KESKUSHERMOSTON HISTAMIININ JA DOPAMIININ
YHTEISVAIKUTUKSET JA NIIDEN MERKITYS RIIPPUVUUDESSA

Marja Kinnunen

Helsingin yliopisto

Farmasian tiedekunta
Farmakologian ja ld&kehoidon
osasto

Lokakuu 2014



HELSINGIN YLIOPISTO
HELSINGFORS UNIVERSITET
UNIVERSITY OF HELSINKI

]
Tiedekunta/Osasto — Fakultet/Sektion — Faculty Laitos — Institution — Department
Farmasian tiedekunta Farmakologian ja ladkehoidon osasto

Tekija — Forfattare — Author
Marja Kinnunen

Tyon nimi — Arbetets titel — Title
Keskushermoston histamiinin ja dopamiinin yhteisvaikutukset ja niiden merkitys riippuvuudessa

Oppiaine — Larodmne — Subject
Farmakologia

Tyon laji — Arbetets art — Level Aika — Datum — Month and year Sivumaéré — Sidoantal — Number of pages

Pro gradu 6.10.2014 123

Tiivistelma — Referat — Abstract

Histamiini on monoamiinirakenteinen signaalimolekyyli, joka on osallisena useissa elimistdn toiminnoissa. Aivoista
histamiinia l6ydettiin ensimmaéisen kerran noin 70 vuotta sitten. Hermoston histamiini osallistuu muun muassa biolo-
gisten rytmien, energiametabolian seké& lammaontuotannon saételyyn. Hs-reseptori 16ydettiin keskushermostosta 1980-
luvulla. Hermoston histamiinin on osoitettu sdatelevdn muun muassa gamma-aminovoihapon, glutamaatin, asetyyli-
koliinin, noradrenaliinin ja dopamiinin vapautumista hermosolujen péatteista. Histamiinin dopaminergista hermovalit-
tajaainejérjestelmaa saateleva vaikutus ei ole vield kovin hyvin tunnettu. Histamiinisdikeiden tiedetéan kuitenkin her-
mottavan lahes kaikkia aivojen dopaminergisié alueita ja Hs-reseptoreita sijaitsee runsaasti muun muassa striatumissa
ja limbisessa jarjestelméssa, joissa dopamiinin tiedetddn toimivan muun muassa mielinyvaa lisddvand hermovalittaja-
aineena.

Erikoistyon kokeellisen osuuden tarkoitus oli selvittdd immunohistokemiallisesti histaminergisen ja dopaminergisen
hermovalittajdainejarjestelman sijainti C57BL/6J -kannan hiirien aivoissa. Tutkimuksessa kaytettiin primaarisia kanii-
nissa tuotettua anti-histamiini(HA) ja hiiressa tuotettua anti-tyrosiinihydroksylaasi(TH) vasta-aineita seké& sekundaari-
sia vuohessa tuotettuja fluoresoivia anti-kaniini ja anti-hiiri vasta-aineita. Kuvat muodostettiin konfokaalimikroskoo-
pin avulla. Ensisijaisesti selvitettiin milla riippuvuuden kannalta oleellisilla aivoalueilla histamiini- ja dopamiinisoluja
ja hermosdikeité sijaitsee ja miten ndma kaksi vélittajaainejérjestelmaa sijaitsevat suhteessa toisiinsa. Hs-reseptorien
antagonistien on elédinmalleissa osoitettu vahentavan alkoholin kulutusta sek estévén alkoholin tuottamaa mielihyvaa.
Yksi erikoistydn tavoitteista oli selvittd4 estddko ei-imidatsolirakenteinen Hs-reseptorin antagonisti myds amfetamiinin
mielihyvaa tuottavan ja liikeaktiivisuutta lisddvan vaikutuksen. Tutkimuksissa kaytettiin Hs-reseptorin neutraalia an-
tagonistia JNJ-39220675:sta ja tutkimusmenetelmand pavlovilaista ehdollistetun paikkahakuisuuden menetelméaa. Sa-
malla menetelmalla selvitettiin myds aiheuttaako D,-reseptorin agonisti kvinpiroli mielihyvaa vai aversiota seké tut-
kittiin JNJ-39220675:n vaikutusta kvinpirolin aiheuttamaan paikkahakuisuuteen seké liikeaktiivisuuden muutokseen.
Liséksi naiden kahden farmakologisen ligandin yhteisvaikutuksia tarkasteltiin erillisessa liikeaktiivisuuden tutkimuk-
sessa. Kaikissa kayttaytymiskokeissa kaytettiin C57BL/6J -kannan hiiria.

Hiiren aivoissa havaittiin histaminergisen ja dopaminergisen hermovélittajaainejarjestelman mahdollisia synaptisia yh-
teyksid muun muassa mustatumakkeessa, supramammillaarisessa tumakkeessa, dorsomediaalisen hypotalamuksen
alueella sekd ventraalisessa periakveduktaalisessa harmaassa aineessa. Tulokset osoittivat histaminergisten her-
mosdikeiden hermottavan vahvasti myds dorsaalista liikeaktiivisuutta sadtelevad seka ventraalista mielihyvad saétele-
vaa striatumia. On siis mahdollista, ettd histamiini séatelee dopamiinin vaikutuksia néilla aivoalueilla. Kayttaytymis-
kokeissa Hs-reseptorin antagonisti JNJ-39220675 esti amfetamiinin aiheuttamaa liikeaktiivisuuden lisdantymista akuu-
tisti seka hillitsi kvinpirolin toistettujen antojen aikaansaamaa liikeaktiivisuuden vahenemisen desensitisaatiota. Naméa
tutkimustulokset viittaavat histaminergisen ja dopaminergisen hermovalittajaainejarjestelman reseptoritason yhteisvai-
kutuksiin. JNJ-39220675 ei kuitenkaan vaikuttanut voimakkaasti herkistavan amfetamiinin mielihyvévaikutukseen
eika kvinpirolin aversiiviseen vaikutukseen. Nahtévéksi jaa, onko Hs-reseptorissa tulevaisuudessa potentiaalia uusien
ladkeainekandidaattien vaikutuskohteeksi eri keskushermostosairauksien seka riippuvuuksien hoidossa.

Avainsanat — Nyckelord — Keywords
histamiini, dopamiini, immunohistokemiallinen varjays, ehdollistettu paikkahakuisuus, Hs-reseptorin antagonisti,
amfetamiini, kvinpiroli, riippuvuus

Sailytyspaikka — Forvaringstélle — Where deposited
Farmakologian ja l&8kehoidon osasto

Muita tietoja — Ovriga uppgifter — Additional information
Ohjaajat: Pertti Panula, Maria Sundvik ja Jenni Kononoff (0s. Vanhanen)




HELSINGIN YLIOPISTO
HELSINGFORS UNIVERSITET
UNIVERSITY OF HELSINKI

]
Tiedekunta/Osasto — Fakultet/Sektion — Faculty Laitos — Institution — Department
Faculty of Pharmacy Division of Pharmacology and Pharmacotherapy

Tekija — Forfattare — Author
Marja Kinnunen

Tyon nimi — Arbetets titel — Title
Histamine and dopamine in central nervous system- their interactions and significance in addiction

Oppiaine — Larodmne — Subject
Pharmacology

Tyon laji — Arbetets art — Level Aika — Datum — Month and year Sivuméara — Sidoantal — Number of pages

Pro gradu 6.10.2014 123

Tiivistelmé — Referat — Abstract
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functions of other transmitters for example gamma-aminobutyric acid, glutamate, acetylcholine, noradrenaline and
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striatum and in the limbic system. These brain areas are important for the rewarding effect of dopamine.

The aim of the experimental part of this Master’s thesis was to examine the location of histaminergic and dopaminergic
nervous systems in mouse brain by using immunohistochemistry. Primary antibodies that were produced in rabbit
(anti-histamine (HA)) and in mouse (anti-tyrosine hydroxylase (TH)), and secondary anti-rabbit and anti-mouse anti-
bodies, that were produced in goat and conjugated with fluorophores, were used in the study. The samples were imaged
with a confocal microscope. The primary aim was to find out, in which addiction related brain areas, histamine and
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The results show that there are possible synaptic connections of histaminergic and dopaminergic system in substantia
nigra, supramammillary nucleus, dorsomedial hypothalamic area and ventral periaqueductal grey area. Also, hista-
minergic nerve fibers innerviate to the dorsal striatum, which regulates motor functions, and to the ventral striatum,
which is a part of the rewarding system of the brain. Hence, it is possible that histamine regulates the actions of dopa-
mine in these brain areas. The behavioral experiments showed that JNJ-39220675 inhibits acutely increased locomotor
activity caused by amphetamine, and decreases desensitation of decreased locomotor action caused by repeated dose
of quinpirole. However, JNJ-39220675 did not have any effect on the rewarding effect of amphetamine, which causes
strong sensitization. Also, JNJ-39220675 did not have an effect on quinpirole’s aversive action. It remains to be seen,
if Hs-receptor is a potential target for new medicines in the treatment of different brain diseases and addiction in the
future.
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KIRJALLISUUSKATSAUS

1 JOHDANTO

Histamiini on monoamiinirakenteinen signaalimolekyyli, joka on osallisena monissa eli-
miston toiminnoissa, kuten siledn lihaksen supistumisessa (Dale ja Laidlaw 1910), ruo-
ansulatuskanavan suolahapon erityksessa seké allergisten reaktioiden synnyssa. Histamii-
nin Hi- ja Hz-reseptoriin sitoutuvia ladkeaineita on ollut markkinoilla jo vuosikymmenten
ajan. Ho-reseptorin salpaajat estavat liiallista vatsahapon eritysta ja Hi-reseptorin salpaa-
jat puolestaan estavat histamiinivalitteista allergista yliherkkyysreaktiota. Aivoista hista-
miinia I0ydettiin ensimmaisen kerran noin 70 vuotta sitten (Kwiatkowski 1941; Kwiat-
kowski 1943). White (1959) tutkimusryhmineen selvitti hieman myéhemmin histamiinin
synteesin ja metabolian keskushermostossa. Hermoston histamiini osallistuu muun mu-
assa biologisten rytmien (Mochizuki ym. 1992; Takahashi ym. 2006), painon (Jorgensen
ym. 2007), energiametabolian (Sakata ym. 1997) sekd lammdntuotannon ja nestetasapai-
non sadtelyyn (Gerald ym. 1972). Histamiini saételee myds korkeampia aivotoimintoja,
kuten sensorisia ja motorisia toimintoja (Onodera ym. 1994), mielialaa (Brown ym.

2001), mielihyvéé (Torrealba ym. 2012) seka oppimista ja muistia (Passani ym. 2004).

1960-luvulla elimistdn biogeenisten amiinien sijaintia aivoissa tutkittiin kattavasti histo-
kemiallisin menetelmin (Carlsson ym. 1961). Histamiinin neuroanatomian tutkimus ei
kuitenkaan kaynnistynyt tuolloin vieléd yhta laajasti kuin muiden amiinirakenteisten her-
movalittajaaineiden tutkimus, silld menetelméssa kaytetty aldehydireagenssi sitoutui epa-
spesifisesti myos kaikkialla aivoissa sijaitsevaan endogeeniseen spermiiniin. Kun hista-
miinin ja histamiinia syntetisoivan entsyymin histidiinidekarboksylaasin immunohisto-
kemialliseen havaitsemiseen kehitettiin uusia spesifisempia vasta-aineita, histaminergis-
ten hermoséikeiden osoitettiin lahtevéan posteriorisen hypotalamuksen tuberomammillaa-
risen tumakkeen histamiinisoluista (Watanabe ym. 1983; Panula ym. 1984; Watanabe
ym. 1984). Tuberomammillaarisessa tumakkeessa ja sen ldhialueilla sijaitsee unilateraa-
lisesti ihmisen aivoissa noin 64 000 histamiinisolua (Airaksinen ym. 1991) ja rotan ai-

voissa noin 2400 histamiinisolua (Ericson ym. 1987).



Hz-reseptorin 16ytyminen keskushermostosta 1980-luvulla vahvisti histamiinilla olevan
tarked merkitys erilaisten keskushermostotoimintojen saatelyssa (Arrang ym. 1983). Her-
moston histamiinin onkin osoitettu sadtelevan muun muassa gamma-aminovoihapon (Ya-
mamoto ym. 1997), glutamaatin (Garduno-Torres ym. 2007), asetyylikoliinin (Blandina
ym. 1996), noradrenaliinin (Schlicker ym. 1994) ja dopamiinin (Schlicker ym. 1993) va-
pautumista hermosolujen pééatteistd. Histamiinin dopaminergista hermovaélittajaainejar-
jestelméaa saateleva vaikutus ei ole vield kovin hyvin tunnettu. Histamiinisaikeiden tiede-
tddn kuitenkin hermottavan lahes kaikkia aivojen dopaminergisia alueita (Panula ym.
1989) ja Hz-reseptoreita on runsaasti muun muassa striatumissa ja limbisessé jarjestel-
massa (Pollard ym. 1993), joissa dopamiinin tiedetadn toimivan muun muassa mielihyvéaé
lisadvana hermovalittajaaineena (Hyman ym. 2006). Lisaksi in vitro -tutkimukset ovat
osoittaneet postsynaptisen Hs-reseptorin muodostavan heterodimeereja dopamiiniin Ds-
(Ferrada ym. 2009) ja Do-reseptorien (Ferrada ym. 2008) kanssa. N&diden heterodimeerien

on havaittu muuttavan dopamiinivélitteista solusignalointia.

Erikoistyon kirjallisuuskatsauksessa keskitytadn histamiinin ja dopamiinin merkitykseen
ja yhteisvaikutuksiin keskushermostossa seka solu- ettd reseptoritasolla. Liséksi tarkas-
tellaan dopamiinin osuutta riippuvuudessa, riippuvuuden nykyisia ladkehoitoja seka his-
taminergisten yhdisteiden potentiaalia riippuvuuden la&kehoidossa. Kokeellisessa osuu-
dessa tutkitaan ndiden hermovalittajaainejarjestelmien neuroanatomiaa seka Hs-resepto-

rin ja dopamiinin yhteisvaikutuksia seka merkitysta riippuvuudessa.

2 HERMOVALITTAJAAINEJARIJESTELMAT

Tassa kappaleessa tarkastellaan histamiinin ja dopamiinin synteesid, varastoitumista, va-
pautumista, tunnettuja soluvasteita ja merkitysta elimiston fysiologiassa seka eri keskus-
hermostosairauksien: Parkinsonin taudin, skitsofrenian, tarkkaavaisuus-yliaktiivisuushai-
rion (engl. attention deficit and hyperactivity disorder, ADHD), Touretten syndrooman ja
narkolepsian patofysiologiassa. Riippuvuuden patofysiologiaa tarkastellaan kappaleessa
3.



2.1 Histaminerginen hermovaélittajaainejérjestelméa

2.1.1 Hermoston histamiini

Histamiini on monoamiinirakenteinen keskushermoston vélitt4j&aine, jota syntetisoidaan
aivoissa tuberomammillaarisen tumakkeen (engl. tuberomammillary nucleus, TMN) his-
taminergisissa hermosoluissa seké syottdsoluissa (White 1959; Panula ym. 1984). Kes-
kushermoston ulkopuolinen histamiini ei padse veri-aivoesteen lapi, joten aivojen hista-
miinituotanto on edelldmainittujen solujen varassa (Neame 1964). Histidiinidekar-
boksylaasi (engl. histidine decarboxylase, HDC) muodostaa histamiinia aminohappo L-
histidiinista, joka toimii synteesid rajoittavana tekijana (Taylor ja Snyder 1971) (kuva 1).
HDC:n toiminta on aktiivisinta posteriorisen hypotalamuksen TMN:ssa seké sen lahialu-
eilla, mutta kyseista entsyymia ilmenee myos hermosolujen paatteissa (Watanabe ym.
1983). Vesikulaarinen monoamiinitransportteri-2 (VMAT-2) varastoi histamiinia hermo-
solujen soomaosan seka aksonivarikoosien vesirakkuloihin, mista sitd vapautuu kal-
siumista riippuvaisen aktiopotentiaalin seurauksesta solunulkoiseen tilaan (Hayashi ym.
1984; Panula ym. 1990; Haas ja Panula 2003). Hs-reseptorivélitteinen negatiivinen pa-
lautevaikutus sééatelee histamiinin synteesia ja vapautumista (Arrang ym. 1983).

Solunulkoinen histamiini metaboloituu aivoissa péaasiallisesti histamiini-N-metyy-
litransferaasin (HNMT) vaikutuksesta N-metylaatiolla telemetyylihistamiiniksi (kuva 1)
(Reilly ja Schayer 1970), jonka puolestaan monoamiinioksidaasi B (MAO-B) ja aldehy-
dehydrogenaasi hapettaa N-telemetyyli-imidatsolietikkahapoksi (Hough ja Domino
1979; Lin ym. 1991; Schwartz ym. 1991). Tutkimukset ovat osoittaneet, ettd HDC:ta
esiintyy erityisesti posteriorisessa hypotalamuksessa, kun taas HNMT:t& on l6ydetty 1&-
hes kaikkialta keskushermostosta (Watanabe ym. 1983). Tama4 viittaa siihen, etta aivojen
histamiinituotanto on keskittynyt hypotalamukseen, mutta histamiinin vaikutukset levia-

vat laajalle alueelle koko aivoissa.
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Kuva 1. Histamiinin synteesi, vapautuminen hermosolusta ja metabolia keskushermostossa.
Histamiinin esiaste, L-histidiini, kulkeutuu hermosolun sisélle L-aminohappotransportterin
avulla. Histamiinia muodostuu L-histidiinista histidiinidekarboksylaasientsyymin vaikutuksesta.
Valmiit histamiinimolekyylit pakataan vesikulaarisen monoamiinitransportteri-2:n (VMAT-2)
avulla solulimasta vesirakkulaan, josta ne kulkeutuvat solun ulkopuolelle vesirakkulan
sulautuessa solukalvoon. Solunulkoinen histamiini metaboloituu histamiinimetyylitransferaasi
entsyymin vaikutuksesta inaktiiviseksi tele-metyylihistamiiksi. L-histidiinin ja histamiinin
molekyylirakenteessa esiintyy heterosyklinen, aromaattinen imidatsolirengas (Muokattu Haasin
ja Panulan (2003) kuvasta).

Muut monoaminergiset hermovalittdjéaineet voivat saddella histamiinin vapautumista
hermopadatteistd. Dopaminergisten, noradrenergisten ja serotonergisten hermosaikeiden
on osoitettu hermottavan tuberomammillaarista tumaketta ja muodostavan mahdollisesti
synaptisia yhteyksia histamiinisolujen tuojahaarakkeiden kanssa (Ericson ym. 1989). Esi-
merkiksi dopamiinin on havaittu vaikuttavan histamiinin vapautumista lisdten D-resep-
torin valitykselld ja vahentden Ds-reseptorin kautta (Prast ym. 1993). Noradrenaliinin ar-
vellaan puolestaan véhentavén histamiinin vapautumista ao-reseptorin kautta (Prast ym.
1991).

2.1.2 Histamiinisolut ja hermosaikeet

Histamiinia tuottavien hermosolujen soomaosat sijaitsevat posteriorisen hypotalamuksen

alaosassa TMN:ssa (Panula ym. 1984; Watanabe ym. 1984). Syd6ttdsoluja esiintyy ai-
voissa lahinn& talamuksessa (Goldschmidt ym. 1984). Niiden histamiinin tuotannon on



arveltu olevan tarkead aikaisessa yksilon kehitysvaiheessa, mutta taysikasvuisella nisék-
kaalla TMN:n histamiinisolut ovat merkittdvimpia histamiinin tuottajia (Auvinen ja Pa-
nula 1988).

Histamiinisolujen on arveltu olevan toiminnaltaan erilaisia. Mikrodialyysitutkimuksessa
on muun muassa havaittu, ettd Hs-reseptorin antagonistin tioperamidin ja gamma-amino-
voihapporeseptori A:n (engl. gamma-aminobutyric acid, GABA,) antagonistin bikukul-
liinin paikallinen infuusio TMN:seen lisda histamiinin vapautumista eri aivoalueilla
(Giannoni ym. 2009). Tioperamidi salpaa presynaptista Hs-autoreseptoria ja lisési tutki-
muksessa histamiinin vapautumista isoaivokuorella, kun taas bikukulliini estad GABAer-
gista, histamiinisoluja hillitsevéa vaikutusta ja lisasi tutkimuksessa histamiinin vapautu-

mista accumbens-tumakkeessa.

Rotan sikionkehityksen pdivind 14-16 histamiinisoluja esiintyy erityisen runsaasti sero-
tonergisid hermosoluja siséltavassa raphe-tumakkeessa (Auvinen ja Panula 1988). Nama
histamiinisolut ovat kuitenkin havinneet jo sikion kehityksen péivaan 18 mennessa ja pai-
vana 20 histamiinisoluja alkaa ilmestyd TMN:een. 2-viikkoisilla rotilla on TMN:ss4 his-
tamiinisoluja jo saman verran kuin aikuisilla rotilla. Histamiinin merkitysta yksilokehi-
tyksessa ei vield taysin tunneta, mutta sen arvellaan vaikuttavan hermoyhteyksien plasti-

suuteen (Panula ym. 2014).

TMN:n histamiinisolujen myelinisoitumattomat histaminergiset hermoséikeet hermotta-
vat lahes kaikkia aivoalueita (kuva 2) (Panula ym. 1989; Airaksinen ym. 1991). Histamii-
niséikeiden kartoituksessa rotan aivoista histaminergisia hermoratoja l6ydettiin yhteensa
kolme: kaksi nousevaa ja yksi laskeva. Tiheintd hermostus on hypotalamuksessa, medi-
aalisessa preoptisessa, periventrikulaarisessa, supraoptisessa sekd suprakiasmaattisessa
tumakkeessa. Hieman harvempaa hermotus on muun muassa ventraalisessa tegmentu-
missa, mustatumakkeessa, locus coeruluksessa, raphe-tumakkeessa, hajukaamissa ja
mantelitumakkeessa. Dorsaalisessa striatumissa, accumbens-tumakkeessa ja talamuksen
mediaalisessa osassa hermoséikeitd on havaittu kohtalaisen runsaasti. Talamuksen lateri-

aalisissa osissa histaminerginen hermotus on puolestaan vahaista.
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Kuva 2. Histaminergiset hermosaikeet ihmisen aivoissa. Histaminergiset hermosaikeet suuntau-
tuvat tuberomammillaarisesta tumakkeesta muun muassa ventraaliseen tegmentumiin, mustatu-
makkeeseen, aivolisakkeeseen, striatumiin, isoaivokuorelle, hippokampukseen, mantelitumak-
keeseen, talamukseen, pikkuaivoihin, ydinjatkeeseen seké selkéytimeen (Muokattu Haasin ja Pa-
nulan (2003) kuvasta)

2.1.3  Histamiinireseptorit Hi, Hz ja Ha

Histamiinin tiedetdan aktivoivan keskushermostossa ainakin neljaa 7-transmembraanista
G-proteiinivalitteista histamiinireseptoria: Hi-, H2-, Hs- ja Hs-reseptoria (Hill ym. 1997).
Histamiinireseptorit eroavat toisistaan huomattavasti muun muassa sijaintinsa seké toi-
mintansa puolesta. Liséksi Hs- ja Hs-reseptorit ovat rakenteeltaan samankaltaisia, mutta
eroavat rakenteellisesti merkittavasti Hi- ja Ho-reseptoreista. Hz-reseptorin toimintaa tar-
kastellaan mydhemmin tarkemmin, sill& toistaiseksi tdman histamiinireseptorin toimin-
nan liittymisesté dopaminergiseen solusignalointiin on eniten tutkimusnayttoa (Schlicker
ym. 1993; Molina-Hernandez ym. 2000; Ferrada ym. 2008; Ferrada ym. 2009; Moreno
ym. 2011; Gonzalez-Sepulveda ym. 2013).

Postsynaptisia Hi-reseptoreita sijaitsee runsaasti esimerkiksi uni- ja valvetilaa séatelevilla
talamuksen ja isoaivokuoren alueilla seka riippuvuuden kannalta oleellisilla aivoalueilla:
mantelitumakkeessa, limbisessa jarjestelmdssa ja accumbens-tumakkeessa (Chang ym.
1979; Bouthenet ym. 1988). Hi-reseptori (56 kDA) on 488-491 aminohaposta koostuva



transmembraaninen proteiini (Yamashita ym. 1991; Traiffort ym. 1994). Histamiinin tai
muun agonistin sitoutuessa Hi-reseptoriin Gga1-proteiini aktivoituu. Tama aiheuttaa so-
lunsisdisen fosfolipaasi C:n aktivoitumisen, jonka seurauksena muodostuu paasaantoi-
sesti kahta toisiol&hettid, 1,2-diasyyliglyserolia (DAG) ja inositoli-1,4,5-trifosfaattia
(IP3). Nama toisiolahetit aikaansaavat kalsiumvaélitteisen hermosolun aktivoitumisen. Hi-
reseptorin valittdmét soluvasteet voivat vélittyd myos syklisen adenosiinimonofosfaatin
(cCAMP), syklisen guanosiinimonofosfaatin (GMP) ja typpioksidin (NO) kautta (Leurs
ym. 1994).

H>-reseptori (40 kDa) on 359 aminohaposta koostuva solukalvon proteiini (Kobayashi
ym. 1996). Postsynaptisia Ho-reseptoreita sijaitsee aivoissa esimerkiksi isoaivokuorella,
muun muassa motorisia toimintoja séatelevissa mustatumakkeessa ja striatumissa, muis-
titoimintoja koordinoivassa hippokampuksessa sekd homeostaasia yllapitavassa hypota-
lamuksessa (Traiffort ym. 1992a; Traiffort ym. 1992b; Haas ja Panula 2003). Histamiinin
tai Ho-reseptorin farmakologisen agonistin sitoutuminen H-reseptoriin aikaansaa Gs-pro-
teiinin aktivaation, joka johtaa adenylyylisyklaasin tuotannon lisdédntymiseen, miké puo-
lestaan lis&d cAMP:n solunsisdistd pitoisuutta (Baudry ym. 1975; Hegstrand ym. 1976).
Tama johtaa proteiinikinaasi A:n (PKA) aktivoitumiseen ja solulimassa ja solukalvolla
olevien kohdeproteiinien fosforylaatioon. Aktivoitunut PKA voi kulkeutua myos tu-
maan, jolloin useita solunsiséisia tapahtumia saateleva CREB-transkriptiotekija (engl.

CAMP response element-binding protein, CREB) aktivoituu.

Ha-reseptorin identtisyys Hz-reseptorin transmembraanisten alueisen osalta on noin 58 %
jaaminohappokoostumuksen osalta noin 31 % (Nguyen ym. 2001; Zhu ym. 2001). Nama
kaksi reseptoria poikkeavat toisistaan kuitenkin sijainniltaan seké toiminnaltaan. Ha-re-
septoreita on loydetty lahinnd luuytimesté ja keskushermoston ulkopuolisista leukosyy-
teistd (Morse ym. 2001; Liu ym. 2001). Ihmisen Ha-reseptorin mRNA:ta ilmentad myos
esimerkiksi keuhkojen ja pernan solut seké syottdsolut, dendriittisolut ja eosinofiilit (Zhu
ym. 2001; Liu ym. 2001). Hs-reseptoreita on havaittu myos ihmisen isoaivokuorella seka
hiiren talamuksessa, hippokampuksessa seka isoaivokuorella (Connelly ym. 2009). Hii-

ren isoaivokuoren somatosensoriselle alueelle annosteltu Ha-reseptorin agonisti 4-metyy-



lihistamiini hyperpolarisoi hermosoluja. Liséksi 4-metyylihistamiinin vaikutus on kumot-
tavissa Ha-reseptorin antagonistilla JNJ-10191584:11a. Nama tutkimustulokset viittaavat
siihen, ettd Hs-reseptori voi olla mielenkiintoinen uusi ladkevaikutusten kohde keskus-
hermostossa. Hs-reseptorin keskushermostotoimintojen ja tarkemman sijainnin selvitta-
minen aivoissa vaatii kuitenkin kattavia lisatutkimuksia. Has-reseptorien aktivaation on
ehdotettu kaynnistdvan Gip-vélitteisen signalointiketjun, joka johtaa solunsiséisen
CAMP:in laskuun (Morse ym. 2001; Nguyen ym. 2001).

Kaikki histamiinireseptorit on my6s konstitutiivisesti aktiivisia (Alewijnse ym. 1997,
Bakker ym. 2000; Morisset ym. 2000; Schneider ym. 2009). Konstitutiivisesti aktiivinen
reseptori voi ilman ulkopuolista farmakologista ligandia sitoutua G-proteiiniin ja akti-
voida sen. Taman aikaansaa spontaani allosteerinen muutos reseptorin konformaatiossa.
Hz-reseptorien on osoitettu olevan konstitutiivisesti aktiivisia myos in vivo (Morisset ym.
2000; Gbahou ym. 2003; Takahashi ym. 2003). Reseptorien konstitutiivinen aktiivisuus
on melko yleisté in vitro, mutta in vivo se lienee harvinaista ja vaikeammin todennetta-
vissa. Histamiinireseptorien konstitutiivinen aktiivisuus voi saadella histamiinin syntee-
sié sekd vapautumista. T&mé on térkeé ottaa huomioon uusien potentiaalisten ladkeainei-
den kehityksessa. Useat kehitteill& olevat Hs-reseptorien toimintaa estavat ladkekandi-
daatit ovatkin tdman reseptorin k&anteisagonisteja eikd neutraaleja antagonisteja, jotta ne

voivat kumota myos reseptorin konstitutiivisen aktiivisuuden (Morisset ym. 2000).

2.1.4 Histamiinireseptori Hs

Presynaptisten Hz-autoreseptorien olemassaolo havaittiin ensimmaéisen kerran, kun hista-
miinin osoitettiin estavan histamiinin vapautumista rotan isoaivokuoren L-histidiinilla
esikésitellyissa leikkeissé (Arrang ym. 1983). My6hemmin havaittiin sek& in vitro etté in
vivo, ettd spesifisilld Hs-reseptorin farmakologisilla ligandeilla pystytédan vaikuttamaan
my0s histamiinin synteesiin sekd muiden valittdjdaneiden vapautumiseen (Arrang ym.
1987a; Arrang ym. 1987b; Prast ym. 1994; Schlicker ym. 1994). Hz-reseptorien postsy-
naptinen sijainti havaittiin pian in situ hybridisaatio -menetelmalla (Pollard ym. 1993).

Presynaptisia Hs-reseptoreita esiintyy histamiinihermosolujen soomissa seké vieja- ja



tuojahaarakkeissa (Arrang ym. 1983). Hz-reseptorit ovat jakautuneet lahes kaikkialle ai-
voihin, my0s niille aivoalueille, joita histaminergiset solut eivat hermota (Pollard ym.
1993). Tama tarkoittaa sitd, ettd Hs-reseptoreita sijaitsee heteroreseptoreina muita valit-

tajaaineita siséltdvien hermosolujen péatteissa.

Histamiinireseptorien suhteelliset osuudet eri aivoalueilla vaihtelevat huomattavasti (Pol-
lard ym. 1993; Pillot ym. 2002a). Hs-reseptoreita on runsaasti muun muassa isoaivokuo-
rella, hippokampuksessa, mantelitumakkeen sentraalisessa ja lateraalisessa 0sassa,
striatumissa, hajuk&damissé, globus palliduksen alueella, mustatumakkeessa ja sentraali-
sessa harmaassa aineessa. Striatumissa Hs-reseptoreita sijaitsee runsaasti GABAergisten
hermosolujen postsynaptisilla solukalvoilla (Pollard ym. 1993; Ryu ym. 1994; Pillot ym.
2002a), ja mahdollisesti my6s glutamatergisten ja dopaminergisten hermosolujen presy-
naptisissa hermopaétteissé (Schlicker ym. 1993; Doreulee ym. 2001; Molina-Hernandez
ym. 2000). Hs-reseptoreita on huomattavasti véhemman selkdytimessé, aivolisakkeessa
ja pikkuaivoissa (Pollard ym. 1993).

