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Sissejuhatus

Endogeensed valuvaigistavad mehhanismid etendavad paljudes organismide talitluses olulist rolli.
Nimetatud mehhanismid méjutadavad organismide reageerimist stressogeensete tegurite suhtes ja
otsuste vastuvOotmist ohtlikes olukordades. Samuti mojutab valulive muutmine organismi
tisioloogilist heaolu. Enim uuritud endogeensel valuvaigistaval mehhanismil pShinevaks
kditumisavalduseks on stressist tingitud analgeesia. K&ige rohkem on siin uuritud opioidi
ststeemi rolli nimetatud kiitumusliku avalduse kujunemisel. Viimastel aastatel on aga ttha enam
uuringute keskmesse tousnud endokannabinoidi slisteemi osalus stressist tingitud analgeesia
mehhanismides. Opioidi ja endokannabinodi siisteemiga interakteeruvad viga erinevad
neurmediatoorsed slisteemid, mis avaldavad seoses sellega moduleerivat mdoju stressist tingitud
analgeesia viljakujunemisele. Samas on teada, et neuropeptiid koletsiistokiniin (CCK) avaldab
olulist toimet opioidi siisteemile, kuid puuduvad andmed CCK funktsionaalse interaktsiooni
kohta endokannabinoidi stisteemiga. CCK toimed opioidi stisteemile soltuvad sellest, millist
kahest tema retseptorist (CCK1 ja CCK2 retseptorid) stimuleeritakse. CCK1 retseptorid esinevad
pohiliselt perifeersetes organites (valdavalt seedetraktis), aga neid retseptoreid on leitud ka ajust.
CCK2 retseptorid on eelkdige esindatud ajus, kuid mérkimisvéddrsetes hulkades on seda
retseptorit ka maos (vahendab gastriini toimet happe sekretsioonile) ja kdhundarmes. CCK
potentseerib opioidi retseptorite agonistide toimeid CCK1 retseptorite vahendusel, kuid avaldab
antagonistlikku toimet CCK2 retseptorite kaudu. Mitmed viimastel aastatel teostatud uurimist66d
viitavad endokannabinoidi siisteemi interaktsioonile CCK. Niiteks on leitud preproCCK ja
kannabinoidi CB1 retseptorite koosekspressioon mitmetes kesknirvisiisteemi piirkondades,
sealhulgas ka amiigdalas ja hippokampuses. Samas puuduvad otsesed funktsionaalsed toendid
selle kohta, et CCK ja endokannabinoidi siisteem tdepoolest funktsionaalselt interakteeruvad.
Kiesoleva t66 eesmirgiks ongi tuua selgust antud kiisimuses. Selle eesmargi lahendamisel kasutati
hiiri, millel on geneetiliste manipulatsioonidega vilja lilitatud CCK2 retseptorid, mis on CCK
pohiliseks rundepunktiks ajus. Arvestades preproCCK ja kannabinoidi CB1 retseptorite olulist
koosekspressiooni ajus voib oletada, et nendel hiirtel on hiiritud stressist tingitud analgeesia
viljakujunemine. Samuti v6ib arvata, et nendel katseloomadel on muutunud ka
endokannabinoidide roll valuvaigistavates mehhanismides. CCK2 puudulikkusega hiirtel ja nende
metsikut taiipi pesakonnakaaslastel viidi ldbi kditumuslikud katsed, kus uuriti stressist tingitud
analgeesia viljakujunemist. Samuti uuriti, millist m6ju analgeesia viljakujunemisele avaldavad
opioidi antagonist naloksoon ja CB1 retseptorite antagonist rimonabant. Kéitumiskatsete jirgselt
viidi ldbi eksperimendid, kus uuriti stressi méju CCK, opioidi ja endokannabinoidi stisteemi
geenide ekspressioonile erinevates ajustruktuurides. Nimetatud magistrit66 on tihedalt seotud
Kaido Kurrikoffi doktorit66 projektiga ja koik uuringud on toimunud magistrit66 autori
ning Kaido Kurrikoffi koost66s. Magistrito6 autori kohustuseks on olnud kiitumiskatsete

ldbiviimine, ajukoest mMRNA eraldamine ja cDNA siinteesimine, kvantitatiivse reaalaja



poliimeraasi ahelreaktsioonide teostamine ning katsetulemuste sisuline analiiisimine ja
interpreteerimine. Antud uuringu pohjal 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 Jonrnal of Neuroscience, 277, 2147-2155.



Kirjanduse tilevaade

1. Stressist tingitud analgeesia

Stress aktiveerib neuronaalse susteemi, mis tostavad valulive. Seda vastust nimetatakse
stressist tingitud analgeesiaks (SIA). Nimetatud reaktsioon sOltub neuronaalsest siisteemist, mis
proijtseerub ajukoorest ja taalamusest keskaju ajuveejuha timbritsevasse hallainesse (PAG) ja sealt
piklikaju raphe tuuma kaudu seljaaju hallaine dorsaalsarve (Walker, Hohmann 2005). Endogeenne
valuvaigistav slisteem koosneb opioidsest ja mitte-opioidsest osast. Mitte-opioidse osa
moodustab endokannabinoidide stisteem (Walker, Hohmann 2005). Opioidne endogeense
valuvaigistav siisteem avastati palju varem kui mitte-opioidne. Opioidide osa valu moduleerimises
on tOestatud mitmetes kesknirvisiisteemi piirkondades. Opioidide ststimine PAG’1 (Goodman et
al 1980), rostraalsesse ventromediaalsesse medulllasse (RVM) (Takagi et al 1977), seljaaju hallaine
dorsaalsarve pOhjustab notsitseptiivse tundlikkuse vihenemist (Baraka et al., 1981). Nimetatud
piirkonnad on notsitseptsiooni moduleeriva neuronaalse siisteemi osad.

Elektrofusioloogilised ja neurokeemilised uuringud téestavad kannabinoidide osalust
valuaistingu leviku takistamisel. Walkeri laboris demonstreeriti, et kannabinoidid vdhendavad
valustiimuli tulemusena tekkinud néirviimpulsse seljaajus ja taalamuses (Hohmann et al., 1995,
Hohmann et al, 1998, Martin et al, 1996, Hohmann et al, 1999, Tsou et al, 1990).
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 pdhilisse rithma: endorfiinid,
dunorfiinid ja enkefaliinid (Mansour et al, 1993). Nende eellaspeptiidideks on vastavalt
preproenkefalin - (PENK), preprodinorfin  (PDYN) ja proopiomelanokortiin  (POMC).
Endopioidid  toimivad  seondudes opioidi  retseptoritele, mida leidub  peamiselt
kesknirvisiisteemis, Immuunsiisteemis, perifeerses nirvisisteemis ja seedeelundkonnas.
Opioidide retseptorid on G-valk seoselised retseptorid. Opioidide retseptorid on mu opioidi
retseptor (MOR), delta opioidi retseptor (DOR) ja kappa opioidi retseptor (IKOR) (Loh et al.,
1989).

