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Sissejuhatus 

Endogeensed valuvaigistavad mehhanismid etendavad paljudes organismide talitluses olulist rolli. 

Nimetatud mehhanismid mõjutadavad organismide reageerimist stressogeensete tegurite suhtes ja 

otsuste vastuvõtmist ohtlikes olukordades. Samuti mõjutab valuläve muutmine organismi 

füsioloogilist heaolu. Enim uuritud endogeensel valuvaigistaval mehhanismil põhinevaks 

käitumisavalduseks on stressist tingitud analgeesia. Kõige rohkem on siin uuritud opioidi 

süsteemi rolli nimetatud käitumusliku avalduse kujunemisel. Viimastel aastatel on aga üha enam 

uuringute keskmesse tõusnud endokannabinoidi süsteemi osalus stressist tingitud analgeesia 

mehhanismides. Opioidi ja endokannabinodi süsteemiga interakteeruvad väga erinevad 

neurmediatoorsed süsteemid, mis avaldavad seoses sellega moduleerivat mõju stressist tingitud 

analgeesia väljakujunemisele. Samas on teada, et neuropeptiid koletsüstokiniin (CCK) avaldab 

olulist toimet opioidi süsteemile, kuid puuduvad andmed CCK funktsionaalse interaktsiooni 

kohta endokannabinoidi süsteemiga. CCK toimed opioidi süsteemile sõltuvad sellest, millist 

kahest tema retseptorist (CCK1 ja CCK2 retseptorid) stimuleeritakse. CCK1 retseptorid esinevad 

põhiliselt perifeersetes organites (valdavalt seedetraktis), aga neid retseptoreid on leitud ka ajust. 

CCK2 retseptorid on eelkõige esindatud ajus, kuid märkimisväärsetes hulkades on seda 

retseptorit ka maos (vahendab gastriini toimet happe sekretsioonile) ja kõhunäärmes. CCK 

potentseerib opioidi retseptorite agonistide toimeid CCK1 retseptorite vahendusel, kuid avaldab 

antagonistlikku toimet CCK2 retseptorite kaudu. Mitmed viimastel aastatel teostatud uurimistööd 

viitavad endokannabinoidi süsteemi interaktsioonile CCK. Näiteks on leitud preproCCK ja 

kannabinoidi CB1 retseptorite koosekspressioon mitmetes kesknärvisüsteemi piirkondades, 

sealhulgas ka amügdalas ja hippokampuses. Samas puuduvad otsesed funktsionaalsed tõendid 

selle kohta, et CCK ja endokannabinoidi süsteem tõepoolest funktsionaalselt interakteeruvad. 

Käesoleva töö eesmärgiks ongi tuua selgust antud küsimuses. Selle eesmärgi lahendamisel kasutati 

hiiri, millel on geneetiliste manipulatsioonidega välja lülitatud CCK2 retseptorid, mis on CCK 

põhiliseks ründepunktiks ajus. Arvestades preproCCK ja kannabinoidi CB1 retseptorite olulist 

koosekspressiooni ajus võib oletada, et nendel hiirtel on häiritud stressist tingitud analgeesia 

väljakujunemine. Samuti võib arvata, et nendel katseloomadel on muutunud ka 

endokannabinoidide roll valuvaigistavates mehhanismides. CCK2 puudulikkusega hiirtel ja nende 

metsikut tüüpi pesakonnakaaslastel viidi läbi käitumuslikud katsed, kus uuriti stressist tingitud 

analgeesia väljakujunemist. Samuti uuriti, millist mõju analgeesia väljakujunemisele avaldavad 

opioidi antagonist naloksoon ja CB1 retseptorite antagonist rimonabant. Käitumiskatsete järgselt 

viidi läbi eksperimendid, kus uuriti stressi mõju CCK, opioidi ja endokannabinoidi süsteemi 

geenide ekspressioonile erinevates ajustruktuurides. Nimetatud magistritöö on tihedalt seotud 

Kaido Kurrikoffi doktoritöö projektiga ja kõik uuringud on toimunud magistritöö autori 

ning Kaido Kurrikoffi koostöös. Magistritöö autori kohustuseks on olnud käitumiskatsete 

läbiviimine, ajukoest mRNA eraldamine ja cDNA sünteesimine, kvantitatiivse reaalaja 
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polümeraasi ahelreaktsioonide teostamine ning katsetulemuste sisuline analüüsimine ja 

interpreteerimine. Antud uuringu põhjal on ilmunud artikkel: K. Kurrikoff, J. Inno, T. Matsui, E. 

Vasar (2008) Stress-induced analgesia in mice: evidence for interaction between 

endocannabinoids and cholecystokinin. European Journal of Neuroscience, 27, 2147-2155.  
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Kirjanduse ülevaade 

1. Stressist tingitud analgeesia 

Stress aktiveerib neuronaalse süsteemi, mis tõstavad valuläve. Seda vastust nimetatakse 

stressist tingitud analgeesiaks (SIA). Nimetatud reaktsioon sõltub neuronaalsest süsteemist, mis 

proijtseerub ajukoorest ja taalamusest keskaju ajuveejuha ümbritsevasse hallainesse (PAG) ja sealt 

piklikaju raphe tuuma kaudu seljaaju hallaine dorsaalsarve (Walker, Hohmann 2005). Endogeenne 

valuvaigistav süsteem koosneb opioidsest ja mitte-opioidsest osast. Mitte-opioidse osa 

moodustab endokannabinoidide süsteem (Walker, Hohmann 2005). Opioidne endogeense 

valuvaigistav süsteem avastati palju varem kui mitte-opioidne. Opioidide osa valu moduleerimises 

on tõestatud mitmetes kesknärvisüsteemi piirkondades. Opioidide süstimine PAG´i (Goodman et 

al 1980), rostraalsesse ventromediaalsesse medulllasse (RVM) (Takagi et al 1977), seljaaju hallaine 

dorsaalsarve põhjustab notsitseptiivse tundlikkuse vähenemist (Baraka et al., 1981). Nimetatud 

piirkonnad on notsitseptsiooni moduleeriva neuronaalse süsteemi osad. 

Elektrofüsioloogilised ja neurokeemilised uuringud tõestavad kannabinoidide osalust 

valuaistingu leviku takistamisel. Walker´i laboris demonstreeriti, et kannabinoidid vähendavad 

valustiimuli tulemusena tekkinud närviimpulsse seljaajus ja taalamuses (Hohmann et al., 1995, 

Hohmann et al., 1998, Martin et al., 1996, Hohmann et al., 1999, Tsou et al., 1996). 

Kannabinoidide valuvastane toime realiseerub valuaistingut vahendavates neuronites mehaanilise, 

termilise kui ka keemilise valustiimuli puhul ning on vahendatud kannabinoidi CB1 retseptorite 

poolt (Hohmann et al., 1995, Hohmann et al., 1998, Hohmann et al., 1999, Martin et al., 1996, 

Hohmann et al., 1999). 

