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LYHENTEET

5-HT 5-hydroksitryptamiini

6-OHDA  6-hydroksidopamiini

AA Alko, Alcohol

AAV- Adeno-assosioitunut virusvektori
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1 JOHDANTO

Suuri osa lansimaisista ihmisistd kayttad alkoholia (etanolia) (Spanagel 2009).
Tarkeimmat syyt etanolin nauttimiselle ovat sen aiheuttama mielihyvé ja sosiaalisuuden
lisdédntyminen (Wackernah ym. 2014). Etanolin kohtuullisella kaytolla saattaa olla
vahdisia terveysvaikutuksia esimerkiksi koronaaritauteihin ja 2-tyypin diabetekseen
(Spanagel 2009; Guo ja Ren 2010). Etanolin haitat kohdistuvat muun muassa maksaan,
haimaan ja aivoihin. Etanolin aiheuttamat keskushermostovaikutukset vélittyvat useiden
eri vélittajaainejarjestelmien valityksella elimiston palkitsemisjérjestelmén kautta (Koob
ym. 1998; Spanagel 2009). Pitk&aikainen etanolin vadrinkdyttdé saattaa johtaa
alkoholismiin eli krooniseen sairauteen, jossa elimistd on riippuvainen alkoholista
(Vengeliene ym. 2008). Etanolin on todettu olevan osallisena jopa 5,9 prosentissa

kaikista kuolemista maailmassa (Alcohol, World Health Organization 2014).

Palkitsemisjarjestelman, jonka kautta vaarinkaytettavat laékeaineet ja etanoli pééosin
valittdvat keskushermostovaikutuksensa, térkeitd aivoalueita ovat ventraalinen
tegmentaalinen alue, accumbens-tumake seka ventraalinen pallidumi (Koob ym. 1998;
Kalivas ja Volkow 2005). Ventraalisen pallidumin ja sitd saatelevien haarakesolujen on
esitetty olevan palkitsemisjarjestelman paatepiste seka motivaatioon ja palkitsemiseen
liittyvien ratojen risteamiskohta (Smith ja Berridge 2007; Smith ym. 2009).
Ventraalisen pallidumin roolia palkitsemisvaikutusten vélittdmisessa ja riippuvuudessa

ei kuitenkaan tunneta tarkasti.

Véérinkaytettdvien ladkeaineiden ja etanolin kyky lisdt4 dopaminergisen radan
valittijdaineen, dopamiinin, erittymistd accumbens-tumakkeessa on ajateltu olevan
hyvin tarkeédssa asemassa palkitsemisvaikutusten valittdmisessa (Wise ja Rompre 1989;
Koob ym. 1998). Tutkimukset kuitenkin osoittavat, ettd etanolin aiheuttamat
palkitsemisvaikutukset vélittyvat my0s dopamiinista riippumattomien jarjestelmien
kautta (Koistinen ym. 2001; Shoemaker ym. 2002). Etanoli ja muut riippuvuutta
aiheuttavat aineet vaikuttavat ainakin osittain myds elimiston endogeenisen
opioidijarjestelmén kautta ja saavat sen kautta aikaan mielihyvan tuntemuksia

(Gianoulakis 2004). Endogeeninen opioidijarjestelmd on tarkedsséd asemassa monissa



elimiston fysiologisissa toiminnoissa saatelemalld muun muassa kipua, tunteita ja
muistia (Bodnar 2014).

Tassa Kirjallisuuskatsauksessa paneudutaan aivojen palkitsemisradan eri alueisiin ja
etanolin  vaikutukseen siihen liittyvissad  vélittajaainejarjestelmissa.  Erityisesti
opioidergisen jarjestelman roolia etanolin palkitsemisvaikutusten valittdmisessa
kaydaan lapi. Kokeellisessa osuudessa keskitytddn ventraalisen pallidumin ja sen
opioidergisen jarjestelmén osuuteen etanolin vaikutusten valittdmisessa. Aihetta on
tarked tutkia, koska jos saataisiin tarkemmin selville etanolin vaikutustavat aivoissa,

voitaisiin kehitt&a entista parempia ld&keaineita alkoholismin hoitoon.

2 KIRJALLISUUSKATSAUS

2.1 Aivojen palkitsemisjarjestelma

Mielihyvéd tuottavat yhdisteet ja toiminnot vélittdvat vaikutuksensa elimiston
palkitsemisjarjestelmédn  kautta (Wise ja Rompre 1989; Wise 2002).
Palkitsemisjarjestelmé saatelee elimistdn reaktioita mielinyvéa tuottaviin toimintoihin ja
yhdisteisiin, ja se on tarkedssa osassa myds motivaatiossa ja riippuvuudessa. Aivojen
palkitsemisjarjestelméaa on tutkittu vuosien ajan esimerkiksi elektronisella stimulaatiolla
ja aivoinjektioilla (Olds ja Milner 1954; Wise ja Rompre 1989; Wise 1998).
Tutkimuksilla on saatu selville palkitsemisrataan liittyvat aivoalueet ja niiden merkitys
palkitsemisradalla. Palkitsemisradan muodostaa keski- ja etuaivojen valinen alue, jonka
keskusta on accumbens-tumake (Wise 1998; Spanagel ja Weis 1999). Muut aivoalueet,
joita pidetdan palkitsemisjarjestelmén osina, ovat ventraalinen tegmentaalinen alue,
ventraalinen pallidumi, septaalinen alue, amygdala, hypotalamus, hippokampus ja
etuaivokuori (Wise 1998; Smith ym. 2009). Kuvassa 1 on havainnollistettu
palkitsemisjarjestelmaan  liittyvien aivoalueiden sijaintia ja niihin  liittyvié

vélitt4jaaineratoja rotan aivoissa.



Talamus

Kuva 1. Palkitsemiseen liittyvia aivoalueita ja niiden valisid hermovélittdjaaineratoja
rotan aivoissa sagittaalisesti kuvattuna. @ = Dopaminerginen rata, ® = Glutamaterginen
rata, «» = GABAerginen rata, PFC = Etuaivokuori, NAc = Accumbens-tumake, VP =
Ventraalinen pallidumi, Amy = Amygdala, Hipp = Hippokampus Hy = Hypotalamus
VTA = Ventraalinen tegmentaalinen alue (Kuva mukaillen Smith ym. 2009; Russo ja
Nestler 2013).

Palkitsemisradan keskus, accumbens-tumake, on jaettu kahteen osaan sen perusteella
mitd neuroaktiivisia aineita sielld esiintyy, ytimeen ja kuoreen (Wise 1998).
Accumbens-tumakkeen kuoriosa on tarkedssa asemassa palkitsemisjarjestelméassa. Se
on yhteydessa moniin aivoalueisiin, kuten esimerkiksi lateraaliseen hypotalamukseen,
mediaaliselle etuaivokuorelle ja ventraaliseen tegmentaaliseen alueeseen (Wise 1998;
Kalivas ja Volkow 2005). Amygdala ja talamus ovat tdrkedssa osassa opittujen
assosiaatioiden osalta (Kalivas ja Volkow 2005). Amygdala on yhteydessa
dopaminergisin hermosoluin muun muassa aivorunkoon, ventraaliselle tegmentaaliselle
alueelle ja hypotalamukseen. Aivokuori saatelee yksilon kéyttdytymisvasteita
palkitsemisjarjestelmén aktivoituessa. Ventraalinen tegmentaalinen alue saatelee ja
valittdd palkitsemisvaikutuksia eteenpéin eri aivoalueisiin. Ventraalisen pallidumin on
havaittu olevan palkitsemisradan pdaatepiste sek& motivaatioon ja palkitsemiseen

liittyvien ratojen ristedmiskohta (Smith ym. 2009).

Luonnollisten palkintojen, kuten ruuan, juoman ja seksin, mutta myds monien

vadrinkaytettavien l&&keaineiden ja etanolin, on todettu lisdédvdn dopamiinin



solunulkoista pitoisuutta accumbens-tumakkeen kuoriosassa sekd ventraalisella
tegmentaalisella alueella (Di Chiara ja Imperato 1988; Pontieri ym. 1995).
Aktivoituneet dopaminergiset hermosolut stimuloivat etuaivokuorta, mika johtaa
palkitsemistunteisiin ja kayttaytymisvasteisiin (Berns ym. 2001; Gianoulakis 2004).
Sekd kayttaytymiskokeet ettd farmakologiset kokeet osoittavat, ettd accumbens-
tumakkeen dopaminergisella radalla on térked rooli ladkeaineiden aiheuttamissa
palkitsemistunteissa, jotka voivat johtaa riippuvuuteen (Wise ja Rompre 1989; Samson
ym. 1992; Russell ym. 1996; Spanagel ja Weiss 1999). Palkitsevat yhdisteet voivat
vaikuttaa my0s suoraan ventraaliseen tegmentaaliseen alueeseen tai accumbens-
tumakkeeseen ja lis4td siten dopamiinin vapautumista accumbens-tumakkeessa
(Spanagel ja Weis 1999).

Dopamiinijéarjestelmén aktivaation on ajateltu olevan riittdvd tekija tuottamaan
palkitsemisvaikutuksia, mutta se ei vélttamétta ole ainoa mekanismi, jolla
palkitsemisvaikutukset valittyvat (Wise ja Rompre 1989; Gianoulakis 2004).
Palkitsemisvaikutusten  valittdmisessa  on  todenndkdisesti  mukana  useita
valittajdainejarjestelmid, kuten esimerkiksi  opioiderginen, GABAerginen ja
glutamaterginen jarjestelma (Spanagel ja Weis 1999). Néiden valitt4jaaineratojen
sijaintia aivoissa ja kytkoksid toisiinsa on havainnoitu kuvissa 1 ja 2. Etanolin ja
muiden vaarinkaytettdvien ladkkeiden suorat ja epésuorat vaikutukset opioidi-,
glutamaatti-, GABA- ja kannabinoidijarjestelmiin saattavat johtaa dopamiinin
lisdéntyneeseen vapautumiseen accumbens-tumakkeessa tai ne voivat valittda
palkitsemisvaikutuksia my6s dopamiinista riippumattomasti (Gianoulakis 2004;

Vengeliene ym. 2008).

Opioidit aktivoivat endogeenisid opioidireseptoreita ventraalisella tegmentaalisella
alueella, accumbes-tumakkeessa ja amygdalassa, ja valittdvdt muun muassa niiden
kautta mielihyvavaikutuksensa (Goldstein 1977; Koob 2013; Bodnar 2014). Etanoli
lisdéd endogeenisten opioidipeptidien vapautumista ventraalisella tegmentaalisella
alueella, accumbens-tumakkeessa ja amygdalassa. Palkitsemisradan viimeinen o0sa,
ventraalinen pallidumi, on jatkuvasti inhiboituna johtuen sitd hermottavista

opioidipeptidejd koekspressoivista GABAergisistd hermosoluista (Smith ym. 2009).



Né&iden GABAergisten hermosolujen inhibition esto opioidipeptideilld accumbens-
tumakkeessa johtaa palkitsemiseen ja motivaatioon liittyvien ratojen ristedmiskohdan,
ventraalisen pallidumin, aktivoitumiseen. Kun ventraalisen pallidumi aktivoituu, se
saattaa lisatd motivaatiota etsia lisdd mielihyvaa aiheuttavaa toimintoa tai yhdistetta.
Etanoli ja useat muut palkitsemisvaikutuksia aiheuttavat ladkeaineet, kuten amfetamiini,
kokaiini ja heroiini lisdadvat GABA:n erittymistd ventraalisella tegmentaalisella alueella,
accumbens-tumakkeessa ja amygdalassa, ja vahentdvat GABA:n erittymista
ventraalisessa pallidumissa (Koob 2004; Ojanen ym. 2007; Koob 2013; Kemppainen
ym. 2015). Namé& muutokset GABAergisessa valittajaainejarjestelmassé saattavat johtaa

palkitsemisvaikutusten valittymiseen.