Opioidide retseptorid asuvad paljudes kesknirvisiisteemi ja perifeerse nirvisiisteemi
piirkondades, k.a. valu ilekandmise ja moduleerimisega seotud kesknirvististeemi piirkondades:
seljaaju hallaine dorsaalsarves, PAG-is, retikulaarformatsioonis, hiipotalamuses, talamuses, ja

ajukoores (Mansour et al., 1993).



3. Endokannabinoidid ja nende toimet vabendavad retseptorid

Enim uuritud endokannabinoidid on anandamiid ja 2-arahidonotilgliitserool (2-AG). 2-AG
sunteesitakse kahe ensttimi, fosfolipaas C ja DAG lipaasi (DAGL) poolt. Anandamiid
stinteesitakse N-arahidonoiiilfosfatidiiiletanoolamiini (NAPE) ja NAPE-spetsiifilise fosfolipaas
D poolt. Viimast enstiimi ei ole veel molekulaarselt kirjeldatud. Anandamiidi ja 2-AG
lagundamist viib 1dbi rasvhappe amiidi hidrolaas (FAAH), 2-AG lagundamist kataliitisib ka
monoatsiiilglitserooli lipaas (MGL) (Piomelli 2003).

Kannabinoidi retseptoritest on teada 3 alatiiipi — CB1, CB2 ja CB3. CB1 ekspresseerub
suurtes kontsentratsioonides ajus (Matsuda et al., 1990, Buckley et al., 2000, Zimmer et al., 1999),
CB2 ekspresseerub suuremal maidral immuunkudedes (Galiegue et al., 1995, Munro et al., 1993,
Schatz et al., 1997) ning keskndrvististeemi neuronites on teda vihemal mdiral (Munro et al.,
1993, Buckley et al., 2000, Zimmer et al., 1999). CB3 retseptori kohta on aga vaid kaudsed
toendid ning tema nukleotiidne jirjestus on veel teadmata (Fride et al., 2003).

Kannabinoidide retseptorid asuvad valu Ulekandmisega ja moduleerimisega seotud
ajupiitkondades nagu PAG, rostraalne ventromediaalne medulla (RVM) ja seljaaju hallaine
tagumine sarv (Marsicano and Lutz, 1999). See viitab endokannabinoidide kesksele rollile valu

moduleerimisel kesknarvisisteemis.

4. Endopioidide ja —kannabinoidide interaktsioon koletsiistokiniiniga (CCK) ajus.

Avastus, et CCK ja opioidide retseptorite paiknemine kattub ajus ja seljaajus valutundlikkust
reguleerivates piirkondades, viis uurijate tihelepanu CCK rollile valutundlikkuse vahendamisel.
Juba ammu on niidatud, et CCK-ergiline transmissioon mdjutab opioidide valuvastast toimet
(Faris et al., 1984). Tipsemalt, CCK signaal libi CCK> retseptori vihendab opioidide anti-
notsitseptiivset toimet (Noble et al., 1999). Seda vé&ib jireldada eksperimendist, mille kdigus leiti,
et CCK manustamine vihendab morfiini poolt tekitatud anti-notsitseptiivset toimet nérilistel,
samas kui CCK, retseptori antagonist suurendab seda (Faris et al., 1983; Lavigne et al., 1992;
Noble et al., 1995). Veel on niidatud, et eelnevalt CCK} retseptori nukleotiidse antisense-jirjestuse
ajusisene manustamine suurendab morfiini poolt tekitatud anti-notsitseptiivset toimet (Vanderah
et al, 1994). Lopuks, opioidi ja CCK retseptorid, mis asuvad esmasaferentsete neuronite
nirvildpmetel seljaajus omavad vastupidist toimet neuronaalsele aktiivsusele (Ghilardi et al., 1992;
Stanfa et al., 1994). Eelloetletud tulemuste pohjal voib viita, et CCK toimides libi CCK»
retseptori omab funktsionaalselt anti-opioidset toimet. Kuna kesknirvisiisteemis on valdavaks
retseptoritiiibiks CCK, retseptor, siis sageli rddgitakse CCK- ja opioidi-siisteemist kui
antagonistlikest stisteemidest. CCK ja kannabinoidisiisteemi seostest on teada vihe. Péhiline
informatsioon on CCK ja CB1 kooslokalisatsiooni kohta mitmetes kditumise regulatsiooniga

seotud kesknirvististeemi piirkondades nagu hippokampus, amiigdala, neokorteks.



Kiesolevas t66s uurisime CCK rolli stressist pohjustatud analgeesia kujunemises, kasutades
CCK; retseptori puudulikkusega hiiri. Samadel hiirtel on varem kirjeldatud opioidi-siisteemi
suurenenud aktiivsust (Pommier et al., 2002, Kurrikoff et al., 2004) ja kérgenenud notsitseptiivese
tundlikkuse ldvi (Veraksits et al., 2003). Opioidi siisteemi suurenenud aktiivsusega on samal
hiireliinil kitjeldatud ka hiperalgeesia viljakujunemise puudumine Bennett'i neuropaatilises valu
mudelis (Kurrikoff et al., 2004). Samas ei ole sellel hiireliinil uuritud opioidide ja
endokannabinoidi stisteemi seost CCK siisteemiga stressist tingitud analgeesia kujunemises. Meie
eesmirgiks selles uurimust6os oligi kindlaks mairata opioidide ja endokannabinoidi siisteemi
osalus endogeensetes valu vihendavates sisteemide ning CCK roll nende siisteemide

moduleerijana.