Transmembraanisen, noin 445 aminohappoa siséltavan, Hs-reseptorin (70 kDa) aktivaa-
tion vélittdma solusignalointiketju on kytkeytynyt Gio-proteiiniin (Clark ja Hill 1996).
Tama on tyypillistd monille presynaptisille reseptoreille. Gio-proteiini on kytkeytynyt so-
lukalvon kalsiumkanaviin sekd adenylaattisyklaasiin. Hs-reseptorin aktivaatio johtaa
muun muassa adenylaattisyklaasin solunsiséisen aktivaation vahenemiseen, mika puoles-
taan laskee CAMP:n maaraa solun siséllad (Lovenberg ym. 2000), ja néin ollen vahentaa
esimerkiksi CREB-traskriptiotekijan valittdma&d geenitranskriptiota. Kalsiumkanavien
toimintaan Hs-reseptorin aktivaatiolla on salpaava vaikutus (Takeshita ym. 1998). Gio-
proteiinin stimulaation on todettu myods aktivoivan fosfatidyyli-inositoli-3-kinaasi-
(PI3K), mitogeenin aktivoiman proteiinikinaasi (MAPK)- (Drutel ym. 2001) sek&
akt/glykogeenisyntaasikinaasi-3-beeta (GSK-3beta)- (Bongers ym. 2007) toisioldhetti-
ketjun. Lisaksi Gio-proteiinin stimulaatio voi aiheuttaa fosfolipaasi A2:n (PLA2) aktivaa-
tion, mik& myos osaltaan johtaa muun muassa solunsisaisen kalsiumpitoisuuden alenemi-

seen (Levi ym. 2007).



10

Hz-reseptorille on 16ydetty toistaiseksi noin 20 alamuotoa, jotka vaihtelevat muun muassa
proteiinin aminohappoketjun pituuden, kolmannen solunsiséisen silmukan ja N- seka C-
paatteen suhteen (Hancock ym. 2003). Rotan aivoista on 16ydetty polymeraasiketjureak-
tion avulla Hs-reseptorin alamuotoja, joiden aminohappokoostumukset (aminohappojen
maard ilmoitettu suluissa) poikkeavat huomattavasti toisistaan: Hz(445), Hz(413),
H3(410) ja H3(397) (Gbahou ym. 2012). H3(413)-reseptorin on arveltu toimivan presy-
naptisena autoreseptorina. Eri Hs-reseptorin alamuodot ovat jakautuneet aivojen eri alu-
eille ja aktivoivat erilaisia solusignalointireitteja (Drutel ym. 2001). Liséksi samojen li-
gandien affiniteetti eri alamuodoissa vaihtelee. Coge (2001) tutkimusryhmineen I6ysi ih-
misen talamuksesta kloonatusta Hs-reseptorista 6 erilaista alamuotoa. Yleisin I0ydetyisté
alamuodoista oli Hs(445aa)-reseptori, jonka Lovenbergin tutkimusryhmé I0ysi ensim-
maisen kerran vuonna 1999. Kaikki I0ydetyt alamuodot ovat perdisin samasta kromo-

somissa 20 sijaitsevasta Haz-reseptoria koodaavasta geenista.

Lovenberg (1999) tutkimusryhmineen kloonasi ensimmadisind ihmisen Hz-reseptorin
cDNA:n. Tutkijoiden kloonattua eri lajien Hs-reseptoreita on havaittu, ett4 ne ovat raken-
teeltaan samankaltaisia. Esimerkiksi hiiren Hs-reseptorin (Chen ym. 2003) aminohap-
posekvenssin identtisyys on 98 % rotan Hs-reseptorin kanssa (Lovenberg ym. 2000), 95
% marsun Hs-reseptorin kanssa (Tardivel-Lacombe ym. 2000) ja 94 % ihmisen Hs-resep-
torin kanssa (Lovenberg ym. 1999). Eri lajien Hz-reseptoreilla voi olla kuitenkin huomat-
tavan erilaiset farmakologiset ominaisuudet. Niin kutsuttujen vanhempien imidatsolira-
kenteisten Hs-reseptorien antagonistien siproksifaanin ja tioperamidin on muun muassa
osoitettu olevan hiiren Hs-reseptorissa 40-100 kertaa potentimpia kuin ihmisen Hs-resep-
torissa (Rouleau ym. 2004). Taman erikoistyon kokeellisessa osuudessa kaytetylla niin
kutsutulla uudemmalla ei-imidatsolirakenteisella Hs-reseptorin antagonistilla, aryloksi-
pyridiinirakenteisella JNJ-39220675:11a (kuva 3), on korkea affiniteetti seka selektiivi-
syys rotan ja ihmisen Hs-reseptoriin (Letavic ym. 2010). Koska hiiren ja rotan Hs-resep-
torit ovat lahes homologisia keskendan, JNJ-39220675 sitoutuu luultavasti korkealla af-

finiteetilla ja selektiivisyydell& myds hiiren Hs-reseptoriin.
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Kuva 3. Ei-imidatsolirakenteisen Hs-reseptorin antagonistin JNJ-39220675 rakennekaava ja affi-
niteettivakiot (K;) ihmisen ja rotan Hs-reseptoreissa. Aromaattisen heterosyklisen imidatsoliren-
kaan sijaan JNJ-39220675:ssa on aromaattinen heterosyklinen pyridiinirengas (Letavic ym.
2010).

2.1.5 Histamiinin merkitys elimiston fysiologiassa

Histamiinin yksi tunnetuimmista fysiologisista ominaisuuksista on sen vireystilaa
yllapitava vaikutus (Mochizuki ym. 1992). Alunperin tdma histamiinin vaikutus
havaittiin ensimmaisen polven Hi-reseptoria salpaavien antihistamiinien vasyttavan
vaikutuksen vuoksi (Monnier ym. 1967). Mydhemmin osoitettiin, ettd Hi-reseptorin
suhteen poistogeenisten eldinten vireystila on alentunut sekd muisti ja oppiminen
heikentynyt (Dai ym. 2007; Zlomuzica ym. 2008; Zlomuzica ym. 2009). Hs-reseptorien
antagonisteilla on puolestaan havaittu kognitiivisia ja motorisia toimintoja kohentava vai-
kutus useissa eri tutkimuksissa (Vohora ja Bhowmik 2012). Lisédksi EEG-mittausten
avulla on todettu TMN:n histamiinisolujen olevan aktiivisimmillaan valvetilassa (Taka-
hashi ym. 2006). Preoptisen alueen aktivoituneista GABAergisista ja galaninergisista her-
mosoluista lahtevét posterioriseen hypotalamukseen ulottuvat hermoséikeet puolestaan

tuottavat unta salpaamalla TMN:n histamiinisoluja (Sherin ym. 1998).

Keskushermoston histamiini on osallisena my6s motivaation synnyssa sek& mielihyvéaha-
kuisessa kaytoksessa (Torrealba ym. 2012). Rotilla TMN:n histamiinisolujen on muun
muassa osoitettu aktivoituvan ennen opetettua ateria-aikaa elainmallissa, jossa eldinten
ruoan saantia on rajoitettu (Meynard ym. 2005). Lisaksi Valdes (2010) tutkimusryhmi-
neen havaitsi TMN:n leesioiden véhentévén rottien ruokahakuista kdytosta. Tama eldi-
mien kaytos voi toki johtua myds histamiinisolujen vaurioitumisen aiheuttamasta vireys-
tilan laskusta. Hi-reseptorin suhteen poistogeenisilld hiirill4 on kuitenkin havaittu vahéi-
sempdaa kiinnostusta uusiin esineisiin tai ympéristoihin kuin villityypin lajitovereillaan,
mika voidaan tulkita alhaisempana motivaationa ja apatiana (Inoue ym. 1996; Zlomuzica
ym. 2008).
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Histaminerginen hermovalittajaainejarjestelma on osallisena myos elimiston lammaontuo-
tannossa (Green ym. 1976). Paikallinen histamiini-injektio preoptiselle alueelle lisd& koe-
eldinten lammontuotantoa (Lundius ym. 2010). Tdémén vaikutuksen uskotaan vélittyvén
Hi- ja Has-reseptorien kautta. Preoptisen alueen GABAergisistd hermosoluissa sijaitsee
postsynaptisia Hs-reseptoreita, joiden aktivaation arvellaan hillitsevdn GABAergistéa
TMN:n kohdistuvaa estavéa vaikutusta. Myos hypotalamuksen solujen tuottaman neuro-
peptidin, oreksiinin eli hypokretiinin, on havaittu aktivoivan TMN:n histaminergisia lam-
montuotantoon osallistuvia hermosoluja (Yasuda ym. 2005). Aktivoiduttuaan ndma his-
tamiinisolut voivat stimuloida ruskean rasvakudoksen sympaattisia hermosaikeité (Ya-
suda ym. 2004).

Histamiinin on todettu vaikuttavan elimiston energiametaboliaan ja aiheuttavan painon
alenemista, mutta ndiden vaikutusten mekanismit eivét ole selvia (Ookuma ym. 1989;
Ookuma ym. 1993). Sethi (2012) tutkimusryhmineen tutki histamiinin vaikutusta ener-
giametaboliassa normaali- ja ylipainoisilla hiirilla. Preoptisen alueen histamiiniresepto-
rien aktivaatio véhensi normaalipainoisten hiirien ravinnon kulutusta. Ylipainoisilla hii-
rill& ruoan kulutus ei véhentynyt. Preoptisen alueen Hi-reseptorin mRNA:n ilmentyminen
oli myos alhaisempi ylipainoisilla hiirilla. Tama viittaa siihen, ettd histamiinilla on tarkea
osuus normaalipainoisten hiirien painon sadtelyssa, mutta ylipainoisilla hiirilla saately-
mekanismin toiminta on heikentynyt. Histamiinin merkitystd painonséatelyssa puoltaa
myos radioligandisitoutumiskokeiden tulokset, jotka ovat osoittaneet painonnousua hait-
tavaikutuksena aiheuttavien tyypillisten ja epatyypillisten antipsykoottien sitoutuvan kor-
kealla affiniteetilla Hi-reseptoriin (Kroeze ym. 2003). Liséksi Hsz-reseptorin antagonistien
on havaittu useissa eldinmalleissa alentavan painoa seka plasman triglyseridipitoisuuksia
(Hancock ja Brune 2005; Malmlof ym. 2005).

2.1.6  Histamiinin merkitys eri keskushermostosairauksien patofysiologiassa

Mink&&n keskushermostosairauden ei ole varsinaisesti pystytty osoittamaan liittyvén suo-

raan pelkastadn histaminergisen hermovalittajaainejarjestelman epétoiminnallisuuteen.

Monissa keskushermostosairauksissa on kuitenkin havaittu toiminnallisia poikkeavuuk-
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sia muiden hermovélittajaainejérjestelmien lisdksi myods histaminergisessa hermovalitté-
jaainejarjestelmassa (Haas ym. 2008; Panula ja Nuutinen 2013). Liséksi histamiiniresep-
torien farmakologisilla ligandeilla, erityisesti Hz-reseptorien antagonisteilla, on havaittu
prekliinisissd kokeissa monien keskushermostosairauksien oireita lievia vaikutuksia
(Sander ym. 2008).

Parkinsonin taudissa mustatumakkeen dopaminergiset hermosolut ovat vaurioituneet, ja
nain ollen dopamiinin vapautuminen striatumissa on vahentynyt (Agid ja Blin 1987).
Tama4 aiheuttaa taudille tyypillisind oireina vapinaa, vaikeuksia liikkeen aloittamisessa
sekad kognitiivisia hairioitad. Potilaiden TMN:n histamiinisolut eivat ndytad anatomisesti
poikkeavilta (Nakamura ym. 1996) eikda HDC:n aktiivisuus ole muuttunut (Garbarg ym.
1983). Histamiinia on kuitenkin Parkinsonin tautia sairastavien aivoissa normaalia enem-
man selektiivisesti mustatumakkeessa, globus palliduksessa sekda putamenin alueella
(Rinne ym. 2002). Liséksi histaminergisid hermosdikeitd on normaalia runsaammin mus-
tatumakkeen vaurioituneiden dopamiinisolujen ympérilla. On kuitenkin mahdollista, etta
hermopaatteiden siséltdma histamiini ei pdase vapautumaan normaalisti esimerkiksi sa-
turoituneen VMAT-2:n toiminnan seurauksena, silla tele-metyylihistamiinin pitoisuudet
eivat ole koholla. Radioaktiivisen ligandin sitoutuminen mustatumakkeen Hs-reseptorei-
hin on myos Parkinson potilailla poikkeuksellisen korkea (Anichtchik ym. 2001). Tdma
ilmid on havaittavissa myos rotilla, joiden mustatumakkeen dopamiinihermosoluja on
vaurioitettu aivojen sisaisella 6-hydroksydopamiini (6-OHDA) injektiolla (Ryu ym.
1994). Hs-reseptorien antagonistien annostelun on havaittu vahentdvan myos rottien ste-
reotyyppista pyorimiskayttaytymista apomorfiini-injektion jalkeen 6-OHDA eldinmal-
lissa (Nowak ym. 2009). On siis mahdollista, ettd Hs-reseptorin salpaus voi elvyttaa do-
paminergisen hermovalittajaainejarjestelman toimintaa Parkinsonin taudissa viela tois-

taiseksi tuntemattoman mekanismin kautta.

Skitsofrenia on monimutkainen keskushermoston sairaus, jonka patofysiologiaan arvel-
laan liittyvdn muun muassa dopamiinin, glutamaatin, GABA:n ja asetyylikoliinin sig-
nalointireittien epatoiminnallisuus (Brisch ym. 2014). Myds histaminergisessa jarjestel-
massé on havaittu muutoksia. Skitsofreniapotilaiden selkdydinnesteesta on I0ydetty nor-
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maalia enemman tele-metyylihistamiinia (Prell ym. 1995). Tdma on havaittavissa erityi-
sesti niilla potilailla, joilla negatiiviset oireet, kuten puheen kdyhtyminen, tunteiden latis-
tuminen ja apatia, ndyttaytyvat vallitsevina oireina. Lisaksi isoaivokuoren Hi-reseptorien
madrd on normaalia alhaisempi ja Hs-reseptorien maara normaalia korkeampi skitsofre-
niaa sairastavilla potilailla (Nakai ym. 1991; Jin ym. 2009). Histamiinin mahdollinen
kompensatorinen lisddntynyt vapautuminen voi johtua esimerkiksi Hi-reseptorivalittei-
sen signaaliketjun puutteellisesta toiminnasta. Toisaalta korkea histamiinipitoisuus voi
aiheuttaa Hi-reseptorien méarén véhenemisen postsynaptisilla solukalvoilla (engl. down-
regulation). Koska skitsofrenian hoitoon kéaytetyt antipsykootit aiheuttavat kuitenkin Hi-
reseptoreita salpaamalla painonnousua, psykoottisilla potilailla on kuitenkin todennakoi-
sesti edelleen toiminnallisia Hi-reseptoreita. El&inmalleissa Hs-antagonistien on havaittu
parantavan skitsofreniassa tyypillisesti hairiintyneitd kognitiivisia toimintoja, mahdolli-
sesti muun muassa asetyylikoliinin vapautumista lisdamalla (Galici ym. 2009; Griebel
ym. 2012). Lisédksi useat Hsz-antagonistit parantavat heikentynytta PPI-refleksid (engl.
prepulse inhibition) eldinmallissa, jota kdytetddn mallintamaan muun muassa skitsofre-
nian taudinkuvaa (Fox ym. 2002; Ligneau ym. 2007a). Dopamiiniteorian mukaan skitso-
freniassa mesokortikaalisen dopaminergisen hermoradan toiminta on véhentynyt (nega-
tilviset oireet) ja mesolimbinen dopaminerginen hermorata on yliaktiivinen (positiiviset
oireet) (Brisch ym. 2014). Yleisessé kaytossa olevat antipsykootit salpaavat ndiden mo-
lempien ratojen D»-reseptoreita ja voivat ndin ollen aiheuttaa haittavaikutuksina muun
muassa negatiivisten oireiden pahenemista (Stone ja Pilowsky 2007). Hs-antagonistit
puolestaan lisddvat dopamiinin vapautumista isoaivokuorella ja voisivat siksi olla haitta-
vaikutusprofiililtaan suotuisampia kliinisessa ké&ytdssa (Fox ym. 2005; Ligneau ym.
2007a). Do-reseptorin salpaajista haloperidolin ja risperidonin samanaikaisen annostelun
imidatsolirakenteisten Hs-reseptorien salpaajien kanssa on kuitenkin havaittu lisdavan ka-
taleptisten kohtausten riskid, mik& viittaa voimistuneisiin motorisiin haittavaikutuksiin
(Pillot ym. 2002b). Ei-imidatsolirakenteisten Hs-reseptorin antagonistien ABT-239:n ja
A-43104:n ei ole kuitenkaan havaittu lisadvan kataleptisia kohtauksia (Zhang ym. 2005).

ADHD:n tyypillisin oireina esiintyy tarkkaavaisuuden sek& kognitiivisten ja motoristen
toimintojen hairioita (Piek ym. 1999; Bental ja Tirosh 2007). Potilailla on havaittu mag-
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neettikuvauksissa aivojen rakenteellisia muutoksia ja heikentynyt kortikostriataalinen do-
paminerginen toiminta (Dickstein ym. 2006; Emond ym. 2009). Positroniemissiotomo-
grafia (PET) on paljastanut potilailla my6s striatumin véhentyneen dopamiinin metabo-
lian, mika viittaa dopamiinin vapautumisen vahenemiseen. Striatumissa on my6s run-
saasti histamiinireseptoreita (Pollard ym. 1993). Doreulee (2001) tutkimusryhmineen ha-
vaitsi rotan aivoleikkeissa, ettd histamiini sekd Hs-reseptorin agonisti R-a-metyylihista-
miini lamaavat kortikostriataalisen radan toimintaa ja tdima vaikutus on kumottavissa Hz-
reseptorin antagonistilla. Hz-antagonistit ovat myds vahentaneet ADHD:lle tyypillisia
tarkkaavaisuuden hairioita ADHD:n eldinmalleissa (Fox ym. 2002; Komater ym. 2003).
Paraikaa useita Hz-reseptorin antagonisteja tutkitaankin kliinisissa kokeissa mahdollisina
uusina kognitiivisia toimintoja kohentavina ladkkeindé ADHD:n hoidossa (Kuhne ym.
2011).

Touretten syndrooman patofysiologiaan on arveltu kuuluvan poikkeavuudet basaalisen
etuaivon Kkortikostriataalisessa hermoradassa seka erityisesti dopaminergisessa hermova-
littdjaainejarjestelméssa (Rampello ym. 2006). Syndroomaan kuuluvat nykaysmaiset
pakkoliikkeet sekd &annahdykset, jotka toistuvat samalla tavalla lyhyiden jaksojen ajan
(Martino ym. 2013). Muutama vuosi sitten julkaistussa tutkimuksessa havaittiin, etté pie-
nelld osalla Touretten syndroomaa sairastavilla on geneetinen nonsense-mutaatio hista-
miinin synteesin kannalta oleellista HDC entsyymia koodaavassa geenissa (Ercan-Senci-
cek ym. 2010). Castellan Baldan (2014) tutkimusryhmineen havaitsi myds HDC-entsyy-
min suhteen poistogeenisilld hiirilla Touretten syndroomassa esiintyvien &killisten pak-
koliikkeiden kaltaisia motorisia hairigitd, jotka olivat kumottavissa D,-reseptorin anta-
gonistilla seké intrastriataalisella histamiini-infuusiolla. Nama I6yddkset viittaavat siihen,
ettd histamiinilla voi olla tarkea merkitys perinnéllisen Touretten syndrooman synnyssa.
Seké histamiini ettd dopamiini saételevat hermosolujen toimintaa striatumin ja isoaivo-
kuoren alueella. Onkin arveltu, ettd ndiden kahden vélittjaaineen toiminnan epatasapaino
striatumin alueella voisi olla osasyy Touretten syndrooman synnyssa (Panula ja Nuutinen
2013).
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Narkolepsia on unihairid, jolle tyypillisia oireita ovat voimakas paivéaaikainen sedaatio
seka kataplektiset kohtaukset (Burgess ja Scammell 2012). Aivojen toimintoja kiihdytta-
van hypokretiinijarjestelman epatoiminnallisuuden arvellaan liittyvan narkolepsian pato-
fysiologiaan (de Lecea ym. 1998; Nishino ym. 2009). Hypotalamuksen hypokretiiniso-
luista suuntautuu hermosaikeitd aivojen vireystilaa sadteleviin osiin, muun muassa locus
coeruleuksen noradrenergisiin hermosoluihin, raphe-tumakkeen serotonergisiin hermo-
soluihin ja basaalisen etuaivon kolinergisiin hermosoluihin (Peyron ym. 1998; Egger-
mann ym. 2001). Hypokretiinisoluista suuntautuu hermosaikeita myds TMN:n histamii-
nisoluihin, joissa hypokretiini stimuloi histamiinin vapautumista (Eriksson ym. 2001).
Narkolepsiasta kérsivien potilaiden selk&ydinnesteessé onkin todettu normaalia mata-
lampi histamiinipitoisuus (Kanbayashi ym. 2009; Nishino ym. 2009), miké tukee narko-
lepsian hypokretiiniteoriaa. Lisaksi hypokretiinin suhteen poistogeenisten eldinten vi-
reystilan on havaittu lisddntyvén histamiinin vapautumista stimuloivan Hs-reseptorin an-
tagonistin annon jalkeen (Lin ym. 2008). Hs-reseptorin ka&anteisagonistia, pitolisanttia,
sisaltava Wakix® on ensimmaéinen keskushermoston histaminergiseen hermovalittjai-
nejarjestelmaan vaikuttava lasten narkolepsian hoitoon kehitetty laédkevalmiste, jonka
myyntilupahakemusta kasitelladn paraikaa EMA:ssa (European Medicines Agency:
www.ema.europa.eu; EMA/465005/2014).

2.2 Dopaminerginen hermovalittajaainejarjestelma

2.2.1 Dopamiini

Dopamiini on monoamiinirakenteinen hermovalittajaaine, jonka luultiin 1950-luvulle asti
olevan vain noradrenaliinin ja adrenaliinin synteesin vélituote (Yeragani ym. 2010).
Carlsson (1959) kollegoineen 16ysi ensimmaisind dopamiinia aivoista. Samalla havaittiin,
etta dopamiini ja keskushermoston toinen katekoliamiinirakenteinen hermovalittajaaine,
noradrenaliini ovat jakautuneet eri aivoalueille. Nykyaan dopamiinin tiedetéén saatelevan
lukuisia elimiston toimintoja kuten motoriikkaa (Hosp ja Luft 2013), mielihyvévaikutusta
(Yokel ja Wise 1975), motivaatiota (Baik 2013) sek& muistia ja tarkkaavaisuutta (Clark
ja Noudoost 2014).
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Dopamiinia syntetisoidaan dopaminergisten hermosolujen soomaosassa L-tyrosiinista
kahden vélivaiheen kautta (Elsworth ja Roth 1997; Daubner ym. 2011) (kuva 4). Her-
moimpulssin kulkeutuessa hermopaatteeseen solukalvon kalsiumkananavat aukeavat. So-
lunsisdisen kalsiumpitoisuuden kasvu sekd CAMP toisioléhetin aktivoituminen stimuloi-
vat tyrosiinihydroksylaasin (TH) toimintaa. Ensin TH muuttaa L-tyrosiinin L-3,4-dihyd-
roksyfenyylialaniiniksi (engl. L-3,4-dihydroxyphenylalanine, L-DOPA), jonka aromaat-
tisten L-aminohappojen dekarboksylaasientsyymi muuttaa lahes valittomasti dopamii-
niksi. Synteesia rajoittava tekija on TH:n aktivaatio. Solunsiséinen dopamiini puolestaan
estdd TH:n toimintaa kilpailemalla TH:ta aktivoivan kofaktorin tetrahydrobiopteriinin
(BH4) kanssa samasta TH:n pinnassa olevasta sitoutumispaikasta. Solunsisainen dopa-
miini kulkeutuu VMAT-2:n avulla vesirakkulaan, joka voi sulautua solukalvoon ja va-
pauttaa dopamiinin synapsirakoon tai varastoitua dopaminergisen hermosolun siledan en-
doplasmakalvostoon tai tuojahaarakkeisiin (Cuello ym. 1973; Mercer ym. 1979; Niren-
berg ym. 1996).

DOPAMINERGINEN HERMOSOLU
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Kuva 4. Dopamiinin synteesi, vapautuminen, soluunotto ja metabolia. Solunsisdisen kalsiumin
aktivoima tyrosiinihydroksylaasi (TH) muuttaa L-tyrosiinin L-dopaksi, jonka aromaattisten L-
aminohappojen dekarboksylaasi muuttaa dopamiiniksi. Dopamiini kulkeutuu vesikulaarisen mo-
noamiinitransportteri-2:n (VMAT-2) avulla vesirakkulaan, jonka sulautuessa solukalvoon dopa-
miini vapautuu synapsirakoon. Dopamiini aktivoi postsynaptisia dopamiinireseptoreita (D1-Ds)
sek& presynaptisia dopamiinin autoreseptoreita (paéasiallisesti D,). Se otetaan takaisin soluun do-
pamiinitransportterin (DAT) avulla tai metaboloidaan inaktiiviseksi postsynaptisella kalvolla ole-
van katekoli-o-metyylitransferaasin (COMT) tai monoamiinioksidaasin (MAO) vélityksella.
MAO entsyymid sijaitsee myds hermosolun sisélléa mitokondrion ulkopinnoilla (Muokattu Bravo
ym. (2014) kuvasta).
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Synapsiraossa dopamiini voi sitoutua postsynaptisiin D1-, D2-, D3-, Ds- tai Ds-reseptorei-
hin tai presynaptisiin dopamiinin vapautumista ja synteesid séateleviin dopamiinin D»-
autoreseptoreihin (kuva 4) (Missale ym. 1998; Ford 2014). Dopamiinivalitteinen signaa-
linvélitys paattyy, kun dopamiini otetaan takaisin soluun dopamiinitransportterin (DAT)
avulla (Reith ym. 1997). Vaihtoehtoisesti reseptoreihin sitoutumaton dopamiini voi me-
taboloitua katekoli-o-metyylitransferaasin (COMT) vaikutuksesta 3-metoksityramiiniksi
(MTA) tai monoamiinioksidaasin (MAO) vaikutuksesta ensin 3,4-dehydroksifenyyliase-
taldehydiksi ja edelleen aldehydidehydrogenaasin vaikutuksesta 3,4-dihydroksi-
fenyylietikkahapoksi (engl. 3,4-dihydroxyphenylacetic acid, DOPAC) ja lopulta
COMT:in vaikutuksesta homovanilliinihapoksi (engl. homovanillic acid, HVA) (Neff ja
Goridis 1972; Bertocci ym. 1991; Gesi ym. 2001).

Ihmisilla dopamiinin yleisin metaboliitti keskushermostossa on HVA (Kopin ym. 1988),
kun taas hiirien ja rottien padmetaboliitit ovat DOPAC ja HVA (Uutela ym. 2009). Do-
pamiinin inaktivaatioreitti vaihtelee myos eri aivoalueilla. Esimerkiksi COMT-entsyymi
on aktiivisin isoaivokuorella, kun taas DAT-proteiinia esiintyy runsaammin striatumissa,
ventraalisessa tegmentumissa ja mustatumakkeessa (Shimada ym. 1991; Matsumoto ym.
2003).

2.2.2  Dopamiinisolut ja hermosdikeet

Dopamiinia syntetisoivat hermosolurungot sijaitsevat keskiaivojen ventraalisen tegmen-
tumin alueella (VTA) sekd mustatumakkeessa (engl. substantia nigra reticular, SNR)
(Dahlstrom ja Fuxe 1964). Suurin osa dopaminergisistad hermosoluista sijaitsee keskiaivo-
jen alueella, mutta osa soluista sijaitsee myos talamuksessa, hypotalamuksessa, hajukaa-
missa ja silman verkkokalvolla. Keskushermoston dopamiinisolut on jaettu keskiaivoissa
sijaitseviin A8-A10 soluihin, valiaivoissa sijaitseviin A11-A14 soluihin, hajukadmissa si-
jatseviin A16 soluihin ja silman verkkokalvolla sijaitseviin A17 soluihin (Dahlstrom ja
Fuxe 1964; Lindvall ja Bjorklund 1979). VTA:sta ja SNR:sté alkunsa saavat dopaminer-
giset hermoséikeet hermottavat muun muassa striatumia, isoaivokuorta, limbista jérjes-

telmaa ja hypotalamusta.
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Dopaminergisen hermovalittgjaainejarjestelman neuroanatomiaa kartoitettiin ensimméi-
send rotan aivoista (Dahlstrom ja Fuxe 1964; Thierry ym. 1973). Pian havaittiin, etta kes-
kiaivojen dopaminergiset hermosolut A8, A9 ja A10 ovat heterogeenisia soluryhmia, joi-
den hermosdikeet hermottavat aivojen eri alueita, joskin niiden hermottavat aivoalueet
ovat osittain paallekkaisia (Ungerstedt 1971; Domesick 1988). Pitki& dopaminergisia her-
mosadikeitd suuntautuu mustatumakkeen A9 dopamiinisoluista dorsaaliseen striatumiin,
erityisesti caudate-tumakkeen ja putamenin aivoalueille (nigrostriataalinen hermorata)
(kuva 5). VTA:n A8 ja A10 dopamiinisoluista lahtee puolestaan pitkid hermosaikeité ac-
cumbens-tumakkeeseen, hajukadmiin, mantelitumakkeeseen ja muihin aivojen limbisen
jarjestelman rakenteisiin (mesolimbinen hermorata). A10 dopamiinisoluista suuntautuu
pitkia hermosdikeitda myos isoaivokuorelle (mesokortikaalinen hermorata). Lyhyempia
hermosaikeita suuntautuu A8 ja A10 dopamiinisoluista muun muassa keskiaivojen, pe-
riakveduktaalisen harmaan aineen, hippokampuksen sekd locus coeruleuksen alueille
(Hokfelt ym. 1984; Deutch ym. 1988).

NIGROSTRIATAALINEN

MESOKORTIKAALINEN HERBATA

HERMORATA

MESOLIMBINEN
HERMORATA

Kuva 5. Dopaminergiset hermoradat hiiren aivojen sagitaalisessa rakennekuvassa. Nigrostriataa-
linen hermorata alkaa mustatumakkeesta (engl. substantia nigra, SN) ja suuntautuu striatumin
GABAergisiin hermosoluihin. Kaksi dopaminergistd hermorataa ldhtee ventraalisen tegmentu-
min alueelta (VTA): isoaivokuorta hermottava mesokortikaalinen hermorata ja aivojen limbista
aluetta hermottava mesolimbinen hermorata. Aivoissa on myds neljis dopaminerginen hermorata,
tuberoinfundibulaarinen hermorata, joka alkaa hypotalamuksesta ja paattyy aivolisdkkeeseen.
Tamé& hermorata séételee prolaktiinin vapautumista (Muokattu Moneyn ja Stanwoodin (2013) ku-
vasta).

Ventraalisen periakveduktaalisen harmaan aineen (VPAG) alueella sek& raphe-tumak-

keen lineaarisessa osassa (RLi) sijaitsee myds dopamiinisoluja, joiden hermosdikeet her-
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mottavat keskiaivojen ventraalista osaa (Lu ym. 2006). Dopaminerginen tuberoinfundi-
bulaarinen hermorata alkaa puolestaan hypotalamuksen arcuate-tumakkeen hermoso-
luista ja paattyy aivolisdkkeeseen, missd dopamiini séatelee prolaktiinin vapautumista
(Fuxe ja Hokfelt 1966). Lyhyita paikallisia dopaminergisia hermosdikeita sijaitsee myos
hajukdamissé seka verkkokalvolla (Dahlstrom ja Fuxe 1964). My0s selkdytimeen suun-
tautuu dopaminergisia hermoséikeitd hypotalamuksen A1l dopamiinisoluista (Skager-
berg ja Lindvall 1985).

Ihmisen dopaminergisen hermovalittdjaainejarjestelmén rakenne on paapiirteittdin sa-
manlainen, mutta monimutkaisempi kuin muilla nisékkailla (Gaspar ym. 1989). Lajikoh-
taisia eroja esiintyy muun muassa dopamiinisolujen maarassa (German ja Manaye 1993).
Ihmisen aivoissa on suhteellisesti 3 — 7 -kertainen maara dopamiinisoluja verrattuna rotan
aivojen dopaminergisten solujen méaraan. lhmisen ja rotan aivojen dopaminerginen her-
movalittajaainejarjestelma poikkeaa myos solujen jakautumisen ja hermoséikeiden her-
mottamien eri aivoalueiden suhteen (Lewis ym. 1998; Gaspar ym. 1989; Berger ym.
1991). Esimerkiksi dopamiinisolut A8, A9 ja A10 eivét ole jakaantuneet ihmisen ai-
voissa yhté tarkoille heterogeenisille alueille kuin rotan aivoissa. lhmisen aivojen meso-
kortikaalisen radan hermoséikeet eivat myoskaan ldhde pelkéastddan A10 dopamiiniso-
luista vaan kaikista edelldmainituista mustatumakkeen ja VTA:n dopamiinisoluista (A8-
A10). Mesokortikaalisen radan dopaminerginen hermotus on myds huomattavasti ti-

hedmpi ihmisen kuin rotan isoaivokuorella.

