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INFOLEHT

Kroonilise muutliku stressi ja amfetamiini akuutse manustamise mdju ajukoore
monoamiinidele erineva positiivse afektiivsuse ja pusisuhkrutarbimisega rottidel

Stress on organismi reaktsioon keskkonnas esinevatele ebameeldivatele stiimulitele. Pikaajaline
stressi moju vOib kaasa aidata erinevate psiihikahdiretete valja kujunemisel. Haavatavus stressi
suhtes on individuaalselt erinev ja vbib madrata, kui tdendoline on organism kogema stressiga seotud
héiret. Stressitundlikkust modelleeritakse loomkatsemudelites, uurides kaasasindinud ja
elukestvaid individuaalseid erinevusi. Meie uurimisgrupis on varasemalt leitud seoseid kudisemise
jastressitaluvuse ning suhkrutarbimise ja stressile tundlikkuse vahel. Kéesolev t66 keskendub nende
kahe fenotlubi koosmdjudele monoamiinide neurokeemiale stressi tingimustes ja amfetamiini
akuutsel manustamisel. Tulemustest selgus, et stressile tundlikumad on vahekudisejad

paljumaiustajad rotid ja vastupidavamad on paljukudisejad ja paljumaiustajad.

Mérksbnad: positiivne afektiivsus, mdnutundmisvdime, roti ultrahelihdélitsused, stress,
psuhhostimulandid

CERCS: B740 Farmakoloogia, farmakognoosia, farmaatsia, toksikoloogia

The effects of chronic variable stress and acute amphetamine on monoamines in frontal cortex
of rats with different positive affect and sucrose intake levels

Stress is the response of an organism to uncomfortable stimuli in the environment. Chronic stress
can lead to the development of several psychiatric disorders. There are individual differences in
vulnerability to stress, which could help us predict, whether an organism will experience a stress-
related disorder or not. Vulnerability to stress can be modeled in animals, which focus on the innate
individual differences. Our research group has previously found that high rate of 50-kHz calls that
indicates level of positive affect is protective against stress while high sucrose consuming rats are
more reactive to stressors. This paper focuses on the effects of chronic stress and acute amphetamine
on monoamines in rats with different sucrose consumption and 50-kHz call rate phenotypes. Results
showed that low-calling high sucrose consuming rats are more vulnerable to stress whereas high-

calling high sucrose consuming rats are resilient to stress.

Keywords: positive affectivity, stress, rat ultrasonic vocalizations, hedonic capacity, amphetamine

CERCS: B740 Pharmacological sciences, pharmacognosy, pharmacy, toxicology
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KASUTATUD LUHENDID

5-HIAA — 5-hudrokstindoolaadikhape (ingl k - 5-hydroxyindoleacetic acid)

5-HT — 5-htdroksutriptamiin (ingl k — 5-hydroxytryptamine) ehk serotoniin

CVS — krooniline muutlik stress (ingl k — chronic variable stress)

EDTA — etlileendiamiintetradddikhape (ingl k - Ethylenediaminetetraacetic acid)

GABA - y-aminovdihape (ingl k — y-aminobutyric acid)

GAD - glutamaadi dekarbokstilaas (ingl k — glutamate decarboxylase)

HC — paljukudiseja (ingl k — high-calling)

HPA — hupotalamus-hlpoflus-neerupealise telg (ingl k — hypothalamic-pituitary-adrenal axis)
HPLC — kdrgsurvevedelikkromatograafia (ingl k — high-performance liquid chromatography)
HSuc — paljumaiustaja (ingl k — high sucrose consuming)

LC — vahekudiseja (ingl k — low-calling)

LSuc — vahemaiustaja (ingl k — low sucrose consuming)

NA - noradrenaliin

NMN - normetanefriin

USV — ultrahelihdalitsused (ingl k — ultrasound vocalizations)



SISSEJUHATUS

Stress on organismi vastus, mida iseloomustavad flsioloogilised, afektiivsed ja kaitumuslikud
muudatused, keskkonnas esinevatele ebameeldivatele vo6i kontrollimatutele stiimulitele (Koolhaas
et al, 2011). Stressivastus on vaélja kujunenud bakterite mutageneesist kuni inimeste
hormooniregulatsioonini. Erinevatelt tdnapéeva inimestest kui bakter satub ebasoodsasse keskkonda
siis ta muudab oma DNAd vahem tépsema pollimeraasi kasutusega ning mutatsioonide tulemusel
on suuteline ellu jadma uues keskkonnas. Organismi vdime keskkonnaga adapteeruda loodusliku
valiku teel on arenenud vélja kuni tdnapdeva inimeseni, kes tldjuhul ei pea enda geneetilist koodi
muutma, vaid lihtsalt keskkonnaga harjuma hormooniregulatsiooni labi. (Foster, 2007; Bradshaw ja
Hardwick, 1989) Pikaajaline stressi mdju eelmainitud muutuste l&bi vdib viia erinevate
psudhikahdireteni (McEwen, 2003), mille keskmes on sageli véhenenud positiivsed emotsioonid
ning moénutundmisvdime ehk anhedoonia (Snaith 1993). Haavatavus stressi suhtes on indviduaalselt
erinev ning voib maérata, kui tdendoline keegi on kogema stressiga seotud héiret (Sapolsky, 2015).
Nii on kaasajal vélja kujunenud stressiga toimetuleku seiremudelite arendamine katseloomadel, mis
keskenduvad kaasastindinud individuaalsete erinevuste uurimisele, mis voivad ndidata haavatavust

stressi poolt.

