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KOKKUVOTE

Galaniin on 29 aminohappe pikkune neuropeptiid, mis avastati 30 aastat tagasi Stockholmis,
Karolinska Instituudis Viktor Muti ja tema kolleegide poolt. Galaniin osaleb kolme
retseptori alatiibi vahendusel mitmetes bioloogiliste ja psiihhoogiliste funktsioonide ja
seisundite, sealhulgas depressiooni regulatsioonis, mis teeb galaniinist atraktiivse
farmakoloogilise mérklaua ja uurimisobjekti neuroteadustes.

Ké&esoleva magistritod peamiseks eesmérgiks oli testida GalR2 spetsiifiliste
agonistide toimet depressiooni loomkatsemudelis. Nende GalR2 ligandide agonistlik toime,
afiinsus ja selektiivsus GalR2-le oli juba varem testitud in vitro, kuid kdesoleva t66
eesmark on testida aine toimet in vivo. GalR2 agonisti J18 testimiseks in vivo kasutati
sotsiaalse lutiasaamise mudelit, kuid mudeli té0lesaamisega esines moningaid probleeme ja
standardsel antidepressandil puudus ootusparane efekt. Teine t66 eesmark kujunes t66
kaigus: anallisida probleemide vdimalikke p&hjuseid ning Uhtlasi kasitleda
depressioonimudelite Gldiseid probleeme.

Kokkuvotvalt voib koos eelnevate tulemustega véita, et antidepressiivse efekti
puudumine nii standardsel antidepressandil kui ka uuringuravimil tdhendab seda, et
sotsiaalse lutiasaamise loommudelit ei 6nnestunud korralikult to6le saada. Seega ei saa me

sotsiaalse lulisaamise katse tulemuste pdhjal uut informatsiooni galaniini toime kohta.
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ABSTRACT

Testing the effect of new galanin 2-receptor (GALR?2) specific agonists in animal depression

models.

Galanin is a 29 amino acids long neuropeptide, that was discovered 30 years ago at the
Karolinska Institute in Stockholm by Viktor Mutt and his colleagues. By means of action on
three receptors, galanin participates in the regulation of several biological and psychological
functions, including depression. This makes galanin system an attractive pharmacological
target and a research object in neurosciences.

The main objective of this research was to design, create and thereafter test the
presence or absence of a depression-related effect of GalR2-specific agonists in an adequate
animal model. The agonistic effect, affinity and selectivity to GalR2 of these GalR2 ligands
has already been tested in vitro, but the purpose of this thesis was to test the effect of the
substance in vivo. In order to test the GalR2 agonist J18 in vivo, the social defeat model was
used, but implementation of the model in our laboratory turned out to be problematic as the
standard antidepressant failed to reveal the expected effect. The second purpose of the thesis
was to analyse the possible reasons behind these problems, and also to discuss some general
issues with depression models.

Based on previous results we can propose that the absence of an antidepressant effect
of the research drug, the chemically modified galanin analogue J18, may have been related
to the fact that social defeat animal model failed.
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SISSEJUHATUS

Praeguses farmakoloogilises depressiooniravis domineerivad monoamiinide vahendatud
narvillekandele suunatud Gihendid. Nendega kaasnevad ebasoovitud reaktsioonid ja
kdrvalmdjud ning tdsiasi, et rohkem kui pooltel patsientidel ei teki parast
antidepressantidega ravimist téielikku paranemist, on algatanud intensiivse uuringu
leidmaks uudset terapeutilist lahenemist depressiooniravis (Crisafulli et al., 2011). Viimase
30 aasta jooksul on ravimiarendus suurt tdhelepanu pddranud neuropeptiididele. Tanu
neuropeptiidide ja nende retseptorite piiratud paiknemisele kesknérviststeemis, eeldatakse
neuropeptiidiretseptorite ligandidel olevat véhem koérvalnéhte kui klassikalistel
virgatsainetel. Juba 1991. aastal kirjeldati olulist interaktsiooni galaniini ja serotoniini (5-
HT) ning noradrenaliini sisteemide vahel ning pakuti vélja ka galaniinimehhanismide méju
depressioonile (Fuxe et al., 1991). Alates neuropeptiidide lokaliseerimisega aju
piirkondades, mis vahendavad drevuse ja stressiga seotud kaitumuslikke funktsioone, on
neuropeptiidid muutunud atraktiivseteks terapeutilisteks sintmarkideks. Seetdttu on
kaesolev uurimisteema innovatiivne ning voib luua uusi vdimalusi ravimite valmistamiseks,
eriti kui dnnestub saada stisteemselt aktiivseid aineid. Sageli kolokaliseeruvad
neuropeptiidid klassikaliste neurotransmitteritega ja omavad nn moduleerivat toimet (Fuxe
et al., 2008).

Esmaste antidepressiivse toime seiretestidega oleme ndidanud neuropeptiid galaniinil
antidepressiivset efekti (Saar et al., 2013). Pérast esmaseid seireteste on vaja ndidata ravimi
efekti mones konstruktvaliidsusega depressioonimudelis. Kéesolev t66 pdhineb GalR2
spetsiifiliste agonistide testimisel sotsiaalse litiasaamise (social defeat) mudelis. Uuritavaks
objektiks on aju-vere barjaari labiva GalR2 spetsiifilise uue ligandi toime
depressioonimudelis. Selle GalR2 ligandi agonistlik toime, afiinsus ja selektiivsus GalR2-le
on juba varem testitud in vitro, kuid eesmadrk on testida aine toimet in vivo, kasutades
depressioonimudelit. T60s Uritan analutsida ka esilekerkinud probleemide pdhjuseid ning
uhtlasi kasitleda depressioonimudelite Gldiseid probleeme.

T66 oli osaks suuremast projektist, mille kéigus disainiti uut tldpi peptiidsed
(peptiidisarnased) GalR2 agonistid, mis omaksid ststeemset aktiivsust (labivad aju-vere
barjaéri). Toole eelnes mahukas keemia-alane projekt koos suure hulga labiviidud t66dega
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(Saar, 2013). Annan siinkohal lihida Ulevaate keemilise disaini kolmest eraldiseisvast
strateegiast. Susteemse aktiivsuse tugevdamiseks modifitseeriti (lisati steartitl, lisati
mittenaturaalsed aminohapped ja katioonne domeen) keemiliselt olemasolevaid potentseid
GalR2 peptiidseid agoniste, mis on oma olemuselt galaniini analoogid. Stear(ul on
rasvhape, mille lisamine molekuli teeb aine rohkem hiidrofoobseks. Teisisdnu on rasvhappe
jadgi lisamine potentsiaalne meetod, mis vdiks suurendada ravimi vOimalust l1&bida aju-veri
barjaéri (Bulaj et al., 2008). Eesmaérk oli suurendada lipofiilsust, suurendada resistentsust
ensumaatilisele lagundamisele, ja peamine siht oli seejuures molekuli bioloogilise efekti
séilimine. Tehtud biodistributsiooni katsed vGimaldasid hinnata kasutatud keemiliste
strateegiate paikapidavust ja liikuda edasi depressiooni mudelites testimisele. T60 kaigus
testiti sunteesitud GalR2 agonistide toimet kroonilisel manustamisel (i.p.) depressiooni
loommudelis. Vordluseks kasutati standardravimina imipramiini (meetodi kontrollimiseks)
ja fusioloogilist lahust, mis ei tohi efekti anda.

Teine t60 eesmark kujunes valja t06 kéigus: anda tlevaade olemasolevate
depressioonimudelite tugevustest ja ndrkustest. See oli tingitud asjaolust, et magistritdo
raames ja magistridppe kaigus viisin labi katseid mitme erineva depressiooni
loomkatsemudeliga ning seejuures puutusin kokku mudelite tugevate ja ndrkade kilgedega.
Hoolimata asjakohasuse kiisitavusest ja madalast ennustavast valiidsusest, on loomkatsed
olnud uliolulise tahtsusega uute Kliiniliselt efektiivsete ravimite avastamises (McArthur &
Borsini, 2006). Depressioonimudelite ja kaasaegse depressiooniravi kitsaskohad on eelkdige
pdhjustatud haiguse heterogeensusest: simptomid avalduvad nii fiisioloogilisel,
kaitumuslikul kui ka pstihholoogilisel tasandil, mis teeb selle modelleerimise keeruliseks
(Cryan et al., 2005).