 

2. Endopidoidid ja nende toimet vahendavad retseptorid 

Endopioidid on neuropeptiidid. Nad jagunevad kolme põhilisse rühma: endorfiinid, 

dünorfiinid ja enkefaliinid (Mansour et al., 1993). Nende eellaspeptiidideks on vastavalt 

preproenkefaliin (PENK), preprodünorfiin (PDYN) ja proopiomelanokortiin (POMC). 

Endopioidid toimivad seondudes opioidi retseptoritele, mida leidub peamiselt 

kesknärvisüsteemis, immuunsüsteemis, perifeerses närvisüsteemis ja seedeelundkonnas. 

Opioidide retseptorid on G-valk seoselised retseptorid. Opioidide retseptorid on mu opioidi 

retseptor (MOR), delta opioidi retseptor (DOR) ja kappa opioidi retseptor (KOR) (Loh et al., 

1989).  

Opioidide retseptorid asuvad paljudes kesknärvisüsteemi ja perifeerse närvisüsteemi 

piirkondades, k.a. valu ülekandmise ja moduleerimisega seotud kesknärvisüsteemi piirkondades: 

seljaaju hallaine dorsaalsarves, PAG-is, retikulaarformatsioonis, hüpotalamuses, talamuses, ja 

ajukoores (Mansour et al., 1993).  
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3. Endokannabinoidid ja nende toimet vahendavad retseptorid 

Enim uuritud endokannabinoidid on anandamiid ja 2-arahidonoüülglütserool (2-AG). 2-AG 

sünteesitakse kahe ensüümi, fosfolipaas C ja DAG lipaasi (DAGL) poolt. Anandamiid 

sünteesitakse N-arahidonoüülfosfatidüületanoolamiini (NAPE) ja NAPE-spetsiifilise fosfolipaas 

D poolt. Viimast ensüümi ei ole veel molekulaarselt kirjeldatud. Anandamiidi ja 2-AG 

lagundamist viib läbi rasvhappe amiidi hüdrolaas (FAAH), 2-AG lagundamist katalüüsib ka 

monoatsüülglütserooli lipaas (MGL) (Piomelli 2003).  

Kannabinoidi retseptoritest on teada 3 alatüüpi � CB1, CB2 ja CB3. CB1 ekspresseerub 

suurtes kontsentratsioonides ajus (Matsuda et al., 1990, Buckley et al., 2000, Zimmer et al., 1999), 

CB2 ekspresseerub suuremal määral immuunkudedes (Galiegue et al., 1995, Munro et al., 1993, 

Schatz et al., 1997) ning kesknärvisüsteemi neuronites on teda vähemal määral (Munro et al., 

1993, Buckley et al., 2000, Zimmer et al., 1999). CB3 retseptori kohta on aga vaid kaudsed 

tõendid ning tema nukleotiidne järjestus on veel teadmata (Fride et al., 2003). 

 Kannabinoidide retseptorid asuvad valu ülekandmisega ja moduleerimisega seotud 

ajupiirkondades nagu PAG, rostraalne ventromediaalne medulla (RVM) ja seljaaju hallaine 

tagumine sarv (Marsicano and Lutz, 1999). See viitab endokannabinoidide kesksele rollile valu 

moduleerimisel kesknärvisüsteemis. 

 

4. Endopioidide ja �kannabinoidide interaktsioon koletsüstokiniiniga (CCK) ajus.  

Avastus, et CCK ja opioidide retseptorite paiknemine kattub ajus ja seljaajus valutundlikkust 

reguleerivates piirkondades, viis uurijate tähelepanu CCK rollile valutundlikkuse  vahendamisel. 

Juba ammu on näidatud, et CCK-ergiline transmissioon mõjutab opioidide valuvastast toimet 

(Faris et al., 1984). Täpsemalt, CCK signaal läbi CCK2 retseptori vähendab opioidide anti-

notsitseptiivset toimet (Noble et al., 1999). Seda võib järeldada eksperimendist, mille käigus leiti, 

et CCK manustamine vähendab morfiini poolt tekitatud anti-notsitseptiivset toimet närilistel, 

samas kui CCK2 retseptori antagonist suurendab seda (Faris et al., 1983; Lavigne et al., 1992; 

Noble et al., 1995). Veel on näidatud, et eelnevalt CCK2 retseptori nukleotiidse antisense-järjestuse 

ajusisene manustamine suurendab morfiini poolt tekitatud anti-notsitseptiivset toimet (Vanderah 

et al., 1994). Lõpuks, opioidi ja CCK retseptorid, mis asuvad esmasaferentsete neuronite  

närvilõpmetel seljaajus omavad vastupidist toimet neuronaalsele aktiivsusele (Ghilardi et al., 1992; 

Stanfa et al., 1994). Eelloetletud tulemuste põhjal võib väita, et CCK toimides läbi CCK2 

retseptori omab funktsionaalselt anti-opioidset toimet. Kuna kesknärvisüsteemis on valdavaks 

retseptoritüübiks CCK2 retseptor, siis sageli räägitakse CCK- ja opioidi-süsteemist kui 

antagonistlikest süsteemidest. CCK ja kannabinoidisüsteemi seostest on teada vähe. Põhiline 

informatsioon on CCK ja CB1 kooslokalisatsiooni kohta mitmetes käitumise regulatsiooniga 

seotud kesknärvisüsteemi piirkondades nagu hippokampus, amügdala, neokorteks. 
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Käesolevas töös uurisime CCK rolli stressist põhjustatud analgeesia kujunemises, kasutades 

CCK2 retseptori puudulikkusega hiiri. Samadel hiirtel on varem kirjeldatud opioidi-süsteemi 

suurenenud aktiivsust (Pommier et al., 2002, Kurrikoff et al., 2004) ja kõrgenenud notsitseptiivese 

tundlikkuse lävi (Veraksits et al., 2003). Opioidi süsteemi suurenenud aktiivsusega on samal 

hiireliinil kirjeldatud ka hüperalgeesia väljakujunemise puudumine Bennett'i neuropaatilises valu 

mudelis (Kurrikoff et al., 2004). Samas ei ole sellel hiireliinil uuritud opioidide ja 

endokannabinoidi süsteemi seost CCK süsteemiga stressist tingitud analgeesia kujunemises. Meie 

eesmärgiks selles uurimustöös oligi kindlaks määrata opioidide ja endokannabinoidi süsteemi 

osalus endogeensetes valu vähendavates süsteemide ning CCK roll nende süsteemide 

moduleerijana.  
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Uurimismeetodid 

1. Katseloomad  

CCK2 retseptori puudulikkusega homosügootsed (CCK2-/-) hiired olid 129Sv/C57Bl/6 taustas 

(Nagata et al., 1996). CCK2-/- mutatsioon viidi läbi homoloogilise rekombinatsiooni abil, mille 

tulemusena cckbr geenist lülitati välja osa eksonist 2 ning eksonid 3, 4, ja 5. Et vähendada 129Sv 

geneetilise tausta mõju, ristati neid katseloomi vähemalt 10 põlvkonna vältel tagasi C57Bl/6 

tausta. Hiiri hoiti vivaariumis temperatuuril 20 ± 2o C, 12 tundi pime / 12 tundi valge tsüklis 

(tuled pandi põlema hommikul kell 07:00). Vesi ja toit olid loomaruumis hiirtele pidevalt vabalt 

kättesaadavad. Katses kasutati täiskasvanud isaseid (uuringu alguseks 8 nädalat vanad) hiiri. 