Kéesolev katse pdhineb afektiivsuse fenotliipide erinevustel, mis on madratud kudisemise ja
pusisuhkrutarbimise pohjal. Kudisemisfenotlibi méaaramiseks viiakse labi kddistamiseprotsess ja
pusisuhkrutarbimiseks tehakse suhkrueelistusteste. Stressitundlikkuse jalgimiseks on viidud labi
kroonilise muutliku stressi reziim. Sellele jargnevad amfetamiini- ja kaitumiskatsed

(kaitumiskatsete tulemusi ei raporteerita) on uurimaks loomade kaitumises valjenduvaid erinevusi.

To6 on koostatud Tartu Ulikooli Pstihholoogiainstituudis ning on osa suuremast katsest, mistottu ei
raporteerita siin koiki tulemusi. Autori panus katsesse oli stressireziimi ldbiviimisel, loomade

talitamisel ning suhkrutestide ja muude katseprotseduuride juures assisteerimisel.



1. KIRJANDUSE ULEVAADE

Suhkrutarbimine ja -eelistus on pikki aastaid kasutusel olnud ménutundmisvéime kéitumusliku
korrelaadina stressiuuringutes (Willner et al., 1987). Madalamat suhkrutarbimist on margata
kroonilises stressis rottidel ning sellist ndhtust seostatakse kdrgema arevustaseme ja anhedooniaga
(DeSousa et al., 1998). Magusainete tarbimine on rottide seas indviduaalselt varieeruv ja elukestvalt
stabiilne ning véimaldab jalgida kaasasiindinud ménutundmisvdimet loomkatsetes (Tdnissaar et al.,
2006). Hiljutisest uuringust avaldus aga huvitav tulemus: paljumaiustavad rotid (HSuc) néitasid
kaitumuslikes testides suuremat tundlikkust stressi mojudele kui vdhemaiustajad (LSuc) (Kdiv et
al., 2019; Kanarik et al., 2011).

Positiivne afektiivsus on kaasastindinud vOime kogeda positiivseid emotsioone vastusena
meeldivatele stiimulitele (Ashby et al., 1999). Varasemalt on leitud, et kdrge positiivne afektiivsus
toimib kui kaitsev mehhanism stressi negatiivsete mdjude eest ja véhendab haavatavust
meeleoluhdiretele (Vasey et al., 2013; Grafton et al., 2012; Mallo et al., 2009). Rottide 50-kHz
ultrahelihdélitsused (USV — ultra-sound vocalizations) ehk kudinad on ké&itumuslik positiivsete
afektide valjendus (Knutson et al., 2002) ning narilisi voib mérgata kudisemas vastusena erinevatele
positiivsetele stiimulitele: toit, paaritumine, loomade omavaheline miramismang ja
psuhhostimulandid (Brenes ja Schwarting, 2015; Knutson et al., 2002; Knutson et al., 1998;
Burgdorf et al., 2001; Thompson et al., 2006). Sarnaselt ilmuvad hé&alitsused ka meeldivate
stiimulite ootusel (Brudzynski, 2009; Burgdorf et al., 2000; Knutson et al., 1999). Kudisemine on
elukestvalt stabiilne ning erineb loomade vahel — rotte saab jagada paljukudisejateks (HC — high-

calling) ja vahekudisejateks (LC — low-calling) (Burgdorf et al., 2005).

Eelnevalt on leitud, et kudisemine tuleneb dopamiini D; ja D2 retseptorite aktivatsioonist. Kudinaid
saab pidurdada, sustides nucleus accumbens’isse dopamiini retseptorite antagonisti haloperidooli
(Thompson et al., 2006). See-eest 22-kHz USV-d on vastuseks negatiivsetele stiimulitele nagu
kiskja vOi aggressiivne liigikaaslane (Brudzynski, 2009). 22-kHz tulenevad vastumeelsetes
olukordades mediaalse vaheaju ja eesaju limbilise slisteemi aktivatsioonist muskariin-tundlike Ma-
atsettulkoliiniretseptorite vahendusel. On leitud, et 22-kHz vokalisatsioone rottidel voib véhendada

morfiiniga. (Brudzynski, 2015)



Ultrahelihdalitsusi kasutatakse stressitundlikkuse uurimiseks loommudelites (Vares et al., 2018;
Knutson et al., 2002). Varasemalt on vélja to6tatud mitmeid kroonilise stressi reziime (Katz et al.,
1981; Willner et al., 1987; Harro et al., 2001). Stressireziimi tagajérjel loomade kaalukasv aeglustub,
langeb huvi magusainete vastu, alaneb liitkumisaktiivsus ja kudinate arv vaheneb (Méllo et al., 2009;
Willner et al., 1987). Stressile vastusena toimub mitmete hormoonide vabastamine hiipotalaamuse-
hipoflusi-neerupealiste telje (HPA — hypothalamus-pituitary-adrenal axis) aktiveerumise
tulemusena. Neerupealiste koores slnteesitakse gliikokortikoide, mis on laiatoimelised
stressinormoonid. Glikokortikoidid muudavad energiametabolismi, et hoida energiatasemeid
tasakaalus peale liikumisaktiivsuse tOstmist, eesmargiga hoida stressoriga distantsi.
Glikokortikoidid vahendavad ka teiste hormoonide sekretsiooni, et hoida energiat kokku — sellest
tuleneb eelmainitud litkumisaktiivsuse ja huvilangus. (Angelier ja Wingfield; 2013) See on
kooskdlas ka eelneva uuringuga, kus kortikosterooni (glikokortikoid) tasemed olid véhekudisejatel
stressirottidel kdrgemad (Raudkivi, 2012). Serotoniin té6tab koos gliikokortikoididega energia
metabolismi reguleerides. Serotoniin moduleerib 6dpaevaritmi ja sé6giisu. Serotoniinil on suur
mdju kognitiivsetele funktsioonidele sh malu ja Gppimine. (Mohammad-Zadeh et al., 2008)
Noradrenaliin seostub samuti stressireaktsiooniga, mis tootab koos glikokortikoididega, et panna
organism liikuma stressorist vabanemise eesmaérgil. Noradrenaliin mobiliseerib keha, samaaegselt
vahendades tahelepanu teistelt organismi funktsioonidelt — hooldamine, taastumine jne. Seet6ttu on

