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LUHENDID

CCK Koletsistokiniin (cholecystokinin)

CCK1R Esimest tiilpi koletslstokiniini retseptor
CCK2R Teist tulpi koletststokiniini retseptor
CCK-8(S) Koletsustokiniini oktapeptiid (sulfateeritud)
D2R Dopamiini teist tldpi retseptor

GABA Gamma-aminovoihape

PCR Polumeraasi ahelreaktsioon

SEM Keskmiste vaartuste standardviga (standard

error of the mean)




SISSEJUHATUS

Koletsustokiniin (CCK) on peptiidse struktuuriga neurohormoon, mis algselt avastati
seedetraktis. CCK vabaneb kaksteistsdrmiksoole limaskesta endokriinrakkudest valku
ja rasvu sisaldavate seedeproduktide mdjul. CCK toimel sapipdis tdmbub kokku ning
toimub sapi eritumine soolde. Samuti pohjustab CCK kdhundarmest enstiimide rikka
seedendre eritumise ning CCK osaleb ka uitnarvi vahendusel killastustunde tekkes.

Esmakordselt kirjeldati CCK imetajate kesknéarvisiisteemis 1975. aastal
(Vanderhaegen jt, 1975). Hiljem on selgunud, et koletsustokiniin on tks levinuimaid
neuropeptiide ajus. CCK on lineaarne peptiid, mille bioloogiliselt aktiivsed vormid
stinteesitakse pre-proCCK-st. Pre-proCCK tdddeldakse proteolldtiliselt ning selle
tulemusel saadakse erineva pikkusega peptiide, millel on samasugune C-terminaalne
osa. CCK peptiidide pikkused varieeruvad 4-st kuni 58 aminohappeni. Maksimaalse
bioloogilise aktiivsuse avaldumiseks peab CCK C-terminaalselt seitsmes aminohape
tirosiin  olema sulfateeritud. Kesknarvisiisteemis on levinuimaks vormiks
sulfateeritud oktapeptiid (CCK-8S).

CCK avaldab mdju, toimides kahte tlupi retseptoritele: CCK1R ja CCK2R.
Médlemad retseptorid kuuluvad G-valk seoseliste retseptorite perekonda ning omavad
7 transmembraanset domaani. CCK1R omab suurt afiinsust CCK-8s suhtes, teiste
CCK-ga seotud peptiidide ja gastriini afiinsus nende retseptorite suhtes on oluliselt
vdiksem. CCKI1R esinevad pohiliselt perifeersetes organitest, valdavalt seedetraktis.
Erinevalt CCK1 retseptoritest omavad CCK2 retseptorid suurt afiinsust erinevate
CCK-ga seotud peptiidide ja gastriini suhtes. CCK2R leidub kdige rohkem
kesknérvistusteemis, kuid CCK2R on ka gastriini toimet vahendavaks retseptoriks
maos (Noble jt, 1999).

CCK osaleb kesknarvisusteemis mitmete kaitumuslike protsesside
regulatsioonis. On néidatud CCK osalust &drevuse, stressiga seotud kaitumise,
toitumise, valutundlikkuse, malu ja naudinguga seotud kéitumiste mehhanismides
(Crawley ja Corwin, 1994; Dauge ja Lena, 1998; Rotzinger ja Vaccarino, 2003). CCK
fusioloogilistes toimetes on olulisel kohal moduleeriv interaktsioon teiste klassikaliste
neurotransmitteritega nagu dopamiin, GABA ja endogeensed opioidid (Crawley,
1995).

Kéesolevas t00s uuritakse akuutselt manustatud etanooli toimet CCK2R
puudulikkusega (-/-) hiirte kaitumisele, samuti aga selle mutatsiooni efekti etanooli



tarbimisele. Kaitumist uuritakse pluss-puuri testi, litkumisaktiivsuse testi ja
plistamisrefleksi kaotamise testiga. Samuti modddetakse CCK2R puudulikkusega
hiirtel etanooli vere kontsentratsioone. Kasutatakse nii emaseid kui isaseid
katseloomi, kuna eelnevatest toddest on teada, et CCK2R geneetilise véljalilitamise
poolt pdhjustatud fenotlldp on sbltuv soost. K&esolev vditekiri baseerub artiklil
»Gender specific effects of ethanol in mice, lacking CCK, receptors”, mis on
kattesaadav alates 12. septembrist 2006.a. ajakirja Behavioural Brain Research

interneti valjaandes.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

1.1. CCK ja selle retseptorid kesknarvisusteemis

Imetajate kesknérviststeemis vdib CCK leida enamikus aju piirkondades, vilja
arvatud vdikeaju (Rehfeld jt., 1992). CCK leidub peentes narvildpmetes kdigis
neokorteksi kihtides (Larsson ja Rehfeld, 1979), kuid CCK tootvaid neuroneid on
vaid mdningal mééaral neokorteksi II-1V kihis. Arvukalt on CCK tootvaid neuroneid
hipokampuses, mandeltuuma piirkonnas, juttkehas ja hipotaalamuses. Mdodukamalt
esineb CCK-ergilisi neuroneid septumi lateraalsetes tuumades, periakveduktaalses
hallaines, keskajus ja area postrema piirkonnas.

CCK on (ks levinumaid neuropeptiide ajus. CCK esineb erinevate
bioloogiliselt aktiivsete molekulaarsete vormidena, mis ko&ik périnevad 115
aminohappest koosnevast pre-proCCK molekulist (Rehfeld ja Nielsen, 1995). CCK
molekulide maksimaalse bioloogilise aktiivsuse avaldumiseks on vajalik, et nende C-
terminaalne ots oleks a-amideeritud ja C-terminaalses osas seitsmendas positsioonis
paiknev tlrosiin oleks sulfateeritud.

CCK interakteerub kahte tlupi retseptoritega — CCK1R ja CCK2R. Nii
CCKI1R kui ka CCK2R puhul on tegemist G-valk seoseliste retseptoritega. CCK1R
rakusiseseid vahendusmehhanisme on uuritud peamiselt pankrease aatsinuse-rakkudel
ja on leitud, et see retseptorvalk on seotud Gy Gi1 vOi Gs valguga. CCK2R
rakusisestest mehhanismidest on teada véhem, kuid on véimalik, et CCK2R on samuti
seotud Gq, Gi; vOi Gs valguga ja vastavate rakusiseste signalisatsiooniradadega
(Noble jt, 1999).

Kesknérvisusteemis esineb valdavalt CCK2R. CCK2R spetsiifiliste
radioligandide sidumiskatsete jargi on teada, et CCK2R esineb nariliste eesaju
sellistes struktuurides nagu haistmissibulad, haistmistuumad, mandelkeha (amygdala),
neokorteksi 111 ja IV kiht, naalduv tuum (nucleus accumbens), juttkeha ning
hipokampused. Vaheajus leidub CCK2R nii taalamuse kui ka hipotaalamuse
erinevates tuumades. Keskajus esineb CCK2R mustolluses (substantia nigra),
ulemistes ja alumistes kilinkakestes (colliculi superiores et inferiores), selgmises
Oombluses (raphe dorsales) ja ajuveejuha Umbritsevas hallaines (substantia grisea
periaquaductalis).

CCK1R leidub kesknarvisiisteemis oluliselt vdhem. CCKI1R paiknemise

kohtadeks on area postrema, nucleus interpeduncularis, nucleus medialis tracti



solitarii, amygdala centralis ja hupotaalamus. CCK1R mRNA on muuhulgas leitud
ka hipokampuses ning nucleus accumbens’is (Noble jt, 1999).