Myos glutamatergisen jarjestelmdn on todettu liittyvan palkitsemisvaikutusten
vélittymiseen (Kalivas ja Volkow 2005). Morfiinin ja muiden vaarinkdytettavien
ld&keaineiden on havaittu lisddvan glutamaatin solunulkoista pitoisuutta ventraalisella
tegmentaalisella alueella ja ventraalisessa pallidumissa ja johtavan sitd kautta
mielihyvén tuntemuksiin (Ojanen ym. 2007; Kemppainen ym. 2015). Keskiaivojen
palkitsemisjarjestelm& on yhteydessa aivokuoreen, talamukseen sekd amygdalaan
glutamatergisin hermosoluin (Kalivas ja Volkow 2005). Glutamatergisilla radoilla on
tarked rooli palkitsemisjarjestelman aktivoitumisen seurauksena havaittavissa
kayttdytymisvasteissa. Ventraalisella tegmentaalisella alueella, accumbens-tumakkeessa
ja amygdalassa on todettu olevan mydés kannabinoidil (CB1)-reseptoreita (Hungund ja
Basavarajappa 2000; Koob 2013). Kannabinoidit ja muut palkitsemisen tunnetta
aiheuttavat yhdisteet, muiden muassa etanoli, saattavat johtaa palkitsemisvaikutuksiin

myaos niiden kautta.

2.2 Alkoholiriippuvuus

Riippuvuudet ovat kroonisia aivosairauksia, joihin liittyy riippuvuutta aiheuttavien
aineiden kayttd huolimatta siit4, ettd aineet aiheuttavat monia haittoja (Herz 1997; Trigo
ym. 2010). Riippuvuudessa aineiden kayttd on hallitsematonta ja aineisiin voi tulla
retkahduksia eli relapseja pitkienkin kayttaméattomyysjaksojen jalkeen. Monet

mielenterveyteen liittyvat sairaudet, esimerkiksi masennus, voivat ajaa ihmisen etanolin



vadrinkayttoon, mutta yksi tarkeimmistd syistd etanolin vadrinkaytolle on
alkoholiriippuvuus (Spanagel 2009). Alkoholiriippuvuuden syntyyn vaikuttavat useat
eri tekijat, joita ovat esimerkiksi geneettinen alttius ja ympariston paine (Vengeliene
ym. 2008). Alkoholiriippuvainen kayttdd pakonomaisesti etanolia ja kokee
vieroitusoireita kun etanolia ei ole elimistossa. Riippuvuus kehittyy noin 10-15
prosentille etanolin vaarinkayttajista (Trigo ym. 2010).

Pitkéaikainen etanolin runsas kaytté johtaa muutoksiin useissa aivojen
hermovalittajdainejarjestelmissé (Fadda ja Rossetti 1998; Spanagel ja Weis 1999; Trigo
ym. 2010). Ei ole tiedossa, mitka néistd jarjestelmistd, joihin etanoli vaikuttaa, ovat
keskeisimmassa asemassa alkoholiriippuvuuden synnyssd. Todennédkoisesti useat
valittajaainejarjestelmat yhdessa aikaansaavat alkoholiriippuvuuden.
Alkoholiriippuvuuteen liittyy useita erilaisia vaiheita ja ilmiditd (Koob ym. 1998;
Vengeliene ym. 2008). Vaiheet luokitellaan usein juomisen aloittamiseen (initiation),
riippuvuuden syntymiseen, etanolin himoon (craving) ja retkahtamiseen etanolista
pidattaytymisen jalkeen (relapse). Etanolin vaikutus eri valittajaainejarjestelmien
suhteen vaihtelee riippuen siitd, mista riippuvuuden vaiheesta on kyse. Mesolimbisella
dopaminergisella radalla on suuri rooli etanolin kuluttamisen alkaessa (Kalivas ja
Volkow 2005). Riippuvuuden alkuvaiheessa etanoli voi aiheuttaa myo6s toleranssia,
mika johtunee etanolin aiheuttamasta neuroadaptaatiosta keskushermostossa (Fadda ja
Rossetti 1998). Etanolin kayton jatkuessa myds opioidergisen jarjestelman on todettu
olevan mukana riippuvuuden synnyssad (Herz 1997). Alttius retkahtamiseen johtuu
muun muassa pitk&aikaisista muutoksista motivaatioon ja oppimiseen liittyvilla
aivoalueilla, joita ovat esimerkiksi mesolimbiseen jérjestelmaan liittyvat aivoalueet
(Vengeliene ym. 2008; Trigo ym. 2010).

Pysyvié rakenteellisia muutoksia johtuen jatkuvasta altistumisesta véaarinkaytettavélle
ladkeaineelle on havaittu etuaivokuorella ja accumbens-tumakkeessa (Robinson ja Kolb
2004). Erds aivomuutos, jonka vaarinkéytettavat yhdisteet, kuten etanoli, voivat
aiheuttaa mesolimbisessa jarjestelmassa ja etuaivokuorella, on FosB-proteiinin pysyvien
muotojen lisddntynyt ekspressointi  (Nestler 2008). FosB s&atelee tiettyjen

palkitsemisrataan liittyvien proteiinien geeneja ja sadtelee muun muassa herkistymista



ja impulsiivisuutta. Riippuvuutta aiheuttavat aineet aiheuttavat my6s aivoperdisen
hermokasvutekijan pitoisuuden kasvua etuaivokuorella ja accumbens-tumakkeessa
(Trigo ym. 2010). Hermokasvutekija promotoi dendriittien kasvua ja synapsien
uudelleenmuodostumista (Bramham ja Messaoudi 2005). Synaptisten yhteyksien
uudelleenjérjestyminen saattaa aiheuttaa muutoksia motivaatioon ja
palkitsemisvaikutukseen liittyvéssa kdyttdytymisessa ja voi johtaa riippuvuuteen. Myods
endogeeniselld opioidijarjestelmalld ja siind tapahtuvilla muutoksilla on tarkea rooli
alkoholiriippuvuudessa, ja niiden osuutta kasitelladn tarkemmin luvussa 2.5.1 (Herz
1997; Trigo ym. 2010).

2.3 Etanolin vaikutukset eri hermovaélittajaainejarjestelmissa

Aikaisemmin etanolin vaikutusten oletettiin valittyvéan niin kutsutun lipiditeorian kautta
(Peoples ym. 1996). Sen mukaan etanoli vaikuttaa solujen lipidikalvoihin, jotka sitten
valittavat etanolin vaikutuksen. Nykyaan on vallalla proteiiniteoria, jonka mukaan
etanoli vaikuttaa ennemminkin solukalvon proteiineihin, erityisesti reseptoreihin ja
ionikanaviin (Gianoulakis 2004; Spanagel 2009). Etanolilla ei ole omia reseptoreita,
joihin sitoutua, vaan se vaikuttaa useiden valittdjaainejarjestelmien aktiivisuuteen
(Spanagel ja Weis 1999; Gianoulakis 2004). Valittajaainejarjestelmid, joihin etanoli
vaikuttaa, on hyvin paljon, eikd niiden kaikkien merkitystd ja molekyylitason
mekanismia tunneta tdssa vaiheessa (Vengeliene ym. 2008). Kuvassa 2 on esitetty
palkitsemisjarjestelmé&an kuuluvia aivoalueita ja niihin liittyvié valittdjaainejarjestelmia,
joiden kautta etanoli voi vélittda vaikutuksensa.
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Kuva 2. Palkitsemiseen liittyvat aivoalueet ja siind vaikuttavat vélittajaaineet
paapiirteittain (Kuva mukaillen Kalivas ja VVolkow 2005).

Etanolin vaikutukset ionikanaviin tai reseptoreihin johtavat synaptisten tapahtumien
kaskadiin, johon liittyy useita eri vélitt4jaaineita (Vengeliene ym. 2008). Etanoli voi
vaikuttaa esimerkiksi dopamiini-, GABA- ja glutamaattijarjestelmiin  seka
endogeeniseen opioidijarjestelmaan (Mihic ym. 1997; Gianoulakis 2004). Etanolin
vaikutukset eri valittajaainejarjestelmissd saavat aikaan etanolin subjektiiviset vasteet,
jotka voivat vaihdella psykotrooppisista vaikutuksista sedaatioon ja jopa hypnoosiin
(Vengeliene ym. 2008; Spanagel 2009). Etanolin juomiseen liittyvien
valittajaainejarjestelmien vélilla voi olla suuria eroja eri yksiléiden valilla, mika voi
aiheuttaa sen, ettd etanoli aiheuttaa erilaisia vasteita eri yksil6illa (Vengeliene ym.
2008). Esimerkiksi monet reseptorit, joihin etanoli valillisesti vaikuttaa, koostuvat
useista eri alatyypeistd, joiden muotoon taas vaikuttavat useat eri geenit. Alatyyppien
muotoon vaikuttavissa geeneissa voi olla yksildiden vélisia eroja. Esimerkiksi NMDA-
(N-metyyli-D-aspartaatti), GABA- (y-amino-voihappo) ja muiden reseptorien

alatyyppikoostumuksella on merkitysta etanolin vaikutusten vélittymisen kannalta.



Myoskaan alkoholiriippuvuuden hoidossa kéytettdvat opioidireseptoriantagonistit eivét
vaikuta kaikilla yksiloilla samankaltaisesti (King ym. 1997; Mason ym. 1999). Etanolin
metaboliitti, asetaldehydi, voi myds osallistua etanolin vaikutusten vélittdmiseen ja sen
on todettu muun muassa vaurioittavan solunsiséisia proteiineja ja indusoivan apoptoosia
(Quertemont ym. 2005).

Taulukoon 1 on koottu etanolin vaikutuksia dopamiini-, GABA-, glutamaatti- ja
opioidijarjestelmissa seka valittdjaainejarjestelmien reseptoreiden  systeemisesti
annosteltujen antagonistien ja agonistien vaikutuksia etanolin juomiseen. Seuraavissa
kappaleissa kaydaan lapi tarkemmin etanolin vaikutuksia eri valittdjaainejarjestelmissa

seka kerrotaan lyhyesti vaikutusten merkityksesta etanolin juomiseen.

Taulukko 1. Etanolin péaavaikutukset eri valittajaainejarjestelmissa ja kyseessa olevien
viélittajaainejarjestelmien agonistien ja antagonistien systeemisen annostelun vaikutus
etanolin juomiseen rotilla. Lahteet: 1 = Di Chiara ja Imperato 1988, 2 = Russell ym.
1996, 3 = Samson ym. 1992, 4 = Krystal ym. 2006, 5 = Janak ja Gill 2003, 6 = Gass ja
Olive 2008, 7 = Shelton ja Balster 1997, 8 = Herz 1997, 9 = Ojanen ym. 2006, 10 =
Parkes ja Sinclair 2000.

Vélittajaaine- Etanolin p&avaikutus | Systeemisesti Systeemisesti
jarjestelma annostellun annostellun
agonistin  vaikutus | antagonistin vaikutus
etanolin juomiseen | etanolin juomiseen
Dopaminerginen vapauttaa dopamiinia’ | vahentad etanolin | vahent&a etanolin
juomista’ juomista®
GABAerginen GABAa-reseptorien vahentéaa etanolin | -
stimuloiminen’ juomista’
Glutamaterginen NMDA-reseptorien - vahentéa etanolin
esto® juomista’
Opioiderginen vapauttaa lisad etanolin | vahentaa etanolin
opioidipeptideja® juomista® juomista'®

2.3.1 Dopaminerginen valittajaainejarjestelma

Dopaminergisen mesolimbisen radan on todettu olevan térkedssa asemassa etanolin ja
muiden riippuvuutta aiheuttavien aineiden vaikutusten vélittdmisessé (Wise ja Rompre
1989; Vengeliene ym. 2008). Etanoli aktivoi mesolimbistd dopamiinijarjestelmaa (Di
Chiara ja Imperato 1988; Spanagel ym. 1992). Etanoli, kuten muutkin vaarinkaytettavat

ladkeaineet, lisddvat dopamiinin vapautumista accumbens-tumakkeessa ja muun muassa




10

sitd kautta aikaansaavat palkitsemisvaikutuksia (Di Chiara ja Imperato 1988). Etanolin
aiheuttama dopamiinin vapautumisen lisddntyminen saattaa johtua my6s sen
interaktioista GABAergisten ja opioidergisten vélittdjaainejarjestelmien kanssa (Krystal
ym. 2003; Gianoulakis 2004; Krystal ym. 2006; Fields ja Margolis 2015).