ka kroonilise stressi tulemusena nditeks nérgem immuunsisteem. (Chrousos, 2009)

T66 kaigus labi viidud katse h6lmab ka akuutset amfetamiini manustamist, mille peamine eesmark
on testida, kuidas katseloomad reageerivad s6ltuvusttekitavale psuhhostimulaatorile. Amfetamiin
suurendab annusest s6ltuvalt monoamiinide, peamiselt dopamiini ja noradrenaliini taset stinaptilises
pilus. Kéitumuslikult, stimuleerides sarrustasuringet, kutsub see esile eufooriat, liikumisaktiivsuse
tdusu ja suuremat kudisemisaktiivsust (Gold et al.,1988; Burgdorf et al, 2001). K&esolevas td6s oli

amfetamiin testfarmakoniks kudisemisaktiivsuse hindamisel.



2. EKSPERIMENTAALOSA

2.1. To60 eesmargid
Kéeoleva t06 eesmargiks oli uurida:
. Kuidas mojutab stress erineva pusisuhkrutarbimise fenotulbiga rottide 50-kHz USV
reaktsiooni Ghekordsele amfetamiini annusele;
. Kuidas mdjutab stress erineva positiivse afektiivsusega loomade reaktsiooni thekordsele
amfetamiini annusele;
. Kas kaitumuslikud erinevused peegelduvad ka bioloogilistes nditajates — monoamiinide

tasemetes eesaju ajukoores ja vereseerumi glikoositasemes.

2.2. Materjal ja metoodika

2.2.1. Katseloomad
Katses kasutati isaseid Wistari liini rotte (n= 80), kes kaalusid katse alguses 304-446g. Rotipojad
eraldati emast 21-pdevasena ning majutati tksinda. Loomad olid majutatud Uksikult standardsetes
labipaistvates polupropuleenist puurides (puidulaastudest allapanuga) 24-kohalistes spetsiaalsetes
hoiuriiulites, kus puurid paiknesid Uksteise kdrval nii, et hes reas paiknes neli puuri ning thes
hoiuriiulis oli kuus rida. Selle Iabi oli rottidele iksikmajutuse jooksul tagatud kuulmis-, ndgemis-
ning haistmiskontakt liigikaaslastega. Ruumis oli pusiv temperatuur (20-21°C) ning 12:12
valgustsuikkel, kus kell 07:30 valgustid hakkasid tédle. Igal loomal oli piiramatu ligipéas toidule ja
joogile. Kaik kaitumiskatsed toimusid valgusperioodil, valjaarvatud suhkrueelistus testid.

Loomkatse eetikakomitee loa number - KL1209.

2.2.2. Koddistamine
Rotte kodistati iga péev 14 pédeva jooksul, madramaks nende kudisemisfenotlupi.
Kddistamisprotseduur toimus vastavalt eelnevates katsetes l&biviidud meetodile (Mallo et al., 2007):
loomad viidi Uhekaupa kodupuurist vaiksemasse l&bipaistmatusse plastpuuri (30 x 15 x 13 cm).
Esmalt rott harjus 15 sekundit katsepuuriga, millele jargnes 15 sekundit kddistamist katsesooritaja
poolt. Kokku toimus neli 15-sekundilist kddistamise sessiooni 15-sekundiliste vaheaegadega, parast

mida viidi katseloom kodupuuri tagasi ning testipuur puhastatati niiske lapiga. Kodistamise protsess
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koosnes roti stimuleerimisest tihe kdega, mis seisnes ergastatavates vahelduvates napuliigutustes roti
kaelal ja seljal, samal ajal kui looma poorati imber selja peale. (Burgdorf ja Panksepp, 2001;
Panksepp ja Burgdorf, 2000; Panksepp et al., 2007) Pdarast kddistamisperioodi majutatati rotid nelja
kaupa. Rotid jaotati puuridesse vastavalt mé&ératud kudisemisfenotlubile — Ghte puuri majutati

kokku 2 véhekudisejat ja 2 paljukudisejat rotti.

