetsiaaltoit oli loomadele pidevalt piiramatus koguses kétte-
saadav. Kodik loomadega teostatud protseduurid olid heaks kiidetud Tartu Ulikooli Loom-
katsete Eetika Komitee poolt, olles kooskdlas 24. novembril 1986. a. vilja antud Euroopa

Uhenduse direktiiviga 86/609/EEC.
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3.2. Ravimid

Morfiini-sulfaat (Boehinger-Ingelhaim) ja naloksooni hiidrokloriid (Sigma Chemical CO.,
St.Louis, MO) lahustati steriilses, plirogeenivabas 0,9% NaCl lahuses (fiisioloogiline lahus)
(B.Braun Melsungen AG). Lahustatud ravimid siistiti katseloomadele intraperitoncaalselt
(i.p.) mahus 10 ml/kg. Kohatingimise katsetes kasutatud naloksooni annused (1 ja 10
mg/kg) ning morfiini annused (3 ja 9 mg/kg) valiti kirjanduses avaldatud andmetele tugine-
des. Liikumisaktiivsuse hindamise testis kasutati suuremat morfiini annust, sest eelkatsed
nditasid, et vaid morfiin annuses 10 mg/kg pdohjustas 129sv/C57BI1/6 geneetilise taustaga

hiirtel statistiliselt olulise litkkumisaktiivsuse tousu.

3.3. Kaitumise uurimine

Katseloomad toodi katseruumi kohanema 1 tund enne katse algust. Koik katsed viidi 1dbi
pdeval kella 11.00 ja 19.00 vahel, katsed kestsid 6-8 tundi jérjest. Pdeva jooksul voib loo-
made motoorne aktiivsus oluliselt varieeruda ja see vdib mdjutada katsete tulemusi. Seda
arvestades toimusid kdik uuringud randomiseeritud korras ja alati uuriti kontrollriihma
(+/+) hiiri paralleelselt homosiigootsete (—/—) hiirtega. Litkumisaktiivsuse hindamise ja ko-
hatingimise testides kasutati erinevaid katseloomade riihmi. Radioligandi sidumiskatsetes

uuriti loomi, kes ei olnud varem osalenud kéitumiseksperimentides.

3.4. Liikumisaktiivsuse test

Liikumisaktiivsuse hindamiseks kasutati spetsiaalset fotoelektrilist jdlgimise siisteemi, mis
oli ithendatud arvutiga (TSE Technical & Scientific Equipment GMBH). Hiired asetati 14bi-
paistvatesse pleksiklaasist kastidesse (448 mm x 448mm % 450 mm), milles infrapunased
kiired moodustasid kahe tasapinnalise vorgustiku. Kiirte katkemise jargi toimus katselooma
asukoha méidramine ruumis ja ajas. Liikumisaktiivsuse parameetrid registreeriti automaat-

selt spetsiaalse arvutiprogrammi abil. Kastide sisemuses oli valguse tugevuseks ~750 lux.
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Peale igat testi, kui katseloom voeti kastist vdlja, puhastati kast hoolikalt 5% etanooli vesi-
lahusega ja seejdrel kuivatati. 30 minutilise jélgimisperioodi jooksul moddeti jargmiseid
litkumisaktiivsust iseloomustavaid parameetreid: litkumisaeg (s), ldbitud vahemaa (m),
plistumiste ja nurkadesse sisenemiste arv kordades. Naloksoon ja morfiin siistiti katseloo-
madele kohuddnde 15 minutit enne eksperimendi algust. Naloksooni toimet uuriti kahes
erinevas testis — katsetingimustega kohanenud ja mittekohanenud loomadel. Esimese riihma
jaoks oli katsesituatsioon uudne, teine rithm ldbis eelnevalt kolmepédevase kohanemise tsiik-
li. Hiired asetati naloksooni manustamisele eelnenud kolmel pdeval iiks kord pidevas moto-
orika jilgimise seadmesse, misjirel nende motoorne aktiivsus registreeriti 30 minuti jook-
sul. Morfiini toimet motoorikale uuriti ainult eelnevalt katsetingimustega kohastatud loo-

madel.

3.5. Kohatingimise uuringud

Kohatingimise katsed viidi 14bi spetsiaalses katseseadmes, milleks oli vaheseinaga kaheks
erinevaks osaks jagatud kast. Kaks kasti poolt erinesid iiksteisest seinte ja pdranda virvi
poolest — iiks pool oli tumeroheline ja teine heleroheline. Kastis sees oli valguse tugevus
~250 lux. Vaheseinas oli lilkanduksega suletav avavus. Liikandukse abil sai vastavalt vaja-
dusele katselooma kas sulgeda iihte kasti poolde vdi vdimaldada hiirel vabalt valida kasti
kahe poole vahel. Meie poolt kasutatud katseseade koosnes kolmest sellisest kdrvuti aseta-

tud kastist, mis vdimaldab viia katseid 14bi kolmel loomal korraga.