Autori panus kaesolevasse tdosse oli pohjalik temaatilise teadusliku kirjandusega
tutvumine, katsete planeerimine ja — labiviimine ning tulemuste analiiis. T66 autor omandas
uusi teadmisi sotsiaalse lttisaamise mudelist ning depressiooni esmastest skriinimise

testidest ja depressioonimehhanismide toimimisest uldiselt.



Galaniini seotus depressiooniga 7

TEOREETILINE TAUST

Galaniin

Kui uurida inimese haigusi narvisusteemi tasandil, siis olulisteks uurimisobjektideks on
neuropeptiidid. Neuropeptiidid, eriti galaniin, on "indutseeritavad” (Lu et al., 2005) — aktiveeritavad
mingi keskkonna-muutuse voi ddrmusiku protsessi (nditeks haiguse) poolt. See annab lootust
suurendada meditsiinilise sekkumise selektiivsust neuropeptiidststeemi kaudu. Galaniin on laialt
esindatud neuropeptiid, mis asub kesk- ja perifeerses narvisisteemis, endokriinsusteemis ja
mitmetes muudes organites. Galaniini avastas 1983. aastal Eesti paritolu biokeemik Viktor Mutt
koos kolleegidega Stockholmi Karolinska Instituudis. Galaniini perekonda kuuluvad galaniin,
GMAP (galanin message associated peptide), GALP (galanin-like peptide) ja alariin (Lundstrom et
al., 2005). Galaniini leidub kdige rohkem ventraalses eesajus, mandelkehas ja hupotaalamuses,
kuid ka taalamuses, ventraalses hippokampuses, locus coeruleuses, piklikajus, keskajus, basaalses
eesajus, seljaajus ja gliia rakkudes. Lisaks leidub galaniini ka mitmetes perifeersetes rakkudes,
eelkdige silelihasrakkudes ja soolestikus (Merchenthaler et al., 2009). Galaniini peptiidide
perekonda on uuritud juba umbes 30 aastat ning uurimistulemusi on kajastatud umbes 3000-s
publikatsioonis.

Galaniini retseptorite alattitibid

Galaniini bioloogilisi efekte vahendatakse kolme retseptori alatliiibi aktivatsiooni kaudu. Nendeks
alatulipideks on GalR1, GalR2 ja GalR3, millel kdigil on k&rge afiinsus galaniini suhtes (Runesson
et al., 2009). Galaniini retseptorite alattitibid erinevad iksteisest asukoha, terapeutilise eesmaérgi,
fusioloogiliste funktsioonide ning rolli poolest patoloogilistes protsessides. Kdigil kolmel retseptori
alatulibil on mdnevdrra erinevad asukohad, millest saab eeldada, et erinevad retseptorid on seotud
erinevate kaitumiste ja hdiretega. GalR1 retseptoreid leidub ajus kdige rohkem (ajukoores,
limbilises ja basaalses eesajus, hippokampuses, hiipotaalamuses, keskajus ja ajusillas) ja see
vahendab muuhulgas ajus ja seedestisteemis galaniini toime parssimist neurotransmitteritele ja
hormoonide vabastamisele (Waters & Krause, 2000). GalR2 retseptorite kdrgeimad tasemed ajus on
hipotaalamuses ja mandelkehas, kuid Ghtlasi on see laialt levinud ka perifeersetes kudedes:
sudames, kbhus, emakas, munasarjades, eesnddrmes ja mujal. GalR2 retseptor vahendab neuriitide
kasvu ja soodustab neuronite eluvéimelisust (Mahoney et al., 2003). GalR3 retseptorid on laialt
levinud perifeersetes kudedes: stida, maks, neerud, munandites ja mujal (Kolakowski et al., 1998).
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GalR3 retseptoreid leidub ajus vordlemisi véhe: need on esindatud hlpotaalamuse
paraventrikulaarsetes tuumades ja locus coeruleuses (Kolakowski et al., 1998). Galaniini mdju
sOltub manustamise kohast (Kuteeva, 2007). Senised uurimustulemused on naidanud, et erinevad
galaniini retseptori alattitibid on seotud erinevate stisteemidega: nditeks toitumisega on seotud
peamiselt GalR1 alatiip hipotaalamuses; Gppimise ja méluga on seotud GalR1 ja GalR2 alatiibid
hippokampuses; arevuse ja meeleoluhéiretega on seotud GalR1, GalR2 ja GalR3 dorsaalses raphe
tuumas, hupotaalamuses, locus coeruleuses ja mandelkehas.

GalR1 aktivatsioon on seotud drevuse ja depressiooniga, vahendab akuutset valu, suurendab
toidu- ja vahendab vee tarbimist. GalR2 aktivatsioon on samuti seotud depressiooni ja drevusega,
seejuures arvatakse olevat antidepressiivse toimega (Holmes et al, 2003). GalR2 agonist vahendab
rakusurma (Shi et al., 1997). GalR3 on kdige vahem uuritud retseptor, kuid selle aktivatsiooni
korral on taheldatud prodepressiivset toimet ning alkoholi tarbimise suurenemist (Kuteeva et al.,
2008).

Galaniini retseptori alatitpide vahendatud méju

Nagu juba eespool lihidalt mainitud, on tdheldatud GalR alltutpide seotust erinevate haiguste ja
patoloogiliste seisunditega, nagu néiteks Alzheimeri tdbi, meeleoluhdired, arevus, alkoholisdltuvus,
metaboolsed haigused, valu ja kasvajad (Mitsukawa et al., 2008). Arvestades, et galaniini retseptori
ligandidega saab loomkatsemudelites haiguse kulgu mdjutada, saab potentsiaalselt loetletud
haiguste raviks kasutada GalR alatutpide spetsiifilisi ligande (Mitsukawa et al., 2008).

Alzheimeri tdbe iseloomustab progressiivne koliinergiliste ja galaniinergiliste neuronite
degeneratsioon. Galaniin suudab parssida atsetitlkoliini vabanemist (Fisone et al., 1987). Lisaks
sellele esineb galaniin koos noradrenaliini ja serotoniiniga ja avaldub hippokampuses (Mitsukawa et
al., 2008).

Galaniini manustamine (tsentraalselt) rottidele on ndidanud soorituse halvenemist mitmetes
maélullesannetes: emotsionaalne malu, ruumiline mélu ja téomalu (Kuteeva, 2007).

Juba 1980-te 16pul avastati, et galaniin ja vasopressiin koeksisteerivad hiipotaalamuses ja
vihjati, et galaniin v6ib mangida rolli vedeliku tarbimise regulatsioonis. On taheldatud, et galaniin
pidurdab vasopressiini vabanemist. Uurimused on kinnitanud, et galaniin pidurdab vedeliku
tarbimist, kuid seda tiksnes olukordades, kus toimub veekaotus (Kuteeva, 2007).

Samuti on leitud inimgeneetika uuringutest ja loomade kaitumise katsetest, et galaniini toime
mandelkehas ja mujal on seotud s6ltuvuskéitumisega, sealhulgas alkoholisdltuvusega. Sellest

tulenevalt v@ib galaniini retseptorite antagonistide, eriti GalR3, arendus olla téhtis sdltuvushéirete
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ravis (Mitsukawa et al., 2008). Uheks alkoholismi komponendiks on muudatus stisteemides, mis
soodustavad tlemaérast alkoholi tarbimist. See bioloogiliselt pdhjendatud teooria tahendab, et
hiipotaalamuse peptiidid (nagu galaniin), mis on seotud toitumisega, vdivad seotud olla ka
alkoholismiga. Galaniin on potentsiaalne gliikoos-indutseeritava insuliini erituse parssijaks
pankreasest. Galaniini tasemed hupotaalamuses on positiivselt korreleeritud tarbitud rasvahulgaga
(Mitsukawa et al., 2008). Uuringud on ndidanud, et galaniini stistimine hlipotaalamuse kolmandasse
vatsakesse suurendab alkoholi tarbimist tagades suurema energiatarbimise. Kui arvestada keerulist
toitumise regulatsiooni ja ulimalt olulisi psiihho-sotsiaalseid faktoreid, mis soodustavad inimesel
alkoholismi teket ja arengut, siis tuleb tddeda, et galaniini roll antud héire puhul v6ib vaid selle
mehhanismi kaudu olla suhteliselt limiteeritud (Kuteeva, 2007).