2.2.3  Dopamiinireseptorit

Dopamiini aktivoi keskushermostossa ainakin viitta eri 7-transmembraanista G-proteii-
nivélitteista dopamiinireseptoria (D1-Ds) (Missale ym. 1998). D1- ja Ds-reseptorit on luo-
kiteltu D1-reseptorityyppiin ja Do-, Ds- ja Ds-reseptorit Do-reseptorityyppiin. Reseptorit
on jaettu eri reseptorityyppeihin samankaltaisen rakenteen ja solusignaloinnin perusteella
(Kebabian ja Calne 1979; Civelli ym. 1993). Ensimmaiset viitteet dopamiinireseptoreista
havaittiin, kun dopamiinin osoitettiin stimuloivan solukalvon G-proteiinin toimintaan

kytkeytynyttd adenylaattisyklaasia, jonka aktivaatio puolestaan liséé solunsisaistd CAMP
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pitoisuutta (Kebabian ym. 1972). My6hemmin havaittiin, ettd dopamiini esta prolaktii-
nin eritysté aivolisakkeestd, mutta tdma vaste ei ole linkittynyt solunsisaisen cCAMP pitoi-
suuden nousuun (Caron ym. 1978). Dopamiinireseptorit jaettiin adenylaattisyklaasiin toi-
mintaan kytkeytyneiksi D1-reseptoreiksi ja muihin signaalinvélitysketjuihin linkittyneiksi
D2-reseptoreiksi (Kebabian ja Calne 1979). Tama jako on séilynyt nykypaivéaan saakka.
1990-luvulla geenien kloonaustekniikoiden kehittymisen myG6té pystyttiin tunnistamaan
kolme uutta dopamiinireseptoria: Ds-, D4 ja Ds-reseptorit (Sokoloff ym. 1990; Sunahara
ym. 1991; Van Tol ym. 1991).

D:-reseptori on aivojen yleisin dopamiinireseptori (Dearry ym. 1990; Fremeau ym.
1991). Sen mRNA:ta on ldydetty muun muassa striatumista, accumbens-tumakkeesta,
hajukaamistd, hypotalamuksesta ja talamuksesta. Striatumissa Di-reseptoreita on erityi-
sesti GABAergisissd MS (engl. medium spiny) -hermosoluissa (Le Moine ja Bloch 1995).
Samaan reseptorityyppiin kuuluvan Ds-reseptorin mRNA:ta on lI0ydetty puolestaan hip-
pokampuksesta, lateraalisesta mammilaarisesta tumakkeesta, talamuksesta, etuaivoista,
diagonaalisen hermokimpun alueelta, striatumista sekda mustatumakkeesta (Huntley ym.
1992; Rappaport ym. 1993). Ds-reseptorin mMRNA:n ilmeneminen aivokudoksessa on kui-
tenkin huomattavasti alhaisempi kuin Di-reseptorin. Di-reseptorityypin dopamiiniresep-
torit sijaitsevat pédasiallisesti postsynaptisilla solukalvoilla (Huang ym. 1992; Smiley
ym. 1994; Bergson ym. 1995).

D:-kaltaisten reseptorien aktivaatio voi kdynnistdd lukuisia eri solusignalointiketjuja
(Missale ym. 1998). D;-reseptorit ovat kytkeytyneet Gs-proteiinin, jonka aktivaatio lisda
solunsisdisen cCAMP:n pitoisuutta ja aktivoi PKA:n toimintaa (Dearry ym. 1990; Monsma
ym. 1990). Useiden PKA:n substraattien, kuten CREB-transkriptiotekijan ja DARPP-32-
proteiinin (engl. dopamine and cAMP-regulated phosphoroprotein), sekd glutamaattire-
septorien (AMPA ja NMDA) ja kalsium- ja kaliumkanavien toiminnassa on myos ha-
vaittu muutoksia dopamiinin tai farmakologisten ligandien sitoutuessa Di-kaltaisiin re-
septoreihin (Greengard 2001; Svenningsson ym. 2004). Néiden reseptorien aktivaatio voi
lisaksi vaikuttaa muun muassa MAPK -vélitteisiin soluvasteisiin (Zhen ym. 1998; Chen
ym. 2004).
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D»-reseptoreita on I0ydetty 1&hinn& striatumista, hajuk&amista, isoaivokuorelta, manteli-
tumakkeesta, hypotalamuksesta, mustatumakkeesta, ventraalisesta tegmentumista, ac-
cumbens-tumakkeesta seké aivolisakkeestd, missa ne séatelevét prolaktiinin eritysta
(Meador-Woodruff ym. 1989; Bouthenet ym. 1991; Diaz ym. 1994). Kuten D:-reseptorit,
D»-reseptorit ovat keskittyneet striatumissa erityisesti GABAergisiin MS-hermosoluihin
(Le Moine ja Bloch 1995). Do-reseptorien on havaittu myos kolokalisoituvan Di-resepto-
rien kanssa MS-hermosolujen soomaosissa ja presynaptisissa hermopéatteissé (Perreault
ym. 2010). Kolokalisaatiolla tarkoitetaan kahden eri substanssin, esimerkiksi reseptorin,
sijaintia samassa paikassa esimerkiksi samassa hermosolussa. Dz-reseptoreita on 10ydetty
puolestaan erityisesti aivojen limbisen jarjestelman alueelta (Landwehrmeyer ym. 1993).
Accumbens-tumakkeessa Ds-reseptoreita sijaitsee substanssi B:td ja neurotensiinid sisél-
tavissa hermosoluissa (Bouthenet ym. 1991). Ds-reseptoreita on 16ydetty myos pienina
maarind mustatumakkeen, VTA:n ja hippokampuksen hermosoluista. Ds-reseptori on ai-
voissa dopamiinireseptoreista harvinaisin (Missale ym. 1998). Sitd on kuitenkin l16ydetty
muun muassa isoaivokuorelta, striatumista, mantelitumakkeesta, hippokampuksesta ja
hypotalamuksesta (Van Tol ym. 1991; O'Malley ym. 1992; Mrzljak ym. 1996).

Myo6s D»-reseptoriperheen dopamiinireseptorit voivat muuttaa soluvasteita usean eri
toisioldhettijarjestelman kautta (Missale ym. 1998). Gi-proteiinivélitteisen adenylaatti-
syklaasin eston on arveltu olevan yksi tdman reseptoriperheen yleisimmista signalointi-
reiteistd. Do-reseptorin aktivaation havaittiin ensin estdvan adenylaattisyklaasia aivoli-
sékkeessa ja myohemmin myos muualla keskushermostossa (De Camilli ym. 1979; Onali
ym. 1985). Adenylaattisyklaasin esto johtaa solunsisaisen cAMP:n pitoisuuden alenemi-
seen. Myos Ds- ja Ds-reseptorien aktivaation on todettu alentavan solunsisaisen CAMP:n

maaraéa soluviljelmissa (Tang ym. 1994).

D»-kaltaiset reseptorit voivat myods yhtélailla vaikuttaa hermosolun kalsium- ja kalium-
kanaviin, ionipumppuihin ja MAPK-signalointireitin aktivaatioon (Missale ym. 1998;
Beaulieu ja Gainetdinov 2011). Naita toisioldhettijarjestelmid on tutkittu kattavasti, mutta
tulokset ovat olleet ristiriitaisia. Esimerkiksi toisissa soluviljelmissa D-reseptorin akti-
vaation on todettu alentavan solunsiséisté kalsiumpitoisuutta ja toisissa lisdavan (Vallar

ym. 1990; Seabrook ym. 1994b). Ds- ja Das-reseptorin aktivaation on kuitenkin havaittu
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ainoastaan alentavan solujen kalsiumpitoisuutta (Seabrook ym. 1994b; Seabrook ym.
1994a). D»-kaltaisten reseptorien on osoitettu myos lisddvan solunsiséista kaliumpitoi-
suutta, mika johtaa solun hyperpolarisaatioon (Williams ym. 1989; Greif ym. 1995). Ta-
man mekanismin on arveltu olevan yleisin presynaptisissa autoreseptoreissa, joiden akti-
vaatio estad dopamiinin synteesié ja vapautumista hermopéétteesta. D,-reseptoriperheen
reseptorien on havaittu myos lisddvan solunsiséisen arakidonihapon pitoisuutta mahdol-

lisesti proteiinikinaasi C:n (PKC) aktivaation seurauksena (Di Marzo ym. 1993).

Dopamiinireseptorien signalointireittien monimuotoisuutta lisaa reseptorien alamuodot,
joihin linkittyneet toisiol&hettijarjestelméat voivat poiketa toisistaan (Missale ym. 1998;
Beaulieu ja Gainetdinov 2011). Esimerkiksi D-reseptorilla on kaksi alamuotoa: D2s ja
D2 (Dal Toso ym. 1989; Giros ym. 1989). Néilla kahdella alamuodolla on Idhes sama
farmakologinen profiili, mutta D2s-reseptori on arveltu olevan esimerkiksi p&avastuussa
solunsisdisen PKC:n aktivaatiosta. My6s Ds- ja Ds-reseptoreilla on alamuotoja (Fishburn
ym. 1993; Seeman ym. 1994). Néiden alamuotojen affiniteetissa eri ligandeille ja jakau-
tumisessa aivokudokseen on havaittu pienia eroavaisuuksia, joiden kliinistd merkitysta ei

kuitenkaan viela tunneta.

2.2.4  Dopamiinin merkitys elimiston fysiologiassa

Dopamiini osallistuu keskushermostossa lukuisien korkeampien aivotoimintojen saate-
lyyn. Se sdételee muun muassa liikeaktiivisuutta (Anden ym. 1971), mielihyvévaikutusta
(Yokel ja Wise 1975), tarkkaavaisuutta (Clark ja Noudoost 2014), impulsiivisuutta (Basar
ym. 2010), muistia (Costa ym. 2012) ja oppimista (Creed ym. 2014). Useiden paihteiden
tiedetdén vaikuttavan dopaminergiseen hermovélittajaainejarjestelméaan, ja timan vuoksi

dopamiini on liitetty myos riippuvuuden syntymekanismeihin (Baik 2013).

Nigrostriataalinen dopaminerginen hermorata on tarkein liikeaktiivisuutta saateleva her-
movélittajdainejarjestelma (Anden ym. 1971). Taméan hermovalittajaainejérjestelman eri
dopamiinireseptorien aktivaatio vaikuttaa liikeaktiivisuuteen eri tavalla. Esimerkiksi
striatumissa presynaptisten D»-autoreseptorien aktivaatio vahentdd dopamiinin pitoi-

suutta synapsiraossa, ja ndin ollen vahentaa liikeaktiivisuutta, kun taas postsynaptisten
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D:-reseptorien aktivaatio lis&a liikeaktiivisuutta (Hoffman ja Beninger 1985; Wolf ja
Roth 1990; Missale ym. 1998; Beaulieu ja Gainetdinov 2011). D,-reseptori, tarkemmin
sen alamuoto Dzs, on yleisin presynaptinen dopaminerginen autoreseptori aivoissa
(Usiello ym. 2000; De Mei ym. 2009). Da_-reseptoreita on puolestaan havaittu lahinna
postsynaptisilla solukalvoilla. Dopamiinireseptorien agonistit voivat sitoutua matalam-
milla pitoisuuksilla autoreseptoreihin ja suuremmilla pitoisuuksilla postsynaptisiin dopa-
miinireseptoreihin  (Wolf ja Roth 1990; Missale ym. 1998; Beaulieu ja Gainetdinov
2011). Muun muassa tdman vuoksi samalla dopamiiniagonistilla voi olla liikeaktiivisuu-
teen positiivinen tai negatiivinen vaikutus. Myos Dz-reseptorin aktivaatiolla voi olla lieva
liikeaktiivisuutta véhentdva vaikutus, silla Ds-reseptorin suhteen poistogeenisilla hiirilla
on havaittu lievaa liikeaktiivisuuden lisdantymistd sekda kohonnut dopamiinipitoisuus
striatumissa in vivo villityypin hiiriin verrattuna (Joseph ym. 2002). Ds- ja Ds-reseptorien
ei puolestaan ole pystytty osoittamaan olevan yhtad merkityksellisié liikeaktiivisuuden

séatelyssa (Missale ym. 1998).

Dopamiini vélittdd mielihyvéa tuottavan sekda motivaatiota ja tarkkaavaisuutta lisadvan
vaikutuksensa paéasiallisesti mesolimbisen hermoradan kautta (Hyman ym. 2006; Baik
2013). VTA:n dopamiinisolujen aktivaatio aikaansaa dopamiinin vapautumisen ac-
cumbens-tumakkeessa ja muissa aivojen limbisen jarjestelmén osissa, kuten mantelitu-
makkeessa. Mesolimbinen hermorata aktivoituu luonnollisista kayttaytymista vahvista-
vista arsykkeistd, kuten ruoasta, juomasta ja seksuaalisista virikkeista. Se aktivoituu myods
useiden péihdyttavien aineiden vaikutuksesta. Erityisesti postsynaptisten Di- ja Do- re-
septorien, sekd vdhemmissa maarin Ds-reseptorin, on havaittu séatelevan mielihyvaa ja

motivaatiota (Beaulieu ja Gainetdinov 2011).

Dopamiinin osuutta isoaivokuoren ja hippokampuksen kognitiivisissa toiminnoissa on
tutkittu laajasti. Sill& on todettu olevan tarke& merkitys muun muassa hermosolujen sy-
naptisessa plastisuudessa, ja sen on todettu lisddvan etuaivoissa pitkakestoista potentiaa-
tiota (engl. long-term potentiation, LTP), joka on tarked ilmié muun muassa muistitoi-
minnoissa (Lovinger 2010). Ds-reseptorin aktivaatio on LTP:ssa oleellinen, ja Di-resep-

torien antagonistien onkin muun muassa havaittu estdvan LTP:t4 striatumissa in vitro
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(Kerr jaWickens 2001). Kortikostriataalisen hermoradan synaptisen plastisuuden on puo-
lestaan osoitettu olevan térked oppimisessa (Calabresi ym. 1996). Mustatumakkeesta al-
kunsa saavat dopaminergiset hermoséikeet synapsoivat kortikostriataalisen hermoradan
kanssa (Smith ym. 1994). Dopamiini voi siis saadellda tdman hermoradan toimintaa yh-
dessa muiden hermovaélittajaaineiden kanssa. My6s accumbens-tumakkeen arvellaan ole-
van osallisena muistin ja oppimisen séatelyssa (Setlow 1997). Lisdksi on havaittu, etta
accumbens-tumakkeen leesiot aiheuttavat eldinten impulsiivisuuden véhenemistd, mika
viittaa tdman aivoalueen dopaminergisen aktiivisuuden tarked&n merkitykseen myds im-

pulsiivisuuden séatelemisessa (Basar ym. 2010).

2.2.5 Dopamiinin merkitys eri keskushermostosairauksien patofysiologiassa

Dopamiinin laajojen fysiologisten vaikutusten vuoksi on loogista, etta se on osallisena
myos useiden keskushermostosairauksien patofysiologiassa. Tassa kappaleessa tarkastel-
laan samoja keskushermostosairauksia, joita kasiteltiin kappaleessa 2.1.6 (Histamiinin
merkitys eri keskushermostosairauksien patofysiologiassa). Dopaminergisen hermovalit-
tajaainejarjestelmén vauriot ja toiminnalliset muutokset ovat kuitenkin osana myos lu-
kuisten muiden, tassa kirjallisuuskatsauksessa mainitsemattomien, keskushermostosai-

rauksien patofysiologiassa.

Mustatumakkeeseen kertyvien paiasiallisesti a-synukleiiniproteiineista koostuvien dopa-
miinisoluja vaurioittavien Lewyn kappaleiden arvellaan olevan yksi tarkeimpié patofy-
siologisia muutoksia Parkinsonin taudissa (Goldman ym. 2014). Tarkkaa syyta Lewyn
kappaleiden muodostumiseen ei tunneta. Useiden eri geenien (esim. PINK1, LRRK2,
GBA) mutaatioiden osuutta on tutkittu Parkinsonin taudin synnyssa (Dehay ym. 2013;
Koyano ym. 2013). Esimerkiksi arviolta noin 5-10 % Parkinsonin tautia sairastavista kan-
taa mutaatiota B-glukoserebrosidaasia (GBA) koodaavassa geenissa, mika voi aiheuttaa
solun lysosomaattisen jarjestelmén toimintahairidita ja taman seurauksena proteiiniaggre-
gaattien solunsiséisen kertymisen mustatumakkeen dopaminergisiin hermosoluihin (Bea-
van ja Schapira 2013). Parkinsonin taudin nykyinen la&kehoito perustuu striatumin dopa-
miinireseptorien aktivoimiseen dopamiinin prekursorilla L-dopalla, ja sen aivoihin kul-

keutuvan osuuden maaran lisdédmiseen maksan dopadekarboksylaasin estgjilla (Connolly
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ja Lang 2014). Aivojen dopaminergistd aktiivisuutta voidaan lisatd myos COMT ja

MAO-B entsyymien estéjilla sekd dopamiinireseptorien agonisteilla.

Dopaminergisen hermovalittajaainejarjestelman hyperaktiivisuus on todennakoisesti
edelleen kaikista tunnetuin skitsofrenian patofysiologian vallitsevista hypoteeseista
(Brisch ym. 2014). Nykyinen skitsofrenian la&kehoito Do-reseptoreita salpaavilla antipsy-
kooteilla pohjautuu vahvasti dopamiiniteoriaan (Chien ja Yip 2013). Tarkkaa tietoa siita,
mika on aiheuttanut dopaminergisen hermovélittdjaainejarjestelmén epatoiminnallisuu-
den, ei kuitenkaan tiedetd. Syyna voi olla esimerkiksi dopamiinin synteesin tai vapautu-
misen lisd&ntyminen, dopamiinireseptorien lukumaaran tai affiniteettien muutokset, post-
synaptisten dopamiinireseptorien signalointiketjujen muutokset tai metaboliareittien epa-
toiminnallisuus. Post mortem -tutkimukset ovat osoittaneet skitsofreniapotilailla heiken-
tyneen dopaminergisen hermotuksen isoaivokuorella (Akil ym. 1999). Lisaksi skitsofre-
niaa sairastavilla isoaivokuoren Do-reseptorien mééran on havaittu olevan normaalia al-
haisempi, kun taas striatumin D2-reseptorien maard on normaalia suurempi (Kessler ym.
2009). Nama loydokset tukevat hypoteesia dopaminergisen hermovélittajaainejarjestel-

man aivoaluespesifisesta epatoiminnallisuudesta skitsofrenian patofysiologiassa.

Dopaminergisen aktiivisuuden véhenemista striatumissa ja isoaivokuorella on ehdotettu
yhdeksi ADHD:n patofysiologisista muutoksista (Viggiano ym. 2004). Taudin tyypilliset
oireet seka se, ettd niita voidaan helpottaa dopamiinin pitoisuutta striatumin ja isoaivo-
kuoren alueella lisdavilla la&kehoidoilla, tukevat dopaminergisen hypoaktiivisuuden teo-
riaa. ADHD:n ladkehoitona kéytetty psykostimulantti metyylifenidaatti nostaa dopamii-
nin pitoisuutta synapsiraossa estamalla DAT-proteiinia seka stimuloimalla postsynaptisia
D:-reseptoreita (Wilens 2008). Mahdollisten mutaatioiden vaikutusta ADHD:n synnyssé
on tutkittu muun muassa Das- ja Ds-reseptoreita sekd DAT ja COMT proteiineja koodaa-
vissa geeneissé (Faraone ja Mick 2010). Esimerkiksi hiirilla, joiden DAT-proteiinia koo-
daavan geenin toiminta on estetty, on havaittu esiintyvan hyperaktiivisuutta (Gainetdinov
ym. 1999). Liséksi tdméan liikeaktiivisuuden lisdé&ntymisen on havaittu olevan paradok-
saalisesti kumottavissa dopaminergista aktiivisuutta lisavilla psykostimulanteilla. Tark-

kaa mekanismia talle ilmidlle ei tunneta.
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Isoaivokuorelta limbiseen jarjestelmaan kulkevan, normaalisti negatiivista palautevaiku-
tusta s&atdvan, hermoradan toiminnan on arveltu heikentyneen Touretten syndroomaa sai-
rastavilla (Ziemann ym. 1997). Tét& hypoteesia tukee myds tutkimus, jossa potilailla ha-
vaittiin motorisia hairigita silmien isoaivokuoren séatelemissa sakkadisissa liikkeissa
(Straube ym. 1997). Osalla potilaista on havaittu myos lisdéntynyt Do-reseptorien maara
striatumissa ja isoaivokuorella (Minzer ym. 2004). D,-reseptorien antagonistien, esimer-
kiksi haloperidolin, on havaittu vahentavan huomattavasti Touretten syndroomassa esiin-
tyvia pakkoliikkeitd, ja ne ovatkin potilaiden nykyisen ladkehoidon kulmakivi (Malaty ja
Akbar 2014).

Dopamiinin merkitys narkolepsian taudinkuvalle tyypillisessa katapleksiassa ja voimak-
kaassa péivaaikaisessa sedaatiossa on toistaiseksi epéaselva. DAT-proteiinia koodaavan
geenin suhteen poistogeenisilla hiirilla on kuitenkin havaittu NREM (engl. non-rapid eye
movement) -unijaksojen vahentyvén ja vireystilan kasvavan, mik& viittaa dopamiinin
osuuteen valvetilan saatelyssa (Wisor ym. 2001). Liséksi naiden hiirien vireystila ei li-
sédanny valvetilaa yleensa stimuloivan metamfetamiinin (kuva 6) vaikutuksesta. Narko-
lepsiaan on liitetty hypokretiinijérjestelmén epatoiminnallisuus (de Lecea ym. 1998;
Nishino ym. 2009). Sen patofysiologian tutkimuksessa onkin ollut laajassa kéytdssa nar-
koleptiset koirat, joilla on mutaatio hypokretiinin reseptoria 2 koodaavassa hcrtr2-gee-
nissa (Mitler ym. 1976; Lin ym. 1999). Nailla koirilla dopamiinin seké sen metaboliittien
pitoisuudet ovat selkdydinnesteessa normaalia alhaisemmat ja Do-reseptorien méara ac-
cumbens-, caudate- ja mantelitumakkeessa normaalia korkeampi (Bowersox ym. 1987).
Lisaksi D»-reseptorin agonistin kvinpirolin (kuva 6) annostelu VTA:n alueelle lis&a ka-
tapleksiataipumusta néilla koirilla (Reid ym. 1996). On siis mahdollista, ettd nimenomaan
presynaptisten D.-reseptorien méérd on koholla narkolepsiassa, silla niiden aktivaation

tiedetadn vahentavan dopamiinin synteesid ja vapautumista.

H
N N
HN\m m \CH3 m
N
NH
+Hel  L__CH, CH, 2

Kuva 6. Kvinpirolin (vasemmalla), metamfetamiinin (keskell&) ja amfetamiinin (oikealla) raken-
nekaavat. Kvinpirolin rakennekaava on esitetty kaupallisesti saatavana hydrokloridisuolana
(Sigma-Aldrich® 2014) ja metamfetamiinin ja amfetamiinin rakennekaavat (DrugBank 4.1) on
esitetty vapaan eméaksen muodossa. Metamfetamiini eroaa amfetamiinin rakenteesta siten, ett4
sen typpeen (N) on liittynyt metyyliryhma (-CHz).
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2.3 Histamiinin ja dopamiinin yhteisvaikutukset keskushermostossa

2.3.1 Histaminergisen ja dopaminergisen hermovalittdjaainejarjestelmén anatominen

sijainti aivoissa

Vaikka histaminergisen ja dopaminergisen hermovalittdjaainejarjestelman neuroanato-
miaa on kartoitettu erikseen laajasti eri lajien muun muassa ihmisen (Gaspar ym. 1989;
Airaksinen ym. 1991) ja rotan (Dahlstrom ja Fuxe 1964; Panula ym. 1984; Watanabe ym.
1984; Panula ym. 1989) aivoista, niiden anatomista sijaintia suhteessa toisiinsa on tois-

taiseksi tutkittu vahan.

Kaslin ja Panula (2001) tutkivat immunohistokemiallisella varjayksella histaminergisen
ja dopaminergisen hermovalittajaainejarjestelman neuroanatomista sijaintia seeprakalan
(Danio rerio) aivoissa. Histamiinia tuottavien hermosolujen ja dopamiinin synteesista
vastuussa olevien TH:ta sisaltdvien hermosolujen havaittiin olevan lahimpiné toisiaan hy-
potalamuksen kaudaalisessa osassa. Sielta lahtevien, lahes kaikkia aivoalueita hermotta-
vien, histaminergisten hermoséikeiden osoitettiin suuntautuvan hypotalamuksessa TH-
solujen laheisyyteen erityisesti vireystilaa saatelevilla mediaalisen preoptisen ja poste-
riorisen tuberculumin aivoalueilla sekéd paraventrikulaarisen tumakkeessa ja sen lahialu-
eilla. Histamiini- ja TH-positiivisten solujen synaptisista yhteyksista havaittiin viitteitd,
mutta varsinaista kolokalisaatiota seeprakalan aivoissa ei osoitettu. Histamiini- ja TH-
positiivisten hermosolujen ja saikeiden kolokalisaatiota ei havaittu myoskaén rotan sikion
aivojen immunohistokemiallisessa vérjayksessa (Vanhala ym. 1994). Kolokalisaatiolla
tarkoitetaan tassa tapauksessa histamiinin ja TH:n sijaintia samassa paikassa esimerkiksi

samassa hermosolussa.

Histamiinisdikeet hermottavat kaikkia dopaminergisen hermovalittajdainejarjestelman
tarkeimpid aivoalueita, kuten VTA:ta, mustatumaketta, accumbens-tumaketta ja hajukéa-
mid (Panula ym. 1989). Histamiinisdikeet hermottavat myds hypotalamuksen valvetilaa
séatelevid osia, missa histamiinin on havaittu lisddvan Hi-reseptorivalitteisesti dopami-
nergista aktiivisuutta muun muassa suprakiasmaattisessa ja paraventrikulaarisessa tumak-

keessa (Fleckenstein ym. 1994). Lisatutkimukset histaminergisen ja dopaminergisen her-
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movalittajaainejarjestelman neuroanatomiasta ovat tarpeen, silld ne auttavat ymmarta-
méaan ndiden kahden monoamiinin elimiston fysiologisten toimintojen yhteenlinkittynytta
séatelyd. Tamén erikoistyon kokeellisessa osuudessa tutkitaan histaminergisen ja dopa-

minergisen hermovalittajaainejarjestelman sijaintia suhteessa toisiinsa hiiren aivoissa.

2.3.2 Reseptoritason yhteisvaikutukset

In situ hybridisaatio -menetelmd on mahdollistanut aivojen dopamiini- ja histamiinire-
septorien sijainnin selvittdmisen. T&ssd kappaleessa keskitytd&n histamiinin Hz-resepto-
riin, sill4 tdméan reseptorin linkittymisestd dopaminergisen hermovélittijaainejarjestel-
man kanssa on toistaiseksi eniten viitteita (Schlicker ym. 1993; Molina-Hernandez ym.
2000; Ferrada ym. 2008; Ferrada ym. 2009; Moreno ym. 2011; Gonzalez-Sepulveda ym.
2013).

Pollard (1993) tyéryhmineen I0ysi rotan aivoista Hs-reseptoreita laajasti muun muassa
striatumista ja limbisesta jarjestelmastd, joissa dopamiini séatelee esimerkiksi mielihy-
vad. Myohemmin Pillot (2002a) kollegoineen kartoitti Hs-reseptorien sijaintia hiiren ai-
voissa ja vahvisti edelleen Hz-reseptorin sijainnin edelldmainituilla aivoalueilla. Hz-re-
septoria koodaavan geenin mRNA:ta on vastikdan 16ydetty laajalti myés VTA:n, musta-
tumakkeen ja accumbens-tumakkeen dopaminergisista hermosoluista (Gonzélez-Sepul-
veda ym. 2013). Alun perin Pillot kollegoineen ei havainnut tutkimuksissaan Hs-resepto-
reita VTA:n alueella, minké& arvellaan johtuvan menetelmén epaherkkyydestd. Gonzélez-
Sepulveda tyéryhmineen kaytti tutkimuksissaan samaa in situ koetinta, mutta heilla oli
kdytossa signaalinvahvistin, joka havaitsi Hs-reseptorien mRNA:n ekspressiosignaalin

herkemmin.

Histamiini on itse Hs-autoreseptorin aktiivinen agonisti ja vahentaa histamiinin vapautu-
mista histamiinisolun hermopéatteesta (Arrang ym. 1983). Hs-reseptorin antagonistien,
kuten tioperamidin, on puolestaan havaittu lisddvan histamiinin vapautumista synapsira-
koon (Schlicker ym. 1993). Kun histamiinia vapautuu synapsirakoon enemman, dopamii-
nin vapautuminen hermopéétteestd véhenee. Syyksi on arveltu histamiinin sitoutumista

mahdollisiin dopaminergisissa hermopéaétteissa sijaitseviin Hz-heteroreseptoreihin, jotka
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séatelevat dopamiinin vapautumista. Hs-reseptorin agonistin immepipin on puolestaan
havaittu vdhentavan dopamiinin synteesia ja vapautumista synapsirakoon todennakaoisesti
myaos sitoutumalla suoraan mahdollisiin dopamiinisolun Hs-heteroreseptoreihin (Molina-
Hernandez ym. 2000). Toisaalta tdimén teorian mukaan Hs-reseptorin antagonistin sitou-
tuminen suoraan dopaminergisen hermopéatteen Hz-reseptoreihin lisdisi dopamiinin va-
pautumista (Schlicker ym. 1993). Tioperamidin lisdédman histamiinin vapautumisen on
havaittu aktivoivan myds GABAergisia hermosoluja postsynaptisten Hs-heteroresepto-
rien valityksella (Korotkova ym. 2002). GABAergisten hermosolujen aktivaatio puoles-

taan est&da dopamiinin vapautumista hermopéatteisté.

Striatum on osallisena muun muassa mielihyvévasteen ja liikeaktiivisuuden saatelyssa.
Se on havaittu myos potentiaaliseksi aivoalueeksi histamiinin ja dopamiinin yhteisvaiku-
tuksille. Striatumin hermosoluista suurin osa on GABAergisid MS-hermosoluja (Gerfen
ym. 1990; Le Moine ja Bloch 1995). Ndmé& hermosolut kuuluvat kahteen eri hermorataan:
1) striatumista globus palliduksen sisdosan kautta mustatumakkeeseen kulkevaan suoraan
hermorataan ja 2) striatumista globus palliduksen ulko-osaan kulkevaan epasuoraan her-
morataan. Suoran hermoradan GABAergisen solut sisaltdvat muun muassa dynorfiinia
ja substanssi P:td, ja niiden solukalvoilla on D:-reseptoreita. Epdsuoran hermoradan
GABAEergiset solut siséltavat puolestaan muun muassa enkefaliineja, ja niiden solukal-
voilla on Do-reseptoreita. Liséksi striatumissa on vahdisemmassa maarin GABAergisid ja

kolinergisia interneuroneita.

Striatumissa on runsaasti myos Hs-reseptoreita, ja niiden sijainnin on havaittu olevan talla
aivoalueella padasiallisesti postsynaptinen (Pollard ym. 1993). Naiden postsynaptisten
Hs-reseptorien on osoitettu heterodimerisoituvan striatumin MS-hermosoluissa D1~ ja D-
reseptorien kanssa in vitro (Ferrada ym. 2008; Ferrada ym. 2009). Hz-D1-heterodimee-
rien sijaintia nisakkaan aivojen striatumissa tukee myds tutkimus, joissa Moreno (2011)
tutkimusryhmineen havaitsi Hz-reseptorien agonistien stimuloivan MAPK-signaaliketjua
(1/2 ERK) striatumin Ds-reseptoreita, mutta ei Do-reseptoreita ilmentavissa soluissa. Li-
séksi on havaittu, ettd seka D-reseptorin ettd Hs-reseptorin antagonisti kumoaa MAPK-

signaaliketjun aktivaation. On siis mahdollista, ett& histamiini satelee striatumin suoraa
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hermorataa postsynaptisten Hsz-D1-heterodimeerien ja epdsuoraa hermorataa Hs-D>-hete-
rodimeerien valityksell4. Nailla hermoradoilla on arveltu olevan tarkea osuus mielihyvan

ja aversion seka liikeaktiivisuuden solumekanismeissa (Nakanishi ym. 2014).