Uks kohatingimise katse kestis kokku 7 pdeva ja koosnes kolmest osast: eeltingimisest,
tingimisest ja jéreltingimisest. Eeltingimine viidi 14bi kahel esimesel pédeval. Selles katse
faasis said hiired vabalt liikkuda molemasse kasti poolde. Esimesel pdeval asetati iga katse-
loom kaks korda 15 minutiks kohatingimise kasti. Teisel pdeval mdddeti 15 minuti jooksul
kasti helerohelises pooles veedetud aeg. Kolmandal pdeval suleti vaheseinas olev uks ja
alustati tingimist. Kohatingimine kestis 4 jargnevat paeva, kus katseloomad lébisid iga paev
kaks 30 minutit kestnud tingimise perioodi. Pooltele katseloomadele manustati pdeva esi-

mesel perioodil enne kasti iihte poolde asetamist fiisioloogilist lahust. Pdeva teisel tingimise
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perioodil aga enne asetamist kasti teise poolde morfiini (3 ja 9 mg/kg) voi naloksooni (1 ja
10 mg/kg). Kaik siistimised toimusid vahetult enne tingimise perioodi algust. Morfiini ma-
nustamise jérel asetati katseloom kohaeelistuse tekkimiseks kasti heledasse poolde (seda
poolt katseloomad eeltingimise tulemuste jérgi ei eelista) ja naloksooni manustamise jérel
kohaviéltimise tingimiseks aga kasti tumedasse, s.t. eeltingimise tulemuste jargi enam eelis-
tatud poolde. Pooltele katseloomadele manustati fiisioloogilist lahust enne mdlemasse
poolde asetamist (fiisioloogilise lahuse rithm). Katse viimasel, seitsmendal pieval viidi 1dbi
tiks 15 minutiline jareltingimise periood. Uks vaheseinas avati ja katseloomad voisid vabalt
valida kahe kasti poole vahel. Samal ajal mdotsime kasti heledas pooles viibimise aja. Nii
eel- kui ka jareltingimise perioodi alguses asetati katseloom esmalt kasti tumedasse poolde.
Peale iga katselooma viibimise 10ppu kastis, kast puhastati ja pesti 5% etanoolilahusega

ning kuivatati hoolikalt.

3.6. Radioligandi sidumiskatsed

Katseloomad surmati tservikaalse dislokatsiooniga. Peaaju eemaldati kiiresti ja jahutati jail.
Jargnevalt prepareeriti vélja ja eraldati jargmised struktuurid: frontaalne ja parietaalne aju-
koor, juttkehad, mesolimbiline ala (nucleus accumbens ja tuberculum olfactorium) ja
hipokampus. Kuuelt hiirelt voetud ajustruktuurid pandi kokku. Koed kaaluti ja
homogeniseeriti Potter-S klaas-teflon homogenisaatoriga (1000 rpm, 12 korda) 20 ml jia-
kiilmas 50 mM Tris-HCI puhvris (pH 7,4; 4 °C). Saadud suspensioon tsetrifuugiti memb-
raanide sadestamiseks (48000 x g 20 min). Supernatant valati dra ja sade suspendeeriti
uuesti iiles 10 ml Tris-HCI puhvriga. Suspensioon tsentrifuugiti uuesti (48000 x g 20 min).
Lopuks suspendeeriti pestud retseptor-membraan kompleksid (kontsentratsioon 10 mg/ml)
reaktsioonipuhvris (50 mM Tris-Cl; pH 7,4; 4°C). Uldvalgu sisaldus suspensioonis méérati
Bradfordi meetodil (Bradford, 1976). Seda suspensiooni kasutati radioligandi sidumiseks.
Opiodi retseptorite mirgistamiseks kasutati opioidi retseptorite ligandi [*H]-diprenorfiini
(spetsiifiline aktiivsus: 58,0 Ci/mmol, Amersham Radiochemicals). [*H]-diprenorfiini
(0,05-2,5 nM) sidumise reaktsioon toimus 23 °C juures 60 min. Mittespetsiifilise sidumise

midramiseks kasutasime 1 puM naloksooni hiidrokloriidi (RBI). [3H]-diprenorﬁini seostu-
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mise kiillastuskdver analiiiisiti Windows’i tarkvaral pohineva GraphPad Prism (Version

3.00) arvutiprogrammi abil. Eksperimenti korrati neljal korral.

3.7. Statistiline analtits

Tulemused viljendati keskvdirtusena ja standardveana (= SEM). Kéitumistestid analiiiisiti
kahesuunalise variatsiooni analiilisiga (two-way ANOVA). Eri gruppide tulemuste post-hoc
vordlus tehti Tukey HSD testiga Windows’l pdhineva Statistica tarkvara abil. Radioligandi

sidumiskatse tulemuste hindamiseks kasutasime Student’i t-testi.
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4. TULEMUSED

4.1. Liitkumisaktiivsus

Eelnevalt katsetingimustega kohastamata loomade liikkumisaktiivsuse mddtmisel ei erine-
nud metsikut tliiipi (+/+) hiirte motoorne aktiivsus homosiigootse mutatsiooniga (—/—) pe-

sakaaslaste motoorsest aktiivsusest (Joonis 1). Vaid piistumiste arv oli esimesel pdeval
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Joonis: 1. Metsikut thdpi hiirte ja CCK2R puudulikkusega hiirte erinev kohastumine motoorse ak-

tilvsuse testis.