Lisaks on taheldatud ka GALP-i markimisvaarset moju toitumisele (Lawrence et al., 2002).
GALP on endogeenselt esinev galaniinisarnane peptiid, mis omab sarnaselt galaniiniga toimet
galaniini retseptoritele.

Galaniin esineb koos sensoorses ja seljaaju interneuronites, mis mangivad varavav rolli valu
signaliseerimise protsessis. Galaniinil on kahefaasiline vastus mitmetes valumudelites: vdiksemad
annused galaniini tugevdavad valusignaale ning suuremad annused suruvad alla.

Galaniini ja galaniini retseptoreid on avastatud ka mitmetest endokriinsetest kasvajatest,
naiteks pankrease, hiipotaalamuse ja hupofulsi kasvajatest. Kliinilised andmed pankrease kasvajate
ravi kohta nditavad, et somatostatiini retseptori agonistidele oktreotiidile ja serotoniinile vdib niiud

lisada ka galaniini (Mitsukawa et al., 2008).

Depressioon

Meeleoluhaired, sealhulgas depressioon ja bipolaarne héire, kuuluvad kdige laialt levinumate
psudhiliste haiguste hulka. Valja on pakutud, et umbes 10% ld&dnemaailma meestest ja 20% naistest
kannatavad oma eluajal depressiivse episoodi all. RHK-10 pdhjal on siigava depressiooni
pohistiimptomiteks alanenud meeleolu, huvi ja elur6dmu kadumine ja energia vahenemine.
Lisastimptomiteks on tahelepanu ja kontsentratsioonivoime alanemine, alanenud enesehinnang ja
eneseusaldus, stili- ja vadrtusetusetunne, tréostitu ja pessimistlik suhtumine tulevikku, hairitud uni,
isu alanemine ja enesekahjustuse- vdi suitsiidimotted voi -teod (RHK-10). Depressioonipatsientidel
on korgenenud suitsiidioht ning véga sugava depressiooni korral on 15% surmajuhtumite p&hjuseks
suitsiid. 60% inimestest, kes sooritavad enesetapu, on kannatanud depressiooni vdi méne muu
meeleoluhdire all (Clark et al., 2009). Lisaks sellele on depressioon oluliseks riskiteguriks

kardiovaskulaarsete haiguste arengus ning miokardi infarktist pdhjustatud surma juures
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(Musselmann et al., 1998).

Depressiooni etioloogias on siiani palju ebaselget, kuid see hdlmab geneetilisi ja sotsiaalseid
faktoreid ning traumeerivaid stindmusi. Ehkki mitmed meeleoluhéirete véljakujunemisega seotud
faktorid on identifitseeritud, on teadmised meeleoluhéiretest siiski piiratud, sest kliiniliselt on
haigused védga heterogeensed. Kontrastina monedele neurodegeneratiivsetele haigustele (néiteks
Huntingtoni tdbi vdi Parkinsoni tdbi), kus saab vaadelda konkreetset ajuregiooni, saab depressiooni
pdhjustatud ebanormaalsusi ndha mitmes piirkonnas: véikeaju koor, hippokampus, amigdala,
hiipotaalamus ja ajuttivi (Kuteeva, 2007).

»Monoamiinergiline teooria“ on meeleoluhédirete uurimisvaldkonnas olnud domineeriv
alates sellest, kui avastati, et monoamiini okstidaasi pidurdajad ja tritsiiklilised antidepressandid
omavad depressiooniravis toimet. Nii noradrenaliini (NA) kui seorotoniini (5HT) neurokeemia
muutub depressiooni kaigus. Sellega on seotud neuronaalne aktiivsus, neurotransmitteri
vabanemine ja pre-ning postsiinaptilised retseptorid. Ehkki on olemas selge toestus, et NA ja SHT
neuroullekanded muutuvad depressiooni korral, on andmeid, et monoamiinide siisteemid on
kontaktis ja omavad ihendusi teiste neurobioloogiliste sisteemidega ning need pole depressiooni
primaarsed pdhjustajad (Kuteeva et al., 2008).

Praeguses farmakoloogilises depressiooniravis domineerivad monoamiinergilisele
narvillekandele suunatud thendid. Selliste antidepressantide kasutamine pdhjustab 30-40%
patsientidele ebasoovitud reaktsioone ja kdrvalmdjusid: limiteeritud vastuse méaar, antidepressandi
toimemehhanismidega seotud kérvalmdjud (Kuteeva et al., 2008). Lisaks eelmainitule on palju
patsiente, kes ei vasta esialgsele ravile voi kui vastavad, on terapeutiliselt efektiivsusel liiga suur
viivitus ning rohkem esineb osalist- kui téielikku paranemist (Cryan & Mombereau., 2004).
Uuringud nérilistega on néidanud, et pikaajaline antidepressantide kasutamine muudab
intratsellulaarseid signaliseerimise mehhanisme, péhjustab muudatusi monoamiinergilistes
retseptorites ning transkriptsiooni faktorid suurendavad hippokampuse neurogeneesi. Sdarane
limiteeritus on algatanud intensiivsed uuringud leidmaks uudseid terapeutilisi Iahenemisviise
depressiooni ravimiseks (Kuteeva et al., 2008). Kaasaegsed ravimiotsingute strateegiad
keskenduvad mitmetele neuromodulaatoritele, mille alla kuuluvad ka neuropeptiidid ja nende
retseptorid.

Neuropeptiidid ja depressioon

Neuropeptiidid on seotud mitmete kesk-ja perifeerse narvististeemi fiisioloogiliste ja

psuhholoogiliste protsessidega: toitumiseregulatsioon, dppimine ja malu, valu, arevuselaadsed
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seisundid, neuroendokriinne kontroll ja kardiovaskulaarne regulatsioon. Alates neuropeptiidide
lokaliseerimisest aju piirkondades, mis on seotud arevuse ja stressiga, on neuropeptiidid muutunud
atraktiivseteks terapeutilisteks sihtmarkideks. Sageli kolokaliseeruvad neuropeptiidid klassikaliste
neurotransmitteritega ja omavad nn moduleerivat toimet. Kontrastina klassikalistele vaikese-
molekulilistele neurotransmitteritele, mis vahendavad kiiret stinaptilist narvitilekannet, on
neuropeptiidid pigem neuromodulaatorid vdi neurotroofilised faktorid. Néaiteks mdningad nendest
neuropeptiididest asuvad samades neuronites klassikaliste meeleoluhdiretega seotud
neurotransmitteritega, nagu naiteks noradrenaliini, serotoniini ja dopamiiniga (joonis 1).
Neuropeptiidide retseptorid on terapeutiliselt atraktiivsed, kuna nende suure afiinsuse tottu
ligandidele arvatakse mdju nende kaudu olevat rohkem selektiivne, mis toob ravis kaasa vahem
kdrvalnahte kui klassikaliste neurotransmitterite susteemide mdjustamise puhul. Mitmed asjaolud
naitavad neuropeptiidide potentsiaalselt tdhtsat rolli meeleolu ja meeleoluhdirete juures.
Neuropeptiidid ja nende retseptorid on sageli esindatud kesknarvisusteemis nendes ajupiirkondades,
mis on seotud afektiivse kditumisega ja stressireaktsioonidega (Hokfelt et al., 2000). Teiseks
omavad neuropeptiidid tugevat flisioloogilist mdju afektiivse kéditumise regulatsioonile nii
kesknérvisisteemis kui ka perifeerses nérvisusteemis (Kuteeva, 2007). Kolmandaks avalduvad
neuropeptiidid sageli koos monoamiinergiliste neurotransmitteritega (NA, DA, 5-HT) ja teiste
neuropeptiididega, mis on seotud depressiooni ja meeleolu regulatsiooniga (Hokfelt et al., 2003).
Neljandaks oluliseks tunnusjooneks mdningate neuropeptiidsusteemide juures on asjaolu, et need
aktiveeruvad stressirikkas voi traumaatilises olukorras, kui neuronaalne aktiivsus on kdrge
(Kuteeva, 2007).
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Cerebral cortex

s e

Thalamus

Hypothalamus

Galanin/NA/NPY
Galanin/5-HT
Galanin/GABA/SP/Enk
s Galanin/TH/GRF/NT
——— Galanin/VP
Galanin/ACh

Mesencephalon

Joonis 1. Galaniini peamised juhteteed roti ajus (Kuteeva, 2007).

