TARTU ULIKOOL
FlUs ka-keemiateaduskond
Orgaanilise ja bioorgaanilise keemiainstituut

LAURA HERM

PSUHHOSTIMULANDI JA LOODULIKU SARRUSTAJA MOJU ROTI
AJU DOPAMIIN D, RETSEPTORITE SIGNAALIULEKANDELE

Bioorgaanilise keemia magistrit6o

Juhendajad: professor AGO RINKEN
professor JAANUS HARRO

Tartu 2006



SISUKORD

SISUKORD ...ttt ettt sttt bbbt b et e b s e b et s e e b e bt s A b e Rt e e S b e b £ e e b e R e e e b ek e e e b e Rt seebeb e e b b e bt se e b e b e e st ene e bee 2
KASUTATUD LUHENDID ..ottt sttt sss sttt sse st s st ns s s s sansas 3
SISSEIJUHATUS ..ttt b bt £ bk e s £ b b et S b b e e s E e b e Re s b b e Rt e e e b e bt b ebe b b e bt ee e b e b e s et ene e bne 5
KIRJANDUSE ULEVAADE .....cooiuiiitiieietite ettt sttt s bbb s st s e ns s 6
NARVISIGNAALI ULEKANDE MEHHANISMID JA VAHENDAJIAD ......cvcuietrteerestenesesseessssesessssesessssensssssessssssensssssenes 6
SIGNAALIULEKANNE LABI G-VALKUDEGA SEOTUD RETSEPTORITE ....veuvrereaesrerenessereesnesesessesesesnesesessesesesnesesesnens 7
G-VALKUDE ANALUUS GTPYS SEOSTUMISE KAUDU ....cetiiiiiuteaieesteasteetesseesseessesssesssessssssssaeasseessessessssnssssssssens 9
AJU DOPAMIINERGILISED SUSTEEMID....c.vcutueireseressestesresesessesesssresesessssessesesesssssssssesessssssessssesessssesessssesessnsesensanes 10
SOLTUVUS- JA HOVITUSKAITUMISEGA SEOTUD PROTSESSIDE VAHENDAMINE AJUS .....cvevieienienreiesesneeeenrenees 12
PSUHHOSTIMULANDID DOPAMIINERGILISES JA SELLEGA INTERAKTEERUVATES SUSTEEMIDES ....c.coviveereerrennas 15
DOPAMIINERGILINE SUSTEEM SUHKRULAHUSE (LOODUSLIK SARRUSTAJA) TARBIMISEL ....ccvvvverrerrererernernennes 18
EKSPERIMENTAALNE OSA ...ttt r et een e nn s nnene s 19
IMATERJIALID ..ttt ettt bt a e R R bt bt e e e R e R R e e R e e et e e e e e n e e er e bt et e e e e re e 19
IVTEETODID ...ttt bbb a e R R b bt e e e e R e R e R e e R e e ae e e e e n e nre e r Rt Re e nn e e 19
Kaitumiskatse 1: DSP-4 vbi/ja amfetamiini mGju rottide uudistamisaktiivsusele ...........cooevererievenenenene 19
Kaitumiskatse 2: Kokaiinist tingitud paigaeeliStuse UUFMMING ........cccooiiiiiienieceee e 20
Kaitumiskatse 3: Suhkrulahuse tarbimise uurimine paeval ja G0SEl .........ccceoerererenenieeie e 20
Koe monoamiinide sisalduse médtmine (Kaitumiskatse 1 ja 2 punul) ........cooeieieneneeienere e 21
D,-retseptori poolt stimuleeritud [**S GTPyS sidumine roti aju striatumi ja naalduva tuuma
membraanidele; valjatdrjumiSkBVEr GDP-0ga .......cccccivrieieeresiese e steeeeee e see e e e sae e e e sre e enaeneens 21
Dopamiini poolt vahendatud [**S] GTPyS sidumise aktivatsioon roti aju striatumi membraanidele:
KONESENEr atSiO0N-VASIUS KBVEF ......coieieeiirenieiieeneine sttt 22
ANAMELOOUUS ...ttt r e et b et r et nner e e 22
TULEMUSED JA ARUTELU ..ottt 23
[*S|GTPYS VALIATORIUMISANALUUSI OPTIMEERIMINE JA OLULISTE PARAMEETRITE VALIK ....oovovvereereeeennee 23
DSP-4 Ja/vOI AMFETAMIINI MOJU ROTTIDE KAITUMISELE NING D, RETSEPTOR-G-VALK SIGNAALI ULEKANDELE
.......................................................................................................................................................................... 26
TUIBITIUSE. ...t E e R Rt re bRt e Rt s Rt e R bt ne e b e R bt nn e e nren s 26
1< U TSRS 27
KOKAIINI MOJU ROTTIDE KAITUMISELE NING D, RETSEPTOR-G-VALK SIGNAALI ULEKANDELE .......ccveveiennene, 29
BT (= 00 o USSR 29
1= U TSR 31
ROTTIDE SUHKRULAHUSE TARBIMISE SEOSED D, RETSEPTOR-G-VALK SIGNAALI ULEKANDE EFEKTIIVSUSEGA 32
BT (= 00 o PSS 32
AATUBEIU .ot R et r R e R n R R R R R et e n Rt 33
KIOK KUV OTE w.oooteiemeeteesseesse st essse st 35
SUMMOARY ettt ettt e Rt n R e R AR R e R AR R R R Rt n R 36
TANUAVALDUSED ..ccutitiriieirireseisesessessssessassssssessssssssssssssssssssesssssssesssssssesssssssessessssesssssssessssssessssassesssassesneses 37
KASUTATUD KIRJANDUS ..ottt e es e n e 38
LISAD ittt bbb A b £ R R £ Ak £ Ao R e A e b e £ R SR e e A e b e e A e R e e R eb e £ R e Rt eE b ek e e b e bt et b b e e bene s 47



KASUTATUD LUHENDID

7-TM — 7-transmembraansed (retseptorid)

AC —adenulaadi tsiklaas

CAMP — tsukliline adenosiin monofosfaat

ATP — adenosiin trifosfaat

CCK - koletstistokiniin

CPP —tingitud paigaedlistus

DA - dopamiin

DAT —dopamiini transporter

DOPAC - 3,4-dihudroksufentdl etanaat

DSP-4 - N-(2-kloroetiitl)-N-ettitl-2-bromobenstitilamiin
DTT —ditiotreitool

EDTA - etileendiamiintetraatsetaat

GABA - y-aminov0ihape

GDP — guanosiin difosfaat

cGMP —tsikliline guanosiin monofosfaat

GPCR — G-vakudega seotud retseptorid

GTP —guanosiin trifosfaat

GTPYS - guanosiin-5’-[y-tio] -trifosfaat

HE — high explorer(s)

HEPES - (N-[2-hudrokstettdl] piperasiin-N’ -[ 2-etaansul foonhape]
HPLC — korgrohu vedelikkromatograafia

HV A — homovanilltdlhape

LC —locus coeruleus (sinav aa)

LE —low explorer(s)

LTP — pikagjaline potentseerimine (long term potentiation)
NA — noradrenaliin

NAc — naalduv tuum (nucleus accumbens)

NET — noradrenaliini transporter

PFC - prefrontaal koor

PKA — proteiin kinaas A

PLC —fosfolipaas C

RAMP — retseptori aktiivsust modifitseerivad valgud



RGS — G-vakude signaali regul aator
MRNA — messenger ribonukleiinhape
SERT — serotoniini transporter

VTA —ventraane katendiaa



SISSEJUHATUS

Samuti kui muusika- ja kunstigjalugu on voimalik jaotada perioodideks, on ka teaduse
gjaloole iseloomulikud teatud etapid, mida |abides on joutud teadmiste kogumini, mida
tavatsetakse nimetada ténapédeva teaduseks. On olnud antiikne mitmekilgsuse periood, mille
Uheks parimaks esindgjaks vOib pidada Aristotelest, on olnud keskagja privilegeerituse ja
determineerituse periood, kus teadusetegemine koondus kloostrite valitud seltskonna kétte, on
olnud renessansiaegne taasvaimustumine antiikaja mitmekulgsusest (da Vinci!), peae seda
aga on mindud Uha enam ja kitsama spetsialiseerituse teed. Ometi on tanapéeva teadusele
iseloomulik ka plte erinevate teadusharude suurema integreerituse poole, mille tagajérjel on
tekkinud néiteks valdkond nimega neuroteadused (neuroscience), mis sisaldab eneses
meditsiinist, biokeemiast, bioflilisikast, farmakoloogiast, kéitumisteadustest, pstihholoogiast
jms saadud teadmisi.

Taolise integreerimise taggjdrjel voib palju paremini ndha eri teadusvaldkondade
paradigmade ndrkusi ning moéddavaatamisi, samas pole paradigmade sobitamine kerge too.
Olenevalt vaatepunktist vOib Oelda, et digus on nii k&itumisteadlastel, kes Utlevad, et
ké&itumine tingib gju biokeemia, kui ka biokeemikutel, kes ttlevad, et biokeemilised muutused
gjus tingivad kéditumise. VGib vaid loota, et leidub ka selline vaatepunkt, mis osundab, et
0igus on mdlemal, ning néiliselt lootusetutest antiteesidest voib stindida viljakas stintees.

Kéesolev t66 pulabki olla Uks paljudest integreerimisele pihendatud uuringutest,
vottes vaatluse ala rottide au sdltuvuss ning tungisisteemide toimimise nii
kéitumisteaduslikust  kui  biokeemilisest aspektist ldhtuvalt. Lisaks teadmisele
pstihhostimulantide toimemehhanismidest vaib taolistest uuringutest teha oletusi ka isendite
individuaalsete isedrasuste rolli kohta sdltuvuse kujunemisel ning konstrueerida mudeleid
mitmesuguste héirete nagu téhelepanuhdirega huperaktiivsuse stindroomi vdi depressiooni

i sel oomustami seks.



KIRJANDUSE ULEVAADE

Narvisignaali tlekande mehhanismid ja vahendajad

Organisme moodustavatele rakkudele on iseloomulik spetsialiseeritus, mis voib
véljenduda vaikeste ainevahetuse erinevustena eri kudesid moodustavate rakkude vahel, ent
erinevused vOivad olla ka palju slgavamad. Narvislsteemi moodustavate nérvirakkude
(neuronite) pohiline erinevus keharakkudest véljendub nende spetsiifilistes kontaktides
Uksteisega — stinapsites -, rakkudest véljaulatuvates jétkedes — aksonites ja dendriitides — ning
muidugi omaduses kanda edasi bioelektrilist signaali, mille kaudu saadakse infot vélis- ning
sisekeskkonnast ja mille vahendusel reageeritakse vastuvdetud stiimulitele. [1,2]

Bioelektrilise signaali edasikandumise aluseks on organismis enim esinevate ioonide -
Na', K*, ClI', Ca®* - elektrokeemiline gradient. Tanu mitmetele rakumembraanis asuvatele
transportervalkudele hoitakse nimetatud ioonide kontsentratsioone raku sees ja véjas nii, et
seesmisele osale on isdoomulik korge kaaliumi-, vake naatriumi- ning Ulevédike
kaltsumiioonide sisaldus, sama ga kui rakuvdises ruumis on naatriumiioonide
kontsentratsioon korge ja kaaliumiioonide kontsentratsioon madal. Selle tulemusel omandab
raku seesmine osa valimise osa suhtes negatiivse laengu ning ioonide kontsentratsioonide
erinevuse. Elektriline signaal kandub edasi dle neuroni jatkede ning keha
depol arisatsioonilainena, mis on véimeline edasi kanduma kuni 100 m/s. [1,2]