Dopaminergiset solut sijaitsevat rotan keskiaivoissa kolmessa eri ryhmittymisséa (A8,
A9 ja Al0) (Hegarty ym. 2013). Al0-ryhmén solut ovat dopaminergisten solujen
ryhmittyma, joka sijaitsee ventraalisella tegmentaalisella alueella. GABAergiset (y-
amino-voihappo) hermosolut inhiboivat A10-ryhmdn dopaminergisia soluja.
Opioidireseptorit inhiboivat n&itd A10-ryhman soluihin johtavia GABAergisia
hermosoluja (Wise 1998; Gianoulakis 2004; Kalivas ja Volkow 2005).
Opioidireseptorien stimulaatio endogeenisilla opioidipeptideilld, joita etanoli vapauttaa,
estdd naiden GABAergisten hermosolujen aiheuttamaa inhibitiota, jolloin
dopaminergiset solut eivat ole inhiboituina ja ne vapauttavat dopamiinia accumbens-
tumakkeessa (Spanagel ja Weis 1999; Gianoulakis 2004). A10-ryhméan solujen
aktivoituminen ja dopamiinin lisdantynyt vapautuminen accumbens-tumakkeessa on

esitetty kaavamaisesti kuvassa 3.

-
- GARA
-
\ Etanolin vapauttamat oploid|peptidit
sitoutuvatinhibitoristen GABAergisten

-
| °)
| AlD
\,_ hermosolujen pinnalla cleviin
- opicidireseptoreinin

WTA

= Palkitsemisvaikutus
Mic

Kuva 3. Ventraalisen tegmentaalisen alueen A10-ryhmén solut ja niiden aktivoituminen.
Etanoli vapauttaa opioidipeptidejd, jotka sitoutuvat GABAergisten hermosolujen
pinnalla oleviin opioidireseptoreihin ja néin estdvat GABAergisten hermosolujen
inhiboivaa vaikutusta, jolloin Al10-ryhmé&n dopaminergiset solut aktivoituvat ja
dopamiinin pitoisuus accumbens-tumakkeessa nousee. ® = Opioidipeptidejd, ® =
Dopamiinia, VTA = Ventraalinen tegmentaalinen alue, NAc = Accumbens-tumake
(Kuva mukaillen Spanagel ja Weis 1999).
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Dopamiinin lisddntyneen vapautumisen lisaksi, systeeminen etanoliannostelu aktivoi
dopamiinireseptoreita ventraalisella tegmentaalisella alueella (Kohl ym. 1998).
Dopaminergisen jarjestelméan roolia etanolin juomisessa on tutkittu muun muassa
dopamiinireseptorien agonistien ja antagonistien avulla (Samson ym. 1992; Russell ym.
1996; Hogde ym. 1997). Dopamiiniagonistien ja antagonistien systeemisen annostelun
on havaittu vahentavan etanolin juomista (Samson ym. 1992; Russell ym. 1996).
Dopamiiniagonistien annostelun accumbens-tumakkeeseen on havaittu lisddvan tai
vahentévan etanolin juomista riippuen agonistin pitoisuudesta (Samson ym. 1992;
Hodge ym. 1997). Pienet méarat lisasivat etanolin juomista ja suuret maarat vahensivat
etanolin juomista (Hodge ym. 1997). Krooninen etanolin kéaytt6 voi aiheuttaa muutoksia
dopaminergisessa jarjestelmassa ja ndma muutokset voivat johtaa riippuvuuteen ja
herkistymiseen (Trigo ym. 2010). Pitkdaikainen etanolin kayttd voi muun muassa
vdhentdd dopamiinireseptoreiden méaardd, kun taas dopamiinitransportterin (DAT)

maaré saattaa lisaantyé (Volkow ym. 2004).

Aikaisemmin etanolin vaikutusten ajateltiin valittyvan ainoastaan dopaminergisen
jarjestelman kautta, mutta tutkimuksissa on havaittu, ettd etanolin vaikutukset vélittyvéat
myo6s ilman toimivaa dopaminergista valittajdainejarjestelmad (lkemoto ym. 1997;
Koistinen ym. 2001; Shoemaker ym. 2002). Muiden vélitt4jaainejarjestelmien
mukanaolosta etanolin vaikutusten vélittymisessa kertovat muiden muassa tutkimukset,
joissa dopaminergiset hermopéatteet on tuhottu 6-OHDA:lla (6-hydroksi-dopamiini)
ventraalisella tegmentaalisella alueella tai accumbens-tumakkeessa. Rottien, jotka olivat
juoneet etanolia jo ennen leesioita, etanolin juominen ei muuttunut leesion jalkeen
(Koistinen ym. 2001; Shoemaker ym. 2002). Rotat, jotka eivéat olleet juoneet etanolia
ennen accumbens-tumakkeen 6-OHDA-leesiota, aloittivat etanolin juomisen hitaammin
ja joivat vahemman kuin rotat, jotka olivat juoneet ennen leesiota (Ikemoto ym. 1997).
N&ma tutkimukset viittaavat dopaminergisen jarjestelmén tarkeddn rooliin etanolin
juomisen aloittamisessa, mutta ei pitkdaikaisessa etanolin k&yton yllapidossa (Ikemoto
ym. 1997; Koistinen ym. 2001; Shoemaker ym. 2002).
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2.3.2 GABAerginen vélittajaainejarjestelma

GABA (y-amino-voihappo)-reseptorit ovat inhibitorisia reseptoreja (Krystal ym. 2006).
GABA-reseptoreihin  kuuluvat GABAa-reseptorit, jotka sisaltavat kloridikanavan,
GABADb-reseptorit, jotka ovat G-proteiinikytkentéisia ja GABAc-reseptorit, joita ei voi
inhiboida bikukulliinilla eikd stimuloida baklofeenilla. GABAa-reseptorit ovat
pentameereja, jotka voivat koostua 19 erilaisesta alatyypistd ja ne ovat tarkeimpia
inhibitorisia reseptoreita nisdkkéiden aivoissa. GABAa-reseptorit sijaitsevat eri puolilla
aivoja ja niitd on todettu olevan erityisesti vélineuroneissa, jotka sé&atelevat muiden

hermosolujen toimintaa.

Etanoli aiheuttaa GABAergisen jarjestelméan kautta useita subjektiivisia vaikutuksia,
joita ovat esimerkiksi sedaatio, anksiolyyttinen vaikutus ja motorisen koordinaation
heikentyminen (Kumar ym. 2009). Etanolille altistettujen rottien ja etanolille
altistumattomien rottien tutkimuksessa onkin havaittu eroja GABA-vélitteisissa
tapahtumissa, ja ndma korreloivat etanolin sedatiivisten vaikutusten kanssa (Vengeliene
ym. 2008). Alkoholiriippuvuudessa GABAergisessd jarjestelmdssa tapahtuu
pitk&aikaisia muutoksia, jotka johtavat etanolin toleranssiin ja vieroitusoireisiin (Krystal
ym. 2006).

Elektrofysiologiset ja biokemialliset tutkimukset ovat osoittaneet, ettd etanoli vaikuttaa
valillisesti erityisesti GABAa-reseptoreihin aivoissa (Krystal ym. 2006). GABAa-
reseptorien toiminta lisdéntyy etanolin vaikutuksesta. Suuri etanoliannos liséd GABAa-
reseptorivalitteista kloridi-ioni virtausta ja inhibitorista postsynaptista potentiaalia.
(Suzdak ym. 1986). Etanolin erilaisten vaikutusten GABAa-reseptoriin on paatelty
riippuvan sen alatyyppikoostumuksesta (Vengeliene ym. 2008; Kumar ym. 2009).
Useimmat alatyyppikoostumukset reagoivat etanoliin vain suurilla konsentraatioilla,
mutta on havaittu myds alatyyppejd, joihin etanoli pystyy vaikuttamaan jo hyvin
pienilld konsentraatioilla (Krystal ym. 2006; Vengeliene ym. 2008). Tutkimalla
GABAa-reseptorin eri alatyyppien suhteen poistogeenisid hiirid, on saatu selville
alatyyppien merkitys etanolin vaikutusten vélittdmisessd (Boehm ym. 2004).

Esimerkiksi a-1-alatyypin suhteen poistogeenisilla hiirilla havaittiin enemman etanolin
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aiheuttamia aversiivisia vaikutuksia kuin kontrolliryhmalld, ja poistogeeniset hiiret
my0s joivat vahemman etanolia (Blednov ym. 2003).

GABAa- ja GABAD- reseptoriagonisteilla ja antagonisteilla pystytdan vaikuttamaan
etanolin juomisen méaaréan (Janak ja Gill 2003; Leggio ym. 2010). GABAa ja GABAb-
reseptoriagonistien systeemisen annostelun on havaittu véhentdvan etanolin juomista
rotilla (Janak ja Gill 2003). Ihmisilld tehdysséd tutkimuksessa GABAD-
reseptoriagonistin, baklofeenin, on havaittu véhentdvan etanolin juomista ja himoa
alkoholiriippuvaisilla potilailla  (Leggio ym. 2010). GABA-reseptoriagonistien
aiheuttama inhibitoristen GABA-reseptorien aktivointi johtaa todennédkoisesti
dopamiinineuronien paikalliseen estoon accumbens-tumakkeessa, jolloin etanolin

aiheuttama dopamiinin vapautuminen estyy ja etanolin juominen véahentyy.

Palkitsemisjarjestelman eri aivoalueiden GABAergisen hermotuksen roolia etanolin
juomisessa on tutkittu annostelemalla GABA-agonisteja ja antagonisteja paikallisesti
palkitsemiseen liittyville aivoalueille (Hyytid ja Koob 1995; Kemppainen ym. 2012a).
GABAa-reseptoriantagonistien  paikallisen annostelun amygdalaan on havaittu
vdhentdvan etanolin juomista rotilla (Hyytida ja Koob 1995). GABAa-agonistin
paikallisen annostelun palkitsemisradan viimeiseen osaan, ventraaliseen pallidumiin, on
havaittu  vahentdvan etanolin  juomista  annosriippuvaisesti, ja GABAa-
reseptoriantagonistin lisdadvan etanolin juomista (Kemppainen ym. 2012a). GABADb-
reseptorin agonistin annostelun ventraaliseen pallidumiin havaittiin vdhentavén etanolin
juomista, mutta GABAb-reseptorin antagonistilla ei havaittu merkitsevééd vaikutusta

etanolin juomisessa.

Krooninen etanolin kayttd voi aiheuttaa pitkdaikaisia muutoksia GABAergisessa
jarjestelmassa (Krystal ym. 2006). Etanolin pitk&aikainen kaytto voi johtaa esimerkiksi
GABA-reseptoreiden jatkuvaan aktivoitumiseen. GABA-reseptorien antagonistin,
flumatseniilin onkin havaittu véhentdvéan pitk&aikaisen etanolin kayton lopetuksesta
aiheutuvia vieroitusoireita estimélla pitkdaikaisen etanolin kayton aiheuttamaa GABA-
reseptoreiden jatkuvaa aktivaatiota (Follesa ym. 2006). Akamprosaattia, joka on

GABA-reseptorien agonisti, kaytetddn alkoholismin hoidossa erityisesti relapsien
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estossa (Soyka ja Lieb 2015). Akamprosaatilla saattaa olla vaikutusta myos

glutamatergiseen jérjestelmaan.