Uurimismeetodid

1. Katseloomad

CCK; retseptoti puudulikkusega homostigootsed (CCKz /") hiited olid 129Sv/C57Bl/6 taustas
(Nagata et al., 1996). CCKy/- mutatsioon viidi ldbi homoloogilise rekombinatsiooni abil, mille
tulemusena cckbr geenist lilitati vélja osa eksonist 2 ning eksonid 3, 4, ja 5. Et vihendada 129Sv
geneetilise tausta maju, ristati neid katseloomi vihemalt 10 pSlvkonna viltel tagasi C57B1/6
tausta. Hiiri hoiti vivaariumis temperatuuril 20 £ 20 C, 12 tundi pime / 12 tundi valge tstiklis
(tuled pandi polema hommikul kell 07:00). Vesi ja toit olid loomaruumis hiirtele pidevalt vabalt
kittesaadavad. Katses kasutati tiiskasvanud isaseid (uuringu alguseks 8 nidalat vanad) hiiri.
Loomkatse protseduurid olid heaks kiidetud Tartu Ulikooli loomakaitse komitee poolt, vastavalt
EC direktiivile 86/609/EEC 24 novembrist 1986. Samuti oli nende katsete libiviimiseks luba
Eesti Vabariigi Péllumajandusministeeriumi juures tegutsevast Loomkatsete libiviimise

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

2. Saba termilise tundlikkuse test (Tail Flick test)

Saba termilise tundlikkuse madramiseks rakendati Hargreaves’i plantaartesti madramiseks
kasutatavat seadet ((TSE, Technical & Scientific Equipment Gmbh, Saksamaa)). Stressist tingitud
analgeesia (SIA) mootmiseks suunati infrapunane kiir hiire sabale ja mairati aeg, mille jooksul hiir
oma saba dra tombab (Tai/ Flick tes?). Kirjanduse andmetel kasutatakse antud meetodit maailmas
laialdaselt SIA m&6tmiseks. Kdesoleva uuringu alguses vorreldi 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 alljirgnevalt. Hiire
fikseerimiseks kasutati 50 ml plastikust katsuteid, mille otsa tehti auk, et tagada katseloomade
normaalset hingamist. Katsele eelnevalt harjutati loomi katsetingimustega viie paeva jooksul,
asetades hiire katsutisse umbes 20 sekundiks. Infrapunakiire intensiivsus valiti selline, et kontroll-
katsetes oleks reaktsiooniaeg 12-14 s. Koekahjustustuste viltimiseks ei stimuleeritud hiirte saba
kunagi rohkem kui 30 sekundit. Farmakoloogilistest ainetest manustati hiirtele opidoidi
retseptotite antagonisti naloksooni (Sigma, USA) (annustes: 0,01mg/ke, 0,1mg/kg, 1 mg/kg, 10
mg/kg lahustatuna fusioloogilises lahuses) voi rimonabanti (SR141716, Sanofi-Avents,
Prantsusmaa) (annustes: 0,1 mg/kg, 1 mg/kg, 3 mg/kg lahustatuna 5% DMSO lahuses ning
lahustamiseks lisati moni tilk Tween-80). Rimonabanti ja naloksooni siistiti intraperitoneaalselt 30

min enne stressi esilekutsumist.



3. Elektrivaly stressi esilekutsumine

Kiesolevas uuringus kasutati stressi esilekutsumiseks meetodit, mida on kitjeldanud Hohmann et
al. (2005). Stress kutsuti esile kambris, mida kasutatakse passivse ja aktiivse viltimise katsete
ldbiviimiseks (TSE Gmbh, Saksamaa). Selle kambri porand on metallist vOrest, mis voimaldab
tipselt doseerida hiirtele jalgade kaudu antavaid elektril66ke. Antud kambris hoiti katseloomi
kolm minutit ja selle viltel said nad erineva voolutugevusega stiimuleid (0.2 mA, 0.4 mA, 0.6 mA,
0.9 mA). Metsikut tiitipi ja homostigootsete CCK2 retseptori puudulikkusega katseloomade
kontrollrihmi ei mojustatud elektriléokidega. Vahetult peale stressi mo6deti hiirte saba termilist

tundlikkust (katse kirjeldus on esitatud tleval).

4. Geeniekspressioon

Geeniekspressiooni analliiisiks kasutatud hiiri mojustati elektrilé6kidega, mille tugevus oli 0.6
mA. Hiired surmati peale saba termilise tundlikkuse mo6tmist tservikaalse dislokatsiooniga. See
toimus 20 minutit peale katseloomadele jalgade kaudu elektrilé6kide andmist. Hiired dekapiteeriti
ja aju eraldati kiiresti koljust. Kontrollgrupi loomi stressile ei eksponeeritud. Ajustruktuurid
prepareeriti alusklaasil, mis oli asetatud jda peale. Igalt hiirelt eraldati seljaaju lumbaalosa, ajutiivi,
keskaju, mesolimbilised struktuurid (muclens accumbens, tuberculum olfactorium, Calleja saarekesed),
juttkeha. Nimetatud struktuurid kiillmutati kiiresti vedelas limmastikus ja sailitati enne RNA
eraldamist -80°C kilmkapis. Kudedest eraldati mRNA kasutades Rueasy midi kit i (Qiagen)
vastavalt tootja protokollile. Esimese ahela cDNA stinteesiti kasutades First Strand cDNA Synthesis
Kit'i (Fermentas). Kvantitatiivse reaalaja PCR(ABI PRISM 7900 HT Sequence Detection System
equipment, PE Applied Biosystems, USA) viidi libi Tagman™ siisteemis; kasutasime TagMan®
Universal PCR master mix’i (Applied Biosystems) ja Sybr Green I stisteemis; kasutasime qPCR™
Core Kit (Eurogentec). Kotk RNA eraldamised, cDNA stnteesid ja PCR reaktsioonid viidi ldbi iga
indiviidi ja iga koe jaoks eraldi. Praimerid katsetati eelnevalt 1ibi cDNA lahjenduste seeriatega.
Praimeri dimeeride ja mittespetsiifiliste produktide esinemise kontrollimiseks kasutasime kogu
eksperimendi viltel sulamiskovera (melting curve) analiitisi. Iga reaktsioon viidi 1dbi 4 paralleelses
korduses ning nendest arvutasime keskmise lavitstkli (Zhreshold eycle, Ct).
Geeniekspressioonitasemeid analiiiisiti vorreldes ACt (uuritava geeni lavitstikkel — sisemise
referentsgeeni lavitsitkkel) vidrtuseid, kasutades ANOVA ja Tukey HSD post boc testi. Sisemiseks
referentsgeeniks kasutasime hiipoksantiini fosforibostiiltransferaasi (HPRT). Parema

vorreldavuse tagamiseks ning paremini visualiseerimiseks graafikul arvutati ACt viirtused

lineaarskaalale (2 ~“C). Geenickspressioonigraafikutel on niidatud suhtelised
ekspressioonitasemed vorreldes kotrollrithma loomadega (ekspressioonitase =1). Praimerid
disainiti (Primer Express software, PE Applied Biosystems, USA) eksonite iihenduskohtadesse, et
vilistada proovidesse jaidnud genoomse DNA amplifitseerumist. Kasutatud praimerite nimekiri

on dra toodud tabelis 1.