In vivo -tutkimuksissa Hs-reseptorien farmakologisten ligandien on havaittu muuttavan
D:- ja Do-reseptorien agonistien ja antagonistien vasteita, mink& on arveltu johtuvan
muun muassa Hz-D1- ja Hs-Do-heterodimeerien toiminnasta. Hs-reseptorin antagonistin
tioperamidin esikésittelyn on muun muassa havaittu lisadvan Di-reseptorin agonistin
SKF-38393:n ja D»-reseptorin agonistin kvinpirolin aiheuttamaa liikeaktiivisuuden kas-
vua hiirill, joiden presynaptisen dopamiinin vapautuminen oli estetty VMAT-2:n toi-
mintaa estavalla reserpiinilla (Ferrada ym. 2008). Liséksi Hs-reseptorin antagonistin
siproksifaanin on osoitettu muun muassa lisddvén D.-reseptorin antagonistin haloperido-
lin aiheuttamaa striatumin hermosolujen séateleméa liikeaktiivisuuden laskua sek& kata-
lepsiaa (Pillot ym. 2002b). Td&mé&n on arveltu johtuvan Hs- ja D2-reseptorin valittdmésté
histamiinin ja dopamiinin yhteisvaikutuksesta, joka johtaa liikeaktiivisuutta hillitsevan

GABAergisen epasuoran hermoradan aktiivisuuden lisdadntymiseen.

Histaminergisen ja dopaminergisen hermovalittajaainejarjestelman reseptoritason yhteis-
vaikutukset eivat ole yksiselitteisid. Esimerkiksi Hz-, D1- ja Do-reseptorien alamuotojen
jakautuminen eri aivoalueille, affiniteetit eri yhdisteitd kohtaan seké erilaiset soluvasteet
vaikeuttavat farmakologisten ligandien vaikutusten tulkintaa. Lisaksi histamiini- ja dopa-
miinireseptorien sek& pre- ettd postsynaptinen sijainti hankaloittaa yhteisvaikutusten tut-
Kimista in vitro ja in vivo nisdkkéiden aivoissa (Missale ym. 1998; Haas ym. 2008).

3 RIIPPUVUUS

Riippuvuus on krooninen tila, jolle on tyypillista nautintoa tuottavien aineiden tai tapah-
tumien tavoittelu (engl. drug seeking behavior tai craving), paihteiden kontrolloimaton
kayttd sek& negatiivisten tunteiden esimerkiksi ahdistuneisuuden ja drtyneisyyden koke-
minen nautintoa tuottavien aineiden tai tapahtumien vaikutusten loputtua (Koob ja Le

Moal 1997). Riippuvuuden kehittymiseen on havaittu liittyvan muutoksia muun muassa
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keskushermoston dopaminergisessa, serotonergisessa, GABAergisessa ja glutamatergi-
sessd hermovalittdjaainejarjestelmassa seké endogeenisessa opioidijarjestelmassa (Koob
ja Nestler 1997). Riippuvuuteen on liitetty pysyvid hermosolujen plastisia muutoksia

muun muassa accumbens-tumakkeessa.

Tassa kappaleessa keskitytddn dopaminergisen hermovélittajéainejérjestelméan osuuteen
riippuvuudessa. Liséksi tarkastellaan riippuvuuden nykyisen ladkehoidon eri vaihtoehtoja
seka histaminergiseen hermovalittajaainejarjestelmaén vaikuttavien mahdollisten uusien

la&keaineiden kayttopotentiaalia riippuvuuden hoidossa.

3.1 Dopamiini ja riippuvuus

Dopaminergiseen hermovalittdjaainejarjestelméan kuuluvia ja riippuvuutta aiheuttavien
paihteiden mielihyvéavaikutukseen liittyvia aivoalueita ovat muun muassa accumbens- ja
mantelitumake, hippokampus ja isoaivokuori (Gardner 2011). VTA:n dopamiinisolujen
aktivoituessa dopamiinin vapautuminen lisaantyy nailla aivoalueilla. Aivojen dopamii-
nijarjestelmaan vaikuttavat paihdyttavat aineet tuottavat mielinyvéé (engl. reward) ja po-
sitiivista vahvistumista (engl. positive reinforcement) joko lisédmélla dopamiinin pitoi-
suutta synapsiraossa tai vaikuttamalla endogeenisen dopamiinin tavoin (Baik 2013). Do-
pamiinin vapautumisen lisdédntyminen limbisessa jarjestelméassa seka isoaivokuorella on
liitetty mielihyvéa tuottavien aineiden tai tapahtumien vaikutuksien positiiviseen vahvis-
tumiseen (Salamone ym. 2007) sek& nédiden aineiden tai tapahtumien tavoittelun motivaa-
tion ja motoristen toimintojen saatelyyn (Schultz ym. 2000; Everitt ja Robbins 2005).
Ihmisen aivojen kuvantamistutkimukset ovat myods osoittaneet dopaminergisen hermové-
littdjaainejarjestelméan rakennemuutoksia riippuvuudessa. Esimerkiksi D»-reseptorien

madra striatumissa on paihderiippuvaisilla normaalia alhaisempi (Volkow 2004).
3.2 Ladkehoito
Riippuvuuden ladkehoidon tavoitteena on tukea pidattaytymista riippuvuuden aiheutta-

jasta ja estda paihteiden kéayton uudelleen aloittaminen (Kreek ym. 2002). Toistaiseksi

riippuvuuden hoidossa kaytettyjen ladkkeiden teho on kuitenkin hyvin rajallinen. Niiden
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padasiallisena tarkoituksena on lievittdd paihdyttavan aineen lopettamista seuraavia vie-
roitusoireita. Riski pdihteiden kayton uudelleen aloittamiselle eli retkahdukselle on kui-
tenkin olemassa vield vieroitusoireiden hévittyd, mika vaikeuttaa riippuvuuden taydellista

paranemista.

3.2.1  Nykyinen l&d&kehoito

Toistaiseksi markkinoilla ei ole l4&keainetta, jonka kayttdindikaationa olisi psykostimu-
lanttien, kuten amfetamiinin (kuva 6) ja kokaiinin, aiheuttaman riippuvuuden hoito. Psy-
kostimulanttien kayton lopettaminen ei aiheuta varsinaisia fyysisia vieroitusoireita, mutta
se voi aiheuttaa anhedoniaa ja dysforiaa, jotka altistavat retkahduksille (Ciccarone 2011).
Antidepressanteista muun muassa MAO-estéjid ja selektiivisesti serotonergista aktiivi-
suutta lisddvia laakkeitd on tutkittu psykostimulanttiriippuvuuden hoidossa (Lima ym.
2003). Nama laékkeet voivat lievittaa vieroitusoireita, mutta eivét ole kuitenkaan osoit-
tautuneet kovin tehokkaiksi retkahduksien ehkaisyssa. Myos dopaminergista aktiivisuutta
lisadvia ladkkeitd, kuten DAT-proteiinia estavaa metyylifenidaattia on kdytetty psykosti-

mulanttiriippuvuuden substituutioterapiana (Mariani ja Levin 2012).

Opioidien vadrinkayton aiheuttaman riippuvuuden hoidossa voidaan kéayttda substituu-
tioterapiana p-opioidireseptorin osittaisagonistia buprenorfiinia tai agonistia metadonia
(Stotts ym. 2009). Eras hoitovaihtoehto on myds opioidireseptoreita salpaava naltreksoni
janalmefeeni, jotka estavét opioidien sitoutumisen vaikutuskohtaansa. Naltreksoni ja nal-
mefeeni estdvat opioidien mielihyvavaikutuksen sekd vahentavat mahdollisesti retkah-
duksen riskid. Toisaalta ne voivat aiheuttaa haittavaikutuksenaan dysforiaa. Potilaiden
huono hoitomydntyvyys seké vajaavainen teho ovatkin osoittautuneet ndiden laakkeiden

kayton ongelmiksi.

Alkoholiriippuvuuden ladkehoitona kaytetaan yleisesti vieroitusoireita lievittavia bentso-
diatsepiineja, jotka voimistavat aivoissa GABA:n vaikutuksia (Lejoyeux ym. 1998).
Disulfiraamia voidaan kéyttaa retkahdusten ehkéisyssé (Garbutt 2009). Se estaa irrever-
siibelisti etanolin metaboliittia asetaldehydid metaboloivaa aldehydidehydrogenaasia.

Mikali disulfiraamia kayttava potilas nauttii alkoholia, elimistoon kertyva asetaldehydi
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aiheuttaa pahoinvointisuutta, huimausta ja oksentelua (antabusreaktio). Myos naltrekso-
nia on kaytetty alkoholiriippuvuuden hoidossa (Franck ja Jayaram-Lindstrom 2013), sill&
osa alkoholin mielihyvévaikutuksista valittynee elimiston opioidijarjestelman kautta
(Herz 1997). Lisaksi NMDA-glutamaattireseptorin salpaajalla akamprosaatilla on ha-
vaittu raittiutta tukeva vaikutus, ja sitd kaytetd&nkin usein yhdistelmahoitona naltreksonin
kanssa (Franck ja Jayaram-Lindstrom 2013).

3.2.2  Histaminergisten yhdisteiden potentiaali riippuvuuden hoidossa

Histamiinisdikeet hermottavat kaikkia riippuvuuden kannalta oleellisia aivoalueita, kuten
isoaivokuorta, dorsaalista striatumia, accumbens-tumaketta, ventraalista tegmentumia ja
mustatumaketta (Panula ym. 1989). Lisaksi nailla aivoalueilta on runsaasti histamiinire-
septoreita (Pollard ym. 1993; Gonzalez-Sepulveda ym. 2013). Histamiini voikin siis mah-
dollisesti saadelld riippuvuuden kehittymiseen osallistuvien VTA:n ja accumbens-tumak-

keen dopaminergisia hermosoluja.

Histaminergiseen hermovaélittajaainejérjestelmaan vaikuttavia potentiaalisia uusia riippu-
vuuden hoitoon tarkoitettuja ladkeaineita on tutkittu prekliinisissa tutkimuksissa laajasti
(Sander ym. 2008). Suurin osa néistd ladkekandidaateista vélittda vaikutuksensa Hs-re-
septorin kautta, osittain siksi, ettd histaminergisen aktiivisuuden lisédminen/vahentami-
nen postsynaptisten Hi- ja Ho- reseptoreiden agonisteilla/antagonisteilla voi aiheuttaa va-
kavia haittavaikutuksia keskushermoston ulkopuolella (Ligneau ym. 2007a). Hs-resepto-
reita sijaitsee kuitenkin péaasiallisesti vain keskushermostossa (Pollard ym. 1993), joten
Hs-reseptorien antagonistit lienevat vaikutuksiltaan spesifisempié ja haittavaikutusprofii-
liltaan turvallisempia. On kuitenkin huomioitava, ettd Hsz-reseptorivélitteiset soluvasteet
liittyvat myos monen muun keskushermoston vélittajaaineen signalointiin (Arrang ym.
1987a; Arrang ym. 1987b; Prast ym. 1994; Schlicker ym. 1994).

Hs-reseptorien antagonistin siproksifaanin on havaittu vahentavan alkoholin kulutusta
DID-mallissa (engl. drinking in the dark) ja kahdenpullon valintatestissa (engl. two-bottle
choice test) DBA/2J -kannan hiirilld (Nuutinen ym. 2011a). DID-mallin menetelmé pe-

rustuu siihen, etté eldimet ovat aktiivisimmillaan pimeén aikaan ja ne kuluttavat alkoholia
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eniten vuorokauden aktiivisimman ajan ensimmaisten tuntien aikana (Goldstein ja Kaki-
hana 1977). Kahdenpullon valintatestissa elaimet saavat puolestaan vapaasti valita juo-
vatko ne nestetté alkoholia vai vetté siséltavasta juomapullosta tietylla aikavalilla (Green
ja Grahame 2008). Uudemman Hs-reseptorin antagonistin JNJ-39220675:n ja naltrekso-
nin on puolestaan havaittu vahentavén alkoholin kulutusta yhtéa tehokkaasti kahdenpullon
valintatestissd alkoholia preferoivilla (P) rotilla (Galici ym. 2011). Lis&ksi Hs-reseptorin
antagoneista siproksifaanin, JNJ-39220675:n ja JNJ-10181457:n on myds havaittu esta-
van alkoholin tuottamaa mielihyvéé ehdollistetun paikkahakuisuuden kokeessa DBA/2J
-kannan hiirilla (Nuutinen ym. 2011b; Vanhanen ym. 2013). On tarkedd huomata, ettéd
Hs-reseptorien antagonistien ei ole osoitettu itsesséan aiheuttavan paikkahakuisuutta tai
paikka-aversiota (Munzar ym. 2004; Nuutinen ym. 2010), joten kyse on todennakdisesti

nimenomaan alkoholin ja Hs-reseptorin antagonistien valittdmasta yhteisvaikutuksesta.

Hs-reseptorien antagonistien vaikutusta psykostimulanttien, kuten amfetamiinin ja koka-
iinin mielihyvavaikutukseen on myos tutkittu, mutta tutkimustulokset ovat olleet ristirii-
taisia (Ellenbroek 2013). Esimerkiksi imidatsolirakenteisen Hz-antagonistin tioperamidin
on havaittu voimistavan kokaiinin vaikutuksia ja aiheuttavan ehdollistettua paikkahakui-
suutta eli mielihyvéa kokaiiniannoksella, joka ei yksistdan annettuna aiheuta paikkaha-
kuisuutta (Brabant ym. 2005). My6hemmin kuitenkin havaittiin, ettd tioperamidi estaa
maksan sytokromi 450 (CYP 450) -entsyymijarjestelmén toimintaa ja siten kokaiinin me-
taboliaa (Brabant ym. 2009). My6s amfetamiini metaboloituu CYP 450 -entsyymien
kautta. Tamé& farmakokineettinen yhteisvaikutus selittdnee, miksi imidatsolirakenteiset
Hs-reseptorin antagonistit tioperamidi ja klobenpropit lisddvat amfetamiinin itseannoste-
lua rotilla (Munzar ym. 2004). Toisaalta useiden seké imidatsolirakenteisten etta ei-imi-
datsolirakenteisten Hs-antagonistien on havaittu véhentdvén metamfetamiinin ja amfeta-
miinin aiheuttamaa liikeaktiivisuuden kasvua (Fox ym. 2005; Akhtar ym. 2006; Ligneau
ym. 2007a). Tulevaisuudessa on térke&a tutkia tarkemmin ei-imidatsolirakenteisten Hs-
reseptorien antagonistien vaikutuksia psykostimulanttien riippuvuuden kannalta tarkeaan
mielihyvavaikutukseen ja positiiviseen vahvistumiseen. Tamaén erikoistyon kokeellisessa
osuudessa tutkitaan ei-imidatsolirakenteisen Hsz-reseptorin antagonistin JNJ-39220675:n

vaikutusta amfetamiinin mielihyvavaikutukseen.
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Hs-reseptorin kdanteisagonisti pitolisantti (Wakix®) on ensimméinen keskushermoston
histaminergiseen hermovalittdjaainejarjestelmaan vaikuttava ladkeainekandidaatti, joka
eteni kliinisiin tutkimuksiin (Schwartz 2011). Paraikaa Kliinisissa tutkimuksissa ovat
my0s muun muassa Hs-reseptorin kaénteisagonistit/antagonistit GSK239512, MK-0249
ja ABT-288. Naiden laakeainekandidaattien ké&yttopotentiaalia on tutkittu lahinné vireys-
tilaa ja kognitiivisia toimintoja kohentavina yhdisteind muun muassa narkolepsian ja Al-
zheimerin taudin hoidossa. Esimerkiksi pitolisantti lisdd dopamiinin vapautumista
isoaivokuorella, mutta ei striatumissa (Ligneau ym. 2007a; Ligneau ym. 2007b). Tama
farmakologinen vaikutusprofiili puoltaa sen spesifisté vireystilaa lisddvad ominaisuutta.
Pitolisantti vahentdd myds metamfetamiinin aiheuttamaa liikeaktiivisuuden lisddntymista
hiirilla, joten sité voitaisiin tulevaisuudessa mahdollisesti kdyttdd myos riippuvuuden 1aa-
kehoidossa estamaan nautintoa tuottavien aineiden tai tapahtumien tavoittelua seka pa-

rantamaan heikentyneitd kognitiivisia toimintoja.

4 YHTEENVETO

Histamiini ja dopamiini ovat keskushermoston vélittajaaineita, jotka sdatelevét laajasti
elimiston fysiologisia toimintoja, kuten vireystilaa, motivaatiota, muistia seka mielihyvaa
(Missale ym. 1998; Haas ym. 2008). Nam& molemmat monoamiinit ovat osallisina myos
eri keskushermostosairauksien, kuten Parkinsonin taudin, skitsofrenian ja ADHD:n pato-

fysiologiassa (Kienast ja Heinz 2006; Panula ja Nuutinen 2013).

Immunohistokemiallisten (Watanabe ym. 1983; Panula ym. 1984) ja in situ hybridisaatio
-menetelmien (Bouthenet ym. 1991; Pillot ym. 2002a) seké kloonausteknikoiden (Soko-
loff ym. 1990; Van Tol ym. 1991; Lovenberg ym. 1999) kehittyminen on mahdollistanut
histaminergisen ja dopaminergisen hermovaélittajaainejarjestelmén neuroanatomian tutki-
muksen seka solu- etta reseptoritasolla. Naméa kaksi hermovalittajaainejarjestelmaa sijat-
sevat nisdkk&an aivoissa useilla samoilla alueilla, kuten VTA:ssa, accumbens-tumak-
keessa seké isoaivokuorella (Dahlstrom ja Fuxe 1964; Panula ym. 1989; Ryu ym. 1994).
VTA:n dopamiinia syntetisoivien hermosolujen aktivaation ja accumbens-tumakkeen do-

pamiinin vapautumisen lisd&ntymisen tarked merkitys riippuvuuden mekanismeissa on
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tunnettu jo vuosikymmenten ajan (Schultz 1998). Histamiinin on puolestaan havaittu s&é-
televan aivojen dopaminergista aktiivisuutta ja taman vaikutuksen on arveltu olevan paa-

séantoisesti estava (Schlicker ym. 1993; Molina-Hernandez ym. 2000).

Histamiinireseptoreista erityisesti Hz-reseptoria on tutkittu uutena potentiaalisena laéke-
vaikutusten kohteena (Sander ym. 2008). P&&asiallisesti keskushermostoon rajoittuva Hs-
reseptori 16ydettiin rotan aivoista ensimmaisen kerran vuonna 1983 (Arrang ym. 1983).
Noin 15 vuotta vuotta myéhemmin kloonattiin ihmisen Hs-reseptorin cDNA (Lovenberg
ym. 1999). Hs-reseptorin farmakologisten ligandien, 1ahinnd antagonistien, potentiaalia
riippuvuuden hoidossa on tutkittu laajasti prekliinisissa tutkimuksissa (Sander ym. 2008).
Tutkimustulokset ovat olleet lupaavia ja Hz-reseptorien antagonistien kayttomahdolli-
suuksia riippuvuuden ladkehoidossa tutkitaankin tulevaisuudessa mahdollisesti myos

kliinisissa kokeissa.



38

KOKEELLINEN OSUUS

1 TYON TARKOITUS

Taman erikoistyon kokeellisen osuuden tarkoituksena oli tutkia histaminergisen ja dopa-
minergisen hermovalittdjaainejarjestelmén solu- ja reseptoritason yhteisvaikutuksia si-
sésiittoisen C57BL/6J -kannan villityypin hiirilla ja pohtia niiden merkitysta riippuvuu-
den molekulaarisissa mekanismeissa. Histamiinin ja dopamiinin yhteisvaikutukset ovat
hyvin monimutkaisia ja vaihtelevat aivoaluekohtaisesti. Tdman vuoksi halusimme tutkia
tarkemmin histaminergisen ja dopaminergisen hermovalittdjaainejarjestelman neuroana-

tomiaa seké dopamiini- ja histamiinireseptorien vélisia yhteisvaikutuksia.

Erikoistyon kokeellisen osuuden kolme péatavoitetta oli:

1) Tutkia milla eri mielihyvavaikutuksen ja riippuvuuden kannalta oleellisilla aivo-
alueilla histamiini- ja dopamiinisoluja sek& hermosaikeita sijaitsee ja miten namé
kaksi hermovalittdjaainejarjestelmaé sijaitsevat suhteessa toisiinsa.

2) Selvittdd voiko Hs-reseptorin antagonisti JNJ-39220675 estdd amfetamiinin mie-
lihyvaa tuottavan ja liikeaktiivisuutta lisdavan vaikutuksen.

3) Tutkia voiko JNJ-39220675 valittad vasteensa osittain Do-reseptorin kautta selvit-
tamélla onko JNJ-39220675:1la vaikutusta D.-reseptorin agonistin kvinpirolin

kayttdytymisvasteisiin.

Yksi erikoistyon tavoitteista oli syventéa histaminergisen ja dopaminergisen hermovalit-
tajaainejarjestelman neuroanatomian tietdmysté selvittdméalld niiden sijainti C57BL/6J -
kannan hiirien aivoissa immunohistokemiallisella varjayksella. Hermovalittajaainejarjes-
telmien anatomiaa tutkittiin sekd horisontaalisista ettd koronaalisista aivoleikkeista laa-
jemman kolmiulotteisen rakenteen hahmottamiseksi. Erikoistydssé keskityttiin kartoitta-
maan néiden hermojérjestelmien sijainti ensisijaisesti striatumin, etuaivojen pohjaosan,
hypotalamuksen ja ventraalisen tegmentumin aivoalueilta. Hypoteesina neuroanatomian

tutkimuksessa oli, ettd histaminerginen ja dopaminerginen hermovaélittajaainejarjestelma
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sijaitsee hiiren aivoissa nailla aivoalueilla 1ahella toisiaan ja muodostaa mahdollisia sy-

naptisia yhteyksia.

Hs-reseptorin merkitysta riippuvuuden mekanismeissa on tutkittu viime vuosina lisdan-
tyvissé madrin. Hs-reseptorien antagonistien on osoitettu véhentévén alkoholin kulutusta
itseannostelun menetelmassa (Galici ym. 2011; Nuutinen ym. 2011a) sek& estavan alko-
holin tuottamaa mielihyvaa ehdollistetun paikkahakuisuuden kokeessa (Nuutinen ym.
2011b; Vanhanen ym. 2013). Hz-reseptorien antagonistien merkitysta psykostimulanttien
tuottamaan mielihyvavaikutukseen seka liikeaktiivisuuden lisadntymiseen on myos tut-
kittu aikaisemmin, mutta tulokset ovat olleet ristiriitasia (Ellenbroek 2013). Erikoistyon
tarkoituksena oli selvittdd, voiko ei-imidatsolirakenteinen Hz-reseptorin antagonisti estaa
amfetamiinin mielihyvaa tuottavan ja liikeaktiivisuutta lisddvan vaikutuksen. Tutkimuk-
sissa kaytettiin Hs-reseptorin neutraalia antagonistia JNJ-39220675:sta (Letavic ym.
2010) ja tutkimusmenetelmana pavlovilaista ehdollistetun paikkahakuisuuden menetel-
maa (Cunningham ym. 2006; Nuutinen ym. 2010). Amfetamiini metaboloituu maksan
CYP 450 -entsyymijarjestelman kautta, jota vanhempien Hz-antagonistien molekyylira-
kenteessa oleva imidatsolirengas voi estéda (Yang ym. 2002). Taméan mahdollisen farma-
kokineettisen yhteisvaikutuksen vuoksi erikoistyon kayttaytymiskokeisiin valittiin ei-

imidatsolirakenteinen Hs-reseptorin antagonisti.

Hs- ja Do-reseptoreita sijaitsee runsaasti basaalisessa etuaivossa mielihyvévaikutuksen ja
lilkeaktiivisuuden saatelyyn osallistuvilla aivoalueilla (Bouthenet ym. 1991; Pillot ym.
2002a). On siis mahdollista, ettd naiden reseptorien vélittdmaét soluvasteet ovat osallisina
mielihyvévaikutuksen synnyssa ja motorisissa toiminnoissa. Taman vuoksi tutkimme tar-
kemmin myos D»-reseptorin agonistin kvinpirolin ja JNJ-39220675:n yhteisvaikutuksia.
Selvitimme ensin ehdollistetun paikkahakuisuuden menetelméll& aiheuttaako kvinpiroli
mielihyvd4 vai aversiota, silla aikaisesmmat tutkimustulokset ovat olleet ristiriitaisia
(Hoffman ym. 1988; Beninger ja Ranaldi 1992; Graham ym. 2007; Fish ym. 2014). Ta-
mén jalkeen tutkimme JNJ-39220675:n vaikutusta kvinpirolin aiheuttamaan paikkaha-
kuisuuteen sekd mahdolliseen liikeaktiivisuuden muutokseen. Liséksi tarkastelimme ndi-

den kahden farmakologisen ligandin yhteisvaikutuksia erillisessa liikeaktiivisuuden tut-
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kimuksessa, jossa kvinpirolia annettiin hiirille toistetusti. Rotilla kvinpirolin toistetut an-
not ovat aiheuttaneet D»-reseptorien herkistymistd (Kostrzewa ym. 2004), ja tdmén on
havaittu olevan yleinen patologinen muutos myds skitsofreniassa seka pakko-oireisessa
hairiossa (engl. obsessive-compulsive disorder, OCD) (Seeman ym. 2006; Ducasse ym.
2014). On siis tarkeaa selvittada kvinpirolin toistettujen antojen vaikutus myos C57BL/6J
-kannan hiirill4. Tutkimme myo6s JNJ-39220675:n vaikutuksia toistetusti annetun kvinpi-
rolin kayttaytymisvasteisiin. Tietddksemme histamiinin ja Hs-reseptorin vaikutuksia

OCD:n eldainmallissa ei ole tutkittu aikaisemmin.

2 MATERIAALIT JA MENETELMAT

2.1 Eldimet ja ladkeaineet

Immunohistokemiallisessa vérjayksessa seka liikeaktiivisuuden ja ehdollistetun paikka-
hakuisuuden tutkimuksissa kaytetyt hiiret olivat sisésiittoisen C57BL/6J -kannan villityy-
pin uros- ja naarashiiria (Harlan Laboratories®, Iso-Britannia). Immunohistokemialli-
sissa kokeissa kaytettiin 10-13-viikkoisia uros- ja naarashiirid, amfetamiinin kayttayty-
miskokeissa 8-10-viikkoisia uroshiiria ja kvinpirolin kayttaytymiskokeissa 15-26-viik-
koisia uros- ja naarashiirid. Hiiret painoivat 19-40 grammaa. Hiiret pidettiin 2-3 hiiren
yksittéin ilmastoiduissa hakeissa, joissa niilla oli vettd ja ruokaa (Scanbur, Ruotsi) va-
paasti saatavilla. Eldintilan valorytmi oli 12/12 h. Huoneet olivat valaistuina klo 6.00-
18.00 valisena aikana. Huoneiden lampétila oli 20 + 1 °C ja ilmankosteus 50 + 10 %.
Kéayttaytymiskokeet suoritettiin klo 7.00-15.00 vélisena aikana. Immunohistokemialli-
sissa kokeissa kaytettiin yhteensa 6 hiirtd ja kayttaymiskokeissa yhteensa 56 hiirta. Tut-
kimuksiin saatiin lupa Etel&-Suomen laaninhallituksen eldinkoelautakunnalta (lupanu-
mero: ESAVI1/8515/04.10.07/2013).

Eldinten perfuusiossa terminaalianestesiaan kaytettiin 60 mg/ml pentobarbitaaliliuosta
(Mebunat Vet ® -injektioliuos, Orion, Espoo, Suomi) laimennettuna steriililla fysiologi-
sella keittosuolaliuoksella (0,9 % NaCl) pitoisuuteen 30 mg/ml. Kivun lievitykseen kay-

tettiin 0,3 mg/ml buprenorfiiniliuosta (Temgesic® -injektioliuos, Reckitt Benckiser
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Healthcare, Dansom Lane, Hull, Iso-Britannia) laimennettuna fysiologisella keittosuola-
liuoksella pitoisuuteen 15 pg/ml. Kvinpirolihydrokloridi(-/-) (Sigma Aldrich, St. Louis,
Missouri, Yhdysvallat), d-amfetamiinisulfaatti (lahjoituksena, professori Esa Korpi, Hel-
singin yliopisto) ja JNJ-39220675 (Janssen Research & Development, LLC, San Diego,
Kalifornia, Yhdysvallat) laimennettiin fysiologisella keittosuolaliuoksella vapaan emék-
sen pitoisuuksiin: 0,5 mg/kg kvinpirolia, 2 mg/kg amfetamiinia ja 1 mg/kg tai 10 mg/kg
JNJ-39220675:a. Erikoisty0sséd kéytetyt ladkeaineannokset valittiin aikaisempien tutki-
musten perusteella (Thanos ym. 2010; Galici ym. 2011; Vanhanen ym. 2013; Fish ym.
2014; Geuzaine ym. 2014) ja uudet ladkeaineliuokset valmistettiin joka paiva. Kaikki 14&-
keaineliuokset ja fysiologinen keittosuolaliuos annosteltiin injektiotilavuudessa 0,01

ml/g.

2.2 Immunohistokemiallinen varjays

Erikoistyossa kaytettiin pienia muutoksia lukuunottamatta samaa immunohistokemial-
lista menetelmad, jota Panula ja Kaslin (2001) kéyttivat tutkiessaan histaminergista ja
dopaminergistd hermovélittijaainejérjestelmaa seeprakalan aivoissa. Naiden hermovalit-
tajaainedrjestelmien sijainnin kartoitus hiiren aivoissa rajattiin koronaalileikkeissa
ventromediaaliseen osaan: Bregma (B): +0,9 mm — (-3,6) mm ja horisontaalileikkeiss&

dorsomediaaliseen osaan: Bregma (B): -2,5 mm — (-5,8) mm.

2.2.1 Perfusointi ja aivojen poistaminen

Hiiret nukutettiin yksitellen pentobarbitaalilla (30 mg/kg, i.p.) ja punnittiin. Kivun lievi-
tykseen hiirille annosteltiin buprenorfiinia (0,1 mg/kg, i.p.) heti pentobarbitaali-injektion
jalkeen. Anestesian syvyys varmistettiin nipistamalla hiirtd pihdeilla h&nndsta ja var-
paista. Refleksien kadottua hiiri kiinnitettiin selk& alaspéin alustaan. Hiiren rintakeha lei-
kattiin auki saksilla ja rintalasta siirrettiin sivuun sydamen edesta. Perfuusiopumppuun
kytketty neula asetettiin sydamen vasempaan kammioon ja syddmen oikeaan eteiseen lei-
kattiin reika saksilla, jotta veri pa&si valumaan ulos. Perfuusio aloitettiin antamalla 10-20
ml fosfaatilla puskuroitua suolaliuosta (0,1 M PB, pH 7,0) virrata hiiren verenkiertoeli-

miston 1&pi paineella 30-35 mmHg. Perfuusiopumpun paine pidettiin samana. Maksan



42

muututtua vaaleammaksi, fosfaattipuskuriliuos vaihdettiin vastavalmistettuun ja jailla
olevaan 4 % 1-etyyli-3(3-dimetyyliaminopropyyli)karbodi-imidi (EDAC) -fosfaattipus-
kuriliuokseen (0,1 M PB, pH 7,0). 4 % EDAC -fosfaattipuskuriliuosta kéytetiin 80-100
ml yhden hiiren perfuusioon. Perfuusion jalkeen hiiren kallo avattiin ja aivot poistettiin.

Kaikki kirurgiset toimenpiteet ja perfuusio suoritettiin vetokaapissa.