1.2. CCK2R puudulikkusega hiirte lthiiseloomustus

CCK2R puudulikkusega hiired loodi Nagata ja kolleegide poolt homoloogse
rekombinatsiooni teel, asendades CCK2R genoomses DNAs osa teist, kolmandat,
neljandat ja viiendat eksonit (1996). Mutatsiooni tulemusena j&ab alles 109
aminohappeline 16ik CCK2R, mis aga ei ole funktsionaalne. See mutatsioon ei
kahjusta embriiogeneesi. Homostigootsed (-/-) hiired on fertiilsed, silmaga néhtavaid
kdrvalekaldeid neil ei esine, nende kehakaal ei erine oluliselt samaealiste ja
samasooliste metsikut tulpi (+/+) pesakonnakaaslaste kehakaalust. Jargnevalt
loetletud t66des on valdavalt uuritud mutatsiooni suhtes homostigootseid (-/-), kuid
vahel ka heterostigootseid (+/-) CCK2R puudulikkusega hiiri. Kontrollrihmana on
kasutatud samasoolisi ja samaealise mutatsioonita pesakonnakaaslasi (+/+).

Homostigootsetel hiirtel (-/-) ei ole leitud CCK2R mRNA mao limaskestas,
peaaju koores ega basaalganglionides. CCK1R mRNA tase ei ole selle mutatsiooni
tottu oluliselt mdjutatud. Radioligandi sidumiskatsetes on leitud, et homostigootsete
hiirte (-/-) ajukoes ei sisaldu CCK-8 spetsiifilisi sidumiskohti.

Eelnevad uuringud on néidanud, et isastel CCK2R puudulikkusega (-/-) hiirtel
esineb suurenenud dopamiini D2R tundlikkus juttkehas ning dopamiinergiliste ainete
efekt on modifitseeritud (Dauge jt, 2001; Kdks jt, 2001). CCK2R puudulikkusega
isastel hiirtel on langenud dopamiini D2R mRNA ekspressioon ning D2R valk
mesolimbilistes struktuurides (Rinkorg jt, 2006; Miyasaka jt, 2005). Samuti on
CCKZ2R puudulikkusega isastel (-/-) hiirtel kirjeldatud muutust opioid-ergiliste ainete
toimes, mille pdhjuseks on muutused opioid-ergilises slsteemis (Dauge jt, 2001;
Pommier jt, 2002; Rinkorg jt, 2003; Veraksits jt, 2003). Teisest kiljest, emastel
CCKZ2R puudulikkusega hiirtel (-/-) on naidatud GABA-ergiliste ainete toime muutust
ning muutusi GABA-ergilises susteemis (Raud jt, 2003; 2005).

Miyasaka ja kolleegid (2005) kirjeldasid isaste CCK2R puudulikkusega (-/-)
hiirte alkoholi tarbimist, kuid ei leidnud erinevust vorreldes metsikut tudpi
pesakonnakaaslastega (+/+). Tasub mérkida, et Abramov ja kolleegid (2004) naitasid,
kasutades sotsiaalse isolatsiooni mudelit, et CCK2R geneetiline véljalilitamine

pdhjustab soost sbltuvat fenotdilpi.



1.3. CCK ja etanool

CCK on seotud hiivitusmehhanismide regulatsiooniga (Rotzinger ja Vaccarino, 2003).
Mitmetes uuringutes on ndidatud, et CCK véhendab narilistel alkoholi tarbimist ja
eelistust (DiBattista jt, 2003; Geary jt, 2004; Kulkosky, 1996; Toth jt, 1990). On
néidatud, et CCK avaldab alkoholi tarvitamist véhendavat toimet CCK1R kaudu
(Crespi, 1998; Crespi jt, 1997; Miyasaka jt, 2005). CCK2R kohta kéivad andmed
seoses alkoholi tarvitamisega on olnud vastuolulised. Crespi (1998) andmetel CCK2R
antagonistid ei mdjuta alkoholi joomist rottidel. Etanooli tarvitamist uuriti hiljuti
isastel CCK2R puudulikkusega (-/-) hiirtel ning ei leitud olulisi erinevuse vorreldes
metsikut-tliipi pesakonnakaaslastega (+/+) (Miyasaka jt, 2005). Samas Little ja
kolleegid (1999) ning Croft ja kolleegid (2005) néitasid, et CCK2R antagonistid
vahendavad stressist tingitud alkoholi eelistust hiirtel. Teisest kiljest on naidatud ka,
et krooniline etanooli tarvitamine pdhjustab muutusi CCK-ergilises siisteemis (Harro
jt, 1994; Weatherford jt, 1993) ning et CCK2R vdivad mangida osa etanooli
voorutusega kaasnevas drevuses ning krampides (Costall jt, 1991; Wilson ja Little,
1998; Wilson jt, 1998). Kui jatta kdrvale CCK toime etanooli tarbimisele, ei ole CCK

ning akuutse etanooli manustamise interaktsiooni kaitumisele stistemaatiliselt uuritud.



2. TOO EESMARGID

Kéesoleva uuringu eesmérgiks oli uurida CCK sisteemi toimet etanoolist tingitud

kaitumisele, kasutades selleks CCK2R puudulikkusega hiiri. Seejuures seati

ulesandeks vastata jargmistele kiisimustele:

1.

Kuidas mdjutab CCK2R geneetiline véljalllitamine etanooli toimet
katseloomade &revusele?

Kuidas mojutab CCK2R geneetiline véljaltlitamine etanooli toimet
katseloomade liikumisaktiivsusele?

Kuidas mdjutab CCK2R geneetiline véljalilitamine etanooli sedatiivset toimet
katseloomadel?

Kuidas mdgjutab CCK2R geneetiline valjalilitamine katseloomade etanooli
tarbimist ning eelistamist?

Kas CCK2R geneetiline véljaltlitamine mdjutab katselooma maitse-eelistust?

Kas CCK2R geneetiline véljalilitamine mojutab katseloomal etanooli
kineetikat?

Kas CCK2R geneetilise valjalulitamise mdju on eelloetletud funktsioonides

katselooma soost soltuv?



3. MATERJALID JA MEETODID

3.1. Katseloomad

Ké&esolevas to0s uuriti Nagata ja kaasautorite (1996) poolt loodud CCK2R
puudulikkusega hiiri. Katseloomade paljundamine viidi labi Tartu Ulikooli
Fusioloogia instituudis. Genotulp méarati polimeraasi 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 tupi alleeli jaoks.

PCR labiviimiseks kasutati jargmist protokolli: 96°C 10 min. (esimene
denaturatsioon); 96°C 50 s., 60°C 50 s. ja 72°C 2 min. (korrati 25 tstklit); ja 16puks
viimaseks amplifikatsiooniks 72°C 10 min. PCR produktid sailitati 4°C juures kuni
analliisimiseni agaroosgeelis elektroforeesiga.

Katsetes kasutati isaseid ja emaseid mutatsiooni suhtes homosiigootseid (-/-)
CCK2R puudulikkusega hiiri ning kontrollriihmana md&lemast soost metsikut tupi
(+/+) hiiri, kes olid homostigootsete (-/-) loomade pesakonnakaaslased. Katseloomade
vanus oli 90 pdeva. Emaseid mutantseid hiiri ristati paljundamise kaigus kuus korda
C57BI/6 hiireliinist parit isastega, et vahendada 129sv liini geneetilist mju. Igas
katses kasutatud loomade tapne arv on toodud meetodite vastava osa kirjelduse juures.

Loomade eluruumis oli 6hutemperatuur pidevalt 20 + 2°C, kasutati valge ja
pimeda perioodi vaheldumise 12-tunnist tstiklit (valgus lulitati sisse 07:00 hommikul).
Joogivesi tilgapudelist ja granuleeritud spetsiaaltoit oli loomadele pidevalt piiramatus
koguses kéttesaadav. Kdik loomadega teostatud protseduurid olid heaks kiidetud
Tartu Ulikooli Loomkatsete Eetika Komitee poolt, olles kooskdlas 24. novembril
1986.a. vilja antud Euroopa Uhenduse direktiiviga 86/609/EEC.