5. Statistiline analiiiis

Koéik andmed on viljendatud keskmise vddrtusena = SEM. Stressi ja manustatud ainete méju

statistilist olulisust on kditumiskatsetes kinnitatud kasutades 2 soltumatu faktoriga ANOVA testi

(genotliip ja stress ning genotiiiip ja manustatud aine annus kui séltumatud muutujad) ja Tukey

HSD post hoc testi.

Tabel 1. Geeni ekspressiooni analiilisiks kasutatud praimerite jirjestused voi

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- | GCCATTCCCATCGGAGC ATGCTGGTATTTCATAAACCACCTT

i/lljgl TGTCCTGCCAAATATGACCTTG | GGTCAACCTCCGACTTGTTCC

Faah Mm_01191808_m1

Oprm | AACACCCCTCCACGGCTAAT GGGTTGGCTGGTGGTTAGTTC

Optd | TTGGCATCGTCCGGTACAC AGATGTAGATGTTGGTGGCGG

Oprk | GCAGCCTGAATCCTGTTCTC TCATCCCTCCCACATCTCTC

Pomc | CTTTGTCCCCAGAGAGCTGC AACAAGATTGGAGGGACCCC

Penk | ATGCAGCTACCGCCTGGTT GTGTGCACGCCAGGAAATT

Pdyn | TTGGCAACGGAAAAGAATCTG | TGTGCGGCTTCATCATTCAT

Hprt | GCAGTACAGCCCCAAAATGG AACAAAGTCTGGCCTGTATCCAA

10




Tulemused

1. Stress polyustas doosist soltuva analgeesia molema genotiiiibiga hiirtel

>
w
+

—
301 *kk *Ex 309 *xk
T
n l %)
~ 25+ *% - 25« k%%
Py ) T
& &
E 20' E 20'
X X
© 154 © 154
T T
T 10+ ‘T 104
- i
kAL v I DR B 7 I R (R W O - A b B
T omA 02mA  04mA  06mA  0.9mA T omA 0.6 MA
Stress Stress

Joonis 1. A. Erineva intensiivsusega stressi moju SIA viljakujunemisele metsikut titipi ja CCKz/
hiirtel. 0.6 mA stress oli piisava tugevusega, et tekitada oluline SIA nii metsikttiipi loomadel
(tulpadel mirgitud +/+) ja CCKy/-loomadel (tulpadel mirgitud -/-). B. CCKs/-loomadel tekkis
viiksem analgeesia vastuseks 0.6 mA stressile, kui kombineerida tail flick latentsid kolmest
katsest. Térnid niitavad Tukey post-hoc vordlusi 0 mA stressigrupiga (** p<.01, *** p<.001).
Rist nditab Tukey post-hoc genotiiibi vordlust (+ p < .05).

Erinevatel loomagruppidel méddeti 0.2, 0.4, 0.6 ja 0.9 mA elektrivalu stressi m&ju
notsitseptiivsele tundlikkusele. Tad/ flick baastaseme védrtused ja 0 mA zai/ flick viirtused (loomad
asetati metallvarraste peale, kuid varrastesse elektrit ei lastud) ei erinenud. 0,6 mA stress pShjustas
statistiliselt olulise analgeesia nii metsiktiitipi kui ka CCKz/- loomadel. 0.9 mA stressi intensiivsus
kaasati uuringusse ainult selleks, et kindlaks teha, et kas CCKy /- loomadel on analgeesia suurus
soltuv stressi suurusest. Metsiktiitipi loomi 0.9 mA stressigruppi ei kaasatud. CCKy/- loomadel
olid analgeesia tekkimiseks vajalikud suurema tugevusega elektri drritused vorreldes metsikttiipi
loomadega (jattes vilja 0.9 mA grupi, genotiitibi peaefekt F(1,66)=16.7, p<0.001), kuigi
metsiktiitipi ja CCK2/~ loomadel ei olnud statistilisi erinevusi tthelgi stressitasemel eraldi
vaadatuna (0.2, 0.4, ja 0.6 mA). 0.6 mA stress pohjustas SIA molemal genotiitibil ja seda
intensiivsust kasutati jirgnevates eksperimentides. Saamaks lisakinnitust, et CCK>/- loomadel
tekib nérgem analgeesia vastuseks stressile, kombineerisime andmed kiesolevast ja jirgnevatest
cksperimentidest (joonis 1B) ning vordlesime #ai/ flick vastuseid stressgrupis (0.6 mA) ja
kontrollgrupis. Kahefaktoriline ANOVA niitas olulist genotiilip-stress interaktsiooni (F(1,

112)=4.74, p<0.05). Ka post-hoc analiiis kinnitas genotiiibi efekti 0.6 mA stressi juures (p<0.05).

11



2. CB1 retseptorite antagonist rimonabant ei miutannd SLA CCKy/- loomadel

Loomadel m&6deti CB1 antagonisti rimonabandi (0.1, 1 ja 3 mg/kg) moju SIA viljakujunemisele.

CCKy*/* loomadel pirssis CB1 blokeerimine SIA teket doosist séltuvalt (Joon 2). CCKy/-
loomadel aga rimonabandi manustamine SIAt ei méjutanud. Kahefaktorilise ANOVA analiiis
andis tulemuseks mirkimisviirse interaktsiooni genotiilibi 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 niidatud graafiku

Stress

»Stress® osas. Rimonabant blokeeris SIA metsiktiiipi loomadel (tulpadel mirgitud +/+). CCKy/-

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

viidrtused el muutunud. Térnid niitavad Tukey post-hoc vordlusi kontrolllahuse manustamisega. *

p < .05, %% p < 001.
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Joonis 3. Naloksooni efekt SIA tekkele. SIA tekkimine on niidatud graafiku ,,Stress* osas.
Naloksoon antagoniseeris SIA tekke nii metsiktutpi (tulpadel mirgitud +/+) kui ka CCKy/-
loomadel (tulpadel mirgitud -/-). Térnid naitavad Tukey post-hoc vordlusi kontrolllahuse