2.2.2  Aivojen fiksaus ja leikkeiden teko

Aivot siirrettiin perfusoinnin jalkeen vélittomasti jalkifiksaatioliuokseen, jossa niité in-
kuboitiin 24 h pimeé&ssa +4 °C -asteessa. Jalkifiksaatioon kaytettiin 4 % EDAC -fosfaat-
tipuskuriliuosta (0,1 M PB, pH 7,0). Seuraavana péivana aivot siirrettiin 20 % sakkaroosi-
fosfaattipuskuriliuokseen (0,1 M PB, pH 7,0), jossa niita inkuboitiin 24 h, jalleen pime-
assé ja +4 °C -asteessa. Inkuboinnin jalkeen aivot jaddytettiin vetokaapissa kuivajdén
paalla. Jaadytetyt aivot séilytettiin -80 °C -asteessa, josta ne otettiin -20 °C -asteeseen noin
tunti ennen jatkokasittelya. Jaadytetyt aivot kiinnitettiin alustaansa kiinnitysaineen (Shan-
don™ M-1 Embedding Matrix, Thermo Scientific, Yhdysvallat) avulla ja aivoista leikat-
tiin 25 pum koronaali- ja horisontaalileikkeitd Leica CM3050 -kryostaatilla. Kryostaatin
kammion lampatila oli leikkaushetkelld -20 — -24 °C ja ndytteenpitimen lampétila oli
vastaavasti -17 — -20 °C. Leikkeet kiinitettiin mikroskooppilaseille (Superfrost™ Plus
Microscope slides, Thermo Scientific, Yhdysvallat) 10 leikkeen sarjoissa. Leikkeet sdi-

Iytettiin pimedssa -20 °C -asteessa.

2.2.3  Vaérjaykset, pesut ja inkubaatiot

Leikkeet otettiin sulamaan -20 °C -asteesta huoneenlampddén noin 15 minuuttia ennen
varjayksen aloittamista. Mikroskooppilasit pestiin kaksi kertaa 5-10 minuutin ajan fos-
faattipuskurilla (PBS-T), joka sisalsi 0,1 % TritonX-100 (T) -detergenttid (Sigma Aldrich,
St. Louis, Missouri, Yhdysvallat). Pesujen jalkeen mikroskooppilasit asetettiin vedella
kostutettujen vaahtomuovipalojen paalle ja niiden paalle pipetoitiin 2 % vuohen normaa-
liseerumia PBS-T-puskuriliuoksessa (400 pl/mikroskooppilasi). Leikkeitd inkuboitiin

blokkausliuoksen kanssa 20 minuuttia huoneenlammassa.
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Blokkauksen jalkeen jokaisen mikroskooppilasin paélle pipetoitiin 400 pl primaarivasta-
aineliuosta. Primaarivasta-aineina kaytettiin kaniinissa tuotettua anti-HA-19C (Panula
ym. 1984) seké hiiressa tuotettua anti-TH (Immunostar, Hudson, Yhdysvallat) vasta-ai-
neita PBS-T-puskuriliuoksessa, joka sisélsi myos 2 % vuohen normaaliseerumia. Kéyte-
tyt vasta-ainekonsentraatiot olivat 1:10 000 anti-HA ja 1:1000 anti-TH. Leikkeita inku-
boitiin primaarivasta-aineliuoksen kanssa 48 h +4 °C —asteessa ja valolta suojattuna.

Mikroskooppilaseja pestiin kolme kertaa PBS-T-puskuriliuoksella (5 minuuttia + 2 x 15
minuuttia) ennen sekundaarivasta-ainekésittelya. Taman jalkeen ne asetettiin kostute-
tuille vaahtomuovipaloille ja kunkin niista p&élle pipetoitiin 400 pl sekundaarivasta-ai-
neliuosta. Sekundaarivasta-aineina k&ytettiin vuohessa tuotettuja korkeasti ristiinabsor-
boituja (*) Alexa fluorofori-488-konjugoitua anti-hiiri IgG (GAM488*) ja Alexa fluoro-
fori-568-konjugoitua anti-kaniini 1gG (GAR568%*) vasta-aineita (Life Technologies,
Carlsbad, Yhdysvallat). Kumpikin vasta-aine laimennettiin pitoisuuteen 1:1000 PBS-T-
puskuriliuoksella. Sekundaarivasta-aineliuos sisélsi myds 2 % vuohen normaaliseerumia.
Leikkeita inkuboitiin sekundaarivasta-aineilla 24 h +4 °C -asteessa ja valolta suojattuna.
Inkuboinnin jalkeen mikroskooppilaseja pestiin kerran 5 minuuttia PBS-T-puskuriliuok-
sella ja kaksi kertaa 15 minuuttia fosfaattipuskuriliuoksella (PBS), joka ei sisaltanyt Tri-
tonX-100 (T) -detergenttid. Tadman jalkeen mikroskooppilasien paalle pipetoitiin 100 pl
50 % glyseroli-fosfaattipuskuriliuosta (PBS) ja leikkeiden paélle asetettiin peitinlasit (24
x 60 mm) suojaksi. Mikroskooppilasit séilytettiin pimeéssa ja +4 °C -asteessa ennen leik-

keiden kuvausta.

2.2.4 Kontrollivérjaykset ja vasta-aineiden ristireaktiivisuus

Kontrollivarjaykset sekéd vasta-aineiden ristireaktiivisuuden tutkiminen suoritettiin sa-
malla, kappaleessa 2.2.3 (Véarjaykset, pesut ja inkubaatiot) kuvatulla, menetelmalla.
Kontrollivarjayksissa kaytimme vain joko primaarivasta-aineita tai sekundaarivasta-ai-
neita. Vasta-aineiden ristireaktiivisuutta tutkittiin puolestaan inkuboimalla leikkeita joko
primaarisen kaniinissa tuotetun anti-HA vasta-aineen sekd sekundaarisen vuohessa tuo-
tetun GAMA488* vasta-aineen kanssa tai primaarisen hiiressa tuotetun anti-TH vasta-ai-
neen seka sekundaarisen vuohessa tuotetun GAR568* vasta-aineen kanssa. Kontrollivér-

jayksiin ja ristireaktiivisuuden tutkimiseen valittiin leikkeet, joissa TH:ta ja histamiinia
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siséltavat hermosolut ja hermoséikeet ovat havaittavissa kappaleessa 2.2.3 kuvatuilla
vasta-ainekasittelyilla.

2.2.5 Leikkeiden kuvantaminen konfokaalimikroskoopilla

Immunohistokemiallisesti vérjatyt naytteet tutkittiin Leica-TCS-SP2 konfokaalimikro-
skoopilla (Leica microsystems, Heidelberg, Saksa) (Kuva 7). Nadytteiden skannaukseen
kaytettiin kahta argon-kryptonlaseria (Melles Griot, Carlsbad, Yhdysvallat). Toisen ar-
gon-kryptonlaserin viritysaallonpituutena kaytettiin 488 nm (GAM488* detektointi) ja
toisen viritysaallonpituudeksi madritettiin 568 nm (GAR568* detektointi). Naytteiden
emittoiman sateilyn tarkasteluikkunoiksi maariteltiin 500 - 550 nm ja 600 - 650 nm. Skan-
naustavaksi valittiin perdkkainen skannaus, jolloin laserit vuorottelivat naytetta skanna-

fessaan.

Kuvien muodostamiseen kaytettiin Leica SP2WSPlus -ohjelmaa (Kuva 7). Yleisin kay-
tossé ollut algoritmi oli maksimaalinen projektiokuva, jossa jokaisen skannatun fokusta-
son intensiteetti on asetettu maksimiarvoonsa. ErikoistyGssa esitetyissa kuvissa on joko
yksi tai useampi fokustaso. Kuvien muokkaukseen ja tarkempaan analysointiin kaytettiin
Corel Draw X5 (Corel Corporation, Ottawa, Kanada) seka Leica LAS AF Lite (Leica

microsystems, Heidelberg, Saksa) kuvankasittelyohjelmia.

Kuva 7. Immunohistokemiallisesti vérjatyt naytteet tutkittiin Leica-TCS-SP2 konfokaalimikro-
skoopilla ja kuvien muodostuksessa kaytettiin Leica SP2WSPIus -ohjelmaa.



45

2.3 Ehdollistetun paikkahakuisuuden tutkimus

Ehdollistetun paikkahakuisuuden kokeet suoritettiin aiemmin kuvattua menetelmaa mu-
kaillen (Cunningham ym. 2006; Nuutinen ym. 2010). Erikoisty6ssa kaytetyssa menetel-
massé hiirille luotiin kaksi erilaista ehdollistamisymparistoa kayttamalla tutkimuslaati-
kon (42 x 26 x 15 cm) lattiamateriaalina joko metalli- tai muovimattoa. Paikkahakuisuutta
voidaan pitéé luotettavana mielihyvévaikutuksen mittarina, mikali elaimilla ei ole luon-
taista mieltymysta kumpaankaan ehdollistamisymparistoon. Hiiret eivat ole osoittaneet
aikaisemmissa tutkimuksissa spontaania mieltymysté kumpaakaan erikoistyossa kaytet-
tya lattiamateriaalia kohtaan (Nuutinen ym. 2010), joten ehdollistamisympdristot ovat it-

sessdan neutraaleja.

Ehdollistettu paikkahakuisuus perustuu siihen, etté eldin yhdistda mielihyvad tai aversiota
tuottavan arsykkeen (esimerkiksi ladkeaineen) tiettyyn ehdollistamisymparistoon. Mikéli
eldin liittaa tietyn lattiamateriaalin mielihyvaan, se hakeutuu siihen osaan tutkimuslaatik-
koa, jossa on kyseinen lattiamateriaali. Mikali eldin puolestaan liittaa tietyn lattiamateri-
aalin aversiiviseen drsykkeeseen, se vélttad menemista sille puolelle tutkimuslaatikkoa,

jossa on kyseinen lattiamateriaali.

Tutkimusasetelmassa ladkeainekésittelyt tasapainotettiin niin, ettd puolet hiirista ehdol-
listettiin metallimatolle ja puolet muovimatolle. Lisaksi eldimet, la&keainekasittelyn ajan-
kohta seka lattiamateriaalien jarjestys satunnaistettiin. Hiiret tuotiin laboratorion kayttay-
tymistilaan 30 minuuttia ennen kokeen aloitusta ja kaikki injektiot annettiin elédimille vat-
saontelonsisaisesti (i.p.). Kokeissa kaytettiin hiirien liikeaktiivisuuden mittaamiseen vi-
deokameraa sekd Ethovision Color-Pro 3.0-ohjelmaa (Noldus Information Technology,

Wageningen, Alankomaat).
2.3.1 Hz-reseptorin antagonisti ja amfetamiini
Hs-reseptorin antagonistin JNJ-39220675:en ja amfetamiinin ehdollistetun paikkahakui-

suuden kokeessa kaytettiin 10 péivaa kestdvad ehdollistamismenetelmad (Taulukko 1).

Kokeessa kaytetyt uroshiiret olivat kokeen alkamisen aikana 8-viikkoisia. Hiiret jaettiin



46

kolmeen ryhmadn niille toistetusti annettujen ladkeainekasittelyjen mukaan: keittosuola-
liuos - amfetamiini 2mg/kg (n=11), JINJ-39220675 1 mg/kg - amfetamiini 2mg/kg (n=14)
ja JNJ-39220675 10 mg/kg - amfetamiini 2mg/kg (n=14).

Tutkimuksen ensimmaisend paivana hiiret totutettiin tutkimuslaatikkoon. Elaimet punnit-
tiin ja niille annettiin esikasittelyna keittosuolainjektiot. Toiset keittosuolainjektiot annet-
tiin 30 minuutin kuluttua esikéasittelystad. Taman jalkeen eldimet asetettiin tyhjéan tutki-
muslaatikkoon. Hiirien liikeaktiivisuutta mitattiin 30 minuutin ajan. Paivina 2-9 hiiret eh-
dollistettiin tietylle lattiamateriaalille ja viimeisen& pdivana suoritettiin varsinainen paik-

kahakuisuuskoe.

Taulukko 1. JNJ-39220675:n ja amfetamiinin paikkahakuisuusmenetelman kuvaus. JNJ-
39220675 (1 mg/kg ja 10mg/kg) tai keittosuolaliuos esikésittely annosteltiin (i.p.) 30 minuuttia
ennen amfetamiiniké&sittelyd (2 mg/kg). Totuttamispdivand ja paikkahakuisuuskokeessa hiirille
annettiin esikasittelyina keittosuolainjektiot (i.p.) 30 minuuttia ennen varsinaista késittelyd. Puo-
let hiirista ehdollistettiin metallimatolla (metalliryhma) ja puolet muovimatolla (muoviryhma).

METALLIRYHMA MUOVIRYHMA
Paiva Aika Lattia- Kasittely (i.p.) Lattia- Kasittely (i.p.)
(min)  materiaali materiaali

1. Totuttaminen 30 ei mitéan keittosuolaliuos  ei mitaan keittosuolaliuos

2. Ehdollistaminen 30 metalli amfetamiini muovi amfetamiini

3. Ehdollistaminen 30 muovi keittosuolaliuos  metalli keittosuolaliuos

4. Ehdollistaminen 30 metalli amfetamiini muovi amfetamiini

5. Ehdollistaminen 30 muovi keittosuolaliuos  metalli keittosuolaliuos

6. Ehdollistaminen 30 metalli amfetamiini muovi amfetamiini

7. Ehdollistaminen 30 muovi keittosuolaliuos  metalli keittosuolaliuos

8. Ehdollistaminen 30 metalli amfetamiini muovi amfetamiini

9. Ehdollistaminen 30 muovi keittosuolaliuos  metalli keittosuolaliuos

10. Paikkahakuisuus = 30 Y% metallia, = keittosuolaliuos = % muovia, keittosuolaliuos

% muovia % metallia
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Kuva 8. JNJ-39220675:n ja amfetamiinin paikkahakuisuuskoe C57BL/6J -kannan hiirilla.
Ehdollistamisvaiheessa (A) kukin hiiri sai joka toinen paiva ladkeainekasittelyn tietyn lattiamate-
riaalin (muovi- tai metallimaton) paalla ja joka toinen péiva kullekin hiirelle annettiin keittosuo-
lainjektiot toisen lattiamateriaalin (muovi- tai metallimaton) p&all4. Varsinaisessa paikkahakui-
suuskokeessa (B) tutkimuslaatikon pohjasta puolet oli peitetty metallimatolla ja puolet muovima-
tolla. Hiirien liikeaktiivisuutta mitattiin 30 minuuttia ehdollistamisvaiheen amfetamiinin (2
mag/kg, i.p.) ja paikkahakuisuuskokeen keittosuolaliuoksen (i.p.) annon jalkeen videokameran ja
Ethovision Color-Pro 3.0-ohjelman avulla.

Ehdollistamisvaihe kesti yhteensé 8 paivaa. Ehdollistamiset ja paikkahakuisuuskoe suo-
ritettiin klo 7.30-14.00 valisend aikana. Joka toinen pdiva kukin hiiri sai la&keainekasit-
telyn tietyn lattiamateriaalin paalla ja joka toinen paiva kullekin hiirelle annettiin keitto-
suolainjektiot toisen lattiamateriaalin paalla (Kuva 8A). Hiiret saivat esikasittelyind JNJ-
39220675 (1 mg/kg tai 10 mg/kg) tai keittosuolaliuosinjektiot 30 minuuttia ennen amfe-
tamiini-injektioita (2 mg/kg) Amfetamiini-injektioiden jalkeen hiiret asetettiin tutkimus-
laatikkoon tietyn lattiamateriaalin p&alle ja niiden liikeaktiivisuutta mitattiin 30 minuutin
ajan. Jokaisen ehdollistamiskerran valissa tutkimuslaatikon pohjalle asetettiin puhtaat lat-

tiamateriaalit.

Paikkahakuisuuskoe suoritettiin viimeisen ehdollistamispaivéan jalkeisend paivéana, 24
tuntia viimeisen ehdollistamiskerran jélkeen. Hiiret punnittiin ja niille annettiin esikasit-
telyind keittosuolaliuosta 30 minuuttia ennen kokeen alkua. Juuri ennen tutkimuslaatik-
koon asettamista hiirille annettiin toiset keittosuolainjektiot. Tutkimuslaatikon pohjasta
puolet oli peitetty metallimatolla ja puolet muovimatolla (Kuva 8B). Lattiamateriaalien
sijainti (oikea/vasen) satunnaistettiin. Aikaa, jonka eldimet viettivat lattiamateriaalien
paalld, mitattiin 30 minuutin ajan. Metallimaton paalla vietettya aikaa kéytettiin padasi-

allisena muuttujana tulosten analysoinnissa.
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2.3.2  Haz-reseptorin antagonisti ja Do-reseptorin agonisti

Hs-reseptorin antagonistin JNJ-39220675:n ja D,-reseptorin agonistin kvinpirolin ehdol-
listetun paikkahakuisuuden kokeessa kaytettiin viisi pdivaa kestavaa ehdollistamismene-
telmaa. Tutkimuksessa kaytetyt uros- ja naarashiiret olivat kokeen alussa 22-viikkoisia.
Ehdollistaminen suoritettiin neljan ensimmaisen paivan aikana niin, etta jokainen hiiri sai
seka ladkeainekaésittelyn ettd keittosuolaliuosinjektiot kahdessa eri ehdollistamissessiossa
joko aamulla tai iltapaivélla. Aamun ehdollistamiset suoritettiin klo 7.30-8.30 vélisena
aikana ja iltapaivan ehdollistamiset klo 13.30-14.30 vélisena aikana. Puolet hiiristé sai
la&keainekasittelyn aamulla ja puolet iltapéivalla. Lisaksi puolet hiirista sai ladkeainekéa-

sittelyn metallimatolla (n=4) ja puolet muovimatolla (n=4).

Elaimet punnittiin ja niille annettiin JNJ-39220675 (10 mg/kg) tai keittosuolaliuosinjek-
tiot esikasittelynd 30 minuuttia ennen ehdollistamiskokeen alkua. Ne hiiret, jotka saivat
esikasittelyna JNJ-39220675:sta, saivat varsinaisena kasittelyna kvinpirolia (0,5 mg/kg).
Ne hiiret, jotka saivat esikasittelyna keittosuolainjektiot, saivat varsinaisena késittelyna
toisen keittosuolainjektion. Tamén jalkeen hiiret asetettiin tutkimuslaatikkoon joko me-
talli- tai muovimatolle. Hiirien liikeaktiivisuutta mitattiin jokaisessa ehdollistamissessi-

ossa 30 minuutin ajan.

Varsinainen paikkahakuisuuskoe suoritettiin ehdollistamiskokeen viidentena paivana klo
7.30-9.00 valisend aikana. Elaimet punnittiin 30 minuuttia ennen kokeen alkua. Kaikille
hiirille annettiin varsinaisena kasittelyna keittosuolaliuosinjektiot. Taman jalkeen hiiret
asetettiin tutkimuslaatikkoon, jonka pohjasta puolet oli metallimaton ja puolet muovima-
ton peitossa. Paikkahakuisuuskokeen aikana mitattiin aikaa, jonka hiiret viettivat kum-

mankin lattiamateriaalin p&alla 30 minuutin aikana.

Ennen JNJ-39220675:en ja kvinpirolin paikkahakuisuuden koetta suoritettiin ehdolliste-
tun paikkahakuisuuden koe, jossa 25-viikkoiset uros- ja naarashiiret saivat ladkeaineké-

sittelyn& pelkastaan kvinpirolia (0,5 mg/kg). Téssa tutkimuksessa kéytettiin samaa yll&-
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kuvattua viisi paivaa kestavaa ehdollistamismenetelmaa, mutta eldimille ei annettu esika-
sittelyja. Taman kokeen hiiret toimivat kontrolleina JNJ-39220675:n ja kvinpirolin eh-

dollistetun paikkahakuisuuden kokeessa.

2.4 Liikeaktiivisuuden tutkimus

JNJ-39220675:en vaikutusta kvinpirolin aiheuttamaan liikeaktiivisuuden muutokseen
tutkittiin viisi pdivaa kestavassa liikeaktiivisuuskokeessa. Kokeessa kéytettiin samoja hii-
rig, joita kaytettiin JNJ-39220675:n ja amfetamiinin ehdollistetun paikkahakuisuuden ko-
keessa. Naiden kahden kokeen valinen aika oli 6 viikkoa.

Hiiret tuotiin laboratorion kéyttaytymistilaan jokaisena paivana 15 minuuttia ennen ko-
keen alkua, ne punnittiin ja niille annettiin joko ladkeainekasittely tai keittosuolaliuosin-
jektiot (i.p.). Hiiret jaettiin kolmeen ryhméén niille toistetusti annettujen injektioiden mu-
kaan: keittosuolaliuos - keittosuolaliuos (n=9), keittosuolaliuos - kvinpiroli 0,5 mg/kg
(n=11) ja JNJ-39220675 10 mg/kg - kvinpiroli 0,5 mg/kg (n=12). Liikeaktiivisuutta mi-
tattiin vain kokeen ensimmaéisend ja viidentend péivana. Paivind 2-4 hiiret palautettiin
takaisin kotihdkkeihinsa kasittelyjen valissa (30 min) sek& injektioiden annon jélkeen.
Liikeaktiivisuuden mittaaminen suoritettiin klo 7.00-15.30 vélisend aikana ja pdivien 2-4

injektiot annettiin klo 9.30-11.00 valisena aikana.

Liikeaktiivisuuskokeen ensimmadisend ja viidentend paivéand hiiret laitettiin punnitsemi-
sen jalkeen muovisiin tutkimuslaatikoihin. Niiden annettiin tottua laatikkoon 30 minuutin
ajan (kuva 9). Esikasittelyna hiirille annettiin joko JNJ-39220675 (10 mg/kg) tai keitto-
suolainjektiot, jonka jalkeen hiiret laitettiin uudestaan tutkimuslaatikkoon 30 minuutiksi.
Toisena injektiona hiiret saivat joko kvinpirolia (0,5 mg/kg) tai keittosuolaliuosta, jonka
jalkeen ne palautettiin tutkimuslaatikkoon vield 30 minuutiksi. Jokaisen hiiren liikeaktii-
visuutta mitattiin videokameran ja Ethovision Color-Pro-ohjelman avulla yhteensé 90 mi-

nuuttia.
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Totuttaminen Esikdisittely Kisittely

Omin 20min 60min 90min

Kuva 9. Liikeaktiivisuuskokeen aikajana.

2.5 Tilastolliset menetelmét

Kéyttaytymiskokeiden tulokset analysoitiin GraphPad Prism 4 -ohjelman (GraphPad
Software, San Diego, Yhdysvallat) tilastollisten testien avulla. Tilastollisina testeina kay-
tettiin yksi- tai kaksisuuntaista varianssianalyysid. Jatkotesteind kaytettiin Tukeyn ja

Bonferronin testejé. Tilastollisen merkitsevyyden raja-arvona kdytimme p-arvoa 0,05.

3 TULOKSET

3.1 Immunohistokemiallinen varjays

Histaminergisen ja dopaminergisen hermovélittdjaainejarjestelmén sijainti suhteessa toi-
siinsa esitetadn 10 - 13 -viikkoisten C57BL/6J -kannan villityypin uros- ja naarashiirien
aivojen koronaali- ja horisontaalileikkeissd. ErikoistyOssd esitetyt kuvat ovat otettu
striatumin, etuaivojen pohjaosan, hypotalamuksen ja keskiaivojen alueilta. Alla esitetyt
kuvakokoelmat (koronaalileikkeet: kuvat 10, 11 ja 14; horisontaalileikkeet: kuvat 12 ja
18) koostettiin 10-kertaiseksi suurentavalla objektiivilla kuvatuista kaikkien fokustasojen
maksimaalisen projektion kuvista (engl. maximum projection, overlay). Kuvakokoelman
kuvat valittiin vertailemalla kolmen yksilén saman Bregman alueen koronaali- (n=3) tai
horisontaalileikkeista (n=3) otettuja kuvia toisiinsa ja valitsemalla niist4 keskivertokuvat.
Taman liséksi tuloksissa esitetddn 20- ja 40-kertaiseksi suurentavalla objektiivilla kuvat-
tuja yhden ja useamman fokustason siséltdvia maksimaalisia projektiokuvia samoilta ai-
voalueilta (kuvat: 13, 15, 16, 17 ja 19). PMT (engl. photomultiplier tube) intensiteetti on
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kaikissa kuvissa 450 - 650. Kuvakokoelmien sagitaalinen rakennekuva, joka osoittaa leik-
keen sijainnin hiiren aivoissa (pystysuoran ja vaakasuoran viivan leikkauskohta), on piir-
retty Paint -ohjelmalla (Microsoft, Redmod, Yhdysvallat) Franklinin ja Paxinoksen
(1997) hiiren aivoatlasta apuna kayttdaen. Kontrollindytteet osoittivat, ettd vasta-aineet

ovat spesifisia histamiinille ja TH:lle eika niill& esiintynyt ristireaktiivisuutta toisiaan

kohtaan. Kuvissa esiintyvat lyhenteet on koottu taulukkoon 2.

Taulukko 2. Kuvissa esiintyvat aivoalueiden lyhenteet (Franklin ja Paxinos 1997).

3V = third ventricle

aca = anterior commissure, anterior

Acbc = accumbens nucleus, core

Acb = accumbens nucleus

Al4 = Al14 dopamine cells

Arc = arcute nucleus

bp = brachium pontis

DM = dorsomedial hypothalamic area
DTM = dorsal tuberomammillary nucleus
f = fornix

fr = fasciculus retroflexus

IPR = interpeduncular nucleus, rostral
LH = lateral hypothalamus

MM = med mammillary nucleus, medial
MP = med mammillary nucleus, posterior
MPO = med preoptic nucleus

MRe = mammillary recess of third ventri-
cle

mt = mammillothalamic tract

mtg = mammillotegmental tract

ns = nigrostriatal bundle

Pa = paraventral hypothalamic area

PaAP = paraventral hypothalamic anterior
parvicell

PaLM = paraventral hypothalamic lateral
magnocell

PaMM = paraventral hypothalamic nu-
cleus, medial

PaV = paraventral hypothalamic nucleus,
ventral

PH = posterior hypothalmic area

pm = principle mammillary tract

PMYV = ventral premammillary nucleus
RLi = rostral linear raphe nucleus

Sch = suprachiasmatic nucleus

SNC = substantia nigra, compact

SNR = substantia nigra, reticular

SuM = supramammillary nucleus

TMdm = tuberomammillary nucleus, dor-
somedial

TMN = tuberomammillary nucleus

VDB = nucleus vertical limb diagonal band
VPAG = ventral periaqueductal gray

VTA = ventral tegmental area

VTM = ventral tuberomammillary nucleus
Xi = xiphoid thalamic nucleus

ZIl = zona incerta
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3.1.1  Striatum, etuaivojen pohjaosa ja hypotalamus

Mesolimbisen dopamiiniradan péatepisteena olevassa accumbens-tumakkeessa on néh-
tavissa seka dopaminergista ettd histaminergistd hermotusta (kuva 10: B+0,9 ja B+0,6).
Histaminergisia hermosaikeité on ventraalisessa striatumissa sekd muuallakin etuaivo-
jen pohjaosassa kauttaaltaan. Histaminerginen hermotus on kuitenkin erityisen tiheda
ventraalisen diagonaalisen hermokimpun alueella (VDB) (kuva 10: B+0,9; B+0,6 ja
B+0,3) sekd aivan anterior commissure -hermokimpun (aca) alapuolella (kuva 10:
B+0,3).

Anteriorisessa hypotalamuksessa dopaminergisia hermosoluja ja hermosdikeita sijait-
see kolmannen ventrikkelin (3V) ympérilla olevalla mediaanisella preoptisella alueella
(MPO) (kuva 10: BO0), suprakiasmaattisessa tumakkeessa (Sch) (kuva 10: B-0,3), an-
teriorisessa-, ventraalisessa- (kuva 10: B-0,6), lateraalisessa ja mediaalisessa (kuva 11:
B-0,9) paraventrikulaarisessa hypotalamisessa tumakkeessa seké zona incertan (Z1) ai-
voalueella (kuva 11: B-1,2; kuva 12: B-4,6). Talamuksen alapuolelle sijoittuva ZI jat-
kuu posteriorisen hypotalamuksen alueelle. Kaikilla n&illa aivoalueella on néhtévissa
my0s voimakas histaminerginen hermotus. Histaminergisid hermosaikeita on runsaasti
muun muassa MPO:n (kuva 10: B0), hypotalamisten tumakkeiden (kuva 10: B-0,6 ja
kuva 11: B-0.9) ja ZI:n (kuva: 11: B-1,2; kuva 12: B-4,6) dopamiinisolujen laheisyy-

dessa.
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Kuva 10. Histaminergisia (HA, vihred) hermosdikeité ja tyrosiininydroksylaasia (TH, magenta)
sisdltavia dopamiinisoluja ja hermosaikeitd hiiren koronaalisissa aivoleikkeissa (Bregma (B):
+0,9 mm — (-0,6 mm)) (kts. lyhenteet taulukko 2). Maksimaalinen projektio; kuvissa mukana
kaikki fokustasot (engl. maximum projection, overlay); Skaalaviiva=500 pm.
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Kuva 11. Histamiinia (HA, vihred) sisaltavia soluja ja sdikeitd sek& tyrosiinihydroksylaasia
(TH, magenta) sisdltavid dopamiinisoluja ja hermosaikeita hiiren koronaalisissa aivoleikkeissé
(Bregma (B): -0,9 mm — (-2,4 mm)) (kts. lyhenteet taulukko 2). Maksimaalinen projektio; ku-
vissa mukana kaikki fokustasot (engl. overlay projection); Skaalaviiva=500 pum.
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Kuva 12. Histamiinia (HA, vihred) sisaltavia soluja ja sdikeitd sek& tyrosiinihydroksylaasia
(TH, magenta) sisaltdvia dopamiinisoluja ja hermoséikeitd hiiren horisontaalisissa aivoleik-
keissé (Bregma (B):-4,3 mm — (-5,8 mm)) (kts. lyhenteet taulukko 2). Maksimaalinen projektio;
kuvissa mukana kaikki fokustasot (engl. maximum projection, overlay); Skaalaviiva=500 pm.
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Posteriorisessa hypotalamuksessa dopamiinisoluja ja hermosdikeita sijaitsee ZI:ssa,
dorsomediaalisella hypotalamisella alueella (DM), arcute tumakkeessa (Arc) seka
mammillotalamisen hermoradan (mt) ympérilla (kuva 11: B-1,5; B-1,8 ja B-2,1; kuva
12: B-4,9; B-5,2; B-5,5 ja B-5,8 sekd kuva 13).

Kuva 13. Dopamiini (TH, magenta)- ja histamiinisoluja sekd hermoséikeitd (HA, vihred) dor-
somediaalisella hypotalamisella alueella koronaalileikkeessa (Bregma (B): -1,8 mm) (kts. ly-
henteet taulukko 2). Dopamiinisoluja on nahtévissa myés mammillotalamisen hermoradan ym-
parilla seké arcuate-tumakkeessa. Kuvan A (skaalaviiva=500 um) ja B (skaalaviiva=50 pm)
ovat maksimaalisen projektion usean fokustason kuvia. Kuvassa C (yksi fokustaso) histaminer-
ginen sdie suuntautuu hyvin lahelle dopamiinisolua (nuoli).

Yksittaisia dopamiinihermosoluja sijaitsee my0ds posteriorisella hypotalamisella alu-
eella (PH) (kuva 11: B-2,1) sekd VTA:n alapuolella sijaitsevassa supramammillaari-
sessa tumakkeessa (SuM) (kuva 14: B-2,7 ja B-3,0 seka kuva 15).
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Kuva 14. Histamiinia (HA, vihred) sisdltavia soluja ja sdikeitd seké tyrosiinihydroksylaasia
(TH, magenta) sisdltavia dopamiinisoluja ja hermosdikeita hiiren koronaalisissa aivoleikkeissa
(Bregma (B): -2,7 mm — (-3,6 mm) (kts. lyhenteet taulukko 2). Maksimaalinen projektio; ku-
vissa mukana kaikki fokustasot (engl. maximum projection, overlay); Skaalaviiva=500 pm.

Histamiinisoluja sijaitsee runsaasti posteriorisessa hypotalamuksessa TMN:ss&, (kuva
11: B-2,1 ja B-2,4), ventraalisessa tuberomammillaarisessa (VTM) tumakkeessa (kuva
11: B-2,4 seka kuva 14: B-2,7 ja B-3,0) sekd SuM:ssa (kuva 14: B-2,7 ja B-3,0 seka
kuva 15). TMN:n histamiinisoluissa ndkyy histamiinia varastoituneena vesirakkuloihin
jaohuet dopaminergiset hermosaikeet suuntautuvat naita soluja kohti (kuva 16C). Muu-
tamia histamiinisoluja on néhtavissa my0s lateraalisessa hypotalamuksen alueella (kuva
11: B-2,1 ja B-2,4 sekd kuva 12: B-4,9) ja PH:n alueella 3V:n ylapuolella (kuva 11: B-
2,1 sekd kuva 12: B-4,6).
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B-2,7

Kuva 15. Histamiini- (HA, vhred) ja dopamiinisoluja (TH, magenta) sijaitsee hyvin lahella toi-
siaan supramammillaarisessa tumakkeessa (koronaalileike, Bregma (B): -2,7 mm) (kts. lyhen-
teet taulukko 2). Maksimaalisen projektion kuvien skaalaviiva on 500 um (kuva A) ja 50 pm
(kuva B). Kuvissa C1 ja C2 (lahes perékkaiset fokustasot) histamiini- ja dopamiinisolut sijait-
sevat hyvin erittdin l1ahella toisiaan. Kuvassa C1 histamiinisolusta suuntautuu hermoséie dopa-
miinisolua kohden (nuoli). Kuvassa C2 nakyy mahdollisesti histaminergisen hermoséikeen her-
mopaatteitd (nuoli). Kuvassa A on néhtavissa nigrostriataaliradan dopaminergisia her-
moséikeita.