3.2. Etanool

Kéitumiskatsetes kasutatav etanooli lahus saadi 96 % etanooli vesilahuse lahustamisel
steriilses, purogeenivabas 0.9% NaCl lahuses (fusioloogiline lahus, B. Braun
Melsungen AG). Annuste 0.5 ja 1.0 g/kg manustamiseks katseloomale kasutati 10 %
etanooli lahust ning annuste 2.0 ja 4.0 g/kg manustamiseks kasutati 20 % etanooli
lahust.  Kontroll-lahusena  kasutati ~ flsioloogilist  lahust.  Lahused  sistiti

katseloomadele intraperitoneaalselt (i.p.) mahus 10 ml/kg (valja arvatud 5 ml/kg 0.5
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g/kg ja 20 ml/kg 4.0 g/kg annuse korral). Alkoholi tarbimiskatses kasutatav etanooli
lahus saadi 96 % etanooli lahustamisel katseloomade joogiveega 3, 6 v6i 10 %

lahuseks.

3.3. Kéitumise uurimine

Katseloomad toodi katseruumi kohanema 1 tund enne katse algust. Koik katsed viidi
labi paeval kella 14:00 ja 19:00 vahel, katsed kestsid ~5 tundi jarjest. Kdik uuringud
toimusid randomiseeritult ning alati uuriti kontrollrihma (+/+) hiiri paralleelselt
homostligootsete (-/-) hiirtega, samuti isaseid loomi paralleelselt emastega. Kdigis
katsetes kasutati hiiri, kes polnud eelnevalt osalenud kaitumiseksperimentides ega
olnud eksponeeritud etanoolile. Etanooli tarbimise katses kasutati samuti hiiri, kes ei
olnud osalenud kaitumiskatsetes ega olnud kokku puutunud etanooliga. Erandiks oli

maitse-eelistuse test, kus kasutati eelnevalt etanooli tarbimise katses osalenud loomi.

3.4. Tostetud pluss-puur

Hiirte tdstetud pluss-puur on roti pluss-puuri (Handley ja Mithani, 1984) véhendatud
koopia. Pluss-puur koosneb kahest seinteta avatud dlast (17.5 cm x 5 ¢cm) ning kahest
samamdotmelisest suletud dlast, mis on kilgedelt ja otsast &aristatud 14 cm kérguse
seinaga. Et hinnata katselooma uudistamisaktiivsust, jaotati avatud 6lad joontega
kolme vordsesse ossa. Kogu pluss-puuri seade oli tdstetud 30 cm kdrgusele ning
paigutatud eredalt valgustatud ruumi (valguse tugevus avatud 6lgadel ~500 Ilux).
Katsesessioonid salvestati videolindile. Selleks kasutati videokaamerat, mis oli
riputatud 50 cm kdrgusele pluss-puuri kohale. Katse analitisi teostas vaatleja, kes ei
olnud teadlik katse tingimustest. Peale igat testi puhastati pluss-puur hoolikalt 5 %
etanooli vesilahusega ning seejérel kuivatati. Standardse 5-minutilise jalgimisperioodi
jooksul (Lister, 1987) moddeti jargmised parameetrid: avatud Glgadele véljumiste arv
kordades, avatud Olgadel veedetud aeg (s), avatud ja suletud Olgade kulastuste
koguarv kordades, avatud Olgade ja koigi Olgade kilastuste suhe, avatud dlgadel
pealangetamiste arv kordades, avatud dlgade joonte Uletamiste arv kordades. Avatud
Olgadel veedetud aeg, avatud dlgadele valjumiste arv ning avatud dlgadele véljumiste
ja koikide Olgade kilastuste koguarvu suhe on tavalised &revust peegeldavad
parameetrid pluss-puuris (Lister, 1987). Kasutati kolme etanooli annust (0.5, 1.0 ja
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2.0 g/kg). Etanool sustiti katseloomadele kdhu6dnde 20 min enne eksperimendi
algust. Igas rihmas oli katseloomade arv 8-10.

3.5. Litkumisaktiivsuse test

Liikumisaktiivsuse hindamiseks kasutati spetsiaalset fotoelektrilist jalgimise siisteemi,
mis oli Uhendatud arvutiga (TSE Technical & Scientific Equipment GmbH,
Saksamaa). Hiired asetati l&bipaistvatesse pleksiklaasist kastidesse (448 mm x 448
mm x 450 mm), milles infrapunased Kkiired moodustasid kahe-tasapinnalise
vorgustiku. Kiirte katkemise jargi toimus katselooma asukoha mé&aramine ruumis ja
ajas.  Liikumisaktiivsuse  parameetrid registreeriti automaatselt  spetsiaalse
arvutiprogrammi abil. Kastide sisemuses oli valguse tugevuseks ~400 lux. Peale igat
testi, kui katseloom voeti kastist valja, puhastati kast hoolikalt 5 % etanooli
vesilahusega ning seejérel kuivatati. 30 minutilise jalgimisperioodi jooksul m&ddeti
jargmised liikumisaktiivsust iseloomustavad parameetrid: liikumisaeg (s), labitud
vahemaa (m), tagajalgadeele tbusude arv kordades. Kasutati kolme etanooli annust
(0.5, 1.0 ja 2.0 g/kg). Etanool sustiti katseloomadele kdhuddnde 20 min enne
eksperimendi algust. Igas rihmas oli katseloomade arv 10-12.

3.6. Pustumisrefleksi kadumise test

Katseloomadele sistiti intraperitoneaalselt etanooli annuses 4.0 g/kg. Etanoolist
tingitud sedatsiooni tekkides (pustamisrefleksi kadumine) asetati katseloom selili
asendis V-kujulisse paberrenni. MGddeti jargmised parameetrid: aeg plstumisrefleksi
kadumiseni (s.) ning aeg pustumisrefleksi taastumiseni (min.). Plstumisrefleks loeti
taastunuks, kui katseloom pustus kdigile neljale kapale 3 korda 30 s jooksul.
Pustumisrefleksi taastumise hetkel voeti katselooma saba lateraalveenist vereanallils

alkoholi verekontsentratsiooni madramiseks. Katseloomade arv igas riilhmas oli 14-15.

3.7. Etanooli tarbimise test

Etanooli tarbimise ja eelistuse, kuid ka maitse-eelistuse mdotmiseks kasutati 50-
milliliitriseid plastmassist katseklaase, mille otsad olid dra I6igatud. Tuubide
lekkekadu kontrolliti 7 péaeva jooksul ning edasised arvutused olid vastavalt sellele
kohandatud. Kogu katse véltel m6ddeti kogu vedeliku ja toidu tarbimine ning

katseloomade kehakaalu muutused. MGOOtmised teostati 7 pdevaste vahedega.
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Katseloomade arv igas riihmas oli 15. Seitse paeva enne katse algust majutati loomad
individuaalsetesse puuridesse ning neil lasti selle aja jooksul harjuda joomisega kahest
tuubist, milles oli joogivesi. Seejarel vahetati Uhes tuubis vesi alkoholilahuse vastu,
nii et katseloomal oli 66paevaringne ligipdds kahele tuubile, millest ks sisaldas
puhast vett ning teine alkoholilahust. Etanoolilahuse kontsentratsiooni (maht/maht)
suurendati iga 7 paeva véltel. Alustati 3 % alkoholilahusega, millele jargnes 6 % ning
10 % lahus. Tuubide asetused olid tasakaalustatud riihmade vahel ning asetust
muudeti iga 2 péeva jarel, et valtida asendieelistuse teket. Keskmine etanooli
tarbimine (arvutatuna grammides kehakaalu kilogrammi kohta pédevas) saadi iga
etanooli lahuse kontsentratsiooni kohta, kui kaaluti tuube enne ekspositsiooni algust ja
péarast selle 16ppu. Etanooli eelistus saadi jagades tarvitatud etanooli lahuse hulk kogu
tarvitatud vedeliku (vesi pluss etanooli lahus) hulgaga. Toidu tarbimist mdddeti kord
nédalas iga ekspositsiooni ajal erinevale etanooli lahusele ning seda arvutati
grammides kehakaalu kilogrammi kohta p&evas. Ndhtavad toidukaod koguti, kaaluti

ning saadud tulemusi kasutati edasistes kalkulatsioonides.