Igas rihmas oli 25 looma. Valged tulbad — motoorse aktiivsuse néaitajad esimesel md&dtmisel,
mustad tulbad — motoorse aktiivsuse naitajad katse kolmandal paeval. (*) P < 0.05; (**) P < 0.001
(vordlus esimese mddtmisega, Tukey HSD test peale usaldusvaarset variatsiooni analliiisi); (+) P <

0.05 (vdrdlus vastava metsikut tiupi hiirte rithmaga).

19



homosiigootsetel (—/—) hiirtel suurem kui metsikut tiiiipi (+/+) liigikaaslastel. Olulised eri-
nevused ilmnesid kohanemise kolmandal paeval. Tekkinud motoorse aktiivsuse vdhenemi-
ne oli oluliselt tugevam kontrollriihma hiirtel. Statistiline analiilis nditas, et metsikut tiilipi
(+/+) loomadel vihenes vorreldes homosiigootsete (—/—) hiirtega oluliselt litkumises veede-
tud aeg (ANOVA: genotiiiip: F ;96 = 18.2, P < 0.001; pdev: F 196 = 51.7,P < 0.001; geno-
tillipxpédev: F | 96 = 4.06, P <0.05) ja labitud vahemaa (ANOVA: genotiiiip: F 19¢ = 14.7, P
<0.001; pdev: F 196 = 53.5, P <0.001; genotiilip x pdev: F 196 =4, 32, P <0.05) (Joonis 1).
Samas piistumiste arv (ANOVA: genotiilip: F 196 = 32.0, P < 0.001; pdev: F ;96 = 15.3, P
<0.001; genotiilip x pdev: F 196 = 0.11, P = 0.73) ja nurkadesse sisenemiste arv (ANOVA:
genotiiip: F 196 = 11.0, P < 0.01; pdev: F 196 = 45.3, P < 0.001; genotiilip x pdev: F 196 =
1.52, P = 0.22) ei erinenud kahesuunalise variatsiooni analiiiisi pohjal olulisel mééral. Sa-
mas post-hoc analiiiisi rakendamine niitas, et need kaks liikumisaktiivsuse parameetrit olid
metsikut tiitipi (+/+) hiirtel siiski vorreldes homosiigootsete (—/—) loomadega véiksemad

(Tukey HSD test: piistumiste arv P < 0.001; nurkadesse sisenemiste arv P < 0.01) (Joonis
1).

Opioidi retseptori antagonisti naloksooni manustamine annustes 1 ja 10 mg/kg pohjustas
annusest soltuva aktiivsuse pidurdumise nii metsikut tiiiipi (+/+), kui ka homosiigootsetel
(-/-) loomadel (Joonis 2). Statistilisel analiiiisil kahe genotiiiibi vahelisi erinevusi ilmsiks ei
tulnud. Naloksoon vidhendas annusest soltuvalt liikumise aega (ANOVA: genotiiiip:
F1.4,=0.95, P=0.76; annus F,4,=8.91, P<0.01; genotiiiip x annus: F,4,=0.87, P=0.42), 1abi-
tud vahemaad (ANOVA: genotiiiip: F;4,=0.09, P=0.77; annus F,4,=12.13, P<0.01; geno-
tiilip x annus F,4,=1.21, P=0.30), piistumiste arvu (ANOVA: genotiiiip: F; 4,=7.94, P<0.01;
annus F;4,=6.44, P<0.01; genotiilip x annus F,4,=1.06, P=0.35) ja nurkadesse sisenemiste
arvu (ANOVA: genotiilip: F; 4=3.05, P=0.09; annus: F,4,=12.6, P<0.01; genotiilip x annus
F,4=1.79, P=0.17). Samas post-hoc analiiiisi rakendamine néitas, et naloksoon annustes 1
ja 10 mg/kg vihendas oluliselt mutantsete hiirte pilistumiste arvu ning opioidi retseptorite
antagonisti annus 10 mg/kg ei pohjustanud neil olulist litkumises oldud aja vdhenemist
(Tukey HSD test: metsikut tiitipi (+/+) hiired P < 0.05 ja homosiigootsed mutantsed (—/—)
hiired P = 0.11) (Joonis 2).
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Naloksooni toime eelnevalt katsetingimustega kohastatud metsikut tiiiipi (+/+) ja homo-
stigootsete (—/—) hiirte litkumisaktiivsusele oli sarnane [litkumises oldud aeg (ANOVA: ge-
notiilip: F 152 = 0.27, P=0.61; annus: F 5, = 4.06, P < 0.05; genotiilip x annus: F 5, =
1.41, P = 0.25); labitud vahemaa (ANOVA: genotiilip: F ; s, = 0.48, P =0.49; annus F , 5, =
6.44, P < 0.01; genotiilip x annus : F 5, =2.26, P = 0.11); plistumiste arv (ANOVA: geno-
tiitip: F 152, =0.44, P =0.51; annus: F 55, = 1.08,P = 0.35; genotiilip x annus: F 5, = 0.77,
P = 0.47) ja nurkadesse sisenemiste arv (ANOVA: genotiiiip: F ; 5, = 0.38, P = 0.54; annus:
F.s,=5.77, P <0.01; genotiilip x annus: F 5, = 1.06, P = 0.35)] (Joonis 3). Post-hoc ana-

liiisi rakendamine siiski muutis olukorda. Naloksoon annuses 10 mg/kg pdhjustas
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Joonis 2. Naloksooni (annustes 1 ja 10 mg/kg i.p.) m&ju katsetingimustega mittekohastatud CCK2R

puudulikkusega hiirte motoorsele aktiivsusele.