2.3.3 Glutamaterginen valittajaainejarjestelma

Glutamaatti on yksi tarkeimmistd eksitatorisista eli kiihottavista vélittajaaineista
aivoissa (Krystal ym. 2003). Glutamaattireseptoreihin kuuluvat NMDA- (N-metyyli-D-
aspartaatti), AMPA- (a-amino-3-hydroksi-5-metyyli-4-iso-oksatsolipropionihappo) seka
kainaattireseptorit. Etanolin interaktio glutamatergisen jarjestelman kanssa saattaa
aiheuttaa seka euforisia etté dysforisia vaikutuksia.

Etanoli pystyy vilillisesti inhiboimaan glutamaatin NMDA-reseptoria muun muassa
accumbens-tumakkeessa, ventraalisella tegmentaalisella alueella, amygdalassa ja
hippokampuksessa (Gass ja Olive 2008). NMDA-reseptoriantagonistien systeemisen
annostelun on havaittu vahentdvan etanolin juomista rotilla (Shelton ja Balster 1997).
NMDA-reseptorien antagonistit pystyvat myds estdmaan etanolin aiheuttaman
paikkapreferenssin rotilla (Biala ja Kotlinska 1999). Alkoholiriippuvuudessa
kaytettdvan ladkeaineen, akamprosaatin toisen vaikutustavan, GABA-reseptoreiden
agonistina toimimisen liséksi, on arveltu liittyvdn NMDA-reseptorien estoon (Mann ym.
2008). Tutkimustulokset vahvistavat, ettd glutamaatilla ja erityisesti sen NMDA-

reseptorilla on tarkea rooli etanolin vaikutusten valittdmisessa.

Etanoli aiheuttaa pitkakestoisia muutoksia glutamatergiseen jarjestelmaan (Krystal ym.
2003). Etanolin vaikutuksia glutamatergisessa jarjestelméssa on tutkittu muun muassa
NMDA-reseptoriantagonistin, ketamiinin, avulla (Meyer ja Phillips 2003). Etanolille
altistetut hiiret reagoivat eri tavoin ketamiiniannosteluun kuin etanolille altistumattomat
hiiret. Ketamiini lisasi lokomotoriikkaa enemmé&n etanolille herkistyneilld kuin
herkistymattomilla hiirilla. My6s ihmisilla on havaittu eroja ketamiinin vaikutuksissa
sen mukaan, onko yksilolla alkoholiriippuvuustaustaa (Petrakis ym. 2004). Kroonisesta
etanolin k&ytostd johtuva jatkuva NMDA-reseptoreiden inhibointi, saattaa johtaa
NMDA-reseptoreiden lisddntymiseen aivokuorella ja hippokampuksessa sekd lisata

glutamaatin vapautumista (Gass ja Olive 2008). Etanolin aiheuttama pitk&aikainen
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NMDA-reseptorien esto johtaa myo6s glutamaatin lisdéntyneeseen vapautumiseen
accumbens-tumakkeessa ja hippokampuksessa.

Glutamaterginen jarjestelma on liitetty myos typpioksidirataan (Spanagel ym. 2002).
NMDA-reseptorin stimuloiminen johtaa kalsiumin siséanvirtaamiseen ja kalsiumin
sitoutuminen saa aikaan kalmoduliinin aktivoitumisen. Kalmoduliini aktivoi neuraalisen
typpioksidaasi (NO)-syntaasin, joka tuottaa typpioksidia. NMDA-reseptorin ja NO:n
ldheinen yhteys viittaa siihen, ettd myos typpioksidisyntaasi on myds mukana etanolin
akuuttien vaikutusten vélittdmisessd. Farmakologiset tutkimukset, joissa kaytettiin NO-
syntaasigeenin suhteen poistogeenisida hiirid, osoittivat, ettd typpioksidin signalointi
séatelee etanolin vaikutusta ja sen aiheuttaman oikaisurefleksin katoamista (Loss of
rightning reflex, LORR) kestoa. LORR on menetelmd, jolla mitataan etanolin
aiheuttamaa sekavuus/uupumistilaa (Spanagel 2009). Menetelmassa jyrsijalle
annostellaan etanolia, ja jyrsija kadnnetadn selélleen. Menetelmdassa mitataan aikaa, joka

kuluu jyrsijan kaantymiseen oikein pain.

2.3.4 Opioiderginen valittajaainejarjestelma

Endogeeninen opioidijarjestelmd on vélttamaton etanolin palkitsevien vaikutusten
valittamisessa (Parkes ja Sinclair 2000; Gianoulakis 2004; Vengeliene ym. 2008; Trigo
ym. 2010). Opioidijarjestelman merkittavyydestd etanolin vaikutusten valittdmisessa
kertovat muun muassa etanolin aiheuttama opioidipeptidien vapautuminen
palkitsemisradalla ja opioidireseptoriantagonistien kyky véhentd4 etanolin juomista.
Opioidien merkityksestd etanolin vaikutusten valittdmisessa ké&sitellddn tarkemmin

seuraavassa kappaleessa 2.4.

2.4 Endogeeninen opioidijarjestelméa

Opioidireseptorit ja endogeeniset opioidipeptidit ovat laajasti esilla keskushermostossa
seka perifeerisissa kudoksissa (Bodnar 2014). Laaja esiintyminen viittaa niiden tarkeaan
rooliin monissa eri fysiologisissa toiminnoissa kuten kivuntuntemisessa, tunteissa,

oppimisessa ja muistissa. Endogeenisen opioidijarjestelméan toimintaa ei kuitenkaan
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taysin tunneta. Opioidireseptoreilla ja niiden endogeenisilla ligandeilla on todettu
olevan suuri rooli aivojen palkitsemisjarjestelmassd, ja niiden on havaittu olevan
mukana useiden vaarinkéytettavien ladkeaineiden vaikutusten valittamisessa (Mansour
ym. 1995; Gianoulakis 2004).

Endogeenisen opioidijarjestelmén yhdisteet sijaitsevat péadasiassa aivoalueilla, jotka
ovat tdrkedssa asemassa palkitsemisessa ja motivaatiossa (Mansour ym. 1995).
Opioidipeptideja ja niiden reseptoreita on todettu olevan ventraalisella tegmentaalisella
alueella, accumbens-tumakkeessa, etuaivokuorella, hypotalamuksessa, amygdalassa ja
ventraalisessa pallidumissa. Endogeenisen opioidijarjestelman vélittijaaineita tuotetaan
pro-opiomelanokortiinista (POMC), proenkefaliinista (PENK) tai prodynorfiinista
(Gianoulakis 2004; Trigo ym. 2010). Naméa prekursorit tuottavat useaa erilaista
aktiivista peptidig, joita ovat esimerkiksi endorfiini, met- ja leu-enkefaliini, dynorfiinit
ja neo-endorfiini (Akil 1984; Kieffer ja Gaveriaux-Ruff 2002). Endogeenisen
opioidijarjestelman vélittijaaineet sitoutuvat erilaisin affiniteetein p-, «- tai &-
opioidireseptoreihin (Gianoulakis 2004; Trigo ym. 2010). Endorfiinit sitoutuvat
samansuuruisella affiniteetilla - ja p-reseptoreihin, enkefaliinit sitoutuvat suurimmalla
affiniteetilla o-reseptoreihin ja dynorfiinit sitoutuvat suurimmalla affiniteetilla «-
reseptoreihin. Taulukossa 2 on esitetty eri opioidipeptidit prekursoreineen ja

affiniteetteineen.

Taulukko 2. Endogeenisen opioidijarjestelman peptidit, prekursorit ja suhteellinen
affiniteetti opioidireseptoreihin (Taulukko mukaillen Gianoulakis 2004).

Prekursorimolekyyli Opioidipeptidi Suhteellinen affiniteetti
opioidireseptoreihin

Pro-opiomelanokortiini B-endorfiini K, 0 (L =10)
(POMC)
Proenkefaliini Met-enkefaliini S, nu(d>>p)
(PENK) Leu-enkefaliini O, u(d>>p)
Prodynorfiini Dynorfiini K

Leu-enkefaliini 3, u(8>>p)

Opioidireseptorit kuuluvat G-proteiinikytkentaisiin solukalvon reseptoreihin, joilla on
seitseman solukalvon l&péisevaa domainia (Akil ym. 1998). Tutkimuksista on saatu
viitteitd, ettd p- ja o-reseptorit valittavat palkitsevia ja «-reseptorit aversiivisia

vaikutuksia ja  erddn  teorian mukaan  riippuvuudessa  olisikin  kyse
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opioidireseptorijéarjestelmien epdtasapainosta (Spanagel ym. 1992; Gianoulakis 1996;
Gianoulakis 2004).

Endorfiineja ekpressoivat hermosolut projektoivat accumbens-tumakkeeseen ja lisaksi
proenkefaliini- sek& prodynorfiini-l&ht6isi& opioidipeptideja tuotetaan accumbens-
tumakkeen hermosoluissa (Akil ym. 1998; Kalivas ja Volkow 2005). Accumbens-
tumakkeessa, ventraalisella tegmentaalisella alueella ja ventraalisessa pallidumissa on
todettu olevan kaikkia kolmea opioidireseptorityyppid, ja nditd opioidireseptoreja
sijaitsee seka post- ettd presynaptisella puolella hermosoluja (Herz 1997). Pre- ja
postsynaptisia reseptoreja ja niiden sijaintia accumbens-tumakkeessa, ventraalisella

tegmentaalisella alueella ja ventraalisessa pallidumissa on havainnoitu kuvassa 4.

Opioidipeptidit, joita esim. etanali

G”"". vapauttaa, inhiboivat
® ——  inhibitorisia GABAergisi&
T e .- T reseptoreita, jotka puolestaan
T N I S5 \ ssatelevatdopaminergisi
[ € —_— | hermasaluja
* VTA J
o GABA ' -
® Gapa
GABA & Opigidipaptidit
-'
™ . GABAergiset hermosolut
! inhibolvatventraalista pallidumia,

opicidireseptorit GABAergisten
) . hermaosolujen pinnalla inhiboivat
T— GABAergisia hermosoluja

Kuva 4. Opioidireseptorien sijainti  accumbens-tumakkeessa, ventraalisella
tegmentaalisella alueella ja ventraalisessa pallidumissa. Opioidireseptoreita on seké pre-
ettd postsynaptisilla puolilla accumbens-tumakkeessa, ventraalisella tegmentaalisella
alueella ja ventraalisessa pallidumissa. ® = Opioidireseptoreita, ® = Dopamiinia, VTA
= Ventraalinen tegmentaalinen alue, NAc = Accumbens-tumake, VP = Ventraalinen
pallidumi (Kuva mukaillen Herz 1997; Fields ja Margolis 2015).

Opioidireseptorit ovat solutasolla inhibitorisia (Goldstein 1977; Law ym. 2000).
Opioidireseptorien aktivoituminen johtaa syklisen adenosiinimonofosfaatin (CAMP)
tuotannon estymiseen ja janniteriippuvaisten kalsiumkanavien sulkeutumiseen (Law
ym. 2000). Opioidireseptorien aktivoituminen johtaa my6s kaliumkanavien

aktivoitumiseen ja MAP (mitogen activated protein) -kinaasireitin aktivoitumiseen.
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Solutasolla namé edelld kuvatut kaskadit johtavat neuraalisen aktiivisuuden estoon eli
hermovalittdjdaineen vapautumisen vahentymiseen synapsiraossa presynaptisessa
hermopaatteessa seka hermoimpulssien etenemisen inhiboitumiseen postsynaptisessa

hermopaatteessa.