Uhe nérviraku piires on impulss elektriline, neuronitevaheline kommunikatsioon aga
leiab aset spetsiifilises tsoonis, mida nimetatakse stinapsiks (kr. synapto, klammerduma).
Ulekanne vGib olla nii elektriline kui keemiline, vahendatud nérvivirgatsainete poolt. Edaspidi
késitletaksegi ainult keemilist transmissiooni. Virgatsained, mida hoitakse Uhe nérviraku voi
-jétke |6pmetes, vabastatakse elektrilise impuls joudes narvildpmetesse, nad difundeeruvad
l8bi slnaptilise pilu postsiinaptilise membraanini ning interakteeruvad seal neile spetsiifiliste
valgumol ekulide — retseptoritega. [1,2]

Klassikaline retseptorite klassifikatsioon jagab retseptorid selle jargi, millisele
virgatsainele nad reageerivad. Klassifitseerida voib retseptoreid aga ka Ulekandettitbi jargi.
Sellisel viisil voib eristada neli pdhilist retseptoritlitpi: &) ioonkanalit moodustavad
retseptorid, mis agonisti (vt edaspidi) seostumisel hakkavad l&bi laskma mingit kindlat tdpi
ioone (néiteks nikotiinne atsetiitilkoliini retseptor, mis laseb |4bi Na'-ioone v6i gamma-
aminovOihappe A-tldpi retseptor, mis laseb ldbi ClI° ioone); b) niinimetatud retseptor-
enstumid, millel agonisti seostudes aktiveerub sisemine ensimaatiline osa (nt sisemise



tirosiin-kinaasse aktiivsusega retseptorid); €) tuumas geeni transkriptsioonifaktoreid
reguleerivad retseptorid, mis kontrollivad geeni transkriptsiooni; d) G-valkudega seotud
retseptorid (edaspidi GPCR), mille aktivatsioon vahendatakse rakku peamiselt
heterotrimeersete G-valkudega. [1,2]

Signaali Ulekandvate molekulide klassifikatsioon vaib ldhtuda nende molekulide endi
omadustest: selle jargi voib eristada sisemisi  (organismis olemasolevaid) ja
kunstlikke/valiseid farmakoloogiliss mdju omavaid ligande, samuti vOib sisemiste
virgatsainete ruhmast alagrupina vdlja tuua neuromodulaatorid, mis reguleerivad
néarvitlekannet suhteliselt ebaspetsiifliselt ning ka véajaspool sinaptilise pilu aa. Teine
voimalus signaalmolekulide klassfikatsiooniks on neid kategoriseerida nende mdju jargi
retseptoritele. Selline klassifikatsioon on 18bi farmakoloogia gjaloo |abi teinud suuri muutusi.
Algselt kasitleti retseptoreid kui sisse-vajaliliteid infollekandes ning ligandid visid siis olla
kas sisse- vOi vdjalllitgateks. Tanapdeval aga klassfitseeritakse ligande selle jargi, millist
retseptori konformatsiooni nad stabiliseerivad: kas aktiivset (agonistid, annavad signaali Ule),
mitteaktiivset (poordagonistid) voi nell puudub edlistus (antagonistid, lihtsalt blokeerivad
retseptori ja sellega ka signaalillekande). [2-5]

Virgatsaine seostumisel retseptorile voib toimuda no kiire signaali Ulekanne |&bi
ioonkanalite avanemise ja depolarisatsioonilaine edasikandumise. Aeglane signaalillekanne
hélmab endas mitmeid rakusiseseid protsesse, milledes osalevaid ensiiime ning vaiksemaid
molekule nimetatakse ka sekundaarseteks virgatsaineteks. Aeglane signaalitlekanne toimub
naiteks 18bi GPCR-de. [1]

Signaalitlekanne labi G-valkudega seotud retseptorite

GPCR esindab suurimat rakumembraanis asuvat valkude perekonda, mis on seotud
signaali tlekandega. Rohkem kui 1% inimese genoomist kodeerib rohkem kui 1000 erinevat
valku, mille thine omadus on seitse korda membraani labiv ehk heptahelikaalne struktuur
ning seostumine heterotrimeersete G-valkudega. Nad aktiveerivad valgukinaase,
ioonkanaleid, fosfataase, reguleerivad tsiklilise adenosiini monofosfaadi (CAMP) v&i guaniini
monofosfaadi (cGMP) hulka jne jne. Rohkem kui 50% praegusel gjal kasutusel olevatest
ravimitest on suunatud nimelt GPCR-dele. [6-9]

G-valgud (esimesena identifitseeritud ja iseloomustatud Rodbelli ja Gilmani poolt) on
oma nime saanud omaduse jargi siduda endaga guaniini nukleotiide: guanosiin di- ja
trifosfaati  (GDP, GTP). G-vake vdib jagada “véikesteks” (monomeersed) ja



heterotrimeerseteks ( a-, - ja y-alalhikutest koosnevateks) valkudeks, millest viimased
seostuvadki GPCR-ga. a-alallhiku jargi jagatakse G-valgud erinevatesse klassidesse nagu G,
Gs, Gq, mis erinevad Uksteisest selle poolest, kuidas nad aktiveerivad/inhibeerivad
rakusiseseid efektorvalke nagu adentlaadi tsiiklaas (AC), fosfolipaas C jne. Naiteks G; valgu
a-aalhik inhibeerib AC, samas kui Gs valgu a-aaihik sama enstimi aktiveerib. On
nédidatud, et By-alatihikud vdivad aktiveerida lisaks kaioonkanaleid. [1, 2, 9]

G-valgu a-aathiku struktuur koosneb kolmest pdhilisest osast: GTPaasne osa (ehk
GTP-d hidrolutsiv osa), helikaalne osa ja N-terminaalne osa. Puhkeolekus on a-alaiihiku
GTPaasse ja helikaalse osa vahelisse pilusse seostunud GDP. Kui GPCR aktiveeritakse,
dissotsieerub GDP a-aathikult ning asendatakse GTP-ga, mille tulemusel a-alalihik eraldub
By-alaiihikutest ning on segérel voimeline aktiveerima erinevaid efektoreid (AC jt). Signaali
|Opetab GTPaasse osa aktiveerumine ja GTP hudroliusimine GDP-ks. Selline G-valgu
aktivatsioonitsilkkel (Lisa: Joonis 1) on iseloomulik kdigile G-valgu tulpidele ning seda
kasutatakse, uurimaks GPCR aktivatsiooni ja funktsioneerimist G-valgust |ahtuvalt. [6, 8, 9]

Kuigi GPCR mdiste on tihedalt seotud funktsioneerimisega 18bi G-valkude, vdivad
mdned GPCR aktiveerida ilma G-valkude osaluseta ka teisi rakus asuvaid valke, samuti
aktiveerivad G-valke ka retseptorid, mis e kuulu GPCR Kklassi, nditeks moned sisemise
enstimaatilise aktiivsusega retseptorid. Seetdttu eelistavad moned autorid mdiste G-valguga
seotud retseptorid asemel hoopis 7-transmembraansed (7-TM) retseptorid. SOltumata
nimetamisest kirjeldatakse aga GPCR/7-TM retseptoreid sisemiste ligandide (enamasti
agonistid) pohiselt ning klassifitseeritakse suurematesse gruppidesse nagu rodopsiini
sarnased, sekretiini retseptori sarnased ja metabotroopsed glutamaadi ning GABAg
retseptorid. [10-13]

GPCR-seotud signaalitilekande reguleerimiseks on rakus mitmeid mooduseid. Algsele
lihtsalt retseptor-G-valk komplekss mudelile on lisandunud palju teis reguleerivaid
valke/enstiime, naiteks B-arrestiinid, G-valgu signaali regulaatorid (RGS), mitmed kinaaside
kaskaadidesse kuuluvad vahevalgud, retseptori aktiivsust modifitseerivad valgud (RAMP)
jne. Paljud uuringud on samuti nédidanud, et GPCR eksisteerivad dimeeride/oligomeeridena,
kusjuures tegemist vdib olla nii homo- kui heteromerisatsiooniga. See omakorda annab véga
suure vBimaluse ravimite loomiseks: kui mdne héire ravi Uhe retseptori kaudu osutub
raskendatuks, voib Uritada mojutada selle retseptoriga seotud signaalikaskaadi mdne teise,
huvipakkuva retseptoriga interakteeruva retseptori kaudu. Interaktsioonid voivad avalduda ka
mitte ainult membraani tasemel otsese retseptor-retseptor di-/oligomerisatsiooni kaudu, vaid



ka raku sees, néiteks G-valkude tasandil. Tuntud regulatsioonimehhanism on G-valkude |thi-
ning pikagaline desensitisatsioon (néiteks vastusena pidevale Ulestimulatsioonile), mille
pohjuseks vOib olla G-valkude fosforlleerimine. Samuti pohjustab sensitisatsiooni-

desensitisatsiooni protsesse retseptorite hulga lle- voi alareguleerimine. [11, 14-16]

G-valkude analliis GT PyS seostumise kaudu

Monel juhul on GPCR uurimise eesmérgiks hinnata, kuidas signaal rakku kantakse ja
mis juhtub raku sees teiseste virgatsainete tasemetega (CAMP jt), iseloomustamaks, milline
funktsionaalne vastus jargneb GPCR aktiveerimisele. GDP vahetus GTP-ga e ole otseselt
seotud jargnevate signaalitlekande etappidega, kuid néditab kohe, kas GPCR aktiveerus voi
mitte ja kas slisteemis G-valkudega on midagi juhtunud (sensitiseerunud, desensitiseerunud,
naiteks uurides narkootiliste ainete manustamise jarel looma gjus G-valkudega toimuvat). [2,
g

GDP-GTP vahetus on véga varane etapp signaalillekandega kaasnevate protsesside
kaskaadis, mis on vahendatud GPCR ja G-valkude poolt. Seetbttu on selle etapi
detekteeritavaks muutmine olnud vaga suur samm farmakoloogia gaoos. Tanapaeval
kasutatakse GDP-GTP vahetuse jalgimiseks G-valgu poolt mittehidroltlsitavat GTP
analoogi guanosiin-5"-O-(3-tio)trifosfaati ehk GTPyS (gamma-hapnik on asendatud vaavliga).
Radioaktiivseks jalgimiseks kasutatakse radioaktiivse véavliga margistatud ligandi
[**S|GTPYS. Mittehiidrol liisitavuse tingimus tahendab pShimétteliselt seda, et on vdimalik
detekteerida, palju GTP a-alalhikule seostus. [6, 8]

Lisaks juba eespoolmainitud voimalusele uurida GPCR aktivatsiooni ja G-valkudega
toimuvat, vBib GDP-GTP vahetust uurides iseloomustada aga ka retseptorile seostuva ligandi
omadus nagu potentsiaalsus (vbime mingil kindlal kontsentratsioonil esile kutsuda teatud
suurusega biokeemiline-fusioloogiline efekt [4]), efektiivsus (molekuli vBime muuta
retseptori konformatsiooni, sellega esile kutsudes biokeemilise-flsioloogilise efekti [4]) jne,
kuna see vahetus on retseptori aktiveerimisele vahetult jérgnev samm ning pole seetbttu veel
amplifitseeritud/moduleeritud jargnevate rakusiseste protsesside poolt. Nii on saavutatud
olukord, kus saab iseloomustada retseptorit, ligandi ja samas hinnata ka raku sees toimuva
hakkavat, midatavalise retseptor-ligand interaktsiooni uurmisegateha ei saanud. [4, 8]

Loppkokkuvdttes voib 6elda, et uurides G-valke GTPyS anallisil saab teha oletusi G-
valk-retseptor seostumise, selle tundlikkuse ja sensitisatsiooni-desensitisatsiooni kohta.

Sellised andmed koos tulemustega kaitumiskatsetest ning in vivo ja ex vivo mikrodia tusilt



voimaldavad komplekssemalt anallilisida organismide kéitumise ja biokeemia omavahelist
modul atsiooni.