3.8. Maitse-eelistus

10 pdeva pérast etanooli tarbimise testi 16ppu voimaldati katseloomadele juurdepéés
kahele pudelile, millest uks sisaldas tavalist joogivett ning teine sahharoosi voi Kiniini
lahust. Maitseained esitati jargnevas jarjestuses: sahharoosi lahus (esmalt 1.7 %, siis
4.3 %), millele jargnes Kiniini lahus (esmalt 0.03 mM, siis 0.10 mM). Ekspositsioon
igale lahusele kestis 48 tundi, lahuste asetused olid gruppide vahel tasakaalustatud
ning pudelite asetust vahetati iga 24 tunni jarel. Iga maitselahuse puhul mdddeti

eelistus tavalise joogivee suhtes (%).

3.9. Vere etanooli kontsentratsioonid

Vere etanooli kontsentratsioonide madramiseks voeti katselooma sabaveenist 5
mikroliitrit verd 30, 60, 120 ja 240 min. parast etanooli ststimist k&huddnde.
Erinevatele katserihmadele manustati etanooli annuses 2.0 vdi 4.0 g/kg. Vereproovid
analudsiti  koheselt ensimaatilise varvitesti teel (LKM 139), Kkasutades
minifotomeetrit LP 20 (Dr. Bruno Lange GmbH, Saksamaa) vastavalt tootja juhistele.

Igas riihmas oli 6 looma.
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3.10. Statistiline analtits

Tulemused valjendati keskmiste vaartustena ja nende standardveana (= SEM). Pluss-
puuri ning liikumisaktiivsuse testi tulemusi analliusiti kolmesuunalise sGltumatute
rihmade variatsiooni analliiisiga (genotiip x sugu x etanooli annus). Pistamisrefleksi
kaotuse testi tulemusi analulsiti kahesuunalise sdltumatute riihmade variatsiooni
analulsiga (genotliup x sugu). Etanooli tarbimise ja maitse-eelistuse testi tulemuste
analutsiks kasutati kolmesuunalist variatsiooni analusi (genotliip x sugu x etanooli
kontsentratioon), kus genotiip ning sugu olid katseloomade vahelised muutujad ning
etanooli  kontsentratsioon oli individuaalse katseloomaga seotud muutuja.
Neljasuunalist variatsiooni analliisi (genotiilip x sugu x etanooli annus x aeg), kus
genotlup, sugu ning etanooli annus olid katseloomade vahelised muutujad ning aeg
individuaalse katseloomaga seotud muutuja, kasutati etanooli verekontsentratsioonide
analiusimiseks. Eri gruppide tulemuste post hoc vordlus teostati Tukey HSD testiga
(vOrdse voi ebavordse suurusega valimite jaoks) Windows’il pdhineva Statistica

tarkvara abil.
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4. TULEMUSED

4.1. Tostetud pluss-puur

1.

Avatud dlgadele valjumiste arv. Kolmesuunaline variatsiooni analliis néitas
statistiliselt olulist etanooli (F(3,129)=9.12 p<0.001) ning soost tingitud
(F(1,129)=5.94 p<0.05) efekti. Post hoc vordlus ei ndidanud olulisi erinevusi
gruppide vahel, kuid emastel CCK2R puudulikkusega hiirtel (-/-) esines
tendents valjumiste arvu téusu suunas doosides 1.0 g/kg (p=0.09) ja 2.0 g/kg
(p=0.09) (Joonis 1A).

Aeg avatud Olgadel. Esines statistiliselt oluline etanooli manustamise
(F(3,129)=8.03 p<0.001) ning soost tingitud (F(1,129)=9.57 p<0.01) efekt.
Suurim kasutatud etanooli annus (2.0 g/kg) pOhjustas statistiliselt olulise
(p<0.01) avatud Olgadel viibitud aja pikenemise emastel CCK2R
puudulikkusega (-/-) hiirtel. Sellist toimet ei ilmnenud Uheski teises uuritud
rihmas (Joonis 1B).

Avatud ja suletud Olgade kulastuste koguarv. Kolmesuunaline variatsiooni
analliis nditas olulist soost tingitud (F(1,129)=5.48 p<0.05), kuid mitte
etanooli efekti. Etanooli manustamine ei mdjutanud kdigi 6lgade kulastuste
koguarvu uheski rihmas (andmeid ei ole esitatud).

Avatud 0Olgade ja kdigi Olgade kulastuste suhe. Leiti oluline etanooli
(F(3,129)=10.92 p<0.001) ja soost tingitud (F(1,129)=4.50 p<0.05) efekt, kuid
post hoc vordlus ei tuvastanud olulisi erinevusi rihmade vahel (andmeid ei ole
esitatud).

Avatud Olal pealangetamiste arv. Ilmnes statistiliselt oluline etanooli
manustamise (F(3,129)=10.91 p<0.001) ja soost tingitud (F(1,129)=8.81
p<0.01) efekt, ent samuti arvestatav tendents etanooli manustamine x so00
interaktsiooni efekti puhul (F(3,129)=2.62 p=0.053). Etanooli manustamine
oluliselt tdstis pealangetamiste arvu emastel CCK2R puudulikkusega (-/-)
hiirtel annustes 1.0 g/kg (p<0.01) ja 2.0 g/kg (p<0.01). Sellist efekti ei
esinenud teistes uuritud rihmades (Joonis 1C).

Joonte Uletamiste arv. Leiti oluline etanooli manustamise (F(3,129)=11.21
p<0.001) ja soost tingitud (F(1,129)=7.10 p<0.01) efekt. Etanool annuses 2.0
g/kg pdhjustas olulise (p<0.05) joonte Uletamiste arvu suurenemise ainult
emastel CCK2R puudulikkusega hiirtel (-/-), kuid mitte nendel metsikut-tiupi
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pesakonnakaaslastel (+/+) ega kummagi genottlbi isastel katseloomadel
(Joonis 1D).

A B
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Joonis 1. Etanooli (0.5, 1.0 ja 2.0 g/kg) toime isaste ja emaste CCK2R
puudulikkusega hiirte kaitumisele tdstetud pluss-puuris (N=8-10 igas rihmas). *
p<0.05, ** p<0.01: Tukey HSD test, etanooli annuse toime vorreldes fusioloogilise
lahusega vastavas rilhmas. Valged tulbad: fusioloogiline lahus; triibulised tulbad:
etanool 0.5 g/kg; viirutatud tulbad: etanool 1.0 g/kg; mustad tulbad: etanool 2.0 g/kg.

4.2. Liitkumisaktiivsuse test
1. Liikumisaeg. Kolmesuunaline variatsiooni analliis néitas statistiliselt olulist
genotlubi (F(1,167)=20.46 p<0.001), etanooli manustamise (F(3,167)=13.85
p<0.001) ja genotulp x sugu x etanooli manustamise interaktsiooni
(F(3,167)=2.82 p<0.05) efekti. Suurimas kasutatud annuses (2.0 g/kg)
pdhjustas etanool olulise motoorika parssumise ainult emastel metsikut-tiupi
hiirtel (+/+) (p<0.01). Tasub mérkida, et emaste CCK2R puudulikkusega hiirte
(-/-) fusioloogilist lahust saanud kontrollrihma aktiivsus kaldus olema
madalam (p=0.07) kui vastava riihma emaste metsikut-tudpi (+/+) hiirte oma.

Isastel CCK2R puudulikkusega hiirtel (-/-), erinevalt nende metsikut-tudpi
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pesakonnakaaslastest (+/+), pdhjustas etanooli annuste 0.5 g/kg ja 2.0 g/kg
manustamine tendentsi liikumisaja vahenemise suunas (vastavalt p=0.08 ja
p=0.07) (Joonis 2A).