Opioidipeptidi-opioidireseptori-interaktiot saatelevat ladkkeina kaytettavien opioidien
palkitsevia ominaisuuksia, kuten myds muiden mielinyvéé aiheuttavien ldékeaineiden ja
etanolin palkitsevia ominaisuuksia (Akil 1984; Herz 1997; Gianoulakis 2004).
Endogeenisten opioidipeptidien, endorfiinien ja enkefaliinien, yhteisvaikutukset p- ja 6-
opioidireseptorien kanssa lisadvat dopamiinin vapautumista accumbens-tumakkeessa, ja
tdma ilmio saattaa valittaa palkitsemista ja voimistumista (Spanagel ym. 1992; Fields ja
Margolis 2015). Dynorfiinien yhteisvaikutus «-reseptorien kanssa accumbens-
tumakkeessa inhiboi dopamiinin vapautumista ja saattaa sitd kautta véahentda
palkitsemisvaikutuksia (Spanagel ym. 1992; Bals-Kubik ym. 1993).

Opioiderginen jarjestelma vélittdd palkitsemisvaikutuksia myos dopaminergisesta
jarjestelmasta riippumatta (Fields ja Margolis 2015). Tutkimuksissa on havaittu, ettd
systeemisesti tai paikallisesti ventraaliselle tegmentaaliselle alueelle annosteltu
dopamiiniantagonisti estai morfiinin aiheuttaman paikkapreferenssin
opioidiriippuvaisilla rotilla, mutta ei rotilla, jotka eivat olleet riippuvaisia (Bechara ym.
1992; Nader ja Van der Kooy 1997). Dopaminergisella jarjestelmalla saattaakin olla
tarked rooli l&dkeaineriippuvuudessa, mutta ei vélttamatta l&d&keaineiden akuuttien

palkitsemisvaikutusten valittdmisessa.

2.5 Etanolin vaikutukset endogeenisessa opioidijarjestelmassa

Etanolin ja endogeenisten opioidipeptidien neurotransmission vélinen yhteys on
osoitettu useissa tutkimuksissa (Herz 1997; Trigo ym. 2010). Tutkimuksista on saatu
viitteitd, ettd etanoli vaikuttaa kaikkiin kolmeen opioidipeptidijarjestelmaan, mutta
suurin  osa tutkimuksista on  keskittynyt aivojen ja aivolisdkkeen -
endorfiinijarjestelméén (Gianoulakis 2004). Akuutin etanolin annostelun on havaittu

lisddvan B-endorfiinipeptidien vapautumista ventraalisella tegmentaalisella alueella ja
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accumbens-tumakkeessa etanolin annoksesta ja etanolin nauttimisesta kuluneesta ajasta
riippuen (Rasmussen ym. 1998; Lam ym. 2008; Jarjour ym. 2009). B-endorfiinin
vapautuminen johti myds dynorfiinin pitoisuuden nousuun samoilla aivoalueilla.
Akuutista etanoliannostelusta seuraava lisadntynyt B-endorfiinin vapautuminen ja sen
sitoutuminen p- ja é-opioidireseptoreihin, saattaa olla merkittdvasséd asemassa etanolin
vaikutusten vélittdmisessé ja etanolin aiheuttamassa dopamiinin pitoisuuden nousussa
accumbens-tumakkeessa (Herz 1997). B-endorfiinin térkeda roolia etanolin vaikutusten
valittamisessa verrattuna toiseen opioidipeptidijarjestelméén, enkefaliineihin, tukee
muun muassa tutkimus, jossa etanolin kulutus laski hiirillg, jotka olivat poistogeenisia
B-endorfiinia tuottavan proteiinin suhteen, mutta ei hiirilla, joilla oli normaalia

vahemman enkefaliinia (Racz ym. 2008).

M- Ja o-opioidireseptorien osuudesta etanolin vaikutusten vélittdmisesséd kertovat useat
tutkimukset (Gonzales ja Weiss 1998; Parkes ja Sinclair 2000; Roberts ym. 2000;
Hyytid ja Kiianmaa 2001; Ojanen ym. 2006; Job ym. 2007). p-Opioidireseptorin
suhteen poistogeenisilla hiirilla etanolin itseannostelu ja etanolin aiheuttama
dopamiinitason nousu accumbens-tumakkeessa ovat véhdisempid kuin villityypin
hiirilla (Roberts ym. 2000; Job ym. 2007). Morfiini, joka on epéselektiivinen
opioidireseptoriagonisti, lisdd etanolin juomista ja aiheuttaa etanolille herkistymisté
rotilla (Ojanen ym. 2006). u- Ja &- reseptoriantagonistin, naltreksonin, systeemisen
annostelun on todettu vahentavan etanolin indusoimaa dopamiinin vapautumista
accumbens-tumakkeessa ja véhentdvan etanolin vapaaehtoista juomista rotilla
(Gonzales ja Weiss 1998; Parkes ja Sinclair 2000; Hyytid ja Kiianmaa 2001).
Amygdalaan annostellun p-opioidireseptoriantagonistin, CTOP:n, on myds havaittu

vahentdvén etanolin vapaaehtoista juomista (Hyytié ja Kiianmaa 2001).

k-Opioidireseptorien  rooli  palkitsemisvaikutuksessa ja etanolin  vaikutusten
valittdmisessa on epaselva (Bals-Kubik ym. 1993; Doyon ym. 2006; Logrip ym. 2009).
k-Reseptoriagonistien  annostelun  accumbens-tumakkeeseen ja  ventraaliselle
tegmentaaliselle  alueelle on havaittu aiheuttavan aversiivisia vaikutuksia
ladkeannosteluun liittyvassa paikkapreferenssitutkimuksessa (Bals-Kubik ym. 1993). «-

Reseptorien stimuloimisen on havaittu vahentdvan etanolin juomista, mutta niiden
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inhiboinnilla on havaittu olevan joko etanolin juomista lisd&va vaikutus tai ei ole
havaittu olevan mitaén vaikutusta etanolin juomiseen (Lindholm ym. 2001; Doyon ym.
2006; Logrip ym. 2009).

Etanolin juomisen suhteen eroavilla rotta- ja hiirikannoilla tehdyissa tutkimuksissa, on
havaittu korrelaatio etanolin aiheuttaman paikkapreferenssin ja opioidireseptorien
jakautumisen valilla (De Waele ym. 1995; Soini ym. 2002). Monet tutkimukset ovat
havainneet synnynndisia eroavaisuuksia opioidijarjestelmdsséa etanolia mielellaan
juovilla kannoilla etanolia valtteleviin kantoihin n&hden, muun muassa AA- (Alko,
Alcohol) rottakannalla verrattuna ANA- (Alko, Non-Alcohol) rottakantaan seka
C57BL/6-hiirikannalla verrattuna DBA/2-hiirikantaan (De Waele ym. 1995; Herz 1997;
Jamensky ja Gianoulakis 1997; Sommer ym. 2006). Esimerkiksi etanolia preferoivilla
AA-rotilla  on suurempi p-opioidireseptorimddrd  accumbens-tumakkeessa  ja
ventraalisella tegmentaalisella alueella kuin etanolia valttelevalla ANA-kannalla (De
Waele ym. 1995).

Vaikka joissakin etanolin opioidergiseen jarjestelméan kohdistuvissa vaikutuksissa on
dopaminerginen jarjestelma mukana, pystyy etanoli vaikuttamaan
palkitsemisjarjestelméssa myods dopamiinista riippumattomalla tavalla (Gianoulakis
2004; Fields ja Margolis 2015). Etanolin juomisen seurauksena vapautuneet
opioidipeptidit sitoutuvat accumbens-tumakkeessa GABAergisten haarakesolujen
pinnalla oleviin p-opioidireseptoreihin ja inhiboivat niitd. GABAergisten hermosolujen
inhibointi johtaa esimerkiksi ventraalisen pallidumin aktivoitumiseen ja tdma voi johtaa
etanolin juomisen lisddntymiseen (Smith ym. 2009; Kemppainen ym. 2012a). Kuvassa 4
on havainnollistettu tatd. Myds opioidireseptoriantagonistin, naltreksonin, etanolin
juomista véhentava vaikutus valittyy vaikka dopaminerginen rata on tuhottu (Koistinen
ym. 2001).

2.5.1 Endogeeninen opioidijarjestelma alkoholiriippuvuudessa

Krooninen etanolin kayttd aiheuttaa useita pitkdaikaisia, jopa pysyvid, muutoksia

endogeeniseen opioidijéarjestelmaan (Herz 1997). Toistuva etanolin annostelu saattaa
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johtaa esimerkiksi endogeenisen opioidijérjestelmén epatasapainoon, joka voi aiheuttaa
alkoholiriippuvuuden (Spanagel 1992; Gianoulakis 1996). Myo6s synnynnaiset
poikkeamat endogeenisessa opioidijarjestelmassa saattavat olla osallisena riippuvuuden

synnyssa (Goldstein 1977).

Akuutin etanoliannostelun aikaansaaman B-endorfiinin pitoisuuden lisddntymisen on
todettu olevan tarkedssa asemassa etanolin juomisen alkaessa, mutta koska J-
endorfiinin vapautuminen ei jatku pidentyneen etanolin lasndolon aikana, B-endorfiinin
aktiivisuus ei vélttamatta ole merkittavassa osassa alkoholiriippuvuudessa (Rasmussen
ym. 1998; Gianoulakis 2004). Eradssa ihmisill& tehdyssa tutkimuksessa alkoholisteilla
onkin havaittu alhaisemmat B-endorfiinitasot plasmassa kuin terveilld koehenkildilla
(Aguirre ym. 1995). Pitkaaikaisessa etanolin kaytossa muutokset seka p-
endorfiinijarjestelmasséd ettd muissa endogeeniseen opioidijarjestelmaan liittyvissa
jarjestelmissg, saattavat olla tarkedssa asemassa alkoholiriippuvuuden synnyssa (Herz
1997; Rasmussen ym. 1998; Trigo ym. 2010).

Kroonisen etanoliannostelun on todettu nostavan proenkefaliinin lahettiRNA:n tasoja
amygdalassa, mutta vahentavan proenkefaliinin l&hettiRNA:n tasoja accumbens-
tumakkeessa ja hajukaamissa rotilla (Cowen ja Lawrence 2001). Kroonisen etanolin
kayton on todettu myds vidhentivdan funktionaalista 6- ja p-opioidireseptorien
kytkeytymistd G-proteiiniin mesokortikolimbiselld alueella (Chen ja Lawrence 2000;
Saland ym. 2004). Krooninen etanoliannostelu voi vaikuttaa myds «-reseptoreihin
(Lindholm ym. 2000). x-Reseptorin antagonisti vahentdd etanolin itseannostelua
alkoholiriippuvaisilla rotilla (Walker ja Koob 2007). Dynorfiinien pitoisuuden on
havaittu nousevan accumbens-tumakkeessa etanolin kroonisen annostelun jalkeen
(Przewlocka ym. 1997). Dynorfiinit ja k-reseptorit saattavatkin olla tarkedssé asemassa

etanolin vieroitusoireissa ja etanolin himossa.

B-endorfiinin pitoisuuden vahentyminen ja muut endogeenisessa opioidijérjestelméssa
tapahtuvat muutokset, jotka ovat aiheutuneet pitk&aikaisesta etanolialtistuksesta
saattavat yllapitdd etanolin juomista negatiivisen vahvistumisen kautta (Aguirre ym.

1995; Gianoulakis 2004). Negatiivinen vahvistuminen perustuu epamiellyttavaksi



22

koetun olotilan valttamiseen (Gianoulakis 2004). Alkoholiriippuvaisella henkil6lla on
havaittavissa useita poikkeavuuksia neuraalisissa systeemeissd, kun etanolia ei ole
lasnd. Naméa poikkeavuudet saattavat aiheuttaa pahan olon tunnetta ja johtaa

negatiivisen vahvistumisen kautta motivaatioon kayttaa etanolia.

