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Morphine binds to and activates specific opiate receptors that are involved in the
control of various brain functions. LY341495 is a drug developed for research use
that acts as a selective antagonist for group Il metabotropic glutamate receptors.

The thesis work was conducted at the Department of Pharmacology, Faculty of
Medicine of the University of Helsinki, as part of neuropharmacological research. The
aim was to study the effect of LY341495 on the generation of drug memory,
tolerance and withdrawal symptoms, and the effect of LY341495 on the activation of
brain cells. Animal models of addiction were used in the study, and the C57BL/6J
wild-type mouse strain was used as experimental animals. The study used c-Fos as
a marker of neuronal activity. The results were analyzed with statistical tests.

Due to the scope of the research, the amount of data obtained was large, which
made the results reliable. Based on the results, LY341495 has an inhibitory effect on
the generation of drug memory. However, it does not reduce the tolerance of
morphine, nor does it increase or decrease withdrawal symptoms. The clear
inhibitory effect of LY341495 on the generation of drug memory enables it to be used
in addiction research in the future.
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1 Johdanto

OpinnaytetyO tehtiin Helsingin yliopiston l1aaketieteellisen tiedekunnan farmako-
logian osastolla Biomedicumissa osana neurofarmakologista tutkimusta. Farma-
kologian osaston tutkimustyo painottuu keskushermoston farmakologiaan, sy-
dan- ja verenkiertoelimiston farmakologiaan, regeneratiiviseen farmakologiaan
seka suoliston fysiologiaan. Farmakologian osasto tarjoaa farmakologian perus-

opetusta seka valinnaista opetusta laaketieteellisessa tiedekunnassa. [1.]

OpinnaytetyOssa tutkittiin selektiivisen antagonisti LY341495:n vaikutusta huu-
memuistin, toleranssin seka vieroitusoireiden syntyyn ja LY341495:n vaikutusta
aivosolujen aktivaatioon. Tutkimuksessa kaytettiin addiktion eldinmalleja ja koe-
elaimina kaytettiin C57BL/6J-villityyppihiirikantaa.

Nykyinen kasitys riippuvuuden mekanismeista perustuu neurofarmakologisen
tutkimuksen tuloksiin. Riippuvuuden synty edellyttaa sita, etta kayttaja saa riip-
puvuuden kohteesta palkitsevan vaikutuksen (esimerkiksi opiaatista saatava hy-
vanolon tunne). Geneettiset alttiustekijat ja elinymparisto voivat vaikuttaa riippu-
vuuden syntyyn, mutta riippuvuus vaatii aina altistuksen riippuvuuden kohteelle.
[2, luku 21.]

2 Kirjallisuuskatsaus

2.1 Addiktio

Addiktio eli rippuvuus on kroonisesti uusiutuva sairaus, jolle on tunnusomaista
pakonomainen addiktion kohteen tarve/kaytto, kontrollin menetys kayttomaarien
suhteen seka negatiivinen emotionaalinen tila (esimerkiksi ahdistuneisuus ja ar-
tyneisyys), kun addiktion kohteen saanti on estetty. Riippuvuuden muodostumi-
nen addiktion kohteeseen edellyttaa sita, etta addiktion kohde tuottaa mielihy-
vaa. Mita nopeammin kohde tuottaa mielihyvaa, sitd helpommin riippuvuus syn-

tyy. Riippuvuudelle altistavat myos perinndlliset tekijat seka sosiaalinen



oppiminen, mutta ne eivat kuitenkaan itsessaan tuota riippuvuutta. Huumausai-
neiden jatkuvaan kayttoon voi liittya myos sosiaalinen riippuvuus, joka tarkoittaa
huumausaineiden kayton ymparille rakentunutta kaveripiiria. Paihteiden ja huu-
mausaineiden pitkaaikainen kayttd saattaa aiheuttaa muutoksia aivojen toimin-
nassa, mika tekee kayton omaehtoisen lopettamisen erittain vaikeaksi. [3, luku
1;4.]

2.1.1 Addiktiotutkimuksen tarkeys

Addiktio vahentaa ihmisen hyvinvointia ja heikentaa elamanhallintaa, minka
myota riippuvuus voi ottaa entista vahvemman otteen henkilon elamasta. Riip-
puvuuden kohteesta muodostuu elaman keskipiste kaiken muun kustannuk-
sella. Addiktiosta aiheutuva sosiaalinen haitta on merkittava. Henkilon terveet
ihmissuhteet kariutuvat ja tilalle tulee yksinaisyys tai samoin toimivia ihmisia,
toisia addikteja. Addiktion seurauksena voi aiheutua riitaisuutta tai vihan tun-
netta muita ihmisia kohtaan. My0s fyysisesti raskaat vieroitusoireet aiheuttavat
henkista pahoinvointia. Riippuvuudesta seuraa usein fyysisia, psyykkisia, sosi-
aalisia, terveydellisia ja taloudellisia ongelmia. Nama ongelmat kohdistuvat
myds henkilon 1ahipiiriin ja esimerkiksi henkilon kykyyn huolehtia lapsistaan.
Negatiivisista seurauksista huolimatta henkilo ei valttamatta pysty muuttamaan
kaytostaan. Riippuvuudet ja niiden hoito seka oheissairauksien hoito lisdavat
terveydenhuollon kustannuksia yhteiskunnalle. Taman lisaksi riippuvaiset kayt-
tajat saattavat aiheuttaa alueellista rauhattomuutta, turvattomuutta seka jarjes-
tyshairioita. [5; 6.]

2.1.2 Toleranssi

Paihde- ja huumausaineiden jatkuva kaytto johtaa sietokyvyn kasvuun eli tole-
ranssin syntymiseen. Esimerkiksi opiaattien kohdalla jatkuva kayttd voi johtaa
jopa kymmenkertaiseen sietokykyyn, jolloin henkil6 kayttaa niin suurta annosta,
etta se olisi tottumattomalle kuolettavaa. Sietokyvyn nouseminen aiheuttaa
kayttbannosten kasvamisen, kun sama maara ainetta ei enaa tuota toivottua

oloa kuten aiemmin. Jatkuvan kayton aiheuttama toleranssi ja suuret



kayttomaarat tekevat lopettamisesta vaikeaa, mika entisestaan syventaa riippu-

vuutta. Annosten noustessa myos yliannostuksen riski kasvaa. [7.]

2.1.3 Vieroitusoireet

Vieroitusoireet ovat psyykkisia tai fyysisia oireita, jotka johtuvat riippuvuutta ai-
heuttavan aineen saanndllisen kayton lopettamisesta. Riippuvaisen henkilon eli-
mistod on tottunut riippuvuutta aiheuttavan aineen tuomaan olotilaan, jolloin ai-
neen poistuminen elimistosta voi aiheuttaa erilaisia vieroitusoireita. Tavallisim-
pia psyykkisia oireita ovat masentuneisuus, ahdistuneisuus seka unihairiot. Fyy-
sisiin vieroitusoireisiin kuuluu esimerkiksi vapina, hikoilu, sydamen tykytys,
paansarky, pahoinvointi ja jopa kouristukset. Lopetettaessa esimerkiksi alkoho-
lin, opiaattien tai rauhoittavien laakkeiden kayton vieroitusoireet voivat olla hyvin
voimakkaita. Psykostimulanttien tai nikotiinin kayton lopettamisesta johtuvat vie-
roitusoireet voivat olla lievempia ja hallusinogeenien tai kannabistuotteiden vie-
roitusoireet hyvin lievia tai jopa olemattomia. Luonteeltaan vieroitusoireet ovat

ohimenevia, mutta toisinaan vaikeat oireet voivat vaatia hoitoa. [7.]

2.2 Addiktion elainmallit

Elainmallit ovat tarkeita riippuvuuden muodostumiseen vaikuttavien neurofar-
makologisten mekanismien ymmarryksessa. Vaikka riippuvuudesta ei ole ole-
massa taydellisia elainmalleja, elainmalleja on olemassa monille oireyhtyman
elementeille. Eldinmallia voidaan pitaa kokeellisena menetelmana, joka on kehi-
tetty tutkimaan tiettya ihmisessa esiintyvaa ilmiota. Elainmallien luotettavuus pe-
rustuu menetelmien toistettavuuteen ja kokeeseen vaikuttavien olosuhteiden
hallittavuuteen. Koe-elaimet ovat keskenaan (saman kannan sisalla) geneetti-
sesti lahes identtisia, jolloin yksildiden valinen vaihtelu on pienta. Tehtaessa tie-
teellista tutkimusta dataa tarvitaan paljon, jotta tulokset ja niista tehdyt johtopaa-
tOkset olisivat luotettavia. Elainmalleja kehitetaan ja kaytetaan, koska lainsaa-
dannon ja eettisyyden kannalta moniakaan tutkimuksia ei pystyttaisi toteutta-
maan ihmisilla eika keinotekoista vaihtoehtoa useinkaan ole. Usein koe-elaimet

joudutaan lopettamaan kokeen paatyttya esimerkiksi kudosnaytteiden tai elinten



keraamiseksi. Pienten koe-elainten, kuten hiirten, metabolia on hyvin nopea
verrattuna ihmiseen, mika saattaa vaikeuttaa lyhytaikaisesti vaikuttavien ainei-
den tutkimista. Toisaalta nopeasta metaboliasta voi olla myds hyotya esimer-
kiksi ladkeaineen vaikutuksen lakatessa nopeammin (vahemman paallekkaista
vaikutusta esimerkiksi perakkaisina koepaivina). [3, luku 2.]