Loomkatse protseduurid olid heaks kiidetud Tartu Ülikooli loomakaitse komitee poolt, vastavalt 

EC direktiivile 86/609/EEC 24 novembrist 1986. Samuti oli nende katsete läbiviimiseks luba 

Eesti Vabariigi Põllumajandusministeeriumi juures tegutsevast Loomkatsete läbiviimise 

loakomisjonilt (luba nr. 39, 7. oktoober 2005.a., loa tähtaeg 01.10.2005-31.12.2009). 

 

2. Saba termilise tundlikkuse test (Tail Flick test) 

Saba termilise tundlikkuse määramiseks rakendati Hargreaves�i plantaartesti määramiseks 

kasutatavat seadet ((TSE, Technical & Scientific Equipment Gmbh, Saksamaa)). Stressist tingitud 

analgeesia (SIA) mõõtmiseks suunati infrapunane kiir hiire sabale ja määrati aeg, mille jooksul hiir 

oma saba ära tõmbab (Tail Flick test). Kirjanduse andmetel kasutatakse antud meetodit maailmas 

laialdaselt SIA mõõtmiseks. Käesoleva uuringu alguses võrreldi hiire saba infrapunase kiirega 

stimuleerimise testi kuuma plaadi (hot plate test) ja hiire saba kuuma vette kastmise (tail 

immersion test) testidega. Nendest eeluuringutest selgus, et infrapunase kiirega saba 

stimuleerimise test omab teiste uurimisviiside ees olulisi eeliseid, eriti olukorras, kus uuringut 

tuleb mitu korda korrata. Hiire saba termilise tundlikkuse test viidi alljärgnevalt. Hiire 

fikseerimiseks kasutati 50 ml plastikust katsuteid, mille otsa tehti auk, et tagada katseloomade 

normaalset hingamist. Katsele eelnevalt harjutati loomi katsetingimustega viie päeva jooksul, 

asetades hiire katsutisse umbes 20 sekundiks. Infrapunakiire intensiivsus valiti selline, et kontroll-

katsetes oleks reaktsiooniaeg 12-14 s. Koekahjustustuste vältimiseks ei stimuleeritud hiirte saba 

kunagi rohkem kui 30 sekundit. Farmakoloogilistest ainetest manustati hiirtele opidoidi 

retseptorite antagonisti naloksooni (Sigma, USA) (annustes: 0,01mg/kg, 0,1mg/kg, 1 mg/kg, 10 

mg/kg lahustatuna  füsioloogilises lahuses) või rimonabanti (SR141716, Sanofi-Aventis, 

Prantsusmaa) (annustes: 0,1 mg/kg, 1 mg/kg, 3 mg/kg lahustatuna 5% DMSO lahuses ning 

lahustamiseks lisati mõni tilk Tween-80). Rimonabanti ja naloksooni süstiti intraperitoneaalselt 30 

min enne stressi esilekutsumist.  
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3. Elektrivalu stressi esilekutsumine 

Käesolevas uuringus kasutati stressi esilekutsumiseks meetodit, mida on kirjeldanud Hohmann et 

al. (2005). Stress kutsuti esile kambris, mida kasutatakse passivse ja aktiivse vältimise katsete 

läbiviimiseks (TSE Gmbh, Saksamaa). Selle kambri põrand on metallist võrest, mis võimaldab 

täpselt doseerida hiirtele jalgade kaudu antavaid elektrilööke. Antud kambris hoiti katseloomi 

kolm minutit ja selle vältel said nad erineva voolutugevusega stiimuleid (0.2 mA, 0.4 mA, 0.6 mA, 

0.9 mA). Metsikut tüüpi ja homosügootsete CCK2 retseptori puudulikkusega katseloomade 

kontrollrühmi ei mõjustatud elektrilöökidega. Vahetult peale stressi mõõdeti hiirte saba termilist 

tundlikkust (katse kirjeldus on esitatud üleval).  

4. Geeniekspressioon 

Geeniekspressiooni analüüsiks kasutatud hiiri mõjustati elektrilöökidega, mille tugevus oli  0.6 

mA. Hiired surmati peale saba termilise tundlikkuse mõõtmist tservikaalse dislokatsiooniga. See 

toimus 20 minutit peale katseloomadele jalgade kaudu elektrilöökide andmist. Hiired dekapiteeriti 

ja aju eraldati kiiresti koljust. Kontrollgrupi loomi stressile ei eksponeeritud. Ajustruktuurid 

prepareeriti alusklaasil, mis oli asetatud jää peale. Igalt hiirelt eraldati seljaaju lumbaalosa, ajutüvi, 

keskaju, mesolimbilised struktuurid (nucleus accumbens, tuberculum olfactorium, Calleja saarekesed), 

juttkeha. Nimetatud struktuurid külmutati kiiresti vedelas lämmastikus ja säilitati enne RNA 

eraldamist -80○C külmkapis.  Kudedest eraldati  mRNA kasutades Rneasy midi kit´i (Qiagen) 

vastavalt tootja protokollile. Esimese ahela cDNA sünteesiti kasutades First Strand cDNA Synthesis 

Kit`i (Fermentas). Kvantitatiivse reaalaja PCR(ABI PRISM 7900 HT Sequence Detection System 

equipment, PE Applied Biosystems, USA) viidi läbi  TaqmanTM süsteemis; kasutasime TaqMan® 

Universal PCR master mix�i (Applied Biosystems) ja Sybr Green I süsteemis; kasutasime qPCR� 

Core Kit (Eurogentec). Kõik RNA eraldamised, cDNA sünteesid ja PCR reaktsioonid viidi läbi iga 

indiviidi ja iga koe jaoks eraldi. Praimerid katsetati eelnevalt läbi cDNA lahjenduste seeriatega. 

Praimeri dimeeride ja mittespetsiifiliste produktide esinemise kontrollimiseks kasutasime kogu 

eksperimendi vältel sulamiskõvera (melting curve) analüüsi.  Iga reaktsioon viidi läbi 4 paralleelses 

korduses ning nendest arvutasime keskmise lävitsükli (threshold cycle, Ct). 