2.2.3. Pusisuhkrutarbimise fenotiiiibi maaramine
Loomade kahekuuseks saamisel viidi neljal jarjestikusel nédalal labi kord nédalas suhkrueelistuse
test. Protseduur toimus vastavalt eelnevates uuringutes labiviidud meetodile (Kdiv et al., 2019).
Testid toimusid pimedustsukli ajal, algusega 19.30. Rotid majutati tund aega enne testi algust
Uksikpuuridesse, kusjuures toit oli neile vabalt kédttesaadav. Testi alguses asetati iga roti puurile kaks
identset pudelit: Uks taidetud 1%-lise suhkrulahusega ning teine veega. Pudelite asukohta puuril
vahetati igal nadalal. Mdlemad pudelid kaaluti vahetult enne puuridele asetamist ning vahetult pérast
puuridelt votmist. Test I6ppes kell 7.30. Testide keskmise suhkrulahuse tarbimise alusel jaotati rotid
palju- ja véhemaiustavateks loomadeks. Hilisemal katseloomade kokkumajutamisel jagati rotid

viisil, et igas puuris oleks 2 paljumaiustavat rotti ning 2 vahemaiustavat rotti.

2.2.4. Krooniline muutlik stress
Neljakimnele katseloomale sai osaks viienddalane kroonilise muutliku stressi (CVS — chronic
variable stress) stressireziim, kusjuures neljandal ja viiendal nadalal viidi labi intensiivsem
stressireziim, mis koosnes sagedasematest stressoritest (kuni 2 korda péevas) ning eelistati
hairivamaid stressoreid. Kontroll-loomad (n=40) elasid segamatult kodupuurides. Stressireziimi

seitsmendal nadalal viidi labi kaitumiskatsed (tulemusi ei raporteerita).

CVS koosneb mitmest kontrollimatutest ja vahelduvatest keskkondlikust stressoritest. Stressorid
imiteerivad ebameeldivaid, kuid mitte katastroofilisi igapdevasundmusi inimestel. (Willner, 1997)
Stressorid olid erinevaid nii kestuselt kui ka iseloomult. Esimesel kolmel nadalal kogesid rotid hte
stressorit 24 tunni jooksul, kuid neljandal ja viiendal nadalal lisati m&nedel paevadel ka teine stressor
24 h jooksul. Stressireziim Kestis kokku 5 n&dalat. Stressoreid viidi aga aeg-ajalt (3-4 korda nadalas)
labi katse 1G6puni, et séilitada stressiefekti. Stressorite hulka kuulus: litkumise piiramine plastanumas
(25x9 cm, 2 h), litkumise piiramine susti imitatsiooniga (3 min), puurikalle 45° (24 h), 6ine valgus

(900 Ix, 12 h), sabanépistus pesuldksuga (5 min), kilmruumis viibimine (4°C, 1 h), stroboskoopiline



valgus (12 h, 10 Hz), Ulerahvastatus (8 rotti standardpuuris, 16-24 h), maapinnast 75 cm tdstetud
alusel eredas valguses viibimine (900 Ix, 30 min). Stressorid toimusid kontroll-loomadest eraldatud

ruumides valtimaks nende hairimist.

2.2.5. Amfetamiini manustamine
Parast CVS I0ppu tehti akuutse amfetamiini katse, kus rottidele manustati hekordne annus
amfetamiini, mis oli lahustatud 0,9% saliinis (1 mg/kg kdhuddnesisesi) ning jargneva 20 minuti
jooksul mdddeti nende ultrahelih&alitsusi kodupuuri-sarnases puidulaastudega kaetud puuris.
Kontroll-loomadele sustiti saliinilahust. Ultraheli mikrofon (Avisoft Ultra Sound Gate 116-200,
Avisoft Bioacoustics, Berliin, Saksamaa) paiknes puurist 30 cm korgusel. 50-kHz
ultrahelihdélitsused skooriti Deepsqueak automated USV scoring tarkvaraga. Viis pdeva parast

amfetamiini manustamist loomad dekapiteeriti ning ajukude séilitati -80 kraadi C juures.

2.2.6. Korgsurvevedelikkromatograafia

Parast koe kilmutamist tehti ajukoemddtmised kdrgsurvevedelikkromatograafiaga (HPLC — high-
performance liquid chromatography). Protseduur viidi lIabi vastalt eelnevates katsetes kasutatud
meetodile (Alttoa et al., 2005). Roti ajukoed homogeniseeriti ultraheli homogenisaatoriga (Bandelin
Sonopuls, Bandelin Electronic, Berlin, Germany) jaakilmas 0.1 M perkloriidhappe lahuses (30
pl/mg), milles oli 5 mM naatriumbisulfitit ja 0.4 mM EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid —
etileendiamiintetradadikhape), et véltida oksldatsiooni. Jargnevalt homogenaat tsentrifuugiti 14
000 rpm 10 minutit 4°C juures. Alikvoodid (10 pl) supernatandist kromatografeeriti Luna C18(2)
kolonnil  (150x2 mm, 5 pum). Eemaldamine toimus isokraatlikus elueerimisreziimil
kolonnitemperatuuril 30°C, kasutades liikuvat faasi, mis sisaldas 0.05 M naatriumtsitraadi puhvrit
(pH 3.7), 0.02 EDTA, 1 mM KCI, 1 mM naatrium oktaansulfonaat ja 7.5% atsetonitriili.
Kromatograafi susteem koosnes isokraatlikust pumbast (HP1100, Agilent, Waldbronn, Saksamaa),
temperatuuriga reguleeritud automaatproovijast, temperatuuriga reguleeritud kolonn-anumast ja HP
1049 eletrokeemiline detektorist (Agilent, Waldbronn, Saksamaa) koos klaasjas slsinik-
elektroodiga. M66tmised toimusid elektroodi potentsiaali +0.7V vs Ag/AgCl etalonelektrood.
Tuvastussignaali piirid signaal-mura suhte=3 korral olid jargnevalt: 0.08 5-HT jaoks, 0.04 5-
hidroksiindool&adikhappe jaoks (5-HIAA), 0.07 noradrenaliini jaoks (NA), 0.03 normetanefriini
jaoks (NMN).
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2.2.7. Statistiline analts
Statistiline analts tehti StatView (SAS Institute Inc., USA) ja Statistica 8 (StatSoft Inc., Tulsa,
USA) tarkvaraga. Andmed analliisiti faktoriaalse ANOVA abil, faktoriteks olid positiivne
afektiivsus (t&histusega HC/LC), pusisuhkrutarbimine (tdhistusega LSuc/HSuc), stress vordluses
kontroll-grupiga (téhistusega Stress). Vajadusel kasutati kordusmoédtmisfaktorina médtmiskorda.
Gruppide erinevused peale markimisvaarseid ANOVA-sid analliisiti post-hoc Fisheri PLSD testiga.
Kdik andmed on esitatud keskmisena + standardviga. Korrelatsioonianaliilisid tehti Pearson’i