2.3 Opioidijarjestelma ja morfiini

Opioideihin kuuluvat endogeeniset opioidipeptidit, opioidialkaloidit seka puoli-
synteettiset ja synteettiset opioidit [2, luku 8].

2.3.1 Elimiston opioidijarjestelma

Elimiston omilla opioidipeptideilla eli endorfiineilla on morfiinin kaltaisia farmako-
logisia ominaisuuksia. Endorfiinit voivat sitoutua opioidien reseptoreihin, ja niilla
voi olla opioidien kaltaisia vaikutuksia solutasolla seka kokonaisen elion tasolla.
Opioidipeptidit hyperpolarisoivat hermosoluja lisaamalla K*-kanavien toimintaa
ja vahentavat solunsisaisen Ca?*:n maaraa. Tama vahentaa solujen eritys- ja
supistusaktiivisuutta seka estaa cAMP:n muodostusta. Endorfiinien on arveltu
osallistuvan muistin, emootioiden, muiden korkeampien aivotoimintojen, motorii-
kan, kivuntunnon, kouristusherkkyyden, ruumiinlammon, syomisen, juomisen,
maha-suolikanavan toiminnan, immuunijarjestelman ja hormonierityksen saate-
lyyn. Opioidipeptidit jaetaan kolmeen paaluokkaan: enkefaliinit, dynorfiinit ja -
endorfiinit. Ne pilkkoutuvat isoista prohormoneista proenkefaliinista, prodynorfii-
nista ja pro-opiomelanokortiinista (POMC). Lisaksi on joitakin kolmeen paaluok-
kaan kuulumattomia ja rakenteeltaan erilaisia peptideja (mm. demorfiini, endo-
morfiinit). [2, luku 8.]

2.3.2 Opioidireseptorit

Opioidireseptoreita on I0ydetty kolmenlaisia: p-, 6-, k-opioidireseptorit. Taman
lisaksi opioidireseptoreita on kloonattu neljaa eri tyyppia: MOR, DOR, KOR ja
ORLA1. Opioidireseptorit kytkeytyvat G-proteiineihin monien muiden



peptidivalittdjaaineiden reseptorien tavoin. Niiden toistolahettivaikutukset valitty-
vat estavien Gi- ja Go-kaltaisten G-proteiinien kautta. Inmisella opioidireseptori-
pitoisuuksista suurimmat 10ytyvat aivojen keskiharmaalta alueelta, talamuksen
mediaalisista ja intralaminaarisista tumakkeista, striatumista, amygdalasta, tem-
poraalisesta ja prefrontaalisesta aivokuorelta seka singulaarisella aivokuorelta
ja nucleus caudatuksesta. My0s aivosillan alueelta, ydinjatkoksesta ja pikku-
aivoista l0ytyy opioidireseptoreita. Primaarisella somatosensorisella aivokuo-
rella on vahiten opioidireseptoreita. Myos aareishermostossa on runsaasti erilai-

sia opioidireseptoreja. [2, luvut 8 ja 18.]

2.3.3 Opioidit laakkeena ja huumeina

Opioideja kaytetaan voimakkaan kudosvauriosta aiheutuvan kivun hoitoon an-
nosteltuna kivun voimakkuuden mukaan. Analgesia (kiputunnottomuus), heiken-
tyneet refleksit, hengityslama, mielialavaikutukset (hyvanolontunne, anksiolyysi
eli ahdistuksen lieventyminen), suun kuivuminen sekd ummetus ovat opioidien
vaikutuksia. Analgeettisen vaikutuksen arvellaan johtuvan reseptorien valitta-
man Ca?*-kanavien eston aiheuttamaan nosiseptiivisten valittajaaineiden es-
toon selkaytimen tasolla seka niiden ja K+-kanavien aktivaation valittamaan
hermosolujen hyperpolarisaatioon aivojen ja selkaytimen tasolla. Opioidiresep-
torit ilmentyvat myos presynaptisesti ja estavat GABA:n vapautumista interneu-
roneista. Tama on niin sanotusti disinhibition mekanismi, jolla opioidit vahenta-
vat aivorungon laskevien Kipuaistimusta saatavien ratojen toimintaa seka akti-
voivat ventraalisten keskiaivojen toimintaa, mika vaikuttaa riippuvuuden synty-
mekanismiin. Opioidit ovat voimakkaasti riippuvuutta aiheuttavia paihde- ja laa-
keaineita. Jatkuvassa kaytossa kayttajalle kehittyy toleranssi, jolloin kayttomaa-
rat kasvavat. Taulukossa 1 on esitetty muutamia yleisesti tunnettuja opioideja ja
niiden kayttotarkoituksia. [2, luku 18.]



Taulukko 1. Esimerkkeja opioideista ja niiden kayttotarkoituksia.

Opioidit Kéytto
Oopiumalkaloidit morfiini voimakkaan kivun hoito
kodeiini kipuldake, yskanldake, huumausaine
heroiini kivunlievitys, huumausaine
Puolisynteettiset buprenorfiini kivunlievitys, korvaus- ja vieroitushoito, huumausaine
oksikodoni voimakkaan kivun hoito, huumausaine
fentanyyli anestesian yhteydessa, voimakkaan kivun hoito, huumausaine
Synteettiset metadoni kivunlievitys, vieroitus, korvaushoito
tframadoli kohtalaisen ja kohtalaisen vaikean kivun hoitoon
loperamidi ripuliladke "Imodium"

Suomessa eniten vaarinkaytetty opioidi on buprenorfiini, jonka laillinen kaytto-

tarkoitus on korvaushoitolaake. Opioidiriippuvuus on yleisin syy Suomessa

paihdehoitoon hakeutumiselle. [8.]

2.3.4 Morfiini

Morfiini (C17H19NO3) on opiaattialkaloidi, jota saadaan eristdmalla sitd oopiumu-

nikosta (Papaver somniferum) tai syntetisoimalla sita. Morfiinin kemiallinen ra-

kenne on esitetty kuvassa 1.
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Kuva 1. Morfiinin kemiallinen rakenne. [9.]




Morfiini sitoutuu ja aktivoi spesifisia opiaattireseptoreita, jotka osallistuvat eri ai-
votoimintojen hallintaan. Keskushermostossa ja ruoansulatuskanavassa morfii-
nilla on laaja-alaisia vaikutuksia, kuten analgesia (kiputunnottomuus), ahdistuk-
sen lievitys, euforia, sedaatio, hengityslama seka ruoansulatuskanavan lamaan-
tuminen (ummetus). Morfiini on huonosti rasvaliukoinen, joten sen vaikutus al-
kaa hitaammin kuin muiden opioidien. Morfiinia kaytetaan laaketieteellisesti voi-
makkaan kivun hoidossa. Herkkyys morfiinille on yksildllinen, joten yksildllinen
annostelu kivunhoidossa on tarkeaa. Morfiinin yliannostuksen vasta-aine on
naloksoni. [2, luku 18; 10.]

2.3.5 Naloksoni

Naloksoni (C19H21NQO4) on opioidiantagonisti, joka estaa opioidien vaikutukset
opioidireseptoreihin. Naloksonilla voidaan kumota opioidiyliannostuksen aiheut-
tamat oireet ja se metaboloituu nopeasti maksassa. [2, luku 18.] Kuvassa 2 on

esitettyna naloksonin kemiallinen rakenne.
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Kuva 2. Naloksonin kemiallinen rakenne. [11.]

Naloksonin on todettu aiheuttavan hyperalgesiaa (kipuherkkyys) tilanteissa,
joissa endogeeninen opioidianalgesia on aktivoitunut (esimerkiksi kirurgisen toi-
menpiteen jalkeen). Naloksoni on syntetisoitu tebaiinista (paramorfiini). [2, luku
18.]



2.4 Glutamaattijarjestelma

2.4.1 Glutamaatti

Hapan aminohappo valittajaaine glutamaatti on tarkea aivojen toiminnalle, ja
sita tavataan suurina pitoisuuksina eri osissa aivoja. Aivojen kemiallisesta tie-
donsiirrosta hermosolusta toiseen valittavat aminohapot. Glutamaatti toimii kiih-
dyttavana valittajaaineena monissa pitkissa hermoradoissa. Glutamaatti on ei-
valttdmaton aminohappo, joka ei lapaise veri-aivoestetta, ja se on syntetisoitava
neuroneissa paikallisista esiasteista. Yleisin glutamaatin esiaste synaptisissa
paatteissa on glutamiini. Glutamiini vapautuu gliasoluista, ja kun se on esisy-
naptisissa terminaaleissa, se metaboloituu glutamaatiksi mitokondrioiden gluta-
minaasientsyymin vaikutuksesta. [2, luku 8; 12, luku 6.]