Geeniekspressioonitasemeid analüüsiti võrreldes Ct (uuritava geeni lävitsükkel � sisemise 

referentsgeeni lävitsükkel) väärtuseid, kasutades ANOVA ja Tukey HSD post hoc testi. Sisemiseks 

referentsgeeniks kasutasime hüpoksantiini fosforibosüültransferaasi (HPRT). Parema 

võrreldavuse tagamiseks ning paremini visualiseerimiseks graafikul arvutati Ct väärtused 

lineaarskaalale (2 � Ct). Geeniekspressioonigraafikutel on näidatud suhtelised 

ekspressioonitasemed võrreldes kotrollrühma loomadega (ekspressioonitase =1). Praimerid 

disainiti (Primer Express software, PE Applied Biosystems, USA) eksonite ühenduskohtadesse, et 

välistada proovidesse jäänud genoomse DNA amplifitseerumist. Kasutatud praimerite nimekiri 

on ära toodud tabelis 1.  
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5. Statistiline analüüs 

Kõik andmed on väljendatud keskmise väärtusena ± SEM. Stressi ja manustatud ainete mõju 

statistilist olulisust on käitumiskatsetes kinnitatud kasutades 2 sõltumatu faktoriga ANOVA testi 

(genotüüp ja stress ning genotüüp ja manustatud aine annus kui sõltumatud muutujad) ja Tukey 

HSD post hoc testi. 

 

 

Tabel 1. Geeni ekspressiooni analüüsiks kasutatud praimerite järjestused või 

Applied Biosystems�ist (AB) hangitud praimerite koodid.  

 

Geen Forward Reverse AB praimerite 
koodid 

Cck   Mm_0446170_m1 
 

Cckbr   Mm_00432329_m1 
 

Cb1 CGTGTTCCACCGCAAAGATA CCCACCCAGTTTGAACAGAAA  
Dagla   Mm_01701557_m1 

 
Daglb CGCTTATCCTAGGGATGGATGT CCATGTTGGTCACACTTAACCTG 

 
 

Nape-
pld 

GCCATTCCCATCGGAGC ATGCTGGTATTTCATAAACCACCTT 
 

 

Magl TGTCCTGCCAAATATGACCTTG GGTCAACCTCCGACTTGTTCC 
 

 

Faah   Mm_01191808_m1 
Oprm AACACCCCTCCACGGCTAAT GGGTTGGCTGGTGGTTAGTTC 

 
 

Oprd TTGGCATCGTCCGGTACAC AGATGTAGATGTTGGTGGCGG 
 

 

Oprk GCAGCCTGAATCCTGTTCTC TCATCCCTCCCACATCTCTC 
 

 

Pomc CTTTGTCCCCAGAGAGCTGC AACAAGATTGGAGGGACCCC 
 

 

Penk ATGCAGCTACCGCCTGGTT GTGTGCACGCCAGGAAATT 
 

 

Pdyn TTGGCAACGGAAAAGAATCTG TGTGCGGCTTCATCATTCAT 
 

 

Hprt GCAGTACAGCCCCAAAATGG AACAAAGTCTGGCCTGTATCCAA 
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Tulemused 

1. Stress põhjustas doosist sõltuva analgeesia mõlema genotüübiga hiirtel 
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Joonis 1. A. Erineva intensiivsusega stressi mõju SIA väljakujunemisele metsikut tüüpi ja CCK2-/- 

hiirtel. 0.6 mA stress oli piisava tugevusega, et tekitada oluline SIA nii metsiktüüpi loomadel 

(tulpadel märgitud +/+) ja CCK2-/- loomadel (tulpadel märgitud -/-). B. CCK2-/- loomadel tekkis 

väiksem analgeesia vastuseks 0.6 mA stressile, kui kombineerida tail flick latentsid kolmest 

katsest. Tärnid näitavad Tukey post-hoc võrdlusi 0 mA stressigrupiga (** p<.01, *** p<.001). 

Rist näitab Tukey post-hoc genotüübi võrdlust (+ p < .05).  

 

Erinevatel loomagruppidel mõõdeti 0.2, 0.4, 0.6 ja 0.9 mA elektrivalu stressi mõju 

notsitseptiivsele tundlikkusele. Tail flick baastaseme väärtused ja 0 mA tail flick väärtused (loomad 

asetati metallvarraste peale, kuid varrastesse elektrit ei lastud) ei erinenud. 0,6 mA stress põhjustas 

statistiliselt olulise analgeesia nii metsiktüüpi kui ka CCK2-/- loomadel. 0.9 mA stressi intensiivsus 

kaasati uuringusse ainult selleks, et kindlaks teha, et kas CCK2-/-  loomadel on analgeesia suurus 

sõltuv stressi suurusest. Metsiktüüpi loomi 0.9 mA stressigruppi ei kaasatud. CCK2-/- loomadel 

olid analgeesia tekkimiseks vajalikud suurema tugevusega elektri ärritused võrreldes metsiktüüpi 

loomadega (jättes välja 0.9 mA grupi, genotüübi peaefekt F(1,66)=16.7, p<0.001), kuigi 

metsiktüüpi ja CCK2-/- loomadel ei olnud statistilisi erinevusi ühelgi stressitasemel eraldi 

vaadatuna (0.2, 0.4, ja 0.6 mA). 0.6 mA stress põhjustas SIA mõlemal genotüübil ja seda 

intensiivsust kasutati järgnevates eksperimentides. Saamaks lisakinnitust, et CCK2-/- loomadel 

tekib nõrgem analgeesia vastuseks stressile, kombineerisime andmed käesolevast ja järgnevatest 

eksperimentidest (joonis 1B) ning võrdlesime tail flick vastuseid stressgrupis (0.6 mA) ja 

kontrollgrupis. Kahefaktoriline ANOVA  näitas olulist genotüüp-stress interaktsiooni (F(1, 

112)=4.74, p<0.05). Ka post-hoc analüüs kinnitas genotüübi efekti 0.6 mA stressi juures (p<0.05).  
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2. CB1 retseptorite antagonist rimonabant ei mõjutanud SIA CCK2-/- loomadel 

Loomadel mõõdeti CB1 antagonisti rimonabandi (0.1, 1 ja 3 mg/kg) mõju SIA väljakujunemisele. 

CCK2+/+ loomadel pärssis CB1 blokeerimine SIA teket doosist sõltuvalt (Joon 2). CCK2-/- 

loomadel aga rimonabandi manustamine SIAt ei mõjutanud. Kahefaktorilise ANOVA analüüs 

andis tulemuseks märkimisväärse interaktsiooni genotüübi ja manustatud aine doosi vahel 

(F(3,77)=6.82, p<0.001).  
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Joonis 2. CB1 antagonisti rimonabandi efekt SIA tekkele. SIA tekkimine on näidatud graafiku 

�Stress� osas. Rimonabant blokeeris SIA metsiktüüpi loomadel (tulpadel märgitud +/+). CCK2-/- 

loomad (tulpadel märgitud -/-) olid tundetud rimonabandi manustamisele, sest nende SIA 

väärtused ei muutunud. Tärnid näitavad Tukey post-hoc võrdlusi kontrolllahuse manustamisega. * 

p < .05, *** p < .001. 

3. Opioidi antagonist  naloksoon antagoniseeris SIA mõlema genotüübiga hiirtel 
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Joonis 3. Naloksooni efekt SIA tekkele. SIA tekkimine on näidatud graafiku �Stress� osas. 

Naloksoon antagoniseeris SIA tekke nii metsiktüüpi (tulpadel märgitud +/+) kui ka CCK2-/- 

loomadel (tulpadel märgitud -/-). Tärnid näitavad Tukey post-hoc võrdlusi kontrolllahuse 

manustamisega. ** p < .01; *** p < .001.  