korrelatsiooni alusel.
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2.3. Tulemused

2.3.1. Fenotutpide stabiilsus
Kadiki loomi kddistati kahe nédala véltel ning jaotati péevadel 12-14 tehtud kudinate alusel vordselt
paljukudisevateks ja vahekudisevateks loomadeks (mdlemad grupis n=40). Paljukudisevad loomad
h&alitsesid keskmiselt 367 korda ning vahekudisevad loomad 245 korda salvestuspéevade (12-14.
péev) l6ikes. Loomade haélitsemine ei erinenud paevade I6ikes ning mddtmiskordade-vaheline
korrelatsioon oli r=0.8-0.9. Gruppide vaheline kudinate arvukus jéai oluliselt erinevaks
[F(1,92)=98.56; p<.001].

Pisisuhkrutarbimise fenotttibi maaramiseks viidi neljal jarjestikusel nadalal Iabi kord seitsme paeva
jooksul toimuv suhkrutest ning loomad jaotati nende testide keskmise tarbimise alusel palju- ja
vahemaiustavateks loomadeks. Esimene mddtmiskord jéeti hilisemast analtisist vélja, sest selle
korrelatsioon jargnevate modtmiskordadega oli madalam (r=0.5), samuti tehti ka eelnevas katses
(Kaiv et al., 2019). Paljumaiustavad loomad tarbisid mddtmiskordade keskmiselt 128.0 grammi 1%
suhkrulahust ning vahemaiustavad loomad 80.7 grammi 1% suhkrulahust, mis tingis olulise
erinevuse gruppide vahel [F(1,93)=145,59; p<.001]. Paljumaiustavad loomad tarbisid stabiilselt
testide valtel enam suhkrulahust kui v&hemaiustavad loomad (p<.001). Kolme mddétmiskorra

omavaheline korrelatsioon oli kérge (r=0.7-0.8)

2.3.2. Kaaluiive stressireziimi viltel
Loomad kaaluti pdev enne stressireziimi algust ning kaal ei erinenud {ihegi grupi 16ikes. Kaaluiivet
arvutati igal nadalal lahutades stressi-eelse kaalu mddtmiskorra kaalust. Uldiselt votsid viie nadala
jooksul kdik grupid kaalus juurde [F(4,312)=349.43; p<.001]. llmnes aga huvitav trend, kus
stressiloomade kaaluiive oli juba teiseks nddalaks margatavalt kdrgem kui kontroll-loomadel
(p<.05) ning efekt oli suurem kolmandal néadalal (p<.01). Alustades neljanda nadalaga stressi
intensiivreziimi, kus stressorid muutusid sagedasemateks ning eelistati héirivamaid stressoreid,
vordsustus loomade kaaluiive stressi- ja kontrollgrupi vordluses. Viienda nadala 18puks oli

stressiloomadel oluliselt aeglasem kaalukasv kui kontroll-loomadel (p<.001).
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Joonis 1. Kaaluiive viienddalase stressireziimi véltel stressirottide ja kontrollgrupi vordluses
(andmed esitatud gruppide keskmiste vaartustena ja standardviga). %%% - p<.001 vs. stressi-eelne

kaal; *, **, *** - vastavalt p<.05; .01; .001 vs. kontroll-grupp samal n&dalal.

2.3.3. 50-kHz ultrahelihdalitsused akuutsel amfetamiini manustamisel
Kddistamise kaigus palju- (HC) ja vdhekudisevateks (LC) loomadeks jagatud rotid reageerisid
amfetamiinile (1 mg/kg, kB6hudodnesisesi) kudisemisaktiivsuses erinevalt: dldiselt HC rotid
héélitsesid rohkem kui LC rotid [F(1,68)=12.99; p<.001]. Seevastu oli mérgata, et stressireZiimi
kogenud rotid h&alitsesid reaktsioonina amfetamiini suhtes oluliselt vdhem [F(1,68)=15.26; p<.001].

Kudisemisaktiivsus ei erinenud aga palju- (HSuc) ja vdhemaiustavate (LSuc) rottide IGikes.

Stressi pidurdavat mdju kudisemisele oli nédha kdikides gruppides peale HC-HSuc grupis, kus stressi
kogenud rottide ja kontroll-grupi kudinate arvukus jéi sarnaseks. Mérkimisvaarset stressi pidurdavat
mdju amfetamiini poolt esile kutsutud kudisemisele oli margata aga LC-HSuc grupis (p<.001) ning
HC-LSuc grupis (p<.05).
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Joonis 2. Uhekordse amfetamiiniannuse (1 mg/kg, kdhuGdnesisesi) poolt esile kutsutud kudinad
gruppide I6ikes (andmed esitatud gruppide keskmiste vaartustena ja standardviga). *, *** - p<.05;
.001 vs. vastav kontroll; ## - p<.001 vs. HC/HSuc; & - p<.05 vs. HC/HSuc.