2.4.2 Glutamaattireseptorit

Glutamaatti sitoutuu AMPA-, NMDA- ja kainaattireseptoreihin, joiden rakenne
koostuu suuresta solunulkoisesta osasta, portista seka pienesta solunsisaisesta
osasta. Glutamaattireseptorien lapaisevyys natriumille ja kaliumille lisaantyy
glutamaatin sitoutuessa niihin. NMDA-reseptorit ovat vahiten ioniselektiivisia, jo-
ten ne lapaisevat myos kalsiumia. lonotrooppisten glutamaattireseptorien lisaksi
on olemassa kolmen tyyppisia metabotrooppisia glutamaattireseptoreita (mGlu).
Ne jaetaan kolmeen ryhmaan. Ryhma | sisaltaa mGlu1- ja mGlu5-reseptorin
alatyypit, ryhnma Il mGlu2- ja mGlu3-reseptorin alatyypit seka ryhma lll
mGlu4/6/7/8-reseptorin alatyypit. Nama reseptorit eroavat toisistaan kytken-
tansa suhteen solunsisaisiin lahettimiin ja herkkyytensa farmakologisille aineille.
Monien naiden reseptorien aktivoituminen johtaa postsynaptisten Ca?*- ja Na*-
kanavien estamiseen. [2, luku 2; 12, luku 7.]

2.4.3 mGlu3

mGlu3-reseptorin mRNA:n ja proteiinin ilmentymista on havaittu oligo-
dendrogliaalisissa progenitorisoluissa ja erilaistuneissa oligodendrosyyteissa.



Normaalissa aivokuoressa, valiseinassa ja caudate putamenissa, oligodendro-
syytit osoittavat mGlu3-reseptorin mRNA:n ilmentymisen homogeenista jakautu-
mista, joka lisdantyi vaurioituneissa aivoissa. Ryhman Il agonisteja on kaytetty
paniikkikohtauksien ja ahdistuneisuushairion hoitoon. Vaikka mGlu-reseptorili-
gandien anksiolyyttisen vaikutuksen mekanismia ei ole taysin selvitetty, vaiku-
tus johtunee lisaantyneen glutamatergisen virittyneisyyden vaimenemiseen ai-

vosynapseissa, jotka liittyvat pelkoon ja ahdistuneisuuteen. [13.]

2.4.4 LY341495

LY341495 (C20H19NOs) on laakeyhtio Eli Lillyn tutkimuskayttoon kehittama 1aa-
keaine, joka toimii selektiivisena antagonistina ryhman |l metabotrooppisille glu-
tamaattireseptoreille. Kuvassa 3 on esitetty LY341495:n kemiallinen rakenne.
[14.]

Kuva 3. Antagonisti LY341495:n kemiallinen rakenne [15.]

2.5 c-Fos hermosolujen aktivaation mittarina

c-Fos on valittoman varhaisen vasteen geeni, joka osallistuu solujen lisaantymi-
seen ja erilaistumiseen solunulkoisten arsykkeiden jalkeen, kun taas sen saate-
lyn purkaminen on yhdistetty onkogeeniseen eli syopiin liittyvaan etenemiseen.
Proto-onkogeeni c-Fosin mRNA- ja proteiinitasot indusoituvat nopeasti, mutta
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ohimenevasti arsykkeiden vaikutuksesta. Siksi c-Fosia kaytetaan hermosolujen
aktiivisuuden markkerina (maksimissaan 1,5 h tapahtuman jalkeen), ja se on lii-
tetty useisiin hermo- ja kayttaytymisvasteisiin akuutin arsykkeen ilmentymi-
sessa. c-Fosin ilmeneminen hermosoluissa kalvojen depolarisaation vaikutuk-
sesta riippuu kalsiumionien sisaan virtauksesta janniteohjatun kalsiumkanavan
kautta. Normaalisti c-Fos ekspressoituu suuressa maarassa soluja eri aivoalu-
eilla, jolloin c-Fosia voidaan kayttaa yleisesti hermosolujen aktivaation tutkimi-

sessa. [16.]

3 Tutkimusmenetelmien kuvaus

3.1 Huumemuistikoe

Hiirien huumemuistia tutkittiin kayttaytymiskokeella, jossa hiirien sijaintia videoi-
tiin ja EthoVision-ohjelmalla analysoitiin kunkin hiiren kulkemaa matkaa. Ko-
keessa kaytettiin fysiologista suolaliuosta (saliini), morfiini- seka LY341495-in-
jektioita, jotka annettiin eri lattiamateriaaleilla. Huumemuistin syntymisen lisaksi
tarkoituksena oli myos selvittaa, onko antagonisti LY341495:11a vaikutusta huu-
memuistin syntymiseen. Huumemuistikoe toteutettiin kuvan 4 aikataulun mu-

kaan.

Taulukko 2. Huumemuistikokeen ryhmien saamat injektiot eri paivina (kuva 4).

A B
Ryhma [1.injektio |2.injektio |1.injektio |2.injektio
1 vehikkeli saliini vehikkeli morfiini
2 vehikkeli saliini LY saliini
3 LY saliini LY morfiini
4 vehikkeli saliini vehikkeli saliini

Kokeessa hiiret jaettiin neljaan ryhmaan, jotka saivat eri injektioyhdistelmia tau-
lukon 2 mukaan. Ryhman 4 hiiret toimivat kokeen kontrolleina. Kokeessa oli
mukana 40 hiirta, ja koetilanteeseen otettiin kerrallaan kahdeksan hiirta. Jokai-

nen koetilanne kesti 30 minuuttia.
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MA Tl KE TO PE LA SU

1. koepaiva

Totutus A

2. koepaiva | 3. koepaiva | 4. koepaiva

B A B 1. testi

Kuva 4. Huumemuistikokeen toteutusaikataulu. A/B injektiot selitetty taulukossa
2.

Hiiria ehdollistettiin koepaivina yhdistamaan tietty lattiamateriaali (kuva 5) morfii-
nin tuomaan hyvaan oloon. Kokeessa kaytettiin lattiamateriaaleina vaaleanpu-
naista aaltoilevaa raidallista kylpyhuonemattoa seka vaaleansinista taplikasta
kylpyhuonemattoa, joiden tuntumaeron hiiret tunnistivat. Saliinia (NaCl 0,9 %)
hiiret saivat eri alustalla kuin morfiinia. Koepaivina hiiret saivat vuoropaivin A tai

B -injektiot kuvan 4 aikataulun mukaan.

Kuva 5. Koepaivina koelaatikoissa oli vain toista lattiamateriaalia.

Testipaivina koelaatikossa (kuva 6) hiirilla oli molempia lattiamateriaaleja ja Et-
hoVision-ohjelma (kuva 7) laski matkan lisaksi eri lattiamateriaaleilla vietetyn
ajan sekunneissa. Hiirten odotettiin viihtyvan paremmin materiaalilla, jolla olivat

aiemmin saaneet morfiinia.
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Kuva 6. Testipaivan koelaatikoissa oli kumpaakin lattiamateriaalia.

EthoVision-ohjelmassa keltaiset pikselit merkitsevat analysoitavaa kohdetta ja
punaiset pikselit kohteen perassa merkitsevat kohteen sijaintia viisi sekuntia

aiemmin.

Tnal 17

In progress
0:29:36

Kuva 7. EthoVision-ohjelma analysoi hiirten liiketta testilaatikoissa (kuvassa eh-
dollistumisvaihe).
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Huumemuistikokeessa kaytettiin 20 mg/kg suuruisia morfiini-injektioita ja 3

mg/kg suuruisia LY 341495-injektioita.

3.2 Toleranssikoe

Toleranssikokeessa oli nelja testiryhmaa, yhteensa 40 hiirta, jotka saivat viikon
ajan kahdesti paivassa taulukon 3 mukaiset injektiot.

Taulukko 3. Testiryhmien saamat laakeaineinjektiot.

testiryhma (1. injektio 2. injektio
1 vehikkeli saliini
2 LY saliini
3 vehikkeli morfiini
4 LY morfiini

Toleranssin syntymista testattiin kiputuntotestilla Hot plate analgesia meter -lait-
teistolla +52 “C:ssa. Ennen koetta hiiria totutettiin koetilanteeseen, jotta uudesta
ymparistosta aiheutuva stressi ei myotavaikuttanut tuloksiin. Ensimmainen Kipu-
tuntotesti tehtiin ennen kroonista altistusta, jotta saatiin lahtéarvot (baseline),
joihin lopullisia tuloksia verrattiin. Kiputuntotestissa aluksi mitattiin ensimmainen
lahtoarvo ja 15 minuuttia myohemmin toinen Iahtoarvo, jonka jalkeen hiiri sai
saliini-injektion. 30 minuuttia injektiosta suoritettiin analgesiamittaus, jonka jal-
keen hiiri sai pitoisuudeltaan 10 mg/kg morfiini-injektion. Tasta injektiosta 30 ja
60 minuutin kuluttua suoritettiin ensimmainen ja toinen analgesiamittaus.
Analgesiamittauksissa mitattiin aikaa, kauanko kuluu ennen kuin hiiri alkaa
nayttaa epamukavuuden merkkeja tassuja ravistelemalla. Muita epamukavuu-
den merkkeja olivat kurkottelu ja turkin sukiminen. Toleranssikoe suoritettiin
sokkoutettuna, silla epamukavuuden merkkien tulkinta vaati tutkijalta objektii-

vista tulkintaa.
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3.3 Vieroitusoireet

Kroonisesti morfiinia saaneen hiiren vieroitusoireet syntyvat, kun hermoston al-
tistus huumausaineelle akkia lakkaa. Vieroitusoireet voivat olla seka fyysisia
etta psyykkisia. Tutkimuksessa tutkittiin fyysisesti iimenevia oireita. Kiputunto-
testin jalkeen kroonisesti morfiinia saaneet hiiret saivat 90 mg/kg annoksen
morfiinia (annokset yhteensa 100 mg/kg) ja saliinia saaneet hiiret saivat saliinia.
Kahden tunnin jalkeen hiiret saivat naloksonia, jonka aiheuttamat vieroitusoireet
videoitiin (15 min). Videot analysoitiin tarkkaillen tyypillisimpia vieroitusoireita ja
jokaisen hiiren oireet pisteytettiin.