Lihendid joonisel: 5-HT-serotoniin; ACh — atsetutlkoliin; AMY — mandelkeha; Arc —
arkuaattuumad; BST - stria terminalise sangituumad; DR — dorsaalne raphe; Enk — enkefaliin;
GABA — gamma-aminov6ihape; GRF — kasvuhormooni vabastav faktor; HiFo — hippokampuse
kujundamine; LC — locus coeruleus; Me — mediaalne eminents (k6rge koht); MS/DBB — mediaalne
vahesein ja diagonaalne Broca ala; NA — noradrenaliin; NPY — neuropeptiid Y; NT — neurotensiin;
SP — substants P; TH — turosiini hidroksulaas; TMN — tuberaalsed magnotsellulaarsed tuumad; VP
— vasopressiin.

Galaniin ja depressioon

Juba 1991. aastal kirjeldati olulist interaktsiooni galaniini ja serotoniini (5-HT) ning noradrenaliini
stisteemide vahel ning pakuti vélja ka galaniinimehhanismide mdju depressioonile (Fuxe et al.,
1991). Serotoniin on seotud mitmete fisioloogiliste funktsioonidega: uni, mélu, toitumine,
kognitiivsed funktsioonid ja meeleoluhéired. 5SHT-susteemis on oluliselt rohkem retseptorite
alatulipe kui NA-siisteemis. On teada seitse 5SHT retseptorite perekonda ning vdhemalt 14 retseptori

alatulpi. Esimene selge farmakoloogiline vihje galaniini seotusest depressioonimehhanismidega
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saadi kaitumiskatsetest narilistel. Selleks kasutati tanapaeval védga laialdaselt kasutatavat
depressiooni seiretesti — Porsolt (ehk sundujumise) test — kus looma teatud kaitumismuster
korreleerub (teadmata pdhjustel) ravimi antidepressiivse toimega. Selle testiga néhti, et rottide
ventraalsesse katendialasse (VTA) galaniini manustamisel, saadi rohkem depressiivset kéitumist.
Madjutatud olid nii motoorne aktiivsus kui ka hiivede tarbimisega seotud mehhanismid (Kuteeva et
al., 2008).

Tulemused antidepressantide seiretestis tekitasid suurema huvi galaniini ja kliinilise
depressiooni uurimiseks. Naiteks saadi huvitavad tulemused meeleoluhéiretega inimestega: siigava
depressiooniga patsientidele manustati intravenoosselt galaniini ning ilmnes selge akuutne
antidepressiivne efekt (Murck et al., 2004). See efekt oli eeldatavasti seotud mesolimbiliste
dopamiinergiliste neuronite aktiivsuse parssimisega, mis vahendab dopamiini vabanemist. Lahtuvalt
hiljutistest tulemustest narilistel depressioonimudelites, on vélja pakutud, et GalR1 alatttp
vahendab "prodepressiivseid” ja GalR2 "antidepressiivseid" efekte (Kuteeva et al., 2008).

Galaniini potentsiaalne roll meeleoluhdirete juures baseerub roti puhul galaniini
kolokaliseerumisel noradrenaliiniga locus coeruleuses, serotoniiniga dorsaalses raphe tuumas ja
nende projektsiooni aladel limbilises slsteemis ja peaaju korteksis. Need kaks monoamiinergilist
tuuma mangivad depressioonis peamist rolli. Locus coeruleuses on neurotransmitterite
koosesinemine galaniiniga vaga kdrge (ligi 100% neuronitest), raphe-tuumas mdnevorra madalam
(umbes 70%) (Kuteeva et al., 2008).

Esimene farmakoloogiline tdestus galaniini osalusest depressioonilaadses kéitumises saadi
galaniini manustamisel roti ventraalsesse tegmentaalsesse alasse (VTA), kui nahti suurenenud
immobiilsust antidepressandi toime esmases seiretestis (FST) (Weiss et al., 1998). Efekti seostati
sellega, et galaniin vahendab dopamiini vahendatud signaliseerimist naalduvas tuumas (NAc), mis
oli pohjustatud noradrenaliinergilisest aktivatsioonist locus coereleus-st (LC) ventraalsesse
tegmentaalsesse alasse (VTA). GalR2 antidepressiivse efekti mehhanism vib olla vahendatud 5SHT
(DR) ja NA (LC) interaktsiooni muutumise poolt. Need on samad kesknérvististeemi alad, mis

vahendavad ka GalR1 aktivatsiooni korral prodepressiivseid efekte (Weiss et al., 1998).
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Depressiooni loomkatsemudelid

Juba Ule 50 aasta on arendatud mitmeid depressiooni loomkatsemudeleid, mis pdhinevad
depressiooni teoreetilistele aspektidele. Hoolimata asjakohasuse kusitavusest ja madalast
ennustavast valiidsusest, on loomkatsed olnud tliolulise tahtsusega uute kliiniliselt efektiivsete
ravimite avastamises (McArthur & Borsini, 2006). Tdsi, ennustav valiidsus on saavutatud eeskétt
ravimite seiremudelitega, millel puuduvad mitmed depressioonimudeli valiidsuse tunnused.
Lisaks kaesolevas t66s kasutatud sotsiaalse lutiasaamise katsele, on nériliste puhul kdige
laialdasemalt kasutatud jargmisi seireteste ja depressioonimudeleid:

« sundujumise test — erinevalt kaasaegsemast, modifitseeritud sundujumise testist, on

algupaérasel testil méned protseduurilised Uksikasjad tdpsustamata vai ei ole neile tahelepanu

pOoratud. Naiteks vee sligavus anumas on madalam (modifitseeritud variandis on vee

stigavus umbes 30 cm).

« sabastriputamise test (tail suspension test)

« olfaktoorne bulbektoomia (olfactory bulbectomy)

« Opitud abitus (passive/active avoidance seadmega) (learned helplessness)

« krooniline kerge stress (chronic mild stress)

« sunnieelne stress (prenatal stress)

« sotsiaalne lluasaamine (social defeat)

« Sissetungija test (resident intruder)

« intrakraniaalne enesestimuleerimine nérilistel (4rajddmanahud) (withdrawal syndrome)

Jargnevalt on toodud lihitilevaade enimlevinud depressioonimudelite tugevustest ja
puudustest.

Sundujumise test (forced swim test). Testi kasutamine on lihtne, usaldusvéarsus on korge
ning testi spetsiifilisus on samuti kbrge. Test on tundlik akuutsele antidepressandi manustamisele,
kuid samas ei méara test usaldusvéarselt SSRI-tliupi (5HT tagasihaaret parssivaid) antidepressante.
Samas ei oma akuutne manustamine Kliinilises mdistes suurt téhtsust, sest inimesel akuutne
antidepressandi manustamine efekti ei oma. Sundujumise test on kdige laialdasemalt kasutatud
prekliiniline meetod ennustamaks antidepressiivset toimet (Cryan et al., 2002).

Sabastriputamise test (tail suspension test). Test on teoreetiliselt kontseptsioonilt sarnane
sundujumise testiga, sest mblema testi puhul toimub ravimi mdju maaramine immobiilsuse ajale

tuginedes. Metodoloogiliselt on test lihtne, usaldusvaérsus on kdrge ning véimalik méarata lai hulk
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antidepressiivseid ravimeid (Cryan et al., 2002). Lisaks on vdimalik vaadelda ka liigutuste energiat
ning vdimsust. Samas tuleb arvestada loomade liigutuste fenotiilipset erinevust — néiteks C57BL/6
ei ole selleks testiks ideaalsed loomad, sest neil esineb tendets oma saba pidi tles ronida (Cryan &
Mombereau, 2004). Akuutse manustamisega seotud puudused on samad, mis sundujumise testil.

Olfaktoorne bulbektoomia (olfactory bulbectomy). Metodoloogiliselt on tegemist eelmistest
keerukama protsessiga, sest loomal eemaldatakse bilateraalselt haistesibulad, mis péhjustavad
neurokeemilisi, -endokriinseid ja -immuunseid ning kaitumuslikke muutusi, mis on vorreldavad
stigava depressiooni simptomitega. Peamine erinevus kahe eelnevaga — indutseeritakse
depressioonilaadne seisund. Depressioonimudelite hindamisel on olfaktoorne bulbektoomia saanud
kdrgeima valiidsuse vorreldes teiste depressioonimudelitega (Cryan & Mombereau, 2004). Testi
usaldusvaarsus ja spetsiifilisus on kdrged. Samas sobilik ainult kroonilise manustamise korral
(Cryan et al., 2002).