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

Opioidide antagonisti naloksooni (0.001, 0.1, 1 ja 10 mg/kg) manustamine blokeeris stressist
pShjustatud analgeesia tekkimise nii metsiktiiiipi kui ka CCKy/- loomadel (kahefaktoriline
ANOVA doosiefekt F(4,87)= 9.97, p<0.001). Naloksooni manustamine pShjustas U-kujulise
vastus-kovera molemal genotiiibil, millest ldhtub, et nii naloksooni viiksemad kui ka suuremad
doosid SIA teket ei mjuta. CCK>*/* hiirtel omas SIA blokeerivat toimet ainult keskmine (0,1

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

4. Stress polyjustas lumbaalses ja mesolimbilises koes CCK ja CCK2 retseptori mRINA iilesregulatsiooni
Metsikttiipi loomadel pShjustas stress CCK silisteemiga seotud geenide tlesregulatsiooni kahes
keskndrvististeemi piirkonnas: seljaaju lumbaalosas ja mesolimbilistes piitkonnas (joonis 4).
Molemas struktuuris suurenes CCK: retseptori mRNA kontsentratsioon (p<0.001 ja p<<0.01,
vastavalt joonised 4A ja 4B, soltumatute gruppidega T test). Lisaks suurenes CCK mRNA
kontsentratsioon mesolimbilises alas (joonis 4c). CCKy/- loomadel oli sarnaselt metsiktiitipi
loomadega CCK mRNA siintees iilesreguleeritud 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 geenickspressiooni viirtused on méddetud stressi puudumisel [Stress(-)] ja
patast stressi rakendamist [Stress(+)] metsikttitipi loomadel (tulpadel margitud +/+) ja CCKz/-
loomadel (tulpadel mirgitud -/-). Stressi tagajirjel suurenes CCK; retseptori geeni ekspressioon
metsiktiitipi loomadel nii seljaaju lumbaalosas (A) kui ka mesolimbililses piirkonnas (B). Lisaks
sellele pohjustas stress CCK geeni tilesregulatsiooni mesolimbilises piirkonnas nii metsiktiitpi kui
ka CCKy/- loomadel (C). Tirnid niditavad stressi efekte, st vordlusi vastava [Stress(-)] rihmaga. **

p < 0.01, % p <0.001.

5. Stress polyjustas enokannabinoidse aktivatsiooni lumbaalses ja mesolimbilises alas metsiktiiiipi, kuid mitte
CCKy/ loomadel.

Stress pohjustas endokannabinoidide siisteemi aktivatsiooni kahes keskndrvististeemi piirkonnas:
seljaaju lumbaalses osas ja mesolimbilises alas (joonis 5). Esiteks suurenes stressi tulemusena

molemas nimetatud struktuuris CB; 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 pohjustatud tilesregulatsioon oli statistiliselt oluline ainult
metsiktipi hiirtel (vordlusel stressiga ja stressita CCK>*/+ loomadel p<0,01 mélema struktuuri
puhul, Tukey HSD post-hoc).

Teiseks, seljaaju lumbaalses osas toimus stressist tingituna 2-AG siinteesiva ensiitimi
DAGLa mRNA ilesregulatsioon (joonis 5C) metsiktiitipi hiirtel (stressi ja genotiitibi
interaktsioon F(1,2)= 5.12, p<0.05, Tukey HSD post-hoc p<0.001). CCK»/- genotiiiibi puhul oli
stressi mittesaanud loomadel basaalselt DAGLa geeni ekspressioonitase kérgem (metsiktiitipi
loomade baastase vorrelduna CCKy/- loomade baastasemega, p<0.01, Tukey HSD post-hoc),
viidates kdrgemale 2-AG siinteesile nendel loomadel.

Kolmandaks, anandamiidi sunteesiva ensuimi NAPE-PLD mRNA kontsentratsioon
suurenes stressi tulemusena mesolimbilistes struktuurides (joonis 5D; ANOVA stressi efekt
F(1,20)=15.52, p<0.001). Sarnaselt DAGLa stinteesi tilesregulatsioonile, toimus ka NAPE-PLD
stinteesi aktivatsioon ainult metsiktiiipi hiirtel (p<<0.05, Tukey HSD post-hoc).

Neljandaks, 2-AG lagundava ensttimi MAGL siintees oli stressi tulemusena
tlesreguleeritud mesolimbilistes struktuurides (joonis 5E; ANOVA stressi efekt F(1,20)=12.16,
p<0.01). See efekt oli statistiliselt oluline ainult CCKy/- loomadel (p<0.05, Tukey HSD post-hoc).
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Joonis 5. Stressi efektid CB1 retseptori, 2-AG siinteesiva enstiitimi DAGLa, anandamiidi
stntesiva enstiimi NAPE-PLD ja 2-AG lagundava enstiimi MAGL geenide ekspressioonile
seljaaju lumbaalosas ja mesolimbilises piirkonnas. Suhtelised geeniekspressiooni vairtused on
mododetud stressi puudumisel [Stress(-)] ja parast stressi rakendamist [Stress(+)] metsiktiitipi
loomadel (tulpadel mirgitud +/4) ja CCKy/-loomadel (tulpadel mirgitud -/-). Stressi tagajitjel
toimus mitmete geenide tlesregulatsioon metsiktiitipi loomadel: CB1 retseptor lumbaarselt (A) ja
mesolimbilises alas (B), DAGLa lumbaarosas (C) ja NAPE-PLD mesolimbilises osas (D).

Stressi tagajitjel suurenes MAGL ekspressioon CCKz/- loomade mesolimbilises osas (E). Térnid
niitavad stressi efekte, st vordlusi vastava mitte-stress [Stress(-)] rithmaga. * p < 0.05, ** p <

0.01, ** p <0 .001.
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6. Stress polyustas opioid retseptorite geenide dilesregulatsiooni lumbaalses Roes, mesolimbilistes struktunrides ja
Striatumis

Stress pShjustas Oprm ja Oprd retseptorite geenide iilesregulatsiooni seljaaju lumbaalosas ja
mesolimbilistes struktuurides. Lisaks esines stressist tingitud Oprm Ulesregulatsioon ka striatumis.
Enamus nendest efektidest esines metsiktiipi loomadel, kuid mitte CCKz/- loomadel. Oprm
retseptori stressist tingitud tlesregulatsioon lumbaalses koes esines molemal genotiiiibil (joonis
6A; ANOVA stressi efekt F(1,20)=20.77, p<0.001). CCK5/- loomadel esines basaalselt madalam
Oprm mRNA kontsentratsioon seljaaju lumbaalses osas (vordlus stressita metsiktiiiipi ja CCKy/-
loomade vahel, p<0.05, Tukey HSD post-hoc tes?).