2. Labitud vahemaa. Esinesid statistiliselt olulised genottibi (F(1,167)=15.50
p<0.001), etanooli manustamise (F(3,167)=9.49 p<0.001) ja genotiliip x sugu
x etanooli manustamise interaktsiooni (F(3,167)=2.94 p<0.05) efektid.
Etanool annuses 2.0 g/kg véhendas oluliselt labitud vahemaad emastel
metsikut-tidpi (+/+) hiirtel (p<0.01) (Joonis 2B). Jéllegi, emaste CCK2R
puudulikkusega hiirte (-/-) baasaktiivsus kaldus olema madalam kui nende
metsikut-tiipi pesakonnakaaslastel (+/+) (p=0.09). Isastel hiirtel, sdltumata
genotlubist, etanooli manustamine ei mdjutanud oluliselt l1abitud vahemaad.

3. Tagajalgadele tbusude arv. Kolmesuunaline variatsiooni anallls néitas
statistiliselt olulist genotliubi (F(1,167)=12.76 p<0.001), etanooli manustamise
(F(3,167)=35.40 p<0.001), genotliup x etanooli manustamise interaktsiooni
(F(3,167)=4.11 p<0.01) ja genotllip x sugu x etanooli manustamise
interaktsiooni (F(3,167)=3.22 p<0.05) efekti. Etanooli manustamine annuses
2.0 g/kg pdhjustas olulist tagajalgadele tdusude arvu langust kdigis rihmades,
vdlja arvatud emased CCK2R puudulikkusega (-/-) hiired. Emastel metsikut-
thdpi hiirtel (+/+) ilmnes sama toime ka annusel 1.0 g/kg (p<0.05) ning isastel
CCK2R puudulikkusega hiirtel annusel 0.5 g/kg (p<0.01) (Joonis 2C).
Etanooli vaikse annuse (0.5 g/kg) poolt pGhjustatud tagajalgadele tbusude arvu

langus isastel CCK2R puudulikkusega hiirtel (-/-) oli statistiliselt oluline

vorreldes sama annust saanud isaste metsikut-ttdpi (+/+) hiirtega (p<0.001)
(Joonis 2C).

plstumiste arv

isane +/+ emane +/+ isane -- emane -/-

i i H HE
isane +/+ emane +/+ isane -/- emane -/-

Joonis 2. Etanooli (0.5, 1.0 ja 2.0 g/kg) toime liikumisaktiivsusele isastel ja emastel
CCK2R puudulikkusega hiirtel (N=10-12 igas rihmas). * p<0.05, ** p<0.01, ***
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p<0.001: Tukey HSD test, etanooli annuse toime vorreldes fusioloogilise lahusega

vastavas rihmas. + p<0.001: etanooli annuse 0.5 g/kg statistiliselt oluliselt erinev

toime isastele metsikut-tdpi (+/+) ja isastele CCK2R puudulikkusega (-/-) hiirtele.

Valged tulbad: fusioloogiline lahus; triibulised tulbad: etanool 0.5 g/kg; viirutatud

tulbad: etanool 1.0 g/kg; mustad tulbad: etanool 2.0 g/kg.

4.3. Pustumisrefleksi kadumise test

1. Aeg pustumisrefleksi kadumiseni. Kahesuunaline variatsiooni anallis ei
naidanud olulist genotuibi ega soo efekti pustumisrefleksi kadumisele.

2. Aeg pustumisrefleksi taastumiseni. Ajas pulstumisrefleksi taastumiseni ei
ilmnenud olulist genotubi vdi soo efekti.

3. Vere etanooli  kontsentratsioonid  pustumisrefleksi  taastumishetkel.
Kahesuunalise variatsiooni analliisiga leiti oluline genotiitbi (F(1,54)=22.82
p<0.001) ja genotilitip x sugu interaktsiooni efekt (F(1,54)=4.47 p<0.05). Vere
etanooli kontsentratsioonid &rkamishetkel olid oluliselt madalamad emastel
CCK2R puudulikkusega (-/-) hiirtel, vorreldes nende metsikut-tlupi
pesakonnakaaslastega (+/+). Isastel hiirtel genotidbist tingitud erinevus
puudus. Andmed on kokkuvdtvalt esitatud Tabelis 1.

Rihm Aeg Aeg Vere etanooli
plstamisrefleksi plstamisrefleksi kontsentratsioon
kadumiseni (s) taastumiseni (min) pustamisrefleksi
taastumishetkel (g/l)
Isased (+/+) 74+2.8 56+7.9 3.36 £0.08
Emased (+/+) 75120 40+ 4.4 3.57£0.07
Isased (-/-) 75+2.0 50+ 7.4 3.19£0.05
Emased (-/-) 79+3.0 51+7.9 3.12+0.07

Tabel 1. Aeg pustumisrefleksi kadumiseni (s), aeg pustumisrefleksi taastumiseni

(min) ning vere etanooli kontsentratsioon pustumisrefleksi taastumishetkel (g/l)

CCK2R puudulikkusega hiirtel (-/-) ning nende metsikut-tilpi pesakonnakaaslastel.

Etanooli manustati annuses 4.0 g/kg. Katseloomade arv rihmas N=14-15. ***
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p<0.001: Tukey HSD test, statistiliselt oluline erinevus emaste CCK2R
puudulikkusega (-/-) ja nende metsikut-titipi pesakonnakaaslaste vahel (+/+).

4.4. Vere etanooli kontsentratioonid

Neljasuunaline variatsiooni anallilis (genotilp x sugu x etanooli annus x aeg) naitas
jargmisi  olulisi efekte: etanooli annus (F(1,37)=671.53 p<0.001), aeg
(F(3,111)=943.84 p<0.001), genotliip x aeg interaktsioon (F(3,111)=5.33 p<0.01),
doos x aeg interaktsioon (F(3,111)=40.29 p<0.001), genotlilp x sugu x aeg
interaktsioon (F(3,111)=3.48 p<0.05) ning genotulp x doos x aeg interaktsioon
(F(3,111)=3.35 p<0.05). Vere etanooli kontsentratsioonid olid oluliselt madalamad
emastel CCK2R puudulikkusega hiirtel (-/-) 30 ja 120 min pérast etanooli
manustamist annuses 4.0 g/kg (vastavalt p<0.01 ja p<0.05) (Joonis 3). Isastel
mutantsetel hiirtel (-/-) olid etanooli verekontsentratsioonid oluliselt madalamad
vorreldes nende metsikut-tlipi pesakonnakaaslastega (+/+) 30 min parast etanooli
manustamist (4.0 g/kg) (p<0.05). Etanooli annuse 2.0 g/kg manustamise jargselt ei

ilmnenud olulisi soost- vBi genotulibist tingitud erinevusi (Joonis 3).

isane emane

vere etanooli kontsentratsioon

30 60 120 240 30 60 120 240

aeg (min)

Joonis 3. Vere etanooli kontsentratsioonid (g/l) CCK2R puudulikkusega hiirtel parast
etanooli manustamist annustest 4.0 ja 2.0 g/kg (katseloomade arv rihmas N=6). *
p<0.05, ** p<0.01: Tukey HSD test, metsikut-tliupi (+/+) hiired vdrrelduna CCK2R
puudulikkusega hiirtega (-/-) vastaval ajahetkel, etanooli annus 4.0 g/kg. Mustad
ruudud: metsikut-tidpi hiired (+/+), etanooli annus 4.0 g/kg; valged ruudud: CCK2R
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puudulikkusega hiired (-/-), etanooli annus 4.0 g/kg; mustad ringid: metsikut-tudpi
hiired (+/+), etanooli annus 2.0 g/kg; valged ringid: CCK2R puudulikkusega hiired (-
/-), etanooli annus 2.0 g/kg.

4.5. Etanooli eelistus ja tarbimine

1. Etanooli eelistus. Kolmesuunaline variatsioonianaliitis néitas olulist soo
(F(1,56)=15.34 p<0.001), etanooli Kkontsentratsiooni (F(2,112)=30.03
p<0.001) ning soo x etanooli kontsentratsiooni interaktsiooni efekti
(F(2,112)=9.39 p<0.001). Soltumata genotiibist eelistasid emased
katseloomad etanooli kontsentratsioonides 6 % ja 10 % oluliselt rohkem kui
isased katseloomad (+/+ vastavalt: p<0.05 ja p<0.001; -/- vastavalt: p<0.01 ja
p<0.001) (Joonis 4A). Genotulbi efekti etanooli eelistuses ei ilmnenud.