Eri eldinkannat eroavat opioidipeptidien ja opioidireseptorien perustason osalta eri
aivoalueilla ja samalla tavalla geneettinen monimuotoisuus voi vaikuttaa ihmisilla
etanolin juomisen méaraén ja alkoholismin kehittymiseen (De Waele ym. 1995; Hyytia
ja Kiianmaa 2001; Sommer ym. 2006). Eldinkokeiden perusteella 16ydetyt geneettiset
variaatiot sekd «-opioidireseptorissa ettd prodynorfiinigeenissd saattavat olla
riskitekijana alkoholiriippuvuudelle myods ihmisilla (Xuei ym. 2006; Xuei ym. 2007).
Myos polymorfia p-opioidireseptorin geenissdé (OPRM1) ja POMC-geenissa saattavat
olla riskitekijoita alkoholiriippuvuuden kehittymisessa ihmisilla (Zhang ym. 2006; Racz
ym. 2008; Zhang ym. 2009). Muun muassa néisté edella mainituista yksildiden vélisista
eroavaisuuksista johtuen alkoholismin hoidossa kaytetyt opioidireseptoriantagonistit
saattavat vaikuttaa eri tavoin eri yksiloilla. Esimerkiksi naltreksonilla on havaittu
erilaiset vasteet ihmisilld, jotka ovat suuressa tai pienessd riskissa alkoholismin
kehittymiselle (King ym. 1997; Oslin ym. 2015).

Etanolin juomista hillitsevien ladkeaineiden vaikutuksen oletetaan valittyvan
opioidergisen ja dopaminergisen jarjestelmén yhteysvaikutuksen kautta, mutta
ladkeaineiden tarkkaa mekanismia ei kuitenkaan téysin tunneta (King ym. 1997,
Koistinen ym. 2001). Naltreksonin ja nalmefeenin vaikutuksia etanolin juomisessa on
tutkittu useissa tutkimuksissa (O 'Malley 1996; Mason ym. 1999; Guardia ym. 2002;
Zalewska-Kaszubska ym. 2008). Nalmefeeni on naltreksonin johdannainen ja niilla on
hyvin samankaltainen rakenne (Mason ym. 1999). Naltreksoni ja nalmefeeni ovat
epéselektiivisia opiodireseptoriantagonisteja (Emmerson ym. 1994).  Naltreksoni
vaikuttaa padasiassa M- ja d-opioidireseptorin kautta ja nalmefeeni p-, o- ja «-
reseptorien kautta (Emmerson ym. 1994; Walker ja Koob 2007). Naltreksonin ja
nalmefeenin oletetaan estdvan etanolin aiheuttamia palkitsemisvaikutuksia muun
muassa vahentamalla etanolin stimuloimaa dopamiinin vapautumista accumbens-

tumakkeessa (Gonzales ja Weis 1998). Opioidireseptoriantagonistit saattavat estaa
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etanolin vapauttamien opioidipeptidien sitoutumisen dopamiinihermosoluja saatelevien
GABAergisten hermosolujen pinnalla oleviin inhibitorisiin opioidireseptoreihin, jolloin

dopaminergiset hermosolut ovat inhiboituina ja dopamiinia ei vapaudu.

Dopamiiniin vaikuttamisen liséksi naltreksonin on my0s havaittu aiheuttavan muutoksia
opioidipeptidien ja opioidireseptorien esiintymisessd (Parkes ja Sinclair 2000;
Gianoulakis 2004). Erééssa rotilla tehdyssa tutkimuksessa havaittiin, ettd naltreksonin
annostelu vahensi etanolin juomista ja nosti B-endorfiinitasoja plasmassa (Zalewska-
Kaszubska ym. 2008). Naltreksonin on havaittu vahentavéan etanolin juomista myods
rotilla, joiden dopaminergiset hermopéatteet ventraalisella tegmentaalisella alueella ja
accumbens-tumakkeessa oli tuhottu 6-OHDA:Ila (Koistinen ym. 2001; Shoemaker ym.
2002). Nama tutkimukset tukevat ajatusta, ettd opioidireseptoriantagonistien kyky
vahentdd etanolin juomista valittyy my6s suoraan opioidireseptorien Kkautta,
dopamiinista riippumatta. Tall& hetkelld Suomessa on markkinoilla naltreksoni- ja
nalmefeeni-ladkevalmisteet alkoholismin hoidossa (Alkoholiongelmaisen hoito: Kaypéa
hoito-suositus 2011).

2.5.2 Ventraalinen pallidumi ja sen rooli etanolin vaikutusten valittdmisessa

Aikaisemmissa etanolin palkitsemisvaikutuksia tutkivissa tutkimuksissa on keskitytty
enimmaékseen accumbens-tumakkeeseen ja ventraaliseen tegmentaaliseen alueeseen
(Spanagel ja Weis 1999). Accumbens-tumakkeen hermotuskohde, ventraalinen
pallidumi, on mesolimbisen mielihyvaradan péatepiste, ja myos sillda on tarked rooli
etanolin vaikutusten valittamisessa (Hyytia ja Kiianmaa 2001; Kalivas ja VVolkow 2005;
Smith ym. 2009; Kemppainen ym. 2012a; Kemppainen ym. 2012b). Ventraalinen
pallidumi projektoi myds takaisin accumbens-tumakkeeseen. Ventraalinen pallidumi on
kytkeytynyt myds muihin mesokortikolimbisiin aivoalueisiin, joita ovat muun muassa
lateraalinen hypotalamus, ventraalinen tegmentaalinen alue, etuaivokuori ja amygdala.
Ndma aivoalueet ja  niiden  véliset projektioradat ovat  mahdollisia
palkitsemisvaikutuksen saatelijoitda (Swanson 2000; Kalivas ja Volkow 2005).
Ventraaliseen pallidumiin ja palkitsemisrataan liittyvid aivoalueita ja niihin liittyvia

valittdjaaineita on havainnoitu kuvissa 1 ja 2.
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Farmakologisissa tutkimuksissa on selvinnyt, ettd ventraalisessa pallidumissa on
dopamiini- ja GABA-reseptoreita sekd kaikkia kolmea opioidireseptorityyppia
(Mitrovic ja Napier 1995; Wise 2002). Opioidireseptoreja on ventraalisessa
pallidumissa seka post- ettd presynaptisella puolella haarakesoluja (Olive ym. 1997).
Ventraalinen pallidumi on jatkuvan inhibition alla johtuen sitd hermottavista
GABAEergisistd haarakesoluista, jotka myos koekspressoivat opioidipeptideja (Smith
ym. 2009; Fields ja Margolis 2015). Inhibitoristen GABAergisten ventraaliseen
pallidumiin johtavien hermosolujen esto, aktivoi ventraalista pallidumia, ja saattaa olla
yksi tdrked osa riippuvuutta aiheuttavien aineiden vaikutusten valittdmisessa (Wise
2002; Kemppainen ym. 2012a). Kuvassa 4 on havainnollistettu ventraalisen pallidumin

aktivaatiota.

Ventraalisen pallidumin palkitsemiseen liittyva vaikutus johtuu ainakin osittain
accumbens-tumakkeesta siihen tulevista haarakesoluista, koska accumbens-tumakkeen
ja ventraalisen pallidumin yhteyden estdmisen on havaittu estdvan kokaiinin relapsia
siitd riippuvaisilla rotilla (McFarland ja Kalivas 2001). Elektrofysiologisissa
tutkimuksissa on havaittu, ettd p-opioidireseptorit ventraalisessa pallidumissa séatelevat
accumbens-tumakkeen GABAergisid projektioita ventraaliseen pallidumiin ja p-
opioidireseptorit sadtelevat myds muita ventraaliseen pallidumiin tulevia projektioita
kuten etuaivokuoren ja amygdalan glutamatergisid hermosoluja (Mitrovic ja Napier
1995; Napier ja Mitrovic 1999).

Ventraalisen pallidumiin liittyvissa tutkimuksissa on keskitytty ldhinndé GABA- ja
opioidireseptoreihin (Olive ja Maidment 1998; Kemppainen ym. 2012a; Kemppainen
ym. 2012b). Useiden riippuvuutta aiheuttavien aineiden, kuten kokaiinin, etanolin,
morfiinin on havaittu laskevan GABA:n solunulkoista pitoisuutta sek& nostavan
enkefaliinien pitoisuutta ventraalisen pallidumin alueella (Olive ja Maidment 1998;
Wise 2002; Tang ym. 2005). GABAa- ja GABAb-reseptorien agonistien paikallisen
annostelun ventraaliseen pallidumiin on havaittu véhentdvan etanolin juomista

annosriippuvaisesti (Kemppainen ym. 2012a).
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Ventraalisen pallidumin opioidireseptorien roolia on tutkittu muun muassa
annostelemalla opioidireseptoriagonisteja ja -antagonisteja paikallisesti ventraaliseen
pallidumiin (Kemppainen ym. 2012b). p-Opioidireseptorit ovat merkittavassa asemassa
ventraalisessa pallidumissa, silld p-opioidireseptoriagonistien, DAMGO:n ja morfiinin
paikalliset injektiot ventraaliseen pallidumiin  véhentavdt etanolin  juomista
annosriippuvaisesti, kun taas p-opioidireseptoriantagonisti, CTOP, lisd4 etanolin
juomista. - tai k- reseptorien antagonistien tai -agonistien ei ole havaittu aiheuttavan
muutoksia etanolin kulutukseen, mista voidaan paatelld, ettd ventraalisen pallidumin o-
ja «x-opioidireseptoreilla ei ole suurta roolia etanolin akuuttien vaikutusten
valittamisessd. Ventraalisessa pallidumissa on havaittu olevan useita erilaisia alueita,
joihin vaikuttamalla saadaan erilaisia tuloksia riippuen vaikutuskohteesta (Smith ja
Berridge 2007; Smith ym. 2009). Ventraalisessa pallidumissa on myds todettu olevan

alueita, joissa on muun muassa p-opioidireseptorikeskittymié.

Naltreksonin systeemisen annostelun on havaittu vahentdvan etanolin itseannostelua,
mutta paikallinen naltreksonin annostelu ventraaliseen pallidumiin ei aiheuta muutoksia
etanolin itseannosteluun (Parkes ja Sinclair 2000; Koistinen ym. 2001, Kemppainen ym.
2012b). Tutkimuksista voidaan paatella, etta naltreksonin vaikutus etanolin juomiseen ei
tule ventraalisen pallidumin tasolta. Ventraaliseen pallidumiin liittyvien tutkimusten
tulokset viittaavat siihen, ettd sekd GABAergiset ettd opioidergiset jarjestelmat
ventraalisessa pallidumissa ovat tirkedssa asemassa etanolin vaikutusten valittdmisessa
ja ne voivat olla osallisena myos alkoholiriippuvuuden kehittymisessa (Smith ym. 2009;

Kemppainen ym. 2012a; Kemppainen ym. 2012b).

3 TUTKIMUKSEN TAVOITE

Etanolin palkitsevat ja mielihyvad tuottavat vaikutukset vélittyvat ainakin osittain
etanolin accumbens-tumakkeessa vapauttamien opioidipeptidien valitykselld (Herz
1997; Gianoulakis 2004). Opioidipeptidit voivat vaikuttaa etanolin juomiseen muun
muassa ventraalisen pallidumiin johtavan striatopallidaalisen hermoradan kautta (Wise
2002; Gianoulakis 2004; Fields ja Margolis 2015). Ventraalisen pallidumin GABA- ja
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opioidergisten jarjestelmien on todettu olevan térkedssa osassa palkitsemisvaikutusten
valittdmisessd ja niiden kautta vélittyvat palkitsemisvaikutukset saattavat ilmeté
kokonaan ilman dopaminergista jarjestelméa (Kemppainen ym. 2012a; Kemppainen
ym. 2012b; Fields ja Margolis 2015). Ventraalisen pallidumin aktivaation on spekuloitu
lisdavan palkitsemisvaikutuksia ja inhibition véhentévan palkitsemisvaikutuksia (Smith
ym. 2009; Kemppainen ym. 2012a; Kemppainen 2012b).