Oprm retseptori geeni stressist tingitud tlesregulatsioon striatumis (joonis 6C; ANOVA
stressi efekt F(1,20)=11.68, p<0.01) oli markimisvairne ainult metsiktiitipi hiirtel (p<0.05, Tukey
HSD post-hoc tes). Samuti toimus stressi tulemusena Oprd retseptori mRNA iilesregulatsioon
mesolimbilistes struktuurides (joonis 6B). Antud juhul tiheldasime mirkimisvédirse interaktsiooni
genotiilibi ja stressi vahel (ANOVA F(1,20)= 5.49, p<0.05), sest ainult metsikttiipi hiirtel toimus

geeni tilesregulatsioon.
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Joonis 6. Stressi tagajirjel toimunud muutused opioidiretseptorite Oprm ja Oprd geenide
ekspressioonis. Suhtelised geeniekspressiooni vidrtused on méSdetud stressi puudumisel [Stress(-
)] ja pérast stressi rakendamist [Stress(+)] metsiktitipi loomadel (tulpadel mirgitud +/+) ja
CCKy/-loomadel (tulpadel margitud -/-). Stressi tagajirjel suurenes Oprm ekspressioon
lumbaalselt (A) ja striatumis (C) ja Oprd mesolimbilises piitkonnas (B) metsiktiitipi loomadel.
Uks nimetatud muutustest esines ka CCKy/- loomadel, Oprm ekspressiooni suurenemine
lumbaalosas (A). Tirnid néitavad stressi efekte, vordlusi vastava [Stress(-)] rithmaga. * p < .05, **

p <.0L
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Arutelu

Selles t66s kasutasime CCK retseptori puudulikkusega hiiri ning CB1 ja opioidi retseptorite
antagoniste uurimaks, kas CCK stisteemi muutunud funktsioon méjutab kahte SIA komponenti

— endokannabinoide ja opioidi peptiide.

Esiteks, me niitasime, et stress pShjustab doosist sdltuva analgeesia nii metsiktiitipi kui
ka CCKy /- hiirtel. Me kasutatud stressi parameetreid (0.6 mA, 3 min) on tihti kasutatud sarnastes
uuringutes. 0.6 mA oli piisav voolutugevus pohjustamaks analgeesiat nii metsiktiitipi kui ka
CCK/- hiirtel ja seetSttu kasutasime jargnevates katsetes stressi tekitamiseks seda voolutugevust.
Jalgides SIA tekkimist erinevatel voolutugevustel, selgus, et CCKy7/- loomadel tekkis vastusena
stressile ndrgem analgeesia kui metsiktiiiipi loomadel. Samas, analtiisides erinevate
voolutugevuste (0.2, 0.4 0.6 mA) tulemusena tekkinud analgeesiat, selgub, et tikski kasutatud
voolutugevus ei pohjusta metsiktiitipi ja CCK,/- hiirtel statistiliselt erinevat SIA. Siiski erinevate
katsete tulemuste kombineerimine niitab, et metsiktiitipi hiirtel on tugevam analgeesia vorreldes

mutantsete pesakonnakaaslastega.

Niidatud genotiitibiline erinevus ei ole téenioliselt seotud muutunud valutundlikkusega
CCKy/- hiirtel. Vihenenud valutundlikkus nendel hiirtel on kill ndidatud (Veraksits et al., 2003),
kuid zail flick testiga moodetud basaalne tundlikkus oli metsiktiitipi ja CCKz/- hiirtel sama,
mistottu mooddetud erinevus SIA tasemes iseloomustab loomade reaktsiooni stressile. Lisaks
kérgem valuldvi pShjustaks suurenenud, mitte vihenenud analgeesiat. Seega CCKy/- hiirtel

reageerivad natukene vihem stressile, sest sama atressi puhul areneb neil vilja viiksem analgeesia.

Meie manustasime farmakoloogilisi aineid enne loomade stressogeensesse keskkonda
viimist. Asjaolu, et CCKy /- hiirtel oli analgeesia ménevorra nérgem, voib méjutada farmakonide
manustamisest tingitud efektide avaldumist. Samas meie eesmirk oli uurida kas valitud farmakon
takistab analgeesia arengut, mitte vOrrelda kas kindel farmakon méjub iithe genotiitibiga hiirtele
rohkem kui teise genotiitibiga hiirtele. Seega ei olnud esialgse analgeesia tugevus jirgnevates

farmakoloogilistes katsetes olulisim kiisimus meie jaoks.

Teiseks, me manustasime naloksooni stressile eelnevalt. Opioidi peptiidide osalus SIA
tekkimisel on ndidatud ammu. Seega oli naloksooni poolt oodata SIA tekkimise
antagoniseerimist. Varasemates uurimustes on niidatud opioidse SIA tleminekut mitteopioidseks
seoses stressi tugevusega (Terman et al., 1986). On ndidatud, et 3 min, 0.9 mA valuirritus
pohjustab analgeesia, mis ei olnud méjutatav naloksooni manustamisega hiirtele (Terman et al.,

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

SIA pohjustatud nii opioididest kui ka endokannabinoididest.

On leitud, et CCK retseptorite geneetilise valjalilitamise tulemusena toimuvad
muutused opioidide stisteemis. 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 md&jutab erinevalt analgeesia tekkimist
metsiktiitipi ja CCKz/- loomadel. Samas naloksoon antagoniseeris stressist tingitud analgeesiat nii
metsiktiitipi kui ka CCKy/- hiirtel, kuigi ei pohjustanid doosist soltuvat efekti suurust. Farmakoni
manustamine pohjustas hoopis U-kévera kujulise efekti, kus SIA tekkimist antagoniseerisid ainult
naloksooni keskmised annused. See tulemus viitab voimalusele, et naloksooni toimes osalevad
erinevad opioidi siisteemid. Téepoolest naloksoon on madalates annustes u opioidi retseptorite
spetsiifiline, samas kui korgemates annustes ta interakteerub ka & ja » opioidi retseptoritega.
Sellest tulenevalt on taolise U-kujulise efekti pohjuseks toenioliselt naloksooni mittevalikuline
toime opioid retseptoritele. Kuigi mélemal genotiiibil oli naloksooni toimest pohjustatud toime
pShimétteliselt sarnase kujuga (U-kSver), omas naloksoon siiski tugevamat toimet CCKy/-
loomadele (kGver oli nihutatud). Naloksooni tugevamat toimet CCK»>/- loomadel vib seletada
asjaoluga, et nende katseloomade ajus on u opioidi retseptorite arv ja afiinsus suuremad vorreldes

metsiktiitipi pesakonnakaaslastega (Runkorg et al 2003).