2.3.4. Vereseerumi gliikoos
Vereseerumi glikoosi mddtmisel ilmnes palju- ja vahekudisejate, palju ja vahemaiustavate ning
stressi ja kontroll-grupi vaheline koosmdju [HC/LC x HSuc/LSuc x Stress - F(1,72)=4.89; p<.05].
Uldiselt oli margata stressigruppides kdrgemat v@i vordset glikoostaset, vorreldes
kontrollgruppidega (p<.05). Seevastu HC-HSuc loomadel oli margata stressigrupis madalamat

gliikoositaset kui HC-LSuc gruppides (vastavalt p<.01 vs kontroll-grupp, p<.001 vs HC-LSuc).
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Joonis 3. Vereseerumist méddetud glikoos viis paeva parast amfetamiinitesti [6ppu gruppide 18ikes

(andmed esitatud gruppide keskmiste vaartustena ja standardviga). ** - p<.01 vs. vastav kontroll-
rihm; #, ## - p<.05; 01 vs. vastav HC-riihm; ama - p<.001 vs. HC/HSuc

2.3.5. Monoamiinide tase ajukoores

Tabel 1. Ajukoore monoamiinide tase gruppide IGikes (andmed esitatud gruppide keskmiste

vaartustena ja standardviga). *, **, *** - p<.05; .001 vs. vastav kontroll; #, ## - p<.05; .01 vs.

vastav HC-rilhm; &, oa - p<.05; .01 vs. vastav HSuc-rihm

NA

HC HSuc Kontroll 3.84+.46
HC HSuc Stress  5.57+.59
HC LSuc Kontroll 4.17+.71

HC LSuc Stress  4.28+.46
LC HSuc Kontroll 4.28+.51
LC HSuc Stress  4.64+.47

LC LSuc Kontroll 6.22+.99 o

LC LSuc Stress 5.27+.50

NMN

4.34+.30
5.70+.28 **
4.58+.27

4.70+.24 o
4.70+.16
4.52+.23 ##
5.41+.52
5.35+.53

NMN/NA

1.23+.14
1.16+.16
1.64+.39

1.19+.12
1.24+.15
1.06+.11
0.99+.06 ##
1.05+.09

5-HIAA
1.72+.11
1.86+.10
1.67+.59

1.59+.06
1.80+.13 *
1.44+.08 ##
2.15+.21 ## a
1.90+.11 am

5-HT
5.07+.25
5.23+.49
4.76+.19

4.82+.18
4.97+.28
4.33+.25
5.36+.47
5.11+.47

5-HIAA/5-HT
0.34+.02
0.37+.03
0.35+.02

0.33+.01
0.37+.03
0.34+.03
0.41+.03
0.39+.04

Ajukoorest mdddeti HPLC meetodil monoamiinide ja nende metaboliitide taset. Md6detud aineteks

oli noradrenaliin (NA) ja normetanefriin (NMN), millest arvutati noradrenaliini kdive (NMN/NA)
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ning 5-hidroksuindooldadikhape (5-HIAA) ja serotoniin (5-HT), millest arvutati serotoniini kéive
(5-HIAA/5-HT). Tulemuste uurimisel on oluline ka markida, et kdikidele rottidele sustiti thekordne
annus amfetamiini (1mg/kg kdhubdnesisesi), mis vdis mojutada virgatsainete metabolismi

narvikoes.

Noradrenaliini tase eesaju koores oli mdjutatud fenotlilipide omavahelisest interaktsiooniefektist
[HC/LC x HSuc/LSuc — F(1,70)=4.05; p<.05] ning oli mdnevorra kdrgem HC HSuc stressigrupis,
vordluses vastava kontrollgrupiga, kuid see erinevus ei Uletanud statistilise olulise piiri (p=.06).
Seevastu oli néha olulist erinevust palju- ja vahemaiustavate rottide LC gruppides, kes ei kogenud
stressi. Nimelt oli mérgata vastavate vahemaiustavate rottide noradrenaliini kdrgemat taset ajukoore
koes (p<.05).

Normetanefriini tase eesaju koores oli sdltuv fenotiilipide omavahelisest koosmdjust [HC/LC x
HSuc/LSuc — F(1,70)=5.72; p<.05]. Tapsemalt, HC paljumaiustavate loomade grupis tingis stress
noradrenaliini metaboliidi NMN-i kdrgenenud taseme, vorreldes vastava kontrollgrupiga (p<.01) ja
vastavate vahemaiustavate rottidega (p<.05) ning vastava LC grupiga (p<.01). Eelnevalt mainitud
muutused aga ei tinginud olulisi erinevusi noradrenaliini ja normetanefriini kdibes. Mérgata oli aga
LC vahemaiustavate rottide, kes ei kogenud stressi, madalamat NMN/NA kéivet, vordluses
vastavate HC loomadega (p<.01).