Igasse riihma kuulus 8 hiirt. Valged tulbad — fiisioloogilise lahuse manustamise toime, triibulised
tulbad — naloksooni annuse 1 mg/kg toime, mustad tulbad — naloksooni annuse 10 mg/kg toime.
(*)P < 0.05 (vordlus fisioloogilist lahust saanud hiirtega, Tukey HSD test peale usaldusvaarset va-

riatsiooni anallitsi); (+) P < 0.05 (v@rdlus fusioloogilist lahust saanud metsikut tldpi hiirtega).
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Joonis 3. Naloksooni (annustes 1 ja 10 mg/kg i.p.) mdju katsetingimustega kohastatud CCK2R
puudulikkusega hiirte motoorsele aktiivsusele.

Ruhma suurus oli 9 vdi 10 hiirt. Valged tulbad — fiisioloogilise lahuse manustamise toime, triibu-
lised tulbad — naloksoon annuse 1 mg/kg toime, mustad tulbad — naloksooni annuse 10 mg/kg
toime. (*)P < 0.05 (v@rdlus fiisioloogilist lahust saanud hiirtega, Tukey HSD test peale usaldusvaar-

set variatsiooni analuiusi).

homosiigootsetel (—/—) hiirtel olulise litkumisaktiivsuse vihenemise, metsikut tiitipi (+/+)
hiirtel aga mitte (Tukey HSD test: liikumises veedetud aeg, P < 0.05; labitud vahemaa, P <

0.01, nurkadesse sisenemiste arv P < 0.05) (Joonis 3).

u-Opioidi retseptorite agonisti morfiini manustamine annustes 5 ja 10 mg/kg pShjustas
katsetingimustega kohastatud metsikut tiiiipi (+/+) hiirtel tugeva annusest sdltuva motoori-
ka stimulatsiooni (Joonis 4). Juba morfiini madalama annuse (5 mg/kg) manustamisega
ilmnes +/+ hiirtel tendents horisontaalse litkumise nditajate suurenemise suunas, kuid sa-
mas ei olnud need muutused statistiliselt olulised. Morfiini suurem annus (10 mg/kg) aga

pohjustas nendel loomadel olulise motoorika aktivatsiooni. Morfiin (5 and 10 mg/kg) vi-
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hendas metsikut tiiiipi hiirte plistumiste arvu. Morfiini manustamise jérgselt tekkinud mo-
toorika aktiveerumine oli mutantsetel (—/—) hiirtel oluliselt vdiksem [aeg liikumises
(ANOVA: genotiitip: F 195 =0.93, P =0.33; annus: F 595 = 16.1, P < 0.001; genotiiiip % an-
nus: F 295 = 3.70, P < 0.05), ldbitud vahemaa (ANOVA: genotiilip: F ;95 = 1.67, P = 0.20;
annus: F 595 =28.2, P < 0.001; genotiiiip X annus: F ;95 = 3.48, P < 0.05) ja nurkadesse si-
senemiste arv (ANOVA: genotiilip: F1,95 = 3.66, P = 0.059; annus: F ;95=40.2, P < 0.001;
genotiilip x annus: F 595 =3.38, P < 0.05)].

Ainus oluliseks osutunud erinevus oli plistumiste arvu muutus. Kahesuunalisel variat-

siooni-analiiiisil ilmnes, et homosiigootsetel (—/—) hiirtel morfiini toimel tekkinud piistumis-
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Joonis 4. Morfiini (annustes 5 ja 10 mg/kg i.p.) m8ju CCK2R puudulikkusega hiirte motoorsele ak-

tiivsusele.

Ruhmade suurus oli 17 hiirt. Valged tulbad — fiisioloogilise lahuse manustamise toime, triibuli-
sed — morfiini annuse 5 mg/kg toime, mustad tulbad — morfiini annuse 10 mg/kg toime. (*) P <
0.05 (vordlus fusioloogilist lahust saanud hiirtega, Tukey HSD test peale usaldusvéarset variat-

siooni analtiiisi); (+) P < 0.05 (vordlus vastava metsikut tidpi hiirte rithmaga).
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te arvu viahenemine oli oluliselt suurem, kui metsikut tiitipi kontrollrithma hiirtel (ANOVA:
genotiilip: F ;95 =0.07, P =0.80; annus: F 595 = 56.4, P < 0.001; genotiilip X annus: F 95 =
6.71, P <0.01) (Joonis 4).