Taulukko 4. Analysoidut vieroitusoireet

Vieroitusoire Arvo
Kaivaminen (ei/kylla) 0/1
Venyttely 0/1
"Marka koira" ravistelu 01
Tassuilla "leipominen” 0/1
Paan nykiminen 0/1
Kehon vaantelehtiminen |0/1
Silmien ummistaminen 0/1
Karvojen pystyyn nousu  |0/1
"Peruutus” 01
Vieroitusasento 0/1
Tassujen vapina 0/1
Ripuli (ei/vahan/paljon) 0/1/2
Hypyt Ilkm

Hiiret ilmentavat vieroitusoireita monella tavalla (taulukko 4), mutta selkeimpina
merkkeina oli voimakas hyppiminen seka ripuli. Vieroitusoireiden analysointi to-
teutettiin sokkoutettuna, jotta analyysi olisi mahdollisimman objektiivinen.

3.4 c-Fos-vasta-ainevarjays, kuvaus ja aktiivisuuden maaritys

Hiirien aivot tuli kerata ja pakastaa 1,5 h:n kuluttua naloksoni-injektiosta, jolloin
c-Fos:n esiintyminen aivoissa oli suurinta. Dissekoidut ja pakastetut aivot
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leikattiin Leica CM3050 S -kryostaatilla. Aivoleikkeista otettiin talteen c-Fos-

vasta-ainevarjaysta varten taulukon 5 mukaiset nelja aivoleiketta.

Taulukko 5. Tutkittavat aivoalueet seka niiden sijainnit suhteessa bregmaan.

Leike S S e Aivoleikkeesta tutkitut alueet
bregmaan (mm)
1 +0,02 bed nucleus of the stria terminalis (BST) x2
-1,5 paraventrikulaarinen ylatalamus (PV),

mediaalinen talamus (MT),
paraventrikulaarinen hypotalamus (PVHT) x2

3 -2,5 paraventrikulaarinen ylatalamus (PV)

4 -3,0 lateraalihypotalamus (LH) x2

Aivoleikkeet leikattiin etuosasta alkaen pystysuuntaisesti 14 ym:n paksuisiksi
leikkeiksi. Leikatessa oikeiden leikkeiden sijaintia arvioitiin aivoleikkeiden muo-
don ja rakenteen perusteella seka laskemalla leikattujen leikkeiden maaraa
(noin 70 leiketta = 1 mm). Kuvassa 8 sivuttainen poikkileikkaus hiiren aivoista

havainnollistamassa bregman sijaintia pituussuunnassa.

5 4 3 2 1 0 -1 -2 -3 -5

-
-4
-0

mm

-4
' ' ' \ ' i ' ! ! | ’
Bregma Lambda

Kuva 8. Sivuttainen poikkileikkaus hiiren aivoista.

Bregma on viitepiste kallossa, jossa kallon saumat yhtyvat. Kuvassa 9 havain-

nollistettu hiiren kallon saumojen yhtymakohdat seka bregman sijainti.
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Kuva 9. Hiiren kallon saumojen yhtymakohdat.

Varjattaviksi aivoleikkeiksi valittiin 16 eri yksilon aivoleikkeet (4 yksiloa kustakin
ryhmasta). Aivoleikkeille suoritettiin kaksipaivainen c-Fos-vasta-ainevarjays liit-
teen 1 protokollan mukaisesti. Kaikki leikkeet varjattiin yhta aikaa varjayksen sa-
vyerojen valttamiseksi. Varjatyt aivoleikkeet kuvattiin Leica DMR -mikroskoopilla
kayttaen kymmenkertaista (10x) objektiivia seka LAS V4.8 -ohjelmaa. Kuvassa

10 esitetty kohdat, joissa tutkittavat alueet sijaitsivat.
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o bed nucleus of the stria
terminalis (BST)

paraventrikulaarinen
ylatalamus (PV)

mediaalinen
talamus (MT)

paraventrikulaarinen
hypotalamus (PVHT)

O lateraalihypotalamus (LH)

Kuva 10.  Tutkittavien aivoalueiden sijainnit aivoleikkeilla.

Aktivoituneet solut laskettiin ImagedJ-ohjelman avulla. Ohjelma hyddyntaa mus-
tavalko-savyisen kuvan kontrastieroja. Aktivoituneet solut ovat kaikista tummim-

mat pikselit kuvassa.



18

Kuva 11.  A: hiiren 1047 BST. B: hiiren 1089 BST (asetukset exp. 17,6, gain
1,0x, gamma 0,95).

Kuvassa 11 on kymmenkertaisella objektiivilla otetut mikroskooppikuvat hiirien
1047 (A) ja 1089 (B) BST-aivoalueista. ImageJ-ohjelmalla analysoituna hiiren
1047 (A) BST-alueella aktivoituneita soluja oli 20 kpl ja hiiren 1089 (B) BST-alu-

eella aktivoituneita soluja oli 284 kpl.

4 Tulokset

4.1 Huumemuistikoe

Huumemuistikokeessa (kuva 12) pelkastaan saliinia saaneet hiiret eivat kehitta-
neet huumemuistia. Mydskaan LY341495 itsessaan ei aiheuttanut huumemuis-
tia. Morfiinille syntyi tilastollisesti merkitseva huumemuisti (ANOVA, ehdollista-
misryhmien valiset erot, F1,36 = 13,48, p < 0,001). LY341495 esti morfiinin
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huumemuistin muodostumisen (ANOVA, ehdollistamisryhman ja LY-ryhman va-
linen vuorovaikutus, F3,36 = 4,74, p < 0,01).

@ 18004 MM raidallinen+
(=‘§ 3 raidallinen-
g 1350- *%k% n.s
@ .
= n.s. n.s.
8 o00{ 1 M
T
O
© 4504
2
<
0-
LY - + - +
MOR - - o+ %

Kuva 12.  Huumemuistikoe: hiirien raidallisella alueella viettama aika. Jokai-
nen ladkeaineryhma sisalsi kaksi alaryhmaa, joista toisen elaimet saivat
morfiinin raidallisella (ryhma: raidallinen+) ja toisen taplikkaalla (ryhma:
raidallinen-). llman morfiinia nailla ryhmilla ei ollut eroa, eli huumemuis-
tia ei muodostunut. Kuvan merkinnat: n.s. = non significant, ei tilastolli-
sesti merkitseva. *** = p < 0,001, tilastollinen merkitsevyys, t-testi.

Liitteessa 2 esitettyna huumemuistikokeen tulokset taulukossa seka liitteessa 6

huumemuistikokeen tilastoanalyysi.

4.2 Toleranssikoe

Toleranssikokeessa (kuva 13) testattiin aluksi hiirten kiputunto. Kiputunto oli
ryhmien valilla samanlainen perustilanteessa ilman injektiota ja saliini-injektio
jalkeen (ANOVA, ryhmien valiset erot, F1,30 = 2,14, p = 0,12), kuva 13A. Ennen
kroonista morfiiniannostelua morfiini aiheutti kiputunnon vahenemisen (kuva
13B) tilastollisesti merkitsevasti 30 minuutin ja 60 minuutin aikapisteissa
(ANOVA, saliini ja morfiiniryhmien valinen ero, 30 min: F1.30 = 135,8, p <
0,001, 60 min: F1.30 = 94,3, p < 0,001). Kroonisen morfiiniannostelun jalkeen

kiputunto vaheni morfiinin vaikutuksesta tilastollisesti merkitsevasti 30 minuutin
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aikapisteessa (ANOVA, kroonisen annostelun vaikutus, F1.30 = 8,2, p < 0,01),
mutta ei 60 minuutin aikapisteessa (ANOVA, kroonisen annostelun vaikutus,

F1.30 = 3,0, p = 0,09).

A
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“Lahtotila  Saliini
B100 30 min injektiosta
Ennen kroonista Kroonisen altistuksen
80 altistusta jalkeen
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Kuva 13.  A. Perustila B. 30 min injektiosta C. 60 min injektiosta. Kuvan mer-
kinnat: *** = p < 0,001 tilastollinen merkitsevyys saliini- ja morfiiniryh-
mien valilla, ANOVA.### = p < 0,001, tilastollinen merkitsevyys ennen
kroonista altistusta verrattuna kroonisen altistuksen jalkeen, ANOVA.

Liitteessa 3 toleranssikokeen tulokset taulukossa seka liitteessa 7 toleranssiko-
keen tilastollinen analyysi.