Eesaju koore serotoniini tasemes ei olnud olulisi muutusi. Kill aga serotoniini metaboliidi 5-HIAA
tase ajukoores oli s6ltuv nii fenotlipide interaktsioonist kui ka positiivse afektiivsuse ja stressi
koosmdjust [vastavalt: HC/LC x HSuc/LSuc — F(1,70)=11.63; p<.001 ja HC/LC x Stress —
F(1,70)=3.93; p<.05]. Nimetatud metaboliidi tase oli oluliselt madalam LC HSuc stressirottidel,
vordluses nende vastavate kontroll-loomadega (p<.05), paljumaiustajate grupiga (p<.01) ning
paljukudisevate rottidega (p<.01). Taaskord ei véljendunud need muutused aga serotoniini ja 5-
HIAA omavahelises kéibes.
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2.4. Arutelu

Too eesmargiks oli uurida kroonilise stressi ja akuutse amfetamiini manustamise moju erineva
plsisuhkrutarbimise ja positiive afektiivsusega rottidel. Varasemalt on uurimisgrupis teostatud
sarnase katsedisainiga toéodest selgunud, et madalama positiivse afektiivsusega (LC) (Méllo et al.,
Raudkivi et al., 2012, Kdiv et al., 2016) ja madalama pisisuhkrutarbimisega (LSuc) (Kanarik et al.,
2011, Koiv et al., 2019) rotid on stressile tundlikumad. Ké&esolev t66 oli nende tulemustega
kooskdlas, demonstreerides positiivse afektiivsuse ja pusisuhkrutarbimise fenottipide stabiilsust ja

usaldusvaarsust stressitundlikkuse modelleerimisel.

Toos uuriti esmakordselt kroonilise stressi moju organismile, jalgides positiivse afektiivsuse ja
plsisuhkrutarbimise fenotlilipe samaaegselt. Tulemustest selgus, et stressitundlikkus on seotud
nende fenotulpide omavahelise koosmdjuga: kbrge positiivse afektiivsusega (HC) paljumaiustavad
(HSuc) rotid on vastupidavamad, kuid madala positiivse afektiivsusega paljumaiustavad rotid pigem
haavatamad stressi mojudele. Kudinatele stressi pidurdav mdju oli naha igas grupis peale HC
paljumaiustajate grupis. Markimisvaarseim stressiefekt amfetamiini poolt esile kutsutud kudinatele
oli LC paljumaiustajate stressigrupis, kes haélitsesid kdige vahem, vordluses teiste gruppidega.
Varasemalt on leitud, et rotid, kes on enam huvitatud magusainete tarbimisest, kalduvad olema ka
enam huvitatud psuhhoaktiivsete ainete hedoonilistest mdjudest (Gosnell ja Krahn, 1992; Gosnell,
2000). Uurimisgrupi hiljutises artiklis (Kdiv et al., 2019) leiti omakorda, et stressi kogenud
paljumaiustavatel rottidel ilmneb akuutsel amfetamiini (1 mg/kg) manustamisel oluliselt rohkem 50-
kHz hé&alitsusi kui vastaval kontrollgrupil, kusjuures nendel rottidel tekkis ka amfetamiini
korduvmanustamisel sensitisatsioon pstihhostimulantide tasustavate efektide suhtes. Kaesolev katse
pakub sellele nendele leidudele uut perspektiivi, sest see efekt vdib olla maaratletud just positiivse

afektiivsuse fenotliibist.

Gruppide-vahelisi erinevusi oli margata ka biokeemilistes korrelaatides. Noradrenaliini metaboliidi,
normetanefriini, tase oli suurenenud kroonilises stressis kdrge positiivse afektiivsusega
paljumaiustavatel rottidel, kuid mitte Gheski teises grupis . Lisaks oli samas grupis mérgata tendentsi
koérgemaks noradrenaliinitasemeks, ehkki see tulemus ei osutunud statistiliselt oluliseks (p=.06).
Selliseid nadhtusi aga ei ilmnenud vahekudisejate vastavates gruppides. Samuti oli HC
paljumaiustajate grupp ainus, kellel ei ilmnenud stressi kudisemisaktiivsust pidurdavat efekti

amfetamiinitestis. Tulemus langeb ka kokku vanema uuringuga, kus leiti, et paljumaiustajad on
17



reaktiivsemad stressile kui teised fenottibid (Kanarik et al., 2011). Varasemalt on leitud, et stressi

tingimustes tduseb ajukoores monoamiinide kadive (Fujino et al., 2002; Rossetti et al., 1990).

Organism reguleerib tihedalt glikoositasemeid veres, et hoida ainevahetust tasakaalus (Wasserman,
2009). Kroonilise stressi mdjul on suurem téendosus huperglilkeemia ja tulp 11 diabeedi tekkeks
(Surwit et al., 1992; McCowen et al., 2001). Katses oli kasutusel selle uurimiseks vereseerumi
glukoosi nditaja. HC LSuc grupis ja LC HSuc grupis tingis stress tendentsi kdrgemaks gliikoosi
tasemeks. Seevastu HC HSuc stressigrupis oli gliikoositase madalam. Sellised tulemused vdivad
tdhendada, et viimased olid efektiivsemad kohanema stressiga. See v@ib olla seoses eelnevate
tulemustega, kus stressigruppides, kellel oli GADes! amiigdalas kdrgema ekspressiooniga, oli

gliikoosi tase kdrgem (Li, 2012).

Lisaks, oli margata madalama positiivse afektiivsusega loomade seas erinevusi baastaseme 5-HIAA-
s, mis oli sdltuv pisisuhkrutarbimise fenotiiiibist. Uldiselt kaldusid 5-HIAA tasemed olema
stressirottidel madalamad. Need erinevused ei laienenud serotoniini tasemele ega kaibele.
Varasemalt on madalam 5-HIAA tase stressirottidel seostatud kérgema arevustasemega (Tonissaar
et al., 2008).