 

Opioidide antagonisti naloksooni (0.001, 0.1, 1 ja 10 mg/kg) manustamine blokeeris stressist 

põhjustatud analgeesia tekkimise nii metsiktüüpi kui ka CCK2-/- loomadel (kahefaktoriline 

ANOVA doosiefekt F(4,87)= 9.97, p<0.001). Naloksooni manustamine põhjustas U-kujulise 

vastus-kõvera mõlemal genotüübil, millest lähtub, et nii naloksooni väiksemad kui ka suuremad 

doosid SIA teket ei mõjuta. CCK2+/+ hiirtel omas SIA blokeerivat toimet ainult keskmine (0,1 

mg/kg). CCK2-/- loomadel omasid SIA blokeerivat toimet 0.1 ja 1 mg/kg annused.  

 

4. Stress põhjustas lumbaalses ja mesolimbilises koes CCK ja CCK2 retseptori mRNA ülesregulatsiooni 

Metsiktüüpi loomadel põhjustas stress CCK süsteemiga seotud geenide ülesregulatsiooni kahes 

kesknärvisüsteemi piirkonnas: seljaaju lumbaalosas ja mesolimbilistes piirkonnas (joonis 4).  

Mõlemas struktuuris suurenes CCK2 retseptori mRNA kontsentratsioon (p<0.001 ja p<0.01, 

vastavalt joonised  4A ja 4B, sõltumatute gruppidega T test). Lisaks suurenes CCK mRNA 

kontsentratsioon mesolimbilises alas (joonis 4c). CCK2-/- loomadel oli sarnaselt metsiktüüpi 

loomadega CCK mRNA süntees ülesreguleeritud mesolimbilises alas (ANOVA stressi efekt 

F(1,20)=17.05, p<0.001).  
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Joonis 4. Stressi toime CCK ja CCK2 retseptori ekspressioonile lumbaalses ja mesolimbilises 

piirkonnas. Suhtelised geeniekspressiooni väärtused on mõõdetud stressi puudumisel [Stress(-)] ja 

pärast stressi rakendamist [Stress(+)] metsiktüüpi loomadel (tulpadel märgitud +/+) ja  CCK2-/- 

loomadel (tulpadel märgitud -/-). Stressi tagajärjel suurenes CCK2 retseptori geeni ekspressioon 

metsiktüüpi loomadel nii seljaaju lumbaalosas (A) kui ka mesolimbililses piirkonnas (B). Lisaks 

sellele põhjustas stress CCK geeni ülesregulatsiooni mesolimbilises piirkonnas nii metsiktüüpi kui 

ka CCK2-/- loomadel (C). Tärnid näitavad stressi efekte, st võrdlusi vastava [Stress(-)] rühmaga. ** 

p < 0.01, *** p <0.001.  

 

5. Stress põhjustas enokannabinoidse aktivatsiooni lumbaalses ja mesolimbilises alas metsiktüüpi, kuid mitte 

CCK2-/- loomadel. 

Stress põhjustas endokannabinoidide süsteemi aktivatsiooni kahes kesknärvisüsteemi piirkonnas: 

seljaaju lumbaalses osas ja mesolimbilises alas (joonis 5). Esiteks suurenes stressi tulemusena 

mõlemas nimetatud struktuuris CB1 retseptori mRNA kontsentratsioon (ANOVA stressi efekt 
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F(1,20)=19.17, p<0.001 lumbaalses koes (joonis 5A) ja F(1.20)=11.42, p<0.01 mesolimbilistes 

struktuurides (joonis 5B)). Stressist põhjustatud ülesregulatsioon oli statistiliselt oluline ainult 

metsiktüüpi hiirtel (võrdlusel stressiga ja stressita CCK2+/+ loomadel p<0,01 mõlema struktuuri 

puhul, Tukey HSD post-hoc).  

 Teiseks, seljaaju lumbaalses osas toimus stressist tingituna  2-AG sünteesiva ensüümi 

DAGLa mRNA ülesregulatsioon (joonis 5C) metsiktüüpi hiirtel (stressi ja genotüübi 

interaktsioon F(1,2)= 5.12, p<0.05, Tukey HSD post-hoc p<0.001). CCK2-/- genotüübi puhul oli 

stressi mittesaanud loomadel basaalselt DAGLa geeni ekspressioonitase kõrgem (metsiktüüpi 

loomade baastase võrrelduna CCK2-/- loomade baastasemega, p<0.01, Tukey HSD post-hoc), 

viidates kõrgemale 2-AG sünteesile nendel loomadel. 

 Kolmandaks, anandamiidi sünteesiva ensüümi NAPE-PLD mRNA kontsentratsioon 

suurenes stressi tulemusena mesolimbilistes struktuurides (joonis 5D; ANOVA stressi efekt 

F(1,20)=15.52, p<0.001). Sarnaselt DAGLa sünteesi ülesregulatsioonile, toimus ka NAPE-PLD 

sünteesi aktivatsioon ainult metsiktüüpi hiirtel (p<0.05, Tukey HSD post-hoc).  

 Neljandaks, 2-AG lagundava ensüümi MAGL süntees oli stressi tulemusena 

ülesreguleeritud mesolimbilistes struktuurides (joonis 5E; ANOVA stressi efekt F(1,20)=12.16, 

p<0.01). See efekt oli statistiliselt oluline ainult CCK2-/- loomadel (p<0.05, Tukey HSD post-hoc).  
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Joonis 5. Stressi efektid CB1 retseptori, 2-AG sünteesiva ensüümi DAGLa, anandamiidi 

süntesiva ensüümi NAPE-PLD ja 2-AG lagundava ensüümi MAGL geenide ekspressioonile 

seljaaju lumbaalosas ja mesolimbilises piirkonnas. Suhtelised geeniekspressiooni väärtused on 

mõõdetud stressi puudumisel [Stress(-)] ja pärast stressi rakendamist [Stress(+)] metsiktüüpi 

loomadel (tulpadel märgitud +/+) ja  CCK2-/- loomadel (tulpadel märgitud -/-). Stressi tagajärjel 

toimus mitmete geenide ülesregulatsioon metsiktüüpi loomadel: CB1 retseptor lumbaarselt (A)  ja 

mesolimbilises alas (B), DAGLa lumbaarosas (C) ja NAPE-PLD mesolimbilises osas (D).   

Stressi tagajärjel suurenes MAGL ekspressioon CCK2-/- loomade mesolimbilises osas (E). Tärnid 

näitavad stressi efekte, st võrdlusi vastava mitte-stress [Stress(-)] rühmaga. * p < 0.05, ** p < 

0.01, *** p <0 .001. 
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6. Stress põhjustas opioidi retseptorite geenide ülesregulatsiooni lumbaalses koes, mesolimbilistes struktuurides ja 

striatumis  

Stress põhjustas Oprm ja Oprd retseptorite geenide ülesregulatsiooni seljaaju lumbaalosas ja 

mesolimbilistes struktuurides. Lisaks esines stressist tingitud Oprm ülesregulatsioon ka striatumis. 