4.3 Vieroitusoireet

Kroonisen morfiiniannostelun jalkeen hiirien vieroitusoireet saatiin voimistetusti
esille opioidireseptoriantagonisti naloksonilla. Kaikkien vieroitusoireiden maara
oli lisaantynyt tilastollisesti merkitsevasti kroonisen morfiinin annostelun jalkeen
verrattuna verrokkiryhmiin (kuva 14), jotka saivat kroonisesti keittosuolaliuosta
(ANOVA, F1,30 = 40,6, p < 0,001), mutta LY ei muuttanut vieroitusoireiden
maaraa (ANOVA, F1,30 = 0,22, p = 0,64). Vieroitusoireina esiintyvissa hypyissa
nahtiin samanlainen tulos, eli krooninen morfiini lisasi hyppyjen maaraa
(ANOVA, F1,30 = 28,9, p > 0,001), mutta LY ei vaikuttanut hyppyjen maaraan
(F1,30 = 0,04, p = 0,83).

A Vieroitusoireet B Hypyt
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- 8-
‘o 64 c
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Kuva 14.  A. Vieroitusoireet ryhmittain. B. Hyppyjen lukumaarat ryhmittain.
Kuvien merkinnat: *** = p < 0,001, kroonisesti morfiinia saaneet hiiret
verrattuna kroonisesti keittosuolaa saaneet hiiret, ANOVA.
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Liitteessa 4 vieroitusoireiden tulokset taulukossa seka liitteessa 8 vieroitusoirei-

den tilastollinen analyysi.

4.4 Hermosolujen aktiivisuus

Hermosolujen aktiivisuus vaheni kroonisen morfiinin vaikutuksesta aivoalueella
MT (kuva 15B: ANOVA, F1,9 =13,2, p <0,01) ja lisdantyi aivoalueella PV6
(kuva 15D: ANOVA, F1,9 = 5,9, p < 0,05). Muilla aivoalueilla ei tapahtunut muu-
toksia kroonisen morfiinin tai LY:n vaikutuksesta (Kuva 15A,C,E,F: ANOVA, p >
0,05). Tuloksissa on paljon hajontaa johtuen otoksen pienesta koosta ja siita,

etta kaikkien aivoleikkeiden varjays ei ollut taysin onnistunut.
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Kuva 15.  Hermosolujen aktiivisuusmarkkeri c-Fos:in mukaan aktivoituneiden
hermosolujen maarat analysoiduilla aivoalueilla. Kuvan merkinnat: * = p
< 0,05, * = p < 0,001, krooninen morfiini verrattuna krooniseen salii-
niin.
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Liitteessa 5 aktiivisten solujen laskennalliset tulokset taulukossa seka liitteessa

9 aktiivisten solujen tilastollinen analyysi.

5 Johtopaatokset

Saatujen tulosten perusteella LY341495 vaikuttaa estavasti huumemuistin syn-
tyyn. Morfiinin toleranssia se ei kuitenkaan vahenna, eika se lisaa tai vahenna
vieroitusoireita. Vieroitusoireiden aikainen hermosolujen aktiivisuus muuttui MT-
ja PV6-alueella, mutta ei muualla: MT-alueella aktiivisuus vaheni ja PV6-alu-
eella aktiivisuus lisaantyi. Morfiinin vaikutus verrattuna kontrolliryhmaan (saliini)
on selkea, mika osoittaa injektioiden onnistuneen. LY341495:11a itsessaan ei ole
vaikutusta verrattuna sen kontrolliryhmaan (vehikkeli), mika oli odotettua.

Hiiria oli totutettu kasittelyyn, koetilanteisiin ja injektioihin, joten niiden ei voida
katsoa vaikuttaneen tuloksiin. Toleranssikoe seka vieroitusoireiden analysointi
suoritettiin sokkoutettuna, silla tulkinta vaati tutkijalta objektiivista tulkintaa. Nain

saatiin mahdollisimman luotettavia tuloksia.

LY341495:n selkea estava vaikutus huumemuistin syntyyn mahdollistaa, etta

sille voisi olla jatkossa kayttoa addiktiotutkimuksessa.
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Liite 1
1(4)

-Fos-protokolla

1st day procedure (time: at least 60 min)

Important: The needed volume for one jar is approximately 160 ml. This volume is just enough to
cover all the slides (10 slides per slide holder in a jar). To be safe, you may use just a bit less than

200 ml in a single jar.

Bubble technique refers to pipetting 500 pl / glass slide which has a hydrophobic barrier. The
hydrophobic barrier, created with the Liquid Blocker Super Pap Pen, prevents polar liquid solutions
from dispersing over the glass slides, thus creating a "bubble” of liquid on the slide.

1) Bring slides to RT from -80 °C (open slide boxes only in -20 °C freezer or inside cryostat)
2) Mark the borders of the glass slides (use the Liquid Blocker Super Pap Pen)

3) Immerse the glass slides (which are in the slide holder) in 4 % PFA / 1x PBS (keep the slides in
1 jar for 10 min; keep on ice in a fume hood) > Fixation

4) Wash the glass slides in 1x TBS-T (keep the slides in 3 jars; each for 3 min; RT)

5) Immerse the glass slides in 0.3-1 % H202 / methanol (keep the slides in 1 jar for 15 min; RT)

-> Blocks endogenous peroxidase (= Peroxidase quenching)

6) Wash the glass slides in 1x TBS-T (keep the slides in 3 jars; each for 3 min; RT)

7) Put some 1x TBS-wet paper towels at the base of the tray to create a humid atmosphere. Move

the glass slides onto the sticks inside the tray.

8) Incubate in Endogenous protein blocking solution (bubble technique; 15 min; RT) >
Blocks endogenous protein

9) Suction away liquid in excess from the glass slides with vacuum (the slides should not dry!)

Tip: With 10 or more slides, you may progress with 5 samples at once (unless you are fast).
Suction away excess liquid from 5 slides and then pipette the last solution (step 10) onto these

slides. Continue with another 5 slides in a similar manner. Continue normally afterwards.
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10) Incubate the glass slides in Primary antibody solution (bubble technique; O/N; +4 °C OR
60-120 min; RT)

-During incubation, there is no need for a shaker.
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2" day procedure (time: at least 130 min)

Note: The needed volume for one jar is approximately 160 ml. This volume is just enough to cover
all the slides (10 slides per holder in a jar). To be safe, you may use just a bit less than 200 ml of

solution in a single jar.

Bubble technique: 500 ul / glass slide.

1) Wash the glass slides in 1x TBS-T (keep the slides in 3 jars; each for 3 min; RT)

2) Incubate the glass slides in Secondary antibody solution (bubble technique; 30 min, can
wait till 1 h; RT)

3) Remember the ABC-solution. Put the solution onto a shaker for mixing for at least 30 min

before use.
4) Wash the glass slides in 1x TBS-T (keep the slides in 3 jars; each for 3 min; RT)

5) Incubate the glass slides in Avidin/Biotin peroxidase complex (bubble technique; 30 min,
can wait till 1 h; RT)

6) Wash the glass slides in 1x TBS-T (keep the slides in 3 jars; each 3 min; RT)
-Do not discard the 1x TBS-T in the last (the cleanest) jar.

7) Stain the glass slides with DABNi (bubble technique; 5-6 min, max 10 min; The time needs

to be tested before hand because it may vary; RT)

Tip 1: Take 1 glass slide and place it in a new slide holder with a carry handle. Leave the rest in 1x TBS-T.
Do the stain with DABNi and measure the precise time required for a faint black color to appear on the edges

of the brain samples and on the samples themselves.

Tip 2: With the one glass slide, continue to step 8 and 9. Leave this glass slide (in the slide holder) in the last
(the cleanest) 1x TBS-T jar in step 9. When you arrive at step 9 with the rest of the glass slides, place all the
slides in the same holder when you are at the last 1X TBS-T jar. Continue normally. The results should not

be affected even if the one glass slide gets a bit more washing time with the rest of the glass slides.



Tip 3: When staining 10 or more samples, start the counting of the incubation time on the first sample onto
which bubble technique has been applied. If you stain 10 or more samples and start the counting on the last
sample, the first sample will get more incubation time than the last sample. The effect is also increased
because it will take additional time to place the slides back to the slide holder in the order of incubation.
During this time, the DABNi reaction continues; The reaction stops once the slides are immersed in mQ-

water.

8) Immerse the glass slides immediately in mQ-Hz0 (keep the slides in 1 jar for 2 min; RT)

9) Wash the glass slides in 1x TBS-T (keep the slides in 2 jars; each for 3 min or longer; RT)

10) Wash the glass slides in mQ-H:O (keep the slides in 3 jars; each for 2 min; RT; fumehood)

11) Wash the glass slides in 70 % EtOH (2 jars; each for 2 min; RT; fumehood)

12) Wash the glass slides in 96 % EtOH (2 jars; each for 2 min; RT; fumehood)

13) Wash the glass slides in 100 % EtOH (2 jars; each for 2 min; RT; fumehood)

14) Wash the glass slides in Histoclear (2 jars; each for 2 min; RT; fumehood)

15) Add coverslips with DPX mounting medium or Coverquick (RT; fumehood; use a clean

disposable glass/plastic pipette, discard the pipet after use)

-Place a coverslip onto the glass slide after you have pipetted 3 drops of mounting medium (DPX
or Coverquick) onto the glass slide (1 drop near the top of the glass part, 1 at the center, 1 at the
bottom). Work with 1 or 2 slides at once to prevent the medium from becoming too solid. In case
air bubbles are formed, break the bubbles (with the glass pipette or the coverslip). Place the slides

in a dry place for storage. Observe the samples with 10x objective lens.