2. Etanooli tarbimine. Leiti statistiliselt olulised genottubi (F(1,56)=6.55
p<0.05), soo (F(1,56)=44.88 p<0.001), etanooli kontsentratsiooni
(F(2,112)=212.28 p<0.001), genotulp x etanooli kontsentratsioon
interaktsiooni (F(2,112)=5.12 p<0.01) ning sugu x etanooli kontsentratsioon
interaktsiooni (F(2,112)34.34 p<0.001) efektid. Emased hiired, sdltumata
genotiubist, tarvitasid alkoholi markimisvaarselt ronkem kui isased (6 %
etanool: p<0.05 metsikut-tutpi (+/+) hiired ning p<0.01 CCK2R
puudulikkusega (-/-) hiired; 10 % etanool: p<0.001 nii metsikut-tidpi (+/+)
kui ka mutantsed (-/-) hiired) (Joonis 4B). Emased CCK2R puudulikkusega
katseloomad (-/-) tarvitasid 10 % etanooli statistiliselt oluliselt rohkem kui

nende metsikut-ttdpi (+/+) pesakonnakaaslased (p<0.001) (Joonis 4B).

4.6. Vedeliku ja toidu tarbimine ning kehakaalu muutused etanooli tarbimise
katse ajal
1. Vedeliku tarbimine. Kolmesuunalise variatsiooni analiiisiga leiti jargmised
olulised efektid: genotlip (F(1,56)=6.64 p<0.05), sugu (F(1,56)=56.47
p<0.001) ning etanooli kontsentratsioon (F(2,112)=3.16 p<0.05). Emased
CCK2R puudulikkusega (-/-) tarvitasid vedelikku 10 % etanooli tarvitamise
ajal oluliselt rohkem kui nende metsikut-tidpi (+/+) pesakonnakaaslased
(p<0.001) (Joonis 4C). Isastel hiirtel vedeliku tarbimine ei olnud genotubist

mdjustatud.
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etanooli eelistus

kogu vedeliku tarbimine

2.

Toidu tarbimine. Esinesid olulised soo (F(1,56)=52.28 p<0.001), etanooli
kontsentratsiooni  (F(2,112)=68.56 p<0.001), genotilp x etanooli
kontsentratsioon interaktsiooni (F(2,112)=3.46 p<0.05) ning sugu x etanooli
kontsentratsioon interaktsiooni (F(2,112)=10.29 p<0.001) efektid. Isaste
mutantsete hiirte (-/-) toidu tarbimine oli oluliselt kdrgem, vorreldes isaste
metsikut-tldpi (+/+) hiirtega. Selline erinevus oli téheldatav etanooli
kontsentratsioonidel 3 % (p<0.001) ja 6 % (p<0.01) (Joonis 4D). Emaste
mutantsete hiirte toidu tarbimine ei erinenud nende metsikut-tlupi
pesakonnakaaslastest.

Kehakaalu muutus. Leiti olulised soo (F(1,56)=158.11 p<0.001) ja sugu x
etanooli kontsentratsiooni interaktsiooni (F(2,112)=16.29 p<0.001) efektid.
Post hoc riihmade vordlusel ilmnesid olulised erinevused emaste ja isaste
katseloomade kehakaalus, kuid seda ei mdjustanud CC2R puudulikkus

(andmeid ei ole esitatud).
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Joonis 4. Etanooli eelistus ja tarbimine ning samuti vedeliku ja toidu tarbimine

CCK2R puudulikkusega (-/-) hiirtel etanooli tarbimise katse kaigus (N=15 igas
rihmas). ** p<0.01, *** p<0.001: Tukey HSD test, metsikut-titpi hiired (+/+)

vorrelduna vastavast soost CCK2R puudulikkusega hiirtega (-/-) samal etanooli

kontsentratsioonil. * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001: emased hiired vorrelduna vastava

genotlubi isaste hiirtega samal etanooli kontsentratsioonil. Mustad ruudud: isased
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metsikut-tidpi (+/+) hiired; valged ruudud: isased CCK2R puudulikkusega (-/-)
hiired; mustad ringid: emased metsikut-tltpi (+/+) hiired; valged ringid: emased
CCKZ2R puudulikkusega (-/-) hiired.

4.7. Maitse-eelistus
1. Sahharoosi eelistus. Kolmesuunaline variatsiooni analliis n&itas olulist
sahharoosi kontsentratsiooni efekti (F(1,56)=132.85 p<0.001). Sahharoosi
eelistus ei erinenud oluliselt genotliupide ega sugude vahel.
2. Kiniini eelistus. Leiti oluline Kkiniini kontsentratsiooni efekt (F(1,56)=47.77
p<0.001). Sarnaselt sahharoosi eelistusele ei erinenud ka Kkiniini eelistus

oluliselt genotilitpide ega sugude vahel. Andmed on esitatud Tabelis 2.

Rihm Sahharoos 1.7 % | Sahharoos 4.3 % | Kiniin 0.03 Kiniin 0.10
mM mM
Isased (+/+) 89+16 97+0.6 55+47 43 +5.6
Emased (+/+) 89+15 97+£0.5 55+£5.0 39+£5.2
Isased (-/-) 90+11 97+0.3 56+4.1 42+4.0
Emased (-/-) 90+14 96 +0.5 61+4.4 49+58

Tabel 2. Sahharoosi ja kiniini eelistus CCK2R puudulikkusega hiirtel (N=15 igas

rihmas). Olulisi erinevusi genotlupide ega sugude vahel ei leitud.
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5. TULEMUSTE ARUTELU

Ké&esolevas t60s oleme néidanud, et etanooli toime on muutunud CCK2R
puudulikkusega (-/-) hiirtel ning et see muutus on soost sbltuv. Etanool vahendas
oluliselt drevuskaitumist emastel mutantsetel (-/-) hiirtel pluss-puuris (suurenes aeg
avatud dlgadel, avatud 6lgadel pealangetamiste ning joonte Uletamiste arv). Sellist
toimet avaldas etanool annustes 1.0 ja 2.0 g/kg, viidates tundlikkuse tdusule emastel
CCK2R puudulikkusega hiirtel. Samuti leiti, et emased mutantsed hiired on
tundlikumad etanooli (4.0 g/kg) sedatiivsele toimele. Kuigi pustamisrefleksi kadumise
ning taastumise aeg ei olnud emastel CCK2R puudulikkusega (-/-) hiirtel oluliselt
muutunud, olid nende vere etanooli kontsentratsioonid pustumisrefleksi taastumise
hetkel oluliselt madalamad kui emastel metsikut-ttdpi hiirtel (+/+). VVottes arvesse, et
etanool avaldab mitmeid toimeid kesknérviststeemis Iabi GABA-ergilise siisteemi
(Criswell ja Breese, 2005; Davies, 2003), on meie kdaesolevad tulemused heas
kooskdlas eelnevate uurimustega, mis viitavad GABA-ergilise susteemi suuremale
aktivatsioonile emastel CCK2R puudulikkusega (-/-) hiirtel (Raud jt, 2003; 2005).
Raud koos kolleegidega (2003) néitasid, et emastel CCK2R puudulikkusega hiirtel on
madalam &revuse tase, suurem tundlikkus diasepaamist tingitud motoorikahéiretele
ning suurenenud GABA-ergilise stisteemi aktiivsus. Samuti leidsid Raud ja kolleegid
(2005), et emaste mutantsete hiirte aju otsmikukoores on GABA-A retseptori a2
alauhiku geeniekspressioon téusnud 1.6 korda. On leitud, et a2 alaihik vahendab
diasepaami drevusvastast toimet ning selle alalihiku geneetilise valjalulitamise
tulemusel kaob diasepaami drevusvastane toime (LO6w jt, 2000; Mdohler jt, 2002).
Kuigi emastel CCK2R puudulikkusega (-/-) hiirtel esines téusnud tundlikkus etanooli
arevusvastase ja sedatiivse toime suhtes, isastel mutantsetel hiirtel sellist muutust ei
leitud.