Teostades GTPyS analliis tavalisel moel, st lulsitud rakkudes voi naturaal setel
koemembraanidel, on proovist vdlja pestud sisemised GDP ja GTP. Agonisti mdju
amplifitseerimiseks lisatakse proovile tdiendavalt GDP, mis surub alla spontaanse GDP
dissotsiatsiooni  G-valgult ning asendamise [*S|GTPyS-ga ning sellega saavutatakse
maksimaalne stimuleeritud GTPYS sidumine. Lisatava GDP hulk soltub konkreetsest
susteemist, ilmselt johtudes G-valgu alatlitipidest ja kontsentratsioonist antud slisteemis. [8]

Mg ioonid suurendavad nukleotiidide sidumise afiinsust nii retseptori inaktiveeritud
kui aktiveeritud olekus, kuid aktiveeritud olekus on Mg®* efekt suurem, mistdttu on
tulemuseks suurem agonistist tingitud signaal. On leitud, et optimaalne Mg®* ioonide
kontsentratsioon jaab vahemikku 5-10mM. [8]

Aju dopamiinergilised slisteemid

Dopamiin on Uks peamis katehhoolamiinidest virgatsaineid gjus. Dopamiinergiline
narviilekanne vahendab selliseid olulis funktsioone nagu lokomotoorne aktiivsus,
emotsionaal ne kaitumine, motivatsiooni- ja sarrustusmehhanismid; perifeerses néarvististeemis
kontrollib stidame-veresoonkonna t60d, pohjustab hormoonide vabanemist jne. Dopamiini
stinteesitakse aminohape turosiinist (Lisa: Joonis 2) ning dopamiinist endast siinteesitakse
edas ved noradrendiini ja adrenaliini vastavates narvilGpmetes. Dopamiini lagundavad
monoamiini okslidaas isovormid ning katehhool-O-metldltransferaas, produktideks 3-
metoksUttramiin, 3,4-dihidroksifenidletanaat (DOPAC) ja homovanilltulhape (HVA) (Lisa:
Joonis 2). Lisaks lagundamisele toimub dopamiinergilises siinapsis ka vabanenud dopamiini
tagasihaare, kus dopamiin transporditakse tagasi narvilGpmetesse dopamiini transporteri
(DAT) abiga. Mitmed hdired nagu Parkinsoni tdbi, skisofreenia, soltuvushédired jpm on
otseselt seotud dopamiinististeemi dusfunktsioneerimisega. [1, 2, 17]

Dopamiini sisaldavate neuronite komplekse ehk tuumi tdhistatakse A8-A15 (Lisa
Joonis 3) ning need paiknevad keskgjus (A8-A10), vahegus (Al1ll-Al4) ja eesgus
haistesibulas (A15). Seat léhtuvad mitmed dopamiinergilised nérviteed. Antud t60
seisukohalt on olulismad A10 rakkude rihmast ventraalses tegmentaalses alas (VTA)
lahtuvad mesolimbilised ning mesokortikaalsed projektsioonid ning A8-A10 l&htuvad
mesostriataal sed projektsioonid. [18, 19]
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Ko&ik dopamiini retseptorid kuuluvad GPCR perekonda ning jaotatakse kaheks
suuremaks grupiks: D1 ja D2 grupiks. D1 rihma kuuluvad retseptorid — D; ja Ds —
aktiveerivad muuhulgas membraanset ensiiimi adenllaadi tsiklaas (AC), mis katallisib
tsiklilise adenosiini monofosfaadi (CAMP) teket adenosiin trifosfaadist (ATP). cAMP
omakorda aktiveerib proteiin kinaas A (PKA). Selle signaalirgaga on seotud vaga paljude
funktsioonide (nagu dppimine, sdltuvuse teke jne) vahendamine ja moduleerimine. D1 rihma
retseptorid on seotud ka fosfolipaas C (PLC) stimuleerimise ja Ca®* mobilisatsiooniga jne. D2
rihma retseptorid — Dos, Do, D3 ja D4 — inhibeerivad AC ja seega CAMP akumulatsiooni,
aktiveervad mitogeen-aktiveeritud valgukinaaside rada ning slnergistlikult D1 retseptoritega
inhibeerivad Na'/K*™ ATPaasi. [1, 12, 17, 20-22]

D, retseptoreid leidub gus kdige rohkem, nende mRNA-d on leitud dorsaalses
striatumis (sabatuuma ja koorikutuuma dorsolateraalne osa, edaspidi lihtsalt striatum),
ventraalses striatumis (naalduv tuum ehk nucleus accumbens ja haistekobruke),
hipotalamuses ja talamuses. Striataalses alas on D; seotud Gyis-valguga, teistes piirkondades
aktiveerib D; AC-d enamasti Gs kaudu. Samas on ndidatud aga D; retseptorite seostumist ka
Gi perekonna vakudega (Gi, Go). [17, 22-25]

D, retseptori kaht isovormi — D ja Ds (lUhendused ingliskeel setest sdnadest short ja
long), mis erinevad teineteisest 29 aminohappe vorra kolmandas intratsellulaarses silmuses —
on samuti gjus suhteliselt palju: striatumis, naalduvas tuumas, hipotalamuses, mustolluses,
gjukoores. Striatumis esineb pohiliselt Dy isovorm. Mélema isovormi puhul on nédidatud
seostumist Gj, G, ja G; valkudega. Nii D; kui D, retseptorid on striatumis lokaliseeritud
enamasti GABA-ergilistele neuronitele, samas kui nende koosekspressioon on pigem harv.
[17, 22-24, 26]

Teisi D2 gruppi kuuluvaid retseptoreid - D3 ja D4 retseptoreid — on gjus vahem kui Do,
kuguures D3 leidub néiteks naalduvas tuumas, D, on aga pohimikutuumades (striatum,
mustollus jt) véhe, rohkem gukoores, hipokampuses, mandeltuumas ja hiipotalamuses. Lisaks
G; perekonna valkudele on naidatud seostumist ka Gq4-ga. [17, 22]

D5 leidub gjus tisna vahe ning on sageli koekspresseeritud koos D; retseptoriga néditeks
prefrontaalkoores, entorinaalkoores, tsingulaarkoores ja hipokampuses. Seostumist on
ndidatud Gsja G, valkudega[17, 22]

Dopamiini transporteri (DAT) autoradiograafilisel mérgistamisel on leitud, et seda

valku on enim striatumis, naalduvas tuumas, mustolluses ning mandeltuumas. [27]
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SOltuvus- ja huvituskaitumisega seotud protsesside vahendamine ajus

Vdised ja sisemised stiimulid, mida meie gju iga hetkel vastu votab ja too6tleb,
tingivad mingi organismi vastuse adapteerumaks nimetatud stiimulitega. Kui mingi stiimuli
korduval esitamisel organismi biokeemilis-kditumuslik vastus sellele suureneb, nimetatakse
stiimulit sarrustavaks. Olds'i ja Milneri eksperiment 1954. aastal tdestas, et gjus eksisteerivad
spetsiifilised “tasustustsentrid”, mida rotid vaga meelsasti ise elektriliselt stimuleerivad.
Virgatsainesiisteem, mis elektrilisele enesestimulatsioonile eriti tundlik on, on keskau
ventraalsest tegmentaalsest alast (VTA) lahtuv dopamiinergiline (DA-ergiline) rada, mis
projitseerub limbilise slsteemi aladesse, eriti naalduva tuuma piirkonda (NACc), ning
prefrontaal sesse gjukoorde (PFC). [28]

50 aastaga, mis nimetatud eksperimendist moddas, on tdestatud vaga suure hulga
erinevate sarrustgjate thine omadus aktiveerida mesolimbilist DA-ergilist rada ning kutsuda
esile DA vabanemine NAc-s. Selliste sarrustgjate hulka kuuluvad néiteks toit, magusad asjad,
seks jne, aga ka paljud ravimid ja narkootikumid, mis pdhjustavad soltuvust, samuti hiivesid
ennustavad, huivitajaga operantse voi klassikalise tingimise jargi seostatud stiimulid. [28, 29]

Uks vaga oluliss VTA-NAc DA-ergilise raja aktiveerimise modulaatoreid on
stiimuli/konteksti uudsus [28, 30]. Jaak Panksepp on arvanud emotiivsete narviringete hulka
ka ststeemi, mis vahendab uudishimulikku ja apetitiivset (Idhenevat, isulevat) kaitumist
objektide suhtes (SEEKING-stisteem), ning pole Ullatus, et selle slisteemi tiheks pdhiteljeks
on VTA-NACc radaja Uheks peamiseks virgatsaineks dopamiin [31].

DA-ergilised neuronid laenglevad kahel eri viisil: esiteks tavalises, Uksik-piik reziimis,
ja teiseks faasilises, hooglaenglemise reziimis [32]. Kuigi just hooglaenglemine leiab aset
motivatsiooniliselt oluliste (sarrustavate) stiimulite peale [33], on vahe stiimuli ja sellele
jargneva hooglaenglemise vahel suhteliselt pikk ning DA-ergiliste neuronite langlemine, mis
on pdhjustatud Uhest stiimulist, hakkab moduleerima vastust jargnevale stiimulile. Striatumis
on selline aeglane DA-ergiline moduleeriv stisteem aga seotud kiirete, kortikostriataal sete
glutamaat- ning GABA-ergiliste teedega [34].

Striatum ehk juttkeha (nii dorsaalne kui ventraalne osa) on oluline osa tuumade
rihmast nimega pdhimikutuumad. PShiline sisend striatumisse tuleb glutamaatergiliste teede
kaudu korteksist ning talamusest ja dopamiinergiliste teede kaudu keskajust (ka VTAst).
Pohiosa striataal setest neuronitest on GABA-ergilised projektsioonineuronid, mis sisaldavad
ka substants P ja dunorfiini. Vajundid l18hevad teistesse pohimikutuumadesse, VTA-sse, ka
mandeltuuma ja hiipotalamusse. [1, 35,36]
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VTA-s on lisaks dopamiinergilistele neuronitele samuti GABA-ergilisi neuroneid.
Molemad projitseeruvad NAc-sse ja PFC-sse ning neil on ka omavahelis slinapseid. Lisaks
projektsioonialadele vabastatakse dopamiini ka VTA piires ning vabanenud dopamiin on
voimeline difundeeruma vabanemiskohast aladesse, kus D; ja D, retseptorid on lokaliseeritud
GABA-ergilistele neuronitele. [29]

Nagu ndha, on VTA-striatum omavahel vaga mitmeti Uhendatud ja lisaks GABA-,
glutamaat- ja dopamiinergiliste teede omavahelisele interaktsioonile saab nimetatud piirkond
sisendeid teisteltki virgatsainestisteemidelt, mis omakorda signaliseerimist moduleerivad. Et
antud t66 raamides on olulism D, retseptorite funktsioon, keskendutaksegi edaspidi nende
retseptorite interaktsioonile tei ste virgatsai nestisteemidega.

Uks kdige enam tdestamist leidnud D, dopamiinergilise siisteemi interaktsioone
striatumi alas on interaktsioon adenosiin Apa  retseptoritega. Ajus on A,a retseptorid
ekspresseeritud suurel médéral samas piirkonnas, kus D, retseptoridki: dorsaal ses ja ventraal ses
striatumis [37]. Kasvav hulk uuringutulemusi — radioligandi sidumisest kditumiskatseteni —
naitab, et D, ja Aza vahel on antagonistlikud vastasmdjud. D, ja Aza vahel on nédidatud
retseptor-retseptor heteromerisatsiooni [38, 39], interaktsiooni sekundaarsete virgatsainete
tasemel [40] ning samuti antagonismi kaitumuslikul tasemel, kus A,a retseptorite
blokeerimine hoiab &ra psthhostimulandist tingitud k&itumusliku sensitisatsiooni tekke [41,
42].