4.2. Kohatingimine

Eeltingimise perioodil tehtud mddtmised niitasid, et esialgu eelistasid nii metsikut tiilipi
(+/+) ja ka homosiigootsed mutantsed (—/—) hiired enam viibida kasti tumerohelises pooles.
Metsikut tiitipi loomad veetsid ainult 11515 s kasti helerohelises pooles, homosiigootse

mutatsiooniga hiired aga vastavalt 177422 s. Kohaeelistuse tingimise perioodil mdlemas

kasti pooles fiisioloogilise lahusega siistitud loomadel jareltingimisel mdddetud kohaeelis-
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Joonis 5. Naloksooni (annustes 1 ja 10 mg/kg) ja morfiiniga (annustes 3 ja 9 mg/kg) kohatingi-
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mine CCK2R puudulikkusega hiirtel

(A) Naloksooniga kohavéltimise tingimine. Igasse riihma kuulus 8 looma. Valged tulbad — fu-
sioloogilise lahuse manustamise toime, triibulised tulbad — naloksooni annuse 1 mg/kg toime,
mustad tulbad — naloksooni annuse 10 mg/kg toime. (*) P < 0.05 (vOrdlus fisioloogilist lahust

saanud metsikut tidpi hiirtega, Tukey HSD test peale usaldusvaérset variatsiooni analiitsi).

(B) Morfiiniga kohaeelistuse tingimine. Igasse riilhma kuulus 8 looma. Valged tulbad — fiisioloo-
gilise lahuse manustamise toime, triibulised tulbad — morfiini toime annuses 3 mg/kg, mustad tul-
bad — morfiini toime annuses 9 mg/kg. (*) P < 0.05 (vordlus fusioloogilist lahust saanud vastava

hiirte rthmaga, Tukey HSD test peale usaldusvaarset variatsiooni analtitisi).
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tus ei erinenud eeltingimisel saadud tulemusest. Naloksooni siistimine annustes 1 ja 10
mg/kg kohta kasti tumerohelises pooles tingis helerohelises pooles viibimise aja olulise pi-
kenemise (Joonis 5A).Kahesuunalisel variatsiooni analiiiisil ei ilmnenud, et naloksooni
toime oleks metsikut tiilipi (+/+) ja homosiigootsetel (—/—) hiirtele oluliselt erinev (ANOVA:
genotiitip: F 14 = 1.0, P > 0.3; annus: F 54 = 16.7, P < 0.01; genotiilip x annus: F 24 =
1.78, P > 0.15). Naloksooni manustamisel annuses 1 mg/kg ilmnes metsikut tiiiipi (+/+)
hiirtel kalduvus eelistada heledamat poolt (Tukey HSD test, P = 0.055), samal ajal, kui
homosiigootsetel (—/—) hiirtel ei olnud suuremast annusesest (10 mg/kg) tingitud muutus
statistiliselt oluline (Tukey HSD test, P = 0.16). Naloksoon annuses 10 mg/kg tingis metsi-
kut tiitipi (+/+) hiirtel olulise koha viltimise ja nad hakkasid eelistama esialgu mitte eelista-
tud heledamat kasti poolt (Tukey HSD test P < 0.001). Morfiin annuses 3 mg/kg, siistituna
enne katselooma asetamist kasti helerohelisse poolde, tingis olulise koha eelistuse muutu-
mise. Nii metsikut tiilipi (+/+) hiired ja homosiigootsed (—/—) hiired hakkasid eelistama
kasti tumedale poolele kasti heledamat poolt (ANOVA: genotiiiip: F | 4, = 0.40, P > 0.8; an-
nus: F 4> = 10.7,P < 0.01; genotiilip X annus: F 24, = 1.30, P > 0.25) (Joonis 5B). Samas
pOhjustas morfiini suurem annus (9 mg/kg) olulise koha eelistuse muutumise vaid

homosiigootsetel (—/—) hiirtel.

4.3. Radioligandi sidumiskatsed

Radioligandi [*H]-diprenorfiini sidumiskatse nitas, et opioidi retseptorite afiinsus on ho-
mostigootsete (—/—) hiirte ajukoores suurem kui metsikut tiitipi (+/+) hiirtel (Joonis 6). Sa-
mas selgus, et homosiigootsete (—/—) hiirte juttkehades oli opioidi retseptorite afiinsus viik-
sem ja retseptorite tihedus suurem kui metsikut tiilipi (+/+) hiirtel. Hipokampuses ja

mesolimbilistes struktuurides genotiitipide vahelised erinevused puudusid.
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Joonis 6. CCK2 retseptori puudulikkusega hiirtel erinevate ajustruktuuride [*H]-diprenorfiini sidumise
nditajad. lgasse rihma kuulus 24 looma, kuue katselooma koed segati omavahel homogeniseerimise
ajal ja keskmise vaartused iseloomustavad nelja erineva katse tulemusi.valged tulbad—metsikut tiu-
pi hiired,mustad tulbad—Homostigootse mutatsiooniga hiired. (*) P < 0.05 (vBrdlus metsikut thupi

hiirte rdhmaga, Studenti t-test).
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5. TULEMUSTE ARUTELU