Opitud abitus (learned helplessness). Depressioonilaadne seisund kutsutakse esile tajutud
kontrolli puudumisega keskkonna lle. Puudusteks on kaks olulisemat aspekti: enamik
depressioonilaadseid siimptome kaob kahe kuni kolme pieva jooksul parast kontrollimatute Sokkide
IGpetamist. Lisaks areneb abitus vélja ainult teatud hulgal loomadel (vahemikus 10% - 80%). Hiirtel
esineb ka suuri erinevusi erinevate liinide ja sugude vahel. Mudeli usaldusvaarsust ja
metodoloogilist keerukust hinnatakse keskmiseks. Spetsiifilisus on seevastu kérge. Mudel on
tundlik lthiajalisele ravile ja sellega on vimalik madrata lai hulk antidepressiivseid ravimeid, kuid
on moningates riikides tokestatud eetiliste piirangutega (Cryan et al., 2002).

Krooniline kerge stress (chronic mild stress). Depressioonilaadne seisund kutsutakse esile
kasutades kahe nddala jooksul kergeid ennustamatuid stressoreid. Mddetavad parameetrid,
suhkrueelistus ja intrakraniaalne enesestimulatsioon, on seotud anhedooniaga, mis on ks peamine
depressioonisimptom. Testi kasutamine on keerukas ja usaldusvaarsus on madal, kuid spetsiifilisus
on kdrge. Tundlik ainult kroonilisele ravile (Cryan et al., 2002).

Ravimi drajadmanéhud (drug withdrawal). V6imaldab esile kutsuda alanenud uudishimu ja
tugevat ebamugavustunnet. Amfetamiini drajadmanéhud on valja pakutud sobiva vahendina
depressiooni indutseerimiseks (Cryan & Mombereau, 2004). Testi kasutamist peetakse keeruliseks,
usaldusvaarsust kdrgeks ja spetsiifilisust keskmiseks. Mudel eeldab edasist valideerimist. Mudel ei
suuda eristada liinivahelisi erinevusi (Cryan et al., 2002).

Koikides kirjeldatud mudelites on voimalik mdningate modifikatsioonide abiga kasutada nii rotte
kui ka hiiri (Cryan et al., 2002).
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Depressioonimudelite analtits

Loomkatsemudelid on asendamatud ja hadavajalikud vahendid uute antidepressantide otsingus ja
identifitseerimises. Samuti vdimaldavad need leida uusi teadmisi depressiooni neuropatoloogia
kohta. Depressiooni loomkatsemudelites esineb palju kisitavusi. N&diteks esmaste seiretestides
(sundujumine, sabastriputamine) mdjub akuutselt manustatud antidepressiivne ravim loomale
vahem kui 30 minutiga. Inimestel algab anti-depressantide toime Gldjuhul 3-4 nddala parast. Seega
tekib kohe ilmselge kisimus — kas loommudelis mdddetud suurus on tegelikult depressioon?

Teine kitsaskoht on asjaolu, et kdige sagelikasutatavamad testid mdddavad antidepressiivset
toimet mittedepressiivsetel loomadel. Seega on téenéoline, et loomkatsemudelis mdddetava
parameetri ja antidepressandi kliinilise efektiivsuse vahel esineb vaid korrelatiivne, aga mitte
pdhjuslik seos. See ei tahenda muidugi, et olematu valiidsuse, mis on autori isiklik hinnang, juures
need mudelid téiesti kasutud oleks. Testi tagamaid teades ja seda arvesse vottes, on kokkuvottes
tegemist aarmiselt vajaliku ja asendamatu seiremeetodiga, mis mingil teadmata pdhjusel ennustab
uute Uhendite antidepressiivset toimet. Kdige sagedamini kasutatavad depressiooni
loomkatsemudelid kasutavad looma depressioonilaadsesse seisundisse viimiseks stressi. Stressi
esitamisega, mis vdib olla tugev, ennustamatu, pikaaegne, pidev jne, tekitatakse loomale seisund,
mida implitsiitselt defineeritakse depressioonina. VVorreldes seda lahenemist inimestega, tekib
vastuolu: lahtuvalt depressiooni tekitavast stressist, peaks stressi vdi traumeeriva elusiindmuse jarel
tekkima inimestel depressioon. Inimeste puhul saab sellisel juhul rédékida posttraumaatilisest
stressihdirest, mis aga ei ole depressioon. See puudujéak voib selgitada mitmeid Kitsaskohti
loomkatsemudelites, muuhulgas seda, miks kaitumislik efekt (oletatav depressioonilaadne seisund)
kaob mdne paeva jooksul parast looma viimist normaalsesse keskkonda. See omakorda muudab
vaga keeruliseks antidepressantide kroonilise toime hindamise: kaitumuslik efekt kaob ka ilma
antidepressiivse ravita.

Sotsiaalse lluasaamise katse, kus kiimne paeva jooksul Uritatakse agressorlooma riindamise
abil depressioonilaadset seisundit esile kutsuda, nérgaks kuljeks on asjaolu, et depressiooni
esilekutsumisel ei esine 30-40% loomadest antidepressiivset kéitumist. Seejuures 65-75%
inimestest ei allu antidepressiivsele ravile. Millega selliseid tulemusi selgitada? Kas siin méngib
peamist rolli depressioon v8i on oma osa ka monel teisel psiihholoogilisel vdi fusioloogilisel
protsessil: mélu, &revus voi hoopis miski kolmas? Kaigil depressioonimudelitel on omad ndrkused
ning ideaalildhedast mudelit pole seni 6nnestunud valja méelda, mistdttu tuleb nendest mudelitest
saadud tulemustesse suhtuda mdningase ettevaatlikkusega. Depressioonimudelite ja kaasaegse

depressiooniravi Kitsaskohad on eelkBige p6hjustatud haiguse heterogeensusest: simptomid
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avalduvad nii fusioloogilisel, kaitumuslikul kui ka psiihholoogilisel tasandil, mis teeb selle
modelleerimise keeruliseks. Naiteks kahte depressioonistimptomit, surma- ning suitsiidimdotteid ja
tugevat sliutunnet on katseloomal vGimatu modelleerida (Cryan et al., 2005).

Lisaks sellele on depressiooni patofiisioloogias veel palju ebaselget. On teada, et naistel
esineb sugavat depressiooni oluliselt ronkem kui meestel, enkki kuni puberteedini ei esine soolisi
erinevusi stigava depressiooni esinemises. On mitmeid bioloogilisi, psiihhosotsiaalseid ja
sotsioloogilisi teooriaid, mis Uritavad seda seletada, kuid Uikski neist pole piisavalt seletav. Hetkel ei
ole voimalik 6elda, milline depressiooniravi (SSRI voi tritstikliline) on efektiivne erinevatele
patsientidele, kuid sugu ja menopaus on kindlasti antidepressandi efektiivsusega seotud (Dalla et
al., 2009). Soolised erinevused kehtivad nii haiguse esinemise sageduse, haiguse suuna kui ka
ravile allumise suhtes. Sellele kliinilisile faktile tuginedes, on mdnevdrra paradoksaalne, et suur
enamik kaitumiskatseid viiakse labi isaste loomadega. Isaste loomade kasutamise kasuks radgib
eelkdige asjaolu, et isastel loomadel puuduvad hormonaalsed 6strustsiiklid, mida ei pea kontrollima
ja arvesse votma. SeetGttu on katsed isasloomadega vaiksema variatiivsusega (Cryan et al., 2005).
Sageli on tOstatatud kisimus, kuidas me teame, kas laboratooriumi katseloom on "depressioonis™?
Kdige rohkem viidatud kriteerium depressioonimudelite loomiseks arendati McKinney ja Bunney
poolt 1969. aastal. See sisaldab jargmisi ndudeid:

« loomkatsemudel on "madistlikult analoogne™ inimese héire esinemise v3i simptomitega.

« peab esinema kaitumuslik muutus, mida on v@imalik objektiivselt jalgida.