Hasti on ndidatud ka dopamiinergilise slsteemi (muuhulgas D, retseptorite)
interaktsiooni noradrenergilise stisteemiga. Mitmed uuringud on ndidanud aju suurimast
noradrenergiliste neuronite kogumist sinavas alas ehk locus coeruleus es (LC) lahtuvat nii
stimuleerivat kui inhibeerivat sisendit VTAsse [43-45]. LC-st |éhtuvate neuronite rolliks on
oletatud organismi hakkama saamist ning adapteerumist keskkonnamuutustega ning Uledldist
arksust [46]. Intaktne LC-noradrenergiline sisend on vaalik, et saavutada dopamiini
normaalne vabanemine mesolimbilises slsteemis [47]. LC projektsioonide kahjustamisel,
naiteks selektiivse neurotoksiini N-(2-kloroettitil)-N-ettitl-2-bromobensiulamiiniga (DSP-4),
mis pohjustab LC-st léhtuvate NA-ergiliste |6pmete degeneratsiooni (kuna NA transporterid
alkuleeritakse) [48, 49], vaheneb dopamiini vabanemine rottide striatumis, NAc-s ja g ukoores
ning D, retseptorite arv suureneb, samuti GDP afiinsus G-valkudele vaheneb, mis viitab
retseptor-G-valk ulekande sensitiseerumisele [50, 51].

LC-st lahtuv noradrenergiline sisend mdjutab mesolimbilist dopamiinergilist stisteemi
ka kaudselt, labi prefrontaalse ajukoore. Kaitumuslikult tasemel on nédidatud, et
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noradrenergiliste retseptorite blokeerimisel (prefrontaalses koores) vaheneb dopamiini
vabanemine NAc-s ja ka pstihhostimulandist tingitud lokomotoorne aktiivsus. [35, 52, 53]

1980ndatel demonstreeriti, et osa DA-ergilis neuroneid sisaldab ka neuropeptiid
koletstistokiniini (CCK) [54]. CCK osaeb sboomise reguleerimises, valutundlikkuses,
Oppimis- ja mauprotsessides ning oletatavasti uuendustega kohanemises [55, 56]. Labi CCK
ja CCK,, retseptorite ndib CCK DA-ergilist aktiivsust mdjutavat erinevalt (hdlbustab voi
inhibeerib vastavalt), mida on ndha ka kditumuslikul tasemel [57, 58].

Lisaks on néidatud DA-ergilise slisteemi vastasmojusid serotonergilise slisteemiga
[59], endokannabinoidse stisteemiga [60, 61] ning endopioidse stisteemiga, millistest viimane
funktsioneerib samuti pohiliselt 1dbi G; tltpi G-valkude, nagu D, retseptoridki, mistéttu on
voimalik, et need kaks slsteemi mdjutavad teineteist intratsellulaarsel, teiseste virgatsainete
tasemel NAC neuronites [61].

Nii nagu on saadud Uha enam ja enam andmeid VTA ning striataalse ala DA-ergilise
susteemi interaktsioonidest teiste virgatsainetega, on ka mesolimbilise DA-ergilise tee rolli
kontseptsioon gja jooksul palju muutunud. Lihtsast sarrustuse ja naudingutunde vahendamise
hupoteesist on kasvanud vélja palju tldistavamaid teooriaid mesolimbilise dopamiinististeemi
funktsiooni kohta. Vaga palju on seda seostatud assotsiatiivse Oppimisega, kus sdltuvust
tekitava ainega seotud stiimul assotsieeritakse selle aine poolt tekitatud subjektiivse
elamusega ning sltuvust vaadeldakse selle teooria raames kui dopamiinist vahendatud
assotsiatsiivse Oppimise héiret. Niisiis dopamiinergiliste neuronite aktivatsioon vahendab
sarrustavate stiimulitega seotud keskkonnamérkide dppimist ja &ratundmist [28, 62, 63]. Seda
teooriat toetavad katseandmed, kus sOltuvust tekitava aine ja mingi keskkonnastiimuli
seostamine resulteerub raku tasemel slinaptilises plastilisuses, néditeks glutamaadist soltuvas
pikagjalises potentseerimises (LTP) VTA piirkonnas, glutamaat aga teadaolevalt kontrollib
keskaju dopamiinergiliste neuronite laenglemist ja funktsiooni [64]. Samas eksisteerib vahe
kunstlike (narkootikumid) ning looduslike sarrustajatega assotsieeritud stiimulite dppimises,
Oieti selle Oppimise intensiivsuses/kestuses. kokaiiniga assotsieeritud kontekstuaalsed
siimulid kutsusid tihes uuringus rottidel esile tagasilanguse kokaiini tarbimisse ka aasta péarast,
sama ga kui magusa lahusega seotud samad stiimulid olid efektiivsed vaid kolme kuu
jooksul [63, 65].

Ei tohi kahe silma vahele jatta ka motoor sete protsesside tahtsust soltuvuse tekkes. On
ju péhimikutuumade ja sealse dopamiini roll suur just motoorsetes protsessides. Seet6ttu on
oletatud ka, et dopamiini vabanemine naalduvas tuumas on oluline motivatsioonilistes

mehhanismides, seostades hiivituse selle kéattesaamiseks vaalike motoorsete aktidega [66].
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Seda hipoteesi toetab uuring, kus hiired, kelle organismis e slinteesita dopamiini, siski
edistasid suhkrulahust (looduslik sarrustaja) veele, st et nende organismi hivitussiisteem
funktsioneeris ligildhedaselt samamoodi kui tavalistel hiirtel, samas kui had algatasid toiduga
seotud akte harvemini kui tavalised hiired, mis viitab, et neil olid puudujddgid shitud
tegevuse algatamises (motivatsioonis) [67].

Hoolimata aga sellest, kas dopamiin omab otsest vdi pigem moduleerivat ja
holbustavat rolli hivitusega seotud gumehhanismides, vallandab enamik looduslikke ja
stinteetilisi sarrustgjaid dopamiini vabanemise naalduvas tuumas, plastilisuse VTA-NAC teljel
ja sellega seotud gupiirkondades ning teatud kaditumuslikud efektid, mille pdhjalikum
uurimine annab kindlasti palju teavet adiktiivsete protsesside vahendamise kohta gjus. [61]

Pstihhostimulandid dopamiinergilisesja sellega inter akteer uvates
stisteemides

Psihhostimulandid on klass aineid, mis pohjustavad erksust, kdrgendatud
téhelepanuvdimet ja kaitumuslikku aktivatsiooni. Sellised ained on néiteks nikotiin ning
kofeiin; kbige tugevama mdjuga aga on grupp aineid, mida Uheskoos nimetatakse
pstihhomotoorseteks stimulantideks — amfetamiin, kokaiin jt sarnase farmakoloogiaga
Uhendid. [2]

Amfetamiin, keemilise nimega B-fentitlisopropttlamiin (Lisa: Joonis 4) esineb kahe
sterecisomeerina: D- ja L- vormina, kuguures D-amfetamiin on suurema mdgjuga kui L-vorm.
Kokaiin (Lisa: Joonis 4), tropaani analoog, on kokapdfsa Erythroxylon coca lehtedest
eraldatav alkaloid, mis sarnaselt amfetamiinile on ndrk alus. Nii amfetamiin kui kokaiin
mojuvad agu katehoolamiinergilises slsteemis sarnaselt, blokeerides nende tagasihaarde
narvildpmetesse, kuid afiinsused erinevatele transporteritele on erinevad, mistottu nad
produtseerivad nii farmakoloogilisel kui isiku subjektiivsel tasemel pisut erinevaid efekte. [2]

Amfetamiin  omab enam-véahem vordset afiinsust dopamiini ja noradrenaliini
transporteritele (DAT ja NET vastavalt), samas kui afiinsus serotoniini transporterile (SERT)
on umbes 10 korda madalam. Kokaiinil aga on suurim afiinsus SERT-ile, ligikaudu 5 korda
vaiksem afiinsus DAT-ile ja ved védiksem afiinsus NET-ile. Amfetamiin, lisaks DAT
blokeerimisele, kaitub sellele transporterile kui valesubstraat, transporditakse tsiitoplasmasse

ning sea on ta vOimeline asendama dopamiini sUnaptilistes pdiekestes. Sunaptilistes
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poiekestest tsiitoplasmasse vabanenud dopamiin paneb DAT teistpidi t6dle ja seega vabaneb
veel enam dopamiini stinaptilisse pilusse. [2, 68, 69]

Kuigi amfetamiin ja kokaiin blokeerivad kdiki kolme po&hilist monoamiini
transporterit, arvatakse, et just seostumine DAT-iga (ja selle tulemusel DA suur hulk
stinaptilises pilus) on see, millel on keskne roll nimetatud psiihhostimulantide hivitavates ja
motoorselt aktiveerivates omadustes. [68, 70]

Niisiis on amfetamiini ja kokaiini mofju otseseks tagajarjeks ajus dopamiini
suurenenud vabanemine, mis, nagu eelpool mainitud, on Kkorrelaadiks adiktiivsete-
motivatsiooniliste mehhanismide aktiveerumisele. Samas esineb selline  dopamiini
vabanemine NAc-s ka vastusena uudsetele stiimulitele, kuguures DA vabanemise ulatus
sOltub loomade personaal setest iseérasustest: enam uudishimulikel rottidel on nii basaalne kui
uudsest stiimulist aktiveeritud DA vabanemine kérgem [71]. Seega vdib oletada seost DA-
ergilise siusteemi funktsioneerimise ja loomade uudistamisaktiivsuse vahel, samuiti
uudistamisaktiivsuse ja adiktiivsete-motivatsiooniliste mehhanismide vahel. On nédidatud, et
amfetamiin pOhjustab uudses keskkonnas uudistamis-/lokomotoorse aktiivsuse tbusu [72],
samas |loomad, kelle uudistamisaktiivsus on kérgem, manustavad endale amfetamiini ise palju
kergemini kui vahem uudishimulikud loomad [73].

Loomade uudistavat kaitumist ning nende personaalseid erinevusi selles on kdige
enam moddetud, kasutades avarvélja paradigmat, kus loomade kaditumist uudses kontekstis
hinnatakse, mddtes vahemaad, mida nad |dbivad, loendades taggagadele tdusmist ning
nuhutamist jne ja selle jérgi jagades neid uudsusele "korge” voi "madala reaktiivsusega’
isenditeks [74]. Seda paradigmat on modifitseeritud, kasutades niniimetatud vaba-valiku
uudiskasti, mis koosneb vékesest, kodukastile sarnanevast kambrist ja sellega tihendatud
avatud vélja koos tundmatute objektidega. Loomal on niisiis valik — kas jaada vaikesesse
kambrisse (seotud kdérge arevuse ja madala motivatsiooniga uudistada) voi minna avatud
véljae (seotud madala @evuse ja kbrge motivatsiooniga uudistada), kuguures avalduva
kéitumismustri jargi voib loomad jaotada " madalateks’ ja "korgeteks uudistajateks’, milline
ké&itumismuster on neile stabiilselt iseloomulik [75].

Nagu juba eelpool mainitud, saab VTA-NAc dopamiinergiline tee suuri mgjutusi LC-
st lahtuva noradrenergilise sisendi kaudu. Selline noradrenergiline modulatsioon on ndha ka
psitihhostimulantidest tingitud efektides, néditeks kaditmuslikul tasemel on demonstreeritud
noradrenaliini  rolli amfetamiinist tingitud lokomotoorsele aktivatsioonile [52, 76],
dopamiinergilise stisteemi neurokeemias aga naidatud nii basaalse kui stimuleeritud DA

vabanemise vahenemist ja D, retseptorite Uleregulatsiooni striatumis pérast LC-st |dhtuvate
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noradrenergiliste projektsioonide denerveerimist toksiin DSP-4-ga [50, 51] ning kéitumuslikul
tasemel, sltuvalt loomade personaalsetest erinevustest uudistamisaktiivsuses, muutust
adapteerumises keskkonnaga ning amfetamiinist indutseeritud lokomotoorses aktiivsuses
[72].