Kéesoleva t66 tulemuseks on neli olulist leidu. Esiteks, CCK2R puudulikkusega hiirte ko-
hanemisvdime uudses keskonnas on héiritud. Erinevalt Daugé (2001) ning Pommier (2002)
toodest, ei suutnud meie leida statistiliselt olulist erinevust eelnevalt katsetingimustega ko-
hastamata metsikut tiitipi (+/+) hiirte ja homosiigootsete (—/—) hiirte horisontaalses liiku-
misaktiivsuses. Vaid piistumiste arv oli homosiigootsetel (—/—) hiirtel jdlgimise perioodi
jooksul oluliselt suurem kui metsikut tiitipi (+/+) hiirtel. Kui katseloomad l4bisid korduva
motoorse aktiivsuse mootmise, siis kontrollrithma (+/+) hiirte litkkumise aktiivsus vdhenes
jargnevate mootmiste kdigus oluliselt. Geneetiliselt modifitseeritud (—/—) hiirtel pidurdus
modtmiste kordamisel litkumisaktiivsus tunduvalt vihem. See tulemus sobib hiipoteesiga,
et CCK on seotud kohanemisega uudses iimbruses. Varem on nédidatud, et CCK langetab
rottidel morfiini valuvaigistavat toimet uudses, aga mitte tuttavas iimbruses (Wiertelak jt.,
1992). Samuti on leitud, et morfiin toimib rottidel drevust vdhendavate ainetega sarnaselt
vaid uudses keskkonnas (Koks jt., 1999, Koks jt., 2000). Lisaks on testidega Y-puuris on
nédidatud, et CCK2R puudulikkusega hiirte ruumiline mélu on halvem kui metsikut tiilipi
(+/+) pesakaaslastel (Serbet jt., 1999). Miks ja kuidas sellised erinevused tekkinud on, mil-
lised neurobiokeemilised muutused tdpsemalt neid pohjustavad, vajab veel edasist uurimist

ja selgitamist.

Teiseks leidsime, et morfiin mdjutab mutantsete hiirte motoorika regulatsiooni ja moti-
vatsiooni siisteemi erinevalt. Morfiini manustamine annuses 3 mg/kg tingis nii metsikut
tiilipi (+/+) hiirtel kui ka homostigootsetel (—/—) hiirtel olulise kohaeelistuse muutumise.
Tingimise perioodi jdrel hakkasid mdlema genotiiiibiga hiired eelistama eeltingimise pe-
rioodil vihem eelistatud poolt. Samas on oluline, et eeltingimise perioodil eelistasid nii
metsikut tiitipi (+/+) kui ka homosiigootsed (—/—) hiired véga iilekaalukalt just tumerohelist
poolt. Tulemuste hindamisel tuleb sellisel puhul arvestada ka katse keskkonnaga harjumise
moju ning manustatava preparaadi voimalikku toimet katseloomade hirmule ja drevusele
(Tzschentke 1998). Meie ei vorrelnud jareltingimisel saadud tulemusi eeltingimisel saadud

tulemustega, vaid hoopis kdrvutasime omavahel vastavate riihmade morfiiniga mdjutatud ja
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ainult fiisioloogilise lahusega siistitud loomade jéreltingimisel saadud tulemusi. See tihen-
dab, et kohastumise mdju oli kdikidel juhtudel ihesugune. Varem on tdstetud pluss-puuri ja
null-puuri testidega ndidatud, et morfiinil on uudses katsesituatsioonis rottidel hirmu ja dre-
vust vihendav toime (Kdks jt., 2000). Seda arvestades kontrollisime me morfiini annuse 3
mg/kg toimet katsetingimustega kohastamata +/+ hiirte uudistamiskaitumisele pime/valge
puuri testis. Selgus, et morfiin selles annuses nende hiirte uudistamiskditumist ei mojuta.
See tdhendab, et kohatingimise testis saadud tulemust ei saa seletada morfiini drevust lee-
vendava toimega. Varsemad farmakoloogilised uuringud on ndidanud, et CCK2R blokaad
retseptori antagonistidega potentseerib olulisel mairal kohaeelistuse tingimist morfiiniga
(Higgins jt., 1992; Valverde jt., 1996). Sarnast moju CCK2R tdielikku puudumist pohjusta-
val mutatsioonil aga ei ole. PGjendame seda hiirte arengu ja kasvamise jooksul teistes

neuromediatoorsetes siisteemides toimunud kompensatoorsete muutustega.

Eelnevalt katsetingimustega kohastatud metsikut tiitipi (+/+) hiirtel pdhjustas morfiin
annuses 5 mg/kg horisontaaltasapinnalist liikumist iseloomustavate niitajate tousu ja
samaegselt plistumiste arvu olulise vihenemise. Morfiini suurema annuse (10 mg/kg) toi-
mel tekkis metsikut tiitipi hiirtel aga oluline liitkumisaktiivuse elavnemine. CCK2R puudu-
likkusega hiirte motoorikale oli morfiinil samades annustes oluliselt ndrgem toime. See eri-
neb kohaeelistuse tingimise testis saadud tulemustes, kus morfiini toime geneetiliselt modi-
fitseeritud (—/—) hiirtele ei olnud ndrgem kui kontrollriihma (+/+) hiirtele. Metsikut tiilipi
hiirte iilitugev motoorne vastus morfiinile annuses 10 mg/kg oli tdenéoliselt ka pdhjuseks,
miks ei tinginud morfiini suurem annus neil olulist kohaeelistuse muutust. Morfiin sellises
annuses pohjustas kontrollriihma (+/+) hiirtel stereotiilipsete litkumiste tekke, see on
psithhootomimeetilise toime véljenduseks, mis tingib héireid iimbruse tajumises ning hdirib
kohaeelistuse tekkimist. Seda, et kohaeelistuse tingimisel ja motoorse aktiivsuse modtmisel
morfiini toime muutus on erinev, on tiheldatud ka dopamiini D, retseptori puudulikkusega
hiirte uurimisel (Maldonado jt. 1997). Morfiini manustamisel ei tekkinud dopamiini D, ret-
septori puudulikkusega hiirtel kohaeelistust, samas motoorse aktiivsuse muutus oli neil sa-
masugune nagu nende metsikut tiilipi pesakaaslastel. Tdendoliselt vahendavad morfiini
toimet motivatsioonisiisteemile eelkdige mesolimbilised dopamiini D, retseptorid ja mor-