-Different EtOHs and Histoclear can be put back into the bottles where they were taken from and
stored at +4 C° provided that the solutions are still clean; Otherwise locate the appropriate waste
containers.
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Toleranssikokeen tulokset

mouse_id [sex weight hakki basall basal2 sal_ml mor 30 min [mor 60 min [Ryhmi

TAal1032C Uros 33.00 1 7,5 11,4 10,5 13,4 25 1
TAa1033C Uros 34.00 1 15,8 8,7 11,2 17 15,3 1
TAal1047C Naaras 23.00 10 9,2 12,7 11,3 20,1 18,1 1
TAa1055C Naaras 25.00 10 12,5 11,6 14,5 13,6 12,1 1
TAal1073C Naaras 23.00 29 15,3 14,2 20,8 16,8 18,4 1
TAa1074C Naaras 26.00 29 16,1 15,6 15 17,2 17,5 1
TAa1098C Uros 37.00 43 10,1 13,1 13,1 15,7 14 1
TAal1099C Uros 40.00 43 14,7 14,9 20,5 21,8 19 1
TAa1034C Uros 38.00 1 8,2 17,7 19,2 19,3 17,4 2
TAal1035C Uros 36.00 6 7,8 12,4 17,4 35,9 32,5 2
TAa1052C Uros 35.00 12 9,4 14,3 17,9 22,8 27,4 2
TAal1053C Uros 33.00 12 9,4 16,8 21,9 15,7 18,2 2
TAa1076C Uros 34.00 30 13,2 9,1 12,2 24,1 29,8 2
TAa1081C Uros 31.00 33 8,8 15,6 12,5 20,5 23,7 2
TAa1100C Naaras 24.00 41 14,3 12,8 8,4 15,3 19,7 2
TAal1101C Naaras 23.00 41 11,4 8,9 8,1 11,6 14,2 2
TAa1095C Naaras 32.00 44 10,9 9,6 11,2 17 9,4 2
TAa1096C Naaras 28.00 44 13,2 11,4 15,1 24,2 18,3 2
TAal1038C Naaras 27.00 7 12,1 15,4 15,3 16 22,5 3
TAa1039C Naaras 31.00 7 14 17,1 17,6 22,8 26,5 3
TAal054C Uros 36.00 12 13,9 16 16,7 28,4 21,6 3
TAa1059C Uros 34.00 27 20,9 15,4 15,3 25,5 25,1 3
TAal1065C Naaras 23.00 35 19,5 12,1 14,7 14,9 13,5 3
TAa1085C Naaras 23.00 35 20,8 12,2 13,6 25,5 13,7 3
TAal1086C Uros 29.00 37 14,5 13,3 12,6 20,4 22 3
TAa1090C Uros 30.00 52 17,8 12,6 18,6 17,4 23,8 3
TAal1091C Uros 31.00 52 12,9 16,3 13,2 32,5 29,2 3
TAa1040C Naaras 32.00 7 13,1 14,1 14,4 13,8 21,1 4
TAa1050C Uros 32.00 9 12,5 8,8 16,3 30,2 27,4 4
TAa1061C Uros 31.00 28 8,3 13,8 13,5 17,8 17,2 4
TAa1062C Uros 31.00 28 17,1 21,5 16,3 25,9 39,1 4
TAal1103C Naaras 24.00 35 16,5 14,2 19,2 18,8 20,7 4
TAa1097C Uros 41.00 43 9,8 14,8 14,1 21,9 17,7 4
TAal1102C Naaras 33.00 41 18,9 11,2 11,9 22,3 33,1 4
TAa1088C Uros 28.00 37 15 12,8 16,7 22,2 25,6 4
TAal1089C Uros 28.00 37 13,5 11,2 16,6 15,1 19,5 4
TAa1094C Naaras 30.00 44 16,7 15,2 17,2 19,2 23,5 4
TAal1092C Uros 34.00 52 14,8 15,9 14,7 24 21 4




Vieroitusoireiden pisteytykset

Hiiri Sukupuoli| 1. inj 2. inj Ryhma |Pisteet |Hypyt
1032|Uros veh sal 1 2
1033|Uros veh sal 1 1
1047|Naaras |veh sal 1 1
1055|Naaras |veh sal 1 1
1098|Uros veh sal 1 3 5
1099|Uros veh sal 1 2
1034 |Uros LY sal 2 1
1052 |Uros LY sal 2 2 1
1053|Uros LY sal 2 3
1076|Uros LY sal 2 6 12
1081|Uros LY sal 2 8
1095|Naaras |LY sal 2 3 1
1096|Naaras |LY sal 2 3
1100|Naaras LY sal 2 4
1101|Naaras LY sal 2 3
1038|Naaras |veh mor 3 7 18
1039|Naaras |veh mor 3 7 35
1054|Uros veh mor 3 7 2
1059|Uros veh mor 3 6
1065|Naaras |veh mor 3 9 19
1085|Naaras |veh mor 3 4 25
1086|Uros veh mor 3 7 12
1090|Uros veh mor 3 7 14
1091 |Uros veh mor 3 10 41
1040|Naaras LY mor 4 7 6
1050|Uros LY mor 4 7 9
1061|Uros LY mor 4 8 15
1062 |Uros LY mor 4 9 23
1088|Uros LY mor 4 8 32
1089|Uros LY mor 4 9 24
1092 |Uros LY mor 4 8 36
1094 |Naaras LY mor 4 5 23
1097 |Uros LY mor 4 5 19
1103 |Naaras LY mor 4 7 8
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Aktiivisten solujen laskennalliset tulokset

hiiri ryhma BST MT PVHT PV LH
1032 1 52 51 66 42,5 22
1033 1 39,5 74 130 46,5 1
1047 1 25 103 241 36 0
1099 1 80,5 74 114 73 17,5
1052 2 25 7 47 21,5 0
1081 2 214 64 112 77 22,5
1095 2 7,5 62 219 50,5 5,5
1038 3 25 1 4 1 16
1065 3 66 12 122 34 0
1086 3 120 26 97 20,5 26,5
1061 4 226 2 5 33,5
1062 4 19,5 0 0 0 2
1089 4 249 19 137 32,5 16,5
1094 4 18 34 121 51,5 0
Ryhmien keskiarvot
ryhma BST MT PVHT PV LH
1 49,3 75,5 137,8 49,5 10,1
2 82,2 44,3 126,0 49,7 9,3
3 70,3 13,0 74,3 18,5 14,2
4 128,1 17,7 65,0 22,3 13,0




Huumemuistikokeen tilastoanalyysi

Table Analyzed

Two-way ANOVA
Alpha

Source of Variation
Interaction
treatment_group
subgroup

ANOVA table
Interaction
treatment_group
subgroup
Residual

Huumemuistitesti

Ordinary
0,05

% of total va P value

20,37 0,0069 **
3,393 0,5081 ns
19,33 0,0008 ***
SS DF MS
609016 3
101446 3
577915 1

1,54E+06 36

Liite 6
(1)

P value summary Significant?

Yes

No

Yes

F (DFn, DFd) P value
203005 F (3,36) =4.735 P =0.0069

33815 F (3, 36) =0.7888 P =0.5081
577915 F (1,36) =13.48 P =0.0008
42871



Toleranssikokeen tilastoanalyysi

Output Created
Comments

Input

Missing Value Handling

Syntax

Resources

Notes

Data

Active Dataset
Filter

Weight

Split File

N of Rows in Working
Data File

Definition of Missing

Cases Used

Processor Time
Elapsed Time
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03-DEC-2021 11:48:...

/Users/aittaaho/Docume
nts/AA-
Teemu/Opetus/ohjattav
at/kaljala_laura/mglur_a
ntago_mor_toler_withd_s
yksy2020/Untitled2_ant
ag_mor_toler_hotplate_v
er2_outliars.spv.sav

DataSet2
<none>
<none>
<none>
38

User-defined missing
values are treated as
missing.

Statistics are based on
all cases with valid data
for all variables in the
model.

GLM
@1chal_mor30_mpe
@2chal_mor30_mpe BY
group sex_code
/WSFACTOR=time 2
Polynomial
/METHOD=SSTYPE(3)
/CRITERIA=ALPHA(.05)
/WSDESIGN=time
/DESIGN=group
sex_code
group*sex_code.