« tdheldatud kaitumuslikke muutuseid peaks saama annulleerida samade ravivdimalustega,

mis on efektiivsed inimeste puhul.

« mudel peaks olema erinevate uurijate poolt reprodutseeritav (Cryan et al., 2002).

Hiirte geneetilist modifitseerimist vdib pidada oluliseks labimurdeks tdnapéeva meditsiinis,
puudutades koiki valdkondi, sealhulgas pstthilisi haigusi (Cryan & Mombereau, 2004). Naiteks
knock-out strateegiad on loonud taiesti uued vdimalused depressiooniravimite sintméarkideks (Cryan
et al., 2002). Lisaks knock-out strateegiale, kasutatakse veel geeni mahasurumine (knockdown),
punktmutatsioonid, juhuslikult muteerunud ja transgeenset tehnoloogiat. Tahelepanuta ei tohi jatta
ka erinevatele hiireliinidele omaseid k&itumislikke erinevusi: néiteks sundujumise katses on hiireliin
kriitiline muutuja, mis maarab soorituse keskmist taset ja tundlikkust erinevatele antidepressantidele
(Lucki et al., 2001).
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MEETOD

Sotsiaalne lilGasaamine

Sotsiaalne lutiasaamine on atraktiivne ja efektiivne mudel (Joonis 2), et uurida uue potentsiaalse
ravimi antidepressiivset efekti ja vorrelda uue ravimi moju traditsioonilise antidepressandiga.
Sotsiaalse liuasaamise mudel on tundlik ainult kroonilisele antidepressandi manustamisele.
Akuutse manustamise korral ravimi antidepressiivne mdju ei avaldu (Berton et al., 2006). See on
ka sotsiaalse lliusaamise peamine erinevus teistest loomkatsemudelitest, kus enamasti toimib vaid
akuutne manustamine. Lisaks sellele on sotsiaalne mudel uuem ning selle mudeli kasutamise puhul
on vastuvdetav, et kdikidel loomadel ei teki depressiooni (Berton et al., 2006).

Mudeli Ulesehitus koosneb depressiooni indutseerimisest (10 paeva), depressiooni
mddtmisest parast kimmet péeva, antidepressiivsest ravist (4 nadalat) ja depressiooni mddtmisest
péarast ravi 18ppu (Joonis 2).

Depressiooni indutseerimine. Standardiseeritud korduva sotsiaalse ltilasaamise mudeli
jaoks on vajalikud katseloomad (néiteks C57BL/6J), kelle peal ltitusaamine toimub, ja
katseloomadest suuremad agressorloomad (nditeks CD-1), kellel on eelnevalt skriinitud agressiivne
kaitumine. Skriinimine on vaga oluline, sest agressiivse kaitumise tase v8ib CD-1 hiirte seas
tugevalt varieeruda. Umbes poolte CD-1 hiirte agressiivsuse tase on liiga madal ja on eksperimendi
jaoks sobimatud (Berton et al., 2006). On teada, et erinevate hiirteliinide stressi- ja
arevuskaitumises esineb erinevusi. C57BL/6J on stressile vastupanuv@ime teiste liinidega vorreldes
halvem, mis on sotsiaalse lltasaamise jaoks sobiv. Hiired olid katse alguses 7-8 nadala vanused.
Jook ja s60k oli katse kéigus ad libitum, véljaarvatud interaktsiooni ja sotsiaalse liliasaamise ajal.

Iga péev toimub Uks sotsiaalne litasaamine kiimne minuti jooksul, jargnevad 24 tundi
veedavad loomad samas puuris, kuid puur on jagatud augustatud pleksiklaasi abil kaheks (Joonis 3).
Loomad ei puutu omavahel kokku, kuid tanu aukudele tunnetavad teise looma I6hna ja olemasolu.
Iga péev pannakse katseloom kokku uue agressoriga, et valtida harjumist. Katse kéigus selgus
kriitiline asjaolu, mida tuleb kindlasti jalgida: kui agressorloom ei riinda, siis tuleb loom asendada
uue agressoriga, et agressiivne riinnak kindlasti toimuks. Vastasel juhul tekib katseloomadel
depressioonikditumist margatavalt vahem, mis omakorda nditab, et sotsiaalne allasurumine on
kvantitatiivselt seotud hiljem m&ddetud depressiivse kaitumise suurusega. Kui tdmmata paralleele
inimkaitumisega, on depressioonikaitumise pdhjustajaks madal enesehinnang, mis tuleneb
jarjepidevast lutiasaamisest (Marrow et al., 1999). Lidsaamine toimub kiimnel jérjestikusel paeval.

Enamikele katseloomadele tekitab selline kohtlemine sotsiaalse valtimise esilekutsumist, mis
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valjendub sotsiaalse interaktsiooni katses voora looma valtimist. Umbes thel kolmandikul loomadel
sotsiaalse véltimise esilekutsumine ei dnnestu. Sotsiaalse lliuasaamise I&binud loomadel esinevad
jargmised sumptomid: kasvanud arevuselaadne kaitumine, kehakaalu kasv ja suurenenud
kortikosterooni vabanemine (Berton et al., 2006).

Depressiooni mdotmine. Pérast kimmet (kiimne péeva jooksul) jarjestikust sotsiaalset
lUtsaamist, tuleb jargmise etapina mddta voora looma véltimist sotsiaalse interaktsiooni katses.
Erinevus standardsest interaktsioonikatsest on asjaolu, et agressorloom on véikeses suletud puuris
ning fldsiline kontakt agressori ja katselooma vahel on valistatud (Joonis 3). Katse koosneb kahest
osast. Esmalt asetati loom tlhja interaktsioonikasti ning m&ddeti interaktsioonitsoonis viibitud aega.
Teises seerias on interaktsioonikastis ka agressorloom ning katselooma viibimist agressorlooma
laheduses vorreldakse esimesest seeriast saadud samas alas viibimisega, mis véimaldabki hinnata
valtimiskaitumist. Mdlemad modtmised kestavad 150 sekundit ning kahe seeria vahe peab olema
umbes 30 sekundit, mille ajal asetatakse loom oma puuri. Toimub kaks (v6i rohkem) mdotmist
(Joonis 2): esmalt pérast kiimmet paeva sotsiaalset lttasaamist ning seejarel parast ravimite

manustamist (4 nadalat).

* Experimental setup

»Induction” of depression Antidepressive treatment
Assessing depression Assessing depression
Pre- Post-
Defeat treatment Treatment treatment
Social Social
interaction interaction
Depression score BEFORE treatment Depression score AFTER treatment

Joonis 2. Sotsiaalse ltiusaamise mudeli eksperimentaalne Glesehitus.

Katse labiviimiseks vajamineva aparatuuri alla kuuluvad jargmised vahendid: videokaamera
(soovitavalt infrapunafunktsiooniga, sest interaktsioon peaks teoreetiliselt toimuma pimedas voi
vdga hdmara valgustusega); interaktsioonikast (42x42cm), kuhu on markeriga margitud ka

kriitilised alad (vt.joonis 3); kaks véikest puuri (Uhes paikneb agressorloom, teine on
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uudistamiskaitumise modtmiseks, kui katseloom on interaktsioonikastis tksi); 5 %-line etanooli
lahus ja vahendid kasti puhastamiseks.
Soltuvaks muutujaks on sotsiaalses tsoonis viibitud aeg. Sotsiaalne tsoon on nelinurkne ala,

kus asub ka agressorlooma puur (voi tiihi puur).

Induction of depression: Assessment of depression:

Joonis 3. Sotsiaalse lliuasaamise depressiooni indutseerimise puurid ja sotsiaalse interaktsiooni

puur.