Enamus nendest efektidest esines metsiktüüpi loomadel, kuid mitte CCK2-/- loomadel. Oprm 

retseptori stressist tingitud ülesregulatsioon lumbaalses koes esines mõlemal genotüübil (joonis 

6A; ANOVA stressi efekt F(1,20)=20.77, p<0.001). CCK2-/- loomadel esines basaalselt madalam 

Oprm mRNA kontsentratsioon seljaaju lumbaalses osas (võrdlus stressita metsiktüüpi ja CCK2-/- 

loomade vahel, p<0.05, Tukey HSD post-hoc test). 

 Oprm retseptori geeni stressist tingitud ülesregulatsioon striatumis (joonis 6C; ANOVA 

stressi efekt F(1,20)=11.68, p<0.01) oli märkimisväärne ainult metsiktüüpi hiirtel (p<0.05, Tukey 

HSD post-hoc test). Samuti toimus stressi tulemusena Oprd retseptori mRNA ülesregulatsioon 

mesolimbilistes struktuurides (joonis 6B). Antud juhul täheldasime märkimisväärse interaktsiooni 

genotüübi ja stressi vahel (ANOVA F(1,20)= 5.49, p<0.05), sest ainult metsiktüüpi hiirtel toimus 

geeni ülesregulatsioon. 
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Joonis 6. Stressi tagajärjel toimunud muutused opioidiretseptorite Oprm ja Oprd geenide 

ekspressioonis. Suhtelised geeniekspressiooni väärtused on mõõdetud stressi puudumisel [Stress(-

)] ja pärast stressi rakendamist [Stress(+)] metsiktüüpi loomadel (tulpadel märgitud +/+) ja  

CCK2-/- loomadel (tulpadel märgitud -/-). Stressi tagajärjel suurenes Oprm ekspressioon 

lumbaalselt (A) ja striatumis (C) ja Oprd mesolimbilises piirkonnas (B) metsiktüüpi loomadel.  

Üks nimetatud muutustest esines ka CCK2-/- loomadel, Oprm ekspressiooni suurenemine 

lumbaalosas (A). Tärnid näitavad stressi efekte,  võrdlusi vastava [Stress(-)] rühmaga. * p < .05, ** 

p < .01.  
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Arutelu 

Selles töös kasutasime CCK2 retseptori puudulikkusega hiiri ning CB1 ja opioidi retseptorite 

antagoniste uurimaks, kas CCK süsteemi muutunud funktsioon mõjutab kahte SIA komponenti 

� endokannabinoide ja opioidi peptiide.  

 

 Esiteks, me näitasime, et stress põhjustab doosist sõltuva analgeesia nii metsiktüüpi kui 

ka CCK2-/- hiirtel. Me kasutatud stressi parameetreid (0.6 mA, 3 min) on tihti kasutatud sarnastes 

uuringutes. 0.6 mA oli piisav voolutugevus põhjustamaks analgeesiat nii metsiktüüpi kui ka 

CCK2-/- hiirtel ja seetõttu kasutasime järgnevates katsetes stressi tekitamiseks seda voolutugevust. 

Jälgides SIA tekkimist erinevatel voolutugevustel, selgus, et CCK2-/- loomadel tekkis vastusena 

stressile nõrgem analgeesia kui metsiktüüpi loomadel. Samas, analüüsides erinevate 

voolutugevuste (0.2, 0.4 0.6 mA) tulemusena tekkinud analgeesiat, selgub, et ükski kasutatud 

voolutugevus ei põhjusta metsiktüüpi ja CCK2-/- hiirtel statistiliselt erinevat SIA. Siiski erinevate 

katsete tulemuste kombineerimine näitab, et metsiktüüpi hiirtel on tugevam analgeesia võrreldes 

mutantsete pesakonnakaaslastega. 

 

 Näidatud genotüübiline erinevus ei ole tõenäoliselt seotud muutunud valutundlikkusega 

CCK2-/- hiirtel. Vähenenud valutundlikkus nendel hiirtel on küll näidatud (Veraksits et al., 2003), 

kuid tail flick testiga mõõdetud basaalne tundlikkus oli metsiktüüpi ja CCK2-/- hiirtel sama, 

mistõttu mõõdetud erinevus SIA tasemes iseloomustab loomade reaktsiooni stressile. Lisaks 

kõrgem valulävi põhjustaks suurenenud, mitte vähenenud analgeesiat. Seega CCK2-/- hiirtel 

reageerivad natukene vähem stressile, sest sama atressi puhul areneb neil välja väiksem analgeesia. 

 

 Meie manustasime farmakoloogilisi aineid enne loomade stressogeensesse keskkonda 

viimist. Asjaolu, et CCK2-/- hiirtel oli analgeesia mõnevõrra nõrgem, võib mõjutada farmakonide 

manustamisest tingitud efektide avaldumist. Samas meie eesmärk oli uurida kas valitud farmakon 

takistab analgeesia arengut, mitte võrrelda kas kindel farmakon mõjub ühe genotüübiga hiirtele 

rohkem kui teise genotüübiga hiirtele. Seega ei olnud esialgse analgeesia tugevus järgnevates 

farmakoloogilistes katsetes olulisim küsimus meie jaoks. 

 

 Teiseks, me manustasime naloksooni stressile eelnevalt. Opioidi peptiidide osalus SIA 

tekkimisel on näidatud ammu. Seega oli naloksooni poolt oodata SIA tekkimise 

antagoniseerimist. Varasemates uurimustes on näidatud opioidse SIA üleminekut mitteopioidseks  

seoses stressi tugevusega (Terman et al., 1986). On näidatud, et 3 min, 0.9 mA valuärritus 

põhjustab analgeesia, mis ei olnud mõjutatav naloksooni manustamisega hiirtele (Terman et al., 

1986). Kuid sellistes tingimustes tekkiv analgeesia oli mõjutatav CB1 antagonisti rimonabandi 
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manustaminega (Hohmann et al., 2005). Meie katsetes, kus kasutasime 3 min, 0.6 mA stressi, oli 

SIA põhjustatud nii opioididest kui ka endokannabinoididest. 

 

 On leitud, et CCK2 retseptorite geneetilise väljalülitamise tulemusena toimuvad 

muutused opioidide süsteemis. Nimelt suureneb opioidide retseptorite sidumiskohtade arv ja 

afiinsus corpus striatum�is ja ajukoores  (Runkorg et al., 2003) ning suureneb mitmete opioidide 

retseptorite ja nende ligandite eellasmolekulide geeniekspressioon (Kurrikoff et al., 2004). Seega 

me eeldasime, et opioidide retseptorite blokeerimine mõjutab erinevalt analgeesia tekkimist 

metsiktüüpi ja CCK2-/- loomadel. Samas naloksoon antagoniseeris stressist tingitud analgeesiat nii 

metsiktüüpi kui ka CCK2-/- hiirtel, kuigi ei põhjustanid doosist sõltuvat efekti suurust. Farmakoni 

manustamine põhjustas hoopis U-kõvera kujulise efekti, kus SIA tekkimist antagoniseerisid ainult 

naloksooni keskmised annused. See tulemus viitab võimalusele, et naloksooni toimes osalevad 

erinevad opioidi süsteemid. Tõepoolest naloksoon on madalates annustes ì opioidi retseptorite 

spetsiifiline, samas kui kõrgemates annustes ta interakteerub ka ä ja ê opioidi retseptoritega. 