00:00:00.03
00:00:00.00

Within-Subjects

Factors
Measure: MEASURE_1
Dependent
time Variable
1 @1chal_mor
30_mpe
2 @2chal_mor
30_mpe
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Between-Subjects

Factors
N
group 1 8
2 10
3 9
4 11
sex_code 1 22
2 16
Multivariate Tests®
Effect Value F Hypothesis df  Error df
time Pillai's Trace .217 8.312° 1.000 30.000
Wilks' Lambda .783 8.312° 1.000 30.000
Hotelling's Trace 277 8.312° 1.000 30.000
Roy's Largest Root 277 8.312° 1.000 30.000
time * group Pillai's Trace .024 .250° 3.000 30.000
Wilks' Lambda .976 .250° 3.000 30.000
Hotelling's Trace .025 250" 3.000 30.000
Roy's Largest Root .025 .250° 3.000 30.000
time * sex_code Pillai's Trace .035 1.077° 1.000 30.000
Wilks' Lambda .965 1.077° 1.000 30.000
Hotelling's Trace .036 1.077° 1.000 30.000
Roy's Largest Root .036 1.077° 1.000 30.000
time * group * sex_code Pillai's Trace .034 .350° 3.000 30.000
Wilks' Lambda .966 .350° 3.000 30.000
Hotelling's Trace .035 .350° 3.000 30.000
Roy's Largest Root .035 .350° 3.000 30.000

Page 2
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Multivariate Tests?

Effect Sig.
time Pillai's Trace .007
Wilks' Lambda .007
Hotelling's Trace .007
Roy's Largest Root .007
time * group Pillai's Trace .861
Wilks' Lambda .861
Hotelling's Trace .861
Roy's Largest Root .861
time * sex_code Pillai's Trace .308
Wilks' Lambda .308
Hotelling's Trace .308
Roy's Largest Root .308
time * group * sex_code Pillai's Trace .789
Wilks' Lambda .789
Hotelling's Trace .789
Roy's Largest Root .789

a. Design: Intercept + group + sex_code + group * sex_code
Within Subjects Design: time

b. Exact statistic

Mauchly's Test of Sphericity?
Measure: MEASURE_1

Epsilonb
Approx. Chi- Greeqhouse-
Within Subjects Effect Mauchly's W Square df Sig. Geisser
time 1.000 .000 0 . 1.000

Mauchly's Test of Sphericity?
Measure: MEASURE_1

Epsilonb

Within Subjects Effect Huynh-Feldt Lower-bound

time 1.000 1.000

Tests the null hypothesis that the error covariance matrix of the orthonormalized transformed
dependent variables is proportional to an identity matrix.

a. Design: Intercept + group + sex_code + group * sex_code
Within Subjects Design: time

b. May be used to adjust the degrees of freedom for the averaged tests of significance.
Corrected tests are displayed in the Tests of Within-Subjects Effects table.

Page 3



Measure: MEASURE_1

Tests of Within-Subjects Effects

Type lll Sum of

Source Squares df Mean Square
time Sphericity Assumed 1859.311 1 1859.311
Greenhouse-Geisser 1859.311 1.000 1859.311
Huynh-Feldt 1859.311 1.000 1859.311
Lower-bound 1859.311 1.000 1859.311
time * group Sphericity Assumed 167.570 3 55.857
Greenhouse-Geisser 167.570 3.000 55.857
Huynh-Feldt 167.570 3.000 55.857
Lower-bound 167.570 3.000 55.857
time * sex_code Sphericity Assumed 240.913 1 240.913
Greenhouse-Geisser 240.913 1.000 240.913
Huynh-Feldt 240.913 1.000 240.913
Lower-bound 240.913 1.000 240.913
time * group * sex_code Sphericity Assumed 234.872 3 78.291
Greenhouse-Geisser 234.872 3.000 78.291
Huynh-Feldt 234.872 3.000 78.291
Lower-bound 234.872 3.000 78.291
Error(time) Sphericity Assumed 6710.598 30 223.687
Greenhouse-Geisser 6710.598 30.000 223.687
Huynh-Feldt 6710.598 30.000 223.687
Lower-bound 6710.598 30.000 223.687
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Tests of Within-Subjects Effects

Measure: MEASURE_1

Source F Sig.

time Sphericity Assumed 8.312 .007
Greenhouse-Geisser 8.312 .007
Huynh-Feldt 8.312 .007
Lower-bound 8.312 .007

time * group Sphericity Assumed .250 .861
Greenhouse-Geisser .250 .861
Huynh-Feldt .250 .861
Lower-bound .250 .861

time * sex_code Sphericity Assumed 1.077 .308
Greenhouse-Geisser 1.077 .308
Huynh-Feldt 1.077 .308
Lower-bound 1.077 .308

time * group * sex_code Sphericity Assumed .350 .789
Greenhouse-Geisser .350 .789
Huynh-Feldt .350 .789
Lower-bound .350 .789

Error(time)

Sphericity Assumed

Greenhouse-Geisser
Huynh-Feldt
Lower-bound

Tests of Within-Subjects Contrasts

Measure: MEASURE_1

Type Il Sum of
Source time Squares df Mean Square F
time Linear 1859.311 1 1859.311 8.312
time * group Linear 167.570 3 55.857 .250
time * sex_code Linear 240.913 1 240.913 1.077
time * group * sex_code Linear 234.872 3 78.291 .350
Error(time) Linear 6710.598 30 223.687

Page 5
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Tests of Within-Subjects Contrasts
Measure: MEASURE_1

Source time Sig.
time Linear .007
time * group Linear .861
time * sex_code Linear .308
time * group * sex_code Linear .789
Error(time) Linear

Tests of Between-Subjects Effects
Measure: MEASURE_1
Transformed Variable: Average

Type Ill Sum of

Source Squares df Mean Square F Sig.
Intercept 61974.131 1 61974.131 179.425 .000
group 1309.630 3 436.543 1.264 .304
sex_code 2784.704 1 2784.704 8.062 .008
group * sex_code 228.037 3 76.012 .220 .882
Error 10362.102 30 345.403
Notes

Output Created 03-DEC-2021 11:49:...
Comments
Input Data /Users/aittaaho/Docume

nts/AA-

Teemu/Opetus/ohjattav
at/kaljala_laura/mglur_a
ntago_mor_toler_withd_s
yksy2020/Untitled2_ant
ag_mor_toler_hotplate_v
er2_outliars.spv.sav

Active Dataset DataSet2

Filter <none>

Weight <none>

Split File <none>

N of Rows in Working 38

Data File

Missing Value Handling Definition of Missing User-defined missing

values are treated as
missing.

Cases Used Statistics are based on

all cases with valid data
for all variables in the
model.
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Notes
Syntax
Resources Processor Time
Elapsed Time

Liite 7
7 (12)

GLM
@1chal_mor60_mpe
@2chal_mor60_mpe BY
group sex_code
/WSFACTOR=time 2
Polynomial
/METHOD=SSTYPE(3)
/CRITERIA=ALPHA(.05)
/WSDESIGN=time
/DESIGN=group
sex_code
group*sex_code.

00:00:00.03
00:00:00.00

Within-Subjects

Factors
Measure: MEASURE_1
Dependent
time Variable
1 @1chal_mor
60_mpe
2 @2chal_mor
60_mpe

Between-Subjects
Factors

group
10

22
16

1
2
3
4 11
sex_code 1
2
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Multivariate Tests?

Effect Value F Hypothesis df  Error df
time Pillai's Trace .091 2.995° 1.000 30.000
Wilks' Lambda .909 2.995° 1.000 30.000
Hotelling's Trace .100 2.995° 1.000 30.000
Roy's Largest Root .100 2.995° 1.000 30.000
time * group Pillai's Trace .108 1.212° 3.000 30.000
Wilks' Lambda .892 1.212° 3.000 30.000
Hotelling's Trace 121 1.212° 3.000 30.000
Roy's Largest Root 121 1.212° 3.000  30.000
time * sex_code Pillai's Trace .000 .000° 1.000 30.000
Wilks' Lambda 1.000 .000° 1.000  30.000
Hotelling's Trace .000 .000° 1.000 30.000
Roy's Largest Root .000 .000° 1.000 30.000
time * group * sex_code Pillai's Trace .042 .443° 3.000 30.000
Wilks' Lambda .958 .443° 3.000 30.000
Hotelling's Trace .044 .443° 3.000 30.000
Roy's Largest Root .044 .443° 3.000 30.000
Multivariate Tests®
Effect Sig.
time Pillai's Trace .094
Wilks' Lambda .094
Hotelling's Trace .094
Roy's Largest Root .094
time * group Pillai's Trace .322
Wilks' Lambda .322
Hotelling's Trace .322
Roy's Largest Root .322
time * sex_code Pillai's Trace .998
Wilks' Lambda .998
Hotelling's Trace .998
Roy's Largest Root .998
time * group * sex_code Pillai's Trace 724
Wilks' Lambda 724
Hotelling's Trace 724
Roy's Largest Root 724
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Liite 7
9 (12)

a. Design: Intercept + group + sex_code + group * sex_code
Within Subjects Design: time

b. Exact statistic

Mauchly's Test of Sphericity?
Measure: MEASURE_1

Epsilonb
Approx. Chi- Greenhouse-
Within Subjects Effect Mauchly's W Square df Sig. Geisser
time 1.000 .000 0 . 1.000

Mauchly's Test of Sphericity?
Measure: MEASURE_1

Epsilon®

Within Subjects Effect Huynh-Feldt Lower-bound

time 1.000 1.000

Tests the null hypothesis that the error covariance matrix of the orthonormalized transformed
dependent variables is proportional to an identity matrix.

a. Design: Intercept + group + sex_code + group * sex_code
Within Subjects Design: time

b. May be used to adjust the degrees of freedom for the averaged tests of significance.
Corrected tests are displayed in the Tests of Within-Subjects Effects table.
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Measure: MEASURE_1