Katseloomad ja uuringuravim

Katseloomad jaotati sotsiaalse llitusaamise katses kolme gruppi: uuringuravimi grupp, kontrollgrupp
ja standardravimi grupp. Uuringuravimi grupi loomadele manustatakse (i.p) igapéevaselt (kokku 28
péeva) GalR2 agonisti (20 mg/kg). Vordluseks kasutada standardravimit (imipramiin, 20 mg/kg)
ning kontrollgrupi loomadele manustatakse fiisioloogilist lahust. Lisaks veel kontrollgrupi loomad,
kes ei osale sotsiaalses liliasaamises ega saa Uhtegi ainet. Gruppidesse jaotamisel vdrdsustati
sotsiaalse interaktsiooni mddtmise skoorid sedasi, et iga grupi keskmine sotsiaalses tsoonis
veedetud aeg oleks véimalikult sarnane. Eraldi grupina olid veel kontrollgrupi loomad, kes ei
puutunud kokku agressorloomadega ja ei osalenud sotsiaalses ltilasaamises. Lisaks on vaja
agressorina kasutatavaid loomi. Nendeks olid CD1 (paaritusloomad) isased loomad, kelle
rinnakulatents on lihem kui 30 sekundit kolmes jérjestikuses katses.
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TULEMUSED

Tulemused 1

Sotsiaalse litusaamise katse on osaks suuremast projektist, mille kdigus disainiti ja testiti uut tidpi
GalR2 agoniste. T00 autor osales enamikes depressiooni skriinimise katsetes, millekohane
publikatsioon on avaldatud (Saar et al., 2013).

Uurimuses kasutatud peptiidide aminohapete jarjestused ja afiinsused (nanomolaarses
skaalas) on allolevas tabelis (Tabel 1). Peptiide J17-J21 testiti kolmes sdltumatus
eksperimendiseerias, et hinnata peptiidide seondumise omadusi. Uldiselt omavad kdik
modifitseeritud analoogid seondumisaktiivsust galaniini retseptoritega ning esineb tendents suurema
selektiivsusega GalR2 suunas, kuigi selektiivsus pole vaga kdrge. Tulemused viitavad, et peptiidid
J18 ja J20 on kdige potentsiaalsemad, sest nende afiinsus GalR2-le on kdige kdrgem ning ainult
sidumisandmeid vaadates vdib oletada, et J20 vBiks omada efektiivset toimet labi kbigi kolme

retseptori, aga J18 pigem selektiivselt 1abi GalR2. Seetdttu valisime edasiseks uuringuks J18.
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Tabel 1. Aminohapete jarjestused ja afiinsused uurimuses kasutatud peptiidide kohta. J&rjestustes on

sinisega tahistatud galaniinist parit osa ning punasega tehtud keemilisi modifikatsioone.

K K K
Name Sequence ! ! : i i
GalRl GalR2 GalR3
GalR1/GalR2 GalR3/GalR2
(nM) (nM) (nM)
Galanin(1- 1.75 298 4.49 £
a a
29), rat GWTLNSAGYLLGPHAIDNHRSFSDKHGLT-amide a a a 06 15
1.7 1.4 0.8 ’ '
b RGRGN-WTLNSAGYLLGPK(e-NH-C(O)CH(NH )(CH ) COOH)— 587 % 6.55 % 497 + b b
M1153 2 22 a a a
. 380 46
amide 250 2.7 150
a 1890 * 4.98 £ 230+
a a
M1145 RGRGN-WTLNSAGYLLGPVLPPPALALA - amide b b b % 2
329 0.81 149
117 . i 156 + 125+
RGRGN-WTLNSAGYLLGP-KKK(eNH-C(O)stearic acid)-amide 102 29+18 a4 5.4 4.3
118 o i 138+ 20+ 112 +
RGRGN-WTLNSAGYLLGP-kkK(eNH-C(O)stearic acid)k-amide 6.9 5.6
46 8.0 14
119 11 1
231+ 114
RGRGN-WTLNSAGYLLGP- O O K(eNH-C(O)stearic acid) O - 120 83123 70 2.8 1.4
amide
120 . i 25+ 49+ 13+
RGRGN-WTLNSAGYLLGP-XXK(eNH-C(O)stearic acid)K-amide 5.1 2.7
5.5 1.6 7.0
J21 1 1 11 1
138+ 65+
0 GO GN-WTLNSAGYLLGP-O O K(eNH-C(O)stearic acid) O - 60 41+22 a6 3.4 1.6
amide ’

: .1 .. 4 b
X — 6-aminohexanoic acid; O - Ornithine; (Runesson et al. 2009) (Saar et al. 2011)

Jargmisena testisime uute peptiidide potentsiaalset aktiivsust hiire depressiooni seiretestis

(sundujumine), manustades galaniini analooge (i.v.). Sundujumise testis parast thekordset
intravenoosset (i.v.) manustamist oli J18 ja J20 antidepressiivne efekt (ANOVA F (11, 81) = 6.21)
vorreldav imipramiini efektiga. Mitmed modifitseeritud peptiidid mjutasid hiire kaitumist

depressiooni loomkatsemudelis (Joonis 4). Mida madalam on immobiilsuse aeg, seda tugevam on

ravimi antidepressiivne toime.
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Joonis 4. Immobiilsuse ajad erinevate peptiidide ja erinevate kontsentratsioonidena sundujumise
testis, vorrelduna fusioloogilise lahuse ja standardse antidepressandiga (imipramiin). Doosid
(mg/kg) on X-teljel, immobiilsuse ajad on Y-teljel. Tarnid t&histavad Tukey post-hoc analiiusi

varreldes flsioloogilise lahuse grupiga. ***p<.001, **p<.01, *p<.05.

Kuigi sundujumise testi tulemused (Joonis 4) lubasid oletada, et uued analoogid omavad aju
kaudu vahendatud aktiivsust, testisime uute modifikatsioonide mdju biodistributsioonile, kasutades
radioaktiivselt mérgistatud peptiide. Modifikatsioonidega peptiidi J18 levikut vorreldi ilma
modifikatsioonideta eellaspeptiidi (M1145) levikuga. J18 tasemed olid oluliselt kdrgemad kdigis
kudedes 1h ja 3h parast mansutamist, kui ilma stearutlita peptiidil M1145 (Joonis 5). Samuti oli J18
uldtase ajus 2,5 korda kdrgem, vorreldes kontrollpeptiidiga. Téend&oliselt on sellised tulemused
saadud tanu kdrgemale stabiilsusele ja lipofiilsusele, mis on péhjustatud stearili ja

mittenaturaalsete aminohapete lisamisest.
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Joonis 5. Peptiidide J18 ja M1145 biodistributsioon parast ainete manustamist (i.v. 0,5 mg/kg).

Edastisteks uuringuteks valiti tiks peptiid, J18. Kui depressiooni mdistes on oluline ravimi
krooniline manustamine, siis esialgu testisime sabastriputamise testis intraperitoneaalse (i.p.)
manustamisviisi toime olemasolu vdrrelduna i.v. manustamisega, sest kroonilisel manustamisel on
i.p. manustamisviisi lintsam I&bi viia ja see on loomale véhem stressitekitav. Akuutne i.p.

manustamine andis sarnase toime (ANOVA F(3, 23) = 7.5, p<.01) vdrreldes i.v. manustamisega

(Joonis 6).
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Joonis 6. Immobiilsuse ajad i.p. manustamine (0,25 mg/kg) vorreldes i.v. manustamisega
sabastriputamise testis, vorrelduna saliini ja standardse antidepressandiga (imipramiin). Tarnid

tahistavad Tukey post-hoc analliisi. **p<.01, *p<.05.

Seejdrel tahtsime hinnata J18 antidepressiivset toime séilimist kroonilise manustamise
puhul. Krooniline J18 manustamine (0.25 mg/kg) 17 paeva jooksul séilitas J18 antidepressiivse
toime sabastriputamise testis (Tukey post-hoc p<.05, ANOVA F(1,25) = 5.98) (Joonis 7).
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Joonis 7. Immobiilsuse ajad pérast kroonilist J18 manustamist (i.p.) (0.25 mg/kg) 17 péeva jooksul

vorreldes flsioloogilise lahusega sabastriputamise testis. Tarnid tahistavad Tukey post-hoc anallusi.
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*p<.05.

Sotsiaalse litiasaamise tulemused

Sotsiaalse litasaamise tulemuste hindamiseks on peamiseks parameetriks valtimiskaitumist
valjendav suhe (ratio), mis nditab, kui palju veetis loom aega interaktsiooni tsoonis agressorlooma
olemasolul vdrreldes agressorlooma puudumisega. Suhe < 1 iseloomustab depressiivset (valtivat)
kaitumist ja suhe > 1 antidepressiivset (valtimise puudumist, normaalset) k&itumist (Joonis 8, 9).
Olgu margitud, et normaalsetel katseloomadel on suhe alati > 1. Sinine joon t&histab tulemusi parast
sotsiaalset lullasaamist enne ravi algust ning punane joon tahistab tulemusi parast ravi 16ppu.
Positiivse kontrolli riihmas (imipramiin 20 mg/kg/100ul) ei selgunud paranemist ehk looma
depressiivse kéaitumise vahenemist mitte thelgi loomal. Mdnevdrra tllatuslikult on ndha J18 (20
mg/kg/100ul) tendentsi paranemise poole, kus kolmel loomal seitsmest esineb selge

antidepressiivne kaitumine pérast ravi 18ppu (neljal loomal paranemist ei toimunud) (Joonis 8).