Uks loomadel enim jégitavaid psiihhostimulantide efekte on kaitmuslik aktivatsioon,
pohjustatuna stimulandi manustamisest. Korduv psiihhostimulantide manustamine viib aga
nahtuseni, mida kutsutakse kditumuslikuks sensitisatsiooniks, ning mis valjendub suurenenud
lokomotoorses vastuses psiihhostimulandi doosile. Selline ndhtus on omane nii kokaiinile kui
amfetamiinile ning agu biokeemilisel tasemel véljendub suurenenud dopamiini
transmissioonis, vahemasti kokaiini puhul DAT arvu suurenemises NAc-s, D, retseptorite
Uleregulatsioonis, basaalses adenllaadi tsiklaas aktiivsuse kasvus (oletatavalt johtuvalt
véhenenud G; vakude inhibeerivast mojust sellele) NAc-s, suurenenud glutamaadi ja
vahenenud GABA transmissioonis VTA-s, vahenenud DA transmissioonis prefrontaalses
korteksis (PFC), kokaiini puhul hdlbustunud glutamaatergilises transmissioonis NAc-s jne
[68, 70, 77]. Sellised adaptiivsed muutused lelavad aset ringes, millele on omistatud roll
tolkimaks erinevaid stiimuleid adaptiivseteks kditumuslikeks vastusteks. See ringe hdlmab nii
dopamiinergiliste tuumade kogumeid VTA-s kui mustolluses, naalduvat tuuma, korteksi
alasid ja striatumit ning pohitransmitteriteks on seal dopamiin, GABA, glutamaat, dunorfiin.
See ringe on praktiliselt identne eespool vaadeldud adiktiivset ja uudistavat k&tumist
vahendava ringega, seet6ttu voib kditumusliku sensitisatsiooni uurimine anda informatsiooni
ka sBltuvuse biokeemia kohta. Uleérgastust selles ringes on loetud ka psiihhostimul antidest
tingitud pstihhoosi ja skisofreenia mudeliks. [77]

Voimaluse hinnata ainete sarrustavaid omadusi ning sdltuvuse tekkemehhanisme ja
nende seotust kontekstuaalsete stiimulitega annab lisaks kaitumusliku sensitisatsiooni
uurimisele ka tingitud paigaeelistuse (CPP — conditioned place preference) paradigma. CPP
katses seostatakse Uks kahest looma jaoks (loodetavasti) vOrdselt neutraalsest keskkonnast
mingi sarrustava ainega, naiteks ststitakse kokaiini, teine aga mitte, néiteks stistitakse lihtsalt
lahustit. Pérast treeningsessioone antakse loomale voimalus valida, kumba keskkonda ta
eclistab. Kokaiin kutsub esile tugeva paigaedistuse, st loomad viibivad paju enam selles
keskkonnas, kus neile kokaiini ststiti, samuti parast pikema aja méddumist kutsub praimiv
kokaiinidoos esile CPP taastumise. [ 70, 78, 79]
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Dopamiiner giline siisteem suhkrulahuse (looduslik sarrustaja) tarbimisel

Nii, nagu loomadel eksisteerivad individuaalsed isedrasused uudistavas kaitumises,
esinevad taolised isedrasused ka nende tundlikkuses sarrustavate ainete suhtes. Sellist
individuaal set seadumust tundlikkuseks sarrustajale saab modta néditeks uurides suhkrulahuse
tarbimist ja edlistust; mitmed uuringud ongi rotte jaganud “korgeteks’ ja“ madalateks’ suhkru
tarbijateks’ [80, 81]. Sarnaselt kunstlike sOltuvust tekitavate ainetega, pOhjustab ka
suhkrulahuse tarbimine NAc-s dopamiini vabanemise [82], samuti v&ib suhkrulahuse
tarbimise phjal ennustada looma valmidust endale ise manustada amfetamiini voi kokaiini
[81, 83]. Niisiis vdiks rottidel suhkrulahuse tarbimiské&itumine olla suhteliselt stabiilne
islksusomadus, mis on seotud ka mitmete neurokeemiliste muutustega gus, sh D
dopamiinergilises slisteemis. Seost D, dopamiini retspetoritega on néidatud uuringus, kus D,
retseptori antagonisti pimosiidi manustamine vahendas suhkrulahuse tarbimist ja eelistamist
veele [84]. DAT blokeerimine, kasutades potrdmikrodialtiiss DAT blokaator nomifensiiniga
suurendas suhkrulahuse tarbimist, aga mitte vee tarbimist, mis néitab, et DA efekt on
sarrustaja-spetsiifiline [82].

Enamik katseid nii kunstlike sarrustgjate kui suhkrulahuse tarbimise uurimiseks on
tehtud paevasel gal, valges faasis, mis aga pole 66loomade (nagu rotid) puhul aktiivne
periood. Dopamiini jatema metaboliitide tase naalduvas tuumas ja striatumis on rottidel leitud
olevat kdrgem nimelt pimedas faasis [85], mist6ttu voib oletada, et m&dtmised pimedas faasis
toovad enam esile rottide iseloomuliku k&itumise, samuti individuaalsete isedrasusete

neurokeemia on paremini jalgitav.
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EKSPERIMENTAALNE OSA
Materjalid

EDTA telliti Merckist; Tris-(htdroksimettidl)-aminometaan ja NaCl Naxo Ltd.-st;
HEPES (N-[2-hidrokstetiiil] piperasiin-N’ -[ 2-etaansulfoonhape] ), dopamiin, GDP ning (+)-
butaklamool Sigma-Aldrich Co.-st; ditiotreitool (DTT) firmast Reana; MgCl, Acrosdlt;
[**S|GTPYS ja stsintsillatsioonikokteil PerkinElmer Life Science Inc.-st; filtrid (GF/B
klaasfiiberfiltrid) Whatman Int. Ltd.-st.

Kéitumiskatsete juures kasutatavad tdhtsamad materjalid on &a toodud vastava
meetodi all.

Meetodid

Kaitumiskatse 1. DSP-4 vbi/ja amfetamiini mdju rottide uudistamisaktiivsusele

Katse on l&bi viidud Tartu Ulikooli Sotsiaalteaduskonna psiihhofiisioloogia
teadusgrupi litkme Aet Alttoa poolt.

Isased Wistari rotid (n=64, kaal 323 — 590 g, Kuopio, Finland) majutati 4-kaupa
standardsetesse pol Upropileenpuuridesse ning hoiti 12/12h valgus/pimedus tsiklis. Toit ja
jook olid saadaval ad libitum. Eksperimendid viidi 1&bi 13:00 ja 19:00 vahel.

Uudiskasti test viidi l&bi, nagu eelnevalt kirjeldatud [75, 86]. Metallist uudiskast
koosnes 0.5x1m avarvdjast (seinad 40 cm) ning 20x20x20 cm véaikesest kambrist, mis oli
ukseavaga Uhendatud avarvéljaga. Avarvéli oli jagatud 8 vordse suurusega ruuduks ning sedl
oli neli objekti: Uks tuttav (toidugraanul) ning 3 tundmatut (pappkarp, klaasist pudel ja puust
pulk). Puuri puhastati peale iga looma sealviibimist. Uudistamise test algas roti asetamisega
vaikesesse kambrisse. Testisessioon kestis 15 minutit, mille kdigus moddeti 1) latentsiaega
avarvdjae sisenemisel; 2) avarvéljae sisenemise kordi; 3) aega, mis veedeti avarvéijal; 4)
labitud ruute; 5) taggjalgadele tdusmist; 6) tundmatute objektide uudistamise kordi ning
arvutati |6puks kOigi uudistamis-/aktiivsuselementide summa. Kéaitumise jargi uudiskasti
testis teisel pdeval jagati rotid kdrge ja madala uudistamisaktiivsusega (HE ja LE vastavalt)
isenditeks.

D-amfetamiin (Sigma, St. Louis, MO, USA) manustati rottidele (0.5 mg/kg)
intraperitonaalselt 15 min enne testi ning DSP-4 (AstraZeneca, Sodertélje, Roots) doosis 10
mg/kg 14 paeva enne testsessioone. Rotid jagati gruppideks: 1) HE loomad: a) kontroll (nii
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DSP-4 kui amfetamiini manustamise asemel sldtiti lahustit), b) ainult DSP-4 t66tlus
(amfetamiini manustamise ga sustiti lahustit), ¢) ainult amfetamiini grupp (DSP-4 td6tluse
gal sutiti lahustit), d) DSP-4 t66tlustamfetamiin; 2) analoogselt LE rottide grupid.
Amfetamiini ja DSP-4 mdju uurimise testides kasutati avarvélja paradigmat, s.t. et
uudiskastis vahekéik véikesesse kambrisse oli suletud. Loomad asetati avatud aae 15
minutiks ning loendati kdik eel poolnimetatud aktid.
9 péeva parast testide |6petamist viidi 18bi sensitisatsiooni katse: kdik loomad said

amfetamiinisisti 0.5 mg/kg ja nende lokomotoorset aktiivsust méddeti avarvalijal.

Kaitumiskatse 2: Kokaiinist tingitud paigaeelistuse uurimine

Katse on l&bi viidud Tartu Ulikooli Sotsiaalteaduskonna psiihhofiisioloogia
teadusgrupi litkme Kadri Kivu poolt.

Isaste Wistari rottide majutustingimused olid samad, mis eelmises katses. Samuti
uudiskasti test ja selekteerimine HE ning LE loomadeks viidi |&bi sarnaselt.

Kokaiin-HCl (Synopharm GmbH & Co. KG, Saksamaa) lahustati (0.9% NaCl) ning
manustati loomadel e intraperitonaal selt doosis 15 mg/kg vahetult enne kaitumiskatset.

CPP katse viidi labi 48 rotiga, kes kaalusid eksperimendi algul 250-360g. CPP puur
koosnes 2 vordse suurusega kambrist, thel olid hallid seinad ja pérand, teisel valged; ruumid
olid eraldatud uksega ning ruumide pdrand oli jagatud joontega neljaks ruuduks. Nii HE kui
LE loomad jagati juhusliku médranguga kontroll- (said lahustit) ja kokaiinigrupiks. Kahel
paeval testiti nende loomulikku valikut kambrite vahel ning teise paeva tulemused loeti
baastasemeks. Tingimistestis seostati kokaiini sist valge kambriga, kontrollgrupp sai aga
lahustisiisti enne valgesse kambrisse sulgemist. Uheksandal katsepéeval lasti loomadel valida,
kumba kambrit nad eelistavad (alustati looma panekust valgesse kambrisse, sest see oli
baastaseme poolest véahem eelistatud kamber) ning mdddeti nende liikumist 15 minuti
jooksul. Valges kambris mdddeti 1) sisenemiste arvu nimetatud kambrisse, 2) aega, mis seal
veedeti, 3) ruute, mis |&biti, 4) taggagadele tdusmist ja 5) lokomotoorse indeksina kahe
viimase summat. CPP skoor loeti kui vahe aegade vahel, mis veedeti kokaiiniga seotud

kambris pérast ja enne tingimise sessiooni.

Kaitumiskatse 3: Suhkrulahuse tarbimise uurimine péeval ja 66sel

Katse on labi viidud Tartu Ulikooli Sotsiaalteaduskonna psiihhofiisioloogia

teadusgrupi liikme Margus Tonissaare poolt.
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Isased Sprague-Dawley rotid (Scanbur BK AB, Roots) kaaluga 373-546 g majutati
Uhekaupa plastikust puuridesse ning hoiti 12/12h valgus/pimedus tstklis. Toit ja jook olid
saadaval ad libitum.

Suhkrulahuse eelistuse test viidi |&bi, lubades rottidel valida kahe pudeli sisu vahel:
Uhes oli 1% suhkrulahus, teises vesi. Pudelite asukohta muudeti testide kaigus. Suhkrulahuse
ja vee tarbimist 1h jooksul mdddeti, kaaludes pudeleid enne ja pérast testi. Loomad jagati
kaheks grupiks, Uhed alustasid eelistustesti pimedas, teised valges tsiklis. Kokku l8bisid
kummassegi gruppi kuulunud loomad 4 testi valges ja 4 testi pimedas. Suhkrulahuse eelistus
arvutati kui tarbitud suhkrulahuse osa kogu manustatud vedelikust.