Sellest tulenevalt on taolise U-kujulise efekti põhjuseks tõenäoliselt naloksooni mittevalikuline 

toime opioid retseptoritele. Kuigi mõlemal genotüübil oli naloksooni toimest põhjustatud toime 

põhimõtteliselt sarnase kujuga (U-kõver), omas naloksoon siiski tugevamat toimet CCK2-/- 

loomadele (kõver oli nihutatud). Naloksooni tugevamat toimet CCK2-/- loomadel võib seletada 

asjaoluga, et nende katseloomade ajus on ì opioidi retseptorite arv ja afiinsus suuremad võrreldes 

metsiktüüpi pesakonnakaaslastega (Runkorg et al 2003).  

 

 Kolmandaks, uurisime me kannabinoidide osalust stressist põhjustatud analgeesia 

mehanismides. Me manustasime hiirtele enne stressi esilekutsumist rimonobanti, mis on CB1 

retseptorite antagonist. On näidatud, et endokannbinoidid osalevad SIA tekkimisel (Hohmann et 

al, 2005). Kahe paralleelse süsteemi � opioidide ja kannbinoidide � olemasolu tähendusele 

antinotsitseptiivse vastuse kujunemisel ei ole kujunenud ühist arusaama. Üks võimalik seletus on, 

et endokannabinoidid võimaldavad kiire reageerimist kahjustavatele teguritele, sest neid ligandeid 

ei talletata, vaid sünteesitakse vajaduse tekkimisel. Ühte näidet kiirest reageerimisest stressile 

demonstreerisid Hohmani ja kaasautorid (2005), kus stressist põhjustatud 2-AG 

kontsentratsiooni tõus saavutas maksimaalse taseme 2 minutit peale loomade stressogeensest 

keskkonnast eemaldamist ning baastasemeni jõudis 2-AG kontsentratsioon 13 minutit hiljem. 

Endokannabinoidide versus opioidide süsteemi osalemist näib mõjutavat stressitingimuste tüüp ja 

stressi parameetrid (Akil, Mayer, 1972; Terman et al, 1986). Rimonabant blokeeris meie katses 

oodatult SIA tekkimise metsiktüüpi hiirtel. Samas CCK2-/- loomadel ei mõjutanud rimonabant 

SIA tekkimist. Sellest võib järeldada, et SIA tekkimine CCK2-/- loomadel ei ole tõenäoliselt 

endokannabinoidide poolt vahendatud mehanism. Tundub, et CCK2 retseptori töö häirumisega 

lülitub välja ka vähemalt osa endokannabinoidide funktsioonist SIA aktiveerimisel. Sellest 
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järelduvalt on CCK2 retseptorite geneetilise väljalülitamise tulemusena SIA fenotüüp vahendatud 

opioidide poolt. 

 

 Lisaks on huvitav mainida, et närilistel on hiljuti kindlaks tehtud CCK ja CB1 retseptori 

koosesinemine mitmete kesknärvisüsteemi struktuuride neuronites (Marsicano and Lutz, 1999). 

Siiski ei ole veel selge nimetatud kolokalisatsiooni funktsionaalne roll või selle tähtsus käitumisega 

seotud mehanismides. Sellest tulenevalt oli järgnevaks plaaniks kindlaks teha need 

kesknärvisüsteemi piirkonnad, kus kirjeldatud interaktsioon aset leiab. Täpsemalt, me tahtsime 

kindlaks teha kesknärvisüsteemi piirkonnad, milles CCK2-/- loomadel esineb peale stressi 

esilekutsumist metsiktüüpi hiirtest erinevad muutused endokannabinoidide geenide 

ekspressioonis. Need regioonid osalevad tõenäoliselt endokannabinoididest sõltuvates analgeesia 

mehhanismides.  

 

 Geeniekspressioonikatsetes uurisime retseptorite, ligandite ja ligandeid sünteesivate 

ensüümide geeniekspressiooni endokannabinoidide, opioidide ja CCK süsteemides. Kokkuvõttes 

meie akuutse stressi mudel andis tulemuseks selge geeniekspressiooni muutuste mustri teatud 

kesknärvisüsteemi piirkondades. Stress aktiveeris metsiktüüpi loomadel endokannabinoidide ja 

CCK süsteemid kahes kesknärvisüsteemi piirkonnas: lumbaalne seljaaju ja mesolimbiline 

struktuur (nucleus accumbens, tuberculum olfactorium). Metsiktüüpi hiirtel oli stressi mõjul täheldatav 

CCK ja CCK2 retseptorite geenide ülesregulatsioon mesolimbilises struktuuris ning lumbaalses 

osas suurenes CCK2 retseptorite mRNA sisaldus. Endokannabinoidide süsteemis toimus CB1 

retseptori ja ligandeid sünteesivate ensüümide geenide ülesregulatsioon. Lumbaalne DAGLa 

sünteesi suurenemine peale stressi on kooskõlas varasemate uuringutega (Suplita et al., 2006), kus 

mõõdeti LC/MC abil 2-AG suurenenud kontsentratsioon roti seljaaju lumbaalses piirkonnas. 

Kirjeldatud tulemused viitavad metsiktüüpi loomadel toimuvale endokannabinoidide süsteemi 

aktivatsioonile stressi tulemusena. 

 

 CCK2-/- loomadel ei esinenud paljusid metsiktüüpi hiirtele iseloomulikke stressist tingitud 

muutuseid. Stressist tingitud CCK ekspressiooni suurenemine oli sarnane metsiktüüpi hiirtele, 

kuid CCK2 retseptori ekspressioonis muutusi ei täheldatud, sest hiirtel nimetatud retseptor 

puudub. Me ei leidnud, et stress suurendaks CCK2-/- loomadel  endokannabinoidide süsteemi 

geenide ekspressiooni suurenemist. Samas esines nendel hiirtel 2-AG lagundava ensüümi MGLL  

ülesregulatsioon, mis viitab endokannabinoidide süsteemi vähenenud aktiivsusele CCK2-/- 

loomadel. Kirjeldatud andmete põhjal võib väita, et stress põhjustab selge ekspressioonimuutuste 

mustri metsiktüüpi hiirtel, viidates suurenenud CCK ja endokannabinoidide süsteemide 

aktiivsusele mesolimbilistes struktuurides ja seljaaju lumbaalses osas. Nende tulemuste juures 

oleks huvitav teada, miks CCK2 retseptori väljalülitamine hoiab ära endokannabinoidide süsteemi 
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aktivatsiooni. Üheks võimalikuks seletuseks on, et stressi puhul toimub rakulisel tasemel CCK ja 

endokannabinoidide vaheline koostoime. Meie leidsime, et stress põhjustab nii CCK kui ka 

kannabinoidide süsteemi geenidel ekspressiooni muutuseid. Beinfeld ja kaasautorid (2001) 

demonstreerisid, et CB1 retseptori aktivatsioon võib pidudada roti hipokampuse neuronites CCK 

vabastamist. See viitab võimalusele, et endokannabinoidid moduleerivad CCK aktiivsust ajus. 