Kolmandaks, uurisime me kannabinoidide osalust stressist pohjustatud analgeesia
mehanismides. Me manustasime hiirtele enne stressi esilekutsumist rimonobanti, mis on CB;
retseptorite antagonist. On niidatud, et endokannbinoidid osalevad SIA tekkimisel (Hohmann et
al, 2005). Kahe paralleelse siisteemi — opioidide ja kannbinoidide — olemasolu tihendusele
antinotsitseptiivse vastuse kujunemisel ei ole kujunenud iihist arusaama. Uks voimalik seletus on,
et endokannabinoidid véimaldavad kiire reageerimist kahjustavatele teguritele, sest neid ligandeid
ei talletata, vaid siinteesitakse vajaduse tekkimisel. Uhte niidet kiirest reageerimisest stressile
demonstreerisid Hohmani ja kaasautorid (2005), kus stressist pShjustatud 2-AG
kontsentratsiooni téus saavutas maksimaalse taseme 2 minutit peale loomade stressogeensest
keskkonnast eemaldamist ning baastasemeni joudis 2-AG kontsentratsioon 13 minutit hiljem.
Endokannabinoidide versus opioidide siisteemi osalemist niib md&jutavat stressitingimuste tiidp ja
stressi parameetrid (Akil, Mayer, 1972; Terman et al, 1986). Rimonabant blokeeris meie katses
oodatult SIA tekkimise metsiktiiiipi hiirtel. Samas CCK»/- loomadel ei méjutanud rimonabant
SIA tekkimist. Sellest voib jireldada, et SIA tekkimine CCK2/- loomadel ei ole tGendoliselt
endokannabinoidide poolt vahendatud mehanism. Tundub, et CCK2 retseptori t66 hiirumisega

lalitub vilja ka vihemalt osa endokannabinoidide funktsioonist SIA aktiveerimisel. Sellest
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jarelduvalt on CCK; retseptorite geneetilise véljalillitamise tulemusena SIA fenotilip vahendatud

opioidide poolt.

Lisaks on huvitav mainida, et nirilistel on hiljuti kindlaks tehtud CCK ja CB retseptori
koosesinemine mitmete kesknirvisiisteemi struktuuride neuronites (Marsicano and Lutz, 1999).
Siiski ei ole veel selge nimetatud kolokalisatsiooni funktsionaalne roll voi selle tihtsus kiditumisega
seotud mehanismides. Sellest tulenevalt oli jirgnevaks plaaniks kindlaks teha need
kesknirvististeemi piirkonnad, kus kirjeldatud interaktsioon aset leiab. Tépsemalt, me tahtsime
kindlaks teha kesknérvististeemi piirkonnad, milles CCK>/- loomadel esineb peale stressi
esilekutsumist metsiktiitipi hiirtest erinevad muutused endokannabinoidide geenide
ckspressioonis. Need regioonid osalevad tdenidoliselt endokannabinoididest séltuvates analgeesia

mehhanismides.

Geeniekspressioonikatsetes uurisime retseptorite, ligandite ja ligandeid stinteesivate
enstiimide geenickspressiooni endokannabinoidide, opioidide ja CCK siisteemides. Kokkuvottes
meie akuutse stressi mudel andis tulemuseks selge geeniekspressiooni muutuste mustti teatud
kesknirvisisteemi piirkondades. Stress aktiveeris metsiktiitipi loomadel endokannabinoidide ja
CCK susteemid kahes kesknirvististeemi piirkonnas: lumbaalne seljaaju ja mesolimbiline
struktuur (mucleus accumbens, tuberculum olfactorium). Metsiktitipi hiirtel oli stressi mojul tiheldatav
CCK ja CCK retseptorite geenide tlesregulatsioon mesolimbilises struktuuris ning lumbaalses
osas suurenes CCK; retseptorite mRINA sisaldus. Endokannabinoidide siisteemis toimus CB
retseptori ja ligandeid siinteesivate ensiiimide geenide tlesregulatsioon. Lumbaalne DAGLa
slinteesi suurenemine peale stressi on kooskdlas varasemate uuringutega (Suplita et al., 2006), kus
moddeti LC/MC abil 2-AG suurenenud kontsentratsioon roti seljaaju lumbaalses piitkonnas.
Kirjeldatud tulemused viitavad metsiktiitipi loomadel toimuvale endokannabinoidide stisteemi

aktivatsioonile stressi tulemusena.

CCKy /- loomadel ei esinenud paljusid metsikttiipi hiirtele iseloomulikke stressist tingitud
muutuseid. Stressist tingitud CCK ekspressiooni suurenemine oli sarnane metsiktiitipi hiirtele,
kuid CCKG retseptori ekspressioonis muutusi ei tiheldatud, sest hiirtel nimetatud retseptor
puudub. Me ei leidnud, et stress suurendaks CCKz/- loomadel endokannabinoidide stisteemi
geenide ekspressiooni suurenemist. Samas esines nendel hiirtel 2-AG lagundava enstitimi MGLL
tlesregulatsioon, mis viitab endokannabinoidide siisteemi vihenenud aktiivsusele CCK,/
loomadel. Kirjeldatud andmete pShjal voib viita, et stress pohjustab selge ekspressioonimuutuste
mustri metsiktiitipi hiirtel, viidates suurenenud CCK ja endokannabinoidide stisteemide
aktiivsusele mesolimbilistes struktuurides ja seljaaju lumbaalses osas. Nende tulemuste juures