Koe monoamiinide sisalduse mdétmine (Kaitumiskatse 1 ja 2 puhul)

Kromatograafilised mddtmised on teostanud Tartu Ulikooli Sotsiaalteaduskonna
psiihhoflisioloogia teadusgrupi tottaja Marika Eller.

Monoamiinide (dopamiin, serotoniin) ning nende metaboliitide (DOPAC, HVA, 5-
HIAA ehk 5-hudrokulindool&adikhape, serotoniini metaboliit) tase on méaaratud HPLC-ga,
el ektrokeemilise detekteerimisega.

Ajukoed homogeniseeriti Bandelin Sonopuls ultrahelihomogenisaatoriga jagkilmas
homogeniseerimislahuses (0.1 M perkloorhape, 5 mM naatriumdisulfit ja 0.4 mM EDTA),
tsentrifuugiti 17 000xg 10 minutit 4 °C juures ning 10/20 wl supernatanti kromatograf eeriti
(Lichrospher 60 RP Select B kolonn, 250x3 mm; 5 pum) isokraatilises reziimis 30°C juures,
eluendiks 0.05 M naatriumtsitraatpuhver pH-l 3.7, mis sisaldas 0.02 mM EDTA, 1 mM KCl,
1 mM naatriumoktillsulfonaati ja 5.6% atsetonitriili. Detekteerimine toimus potentsiaalil
0.6V/0.7V (Ag/AgCI vordluselektroodi suhtes).

D,-retseptori poolt stimuleeritud [**S]GTPYS sidumineroti aju striatumi ja naalduva tuuma
membraanidele: valjatdrjumiskdver GDP-ga

Parast kaitumiskatseld tapeti rotid dekapitatsiooni teel prof. Jaanus Harro poolt.
Ajuosad eraldati, kasutades juhendina Paxinos' e ja Watsoni roti gju atlast. Naalduvad tuumad
jastriatumid eraldati nagu kirjeldatud [72].

GTPyS anduls viidi l8bi nagu kirjeldatud [87]. Koed homogeniseeriti 3.5 ml
homogeniseerimispuhvris (Tris-HCI, pH=7.4) Bandelin Sonopuls ultrahelihomogenisaatoriga
(kolm korda, 10 sekundit/kord) ning tsentrifuugiti 32000 g ja 4°C juures 20 minutit.
Supernatant kallati arajarehomogeniseeriti membraanid eespoolkirjeldatud viisil. Protseduuri

21



korrati kokku kolm korda. Segjarel homogeniseeriti membraanid kas 90 kordses (striatumid)
voi 200 kordses (naalduvad tuumad) GTPYS inkubatsioonipuhvris A (20 mM K-HEPES, 7
mM MgCl,, 100 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, pH=7.4). Membraanid (500 pg
striatumi ja 200 pg naalduva tuuma kudet katsepunktis) inkubeeriti 0.2 nM [*S|GTPyS ja
erineva kontsentratsiooniga GDP-ga (3 mM-1 puM) kas dopamiini (1 mM) v&i butaklamooli
(10 uM) juuresolekul 90 minutit 30°C juures. Reaktsioon peatati kiire filtreerimisega |18bi
GF/B klaasfiiberfiltrite ning filtreid pesti lisaks kolm korda jaékilma filtreerimispuhvriga B
(20 mM naatriumfosfaat, 100 mM NaCl, pH=7.4). Igale filtrile lisati 4 ml
stsintsillatsioonikokteili, lasti Uled0 seista ja loendati seostunud radioaktiivsus Wallac
RackBeta 1219 vedelikstsintsillatsioonl oenduriga.

Dopamiini poolt vahendatud [*S]GTP)S sidumise aktivatsioon roti aju striatumi
membraanidele: kontsentratsioon-vastus kover

Roti au striatumi  membraanid olid vamistaiud Rali Remmeli poolt
inkubatsioonipuhvris A. Membraanid lahjendati GTPyS inkubatsioonipuhvriga A
kontsentratsioonile 89 mg kudet katsepunktis ning inkubeeriti 0.2 nM [**S|GTPYS, 32 pM
GDP ja erineva kontsentratsiooniga dopamiiniga (100 mM- 0.1 uM) 90 minutit 30°C juures. 1
UM |8ppkontsentratsiooniga butaklamooli kasutati, méaramaks aktiveerimata retseptoritele
vastavat [*S|GTPyS sidumist. Reaktsioon peatati kiire filtreerimisega 1&bi GF/B
klaasfiiberfiltrite ning filtreid pesti lisaks kolm korda jd8kilma filtreerimispuhvriga B. Igale
filtrile lisati 4 ml stsintsillatsioonikokteili, lasti Ulet0 seista ja loendati radioaktiivsus Wallac
RackBeta 1219 vedelikstsintsillatsioonloenduriga.

Andmetdotius

Biokeemiliste sidumisanaliiliside andmed to6deldi programmi GraphPad Prism” 4.03
(GraphPad Software, Inc.) abil, kasutades mittelineaarsete vahimruutude meetodit. Katsed
tehti duplikaatides vai triplikaatides, tulemused on esitatud kujul: keskmine £ SEM.

Kéaitumiskatsete ja HPLC anallilside tulemused t66deldi programmiga Statview for
Windows (SAS Ingtitute Inc., USA), kasutades ANOVA't (analysis of variance). Post hoc
testid tehti, kasutades Fisher'i PLSD testi.
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TULEMUSED JA ARUTELU

[*°S]GTPyS véljatérjumisanaliilis optimeerimineja oluliste parameetrite
valik

Dopamiini D, retseptorite aktiveerimine roti au striatumis viis GDP afiinsuse
véhenemisele, mis [*S|GTPyS véljatérjumisel GDP-ga véjendus véljatérjumiskdvera
nihkumisena paremale (Joonis 1). See omakorda téhendab, et samal GDP kontsentratsioonil
seostus dopamiini kui agonisti juuresolekul G-valgule rohkem [*S]GTPYS kui butaklamooli
(antagonisti) juureolekul. Vahet dopamiini ja butaklamooli juuresolekul G-valgule seostunud
[**S|GTPyS madrade vahel on edaspidi lihendatult nimetatud DA efektiks [*°S|GTPyS
sidumisdle. Vahet GDP afiinsuste vahel (korrektsemalt log[ICsg] vahel) dopamiini ja
butaklamooli juuresolekul on nimetatud vastavalt DA efektiks GDP afiinsusele. Nimetatud
parameetrid on Joonisel 1 tahistatud vastavalt 1) ja 2)-ga.

22500 -
20000+ m dopamiin
17500 - & butaklamool
15000+
= 12500+ \
[= 3
o 100004 J X
?5uu-_(D )
5000 - T
2500 - oy
ad @)
0 T T T T T T T T T 1
7.0 5.5 5.0 5.5 5.0 -4.5 -4.0 -3.5 -3.0 2.5 2.0
log[GDP]

Joonis 1. Agonisti juuresolekul aset leidvat GDP afiinsuse muutust iseloomustavad
parameetrid: DA efekt [*S]GTPyS sidumisele (1) ning GDP afiinsusele (2).
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Varem on meie uurimisrihma poolt naidatud, et retseptorite aktivatsioon e mdjuta
GTPYS enda véimet konkureerida [*°S]GTPyS-ga G-valgule, mis tahendab, et GTPYS (ega
ilmselt siis ka mitte [*°S]GTPyS) afiinsus e sdltu retseptori aktivatsioonist. See on sellise
katseformaadi juures, kus kasutatakse [*S]GTPyS véljatérjumist GDP poolt, hadavajalik
tingimus, sest andmeid kus nii GDP kui ka [*S]GTPyS afiinsus sdltuks retseptor-G-valk
aktivatsioonist, oleks raske analtilisida ning tulemustel puuduks métekas sisu.

Jooniselt 1 on naha, et DA efekt GDP afiinsusele ja sellega [*°S|GTPYS sidumisele
soltub GDP kontsentratsioonist. Moddetuist kirjeldamiseks sobivaim vahe dopamiini ja
butaklamooli juuresolekul aset leidva [*S]GTPYS sidumise maérade vahel striatumis avaldus
reprodutseeruvalt 100 uM GDP kontsentratsioonil (Joonis 2). Kuigi mdne roti striatumis oli
DA efekt [*°S]GTPyS sidumisele suurim 32 pM GDP kontsentratsioonil, oli 100 uM GDP
kontsentratsiooni korral andmed Uhtlasemad. Naalduvas tuumas saadi kdige konsistentsem

efekt 32 UM GDP kontsentratsioonil (graafikut pole toodud).
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Joonis 2. Dopamiini mdju [®S|GTPyS sidumisele striatumis erinevatel GDP
kontsentratsioonidel 6 erineva roti gu jaoks. Graafik on representatiivne ndide striatumis
saadud tulemustest.
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32 uM GDP juuresolekul kontrolliti roti gu striatumis dopamiini poolt vahendatud
[**S|GTPYS sidumise aktivatsiooni ning saadi sigmoidne kontsentratsioon-vastus kéver, kus
PECsy oli 3.28 + 022, 1 pM butaklamoolist pdhjustatud [*S]GTPyS sidumine jai
baastasemele (Joonis 3). Edaspidisteks [*S]|GTPyS véljatérjumise katseteks GDP-ga leiti 1

mM dopamiini kontsentratsioon [**S]GTPyS sidumise aktiveerijana olevat sobiv.

13000-
® dopamiin

v butaklamool

8000 T T T T T T T T T |
-6.0 -55 -50 -45 -40 -35 -3.0 -25 -20 -15 -1.0

log[DA]

Joonis 3. Dopamiini poolt aktiveeritud [*S]GTPYS sidumine roti aju striatumi

membraanidele.

Eespoolarutletu jargi voOeti kétumiskatsete juurde tehtud D, retseptor-G-valk
signaalililekande i sel oomustami seks kasutusel e jargmised parameetrid:
1) 1 mM DA efekt [*S|GTPyS sidumisele 100/32 pM GDP juuresolekul ning 2) 1 mM DA
efekt GDP afiinsusele. Neid parameetreid kasutati kdikide kéitumiskatsete juurde tehtud
retseptorol oogiliste katsete tulemuste esitamisel, kugjuures méningates uuringutes toodi eraldi

véljalihtsalt GDP afiinsus 1 mM DA juuresolekul jal puM butaklamooli juuresolekul.
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DSP-4 ja/vGi amfetamiini moju rottide kaitumisele ning D, retseptor -G-valk
signaali tlekandele

Tulemused

Uudiskasti testis ilmnesid selged erinevused rottide uudistamisaktiivsuse vahel ning
baseerudes telse péeva testide tulemusele jagati rotid kOrge ning madala
uudistamisaktiivsusega (HE ja LE vastavat) loomadeks. DSP-4 efekt |oomade
lokomootorsele aktiivsusele praktiliselt puudus. Amfetamiin stimuleeris |okomotoorset
aktiivsust nii HE kui LE loomadel, kuid LE loomadel oli see efekt téheldatav vaid esimesel
katsepdeval ja polnud mdjutatud LC (locus coeruleus) osalisest denervatsioonist DSP-4-ga,
samas HE rottidel DSP-4 eelttotlus blokeeris amfetamiinist indutseeritud |okomotoorse
aktiivsuse tdusu (Joonis 4). Amfetamiinisensitisatsioon tekkis vaid LE grupi loomadel, kellele
polnud DSP-4 manustatud.