Etanool annuses 2.0 g/kg p6hjustas nii horisontaalse (labitud vahemaa) kui ka
vertikaalse (tagajalgadele tbusude arv) motoorse aktiivsuse péarssimise emastel
metsikut-tlupi (+/+) hiirtel. Sellist toimet ei ilmnenud emastel CCK2R (-/-)
puudulikkusega hiirtel. Samas tuleb markida, et emaste metsikut-tlipi (+/+)
baasaktiivsus kaldus olema kdrgem kui emastel mutantsetel hiirtel (-/-), tanu millele
etanoolist tingitud liikumisaktiivsuse vahenemine ilmnes neil paremini. Isastel hiirtel
pdhjustas etanool genotlibist sbltuva vertikaalse (tagajalgadele tdusude arv), kuid

mitte horisontaalse motoorse aktiivsuse parssimise. Isastel CCK2R puudulikkusega (-
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/-) hiirtel ilmnes etanooli motoorikat parssiv toime annustes 0.5 ja 2.0 g/kg, samas kui
nende metsikut-tlipi pesakonnakaaslastel avaldus selline toime ainult annuses 2.0
g/kg. Blanchard ja kolleegid (1993) ning Budygin ja kolleegid (2001) on néidanud, et
akuutne etanooli manustamine pohjustab vaiksematel annustel juttkehas dopamiini
vabanemise suurenemise, suurtel annustel aga vahenemise. Vastavalt meie eelnevatele
uurimustele (Koks jt, 2001; Abramov jt, 2004) esineb isastel erinevalt emastest
CCKZ2R puudulikkusega (-/-) hiirtest muutus juttkeha dopamiini Glekandes. Samuti on
isastel mutantsetel hiirtel muutunud dopamiinergiliste ainete toime (Koks jt, 2001).
Oleme oletanud, et isastel CCK2R puudulikkusega (-/-) hiirtel esineb presiinaptiliste
D2R tundlikkuse tdus, mis vOib seletada vaikeste apomorfiini ja amfetamiini annuste
motoorikat pérssivat toimet neile. Rinkorg ja kolleegid (2006) néitasid hiljaaegu
dopamiini D2R ekspressiooni vahenemist isaste CCK2R puudulikkusega (-/-) hiirte
keskajus. Dopamiini D2R keskajus on dopamiini autoretseptorid. Need retseptorid
reguleerivad dopamiini vabanemist ning Pierce ja Kalivas (1997) on oletanud, et
nende vahenenud tundlikkus soodustab dopamiini vabanemist. Tasub ka markida, et
Miyasaka ja kolleegid (2005) néditasid CCK2R puudulikkusega (-/-) isastel hiirtel
dopamiini D2R valgu vahenemist naalduvas tuumas. Edasised uuringud on vajalikud,
et selgitada seost muutunud dopamiinergilise llekande ning etanooli motoorikat
parssiva toime vahel isastel CCK2R puudulikkusega (-/-) hiirtel. Siinkohal tuleks
toonitada, et kdesolevas t66s on etanooli motoorikat pérssiva toime modifikatsioon
ainus muutus, mis ilmneb isastel CCK2R puudulikkusega hiirtel (-/-).

Vere etanooli kontsentratsioonid annuse 2.0 g/kg jargselt ei olnud oluliselt
mdojutatud genotlibist vOi soost, mis téhendab, et kdaesolevas t6os esitatud
kaitumistulemused ei ole mgjutatud muutunud etanooli metabolismi poolt. Olulised
erinevused ilmnesid etanooli verekontsentratsioonides suurema annuse (4.0 g/kg)
manustamise jargselt. Isastel CCK2R puudulikkusega (-/-) hiirtel olid etanooli
verekontsentratsioonid oluliselt madalamad kui nende metsikut-tiipi (+/4)
pesakonnakaaslastel 30 min péarast etanooli manustamist, samas kui emastel
mutantsetel (-/-) hiirtel ilmnes selline erinevus 30 ja 120 min pérast susti. Muutunud
etanooli kineetika néib olevat avaldanud mdju pustumisrefleksi kadumise testile, kus
kasutati etanooli annuses 4.0 g/kg. Kuigi pustumisrefleksi kadumise kestvus ei olnud
oluliselt mdjutatud genotiilibi ega soo poolt, esinesid emastel CCK2R puudulikkusega
(-/-) hiirtel oluliselt madalamad vere etanooli kontsentratsioonid pustumisrefleksi

taastumise hetkel. See leid ilmselt peegeldab emaste mutantsete hiirte (-/-) suurenenud
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tundlikkust etanooli sedatiivsele toimele, kuid seda ei ole v@imalik tuvastada
pustumisrefleksi kadumise kestvuse suurenemisena, sest mutantsetel emastel hiirtel
oli muutunud etanooli metabolism.

Kéesolevas t66s néitasime soo-spetsiifilist etanooli tarvitamise muutust
emastel CCK2R puudulikkusega (-/-) hiirtel. Emased, kuid mitte isased mutantsed (-/-
) hiired tarvitasid 10 % etanooli oluliselt rohkem kui nende metsikut-tidpi (+/+)
pesakonnakaaslased. See leid on heas kooskdlas Miyasaka ja kolleegide (2005)
uurimusega, kes naitasid, et isaste CCK2R puudulikkusega hiirte alkoholi tarbimine ei
ole oluliselt muutunud. Samas, 10 % alkoholi tarbimise tdusuga emastel CCK2R
puudulikkusega hiirtel (-/-) kaasnes oluliselt suurenenud vedeliku tarbimine, mistottu
alkoholi eelistus ei olnud oluliselt muutunud. Pidades silmas, et emased mutantsed (-/-
) hiired on tundlikumad alkoholi &revusvastasele ning sedatiivsele toimetele, on
suurenenud etanooli tarvitamine monevdrra ootamatu leid. Valistamaks muutusi
maitse-eelistuses, mis vdinuks mdjutada etanooli tarbimise katset, uuriti sahharoosi ja
kiniini eelistust, kuid see ei olnud mdjutatud genotulbi vdi soo poolt. Edasised
uuringud on soovitatavad, et selgitada, kas CCK2R puudulikkus mdjutab tolerantsuse
teket etanoolile emastel hiirtel. Tasub ka mérkida, et kdesolevas t60s kasutatud hiirte
taustaliin on 129sv/C57BL/6, mida on 6 korda ristatud tagasi C57BL/6-ga. C57BL/6
hiireliinile on iseloomulik kdrge etanooli eelistus ja tarbimine (Belknap jt, 1993;
Middaugh jt, 1999). Seega, fenotutip, mida oleme kéesolevas t66s naidanud, vaib olla
iseloomulik meie poolt kasutatavale taustaliinile, kuid see vdib erineda taustaliinides,
mis tarbivad véhem etanooli.

Emased hiired, sdltumata genotudbist, eelistasid ning tarvitasid etanooli
kontsentratsioonides 6 % ja 10 % oluliselt rohkem kui nende isased
pesakonnakaaslased. See leid on vastavuses teiste uurimustega, kus on naidatud
emaste ndriliste suuremat etanooli eelistust (Lancaster ja Spiegel, 1992; Meliska jt,
1995; Middaugh jt, 1999), viidates nii emaste kui isaste katseloomade kasutamise
otstarbekusele. Tuleb toonitada, et tuginedes meie eelnevale todle (Abramov jt, 2004)
ning kaesolevatele tulemustele, ndib, et mdlemast soost katseloomade kasutamine on
eriti  asjakohane CCK2R puudulikkusega hiirte uurimisel, kuna osa sellest
mutatsioonist tingitud muutusi on sedastatav ainult isastel, teine osa aga ainult
emastel loomadel.