Inimestel on Uks stressi simptom maéarkimisvadrne kehakaalu kdikumine. Kaalu kdikumine on
usaldusvaarne néitaja loomkatsemudelites, mis on kasutusel stressi ja stressiga seotud héirete
uurimisel. Katses uuritav stressigrupp vottis kaalus esimeste nadalate jooksul rohkem juurde kui
kontrollgrupid, kuid stressi intensiivistamisel ilmnes trend, kus stressirotid 5. nddala ajal olid
keskmiselt kaalu kaotanud erinevalt kontrollgrupist, kelle kaal stabiilselt tdusis ka 5. nadalal. Algne
kaaluiive suurem kasv on uus tulemus vorreldes varasemate uuringutega, kus aeglasem kaaluiive
stressigrupis oli arvestatud stressi indikaatoriks (K&iv et al., 2019, Marin et al., 2007). Sarnaseid
tulemusi on raporteeritud 5-HT transporteri knock-out rottidel ja inimestel, kellel on &revuse ja
depressiooni komorbiidsus (de Wit et al., 2015; Olivier et al., 2008).

! glutamate decarboxylase - enstitim, mis on katalGsaator glutamaadi dekarboksiileerimisel GABAKs (y-aminobutyric
acid - y-aminov6ihape
18



KOKKUVOTE

Varasemad uuringud on néidanud pusisuhkrutarbimise ja kudisemisfenotlubi rolle individuaalse

organismi stressivastuses. Kéesoleva t66 eesmargiks oli uurida nende kahe fenotlubi omavahelisi

seoseid ja erinevusi akuutse amfetamiini efektides ja kuidas need valjenduvad ajukoore

monoamiinide tasemetes. Katses 14abi viidud kroonilise muutliku stressireziim oli efektiivne soovitud

seisundi loomises katseloomadel. Stressireziimile jairgnevate mootmiste ja katsete kdigus tuli vélja

4 tahtsamat leidu:

e amfetamiini poolt esile-kutsutud kudinate arv oli stressirottidel vaiksem koigis gruppides peale
paljukudisejate paljumaiustajate grupi;

e ka sama grupi rottidel suurenes stressigrupis eesaju koore NA ja NMN tase. Teistes gruppides
aga mitte;

¢ madalamad 5-HIAA tasemed stressirottidel ning erinevused baastasemetes madala positiivse
afektiivsusega rottidel;

e vereseerumi glukoosi tase oli HC HSuc stressigrupil kdige madalam.

Nendest leidudest jareldades vOib vaita, et kuigi paljumaiustajate fenotlip iseseisvalt on
haavatavam stressile, siis paljukudisemise fenotliubiga koosmojul tekib katsegruppide seas kdige
efektiivsem stressivastus; haavatavus valjendub véhekudisejatel. Edasiseks uurimissuunaks antud

teemal vdiks olla sama fenotitpide koosluse uurimine ning mis nende stressivastuses on unikaalset.
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The effects of chronic variable stress and acute amphetamine on monoamines in frontal

cortex of rats with different positive affect and sucrose intake levels

Markus Vares

Summary

Stress results from responses to uncomfortable stimuli in environment, which can cause stress-
related disorders as to which some individuals are more vulnerable to than others, based on
individual differences. Individual differences in trait positive affectivity seem to regulate
vulnerability to stress, as high positive affectivity results in more effective resilience to stress, while
low positive affectivity posits as a vulnerability to stress. Similar inter-individual differences exist
in hedonic capacity as well — brain’s innate ability to experience pleasure and reward — as previous
work has suggested that higher affinity to hedonic reactions can be seen as a vulnerability to stress
effects. Present study further aims to describe interactions between positive affectivity and hedonic
capacity, and how these innate properties can regulate stress responses on behavioural and

neurobiological level.

Current research has focused on the interaction of 50-kHz USV calling and sucrose consumption
phenotypes in chronic stress and acute amphetamine test. The expirement used 80 rats, whose rate
of 50-kHz calls was classified as low-calling or high-calling. After that 40 rats were part of chronic
variable stress regime for 5 weeks followed by a intensification period. During the stress regime
several sucrose consumption tests were implemented to classifiy the sucrose consumption phenotype
of rats. After the stress regime an amphetamine and behavioral tests were carried out. 5 days later
rats were decapitated and their brain tissue was frozen in liquid nitrogen for HPLC and other
measurement tests. In accordance with previous research the results showed that low-calling low
sucrose consuming rats are most vulnerable to stress meanwhile high-calling high sucrose
consuming rats are least vulnerable to stress. The conclusion was made from results that
amphetamine-elicited calls were all reduced by stress effects other than in high-calling high sucrose
consuming stress group, lower blood glucose levels in the same stress group, higher
normetanephrine and noradrenaline levels in the frontal cortex of the same group and lower 5-HIAA

levels in stress groups and differences in base levels in rats with low positive affect.
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Tanusdnad

Sooviksin tdnada oma juhendajaid, kes olid abiks t66 valmimisel ja andsid mulle vGimaluse t66d
antul teemal kirjutada. Téanud veel Marten Varesele, kes andis idee t66 kirjutamiseks ja vdimaluse

katses osaleda ning abi eest t00 kirjutamisel.
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