(12)

Tests of Within-Subjects Effects

Type Il Sum of

Source Squares df Mean Square
time Sphericity Assumed 1173.702 1 1173.702
Greenhouse-Geisser 1173.702 1.000 1173.702
Huynh-Feldt 1173.702 1.000 1173.702
Lower-bound 1173.702 1.000 1173.702
time * group Sphericity Assumed 1424.548 3 474.849
Greenhouse-Geisser 1424.548 3.000 474.849
Huynh-Feldt 1424.548 3.000 474.849
Lower-bound 1424.548 3.000 474.849
time * sex_code Sphericity Assumed .004 1 .004
Greenhouse-Geisser .004 1.000 .004
Huynh-Feldt .004 1.000 .004
Lower-bound .004 1.000 .004
time * group * sex_code Sphericity Assumed 521.407 & 173.802
Greenhouse-Geisser 521.407 3.000 173.802
Huynh-Feldt 521.407 3.000 173.802
Lower-bound 521.407 3.000 173.802
Error(time) Sphericity Assumed 11756.794 30 391.893
Greenhouse-Geisser 11756.794 30.000 391.893
Huynh-Feldt 11756.794 30.000 391.893
Lower-bound 11756.794 30.000 391.893
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Measure: MEASURE_1

(12)

Tests of Within-Subjects Effects

Source F Sig.
time Sphericity Assumed 2.995 .094
Greenhouse-Geisser 2.995 .094
Huynh-Feldt 2.995 .094
Lower-bound 2.995 .094
time * group Sphericity Assumed 1.212 .322
Greenhouse-Geisser 1.212 .322
Huynh-Feldt 1.212 .322
Lower-bound 1.212 .322
time * sex_code Sphericity Assumed .000 .998
Greenhouse-Geisser .000 .998
Huynh-Feldt .000 .998
Lower-bound .000 .998
time * group * sex_code Sphericity Assumed .443 724
Greenhouse-Geisser .443 724
Huynh-Feldt .443 724
Lower-bound .443 724

Error(time)

Sphericity Assumed
Greenhouse-Geisser
Huynh-Feldt

Lower-bound

Measure: MEASURE_1

Tests of Within-Subjects Contrasts

Type Il Sum of

Source time Squares df Mean Square F
time Linear 1173.702 1 1173.702 2.995
time * group Linear 1424.548 3] 474.849 1.212
time * sex_code Linear .004 1 .004 .000
time * group * sex_code Linear 521.407 3 173.802 443
Error(time) Linear 11756.794 30 391.893
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(12)

Tests of Within-Subjects Contrasts

Measure: MEASURE_1

Source time Sig.

time Linear .094
time * group Linear .322
time * sex_code Linear .998
time * group * sex_code Linear 724

Error(time) Linear

Tests of Between-Subjects Effects

Measure: MEASURE_1
Transformed Variable: Average

Type Il Sum of

Source Squares df Mean Square F Sig.
Intercept 73640.397 1 73640.397 195.289 .000
group 2316.285 3 772.095 2.048 .128
sex_code 4983.439 1 4983.439 13.216 .001
group * sex_code 1031.830 3 343.943 912 447
Error 11312.510 30 377.084
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Vieroitusoireiden tilastoanalyysi

Univariate Analysis of Variance

Notes

Output Created
Comments

Input Data

Active Dataset
Filter

Weight

Split File

N of Rows in Working
Data File

Missing Value Handling Definition of Missing

Cases Used
Syntax
Resources Processor Time
Elapsed Time

01-FEB-2022 14:06:29

/Users/aittaaho/Docume
nts/AA-
Teemu/Opetus/ohjattav
at/kaljala_laura/mglur_a
ntago_mor_toler_withd_s
yksy2020/Untitled2_wit
hdrawal_ly_antag_tehtiin
_tasta_laura.sav

DataSet1
<none>
<none>
<none>
34

User-defined missing
values are treated as
missing.

Statistics are based on
all cases with valid data
for all variables in the
model.

UNIANOVA jumps BY
ekainj tokainj
/METHOD=SSTYPE(3)
/INTERCEPT=INCLUDE
/CRITERIA=ALPHA
(0.05)
/DESIGN=ekainj
tokainj ekainj*tokainj.

00:00:00.01
00:00:00.00

Between-Subjects

Factors
N
eka inj LY 20
veh 14
toka inj mor 19
sal 15

Liite 8
1(3)
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Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: jumps

Type Il Sum of

Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 2641.8192 3 880.606 10.307 .000
Intercept 3184.580 1 3184.580 37.274 .000
ekainj 4.145 1 4.145 .049 .827
tokainj 2471.884 1 2471.884 28.932 .000
ekainj * tokainj .841 1 .841 .010 .922
Error 2563.122 30 85.437

Total 9452.000 34

Corrected Total 5204.941 33

a. R Squared = .508 (Adjusted R Squared = .458)

Univariate Analysis of Variance

Output Created
Comments
Input

Missing Value Handling

Syntax

Notes

Data

Active Dataset
Filter

Weight

Split File

N of Rows in Working
Data File

Definition of Missing

Cases Used

01-FEB-2022 14:21:42

/Users/aittaaho/Docume
nts/AA-
Teemu/Opetus/ohjattav
at/kaljala_laura/mglur_a
ntago_mor_toler_withd_s
yksy2020/Untitled2_wit
hdrawal_ly_antag_tehtiin
_tasta_laura.sav

DataSet1
<none>
<none>
<none>
34

User-defined missing
values are treated as
missing.

Statistics are based on
all cases with valid data
for all variables in the
model.

UNIANOVA total BY
ekainj tokainj
/METHOD=SSTYPE(3)
/INTERCEPT=INCLUDE
/CRITERIA=ALPHA
(0.05)
/DESIGN=ekainj
tokainj ekainj*tokainj.
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Notes

Resources Processor Time
Elapsed Time

00:00:00.01
00:00:00.00

Between-Subjects

Factors
N
eka inj LY 20
veh 14
toka inj mor 19
sal 15

Tests of Between-Subjects Effects

Dependent Variable: total

Type 11l Sum of

Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 4157.1132 3 1385.704 14.163 .000
Intercept 6962.841 1 6962.841 71.167 .000
ekainj 21.884 1 21.884 .224 .640
tokainj 3971.745 1 3971.745 40.595 .000
ekainj * tokainj 1.432 1 1.432 .015 .905
Error 2935.122 30 97.837

Total 16250.000 34

Corrected Total 7092.235 33

a. R Squared = .586 (Adjusted R Squared = .545)
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Liite 9
1(2)

Aktiivisten solujen tilastoanalyysi

Tests of Between-Subjects Effects

Type Il Sum of
Source Dependent Variable Squares df Mean Square
Corrected Model BST 4043.494°2 3 1347.831
MT 8776.897° 3 2925.632
PVHT 9361.814° 3 3120.605
PV6 11403.692 ¢ 3 3801.231
LH 97.543° 3 32.514
Intercept BST 70686.050 1 70686.050
MT 18120.200 1 18120.200
PVHT 143877.339 1 143877.339
PV6 43059.200 1 43059.200
LH 1266.701 1 1266.701
veh_vai_ly BST 2698.939 1 2698.939
MT 561.800 1 561.800
Tassé on varsinaiset tilastotulokset! PVHT .006 1 .006
PV6 460.800 1 460.800
LH 61.835 1 61.835
sal_vai_mor BST 947.606 1 947.606
Tassé on varsinaiset tilastotulokset! Ml 6360:556 i 6360:556
PVHT 8556.006 1 8556.006
PV6 8000.000 1 8000.000
LH .613 1 .613
veh_vai_ly * sal_vai_mor BST 48.050 1 48.050
MT 1027.222 1 1027.222
PVHT 438.672 1 438.672
PV6 3699.200 1 3699.200
LH 41.568 1 41.568
Error BST 67775.583 9 7530.620
MT 4348.333 9 483.148
PVHT 50473.417 9 5608.157
PV6 12218.000 9 1357.556
LH 1174.688 9 130.521
Total BST 139933.000 13
MT 34489.000 13
PVHT 212766.000 13
PV6 67122.000 13
LH 2562.250 13
Corrected Total BST 71819.077 12
MT 13125.231 12
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Tests of Between-Subjects Effects

Source Dependent Variable F Sig.
Corrected Model BST 179 .908
MT 6.055 .015
PVHT .556 .657
PV6 2.800 .101
LH .249 .860
Intercept BST 9.386 .013
MT 37.504 .000
PVHT 25.655 .001
PV6 31.718 .000
LH 9.705 .012
veh_vai_ly BST .358 .564
MT 1.163 .309
PVHT .000 .999
PV6 .339 .574
LH 474 .509
sal_vai_mor BST 126 .731
MT 13.165 .005
PVHT 1.526 .248
PV6 5.893 .038
LH .005 .947
veh_vai_ly * sal_vai_mor BST .006 .938
MT 2.126 179
PVHT .078 .786
PV6 2.725 .133
LH .318 .586
Error BST
MT
PVHT
PV6
LH
Total BST
MT
PVHT
PV6
LH
Corrected Total BST
MT
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