fiini motoorikat aktiveerivat toimet aga juttkehas olevad dopamiini D, retseptorid (Daugé
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jt., 1989; Kalivas jt., 1983; Longoni jt., 1987; Maldonado jt., 1997). CCK2R puudulikkuse-
ga hiirtel on juttkeha piirkonnas tdusnud dopamiini D, retseptorite aktiivsus, mis voibki ol-

la iiks pOhjustest, miks morfiin mdju oli homostiigootsete (—/—) hiirte motoorsele aktiivsuse-

le védiksem (Koks jt. 2001).

Kohatingimise katses naloksooni viiksem annuse (I mg/kg) manustamise jarel ilmnes
metsikut tiitipi (+/+) hiirtel kalduvus véltida kasti tumerohelist poolt. Samas kutsus nalok-
soon annuses 10 mg/kg esile olulise kohaviltimise vdljakujunemise nendel katseloomadel.
CCK2R puudulikkusega hiirtele toimis naloksoon selles testis oluliselt ndrgemalt. Vaid
naloksooni suurema annuse manustamisel ilmnes homosiigootsetel (—/—) hiirtel kalduvus
eelistada eeltingimisel mitteelistatud helerohelist poolt. See tulemus toetab hiipoteesi, et
CCK2R puudulikkusega hiirtel on ajus suurenenud opioidergilise siisteemi aktiivsus. Kir-
jandusest on teada, et CCK, retseptori antagonistid ndrgendavad naloksooni kohavaltimist
tingivat toimet rottidel endogeensete opioidide aktiivsuse suurendamise kaudu (Valverde jt.
1996). Naloksoon pdhjustab rottidel kohaviltimise viljakujunemise siis, kui seda manusta-
takse lokaalselt ventraalsesse tegmentaalsesse piirkonda ja nucleus accumbens’sse ja mitte
siis, kui seda siistitakse juttkehasse ja mediaalsesse prefrontaalsesse ajukoorde (Shippen-
berg jt., 1995). Peale mesolimbilise dopamiinergilise siisteemi osaleb naloksooni poolt tin-
gitud kohaviéltimise tekkes ka dorsaalne periakvaduktaalne hallaine, sest p-retseptorite blo-
kaad selles piirkonnas tingib samuti kohavéltimise viljakujunemise(Sante jt., 2000). Kuna
CCK2R puudulikkusega hiirtel ei ole me mesolimbilises piirkonnas opioidi ja dopamiini D,
retseptorite aktiivsus muutunud, voib oletada, et muutused vdivad esineda periakva-
duktaalses hallaines. Seda enam, et homosiigootsetel (—/—) hiirtel on valutundlikus oluliselt
vihenenud ja periakvaduktaalse hallaine keskne roll valu regulatsioonis on hédsti teada

(Veraksits jt., 2003, Mason 1999).

Neljandaks oluliseks tulemuseks on homosiigootsete (—/—) hiirte ajustruktuurides tuvas-
tatud opioidi retseptorite aktiivsuses muutused, mida voib pidada kohastumuslikeks muu-
tusteks. Juttkehas oli CCK2R puudulikkusega hiirtel oluliselt rohkem opioidi retseptoreid ja
nende afiinsus oli madalam, kui nende metsikut tiilipi pesakaaslastel. Retseptorite afiinsuse

langust mutantsetel hiirtel voib pohjustada kestvalt suurenenud endopioidsete peptiidide
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vabanemisega selles piirkonnas. See sobib kokku ka litkumisaktiivsuse mdotmise testidest
saadud tulemustega. CCK2R puudulikkusega hiirtel morfiini, p-opioidi retseptorite ago-
nisti, motoorikat aktiveeriva toime norgenemise pohjuseks vdibki olla juttkehas olevate
opiaadiretseptorite afiinsuse vihenemise ja endogeensete opioidsete peptiidide vabanemise
suurenemine, kuna véliselt manustatud opiaat konkureerib organismiomaste opioidsete
peptiididega samadele retseptoritele. Samas leiti, et ajukoores oli homosiigootsetel (—/—)
hiirtel opioidi retseptorite afiinsus kontrollrithma (+/+) hiirtest suurem. Mesolimbilistes
struktuurides, see tdhendab koige olulisemas motivatsioonide kujunemisega seotud aju-
struktuuris, ei leidnud me opioidi retseptorite parameetrite muutusi. Samuti on seal
homosiigootsetel (—/—) hiirtel dopamiini D, retseptorite aktiivsus samasugune nagu (+/+)
hiirtel (Koks jt., 2001). See sobib asjaoluga, et kohatingimise testides ilmnenud CCK2R
puudulikkusega ja kontrollriihma hiirte vahelised erinevused ei olnud nii viljendunud kui

litkumisaktiivuse hindamise testides.