Samas meie uurimistöö viitab võimalusele, et CCK omab tähtsust endokannabinoidide süsteemi 

aktivatsioonis. Eespool viitasime, et CB1 retseptorid paiknevad CCK sisaldavatel närvirakkudel. 

Seega peavad neile lähedalolevad neuronid sisaldama CCK2 retseptoreid (peamine CCK retseptor 

kesknärvisüsteemis) ja endokannabinoide sünteesivaid ensüüme. CCK2 retseptorite aktiveerimine 

käivitab fosfolipaas C-(PLC)-sõltuva signaaliraja (Noble, Roques, 1999), mille tulemusena 

sünteesitakse inositoll trifosfaati (IP3) ja diatsüül-glütserooli (DAG) ning suureneb rakusisene 

Ca2+ kontsentratsioon. DAG hüdrolüüsitakse 2-AG DAG lipaaside abil. PLC kaskaadi 

aktiveerimine võib olla vajalik 2-AG sünteesimiseks roti ajus (Sugiura, Waku, 2000). Seega on 

olemas võimalus, et CCK2 retseptorite aktiveerimise tulemusel suureneb endokannabinoidide tase 

ajus. 

 

 Me mõõtsime ka opioidide geenide ekspressioonitasemeid.  Stressist tingitud opioidide 

ekspressioonitaseme muutused ei andud nii selget mustrit kui me täheldasime 

endokannabinoidide puhul. Metsiktüüpi hiirtel toimusid stressi tulemusena  mitmete opioidide 

retseptorite ekspressioonitaseme muutused erinevates kesknärvisüsteemi piirkondades. Stressi 

tulemusena toimuv Opm retseptori geeni ülesregulatsioon seljaaju lumbaalses osas võib olla 

seotud opioidide poolt vahendatud SIA. Metsiktüüpi loomadel täheldasime stressi tulemusena 

suurenes Opm retseptorite mRNA corpus striatum�is ja Opd retseptorite mRNA mesolimbilises 

struktuurides. Nendes aju osades mõjutab opioidi retseptorite aktivatsioon dopamiini vabanemist 

(Spanagel et al., 1992). Samas on mesolimbilise dopamiiniga seostatud käitumuslikku 

aktivatsiooni, liikumisaktiivsust ja motivatsioonilisi protsesse, mis kõik on olulised stressiga 

toimetulekul. Seega stressist tingitud muutused Opm ja Opd retseptorite geenide ekspressioonis 

mesolimbilises struktuurides on tõenäoliselt normaalse stressireaktsiooni komponendid. 

Huvitaval kombel täheldasime CCK2-/- loomadel taaskord väiksemaid stressist tingituid muutusi. 

Lumbaalne Opm retseptori geeni ülesregulatsioon oli mõlemal genotüübil sarnane ning seda 

muutust saab arvatavastu seostada stressist tingitud analgeesiaga. Samas opioidi retseptorite 

ülesregulatsioon mutantsete hiirte mesolimbilises struktuurdes ja corpus striatum�is puudus. 

 

 Kokkuvõtteks leidsime, et CCK2 retseptori geeni geneetilise väljalülitamine kõrvaldas  

endokannabinoididest tingitud analgeesia.  Arvestades, et nendel loomadel on stressimehanismid 

kahjustunud ja eeldades, et stressi mehanismid on olulised evolutsiooni seisukohast, võib oodata 

nendel katseloomadel tõsiseid häireid stressitingimustega kohanemisel. Selle väite kinnituseks on 
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varasemad tulemused, et hiired, kellel puuduvad CCK2 retseptorid, omavad väiksemat 

kohanemisvõimet kui metsiktüüpi hiired. Näiteks omasid CCK2-/- isased loomad kolm päeva 

kestnud liikumisaktiivsuse uurimise eksperimenids väiksemat motoorse aktiivsuse vähenemist 

võrreldes metsiktüüpi loomadega (Runkorg et al., 2003). Liikumise vähenemine tuntud 

keskkonnas iseloomustab katseloomade kohanemisvõimet. Veraksit� ja kaasautorid (2003) leidsid, 

et CCK2-/- loomadel kulus, võrreldes metsiktüüpi pesakonnakaaslastega, kuuma plaadi testis käpa 

äratõmbamiseks kauem aega. Samas käpa äratõmbamiseni kuluv aeg lühenes metsiktüüpi 

loomade tasemele peale ühekordset või korduvat füsioloogilise lahuse süstimist nendele 

loomadele. Tundub, et CCK2-/- loomadel on kohanemisprotsessi käivitumiseks vajalik tugevam 

stress. Kokuvõtteks pakub käesolev töö, kasutades käitumuslikke- ja geeniekspressioonikatseid, 

tõestuse, et CCK2 retseptorite aktivatsioon on vajalik endokannabinoidide poolt vahendatava 

analgeesia käivitumiseks. Selleks, et selgitada selle interktsiooni täpsemaid molekulaarseid 

mehanisme, tuleb teostada edaspidiseid uuringuid.
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Järeldused 

1. Elektrivalu stress põhjustab ärrituse tugevusest sõltuva analgeesia nii metsiktüüpi kui ka 

CCK2-/- hiirtel. Jälgides stressist tingitud analgeesia (SIA) tekkimist erinevatel 

voolutugevustel, selgus, et CCK2-/- loomadel tekkis vastusena stressile nõrgem analgeesia 

kui metsiktüüpi pesakonnakaaslastel. 

2. Opioidi antagonist naloksoon kõrvaldas SIA nii metsiktüüpi kui ka mutantsetel hiirtel. 

Naloksooni efekt oli täheldatav kindlates doosides ja oli U-kujuline. Naloksooni 

analgeesiat kõrvaldav toime oli enam väljendunud CCK2-/- hiirtel võrrelde metsiktüüpi 

pesakonnakaaslastega.  

3. CB1 retseptorite antagonist rimonabant kõrvaldas annusest sõltuvalt analgeesia 

metsiktüüpi hiirtel, aga ei avaldanud mingit mõju stressist tingitud reaktsioonile CCK2-/- 

loomadel. 

4. Stressi mõjul esinesid olulised muutused endokannabinoidide ja CCK geenide 

ekpressioonis metsiktüüpi hiirte mesolimbilistes struktuurides ja seljaaju lumbaalses osas. 

Vastavad muutused puudusid või olid oluliselt väiksemad mutantsete hiirte ajus. 

5. Erinevalt metsiktüüpi hiirtest puudub CCK2-/- loomadel endokannabinoididest tingitud 

analgesia. CCK2 retseptorite vahendusel toimub endokannabinoidide süsteemi 

aktivatsioon stressi puhul.  
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