Secatterplet of multiple variables against DrugGroup

Social interacticn.sta 15+*110c

Ra ORI RI P
Y [m1] [m =]

22N
[ T == T = T (X

MoDefeat

Saline

Imipramine

DrugGroup

J18

IMI acute

= Pretreat Ratic
- Posttreat Ratio

Joonis 8. Loomade individuaalsed skoorid. Sinine tahistab valtimiskaitumise suhet enne ravi algust

ning punane tahistab suhet parast ravi 16ppu.
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Eri gruppide tulemuste vordluseks teostati Tukey Post Hoc analiiis (pooled MS = 0,19, df =
41,88), milles ei ilmnenud statistiliselt olulist erinevust enne ja parast ravi olukordades ei
kontrollgrupi, imipramiini (p = 0,13) grupi ega J18 grupi (p = 0,75) sees. Samas ilmnes oluline
erinevus parast ravi kontrollgrupi ja fusioloogilise lahuse grupi (p = 0,02) vahel. Lisaks saame véita,

et sotsiaalne liusaamine tekitas olulise depressioonilaadse seisundi v6i olulise muutuse looma

kaitumises.
R1*DrugGroup; LS Means
Cument effect: F{3, 21)=38152, p=78734
Effective hypothesis decomposition
Wertical bars dencte +/- standard emors
1,8
1.8
1.4
12
- 1.0
=
i E:
0.8
04t
0.2
0.0 = R1
I MoDefeat Saline Imipramine J18 E:EtrEEt Ratic
DrugGroup Postireat Ratio

Joonis 9. Sotsiaalse interaktsiooni tulemused: F(3, 21) = 0,38, p > 0,05. Looma depressiivsust
iseloomustab vélitimiskditumine, mis on numbriliselt valjendatud suhtega suhtega (ratio), nditab,
kui palju viitis loom aega interaktsiooni tsoonis agressorlooma olemasolul vdrreldes agressorlooma
puudumisega. Suhe < 1 iseloomustab depressiivset kaitumist ja suhe > 1 antidepressiivset voi

normaalset kaitumist.
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ARUTELU JA JARELDUSED

Ké&esolev magistritod oli osa suuremast projektist, mille kdigus disainiti uut tidpi peptiidsed
(peptiidisarnased) GalR2 agonistid, mis omaksid susteemset aktiivsust (labivad aju-vere barjaari).
Projekti 1dppeesmaérgiks oli disainida, luua ja testida in vivo uute GalR2 agonistide toimet
depressioonimudelites. T60 autori fookuses olnud depressioonitestidele eelnes mahukas keemia-
alane projekt koos suure hulga labiviidud t6é6dega (Saar, 2013; Saar et al., 2013).

Aju-vere barjadr on peamine takistus miks méningad makromolekulaarsed ained, sealhulgas
neuropeptiidid, ei joua kesknarvisusteemi. Peptiidide puhul on probleemiks néiteks lihike
poolvaartusaeg. Farmakokineetiliste omaduste parandamiseks kasutati varasemalt kirjeldatud
keemilisi strateegiaid: susteemse aktiivsuse tugevdamiseks modifitseeriti (lisati steartil, lisati
mittenaturaalsed aminohapped ja katioonne domaan) keemiliselt olemasolevaid potentseid GalR2
peptiidseid agoniste, mis on oma olemuselt galaniini analoogid. Stearutl on rasvhape, mille
lisamine molekuli teeb aine rohkem hiidrofoobseks. Teisisdnu on rasvhappe jaagi lisamine
potentsiaalne meetod, millega voiks ravim labida aju-veri barjaari (Bulaj et al., 2008). Eesmaérk oli
suurendada lipofiilsust, resistentsust ensiimaatilisel lagundamisele ja peamine siht oli molekuli
bioloogilise efekti sdilimine. Biodistributsioonide vordluses selgus, et modifitseeritud ligand J18
naitas selgelt kdrgemat poolvéartusaega kui modifitseerimata ligand M1145, millest saame
jareldada, et tugevdatud stabiilsus ja lipofiilsus suurendasid J18 aju-vere barjaari labimist.

Edasine t606 kaik baseerus varasematele tulemustele (Kuteeva, 2007; Saar, 2013), mis
néitasid, et GalR2 agonistidel vdiks olla antidepressiivne toime. Seet6ttu testimise uusi ligande in
vivo depressiooni seiretestides ja sotsiaalse lliiasaamise depressioonimudelis. T60st selgus, et
keemiliselt modifitseeritud galaniini analoogid (J18) omavad antidepressiivset toimet esmastes
depressiooni seiretestides (sundujumine ja sabariputamine). Kui depressiooni mdistes on oluline
ravimi krooniline manustamine, siis testisime, kas J18 on vdimalik manustada ka i.p., mis on
oluliselt mugavam ja vdhem stressitekitavam kui i.v. Selgus, et i.p. manustamisviisiga oli vdimalik
tekitada sarnane antidepressiivne toime nagu i.v. Lisaks sellele saime teada, et J18 antidepressiivne
toime sdilib ka kroonilisel manustamise (i.p.) sabastriputamise testis. Seega saime teada, et
jarelikult on motet J18 kroonilist toimet mddta ka depressioonimudelites, mis eeldavad kroonilist
manustamist. Lahtudes antidepressandi toime esmaste seiretestide tulemustest, tahtsime ndidata J18
antidepressiivset toimet mones depressiooni moistes adekvaatsemas loommudelis ja valisime
selleks sotsiaalse lutiasaamise mudeli (social defeat). Mudeli to6lesaamisega esines mdningaid

probleeme, sest me ei suutnud mudelis nédidata antidepressiivset toimet standardravimi
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imipramiiniga. Samas ei saa mudeli t06lesaamist paris labikukkunuks nimetada, sest depressiooni
indutseerimine toimis ootusparaselt. Asjaolu, et standardravim ei omanud efekti, viitab siiski sellele,
et mudel ei toimunud korrektselt.

Kokkuvotvalt, k&esolevas magistritdos esitleti keemilisi strateegiaid uute ja samas
susteemselt aktiivsete GalR2 selektiivsete peptiidsete ligandite disainiks. Uudseid Gihendeid on
tulevikus voimalik kasutada erinevate galaniini retseptorite alattitipide rolli tuvastamiseks erinevates
haigustes ja patoloogilistes seisundites. T60s esitletud esmaste skriiningute tulemused viitavad J18
vOimalikule antidepressiivsele toimele, mida kinnitavad mitmed tulemused. T66 peamiseks
eesmaérgiks oli testida J18 toimet mdnes depressioonimudelis, milleks valisime sotsiaalse
lutiasaamise mudeli. Hoolimata mudeli t6lesaamisega seotud probleemidest, v6ib autori
seisukohalt t66d pidada igati dnnestunuks. T66 autor omandas uusi teadmisi sotsiaalse lulisaamise
mudelist ning depressiooni esmastest seiretestidest ja depressioonimehhanismide toimimisest
uldiselt. Sotsiaalse luliasaamise katse to0lesaamisega seotud probleemid panid t66 autori stiibima
tapsemalt depressioonimudelite kitsaskohtadele ning sellest tulenes ka idee Kirjutada peatikk
depressioonimudelite analiisimisest. To6le tuginedes vBiks tulevikus olla kaks eesmérki, mis
uurimisteemaga jatkamisel kindlasti aktuaalsed oleks: sotsiaalse ltGtiasaamise mudeli td6lesaamise
katsetamisega tuleb kindlasti jatkata, et mdista paremini depressioonimehhanisme; arendada tuleks
suurema GalR2 spetsiifilisusega ligand, et defineerida paremini galaniini antidepressiivne toime,

mis vOBib tulevikus anda uusi lahtepunkte ravimite valmistamiseks.
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