Kuva 16. Tuberomammillaarisen tumakkeen histamiinisoluja (HA, vihred) seka dopaminergisia
hermoséikeitd (TH, magenta) koronaalileikkeeseessé (Bregma (B): -2,4 mm) (kts. lyhenteet tau-
lukko 2). Kuvat A (skaalaviiva=500 pm) ja B (skaalaviiva=50 pm) ovat usean fokustason mak-
simaalisen projektion kuvia. Kuvassa C (yksi fokustaso) ohut dopaminerginen hermoséie sijait-
see hyvin lahelld histaminergistd hermosolua ja histamiinia sisaltavia vesirakkuloita nékyy his-
tamiinisolun sisalla (nuolet).
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Histamiini- ja dopamiinisolut ovat lahimpina toisiaan DM:ssé (kuva 11: B-2,1 ja kuva
12: B-4,9 ja B-5,2 sekéa kuva 13), dorsomediaalisessa tuberomammillaarisessa tumak-
keessa (kuva 11: B-2,4; kuva 12: B-5,2; kuva 13 seka kuva 16) ja SuM:ssa (kuva 12:
B-5,2; kuva 14: B-2,7 ja B-3,0 sekd kuva 15). DM:ssa seka SuM:ssa histaminergiset
hermosdikeet suuntautuvat hyvin lahelle dopamiinisoluja. SuM:n yhden fokustason ku-
vissa on myds mahdollisesti n&htdvissa histaminergisia hermopaatteitd dopamiinisolun
vieressd (kuva 15C2). VTM:n histamiinisoluista nousee voimakas histaminerginen her-
motus mustatumakkeeseen ja hieman heikompi hermostus VTA:n alueelle (kuva 14: B-
3,0 seka kuva 17). Histaminergisia hermosaikeitd on posteriorisessa hypotalamuksessa
kauttaaltaan (kuva 12 B-4,6 — B-5,8). Erityisen tiheasti niita sijaitsee posteriorisen hy-
potalamuksen ventraalisessa osassa (kuva 12: B-5,5 ja B-5,8) sekd SuM:ssa (kuva 14
B-2,7 ja B-3,0).

Kuva 17. Ventraalisen tuberomammillaarisen tumakkeen (VTM) histamiinisoluista
(HA, vihred) nousee voimakas hermotus mustatumakkeen (SNR) dopamiinisoluja (TH,
magenta) kohti (SNR) (koronaalileike, Bregma (B): -3,0 mm). Kuvat A (skaalaviiva
250 pm) ja B (skaalaviiva 100 pum) ovat usean fokustason maksimaalisia projektioku-
via. Kuvissa C-E (yhden fokustason kuvia) ndkyy VTM:st4 nousevien histaminergisten
hermoséikeiden laheinen sijainti suhteessa dopamiinisoluihin (nuolet).
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3.1.2 Keskiaivot

Keskiaivoissa dopamiinisoluja ja hermosaikeita esiintyy erityisen runsaasti VTA:ssa
sekd mustatumakkeessa (kuva 14: B-3,0; B-3,3 ja B-3,6 seké kuva 18: B-3,1 ja B-4,0).
Mustatumakkeesta suuntautuu vahva dopaminerginen hermotus dorsaalista striatumia
kohti (kuva 18: B-2,8 ja B-3,1) ja VTA:n dopamiinisoluista suuntautuu heikompi her-
motus hypotalamusta (kuva 14: B-3,0 sekéd kuva 17) seka ventraalista striatumia (mik-
roskooppihavainto) kohden. Dopaminergisia hermosoluja on myds runsaasti ventraali-
sen periakveduktaalisen harmaan aineen alueella (VPAG) seka rostraalisessa lineaari-
sessa tumakkeessa (RLi) (kuva 18: B-2,5 ja B-2,8 sekd kuva 19).

Histaminergisia hermoséikeitd on keskiaivoissa kauttaaltaan, mutta hermotus on erityi-
sen tihedd VPAG:n dorsaalisessa osassa (kuva 18: B-2,5 ja B-2,8 seké kuva 19). Namé
hermosaikeet kulkevat RLi:n ja superiorisen VTA:n suuntaan (kuva 18: B-2,5 - B-3,4)
ja niissé on nahtavissa histamiinia sisaltavid vesirakkuloita (kuva 19). Histamiiniher-
mosdikeitd on huomattavasti myds VTA:n sentraalisessa osassa (kuva 12: B-4,3, kuva
14: B-3,0 ja kuva 18: B-4,0).
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Kuva 18. Histaminergisia (HA, vihred) hermoséikeita ja tyrosiininydroksylaasia (TH, magenta)
sisaltavia dopamiinisoluja ja hermoséikeita hiiren horisontaalisissa aivoleikkeissé (Bregma
(B):-2,5 mm — (-4,0 mm)) (kts. lyhenteet taulukko 2). Maksimaalinen projektio; kuvissa mukana
kaikki fokustasot (engl. maximum projection, overlay); Skaalaviiva=500 pm.
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Kuva 19. Voimakas histaminerginen (HA, vihred) hermotus ja dopamiinisoluja (TH,
magenta) ventraalisen periakveduktaalisen harmaan aineen (VPAG) ja rostraalisen li-
neaarisen raphe-tumakkeen (RLi) alueella (Bregma (B): -2,5 mm). Horisontaalileikkeen
kuva A (skaalaviiva=500 pum), B (skaalaviiva=50 um) ja C (skaalaviiva=50 pum) ovat
maksimaalisen projektion usean fokustason kuvia. Kuvissa E ja D (yhden fokustason
kuvat) histamiinisaikeet suuntautuvat dopamiinisoluja kohti. Kuvissa C-E histamiinia
siséltavéat vesirakkulat erottuvat histamiinisdikeiden sisalla (mm. kuvan E nuoli).
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3.1.3 Histaminergiset ja dopaminergiset hermosdikeet hiiren aivojen sagitaalisessa

rakennekuvassa

Tutkimustulosten perusteella kokosimme hiiren sagitaaliseen rakennekuvaan yhteenve-
tona histaminergisten ja dopaminergisten eli TH-positiivisten hermoséaikeiden hermotta-
mat alueet hiiren aivoissa tarkastelemaltamme alueelta (kuva 20). Histamiinisdikeet suun-
tautuvat TMN:std VTA:han, mustatumakkeeseen, PAG:n alueelle sek striatumissa muun
muassa accumbens-tumakkeeseen. Dopamiiniséikeet suuntautuvat puolestaan VTA:sta
PAG:n alueelle, talamukseen ja accumbens-tumakkeeseen sekd mustatumakkeesta
striatumiin. Histamiini- ett4d dopamiiniséikeet kulkevat myods hajukaamiin ja isoaivokuo-
relle. Rakennekuva on piirretty Paint -ohjelmalla Franklinin ja Paxinoksen (1997) hiiren

aivoatlasta apuna kayttaen.

e

N
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X

Kuva 20. Sagitaalinen rakennekuva histaminergisen (vihred) ja dopaminergisen (punainen) her-
movalittajaainejarjestelman sijainnista hiiren aivoissa. Tarkastelimme erikoistydssa naiden kah-
den hermovélittajaainejarjestelman sijaintia basaalisen etuaivon, hypotalamuksen ja ventromedi-
aalisen posteriorisen keskiaivon alueilla (kuvan rajattu alue). Histamiinisaikeet suuntautuvat tu-
beromammillaarisesta tumakkeesta (TMN) ventraaliseen tegmentumiin (VTA), mustatumakkee-
seen (SNR), periakveduktaaliseen harmaaseen aineeseen (PAG) seké striatumissa muun muassa
accumbens-tumakkeeseen (NAC). Dopamiinisaikeet suuntautuvat ventraalisesta tegmentumista
periakveduktaalisen harmaan aineen alueelle, talamukseen ja accumbens-tumakkeeseen seka
mustatumakkeesta striatumiin. Naytteitd mikroskoopilla tarkasteltessa havaittiin, ettd seka hista-
miini- ettd dopamiinisdikeet kulkevat myds hajuk&amiin (engl. olfactory tubercle, OLF) ja
isoaivokuorelle (engl. prefrontal cortex, PFC). Hiiren sagitaalinen rakennekuva on piirretty Paint
-ohjelmalla Franklinin ja Paxinoksen (1997) hiiren aivoatlasta apuna kéyttéen.
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3.2 Ehdollistettu paikkahakuisuus

Paikkahakuisuuden kehittymista tutkittiin vertaamalla aikaa (s/min), jonka eri lattiamate-
riaaleille ehdollistetut hiiret viettivat toisella lattiamateriaaleista. Elaimille tulkittiin ke-
hittyneen ehdollistettua paikkahakuisuutta, mikali ne viettivat preferenssitestissa enem-
man aikaa sen lattiamateriaalin paalla, jolla ne olivat saaneet ladkeainekasittelyn. Hiirien
liikeaktiivisuutta mitattiin tutkimuslaatikkoon totuttamisen eli habituaation, jokaisen eh-
dollistamiskerran seké varsinaisen paikkahakuisuuskokeen aikana videokameran ja Etho-
vision Color-Pro 3.0-ohjelman avulla. Habituaatiossa ja ehdollistamissessioissa liikeak-
tiivisuutta tutkittiin litkuttuna matkana (cm) minuutissa (min) 30 minuutin ajalta seka ku-
mulatiivisena liikuttuna matkana (cm) 30 minuutin aikana. Kaikissa kuvissa hajonta ku-

vaa keskiarvon keskivirhettéd (engl. standard error of mean, SEM).

3.2.1 JNJ-39220675 ja amfetamiini

C57BL/6J -kannan uroshiiret ehdollistettiin amfetamiinille neljassa ehdollistamissessi-
ossa. Selvittadksemme vaikuttaako ei-imidatsolirakenteinen Hs-reseptorin antagonisti
amfetamiinin aiheuttaman ehdollistetun paikkahakuisuuden kehittymiseen, osalle hiirista
annettiin esikésittelynd JNJ-39220675:sta (1 mg/kg tai 10 mg/kg; n=14) 30 minuuttia en-
nen amfetamiinin (2 mg/kg) annostelua. Kaksisuuntainen varianssianalyysi osoitti, etta
kasittelyn ja tutkimuslaatikon alustan vélilla ei ole interaktiota (F2,32=0,16, p=0,8545),
joten preferenssitestin tulokset analysoitiin yksisuuntaisella varianssianalyysilla seka Tu-
keyn jatkotestilla. Pelk&stdan amfetamiini-injektion saaneille kontrolliryhmén hiirille
(n=11) kehittyi tilastollisesti merkitseva paikkahakuisuus (p<0,01), eik& JNJ-39220675
esikasittely (1 mg/kg: p<0,01 ja 10mg/kg: p<0,01) vaikuttanut amfetamiinin aiheutta-
maan paikkahakuisuuteen (kuva 21).
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Kuva 21. JNJ-39220675 (1 mg/kg ja 10 mg/kg) esikasittely (i.p.) ei vaikuta amfetamiinin (2
mg/kg, i.p.) aiheuttamaan ehdollistettuun paikkahakuisuuteen C57BL/6J -kannan hiirilla. Metal-
limatolla amfetamiini-injektion saaneet hiiret (metalliryhma) viettivat preferenssitestin aikana
enemman aikaa (s/min) tutkimuslaatikon metallimatolla ja muovimatolle ehdollistetut hiiret
(muoviryhmad) puolestaan hakeutuvat tutkimuslaatikon muovimatolle. Tulokset on analysoitu yk-
sisuuntaisella varianssianalyysillé ja Tukeyn jatkotestilld, **p<0,01; n=6-7.

Hiirien kumulatiivinen liikeaktiivisuus (cm) analysoitiin habituaation, neljan ehdollista-
miskerran ja preferenssitestin ajalta yksisuuntaisella varianssianalyysilla ja Tukeyn jat-
kotestilla (kuva 22B ja 22D). Habituaatiossa liikutussa matkassa ei havaittu ryhmien va-
lisia tilastollisesti merkitsevia eroja. Molemmat annokset JNJ-39220675:sta (1 mg/kg:
p<0,01 ja 10 mg/kg: p<0,001) vahensivat amfetamiinin aiheuttamaa liikeaktiivisuuden
lisd&ntymista ensimmaiselld ehdollistamiskerralla. Neljannelld ehdollistamiskerralla JNJ-
39220675 ei enaa vaikuttanut liikeaktiivisuuteen tilastollisesti merkitsevasti (1 mg/kg:
p>0,05 ja 10 mg/kg: p>0,05). Preferenssitestissa JNJ 1 mg/kg - amfetamiini ja JNJ 10
mg/kg - amfetamiini ké&sittelyryhmien hiirien liikeaktiivisuuksissa ei ollut tilastollisesti

merkitsevaa eroa kontrolliryhman hiiriin verrattuna.
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- Keittosuolaliuos + Amfetamiini CKeittosuolaliuos + Keittosuolaliuos
--JNJ 1 mg/kg + Amfetamiini : . s
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Kuva 22. JNJ-39220675 (1 mg/kg ja 10 mg/kg) vahentd4 amfetamiinin (2 mg/kg) aiheuttamaa
liikeaktiivisuuden kasvua C57BL/6J -kannan hiirilla ensimmaisen ehdollistamiskerran yhtey-
dessd, mutta ei endd neljannella ehdollistamiskerralla. Kuvissa A ja C on esitetty hiirien paivina
1. ja 4. minuutissa liikuttu matka (cm) 30 minuutin ajalta. Kuvissa B ja D on esitetty hiirien péi-
vina 1. ja 4. kumulatiivinen liikuttu matka (cm) 30 minuutin ajalta. Kumulatiivisen liikutun mat-
kan eri késittelyryhmien tulokset on analysoitu yksisuuntaisella varianssianalyysilla ja Tukeyn
jatkotestillg, ***p<0,001, **p<0,01, em=ei tilastollista merkitsevyyttd=p>0,05; n=11-14.

Kumulatiivinen liikuttu matka (cm) 30 minuutin aikana lisdéntyi neljan ehdollistamisker-
ran aikana kaikissa kéasittelyryhmissa péivien 1-4 valilla (yksisuuntainen varianssiana-

lyysi ja Tukeyn jatkotesti; keittosuolaliuos-amfetamiini: p<0,05; JNJ-39220675
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1 mg/kg - amfetamiini: p<0,001; JNJ-39220675 10 mg/kg - amfetamiini: p<0,001) (kuva
23).

1. PAIVA 32 PAIVA 3. PAIVA EER4. PAIVA

A B C

20000, 20000 20000,
£ £ E
2 * < Sk <
£ 150001 < 15000 x 150001
s 5 T Fekk
Ewm Ew Em
39 3 % 20
-2 = B H-
R E 5 23
= 2 10000/ = 2 10000 = E 100001
cE c'g £ £
@ ] (7]
£8 £3 £8
S 5000 £ 5000 = 50001
: : :
¥ 4 4
0 0 0
Keittosuolaliuos + JNJ 1mglkg + JNJ 10mg/kg +
Amfetamiini Amfetamiini Amfetamiini

Kuva 23. Amfetamiini (2 mg/kg, i.p.) aiheuttaa liikeaktiivisuuden herkistymisté toistetuilla an-
noilla C57BL/6J -kannan hiirilla. INJ-39220675 (1 mg/kg ja 10 mg/kg, i.p.) esikasittely ei vaikuta
amfetamiinin aiheuttamaan herkistymiseen. Kumulatiivinen liikuttu matka (cm) 30 minuutissa
péivina 1-4 on esitetty kuvassa A késittelyryhmélle keittosuolaliuos - amfetamiini 2 mg/kg, ku-
vassa B kasittelyryhmalle JNJ-39220675 1 mg/kg - amfetamiini 2 mg/kg ja kuvassa C késittely-
ryhmélle JNJ-39220675 10 mg/kg - amfetamiini 2 mg/kg. Tulokset on analysoitu yksisuuntaisella
varianssianalyysilla ja Tukeyn jatkotestilla, ***p<0,001, *p<0,05; n=11-14.

3.2.2  JNJ-39220675 ja kvinpiroli

Ensin selvitimme, aiheuttaako D»-reseptorin agonisti kvinpiroli mielihyv&a vai aversiota,
silla toistaiseksi C57BL/6J -kannan hiirilla julkaistut tutkimukset ovat olleet talta osin
ristiriitaisia. Ehdollistetun paikkahakuisuuden kokeessa havaittiin, etta kvinpiroli (0,5
mg/kg) ilman esikésittelya aiheuttaa ehdollistettua aversiota C57BL/6J -kannan uros- ja
naarashiirilla (n=4) (p<0,01) (kuva 24A). Hiiret siis vélttavét sitd lattiamateriaalia, jonka
paélle ne ovat saaneet kvinpiroli-injektion. Tulokset analysoitiin yksisuuntaisella varians-
sianalyysilld ja Tukeyn jatkotestillg, silla kaksisuuntainen varianssianalyysi osoitti, etta
kasittelyn ja lattiamateriaalien valilla ei ole interaktiota (F1,12=2,89, p=0,8545). Selvit-

tddksemme vaikuttaako Hs-reseptorin antagonisti kvinpirolin aiheuttaman ehdollistetun



68

aversion muodostumiseen, toistimme kokeen samalla ehdollistusmenetelmélld ja an-
noimme eri hiirille (n=4) esikasittelynd JNJ-39220675:sta (10 mg/kg) 30 minuuttia ennen
kvinpirolin (0,5 mg/kg) annostelua. Tulokset osoittivat, ettd INJ-39220675 esikésittely ei

esta kvinpirolin aversiivista vaikutusta (p<0,01) (kuva 24A).

Lisaksi analysoimme kvinpirolin vaikutusta liikeaktiivisuuteen toistettujen mittausten
kaksisuuntaisella varianssianalyysilla ja Bonferronin jatkotestilld. Kvinpiroli aiheutti voi-
makasta liikeaktiivisuuden vahenemista kaikkina ehdollistamispdivina (Fsgs=43,71, 1.
paiva: p<0,001; 2. padiva: p<0,01; 3. paiva: p<0,05 ja 4. paiva p<0,05) verrattuna keitto-
suolaliuoksen saaneisiin hiiriin (kvinpiroliryhmd) (kuva 24B). JNJ-39220675 ei vaikut-
tanut kvinpirolin aiheuttamaan liikeaktiivisuuden vahenemiseen (F384=43,71, paivét 1-4
p>0,05).
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Kuva 24. JNJ-39220675 ei vaikuta kvinpirolin aversiiviseen ja liikeaktiivisuutta vahentavaan vai-
kutukseen. Kuva A: JNJ-39220675 (10 mg/kg, i.p.) esikasittely ei vaikuta kvinpirolin (0,5 mg/kg,
i.p.) aiheuttamaan ehdollistettuun paikka-aversioon C57BL/6J -kannan hiirilla. Metallimatolla
kvinpiroli-injektion saaneet hiiret (metalliryhmad) viettavat preferenssitestin aikana enemman ai-
kaa (s/min) tutkimuslaatikon muovimatolla ja muovimatolle ehdollistetut hiiret (muoviryhma)
puolestaan hakeutuvat laatikon metallimatolle. Tulokset analysoitiin yksisuuntaisella varianssi-
analyysilla ja Tukeyn jatkotestilla, **p<0,01; n=4. Kuva B: Kvinpiroli (0,5 mg/kg, i.p.) aiheuttaa
liikeaktiivisuuden laskua, johon JNJ-39220675 (10 mg/kg, i.p.) esikésittely ei vaikuta. Tulokset
on analysoitu toistettujen mittausten kaksisuuntaisella varianssianalyysilla seka Bonferronin jat-
kotestilla, ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05; n=4.
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3.3 Liikeaktiivisuuskoe

Ehdollistetun paikkahakuisuuden kokeiden jalkeen tutkimme tarkemmin kvinpirolin vai-
kutusta hiirien liikeaktiivisuuteen sekd JNJ-39220675:n vaikutusta kvinpirolin aiheutta-
maan liikeaktiivisuuden muutokseen toistettujen la&keantojen liikeaktiivisuuskokeessa.
Hiiret jaettiin kolmeen eri kasittelyryhmé&én: keittosuolaliuos - keittosuolaliuos (n=9),
keittosuolaliuos - kvinpiroli 0,5 mg/kg (n=11) ja JNJ-39220675 10mg/kg -kvinpiroli 0,5
mg/kg (n=12) ja niiden liikeaktiivisuutta mitattiin tutkimuksen ensimmaisena ja viiden-
tend paivand yhteensa 90 minuutin ajan videokameran ja Ethovision Color-Pro 3.0 -oh-
jelman avulla. Liikeaktiivisuus analysoitiin kumulatiivisena litkuttuna matkana (cm) sek&
nopeutena (cm/s) 30 minuutin aikana kvinpirolin annon jélkeen. Kuvissa esiintyva ha-

jonta kuvaa keskiarvon keskivirhettd (SEM).

Ensimmaisend paivéana seka keittosuolaliuos - kvinpiroli (F2,5s=14,81, p<0,001) ettd JNJ-
39220675 - kvinpiroli (F258=14,81, p<0,001) kasittelyryhman hiirien liikeaktiivisuus vé-
heni tilastollisesti merkitsevasti kontrolliryhméén verrattuna (kuva 25). Viidentena péi-
vana JNJ-39220675:sta ja kvinpirolia saaneiden hiirien liikeaktiivisuus oli tilastollisesti
alhaisempi kontrolliryhmé&an verrattaessa (F2,5s=14,8, p<0,01). Keittosuolaliuos - kvin-
piroli kasittelyryhmaén hiirien liikeaktiivisuus ei eronnut enéé viidentena paivana tilastol-
lisesti kontrolliryhmén hiirien liikutusta matkasta (F2,58=14,8, p>0,05). Tulokset analy-

soitiin kaksisuuntaisella varianssianalyysilla ja Bonferronin jatkotestilla.
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Kuva 25. Kvinpirolin (0,5 mg/kg) liikeaktiivisuutta vahentdva vaikutus vaheni viiden péivan tois-
tettujen antojen (i.p.) liikeaktiivisuuskokeessa C57BL/6J -kannan hiirilla. JNJ-39220675 (10
mg/kg) esikasittely esti kvinpirolin toistettujen antojen liikeaktiivisuutta vahentavan vaikutuksen
desensitisaatiota. Kumulatiivisen 30 minuutissa liikutun matkan (cm) arvot on analysoitu kaksi-
suuntaisella varianssianalyysilla ja Bonferronin jatkotestilld, ***p<0,001, **p<0,01, em=ei tilas-
tollista merkitsevyytta=p>0,05; n=9-12,

Ensimmaéisend pdivana ladkekasittelyryhmissa nopeuden keskiarvot (cm/s) olivat alhai-
semmat keittosuolakasittelyryhmaén hiiriin verrattuna: 64,9 % (keittosuolaliuos - kvinpi-
roliryhmad) ja 68,3 % (JNJ-39220675 - kvinpiroliryhmd). Viidentena paivana nopeuden
keskiarvot olivat edelleen ladkekésittelyryhmissd matalammat kuin kontrolliryhmassa:
29,0 % (keittosuolaliuos - kvinpiroliryhmad) ja 40,0 % JNJ-39220675 - kvinpiroliryhmd).
JNJ-39220675 siis laski nopeutta viidentend paivéana vield 15,4 % kvinpiroliryhmé&éan ver-

rattuna.

4 TULOSTEN TARKASTELU

4.1 Immunohistokemiallinen varjays

Histamiinin primaarivasta-aineen (kaniinin-anti-HA-19C) spesifisyys keskushermoston
histaminergisié soluja ja séikeitd kohtaan on osoitettu kattavasti muun muassa dot plot-
ja preabsorptiokokeissa (Panula ym. 1984; Panula ym. 1990). HA-19C:sta onkin kéytetty
laajasti neuroanatomisissa tutkimuksissa muun muassa ihmisen (Panula ym. 1990), rotan

(Panula ym. 1989; Vanhala ym. 1994) ja seeprakalan (Kaslin ja Panula 2001) aivojen
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histamiinin tutkimisessa. Laimensimme HA-vasta-aineen suhteessa 1/10000 perustuen
aikaisempiin rotan aivojen histamiinivarjayksiin. Se osoittautui riittavaksi konsentraati-

oksi osoittamaan histamiinin my®ds hiiren aivoissa.

TH on yleisesti kaytetty markkeri dopamiinin immunohistokemiallisissa tutkimuksissa
(Pickel ym. 1975). TH osallistuu my6s noradrenaliinin synteesiin (Levitt ym. 1965),
mutta TH-antiseerumin on kuitenkin osoitettu havaitsevan dopamiinisoluja suuremmalla
intensiteetilla (Pickel ym. 1975). Syyksi tdhén on arveltu muun muassa suurempaa TH
madrad dopaminergisissa hermosoluissa verrattuna noradrenergisiin hermosoluihin. Nai-
den kahden katekoliiniamiinin neuroanatomiaa on myos kartoitettu kattavasti (Ungerstedt
1971), joten dopaminergisen ja noradrenergisen hermovalittajaainejarjestelman tiedetaan
sijaitsevan aivoissa anatomisesti eri alueilla. Nama tekijat huomioon ottaen voidaan olet-
taa erikoistyossa tutkittujen aivoalueiden TH-positiivisten solujen olevan nimenomaan
dopaminergisid soluja. Tutkimuksessa kaytetty monoklonaalinen hiiressé tuotettu pri-
maarinen anti-TH-vasta-aine (Ross ym. 1981; Semenenko ym. 1986) (laimennos 1/1000)

ei myoskaan sitoutunut epéspesifisesti muihin hiiren endogeenisiin antigeeneihin.

Kontrollivarjaykset osoittivat, ettd HA-antiseerumin sitoutumista histamiinin ja TH-anti-
seerumin sitoutumista tyrosiininydroksylaasiin ei pystyta havaitsemaan ilman sekundaa-
risia vuohessa tuotettuja fluoresoivia vasta-aineita (GAR568* ja GAM488%*). Primaari-
jasekundaarivasta-aineiden valilla ei myoskaan havaittu ristireaktiivisuutta. Kéytetty me-
netelmé& on siis spesifinen ja histaminergisen ja dopaminergisen hermovalittajaainejarjes-

telman véarjayksen tuloksia voidaan pitaa luotettavina.

4.1.1 Histaminergisen ja dopaminergisen hermovalittajaainejarjestelman

sijainti suhteessa toisiinsa sek& mahdolliset synaptiset yhteydet

Histamiinisolut ovat keskittyneet hiiren aivoissa TMN:een. Tdma on osoitettu aikaisem-
min my6s muun muassa rotan (Panula ym. 1984; Vanhala ym. 1994) ja ihmisen (Panula
ym. 1990) aivoissa. Aikaisemmissa tutkimuksissa on my6s havaittu, ettd histamiinisolut
ja hermoséikeet sijaitsevat TMN:n kaudaalisessa osassa tihedmmin ja rostraalisessa

osassa harvakseltaan (Panula ym. 2000). Tutkimustuloksemme vahvistivat saman myos
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hiiren aivoissa. Yksittaisia histamiinisoluja havaittiin lateraalisessa ja dorsomediaalisessa
hypotalamuksessa seka supramammillaarisessa tumakkeessa. Histaminergisen hermotuk-
sen havaitsimme olevan runsainta TMN:n posteriorisessa, lateraalisessa, ja ventromedi-
aalisessa osassa. Liséksi, kuten aikaisemmissa tutkimuksissa on osoitettu (Vanhala ym.
1994), histamiinisolut ja séikeet muodostavat tarkkarajaisen reunan lateraalisen hypota-
lamuksen ja mediaalisen mammillaarisen tumakkeen vélille. Koronaalileikkeissa on néh-
tavissd, ettd hiiren aivojen ventraalisessa osassa histamiinisoluja on viela posteriorisen
mediaalisen tuberomammillaarisen tumakkeen alueella, mutta branchium pontiksen alu-
eella on en&a harvakseltaan histaminergisid hermosaikeitd. Tutkimuksessamme havaitut
TMN:n histamiinisolut vaihtelevat halkaisijaltaan 5-20 pm valilla. Liséksi yksittain tai
harvakseltaan sijaitsevat histamiinisolut ovat muodoltaan epasymmetrisempid kuin
TMN:n histamiinisolut. Histamiinia sisaltavat vesirakkulat ovat havaittavissa solujen

soomaosissa seka viejahaarakkeissé.

Tutkimustuloksista nahdéaan, ettd suurin osa hiiren aivojen dopamiinisoluista sijaitsee
keskiaivojen ventraalisessa tegmentumissa ja mustatumakkeessa, kuten on aikaisemmin
osoitettu (Dahlstrom ja Fuxe 1964; Ungerstedt 1971). Mustatumakkeen, erityisesti supe-
riorisen osan, dopamiinisolut ovat suuria (halkaisijaltaan 15-25 pum) sekd epdsymmetri-
sid. Naistd dopaminergisista soluista suuntautuu pitkid vahvasti varjaytyneitd her-
mosaikeita dorsaalista striatumia kohti. VTA:n dopamiinisolut ovat kooltaan hieman pie-
nempida (halkaisijaltaan 10-20 um) ja ne sijaitsevat huomattavasti tihedmmin suhteessa
toisiinsa. Dopamiinisoluja sijaitsee runsaasti tarkastelemallamme alueella myds zona in-
certassa, ventraalisen periakveduktaalisen harmaan aineen alueella sekad lineaarisessa
raphe-tumakkeessa. Hieman heikommalla intensiteetilld havaittiin dopamiinisoluja me-
diaalisella preoptisella alueella, dorsomediaalisella ja paraventrikulaarisella hypotalami-
sella alueella ja suprakiasmaattisessa seka arcuate-tumakkeessa. Myds Al4 dopamiini-
solut olivat havaittavissa. Yksittaisia dopamiinisoluja oli nahtévissa posteriorisessa hy-
potalamuksessa mammillotalamisen hermoradan ymparilla sek& supramammillaarisessa
tumakkeessa. Dopamiinisolujen sijainti ndilla kaikilla alueilla on osoitettu aikaisemmissa
tutkimuksissa (Dahlstrom ja Fuxe 1964; Ungerstedt 1971).
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Havaitsimme, ettd histamiiniséikeet hermottavat hiiren aivoissa kaikkia edell&d mainittuja
dopaminergisid aivoalueita. VTM:n histamiinisolujen hermosdikeet kulkevat voimak-
kaasti posteriorisen hypotalamuksen lateraalisessa osassa kohti mustatumaketta ja poste-
riorisen hypotalamuksen mediaalisessa osassa kohti ventraalista tegmentumia. SNR:n ja
VTA:n dopamiinisolujen viejdhaarakkeet laskeutuvat puolestaan histamiinisoluja koh-
den. Namé& dopamiinisaikeet ovat heikosti vérjaytyneet eikd synaptisia yhteyksia dopa-
minergisten hermoséikeiden ja TMN:n histamiinisolujen kanssa ole havaittavissa téalla
alueella. Ericson (1989) tutkimusryhmineen on kuitenkin osoittanut dopaminergisten sai-
keiden hermottavan rotan TMN:tta ja ehdottanut ndiden sdikeiden muodostavan synapti-
sia yhteyksi& histamiinisolujen tuojahaarakkeiden kanssa. My6s mesolimbisen ja meso-
kortikaalisen hermoradan sdikeet ovat tutkimuksessamme heikosti havaittavissa. On
mahdollista, ettd dopamiinisdikeet olisivat paremmin nahtéavissa, mikali hiiren aivojen
jalkifiksaatioliuoksessa olisi ollut EDAC:in lisdksi paraformaldehydia (PFA), jota on
kaytetty yleisesti TH-positiivisten hermosolujen ja séikeiden stabiloinnissa (Pickel ym.
1975). Toisaalta pelkk&dd EDAC:ia siséltavan jalkifiksaatioliuoksen on osoitettu olevan
histamiinin sitomisessa optimaalisin (Panula ym. 1990) ja TH-positiivisia soluja on pys-
tytty aikaisemminkin havaitsemaan ilman PFA:ta (Vanhala ym. 1994). Tutkimuksemme
SNR:n ja VTM:n yhden fokustason kuvista on kuitenkin selke&sti n&dhtavissa, etta hista-
minergiset sdikeet puolestaan kulkevat hyvin ldhelle SNR:n dopamiinisoluja ja voivat
muodostaa synaptisia yhteyksia dopamiinisolujen kanssa. Tdmé on havaittu aikaisesmmin

mya0s rotan aivoleikkeissa (Panula ym. 1989).