Taman tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd ventraalisessa pallidumissa olevien p-
opioidireseptorien merkitystd etanolin vaikutusten vélittdmisessa ja juomisen saatelyssé
kayttden apuna etanolia juovaa rottakantaa. Rottien ventraaliseen pallidumiin
aiheutettiin virusvektoreiden (AAV-MOR) avulla paikallinen inhibitio ylimaaralla p-
opioidireseptoreita ja tutkittiin p-opioidireseptorin yliekspression vaikutusta etanolin
juomiseen. Virusvektoreilla tehtdva koe kertoo pitk&aikaisemmasta vaikutuksesta kuin
annostelemalla paikallisesti ventraaliseen pallidumiin opioidireseptoriantagonisteja ja -
agonisteja. Tutkimuksen hypoteesina oli, ettd rottien etanolin juominen véhentyisi
johtuen ventraalisen pallidumin paikallisesti suurentuneen p-opioidireseptorimaaran
aiheuttamasta inhibitiosta. Varsinaisten juomiskokeiden jélkeen rotille annosteltiin
systeemisesti opioidireseptoriantagonistia, naltreksonia, ja opioidireseptoriagonistia,
morfiinia, ennen etanolin juomista, jotta n&htiin aiheuttiko virusvektoriké&sittely

muutoksia ladkeaineiden tunnettuihin vasteisiin etanolin juomisessa.

4 MATERIAALIT JA MENETELMAT

4.1 Koe-elaimet

Tassd tutkimuksessa kaytettiin etanolia mielellddn juovaa Alko, Alcohol (AA)-
rottakantaa (Helsingin yliopisto, Helsinki, Suomi) (Sommer ym. 2006). Rotat (n = 45)
olivat tutkimuksen alkaessa noin 3 kuukauden ikéisia ja niiden painot olivat noin 230—
310 grammaa. Rotat elivat yksittdisventiloiduissa Blueline-muovihédkeissa (Scanbur
Technology, Karlsunde, Tanska) kolmen rotan ryhmissa. Rotilla oli hakissa virikkeend
haapapuukapula. Ruokaa (SDS RM1 (E) SQC, Witham, Essex, England) ja vetta oli
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tarjolla ad libitum. Rotat elivat k&&nnetyssa 12-tunnin valorytmissd, jossa valot
sammuivat kello 8.30. Huoneen, jossa rotat asuivat ja jossa kokeet suoritettiin, [amp0étila
oli 22 £ 2 °C ja ilmankosteus 55 + 5 %.

4.2 Kéytetyt yhdisteet

3-Diaminobentsidiini (Sigma-Aldrich, St. Louis, Yhdysvallat)

Biotinyloitu goat anti-rabbit (BA100, Vector Laboratories, Burlingame, Yhdysvallat)
Donkey anti-mouse Alexa 594 (A21207, Invitrogen, Grand Island, Yhdysvallat)
Etanoli 96 % (Spiritus Fortis, Berner Oy, Helsinki, Suomi)

Formaldehydi 37 % (Merck KGaA, Darmstadt, Saksa)

Goat anti-rabbit Alexa 488 (A11008, Invitrogen, Grand Island, Yhdysvallat)
Isofluraani (Vetflurane 1000 mg/g, Virbac, Edmund, Iso-Britannia)

Isopentaani (Sigma-Aldrich, St. Louis, Yhdysvallat)

Karprofeeni (Rimadyl Vet, 50 mg/ml, Pfizer, Dundee, Iso-Britannia)

Ksyleeni (Sigma-Aldrich, St. Louis, Yhdysvallat)

Lidokaiini (Lidocain 20 mg/ml c. adrenalin, Orion Oyj, Espoo, Suomi)

Metanoli (Merck, KGaA, Darmstadt, Saksa)

Milli-Q-vesi (Valmistettu Millipore Simplicity-puhdistuslaitteella; EMD Millipore,
Billerica MA, Yhdysvallat)

Morfiini (Yliopiston Apteekki, Helsinki, Suomi)

Mouse anti-GFAP (MA13360, Merck Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, Saksa)
Mouse anti-NeuN (MAB377, Merck Millipore, Merck KGaA, Darmstadt, Saksa)
Naltreksoni (Sigma-Aldrich, St.Louis, Yhdysvallat)

Natriumkloridi 9 mg/ml (B.Braun, Melsungen, Saksa)

Normal goat serum 1 % (Vector Laboratories, Burlingame, Yhdysvallat)

Oftagel 2,5mg/g (Santen Pharmaceutical Co. Ltd, Osaka, Japan)
Paraformaldehydi (Sigma-Aldrich, St.Louis, Yhdysvallat)

Pentobarbitaali (Sigma-Aldrich, St.Louis, Yhdysvallat)

Pertex (Algol Diagnostics Oy, Espoo, Suomi)

Rabbit anti-GFP (Ab73933, Abcam, Cambridge, Iso-Britannia)

Rabbit anti-MOR (Ab10275, Abcam, Cambridge, Iso-Britannia)

Trimetopriini ja sulfadiatsiini (Oriprim Vet, Orion Oyj, Espoo, Suomi)
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Triton X-100 (Merck KGaA, Darmstadt, Saksa)
Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, Yhdysvallat)
Vetyperoksidi 30 % (Merck KGaA, Darmstadt, Saksa)

4.3 Kokeen suoritus

4.3.1 Koeryhmat

Tutkimuksessa kaytetyt koeryhmat olivat AAV-MOR-, AAV-GFP- ja vehikkeliryhma.
Tutkimuksessa  kéytettiin -~ AAV-virusvektoreita (adeno-associated-virus vector).
Virusvektorit ovat geeniteknologian tyokaluja, joilla kohdesoluun pystytaan liittdmaén
geneettistda materiaalia (Merten ym. 2005). Virusvektorissa viruksesta on poistettu tautia
aiheuttavat ja lisddntymiseen eli replikaatioon liittyvat ominaisuudet ja sen genomiin on
liitetty haluttu geeni. Tdassé tutkimuksessa virusvektoreina kaytettiin yksijuosteista
AAV1-virusvektoria, jonka genomiin oli liitetty ihmisperaistd p-opioidireseptoria
tuottava geeni (AAV-MOR) (NIDA, USA) seka yksijuosteista AAV1-virusvektoria,
jonka genomiin oli liitetty vihredd vérid fluoresoivan proteiinin geeni (AAV-GFP)
(NIDA, USA). Virusvektoreiden tiitterit olivat AAV-MOR-virusvektorilla 1,4 x 10"
vg/ml ja AAV-GFP-virusvektorilla 5,8 x 10% vg/ml. Virusvektorien vehikkelina oli
fosfaattipuskuroitu saliini, jossa oli 0,5 mM magnesiumkloridia (PBS + 0,5 mM
MgCl2). AAV-GFP-virusvektori toimi virusvektorikontrollina. Pelkkaa vehikkelia
kaytettiin  lisdksi toisena kontrollina. Virusvektoreita ja kontrollia infusoitiin
bilateraalisesti 0,5 pl rottien ventraaliseen pallidumiin.

AAV-MOR- ja AAV-GFP-virusvektoreilla oli sama CMV (sytomegalovirus)-
promoottori, jolla on tarked tehtdva virusvektorin ohjaamisessa kohdesoluun ja
proteiinisynteesin aloituksessa (McCown ym. 1996). Koska tutkimuksessa kaytetyill&
virusvektoreilla oli sama promoottori, AAV-GFP-virusvektorin kayttdminen kontrollina
oli perusteltua. Voitiin olettaa, ettda AAV-MOR- ja AAV-GFP-virusvektorit ohjautuvat

samantyyppisiin soluihin.
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4.3.2 Etanolin juominen

Tutkimuksessa kaytettiin rajoitetun juomisen mallia, jossa rotilla oli mahdollisuus juoda
etanolia vain lyhyen aikaa, 90 minuuttia kerrallaan (Kemppainen ym. 2012b). Kun
juomisaika oli lyhyt, rotat alkoivat juoda etanolia heti kun ne siirrettiin juomishakkiin.
Mallilla pystyttiin seuraamaan tarkasti etanolin juomisessa mahdollisesti tapahtuvia

muutoksia.

Juomiskokeissa kéaytetty etanoli valmistettiin laimentamalla 96 prosenttinen etanoli
hanavedelld 10 prosenttiseksi. Aluksi rotat opetettiin juomaan etanolia (10 % v/v), ja
juodun etanolin mééaraa seurattiin millilitroissa. Etanolin juomiskoe tapahtui teraksisissa
ritildpohjaisissa juottohakeissd (21 x 38 x 19 cm), joissa rotat olivat yksittain ja saivat
valita veden tai etanolin vélill4. Rotat olivat juomiskokeen ajan yksittain, jotta juodun
etanolin mé&aré saatiin mitattua tarkasti. Vettd ja etanolia siséltavien juomapillien
paikkaa vaihdettiin joka juomakerralla, jotta voitiin estdd rottaa suosimasta

jompaakumpaa puolta.

Etanolin juomiskoe toteutettiin kolmesti viikossa, maanantaisin, keskiviikkoisin ja
perjantaisin. Juomiskokeet aloitettiin noin klo 8.30, kun huoneen valot sammuivat.
Juomisen opetteluvaiheessa rotat olivat juottohdkeissd 24 tuntia kerrallaan ja téna
aikana seurattiin 24 tunnin juomismaaria. Yhdeksan 24 tunnin juottokerran jalkeen
juomisaika lyhennettiin 90 minuuttiin ja juomista seurattiin 12 kerran ajan. Kuvassa 5

on esitetty kokeen eteneminen koerottien osalta aikajanan tavoin.

4vk 8 vk 10 vk 16 vk 17 vk 19 vk 20 vk

9x 24h 2 x 90min 15 x 90min ‘

eikkauk-

Juomisen opettelu  [Juomisen perustaso Lt juomiskoe nnostelu Morfiinin annostelu |Lopetus

Alkoholin LNaItreksonin

Kuva 5. Kokeen suoritus aikajanan tavoin koerottien osalta. Juomisen opetteluvaiheessa
oli yhdeksén 24 tunnin juottoa, juomisen perustason maarittdmisessa oli kaksitoista 90
minuutin juottoa ja varsinaisessa juomiskokeessa oli viisitoista 90 minuutin juottoa.
Juomiskokeiden jélkeen rotille annosteltiin naltreksonia ja morfiinia ennen etanolin
juomiskoetta. Kokeen lopuksi rotat lopetettiin. Koe kesti koerottien osalta kaikkiaan 20
viikkoa.
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Etanolin juomisen perustasojen madrityksessa otettiin huomioon eri aikapisteissé
kumulatiivisesti mitatut etanolin méérat (30, 60, 90) kolmena viimeisend juomiskertana
ja rotat satunnaistettiin eri kasittelyryhmiin. Rotat punnittiin jokaisen juomiskerran
jalkeen, jotta saatiin laskettua juodun etanolin mééra rotan painoa kohden. Kuvassa 6 on
esitetty rottien juomistasot 12 viimeisimpéana kertana ennen stereotaktisia leikkauksia.
Rottien etanolin juomista seurattiin yhteensé seitsemén viikon ajan ennen stereotaktisia

leikkauksia.
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Kuva 6. Etanolin juomisopettelu ja etanolin juomisen perustason maarittdminen (n =
45). Kuvassa on esitetty etanolin juomistasot ennen stereotaktisia leikkauksia puhtaan
etanolin maarana rotan painoa kohden. Hajontana kuvassa on keskiarvon keskivirhe
(SEM).