- kontroll
128 -1 -
e =1 DSP-4
o e = B DSP_4-+amfetamiin
E . En i
E " x %u . ™
b= i = w
= [ 1] =
E * 18 L
: =
ﬁ ag & E:n T T
L [
H ol w Lo L =
=]
8- 1E " @\m iE aE =Lh LE HE LE HE
- Piiev 1 Sensitisatsioon  zoe- Piiev 1 Sensitisatsioon

Tagajalgadele téusmisi

LE

Piev 1 Sensitisatsioon Pievl Sensitisatsioon

Joonis 4. Amfetamiini voi/ja DSP-4 mdju rottide lokomotoorsele aktiivsusele. * ,** p<0.05,
0.01 vs aktiivsus Paeval 1; #,## p<0.05, 0.01 vs vastav amfetamiini grupp. [88]
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DSP-4 t66tlus vahendas oluliselt noradrenaliini (NA) sisaldust nii LE kui HE loomade
frontaalkoores, vahenes ka DA sisaldus ja HVA ning DOPAC-i sisaldus frontaalkoores.
Samuti ilmnes amfetamiini saanud HE loomadel tendents NA vahenemisele frontaalkoores.
LE loomadel pdhjustas amfetamiin DA taseme téusu striatumis, kuna aga DOPAC-i sisaldus
jai samaks, langes DOPAC/DA suhe. Uldiselt oli DA sisaldus LE loomade striatumis suurem
kui HE loomade!.

100 pM GDP kontsentratsioonil ilmnes, et DA efekt [*°S|GTPyS sidumisele oli
oluliselt vdiksem HE amfetamiini grupis, vorrelduna HE kontrolliga (p<0.05, Aktiivsus x
Amfetamiin interaktsioon). Samuti vahenes DA efekt GDP plCso-le DSP-4 eeltdtdeldud HE
loomade grupis, kes said amfetamiini, vorreldas lihtsalt HE DSP-4 grupiga (p<0.05, Aktiivsus
x Amfetamiin interaktsioon). Ulelildiselt oligi tdheldatav, et amfetamiin vahendas just HE
loomadel D,-G-valk omavahelise signaliseerimise efektiivsust, soltumata sellest, kas vorreldi

lahusti/amfetamiin voi toksiin/toksiin+amfetamiin gruppe (Joonis 5).

A B
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=5 11 0 DSP-4+amfetamiin .
E 1 | T ¥
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.;— 1] 1 om
e LE HE LE HE

Joonis 5. Amfetamiini vdi/ja DSP-4 mdju roti gju striatumis D, retseptor G-vak Ulekande

tundlikkusele. * p<0.05 vs vastav HE kontrollgrupp; # p<0.05 vs vastav HE+DSP-4 grupp.
[88]

Arutelu

DA-ergilise sisteemi seisukohalt ilmnes ainus oluline erinevus HE ja LE loomade
vahel koe monoamiinide tasemel selles, et LE loomadel oli striatumis DA tase kérgem kui HE
loomadel. See aga e pruugi Uldse viidata sellele, nagu oleks DA-ergiline aktiivsus LE
loomadel striatumis kdrgem. Vaadates the DA pdhilise metaboliidi DOPAC-i sisaldust, mis
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e erine HE ja LE loomadel striatumis, vOib jareldada, et DOPAC/DA suhe LE loomadel on
palju vaiksem kui HE loomadel, see omakorda vdib signaliseerida hoopis vaiksemast DA-
ergilisest aktiivsusest selles piirkonnas. Seetottu vOib ka LE-loomade motoorne vastus
amfetamiini  manustamisele olla véiksem kui HE loomadel. Samas on ndha et
amfetamiinigrupi LE loomadel on striatumis DA tase veelgi tdusnud, see tdhendab, et
potentsiaalselt vabastatava dopamiini hulk on suurem. Amfetamiin  pstihhomotoorse
stimulandina blokeerib dopamiini transporteri (DAT), mistéttu manustamissessioonide kdigus
voib adaptiivse mehhanismina tekkida DAT Uleregulatsioon, ning kui sessioonile jargneb
abstinentsiperiood, mille kéigus amfetamiini e manustata, voib DAT tihedus vastusena sellele
langeda, mida on ka nédidatud DAT funktsiooni uuringutes kokaiini ja amfetamiini
manustamisel [89]. Kui aga sensitisatsioonikatses uuesti manustada amfetamiini, on DAT
alaregulatsiooni tottu tagasihaaratav DA hulk veelgi véiksem ning stnaptilises pilus on
kontsentratsioon vastavalt jallegi suurem, milline fenomen voibki selgitada kditumuslikku
sensitisatsiooni kui kdrgenenud |lokomotoorset vastust péarast abstinentsiperioodi manustatud
stimulandile.

Samas HE loomadel funktsioneerivad need mehhanismid soltuvalt (arvatavasti)
genestilisest eripdrast pisut teisiti ning vajenduvad pigem D, dopamiini retseptorite ning
nendega seostuvate G-valkude omavahelise signaliseerimise muutustes. Mis e vdlista fakti, et
mingid muutused vobivad toimuda ka LE loomade D,-retseptorite signaaliilekande
reguleerimises, kuid summaarselt jadvad viimased védiksemaks vOi kompenseeruvad
vastandlike protsesside (amfetamiini manustamine-arajdmine) toimel.

On nédha, et HE loomadel toimub amfetamiini manustamisel (sbltumata sellest, kas nad
on DSP-4-ga edtoodeldud vOi mitte) Do-retseptorite ning G-valkude vahelise
siganaliseerimise desensitisatsioon, mis valjendub DA efekti vahenemises kas siis[*°>S|GTPyS
sidumisele voi GDP afiinsusele. See tdhendab, et dopamiini juuresolekul on GDP afiinsuse
vahenemine vaiksem kui kontrollgrupil, teisisonu: GDP vahetatakse G-valgu a-aalhikul
GTP vastu vdja vdiksema intensiivsusega. Kas selle taga v6ib olla D,-retseptorite tiheduse
kasv, Gi-valkude hulga vahenemine (mo&ningates uuringutes on leitud, et naiteks kokaiini
manustamisel G; valkude hulk mesolimbilise DA-stisteemi regioonides vaheneb [90]) vOi
moni muu mehhanism, tuleks selgitada edaspidistel uuringutel. Igatahes voib selline
vahenenud D, retseptorite-G-valkude vaheline tundlikkus selgitada, miks HE loomadel
puudus amfetamiinisensitisatsioon. Voib oletada, et kui HE loomadel ka toimuks sarnane

muutus DAT tiheduses abstinentsiperioodil kui LE loomadel, siis amfetamiini uuesti
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manustamisel oleks DA kontsentratsioon sinaptilises pilus kill suurem seoses véhenenud

DAT arvuga, kuid D, retseptor-G-valk ulekande desensitiseerumine kompenseeriks selle.

Kokaiini mgju rottide kditumisele ning D, retseptor-G-valk signaali
ulekandele

Tulemused

Sarnaselt eelmise uudistava kditumise testiga jagunesid ka selles katses loomad selgelt
korgelt ja madalalt uudistavateks (HE ja LE), kuguures lokomotoorne aktiivsus uudiskasti
testis teisel paeval oli suhteliselt hea ennustgja sellele, kuidas kaitusid loomad CPP puuri
valges kambris samuti teisel katsepdeval (valitud baastasemeks), kui neil lasti valida vabalt
kambrite (hall ja valge) vahel. Enne kokaiini manutamist polnud HE ja LE loomadel mingit
vahet gjas, mis nad veetsid valges kambris, kill aga olid HE loomad testis lokomotoorselt
aktiivsemad. Kumbki grupp eelistas halli kambrit valgele. Pérast 8 tingimiskatset kujunes nii
HE kui LE loomadel, kellel kokaiinisiist oli seostatud valge kambriga, vélja paigaeelistus
valge kambri suhtes, mis e erinenud oma ulatuselt HE ja LE gruppide vahel ning oli mdlema
grupi puhul Ule baastaseme ning Ule kontrollgrupi taseme, vottes aluseks valges kambris
veedetud agja. Samuti ilmnes kokaiinigruppide (nii HE kui LE) rottidel tendents olla
lokomotoorsed aktiivsemad (Joonis 6). Kaitumuslikku sensitisatsiooni valja e kujunenud — ei
avarvéljal ega valges kambris (joonist pole vélja toodud). Samuti ei erinenud DA, DOPAC
ning HVA sisadus kokaiinitootlusega HE ja LE loomadel vastavatest kontrollgrupi
loomadest.

Retseptoroloogilistest katsetest ei ilmnenud olulisi erinevusi 1) HE ja LE loomade
vahel aktiivsusest |ahtudes ning 2) kokaiinigrupi ja kontrollgrupi vahel to6tlusest |ahtudes
kummaski eelmise alapunkti all &ratoodud parameetris: DA efektis [*°S]GTPyS sidumisele ja
DA efektis GDP afiinsusele (Joonis 7).
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Arutelu

Vorreldes baastasemega ilmutasid HE grupi loomad Uhekordsele kokaiiniannusele
vastuseks suuremat lokomotoorset aktiivsust kui LE loomad. Samas aga pai gaedlistus kujunes
molemal grupil véja sarnase magnituudiga ning kummaski grupis puudus kaitumuslik
sensitisatsioon. On huvitav mérkida, et antud juhul puudus ka HE-grupis stimulandist tingitud
D, retseptor-G-valk desensitisatsioon. HE grupi suurem tundlikkus pstihhostimulandile
sarnaneb eelmises punktis kasitletud kaitumiskatse tulemustega, samas erinevalt eelmisest e
kujunenud siin LE-loomadel vdja kaitumuslikku senistisatsiooni. Stimulandi  korduv
manustamine ei mdjutanud ka DA sisaldust striatumis (nagu amfetamiini korduvmanustamisel
juhtus), kui vorrelda LE ja HE loomi. See k&ik viitab agaolule, et erinevused rottide
kéitumuslikus vastuses erinevatele psiihhostimulantidele johtuvad erinevustest DA-ergilise
stisteemi funktsioneerimises.

Juba eelnevalt on mainitud, et kokaiin ja amfetamiin erinevad moneti oma
farmakoloogiliselt profiililt. Amfetamiin omab umbes 3 korda kdrgemat afiinsust DATI
suhtes kui kokaiin [92], samuti transporditakse ta DAT abiga tsitoplasmasse ning ta voib
asendada dopamiini sUnaptilistes pdiekestes. See omakorda viitab, et amfetamiini mdju
dopamiini vabanemisele mesolimbilises DA-ergilises slisteemis on intensiivsem. Selline
suurema intensiivsusega dopamiini vabanemine on tegelikult osaliselt ndidatud ka kéesoleva
kahe kéaitumiskatse juures tehtud in vivo mikrodialliisil, kus amfetamiin pdhjustas striatumis
monevorra suurema hulga DA vabanemise kui kokaiin, kusuures amfetamiini manustamisel
erinesid HE ja LE loomad DA vabanemise amplituudilt, mis oli kdrgem HE loomadel. Sellise
intensiivsema DA "laine”’ 166gi alla satuvad poststinaptilised D1 ja D, retseptorid (ka D3 ja Dy,
kuid nende ekspressioonitihedus selles piirkonnas on tunduvalt véiksem, eriti D3 retseptoritel
dorsaalse striatumi piirkonnas). Kuna uUhekordsel stimulandi manustamisel néitavad HE
loomad Ules suuremat tundlikkust, vOib oletada, et nende DA-ergiline slisteem on samuti
tundlikum, mis vdib olla vahendatud ka dopamiinergiliste retseptorite signaliseerimise poolt
(kuigi kontrollgruppide puhul e ilmnenud statistiliselt olulist erinevust HE ja LE loomade
vahel DA efektis GDP afiinsusele). Seega vastuseks suuremale DA-ergilisele stimulatsioonile
voib adaptiivse mehhanismina retseptor-G-valk llekanne desensitiseeruda. Ilmselt pole
kokaiini mgju nii tugev, et taolist desensitisatsiooni esile kutsuda. Samuti e blokeeri kokaiin
dopamiini transportereid nii suure afiinsusega (ja ehk ka DAT Ule- ning alaregulatsioon pole
nii suure ulatusega), seega vOib oletada, et eelmise punkti alla véja toodud kaitumusliku
sensitisatsiooni olenevus dopamiini transporteri funktsioonist el oma siinkohal nii suurt kaalu.
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Samas aga vOib kaditumusliku sensitisatsiooni puudumist seletada ka erinevustega
kokaiini manustamises, nimelt on néidatud, et kui hiirtele manustada kokaiini Ule paeva (nagu
ka kaesolevas uuringus tehtud), vaheldumis lahustiga, siis kontekstuaalset kaitumuslikku
sensitisatsiooni ei teki, samal gjal kui tingitud vastus (kéesolevas uuringus siis paigaeelistus)
kujuneb ikkavéaija[93].