Kokkuvdtteks, kéesolevas to6s demonstreeritakse, et nii isastel kui emastel

CCK2R puudulikkusega hiirtel on etanooli kditumuslik toime muutunud. Emastel
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CCK2R puudulikkusega hiirtel oli suurenud tundlikkus etanooli &revusvastasele ning
sedatiivsele, kuid mitte motoorikat parssivale toimele. Isastel CCK2R puudulikkusega
hiirtel seevastu oli muutunud etanooli motoorikat mdjutav toime. Kuigi etanooli
tarvitamine oli tdusnud emastel mutantsetel hiirtel, puudus selline genotltbist
tingitud muutus isastel hiirtel. Need andmed kinnitavad soost-s6ltuvat fenotutpi, mida
pdhjustab CCK2R geneetiline valjalulitamine, ning viitavad mdlemast soost loomade
kasutamise otstarbekusele transgeensete hiirte uurimisel. Isastel CCK2R
puudulikkusega hiirtel (-/-) esinev etanooli kaitumusliku toime muutus vdib olla
seotud muutustega dopamiinergilises slisteemis (Daugé jt, 2001; Kdks jt, 2001).
Emastel mutantsetel hiirtel (-/-) esinev etanooli kaitumuslike toimete muutus voib aga

olla seletatav tdusnud GABA-ergilise stisteemi aktiivsusega (Raud jt, 2003; 2005).
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JARELDUSED

1. lsastel katseloomadel CCK2R geneetiline véljalilitamine ei mdjutanud
oluliselt etanooli drevust vahendavat toimet, kuid emastel CCK2R
puudulikkusega (-/-) hiirtel esines etanooli &revusvastase toime tugevnemine.

2. lIsastel CCK2R puudulikkusega (-/-) hiirtel, erinevalt nende metsikut tidpi
pesakonnakaaslastest, pOhjustas etanooli véike annus 0.5 g/kg olulist
vertikaalse motoorse aktiivsuse (tagajalgadele tusude arv) langust. Emastel
metsikut tadpi (+/+) hiirtel pdhjustas etanool nii horisontaalse kui vertikaalse
motoorse aktiivsuse langust. Sellist toimet ei avaldunud emastel mutantsetel (-
/-) hiirtel, kuid see vbis olla seotud madalama baasaktiivsusega, vorreldes
nende metsikut tidpi (+/+) pesakonnakaaslastega.

3. lIsastel CCK2R puudulikkusega (-/-) hiirtel etanooli (4.0 g/kg) sedatiivne
toime ei erinenud nende metsikut tdpi (+/+) pesakonnakaaslastest. Emastel
CCK2R puudulikkusega (-/-) hiirtel oli tdusnud tundlikkus etanooli
sedatiivsele toimele, mis avaldus oluliselt madalamas vere etanooli
kontsentratsioonis pustumisrefleksi taastumise hetkel.

4. lsastel katseloomadel CCK2R geneetiline véljalilitamine oluliselt ei
mojutanud etanooli tarbimist ega eelistust, kuid emased CCK2R
puudulikkusega (-/-) hiired tarvitasid 10 % etanooli oluliselt rohkem vorreldes
nende metsikut tlupi pesakonnakaaslastega (+/+). Etanooli eelistus ei olnud
CCKZ2R geneetilise valjalulitamise poolt mgjutatud.

5. CCK2R geneetiline valjalilitamine ei mdjutanud oluliselt maitse-eelistust
sahharoosile ega kiniinile ei emastel ega isastel katseloomadel.

6. Mutantsete (-/-) hiirte etanooli verekontsentratsioonid ei erinenud nende
metsikut-tilpi  (+/+) pesakonnakaaslaste vastavatest néitajatest etanooli
annuse 2.0 g/kg manustamise jargselt. Seevastu annuse 4.0 g/kg manustamise
jargselt ilmnesid olulised genotidibist ja soost s6ltuvad erinevused. Vorreldes
nende metsikut tllpi  pesakonnakaaslastega olid isaste CCK2R
puudulikkusega (-/-) hiirte etanooli verekontsentratsioonid oluliselt
madalamad 30 min pérast etanooli manustamist, emastel CCK2R
puudulikkusega (-/-) hiirtel aga 30 ja 120 min parast etanooli manustamist.

7. CCK2R geneetiline valjalilitamine modifitseerib isastel katseloomadel

etanooli toimet liikumisaktiivsusele ning mojutab ka etanooli (4.0 g/kg)
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verekontsentratsioone, samas kui emastel katseloomadel selle mutatsiooni
tulemusel etanooli toime litkumisaktiivsusele ei muutu, kuid oluliselt tugevneb
etanooli drevusvastane ja sedatiivne toime. Samuti pdhjustab CCK2R
puudulikkus ~ emastel  hiirtel  suuremaid erinevusi  vere  etanooli
kontsentratsioonides (4.0 g/kg) vorreldes isaste loomadega. Erinevalt isastest
katseloomadest tarvitavad emased CCK2R puudulikkusega (-/-) hiired
oluliselt rohkem 10 % etanooli vOrreldes metsikut tadpi (+/+)

pesakonnakaaslastega.
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ABSTRACT

Neuropeptide cholecystokinin (CCK) has been reported to suppress ethanol intake,
but there is contradictory evidence about the role of CCK; receptors. In the present
study anxiolytic, hypolocomotor and sedative effects of acute ethanol administration,
but also voluntary ethanol consumption were studied in male and female mice,
lacking CCK; receptors (-/-). Ethanol (1.0 g/kg and 2.0 g/kg) induced a significant
reduction of anxiety only in female homozygous mice (-/-). In male mice, lacking
CCK; receptors (-/-), but not in their wild-type littermates (+/+), the suppression of
vertical locomotor activity was caused by ethanol at a dose 0.5 g/kg. The highest dose
of ethanol (2.0 g/kg) produced statistically significant reduction of horizontal
locomotor activity only in female wild-type (+/+) mice, but this effect was related to
increased basal activity when compared to female mutant (-/-) mice. Duration of the
loss of righting reflex was not significantly affected by genotype or gender, but blood
ethanol levels at regain of righting reflex were significantly lower in female
homozygous mice (-/-) compared to their wild-type (+/+) littermates, indicating
increased sensitivity to the sedative effect of ethanol. Ethanol intake, but not
preference, at concentration 10 % was significantly increased in female mice, lacking
CCK; receptors (-/-). The present study revealed an altered response to the acute
effects of ethanol in CCK; receptor deficient mice (-/-). These changes are sex
specific and could be attributed to the altered activity of dopaminergic system in male
mice and increased activity of GABA-ergic system in female mice as established in

our previous studies.
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TANUAVALDUSED

Tanan oma juhendajat prof. Eero Vasarat asjaliku toetuse ja nduannete eest kdesoleva
t06 planeerimisel, l&biviimisel ja kirjutamisel. Samuti v@lgnen palju tdanu Sulev
Koksile, kes on olnud toeks t66 kavandamisel ja tulemuste analiitisimisel. Soovin &ra
markida Eero Vasara ning Sulev Koksi imetlusvéarset pihendumist teadustoole, mis
on olnud mulle eeskujuks nii kaesoleva kui eelnevate t66de kaigus. Loomulikult ei
saa ma unustada oma kalleid to6kaaslasi Tartu Ulikooli Fisioloogia instituudis, kes
on loonud inspireeriva dhkkonna mitmekilgseks ja produktiivseks teadustdoks.
Eriline tanu kuulub Fusioloogia instituudi k&itumiskatsete rihmale, kes on pakkunud
loomingulist rédmu katsete planeerimisel ja tulemuste interpretatsioonil. Samuti olen
tanulik kolleegidele Tartu Ulikooli Kliinikumi psiihhiaatriakliinikust, kes on mulle
vdimaldanud ajalist ressurssi teadustdédga tegelemiseks, ning oma perekonnale, kes on

mind toetanud péevast paeva.
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