Erityisen voimakas histamiiniséikeiden hermotus nousee TMN:sta posteriorisesti dorso-
ventraalisen periakveduktaalisen harmaan aineen alueelle. Osa ndista histamiiniséikeista
nousee keskiaivojen ylempiin osiin ja osa jatkaa kulkuaan mediaalisesti lineaarisen raphe-
tumakkeen suuntaan. Varjays osoitti histaminergisten hermoséikeiden muodostavan to-
dennékdisesti synaptisia yhteyksia tdman alueen dopamiinisolujen kanssa. Periakveduk-
taalisen harmaan aineen (PAG) alueen dopamiinisoluilla lienee merkitysta riippuvuuden
mekanismeissa, silla niiden viejahaarakkeiden on osoitettu puolestaan hermottavan muun
muassa accumbens- ja mantelitumaketta (Hasue ja Shammah-Lagnado 2002) seka synap-
soivan VTA:n dopaminergisten ja GABAergisten hermosolujen kanssa (Omelchenko ja
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Sesack 2010). On siis mahdollista, ettd PAG:n histaminergisten séikeiden aktivaatio saa-
telee accumbens- ja mantelitumakkeen sek&d VTA:n dopaminergisten ja GABAergisten
hermosolujen toimintaa epésuorasti PAG:n alueen hermosolujen aktiivisuutta muutta-
malla, ja ndin ollen tdma olisi yksi mekanismi, jolla histamiini osallistuu dopamiinin saa-

telem&&n mielihyvavasteeseen.

Tutkimuksemme osoitti histaminergisten hermosdikeiden suuntautuvan TMN:std myos
basaalisen etuaivon ventraaliseen striatumiin ja accumbens-tumakkeeseen. Liséksi mik-
roskoopilla leikkeita tarkasteltaessa havaitsimme histaminergisia ja dopaminergisia her-
mosaikeitd myos hajukéaamissa ja isoaivokuorella, kuten on havaittu aiemmin myos muun
muassa rotan aivoissa (Panula ym. 1989). Hajuk&&dmin dopamiinisolut olivat myds néah-

tavissa leikkeissa.

Histaminergisten ja dopaminergisten hermosolujen kolokalisaatiota ei havaittu hiiren ai-
voissa. Tamaé tulos on yhtépitava aikaisempien, muilla eldinlajeilla tehtyjen immunohis-
tokemiallisten varjaysten tulosten kanssa (Vanhala ym. 1994; Kaslin ja Panula 2001).
Histaminergiset ja dopaminergiset hermosolut sijaitsevat tarkastelemallamme alueella I&-
himpina toisiaan dorsomediaalisella hypotalamisella alueella ja supramammillaarisessa
tumakkeessa. Histamiinisaikeet suuntautuvat molemmilla alueilla hyvin lahelle yksittéi-
sid dopamiinisoluja. Esimerkiksi supramammillaarisen tumakkeen kahden perédkkéisen
fokustason kuvissa 15C1 (etummainen) ja 15C2 (takimmainen) histamiinisolun ja dopa-
miinisolun valissa on vain noin 6 pum, ja nayttaisi siltd, ettd kuvassa 15C2 on histaminer-
gisen viejahaarakkeen kaksi hermopéatettd. Onkin siis mahdollista, ettd histamiinisdikei-

den ja dopamiinisolujen valilla on synaptisia yhteyksia néilla aivoalueilla.

4.1.2  Merkitys riippuvuudessa

Osoitimme tutkimuksessamme histaminergisten hermoséikeiden suuntautuvan hiiren ai-
voissa riippuvuuden kannalta oleellisille aivoalueille, kuten VTA:iin, accumbens-tumak-
keeseen ja isoaivokuorelle. Liséksi havaitsimme erityisen runsaan histaminergisen her-

motuksen periakveduktaalisen harmaan aineen alueella. PAG séatelee muun muassa Vvi-
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reystilaa, kivun, pelon sekéa ahdistuksen tuntemuksia ja on osallisena my6s opioidien mie-
lihyvavaikutuksessa (Wise 1989; Brandao 1993). Histaminergisia hermoséikeité sek so-
luja havaittiin myds supramammillaarisessa tumakkeessa, jonka on myds havaittu osal-

taan séatelevan mielihyvaa (Olds ja Olds 1963).

VTA:n dopamiinisolujen aktivaatio lisad dopamiinin vapautumista accumbens-tumak-
keessa ja tdamén on arveltu olevan yksi tarkeimmista mekanismeista mielihyvéavaikutuk-
sessa seké riippuvuuden kehittymisessd. Nédiden dopamiinisolujen on osoitettu ilmenta-
van Hs-reseptorin mRNA:ta (Gonzéalez-Sepulveda ym. 2013). Tama 16ydos vaatii kuiten-
kin lisdtutkimuksia. Mikali VTA:n mielihyvéa satelevien dopamiinisolujen solukalvolla
on Hz-heteroreseptoreita, histamiini voi teoriassa estad ndiden solujen dopamiinin syn-
teesid ja vapautumista samalla tavalla kuin se voi estda dopaminergisten hermopéatteiden
aktivaatiota striatumissa (Schlicker ym. 1993; Molina-Hernandez ym. 2000). Histamiinin
on arveltu myos saatelevan VTA:n dopamiinisolujen toimintaa epasuorasti VTA:n ja
mustatumakkeen GABAergisten hermosaikeiden aktivaation vélityksella (Korotkova ym.
2002). Tutkimuksemme osoitti histamiinisaikeiden hermottavan VTA:ta ja mustatuma-
ketta, miké tukee tata teoriaa. Havaitsimme myads, etta histaminergiset hermosdikeet her-
mottavat striatumia. Suurin osa striatumin hermosoluista on GABAergisia MS-hermoso-
luja (Gerfen ym. 1990; Le Moine ja Bloch 1995), joiden solukalvoilla on runsaasti post-
synaptisia Hs-reseptoreita (Pollard ym. 1993). Histamiini voi estda epéasuorasti VTA:Nn

dopamiinisolujen toimintaa ndiden Hz-reseptoreiden valityksell&.

Havaitsimme mikroskoopilla leikkeitd tutkiessa, ettd histamiinisdikeet hermottavat koh-
talaisen tiheasti myos isoaivokuorta, mika tukee histamiinin merkitysta isoaivokuoren
toimintojen séatelyssa. Isoaivokuoren dopaminergisen ja glutamatergisen aktiivisuuden
on arveltu saatelevan muun muassa riippuvuuteen liittyvaa nautintoa tuottavien aineiden
tai tapahtumien tavoittelua sekd accumbens-tumakkeen toimintaa (Schultz ym. 2000;
Everitt ja Robbins 2005; Quintero 2013). Isoaivokuorelta on [6ydetty runsaasti Hi- (Bout-
henet ym. 1988), Ho- (Traiffort ym. 1992b) ja Hs-reseptoreita (Pollard ym. 1993). Hi- ja
H>-reseptorien aktivaatio isoaivokuorella vaikuttaa todennakdisesti muun muassa muistin

sekd oppimisen toimintoihin (Dai ym. 2007; Zlomuzica ym. 2008). Hs-reseptorin akti-
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vaation vastetta on vaikeampi arvioida, sill& se voi sijaita talla alueella sekd pre- etta post-
synaptisesti. Hz-reseptorin kaanteisagonistin pitolisantin (Wakix®) on kuitenkin havattu
lisadvan dopaminergista aktiivisuutta spesifisesti isoaivokuorella (Ligneau ym. 2007b),
mika puolestaan lisaa vireyttd seka kognitiivisia toimintoja seka mahdollisesti estdd ac-
cumbens-tumakkeen séatelemid motivaatiota lisadvia ja mielihyvad vahvistavia toimin-

toja (Hyman ym. 2006).

Periakveduktaaliseen harmaaseen aineeseen suuntautuvalla histaminergisella hermotuk-
sella voi olla térked osuus useiden eri fysiologisten toimintojen esimerkiksi mielihyva-
vasteen séatelyssda. PAG:n alueelta lahtee runsaasti glutamatergisid hermosdaikeita
VTA:han muodostaen mahdollisia synaptisia yhteyksia dopamiinisolujen kanssa (Geisler
ym. 2007). Nadiden hermoyhteyksien onkin ehdotettu olevan osallisena muun muassa opi-
oidien mielihyvavasteessa (Omelchenko ja Sesack 2010). Opioidien on arveltu vaikutta-
van VTA:n dopamiinisolujen toimintaan myos epasuorasti GABAergisia soluja estamalla
(Gysling ja Wang 1983; Johnson ja North 1992), ja niiden onkin havaittu vahentavan
GABA:n vapautumista lateraalisen PAG:n alueella in vivo (Renno ym. 1992). Opioidien
on havaittu myos lisddvan histamiinin vapautumista PAG:n alueella (Barke ja Hough
1993). Koska histamiinin on osoitettu estdvdn VTA:n dopamiinisolujen toimintaa epa-
suorasti muun muassa VTA:n ja mustatumakkeen GABAergisten hermosaikeiden akti-
vaation valityksella (Korotkova ym. 2002), on mahdollista, etta elimistd pyrkii kompen-
soimaan opioidien aiheuttamaa GABAergisen aktiivisuuden vahenemistda PAG:n alueella
lisadmalla histamiinin vapautumista talla alueella. Dopamiinisolujen sijainti PAG:ssa on

osoitettu myos aikaisemmissa tutkimuksissa (Hasue ja Shammah-Lagnado 2002).

Havaitsimme supramammillaarisessa tumakkeessa histamiini- ja dopamiinisoluja seka
erityisesti histaminergisid hermosdikeitd. Supramammillaarisen tumakkeen merkitys riip-
puvuudessa huomattiin jo 1960-luvulla, kun rottien havaittiin itseannostelevan supra-
mammillaariseen tumakkeeseen mielihyvaa tuottavia aineita (Olds ja Olds 1963). My6-
hemmin rottien on havaittu itsennostelevan GABAA-reseptorin antagonistia pikrotoksii-
nia useammin ja matalammilla konsentraatiolla SuM:in alueelle kuin anterioriseen

VTA:han (Ikemoto 2005). Itseannostelun havaittiin olevan myds estettavissa dopamii-
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niantagonistilla (Ikemoto ym. 2004). Liséksi SuM:iin annostellun selektiivisen glutama-
tergisen AMPA-reseptorin agonistin havaittiin lisddvan mikrodialyysilla mitattua so-
lunulkoista dopamiinia ventraalisessa striatumissa. Voimakas histaminerginen hermotus
viittaa mahdollisesti siihen, etta histamiini séatelee mielihyvavasteita myds SuM:n aivo-
alueella. SuM:n osuus riippuvuuden mekanismeissa vélittynee aikaisempien tutkimusten
perusteella suurilta osin GABAergisten ja glutamatergisten vaikutusten kautta (Ikemoto
ym. 2004; Ikemoto 2005).

Histamiinin merkitystd PAG:n ja SuM:n hermosolujen saatelyssa ei vield tunneta. Hista-
minergisen, dopaminergisen, GABAergisen ja glutamatergisen hermovalittgjaainejarjes-
telman laaja-alaisempi anatomian tutkimus immunohistokemiallisin ja in situ hybridisaa-
tio -menetelmin sekd tarkemmat mekanistiset tutkimukset antaisivat arvokasta lisatietoa
naiden aivoalueiden histamiinin, dopamiinin, GABA:n ja glutamaatin yhteisvaikutuk-
sista, ja niiden merkityksesta riippuvuuden mekanismeissa. PAG:n hermosoluissa on ha-
vaittu Hs-reseptoreita ilmentdvad mRNA:ta (Pillot ym. 2002a), mutta esimerkiksi Hs-re-
septorien sijaintia PAG:n eri hermosoluissa ei ole toistaiseksi selvitetty. Dopaminergisen
ja histaminergisen hermovaélittjaainejarjestelmédn mahdollisia synaptisia yhteyksié
PAG:n ja SuM:n alueella voitaisiin tutkia tarkemmin myos kolmoisvérjaykselld, jossa
anti-HA:n ja anti-TH:n lisdksi kdytettdisiin spesifisesti synapseissa sijaitsevaan markke-
riin, esimerkiksi DAT-proteiinin, sitoutuvaa primaarista vasta-ainetta. Olisi mielenkiin-
toista myos selvittdd miten esimerkiksi Hs-reseptorin antagonistin infuusio suoraan

SuM:n tai PAG:n alueelle vaikuttaa paihdyttavien aineiden mielihyvavaikutukseen.

4.2 Ehdollistettu paikkahakuisuus

4.2.1 Hs-reseptorivasteista

Tutkijat eivat ole toistaiseksi pystyneet tdydelld varmuudella osoittamaan Hs-heterore-
septoreita dopaminergisissa hermopaatteissad. Néaiden reseptorien olemassaolo selittéisi

kuitenkin histamiinin dopaminergiseen hermovalittdjaainejarjestelmadn kohdistuvaa saa-

telyvaikutusta. Tallgin Hs-reseptorien farmakologiset ligandit voivat vaikuttaa dopami-
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nergisiin soluvasteisiin muun muassa sitoutumalla suoraan dopamiinisolun Hs-heterore-
septoriin. N&in ollen Hs-reseptorin antagonistit lisdisivat dopamiinin vapautumista her-
mopaéatteestd ja Hs-reseptorien agonistit puolestaan estéisivat dopamiinin vapautumista
synapsirakoon, kuten on aiemmin osoitettu (Schlicker ym. 1993; Molina-Hernandez ym.
2000).

Mikéli Hz-reseptoriligandit sitoutuvat histaminergiseen hermopéétteeseen, vaikutus do-
paminergisiin soluvasteisiin on epasuora ja painvastainen. Hz-autoreseptorin antagonistit
lisddvat histamiinin vapautumista (Arrang ym. 1983). Tall6in GABAergisten hermosolu-
jen pinnassa oleviin Hz-reseptoreihin sitoutuu enemman histamiinia ja GABAerginen
hermosolu aktivoituu. GABAergisten hermosolujen aktivaation on havaittu estavan do-
pamiinin vapautumista dopaminergisesta hermopaatteesta (Korotkova ym. 2002). Hista-
miinin vapautumisen lisddntyminen voi lisaksi estad suoraan dopamiinin vapautumista
histamiinin sitoutuessa dopaminergisissa hermopaatteissdé mahdollisesti sijaitseviin Hs-
heteroreseptoreihin. On mahdollista, ettd Hz-reseptorin agonistit voivat puolestaan lis&ta

dopamiinin vapautumista GABAergisten hermosolujen aktivaatiota heikentamalla.

4.2.2  Amfetamiinin mielihyvaa ja liikeaktiivisuutta lisadva vaikutus

Tutkimuksemme osoitti, ettd amfetamiini (2 mg/kg) aiheuttaa C57BL/6J -kannan hiirille
ehdollistetun paikkahakuisuuden neljan ehdollistamiskerran jalkeen. Voimme siis tulkita
amfetamiinin aiheuttaneen mielihyvaé hiirille. Havaitsimme myos, ettd amfetamiinilla on
liikeaktiivisuutta herkistavé vaikutus. Nama amfetamiinin vaikutukset on osoitettu aikai-
semmissakin tutkimuksissa (Wise ja Bozarth 1985; Wise ja Leeb 1993).

Amfetamiini vaikuttaa keskushermostossa useaan eri hermovalittajaainejarjestelmaan.
Sen tiedetddn muun muassa estavan dopamiinin, noradrenaliinin ja serotoniinin soluun-
ottoa synapsiraosta estamalla naiden valittajaaineiden presynaptisella solukalvolla sijait-
sevia transporttereita (Seiden ym. 1993). Liséksi se voi estdd VMAT-2:n, MAO-A:n ja
MAO-B:n toimintaa ja aktivoida elimiston toimintoja paasaantoisesti kiihdyttavaa gluta-

matergistd hermovalittdjaainejarjestelmaa.
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Amfetamiini voi myo6s lisdtd dopamiinin vapautumista synapsirakoon muuttamalla
DAT:n toiminnan k&anteiseksi (Seiden ym. 1993). DAT:n toiminnan kaantymisen ei ole
todettu olevan mahdollista ilman elimiston ulkopuolista dopaminergiseen hermovaélitta-
jaainejarjestelmaan vaikuttavaa ligandia (Jones ym. 1998). Vaikka DAT-poistogeenisill&
hiirilla dopamiini sailyy synapsiraossa noin 300 kertaa pidempaan kuin villityypin hii-
rill4, amfetamiini véhentdd dopamiinin pitoisuutta synapsiraossa DAT-poistogeenisilla
hiirilla (Siciliano ym. 2014). Tama johtuu todennakdisesti dopamiinia vesirakkulaan pak-
kaavan VMAT-2:n estosta. Lisaksi villityypin hiirilla matalampi annos amfetamiinia li-
s&& dopamiinin vapautumista ja korkeampi annos vahent&a sitd. Amfetamiini vaikuttaa
siis todennékdisesti matalammilla annoksilla DAT:n toimintaan ja korkeammilla annok-
silla VMAT-2:n toimintaan. Amfetamiinin on havaittu aiheuttavan ehdollistettua paikka-
hakuisuutta C57BL/6J -kannan hiirilla annoksilla 1 mg/kg ja 3 mg/kg (Thanos ym. 2010).
Taman vuoksi voidaan olettaa, etta tutkimukseemme valittu amfetamiinin annos 2 mg/kg
kaantdd DAT:n toiminnan ja aiheuttaa mielihyvad lisaédmalla dopamiinin vapautumista

accumbens-tumakkeessa.

Hiirien liikeaktiivisuus lisdantyi merkittdvasti jo ensimmaisen amfetamiinin annon vai-
kutuksesta. Amfetamiini lisd4 dopamiinin vapautumista siis myos striatumin liikeaktiivi-
suutta sdatelevassa osassa. Dopamiinin vapautuminen striatumissa aktivoi liikeaktiivi-
suutta lisddvad GABAergista suoraa hermorataa D1-reseptorin valityksella ja hillitsee lii-
keaktiivisuutta vahentavan GABAergisen epasuoran hermoradan toimintaa D,-reseptorin
valityksella (Gerfen ym. 1990; Le Moine ja Bloch 1995; Freeze ym. 2013; Sano ym.
2013). Suoran hermoradan GABAergisten hermosolujen aktivoituessa globus palliduk-
sen sisdosan hermosolujen toiminta estyy. Nama hermosolut ovat levossa toonisesti ak-
tiivisia ja estavat mustatumakkeen liikeaktiivisuutta sdatelevia dopamiinisoluja. Kun glo-
bus palliduksen sisdosan hermosolujen toiminta estetdan, niiden mustatumakkeen liikeak-
tilvisuutta sadteleviin dopamiinisoluihin kohdistuva estovaikutus poistuu (disinhibitio).
Néin ollen mustatumakkeen dopamiinisolut aktivoituvat ja stimuloivat motorisen aivo-
kuoren hermosoluja. Kun dopamiini puolestaan inaktivoi epdsuoran hermoradan
GABAEergisia hermosoluja D,-reseptorin valitykselld, niiden estdva vaikutus globus pal-
liduksen ulko-osan soluihin estyy. Talldin globus palliduksen ulko-osan hermosolujen
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tooninen, globus palliduksen sisdosaan kohdistuva estavé vaikutus sdilyy. N&in ollen do-
pamiini lisd& mustatumakkeen dopamiinisolujen aktiivisuutta my6s epésuoran hermora-

dan kautta.

Hiirien litkeaktiivisuus lisdantyi jokaisena endollistamiskertana edelliseen kertaan verrat-
tuna. Tama osoittaa, ettd amfetamiini aiheuttaa toistetuilla annoilla liikeaktiivisuuden her-
kistymistd. Herkistyminen on ilmioné tyypillinen amfetamiinille ja lahes kaikille riippu-
vuutta aiheuttaville l1adkeaineille (Robinson ja Becker 1986). Tarkkaa mekanismia miten
amfetamiini aiheuttaa herkistymista ei kuitenkaan tunneta. Koska dopamiinireseptoreista
erityisesti GABAergisen suoran hermoradan D:-reseptorien arvellaan vélittdvan herkis-
tymisen vasteita (Nelson ja Killcross 2013), on todennakdistd, etta toistetuilla annoilla
amfetamiini lisd4 Di-reseptorien maérad (engl. up-regulation) tdmén hermoradan so-
luissa, kuten on osoitettu aikaisemmissa tutkimuksissa (Ujike ym. 1991; Bonhomme ym.
1995). Talloin dopamiinin D1-vélitteinen suoran hermoradan aktivaatio voimistunee en-
tisestadn. Dopamiinin suoraan hermorataan kohdistuvien vaikutusten tulkintaa vaikeuttaa
kuitenkin se, ettd MS-hermosolujen D:-reseptorin aktivaatio voi valittda sekd kiihdyttavia
etta estavia soluvasteita (Hernandez-Lopez ym. 1997). Amfetamiinin on osoitettu aiheut-
tavan toistetuilla annoilla my6és DAT:n ja VMAT-2:n madran lisdantymista (Lu ja Wolf
1997; Shilling ym. 1997; Schwendt ym. 2009), mika voi olla amfetamiinin aiheuttaman

liikeaktiivisuuden herkistymisen osasyyna.

D:-reseptoreita sijaitsee myds muun muassa isoaivokuorelta striatumiin kulkevissa glu-
tamatergisissé hermopdaétteissa, ja dopamiinin sitoutumisen néihin heteroreseptoreihin on
havaittu estdvan glutamaatin vapautumista synapsirakoon (Nicola ym. 1996). Tutkimus-
tulostemme perusteella olisi voinut olettaa, ettd D1-reseptorin aktivaation valittdma vaste
glutamatergisessa hermopéatteessa olisi painvastainen, silld yleensa glutamaatti aikaan-
saa elimiston toimintojen kiihtymisen, kuten liikeaktiivisuuden lisadntymisen. Amfeta-
miinin on kuitenkin arveltu lisadvan toistetuilla annoilla isoaivokuorelta alkavien gluta-
matergisten hermoséikeiden ja dopaminergisten hermosolujen synaptisia yhteyksié
VTA:ssa, mustatumakkeessa ja striatumissa (Wolf 1998; Cador ym. 1999). Tama voi ai-
heuttaa ndiden aivoalueiden dopamiinisolujen entistd pitk&kestoisemman ja voimak-

kaamman aktivaation, ja nain ollen dopamiinin vapautumisen lisédntymisen accumbens-
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tumakeessa, striatumissa seka isoaivokuorella. Amfetamiinin on arveltu aktivoivan dopa-
miinisoluja myds D.-autoreseptorien toimintaa estamalla (Seutin ym. 1991), mika edel-
leen voimistaa dopamiinin vapautumista edellda mainituilla aivoalueilla. Nam& muutokset
voivat olla tutkimuksessamme havaitun amfetamiinin mielihyvén positiivista vahvistu-

mista ja litkeaktiivisuuden herkistymisté tuottavan vaikutuksen taustalla.

4.2.3 JINJ-39220675 ei esta amfetamiinin aiheuttamaa mielihyvéa, mutta

vahentad amfetamiinin liikeaktiivisuuden stimulaatiota

Hs-reseptorin antagonisti JNJ-39220675 l4pdisee veri-aivoesteen ja saavuttaa plasman
huippupitoisuuden (Cmax) 15 minuuttia ihonalaisesti annetun injektion jalkeen (Galici ym.
2011). Sen puoliintumisaika (T1) elimistdssa on 1,09 tuntia. Liséksi JNJ-39220675:n
(0,3 mg/kg, 3 mg/kg ja 10 mg/kg) Hs-reseptorien sitoutumisasteeksi on maaritetty ex vivo
noin 90 %. Sitoutumisaste on lahes maksimaalinen vield 4 tuntia ld&kkeen annon jalkeen.
Nama JNJ-39220675:n farmakokineettiset ominaisuudet on méaritetty rotilla, mutta ole-
tettavasti ne ovat hiirilld samankaltaiset. Rotan ja hiiren valisia lajispesifisia eroja JNJ-
39220675:n farmakokineettisissa ominaisuuksissa ei voida kuitenkaan sulkea taysin pois

tutkimustuloksia tulkittaessa.

JNJ-39220675 ei vaikuttanut tutkimuksessamme amfetamiinin aiheuttamaan mielihy-
vaan 1 mg/kg:n eika 10 mg/kg:n annoksella. Se kuitenkin vahensi kummallakin annok-
sella amfetamiinin lisdamaa liikeaktiivisuutta akuutisti ensimmaisen ehdollistamiskerran
aikana. Toistetuilla annoilla INJ-39220675 ei en&a vaikuttanut amfetamiinin liikeaktiivi-
suuden stimulaatiota vahentéavasti. Koska amfetamiini lisaa dopamiinin pitoisuutta synap-
siraossa liikeaktiivisuutta saatelevassa striatumissa (Seiden ym. 1993) ja Hs-reseptoreita
sijaitsee talla alueella runsaasti (Pollard ym. 1993), JNJ-39220675:n ja amfetamiinin lii-

keaktiivisuutta sadtelevad yhteisvaikutusta tarkastellaan talla aivoalueella.

Aikaisemmissa tutkimuksissa Hs-reseptorien antagonistien on havaittu lisddvan dopamii-
nin synteesia ja vapautumista synapsirakoon (Schlicker ym. 1993; Molina-Hernandez

ym. 2000). 1lmid voi johtua siitd, ettd Hs-reseptorin antagonistit sitoutuvat suoraan dopa-
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minergisten hermopéatteiden mahdollisiin Hz-heteroreseptoreihin. Tdma teoria on risti-
rildassa JNJ-39220675:n amfetamiinin aiheuttamaa liikeaktiivisuutta vahentévan vaiku-
tuksen kanssa. Liséksi on osoitettu, ettd JNJ-39220675 ei vaikuta dopamiinin vapautumi-
seen accumbens-tumakkeessa (Galici ym. 2011), joten JNJ-39220675 valittaa siis amfe-
tamiinin hyperaktiivisuutta hillitsevan vasteensa siis todennakdisesti toisen mekanismin
kautta. JNJ-39220675:n mahdollisia muita vaikutuskohtia striatumissa ovat presynaptiset
Hs-reseptorit histaminergisissé ja glutamatergisissa hermopaéatteissé (Arrang ym. 1983;
Pollard ym. 1993; Molina-Hernandez ym. 2001; Gonzalez-Sepulveda ym. 2013) seké
postsynaptiset Hs-reseptorit GABAergisissa MS-hermosoluissa (Pillot ym. 2002a).

Amfetamiini lisdd dopamiinin pitoisuutta synapsiraossa, ja tdiman on arveltu lisadvan lii-
keaktiivisuutta padasiallisesti striatumin MS-hermosolujen suoran hermoradan D1-resep-
toreita aktivoimalla (Nelson ja Killcross 2013). MS-hermosolujen solukalvoilla on myos
Hz-reseptoreita sek& Hz-Di-heterodimeerejd (Pollard ym. 1993; Ryu ym. 1994; Ferrada
ym. 2009). Heterodimeerien Ds-reseptorin on havaittu linkittyvan Gi-proteiinin, vaikka
yksittaiset Di-reseptorit stimuloivat aktivoituessaan Gs-proteiinia. Voidaan siis olettaa,
etta dopamiini aktivoi MS-hermosoluja D:-reseptorivélitteisesti muun muassa lisaédmalla
solunsiséistd CAMP:ia. Toisaalta on havaittu, ettd Hz-D1-heterodimeerin aktivaatio dopa-
miinin vaikutuksesta aikaansaa solunsisaisen MAPK-signalointiketjun aktivaation, joka
johtaa muun muassa CREB-transkriptiotekijan fosforylaatioon (Ferrada ym. 2009; Mo-
reno ym. 2011). Histamiinin sitoutumisen Hs-Di-heterodimeerin Hs-reseptoriin on ar-

veltu voimistavan dopamiinin vaikutusta.

Mikéli JNJ-39220675 sitoutuu MS-hermosolun Hz-Di-heterodimeeriin se voi aikaan-
saada heterodimeerin Di-reseptorin konformaatiossa muutoksen, joka estdad dopamiinin
sitoutumisen heterodimeeriin (Ferrada ym. 2009). Talloin tdmén hypoteesin mukaan
MAPK-signalointiketjun aktivaatio estyy. Tarkkaa tietoa siitd, miten MS-hermosolujen
MAPK-signalointiketjun esto vaikuttaa GABAergisen suoran hermoradan toimintaan, ei
ole. On kuitenkin mahdollista, ettd JNJ-39220675 voi hillitd amfetamiinin liikeaktiivi-
suutta lisddvaa vaikutusta tdméan mekanismin kautta, oletettavasti suoran GABAergisen

hermoradan toimintaa estamalla.
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Hz-reseptorin ja Di-reseptorin monomeerien signalointi MS-hermosolussa on erilainen
kuin heterodimeerissd. Hs-reseptori on linkittynyt Gi-proteiiniin, joten sen aktivaatio his-
tamiinin vaikutuksesta voi johtaa solunsisdisen cAMP:in laskuun (Ferrada ym. 2009). Hs-
reseptorin aktivaatio voi estdad myos Gs-proteiniin linkittynytta D1-reseptoria, ja ndin ollen
vahent&a solunsisédisen CAMP:in madarad entisestdén. Taman perusteella voitaisiin aja-
tella, ettd postsynaptisen Hs-reseptorin salpaus JNJ-39220675:11a voi puolestaan lisata
solunsiséisen CAMP:in méaraé ja aktivoida suoraan hermorataan kuuluvaa GABAergista
MS-hermosolua. Tdma hypoteesi ei ole kuitenkaan yhtenevadinen tutkimustulostemme

kanssa.

Histamiinin on havaittu lisédvan GABA:n vapautumista interneuroneista Hs-heteroresep-
torin vélityksella (Korotkova ym. 2002). Mikali JNJ-39220675 sitoutuu tahan Hs-hetero-
reseptoriin, se voi védhentdd GABA:n vapautumista interneuroneista ja néin ollen lisata
dopamiinin vapautumista synapsirakoon. Tamak&an mekanismi ei tue tulostamme JNJ-
39220675:n estavasta vaikutuksesta amfetamiinin lisaédmaén liikeaktiivisuuteen ensim-
maiselld ehdollistamiskerralla, mutta se voi osaltaan selittdd sen miksi JNJ-39220675 ei

vaikuttanut amfetamiinin mielihyvaa tuottavaan vaikutukseen.

Edella tarkastelimme JNJ-39220675:n mahdollisia postsynaptisia sitoutumiskohtia. Tut-
kimustulosten tarkastelua monimutkaistaa se, ettd JNJ-39220675 voi mahdollisesti sitou-
tua myo6s histaminergisten hermopéétteiden Hs-autoreseptoreihin (Arrang ym. 1983).
Tama puolestaan lisdd histamiinin vapautumista synapsirakoon. Histamiinin ja JNJ-
39220675:n postsynaptisiin Hs-reseptoreihin sitoutumisen aikaansaamat vasteet ovat
painvastaiset. Mikali JNJ-39220675 liséa histamiinin vapautumista, se voi kuitenkin hil-
lita amfetamiinin aiheuttamaa liikeaktiivisuuden stimulaatiota muun muassa véahenta-
malla dopamiinin vapautumista dopaminergisista hermopaatteista histamiinin potentiaa-
lisen Hs-heteroreseptorivélitteisen aktivaation valitykselld tai lisadmalla GABA:n vapau-
tumista interneuroneista jalleen histamiinin Hs-heteroreseptorivélitteisen aktivaation seu-
rauksena. Lisaksi JNJ-39220675 voi hillita amfetamiinin liikeaktiivisuuden stimulaatiota
sitoutumalla glutamatergisen hermopaatteen Hs-heteroreseptoreihin, ja néin ollen véhen-
tden elimistdn toimintoja kiihdyttdvan glutamaatin vapautumista synapsirakoon

(Gonzalez-Sepulveda ym. 2013).
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Havaitsimme my6s amfetamiinin liikeaktiivisuutta lisddvan vaikutuksen voimistuvan
toistettujen antojen seurauksena. JNJ-39220675 ei vaikuttanut amfetamiinin aiheutta-
maan liikeaktiivisuuden lisdantymiseen enéda neljannelld ehdollistamiskerralla. Amfeta-
miinin herkistavé vaikutus toistetuilla annoilla johtunee muun muassa VTA:n, mustatu-
makkeen seka striatumin elimiston toimintoja kiihdyttavien glutamatergisten synapsien
lisddntymisesta (Wolf 1998). Todennékoisesti ensimmaisen ehdollistamiskerran JNJ-
39220675:n estdva vaikutus amfetamiin liikeaktiivisuutta lisddvaan vaikutukseen ei yk-
sinkertaisesti ole riittdvan voimakas estamaan amfetamiinin toistettujen antojen aiheutta-

maa voimakasta liikeaktiivisuuden herkistymista.