Rottide suhkrulahuse tarbimise seosed D, retseptor-G-valk signaali
ulekande efektiivsusega

Tulemused

Koigis testides eelistasid rotid suhkrulahust veele, kusjuures valges faasis oli keskmine
eelistus 81% ning pimedas faasis 90%. Absoluutne suhkrulahuse tarbimine (grammides) oli
pimedas faasis aga oluliselt kdrgem kui valges faasis (Joonis 8). Individuaalsel tasemel oli

suhkrulahuse tarbimine véga stabiilne néitaja.

*kkk

kkkk  hkkk  khkkk
12 1 *

4 valge faas
4B pime faas

i e———#

2 70 -
(A) ltest litest litest IV test (B) Itest litest Nitest IV test

— —k
B o
w0 w
= 4]

ko

*

*

=]
o

4 valge faas
4 pime faas

-]
Lo ]

sulikrulahuse tarbimine {g)
o

suhkiulahuse eelistus (%o)
)
o

Joonis 8. Suhkrulahuse tarbimine (A) ja edlistus (B) valges ja pimedas faasis. *** p<0.001 vs
valge faas; **** p<0.0001 vs valge faas. [94]

Naalduvas tuumas ilmnes positiivne korrelatsioon keskmise pimedas faasis tarbitud
suhkrulahuse koguse ning GDP &fiinsuse (1Csp) vahel dopamiini poolt aktiveeritud DA
retseptor-G-valk kompleksile. Keskmine pimedas faasis tarbitud suhkrulahuse kogus
korreleerus sarnaselt ka [**S]GTPyS sidumisega dopamiini poolt aktiveeritud retseptor-G-valk
kompleksile 32 uM GDP juuresolekul ning viimase néitajaga korrel eerus ka keskmine pimeda

faasi suhkrulahuse edlistus (Joonis 9). Valges faasis nimetatud korrelatsioonid puudusid ning
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kui suhkrulahuse tarbimine arvutati Umber roti kaalu kohta, jdid seosed pdhimétteliselt

samaks.
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Joonis 9. Korrelatsioon keskmise pimedas faasis tarbitud suhkrulahuse (A) voi edlistuse (B)
ning dopamiinist tingitud [**S]GTPyS sidumise vahel G-valgule naalduvas tuumas. [94]

Arutelu

Antud uuring demonstreeris, et suhkrulahuse tarbimine on individuaalselt stabiilne
seadumus, mis ilmneb eriti selgelt pimedas faasis ning on isdloomustatud ka
retseptorol oogiliste markeritega nagu D, retseptorite signaalitilekanne naalduvas tuumas. On
loogiline, et 66loomade individuaalsed isedrasused tulevad eriti selgelt vélja nende jaoks
aktiivsel — pimedal perioodil. Tuleb aga rohutada, et suhkrulahuse tarbimine ning eelistus el
pruugi olla katumuslikult ega retseptoroloogiliselt samad fenomenid. Kui absoluutne
suhkrulahuse tarbimine sdltub téepoolest ainult suhkrulahusest jaisendist, kes sedatarbib, siis
suhkrulahuse eelistus on esitatud kui tarbitud suhkrulahuse suhe kogu tarbitud vedelikku, mis
sisaldab ka vee hulka. Vee tarbimine omakorda on kindlasti mdjutatud mdnevdrra teistest
fUsioloogilistest teguritest kui suhkrulahuse tarbimine. Niisiis. esiteks stabiilsem kditumusliku
seadumuse marker on suhkrulahuse tarbmine ning teiseks voivad erinevused tarbimise ja
eelistuse vahel ilmneda ka dopamiini retseptorite biokeemias.

Naalduvas tuumas leiti korrelatsioon suhkrulahuse tarbimise (66sel) ja GDP afiinsuse
vahel (kui 1Csp kasvab, siis afiinsus [8heb halvemaks, jarelikult rohkem suhkrulahust tarbinud

isenditel oli DA juuresolekul GDP seostumine G-valgule ndrgem) G-valgu a-aathikule
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dopamiini  juuresolekul, kuid mitte butaklamooli juuresolekul. See viitab, et antud
korrelatsioon on seotud pigem suurema dopamiinergiliste retseptorite mdjuga G-valgule, mis
siis peegeldub suuremas GDP afiinsuse vahenemises. Suuremat dopamiinist tingitud G-valgu
aktivatsiooni peegeldab ka positiivne korrelatsioon suhkrulahuse tarbimise ja edlistuse ning
dopamiini juuresolekul aset leidva [*>S|GTPYS seostumise vahel. Niisiis vdib oletada, et
rohkem suhkrut tarbivatel isenditel on suurema tundlikkusega dopamiinergiline stisteem (ka
teiseste virgatsainete tasemel), mis sarnaneb moneti eelmises kahes uuringus esinenud HE
loomade suurema dopamiinergilise tundlikkusega stimulandile. Siiski mdodeti  sedl
reaktsiooni  psihhostimulandile, antud juhul aga omaalgatusiikku lahenemist ja
tar bi miskaitumist.

On usutav, et kdigis kolmes [**S]GTPyS seostumise uuringus on m&édetud eeskétt G;
tudpi G-vakude signaali, kuna teiste DA-ergiliste retseptoritega seotud G-valgud (Gs,Goir)
omavad vorreldes esimestega palju madalamat signaali, mis sageli e eristugi Gi-valkude
konstitutsionaal sest aktiivsusest pohjustatud taustamurast [6]. G; tllpi G-vakudega seostuvad
eeskétt D2-tldpi dopamiini retseptorid [17]. Dorsaalses striatumis, mida on uuritud esimese
kahe uuringu juures tehtud retseptoroloogilistes katsetes, on dopamiinergiline stimulatsioon,
mé&6detuna [*S|GTPYS seostumise kaudu, vahendatud eelkdige D, retseptorite poolt [87].
Naalduvas tuumas, mis oli objektiks viimases uuringus, on aga rohkem ka D3 retseptoreid,
mistottu seal voib olla signaal vahendatud mélema retseptori koostoos. D, retseptoreid leidub
selles piirkonnas aga vahe [17].



KOKKUVOTE

Kéesoleva t60 eesmak oli uurida erinevate psihhomotoorsete stimulantide
(amfetamiin, kokaiin) mdju dopamiin Do-ergilisele signaalitlekandele ning loodusliku
sarrustaja (suhkrulahus) tarbimise seost antud signaalrajaga, samuti muutusi nimetatud
stisteemis locus coeruleus est |éhtuvate noradrenergiliste sisendite denerveerimise (toksiin
DSP-4-ga) taggjarjel. Aju substraatideks olid striatum ja naalduv tuum.

Issloomustati D, retseptorite interakteerumist G-valkudega, kusuures selle
interaktsiooni tundlikkust iseloomustati GDP afiinsuse (korrektsemalt ICsg) muutusega G-
valgu a-alalihikule agonisti (dopamiin) juuresolekul vorreldes afiinsusega antagonisti poolt
deaktiveeritud retseptor-G-valk kompleksile.

Leiti, et amfetamiin pdhjustab korge uudistamisaktiivsusega rottidel dorsaalses
striatumis D, retseptor-G-valk tlekande desensitiseerumise, samas kui kokaiin seda e tee.
Erinevus vOib tuleneda amfetamiini ja kokaiini mdneti erinevatest farmakoloogilistest
profiilidest, aga ka erinevustest stimulantide manustamise paradigmas.

Samuti  ilmnes positiivne korrelatsioon rottide suhkrulahuse tarbimise ning
[**S]GTPyS sidumise ja GDP &fiinsuse vahel dopamiini poolt aktiveeritud retseptor-G-valk
kompleksile naalduvas tuumas.

Tulemused néitavad, et erinevatel sarrustgatel — kunstlikel ning looduslikel — on
omadus mdjutada roti aju mesolimbilise DA-ergilise slisteemi komponente, nagu néiteks D,

retseptorid ning nende signaalitlekanne |abi G-valkude.
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SUMMARY

The am of this study was to investigate changes in the rat brain mesolimbic
dopaminergic signaling after administration of psychomotor stimulants (amphetamine,
cocaine) or natura reinforcer (sucrose solution). Influence of noradrenergic input on this
dopamine system was aso studied, using partia (from locus coeruleus originating)
noradrenergic denervation with selective neurotoxin DSP-4. Neuroanatomical substrates of
brain were striatum and nucleus accumbens.

The interaction of D, receptors with G-proteins was characterized by measurement of
the influence of receptors activation on the ability of GDP to compete with [*S|GTPyS
binding to G-protein a-subunits in the membrane preparation. The receptors were activated
with the agonist dopamine and blocked with the antagonist butaclamole.

It was found that amphetamine desensitized the D, receptor-G-protein coupling in
striatums of rats with high exploratory activity, but cocaine did not. These differences may be
connected with different pharmacological profiles of amphetamine and cocaine, but also with
differences in administration regimes of stimulants.

A clear correlation between sucrose consumption (in dark phase) and [*S|GTPYS
binding/GDP affinity to dopamine-activated receptor-G-protein complex also appeared in rat
nucleus accumbens.

These results together show that different reinforcers (natural and non-natural) have
ability to influence the components of rat brain mesolimbic dopaminergic system, for example
dopamine D, receptor signaling through G-proteins, but the mechanisms of these influences

has remained to be found.
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Joonis 1. G-valgu aktivatsioonitsikkel. A — retseptor ning heterotrimeerne G-vak
puhkeolekus, G-valgu a-alaiihikule on seostunud GDP. B — virgatsaine aktiveerib retseptori,
GDP dissotsieerub G-valgult ning asendatakse GTP-ga. C — G-valgu a ning By-alaiihikud
eralduvad Uksteisest ning aktiveerivad teiseseid virgatsainete siisteeme. D - a-alaiihiku
GTPaasne osa hudrolitusib GTP GDP-ks, aaiihikud Uhinevad heterotrimeeriks ning
puhkeolek A taastub. [1]
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Joonis 2. Dopamiini siintees (A) ja metabolism (B). Liuhendid: MAO — monoamiini
okstidaas, COMT — katehhool-O-metiiltransferaas; ALD-D — aldehiiid dehiidrogenaas; 3-
MT- 3-metoksitiramiin, DHPA — 3,4-dihlidroksiifentiilatseetaldehtitid; DOPAC - 3,4-
dihtdroksifentuldadikhape; MHPA — 3-metoksil-4-hidroksifendil atseetaldehiiid; HVA —
homovanilltGllhape. (Modifitseeritud [95]-st)
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Joonis 3. Roti aju dopamiinergilised rakuriihmad. Ara on mérgitud keskaju olulised
A8-A10 tuumad. CTX - korteks, CC — tsingulaarkdar; AC — eesmine komissuur; ST —
striatum; MES — keskaju; CB — védkegu; SPC — selgroog; PT — pretektaane ala;
d,v,dc,dr,vc,vr — dorsaalne, ventraalne, dorsokaudaalne, dorsorostraalne, ventrokaudaalne,

ventrorostraalne osa. [96]
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Joonis4. DATI ligandide struktuurid: dopamiin, amfetamiin ja kokaiin.
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