oleks huvitav teada, miks CCK3 retseptori véljaliilitamine hoiab 4ra endokannabinoidide stisteemi
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aktivatsiooni. Uheks vaimalikuks seletuseks on, et stressi puhul toimub rakulisel tasemel CCK ja
endokannabinoidide vaheline koostoime. Meie leidsime, et stress pohjustab nii CCK kui ka
kannabinoidide stisteemi geenidel ekspressiooni muutuseid. Beinfeld ja kaasautorid (2001)
demonstreerisid, et CB; retseptori aktivatsioon voib pidudada roti hipokampuse neuronites CCK
vabastamist. See viitab voimalusele, et endokannabinoidid moduleerivad CCK aktiivsust ajus.
Samas meie uurimist6o viitab voimalusele, et CCK omab tihtsust endokannabinoidide stisteemi
aktivatsioonis. Eespool viitasime, et CB; retseptorid paiknevad CCK sisaldavatel nirvirakkudel.
Seega peavad neile lihedalolevad neuronid sisaldama CCK3 retseptoreid (peamine CCK retseptor
kesknirvisiisteemis) ja endokannabinoide siinteesivaid enstiime. CCK; retseptorite aktiveerimine
kdivitab fosfolipaas C-(PLC)-sOltuva signaaliraja (Noble, Roques, 1999), mille tulemusena
stnteesitakse inositoll trifosfaati (IP3) ja diatsiitil-glitserooli (DAG) ning suureneb rakusisene
Ca?* kontsentratsioon. DAG hiidroliitisitakse 2-AG DAG lipaaside abil. PLC kaskaadi
aktiveerimine voib olla vajalik 2-AG stinteesimiseks roti ajus (Sugiura, Waku, 2000). Seega on
olemas voimalus, et CCKG retseptorite aktiveerimise tulemusel suureneb endokannabinoidide tase

ajus.

Me mo6tsime ka opioidide geenide ekspressioonitasemeid. Stressist tingitud opioidide
ckspressioonitaseme muutused ei andud nii selget mustrit kui me tiheldasime
endokannabinoidide puhul. Metsiktiiipi hiirtel toimusid stressi tulemusena mitmete opioidide
retseptorite ekspressioonitaseme muutused erinevates keskndrvisisteemi piirkondades. Stressi
tulemusena toimuv Opm retseptori geeni Ulesregulatsioon seljaaju lumbaalses osas v6ib olla
seotud opioidide poolt vahendatud SIA. Metsikttiipi loomadel tiheldasime stressi tulemusena
suurenes Opm retseptorite mRNA corpus striatunr’is ja Opd retseptorite mRNA mesolimbilises
struktuurides. Nendes aju osades méjutab opioidi retseptorite aktivatsioon dopamiini vabanemist
(Spanagel ¢7 al., 1992). Samas on mesolimbilise dopamiiniga seostatud kaitumuslikku
aktivatsiooni, litkumisaktiivsust ja motivatsioonilisi protsesse, mis kdik on olulised stressiga
toimetulekul. Seega stressist tingitud muutused Opm ja Opd retseptorite geenide ekspressioonis
mesolimbilises struktuurides on tdendoliselt normaalse stressireaktsiooni komponendid.
Huvitaval kombel tiheldasime CCKy /- loomadel taaskord viiksemaid stressist tingituid muutusi.
Lumbaalne Opm retseptori geeni iilesregulatsioon oli mélemal genotiitbil sarnane ning seda
muutust saab arvatavastu seostada stressist tingitud analgeesiaga. Samas opioidi retseptorite

tlesregulatsioon mutantsete hiirte mesolimbilises struktuurdes ja corpus striatum’is puudus.

Kokkuvotteks leidsime, et CCK; retseptori geeni geneetilise viljaliilitamine kérvaldas
endokannabinoididest tingitud analgeesia. Arvestades, et nendel loomadel on stressimehanismid
kahjustunud ja eeldades, et stressi mehanismid on olulised evolutsiooni seisukohast, voib oodata

nendel katseloomadel tosiseid hiireid stressitingimustega kohanemisel. Selle viite kinnituseks on
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varasemad tulemused, et hiired, kellel puuduvad CCK? retseptorid, omavad viiksemat
kohanemisv&imet kui metsikttiiipi hiired. Naiteks omasid CCK»/- isased loomad kolm pieva
kestnud liikumisaktiivsuse uurimise eksperimenids viiksemat motoorse aktiivsuse vihenemist
vorreldes metsiktiitipi loomadega (Runkorg et al., 2003). Liikumise vihenemine tuntud
keskkonnas iseloomustab katseloomade kohanemisvoimet. Veraksits ja kaasautorid (2003) leidsid,
et CCKy /- loomadel kulus, vorreldes metsiktiitipi pesakonnakaaslastega, kuuma plaadi testis kipa
dratdmbamiseks kauem aega. Samas kipa dratdmbamiseni kuluv aeg lithenes metsiktitpi
loomade tasemele peale ithekordset voi korduvat flisioloogilise lahuse siistimist nendele
loomadele. Tundub, et CCK»/- loomadel on kohanemisprotsessi kdivitumiseks vajalik tugevam
stress. Kokuvotteks pakub kiesolev t66, kasutades kiitumuslikke- ja geeniekspressioonikatseid,
toestuse, et CCK; retseptorite aktivatsioon on vajalik endokannabinoidide poolt vahendatava
analgeesia kiivitumiseks. Selleks, et selgitada selle interktsiooni tipsemaid molekulaarseid

mehanisme, tuleb teostada edaspidiseid uuringuid.
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Jareldused

1.

Elektrivalu stress pohjustab drrituse tugevusest soltuva analgeesia nii metsiktiitipi kui ka
CCKy/- hiirtel. Jdlgides stressist tingitud analgeesia (SIA) tekkimist erinevatel
voolutugevustel, selgus, et CCK2/- loomadel tekkis vastusena stressile nGrgem analgeesia
kui metsiktiitipi pesakonnakaaslastel.

Opioidi antagonist naloksoon kérvaldas SIA nii metsiktiitipi kui ka mutantsetel hiirtel.
Naloksooni efekt oli tiheldatav kindlates doosides ja oli U-kujuline. Naloksooni
analgeesiat kGrvaldav toime oli enam viljendunud CCKy/- hiirtel vorrelde metsikttiipi
pesakonnakaaslastega.

CB1 retseptorite antagonist rimonabant kdrvaldas annusest soltuvalt analgeesia
metsiktipi hiirtel, aga ei avaldanud mingit méju stressist tingitud reaktsioonile CCKy/-
loomadel.

Stressi mojul esinesid olulised muutused endokannabinoidide ja CCK geenide
ekpressioonis metsiktiitipi hiirte mesolimbilistes struktuurides ja seljaaju lumbaalses osas.
Vastavad muutused puudusid voi olid oluliselt viiksemad mutantsete hiirte ajus.
Erinevalt metsikttiipi hiirtest puudub CCKy7/- loomadel endokannabinoididest tingitud
analgesia. CCKG; retseptorite vahendusel toimub endokannabinoidide siisteemi

aktivatsioon stressi puhul.
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