Vaikka JNJ-39220675 pystyy estimaén alkoholin tuottaman mielihyvavaikutuksen (Ga-
lici ym. 2011; Vanhanen ym. 2013), se ei vaikuttanut amfetamiinin mielihyvéavaikutuk-
seen. T&ma johtunee osittain amfetamiinin omia vaikutuksiaan voimistavasta ominaisuu-
desta ja osittain amfetamiinin farmakologisen vaikutusprofiilin laajuudesta (Seiden ym.
1993). Teoriassa on my6ds mahdollista, ettd JNJ-39220675 sitoutuu accumbens-tumak-
keen dopaminergisen hermopééatteen oletettuun Hs-heteroreseptoriin, lisd&d dopamiinin
vapautumista, ja néin ollen jopa voimistaa amfetamiinin mielihyvaa tuottavaa vaikutusta.
N&in tuskin kuitenkaan on, koska JNJ-39220675 - amfetamiini ja keittosuolaliuos - am-
fetamiini ké&sittelyryhmien vélilla ei ollut tilastollista eroa. Tama hypoteesi on myos ris-
tiriidassa sen kanssa, ettd JNJ-39220675 véhensi amfetamiinin lisddmaa liikeaktiivisuutta

ensimmaisella ehdollistamiskerralla.

Hs-reseptorien antagonistien on havaittu mygds parantavan kognitiivisia toimintoja (San-
der ym. 2008). Hiiret voivat siis JNJ-39220675:n vaikutuksesta oppia liittdamaan amfeta-
miinin annon tiettyyn lattiamateriaalin entistd voimakkaammin. On siis teoriassa mahdol-
lista, ettd jos INJ-39220675 vahentaisi amfetamiinin mielihyvavaikutusta, hiiret osaisivat
liittdd vahentyneenkin mielihyvavaikutuksen paremmin tiettyyn ymparistoon, ja ndin ol-
len IJNJ-39220675:n vaikutus ei tulisi ilmi ehdollistetun paikkahakuisuuden menetel-
masséd. JINJ-39220675 ei kuitenkaan voimistanut amfetamiinin aikaansaamaa ehdollistet-
tua paikkahakuisuutta, joten sen mahdollinen kognitiivisia toimintoja parantava vaikutus

ei liene kovin oleellinen téassa tutkimuksessa.



85

JNJ-39220675:n vaikutusten tulkintaa vaikeuttaa se, ettd Hs-reseptorit voivat sijaita
striatumissa laajasti eri hermosoluissa seka pre- ettd postsynaptisesti (Pollard ym. 1993).
JNJ-39220675:n sitoutuminen eri Hz-reseptoreihin voi aiheuttaa hermosoluissa eri vas-
teita, jotka voivat olla jopa pdinvastaisia. Hz-reseptorilla on lisaksi havaittu eri alamuotoja
(Hancock ym. 2003) ja JNJ-39220675:n affiniteetti ndihin eri alamuotoihin on tuntema-
ton. On otettava my®s huomioon, ettd amfetamiinin synapsirakoon vapauttama dopamiini
voi sitoutua striatumissa muun muassa D1- ja D2-reseptoriin (Missale ym. 1998) sekéd D;-
D2- (Perreault ym. 2010), Hs-D1- (Ferrada ym. 2009) ja Hz-D2-heterodimeereihin (Fer-
rada ym. 2008). Kaikki ndma dopamiinireseptorien monomeerit ja heterodimeerit voivat
signaloida eri mekanismien valityksell&. Esimerkiksi dopamiinin sitoutuminen Ds- tai D»-
reseptoriin voi joko aktivoida tai estdd solun toimintaa joko lisddmalla tai vahentamalla

solunsiséistd cAMP:ia (Missale ym. 1998).

Tarkkaa mekanismia, miten JNJ-39220675 estad akuutisti amfetamiinin liikeaktiivi-
suutta, ja miksi JNJ-39220675 ei vaikuta amfemiinin mielihyvavaikutukseen, ei pystyta
naiden tutkimustulosten perusteella osoittamaan. On kuitenkin todennakdista, ettd JNJ-
39220675 sitoutuu MS-hermosolujen postsynaptisiin Hz-reseptoreihin, ja sen amfetamii-
nin liikeaktiivisuutta lisddvéan vaikutuksen akuutti hillitseminen liittyy striatumin suoran

GABAergisen hermoradan estoon ja epasuoran GABAergisen hermoradan aktivaatioon.

Hs- ja Di-reseptorien yhteisvaikutusten tarkempi selvittdminen vaatii kuitenkin in vitro
reseptoritason tutkimuksia ja spesifisemmin pelkastaan Di-reseptoriin sitoutuvan farma-
kologisen ligandin. Olisi myos oleellista selvittdd laajemmin milld aivoalueilla seka missé
eri soluissa eri Hsz-reseptorien alamuodot sijaitsevat ja milla affiniteetilla spesifiset Hs-
reseptorien farmakologiset ligandit sitoutuvat Hs-reseptorien eri alamuotoihin. Teoriassa
voitaisiin ajatella, ettd ideaalinen riippuvuuden hoitoon tarkoitettu Hs-reseptorin antago-
nisti sitoutuisi VTA:n histaminergisten hermopéétteiden Hs-reseptoreihin, lisdisi hista-
miinin vapautumista ja hillitsisi talléin VTA:n dopamiinisolujen aktivaatiota mahdollis-
ten Hs-heteroreseptorien vélityksell&. Risking tdssa lahestymistavassa on mahdollinen an-
hedonia ja aversio, mikéli histamiinin dopaminergisiin hermosoluihin kohdistuva esto-
vaikutus olisi liian voimakas. Asiaa monimutkaistaa myos se, ettd VTA:n dopamiiniso-

lujen toiminta on myds monen muun eri hermovaélittdjaainejérjestelman saatelyn alaista.
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Luultavasti striatumin Hz-D1- ja Hs-D2-heterodimeerien toimintaan vaikuttaminen olisi
hienovaraisempi tapa saatdd dopamiinin liikeaktiivisuuden stimulaatiota ja mielihyvévai-

kutusta.

Hs-reseptorin antagonistien on osoitettu olevan tehokkaita kohentamaan eri keskusher-
mostosairauksien kognitiivisia hairioita (Sander ym. 2008). Ne voivat prekliinisten tutki-
mustulosten perusteella olla tulevaisuudessa lisdksi mahdollisia ladkeainekandidaatteja
alkoholiriippuvuuden hoidossa (Nuutinen ym. 2011a). Prekliinisten kokeiden tulokset
Hz-reseptorien antagonistien vaikutuksesta psykostimulanttien aiheuttamaan mielihyvaén
seké liikeaktiivisuuden lisddntymiseen ovat olleet kuitenkin ristiriitaisia (Ellenbroek
2013). Erikoistydn tutkimuksessa kaytetty JNJ-39220675 on eldinkokeiden perusteella
potentiaalinen uusi laékeainekandidaatti alkoholiriippuvuuden hoidossa (Galici ym.
2011; Vanhanen ym. 2013). Se ei vélttdmatta ole kuitenkaan riittdvan tehokas estaméaan
voimakkaasti herkistavan amfetamiinin aiheuttamaa riippuvuutta. JNJ-39220675:n mah-
dollisesta potentiaalista tulevaisuuden amfetamiiniriippuvuuden laakehoidossa ei voida
kuitenkaan tehd& johtopaattksia pelkastadn tamén tutkimuksen pohjalta muun muassa

siksi, ettd kdytimme tutkimuksessa vain yhtd amfetamiinin annosta seka yhté eldinmallia.

4.2.4 JINJ-39220675 ei vaikuta kvinpirolin aiheuttamaan aversioon ja

litkeaktiivisuuden vahenemiseen

Tutkiessamme kvinpirolin vaikutuksia ehdollistetun paikkahakuisuuden menetelmalla
havaitsimme sen aiheuttavan ehdollistettua paikka-aversiota seké liikeaktiivisuuden va-
henemista. JNJ-39220675 esikaésittely ei vaikuttanut kvinpirolin vaikutuksiin. Aikaisem-
piin tutkimuksiin verrataessa tutkimustulokset ovat ristiriitaisia. Rotilla kvinpirolin on
esimerkiksi havaittu aiheuttavan paikkahakuisuutta (Hoffman ym. 1988) seka vahentévén
ettd lisddvan eldinten liikeaktiivisuutta (Eilam ja Szechtman 1989; Horvitz ym. 2001). On
siis mahdollista, ettd kvinpiroli aiheuttaa erilaisia lajispesifisia kayttaytymisvasteita.
C57BL/6J -kannan hiirill& kvinpirolin on havaittu aiheuttavan akuutisti liikeaktiivisuuden
vahenemista (Halberda ym. 1997), ja toisaalta liikeaktiivisuuden lisadntymisté yli tunnin
paastd annostelusta (Luque-Rojas ym. 2013).
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Kvinpiroli on sek& D»- ettd Ds-reseptorin selektiivinen agonisti (Levant ym. 1992). Sita
on kéaytetty farmakologisena ligandina tutkittaessa dopamiinireseptorien, lahinna D»-re-
septorin, valittdmia vaikutuksia in vitro ja in vivo. D2- ja Ds-reseptoreita sijaitsee muun
muassa VTA:ssa, accumbens-tumakkeessa seka striatumissa seké pre- ettd postsynapti-
silla solukalvoilla (Fremeau ym. 1991). Aikaisemmat tutkimukset ovat osoittaneet, etta
D»-autoreseptorien aktivaatio vahentdd dopamiinin vapautumista hermopaatteestd (Hoff-
man ja Cubeddu 1982). Myos Ds-reseptorin aktivaation on arveltu aiheuttavan lievéa lii-

keaktiivisuuden vahenemista (Joseph ym. 2002).

Kvinpirolin aversiota aiheuttava vaikutus on selitettdvissa Do-autoreseptorien aktivaati-
olla, minkd on havaittu estévén striatumissa dopamiinin vapautumista ja mahdollisesti
myos synteesida (Hoffman ja Cubeddu 1982; Lindgren ym. 2001). On siis mahdollista,
etta kvinpiroli estdd dopamiinin vapautumista accumbens-tumakkeessa dopaminergisten
hermopadatteiden Do-autoreseptoreita aktivoimalla. Myos VTA:ssa sijaitsee runsaasti Do-
autoreseptoreita (Meador-Woodruff ym. 1989), joten kvinpiroli voi estdd dopamiinisoluja
my0s suoraan VTA:ssa. Kvinpiroli voi sitoutua my6s presynaptisiin Ds-autoreseptorei-
hin, mutta todennakaisesti sen vaikutus valittyy D-autoreseptorien kautta, sill& kvinpiro-
lin aiheuttama dopamiinin vapautumisen estovaikutus on Ds-reseptorin suhteen poisto-
geenisilla hiirilla vain hieman véhaisempi verrattuna kontrollihiiriin (Joseph ym. 2002).
Lisaksi on havaittu, ettd Do-reseptorin suhteen poistogeenisilld hiirilld kvinpiroli ei vai-
kuta dopamiinin vapautumiseen (Schmitz ym. 2002). Todennékoisesti kvinpiroli vélittda
vaikutuksensa tassé tutkimuksessa nimenomaan Das-reseptorin kautta, silla sen on ha-
vaittu osoitettu olevan yleisin presynaptinen dopamiinireseptori aivoissa (De Mei ym.
2009).

On my6s mahdollista, ettd kvinpirolin aversiivinen vaikutus valittyy accumbens-tumak-
keen GABAergisten MS-hermosolujen solukalvoilla sijaitsevien postsynaptisten Do-re-
septorien kautta, silld naiden hermosolujen aktivaation on arveltu estdvan epdasuorasti
VTA:n dopamiinisolujen toimintaa (Xia ym. 2011). Kvinpiroli voi siis mahdollisesti va-
hentdd dopamiinin vapautumista accumbens-tumakkeessa myods tdman mekanismin

kautta ja aiheuttaa siksi aversiota.
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Kvinpiroli aiheuttaa todennakdisesti tutkimuksessamme havaitun liikeaktiivisuutta va-
hentévan vaikutuksensa sitoutumalla striatumin dopaminergisten hermopéétteiden D»-au-
toreseptoreihin ja vahentamalld dopamiinin vapautumista synapsirakoon. On myds mah-
dollista, ettd kvinpiroli estdd dopamiinin synteesid suoraan mustatumakkeen dopamiini-
soluissa. Teoriaa D»-autoreseptorin osallistumisesta kvinpirolin liikeaktiivisuutta vahen-
tavaan vaikutukseen tukee muun muassa se, ettd kvinpirolin on havaittu lisdévan liikeak-
tiivisuutta hiirilla, joilla presynaptisen dopamiinin vapautuminen oli estetty VMAT-2:n
toimintaa estavalla reserpiinilla (Ferrada ym. 2008). Tama viittaisi kvinpirolin aiheutta-
van liikeaktiivisuuden lisdantymistd postsynaptisiin Do-reseptoreihin sitoutuessaan.
Tama postsynaptinen vaste voi vélittyd D>-reseptorin aktivaation vélittdmasta GABAer-
gisen epasuoran hermoradan estosta. Kvinpiroli voi vahentéa liikeaktiivisuutta myos vai-
kuttamalla striatumin glutamatergisen hermovélittdjaainejarjestelman toimintaan. Kvin-
pirolin onkin havaittu muun muassa vahentdvan striatumin glutamatergisté aktiivisuutta
padasiallisesti glutamatergisen hermopdaatteen Das-heteroreseptorin valitykselld (Cen-
tonze ym. 2004).

Kvinpirolin annoksella on osoitettu olevan merkitysté liikeaktiivisuuden muutokseen.
Sen on havaittu aiheuttavan rotilla matalalla 0,5 mg/kg annoksella liikeaktiivisuuden va-
henemisté ja suurella 8 mg/kg annoksella ensin liikeaktiivisuuden vahenemisté ja myo-
hemmin liikeaktiivisuuden lisdantymista (Eilam ja Szechtman 1989). Tutkimukses-
samme mittasimme hiirien liikeaktiivisuutta vain ensimmadisten 30 minuutin ajalta kvin-
pirolin annon jalkeen. Sill& ajalla kvinpiroli aiheutti liikeaktiivisuuden véhenemista.
Emme tiedd, mik& kvinpirolin vaikutus olisi ollut yli 30 minuutin jalkeen sen annosta.
Todennékoisesti kayttamamme kvinpirolin annos 0,5 mg/kg oli kuitenkin riittdvan ma-
tala, jotta hiirien liikeaktiivisuus ei olisi lisdantynyt merkittavasti niiden normaaliin lii-
keaktiivisuuteen verrattuna. Liikeaktiivisuuden véhenemisen on arveltu johtuvan seka
matalilla ettd korkeilla annoksilla D2-autoreseptorien estosta (Eilam ja Szechtman 1989),
joten kvinpirolin valittama liikeaktiivisuuden lisddntyminen johtuu todennékdisesti post-
synaptisesta soluvasteesta. On mahdollista, ettd kvinpirolin vaikutuksen siirtyminen
presynaptisista hermopdaétteista postsynaptisille kalvoille johtuu esimerkiksi D»-autore-

septorin toiminnan saturoitumisesta.
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Oletetaan, ettd kvinpiroli estdd dopamiinin vapautumista striatumissa. T&ll6in suoran lii-
keaktiivisuutta stimuloivan hermoradan aktiivisuus véhenee ja epasuoran liikeaktiivi-
suutta hillitsevan hermoradan aktiivisuus lisdantyy estdvan postsynaptisen Do-aktivaation
vahenemisen seurauksena. Mikéli JNJ-39220675 sitoutuu histaminergisen hermopaéatteen
Hz-autoreseptoriin, on mahdollista, ettd lisddntynyt histamiinin vapautuminen voimistaa
kvinpirolin dopamiinin vapautumisen estovaikutusta dopaminergisessa hermopéatteessé
mahdollisen Hs-heteroreseptorin vélityksella. Toisaalta vaste voi olla painvastainen, mi-
kali JINJ-39220675 sitoutuu suoraan dopaminergisen hermopéatteen mahdolliseen Hs-he-
teroreseptoriin. Tutkimuksemme ei kuitenkaan osoittanut JNJ-39220675 - kvinpiroli ja
keittosuolaliuos - kvinpiroli k&sittelyryhmien vélisia eroja liikeaktiivisuudessa. Vaikka
JNJ-39220675 tutkimustulostemme perusteella vahentdd akuutisti synapsiraon lisdénty-
neen dopamiinin aiheuttamaa liikeaktiivisuuden lisdantymista, silla ei ndyttdisi olevan
vaikutusta synapsiraon véhentyneen dopamiinin aiheuttamaan liikeaktiivisuuden véhene-

miseen.

4.3 JNJ-39220675 estad kvinpirolin toistettujen antojen aiheuttamaa

litkeaktiivisuuden vdahenemisen desensitisaatiota

Tutkimme JNJ-39220675:n vaikutusta kvinpirolin aiheuttamaan liikeaktiivisuuden vahe-
nemiseen tarkemmin liikeaktiivisuuden tutkimuksessa, jossa hiiret altistettiin kvinpirolin
toistetuille annoille. Havaitsimme kvinpirolin aiheuttavan toistetuilla annoilla liikeaktii-
visuuden vahenemisen desensitisaatiota. Desensitisaatio on toistettujen ld&keaineantojen
aiheuttama painvastainen solusignaloinnin muutos verrattuna herkistymiseen. Tutkimuk-
semme osoittaa myds JNJ-39220675:n estdvan kvinpirolin aiheuttamaa liikeaktiivisuu-

den vdahenemisen desensitisaatiota.

Sekd D1- (Ng ym. 1994) ettd D»-reseptorien (Barton ym. 1991) on havaittu desensitisoi-
tuvan toistetun agonistin annon jalkeen. Tutkimuksemme ensimmaéisend paivané kvinpi-
roli aiheutti ensin voimakasta liikeaktiivisuuden vahenemistd. Viidentena paivana kvin-
pirolikésittelyryhman ja kontrollirynmén hiirien valisessa liikeaktiivisuudessa ei ollut
enéa tilastollista merkitsevyytta. Kvinpiroli ei siis oletettavasti enad viidentend paivana

estd dopamiinin vapautumista yhtd voimakkaasti. Syyné tahan voi olla esimerkiksi D»-
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autoreseptorin toiminnan desensitisaatio striatumissa. Tama kvinpirolin mahdollisesti ai-
heuttama DIR-ilmi0 (engl. dopamine inhibition reversal, DIR) on havaittu myos aikai-
semmissa tutkimuksissa (Nimitvilai ja Brodie 2010). Desensitisaatio voi johtua muun
muassa D»-autoreseptorien vdhenemisestd (engl. down-regulation) VTA:ssa, mustatu-
makkeessa ja striatumissa, heikentyneesté affiniteetistd kvinpirolia kohtaan tai aktivaa-
tion aiheuttamasta solusignaloinnin muutoksesta. Di-kaltaisten dopamiinireseptorien ja
Gq-proteiinivélitteisten toisioldhettijarjestelmien, muun muassa PI3K- ja PKC-toisiol&-
hettijarjestelmien, aktivaation on arveltu liittyvan kvinpirolin toistettujen antojen aiheut-
tamaan Do-autoreseptorien desensitisaatioon (Nimitvilai ym. 2013). Keskushermoston
valittdjdaineista PI3K- ja PKC-toisiol&hettijarjestelmié aktivoi muun muassa serotoniini

ja neurotensiini.

On myods mahdollista, ettd kvinpiroli ei aiheuta toistetuilla annoilla presynaptisten D-
autoreseptorien desensitisaatiota vaan postsynaptisten dopamiinireseptorien herkisty-
mistd, kuten on havaittu aikaissmmin rotilla tehdyissa kokeissa (Einat ja Szechtman 1993;
Kostrzewa ym. 2004). Talldin oletettavasti dopamiinin pitoisuus synapsiraossa pysyy sa-
mana toistettujen antojen aikana, mutta esimerkiksi postsynaptisten dopamiinireseptorien
maard MS-hermosoluissa voi lisdantya (engl. up-regulation), jolloin vahaisempikin do-
pamiini aikaansaa voimakkaampia postsynaptisia vasteita. Tdman teorian pohjalta olisi
mahdollista, ettd kvinpiroli aikaansaa toistetuilla annoksilla liikeaktiivisuuden vahenemi-
sen desensitisaatiota esimerkiksi GABAergisen epasuoran hermoradan toimintaa esté-

malla.

JNJ-39220675 ei vaikuttanut kvinpirolin aiheuttamaan liikeaktiivisuuden muutokseen
tutkimuksen ensimmaisena paivand, mutta viidentena paivana JNJ-39220675 esikésittely
esti kvinpirolin liikeaktiivisuuden vahenemisen desensitisaatiota. JNJ-39220675 vastus-
taa siis mahdollisesti DIR-ilmidsta johtuvaa dopamiinin vapautumisen elpymisté tai do-
pamiinin postsynaptisia vasteita tai muokkaa kvinpirolin vasteita MS-hermosolujen post-

synaptisilla solukalvoilla.
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JNJ-39220675 voi vaikuttaa esimerkiksi serotoniinin ja neurotensiinin vapautumiseen
hermosoluista, ja nain ollen PI3K- ja PKC-toisiol&hettijarjestelmiin. Tdma signalointi-
reitti ei ole kuitenkaan toistaiseksi kovin hyvin tunnettu. JNJ-39220675 voi myds vastus-
taa kvinpirolin vaikutusta muun muassa hillitsemalla dopamiinin vapautumista ja postsy-
naptisia vasteita sekd lisaédmalla GABAergista aktiivisuutta. MS-hermosolujen postsy-
naptisten D.-reseptorien dopamiinivélitteisen aktivaation arvellaan johtavan epasuoran
hermoradan toiminnan estymiseen (Le Moine ja Bloch 1995; Sano ym. 2013). On siis
esimerkiksi mahdollista, ettd JNJ-39220675:n histaminergisesta hermopaatteesta vapaut-
tama histamiini sitoutuu MS-hermosolujen Hs-D2-heterodimeerin Hs-reseptoriosaan, jol-
loin heterodimeerin affiniteetti jo entuudestaan vahaista dopamiinia kohtaan heikkenee
(Ferrada ym. 2008). Télloin GABAergisen epasuoran hermoradan aktiivisuus lisaantyy
ja liikeaktiivisuus vahenee. Néin ollen, vaikka dopamiinin vapautuminen elpyisi hitaasti
D»-autoreseptorin desensitisaation vuoksi tai dopamiinin soluvasteet voimistuisivat post-
synaptisten dopamiinireseptorien herkistymisen seurauksena, histamiinin postsynaptinen
jarruttava vaikutus estéisi liikeaktiivisuuden lisadntymisen. Toisaalta mikali JNJ-
39220675 sitoutuu postsynaptisesti Hz-reseptoriosaan, se voi estdé antagonistina koko

heterodimeerin toiminnan ja vélittd4d saman soluvasteen kuin histamiini.

Hs-antagonistien estovaikutusta kvinpirolin toistettujen antojen aiheuttamaan liikeaktii-
visuuden vdhenemisen desensitisaatioon ei ole osoitettu aikaisemmissa tutkimuksissa.
Havaitsemamme ilmi6 on mielenkiintoinen ja tukee aikaisempia tutkimustuloksia hista-
miinin dopaminergiseen hermovélittdjaainejarjestelméan kohdistuvasta estavasta saately-
vaikutuksesta.

4.4 Pohdintaa neuroanatomian ja kayttaytymiskokeiden tuloksista

Erikoistydn neuroanatomian tutkimus osoitti histaminergisten hermoséikeiden lahtevan
hiiren aivoissa TMN:std ja hermottavan erityisen voimakkaasti posteriorisen hypotala-
muksen SuM:ia sekd keskiaivojen mustatumaketta ja VPAG:a. My6s VTA:n alueelle
nousee kohtalaisen voimakas histaminerginen hermostus. Histaminergiset hermosaikeet

sijaitsevat nailla alueilla hyvin lahelle dopamiinisoluja ja muodostavat niiden kanssa
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mahdollisesti synaptisia yhteyksid. Hz-reseptoreita on osoitettu sijaitsevan SuM:ssa, mus-
tatumakkeessa, VPAG:ssa sekd VTA:ssa (Pollard ym. 1993; Pillot ym. 2002a; Gonzélez-
Sepulveda ym. 2013). Naita reseptoreita sijaitsee muun muassa histaminergisissa seké
mahdollisesti myds dopaminergisissd hermopaétteissa (Arrang ym. 1983; Schlicker ym.
1993; Molina-Hernandez ym. 2000; Doreulee ym. 2001). Mikroskoopilla hiiren aivoleik-
keita tutkittaessa havaitsimme dopamiinihermosaikeiden kulkevan VTA:sta ventraali-
seen striatumiin (mesolimbinen hermorata) ja mustatumakkeesta dorsaaliseen striatumiin
(nigrostriataalinen hermorata). My®ds striatumissa on runsaasti Hs-reseptoreita, jotka ovat
paasaantoisesti postsynaptisia (Pollard ym. 1993). Histamiini voi siis saadelld nailla ai-
voalueilla Hs-reseptorivalitteisesti dopamiinin soluvasteita esimerkiksi GABAergisessa
suorassa ja epasuorassa hermoradassa, ja nain ollen vaikuttaa dopamiinin saatelemiin eli-

miston fysiologisiin toimintoihin.

Kéayttaytymiskokeissa kéaytetty Hsz-reseptorin antagonisti JNJ-39220675 vélittdd akuutin
amfetamiinin liikeaktiivisuuden lisddntymisen eston ja kvinpirolin toistettujen antojen lii-
keaktiivisuuden vahenemisen desensitisaation eston todennékdisesti histamiinisaikeiden
voimakkaasti hermottaman nigrostriataalisen hermoradan kautta. Se ei kuitenkaan tutki-
mustulostemme mukaan vaikuta amfetamiinin mielihyvévaikutukseen eika kvinpirolin
aversiiviseen vaikutukseen, vaikka neuroanatomian tutkimuksessa havaitsimme histamii-
nisdikeiden hermottavan myds mielihyvéa ja aversiota saatelevad VTA:ta. On siis myods
mahdollista, ettd nigrostriataalisen ja mesolimbisen hermoradan toimintaa séételevat Hs-
reseptorit ovat padsaantoisesti eri alamuotoja (Drutel ym. 2001), ja JNJ-39220675:1la on
voimakkaampi affiniteetti nigrostriataalisen hermoradan toimintaa sateleviin Hs-resep-

torialamuotoihin.

Teoriassa JNJ-39220675 voi vaikuttaa VTA:n dopamiinisolujen toimintaan myds epa-
suorasti SUM:n histaminergisten hermopéatteiden Hs-reseptoreihin sitoutumalla (Pollard
ym. 1993). Téalloin JNJ-39220675:n vaikutuksesta vapautunut histamiini voisi lisata
SuM:n GABAergista aktiivisuutta (Korotkova ym. 2002), jonka on arveltu puolestaan
séatelevan VTA:n dopamiinisolujen aktiivisuutta (Ikemoto ym. 2004; lkemoto 2005;
Shin ja Ikemoto 2010). Tdma JNJ-39220675:n hypoteettinen vaikutus ei ole kuitenkaan,
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ainakaan tamén erikoistyon kokeellisen osan tutkimustulosten perusteella, riittavéan voi-

makas kumoamaan amfetamiinin aiheuttamaa mielihyvaa.

JNJ-39220675:n on osoitettu estavan alkoholin mielihyvévaikutusta (Galici ym. 2011;
Vanhanen ym. 2013) Alkoholin mielihyvavaikutus vélittynee osittain elimiston opioidi-
jarjestelman kautta (Herz 1997). Opioidijarjestelmadn kuuluu VTA, accumbens-tumake
ja mahdollisesti myds PAG:n alue (Wise 1989; Brandao 1993). PAG:n alueelta lahtee
glutamatergisia ja GABAergisia hermosdikeitd, jotka muodostavat synapseja VTA:n do-
paminergisten hermosolujen kanssa (Geisler ym. 2007; Omelchenko ja Sesack 2010).
Tutkimustuloksemme osoittivat histaminergisen hermostuksen olevan erityisen voima-
kasta PAG:n alueella. On siis mahdollista, ettd JNJ-39220675 vélittaa alkoholin mielihy-
vaa estdvan vaikutuksensa myds osittain PAG:n GABAergista ja/tai glutamatergista ak-
tivaatiota muuttamalla toistaiseksi tuntemattoman mekanismin kautta. Amfetamiinin p&a-
asiallinen farmakologinen vaikutus perustuu DAT-proteiinin toiminnan estoon/k&antami-
seen accumbens-tumakkeessa (Seiden ym. 1993). Sen vaikutuksia elimiston opioidijar-
jestelméan ei tunneta kovin hyvin (Guterstam ym. 2013). Muun muassa tama alkoholin
ja amfetamiinin vaikutusmekanismien eroavaisuus voi olla yksi selittdvisté tekijoista,
miksi JNJ-39220675 estad alkoholin aiheuttamaa mielihyvad, mutta ei nykyisten tutki-

mustulosten perusteella vaikuta amfetamiinin aiheuttamaan mielihyvavaikutukseen.

5 JOHTOPAATOKSET

Tutkimustuloksemme vahvistavat histaminergisen ja dopaminergisen hermovalittajaaine-
jarjestelman neuroanatomian linkittyvan toisiinsa nisdkkaan aivoissa. Havaitsimme hii-
ren aivoissa ndiden hermovélittijaainejarjestelmien mahdollisia synaptisia yhteyksia
muun muassa mustatumakkeessa, supramammillaarisessa tumakkeessa, dorsomediaali-
sen hypotalamuksen alueella sekéd ventraalisessa periakveduktaalisessa harmaassa ai-
neessa. Histaminergiset hermosdikeet hermottavat vahvasti myos liikeaktiivisuutta ja

mielihyva4 sadtelevaa striatumia.
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Kéyttaytymiskokeissa osoitimme Hs-reseptorin antagonistin JNJ-39220675:n estévan
amfetamiinin aiheuttamaa liikeaktiivisuuden lisddntymista akuutisti sekd hillitsevéan kvin-
pirolin toistettujen antojen aikaansaamaa liikeaktiivisuuden vahenemisen desensitisaa-
tiota. Nama tutkimustulokset viittaavat histaminergisen ja dopaminergisen hermovalitta-
jaainejdrjestelman reseptoritason yhteisvaikutuksiin. JNJ-39220675:11a ei ollut kuiten-
kaan vaikutusta amfetamiinin mielihyvavaikutukseen eika kvinpirolin aversiiviseen vai-
kutukseen. Mikali Hs-reseptorin antagonistit paatyvat tulevaisuudessa kliiniseen kéyt-
toon, on kuitenkin tarkeaa tietad, ettd ne eivat voimista keskushermoston dopaminergista

aktiivisuutta muutavien la&keaineiden mielihyvad/aversiota aiheuttavaa vaikutusta.

Hs-reseptorin antagonistit eivat vélttdamatta ole riittdvan tehokkaita estimaén voimakasta
riippuvuutta aiheuttavan amfetamiinin mielihyvavaikutusta, vaikka ne ovat prekliinisissa
tutkimuksissa esténeet alkoholin mielihyvéavaikutusta. Alkoholi ei vaikuta aivoissa pel-
kastaan dopaminergiseen hermovaélittdjaainejarjestelmaén, ja nain ollen Hs-reseptorien
antagonistien alkoholin mielihyvavaikutusta estava vaikutus voikin siis valittyd myos
muiden keskushermoston hermovalittajdainejarjestelmien kautta. Tulevaisuudessa on
mielenkiintoista nahd&, onko Hz-reseptorissa potentiaalia uusien la&keainekandidaattien

vaikutuskohteeksi eri keskushermostosairauksien seka riippuvuuksien hoidossa.
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