Kokkuvdtteks voib Oelda, et erisuunalistel retseptorite aktiivsuse muutustel erinevates
ajustruktuurides on tdenidoliselt oma osa selles, miks morfiini ja naloksooni toime CCK2R
puudulikkusega hiirtel on muutunud erinevates kditumiskatsetes erinevalt. CCK2 retseptori
puudulikusega hiirtel voib vorreldes +/+ hiirtega teatud aju piirkondades endogeensete
opioidide vabanemine olla suurem ja samas mones teises piirkonnas vdiksem voi iildse mit-

te muutunud olla.
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JARELDUSED

l.

CCK2R geneetilise viljaliilitamise iiheks tagajirjeks mutantsetel hiirtel on morfiini, p-
opioidi retseptorite agonisti, motoorikat aktiveeriva toime ndrgenemine. Naloksoon
avaldas katsetingimustega kohastamata homosiigootsetele (—/—) ja kontrollrithma (+/+)
hiirtele tihesugust, litkkumisaktiivsust vihendavat toimet. Eriti tugevalt vdhenes aga ho-
mostigootsete (—/—) hiirte plistumiste arv. Katsetingimustega kohastamisel véhenes
CCK2R puudulikkusega hiirte liikumise aktiivsus oluliselt vihem kui kontrollriithma
(+/+) hiirtel. Naloksoon podhjustas katsetingimustega eelnevalt kohanenud homosii-

gootsetel (—/—), mitte metsikut tiilipi, hiirtel olulise motoorse aktiivsuse vdhenemise.

2. CCK2R geneetiline véljaliilitamine morfiinist tingitud kohaeelistuse teket ei mojuta.

Mortfiini manustamine tingis nii metsikut tiitipi (+/+) hiirtel kui ka homosiigootsetel
(—/) hiirtel olulise kohaeelistuse muutumise. Morfiini suurem annus ei tinginud metsi-
kut tiiiipi hiirtel olulist kohaeelistuse muutust, sest see pdhjustas neil iilitugeva motoor-
se reaktsiooni ja stereotiilipsete liikumiste tekke. Naloksoon toimis CCK2R puudulik-
kusega hiirtele kohavéltimise tingimise testis oluliselt ndrgemalt kui nende metsikut

tiilipi pesakaaslastele.

3. CCK2R puudulikkusega hiirtel tuvastati eesajustruktuurides opioidi retseptorite aktiiv-

suses muutused. Juttkehas oli CCK2R puudulikkusega hiirtel oluliselt rohkem opioidi
retseptoreid ja nende afiinsus oli madalam kui nende metsikut tiilipi pesakaaslastel.
Ajukoores oli homosiigootsetel (—/—) hiirtel opioidi retseptorite afiinsus kontrollriihma
(+/+) hiirtest suurem. Mesolimbilistes struktuurides ja hipokampuses ei leidnud me

opioidi retseptorite aktiivsust iseloomustavate parameetrite muutusi.

4. Homosiigootsete (—/—) ja kontrollrithma (+/+) hiirte vaheliste opiaadiretseptorite aktiiv-

suse erinevusi voib pidada kohastumuslikeks muutusteks.

Kokkuvotteks voib delda, et CCK2R geneetilise viljaliilitamise mojul kujuneb vilja

mitmetes ajupiirkondades opioid-ergilise slisteemi toonuse oluline tdus.
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ABSTRACT

The effects of morphine, #-opioid receptor agonist, and naloxone, a non-selective opioid
receptor antagonist, in the locomotor activity and place conditioning tests were studied in
the CCK,; receptor-deficient male mice. The exposure of mice to the motility boxes for 3
consecutive days induced a significant inhibition of locomotor activity in the wild-type
(+/+) mice compared to homozygous (—/—) animals. The administration of naloxone
(10 mg/kg 1.p.) to animals, adapted to the motility boxes, induced a significant reduction of
locomotor activity in the homozygous (—/—), but not in the wild-type (+/4) mice. Treatment
of habituated mice with morphine (10 mg/kg i.p.) caused a stronger increase of locomotor
activity in the wild-type (+/4) mice compared to the homozygous (—/—) littermates. In the
place preference test the pairing of the preferred side with naloxone (1 and 10 mg/kg 1.p.)
induced a dose-dependent place aversion in the wild-type (+/4) mice. The treatment with
naloxone was less effective in the homozygous (—/—) mice, because the high dose of
naloxone (10 mg/kg) tended to shift the preference. The pairing of morphine (3 mg/kg i.p.)
injections with the non-preferred side induced a significant place preference both in the
wild-type (+/+) and homozygous (—/—) mice. The increased density of opioid receptors was
established in the striatum of homozygous (—/—) mice, but not in the other forebrain
structures. In conclusion, the targeted invalidation of CCK, receptors induces a dissociation
of behavioural effects of morphine and naloxone. Morphine-induced place preference
remained unchanged, whereas hyper-locomotion was less pronounced in the mutant mice
compared to the wild-type (+/+) littermates. By contrast, naloxone-induced place aversion
was weaker, but naloxone caused a stronger inhibition of locomotor activity in the
homozygous (—/—) mice than in the wild-type (+/+) animals. These behavioural alterations
can be explained in the light of data that the targeted mutation of CCK, receptors induces

distinct changes in the properties of opioid receptors in various brain structures.
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