4.3.3 Stereotaktiset leikkaukset

Virusvektorit ja vehikkeli infusoitiin rottien ventraaliseen pallidumiin stereotaktisissa
leikkauksissa. Rotille annosteltiin karprofeenia (Rimadyl vet) kipuldékkeeksi 5,0 mg/kg
(injektiotilavuudessa 1 ml/kg) ihon alle noin 15 minuuttia ennen stereotaktista
leikkausta ja kahtena paivané stereotaktisen leikkauksen jalkeen. Ennen leikkaushaavan
tekoa, rottien paalaelta ajeltiin karvat ja ihoalue desinfioitiin 70 % etanolilla. 1hon alle
annosteltiin 0,1 ml lidokaiinin ja adrenaliinin seosta (Lidocain cum adrenalin)
puuduttamaan aluetta ja estdméaén liiallista verenvuotoa. Rotta nukutettiin isofluraanilla

(Vetflurane) nukutuslaitteella (Univentor 400, Anaesthesia Unit, Univentor Ltd., Malta).
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Nukutuksen induktion aikana isofluraanipitoisuus oli 4,5 % 10 minuutin ajan, ja
leikkauksen aikana isofluraanipitoisuus oli 2,5 % (virtauksella 350 ml/min).

Leikkauksen alussa rotta Kiinnitettiin stereotaktiseen laitteeseen (David Kopf
instruments, Tujunga, Kalifornia). Ruumiinlampoa kontrolloitiin rotan lampopatjalla,
joka oli varustettu lampomittarilla (Temperature controller, Carnegie Medicin,
Tukholma, Ruotsi). Rotan silmiin annosteltiin silmétippoja (Oftagel) estaméén silmien
kuivumista. Rotan péddnahka avattiin leikkausveitsella pitkittéisesti ja kallon pinta
puhdistettiin kalvoista ja verestd pumpulipuikoilla. Bregman koordinaatit mééritettiin ja
niistd laskettiin infuusiokohdat, jotka merkittiin kallon pintaan. Kalloon porattiin reiét
hammasporalla  (Volvere  GX, Manila, Philippines) merkkien kohdalle.
Tavoitekoordinaattina olivat A/P -0,8; M/L £3,2 ja H -7,5 (Paxinos ja Watson 2008).
Tassa tutkimuksessa tavoitteena oli ventraalisessa pallidumissa oleva hedoninen
hotspot, jonka on havaittu séatelevan palkitsemisvaikutuksia ja motivaatiota ja olevan
tarkedssé osassa etanolin juomisen saatelyssa (Smith ja Berridge 2007; Smith ym. 2009;
Kemppainen ym. 2012b). Ennen neulan laskemista haluttuun koordinaattiin, oikea
syvyys maééritettiin kovakalvon pinnasta. Infuusio tehtiin mahdollisimman ohuella
neulalla (tylppé neula, 33G, Worcester polytechnic institute, Worcester, Yhdysvallat)
elektronisella infuusiolaitteella (Stoelting Co., IL, USA). Neulan laskemisen jélkeen
odotettiin 1 minuutti, jonka jalkeen rotan aivoihin infusoitiin 0,5 ul liuosta (AAV-MOR,
AAV-GFP tai vehikkelid). Infuusionopeutena kéytettiin 0,5 pl/min. Infuusion jalkeen
odotettiin viisi minuuttia ennen kuin neula nostettiin. Sama toistettiin toiselle
aivopuoliskolle. Infuusioiden ja odotusten jalkeen kallon reidt peitettiin luuvahalla ja

paénahka tikattiin kiinni.

Leikkauksen jalkeen rotille annosteltiin intraperitoniaalisesti fysiologista suolaliuosta
(Natriumkloridi 9 mg/ml) 10 ml/kg, elimiston kuivumisen estamiseksi. Haava pyyhittiin
etanolilla ja rotta asetettiin toipumaan hakkiin lammityslevyjen paélle. Rottien
toipumisen nopeuttamiseksi tarjolla oli 5 % sokeriliuosta kahden pdivan ajan
leikkauksen jalkeen. Rotat punnittiin joka pdiva neljan paivén ajan leikkauksesta ja

niiden toipumista seurattiin. Tarvittaessa rottien haavan péélle ja ihon alle annosteltiin



32

0,1 ml antibioottia (Oriprim vet) estdmdidn ja hoitamaan mahdollista haavan
tulehdusreaktiota.

4.3.4 Virusvektorikésittelyn vaikutus etanolin juomiseen

Leikkauksen ja toipumisjakson jalkeen rottien etanolin juomista seurattiin samalla
rajoitetun juomisen mallilla kuin ennen leikkauksia viiden viikon ajan yhteensa 15
juomiskertaa. Rotat laitettiin juomishékkeihin 90 minuutin ajaksi ja niiden juomaa
etanolin madréa seurattiin 30, 60 ja 90 minuutin aikapisteissa. Rotat punnittiin jokaisen
juomiskerran jalkeen, jotta saatiin laskettua juodun etanolin mé&aré painokiloa kohden.

4.3.5 Etanolin juomisen inhibointi naltreksonilla ja indusointi morfiinilla

Viidentoista etanolin juomiskokeen jalkeen rotille annosteltiin
opioidireseptoriantagonistia, naltreksonia, ja opioidireseptoriagonistia, morfiinia, ennen
etanolin  juomiskoetta, jotta néhtiin, aiheuttiko ventraalisen  pallidumin
virusvektorikasittely muutoksia l&&keaineiden tunnettuihin  vasteisiin  etanolin
juomisessa. Rotille annosteltiin ihon alle naltreksonia kahdella eri annoksella (0,1
mg/kg ja 0,3 mg/kg) tai kontrollina kdytettdvaa fysiologista suolaliuosta (Natriumkloridi
9 mg/ml). Annostelujen vilissa oli aina yksi juomiskerta, jolloin rotat eivat saaneet
injektiota. Tamén tarkoituksena oli estdad edellisen késittelyn mahdollinen vaikutus

seuraavaan kasittelyyn.

Naltreksonikokeen jalkeen tehtiin morfiinilla indusoitu etanolin juomiskoe. Siina rotille
annosteltiin ihon alle ensin yhdell& juomiskerralla fysiologista suolaliuosta ja sitten
morfiinia samalla annoksella (3 mg/kg) toistetusti kolmena perékkaisend juomiskertana.
Néiden juomiskertojen valissé ei ollut juomiskertoja, jolloin rotta ei saanut injektiota,
koska tutkimuksessa haluttiin havainnoida my6s mahdollista morfiinin aiheuttamaa

herkistymista.

Ladkeaineet oli liuotettu fysiologiseen suolaliuokseen ja kaytetty injektiotilavuus oli 1

ml/kg. L&akkeet annosteltiin noin 20 minuuttia ennen rottien siirtoa juottohakkeihin.
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Juotua etanolin maaraa tarkasteltiin 10, 20, 30, 45, 75 ja 90 minuutin aikapisteissa.
Ladkeaineiden annostelun jélkeisid etanolin juomisarvoja verrattiin fysiologisen
suolaliuoksen annostelun jalkeisiin etanolin juomisarvoihin. Ennen ladkeaineannosteluja

rotat totutettiin koemenetelmaan.

4.3.6 Rottien lopetus

Tutkimuksen lopuksi osa rotista perfusoitiin immunohistokemiallisia vérjayksia varten
ja loput lopetettiin dekapitaatiolla kvantitatiivista polymeraasiketjureaktiota varten
(QPCR). Ennen perfusoinnin aloitusta rotille annosteltiin karprofeenia (Rimadyl Vet)
ihon alle 5 mg/kg (injektiotilavuudessa 1 ml/kg). Rotat tainnutettiin pentobarbitaalilla,
jota annosteltiin 90 mg/kg intraperitoniaalisesti. Perfuusio aloitettiin ensin 100 ml:lla
natriumkloridiliuosta ja jatkettiin sitten 400 ml:lla paraformaldehydi(PFA)-liuosta.
Pumppausnopeus oli 20 ml/minuutissa. Perfuusion jalkeen rottien aivot dissekoitiin ja
ne laitettiin 4 % PFA-liuokseen, josta ne siirrettiin 20 % sakkaroosiliuokseen neljan

tunnin kuluttua.

Loput rotista dekapitoitiin. Ennen dekapitointia rotat tainnutettiin isofluraanilla
(Vetflurane) nukutuslaitteella (Univentor 400, Anaesthesia Unit, Univentor Ltd., Malta).
Tainnutuksen aikana isofluraanipitoisuus oli 5 % 10 minuutin ajan (virtauksella 350
ml/min). Rotat dissekoitiin ja niiden aivot pikajaadytettiin isopentaanilla (snap-freeze).

Aivot séilottiin pakastimeen -80 °C lampdtilaan.

4.4 Immunohistokemialliset varjaykset

Virusvektoreiden biologista aktiivisuutta havainnoitiin  immunohistokemiallisilla
varjayksilla. Varjaykset tehtiin aivoille, joiden korteksiin oli infusoitu 1 pul AAV-GFP-
tai AAV-MOR-virusvektoria, ja rotat oli lopetettu noin kolmen viikon kuluttua
stereotaktisesta leikkauksesta. Varjayksia varten infuusiot tehtiin korteksiin johtuen
korteksin ventraalista pallidumia matalammasta p-opioidireseptoritasosta (Kitchen ym.
1997). Ventraalisen pallidumin korkean endogeenisen p-opioidireseptoritason vuoksi

virusvektorilla aikaansaatu p-reseptoriylimééra olisi vaikea havaita.
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Tutkimuksen lopuksi, kun kaikki rotat oli lopetettu, vérjayksié tehtiin perfusoiduille
aivoille, joiden ventraaliseen pallidumiin oli infusoitu 0,5 ul AAV-MOR- tai AAV-GFP

-virusvektoria tai vehikkelia.

Ennen varjayksia aivoista tehtiin 40 pum paksuisia free-float-leikkeitd kryostaatilla
(Leica CM 3050, Leica Microsystems Nussloch GmbH, Saksa).

4.4.1 Fluoresenssivarjays

Fluoresenssivérjdys perustuu siind kaytettdvien sekundaéristen vasta-aineiden (donkey
anti-mouse Alexa 594 ja goat-anti-rabbit Alexa 488) kykyyn fluoresoida tietylla
aallonpituudella (Panchuk-Voloshina ym. 1999). Aivojen, joihin oli infusoitu AAV-
MOR-virusvektoria, aivoleikkeille tehtiin gliasoluvasta-aine (anti-GFAP, glial fibrillary
acidic protein; gliasoluille tyypillinen fibrilliproteiini), neuronivasta-aine (anti-NeuN,
neural nuclei; hermosoluille tyypillinen tuma) ja p-opioidireseptorin vasta-aine (anti-
MOR, p-opioid receptor) -varjaykset. Aivojen, joihin oli infusoitu AAV-GFP-
virusvektoria, aivoleikkeille tehtiin anti-GFAP-, anti-NeuN- ja GFP:n vasta-aine (anti-
GFP) -varjaykset. Fluoresenssivérjaysten tarkoituksena oli selvittdd mihin solutyyppiin,

hermo- vai gliasoluihin, virusvektoriin liitetyn geenin koodaama proteiini paikallistui.

Aluksi leikkeet pestiin kolme kertaa PBS:lla (fosfaattipuskuroitu saliini, phosphate
buffered saline). Pesujen jalkeen tehtiin blokkaus liuoksessa, jossa oli 0,3 % Triton X-
100 ja 10 % vuohen normaaliseerumia (normal goat serum, NGS) PBS:ssa. Leikkeita
inkuboitiin huoneenlammagssa tunnin ajan. Blokkauksen jalkeen leikkeitd inkuboitiin
yon yli + 4 °C:ssa primédrivasta-aineessa, joka oli AAV-MOR-virusvektoria saaneiden
aivojen leikkeilla rabbit anti-MOR (1:700) ja AAV-GFP-virusvektoria saaneiden
aivojen leikkeill& rabbit anti-GFP (1:1000). Lisaksi primaarisina vasta-aineina kaytettiin
mouse anti-GFAP (1:700) tai mouse anti-NeuN (1:1000). Primé&arivasta-aineliuoksessa
oli lisdksi 1 % NGS ja liuoksen pohjana oli PBS. Seuraavana paivéna leikkeet
huuhdeltiin kolme kertaa PBS:lla ja inkuboitiin sekundadrivasta-aineessa tunnin ajan
huoneenldammaossa, pimedssd. Sekundaarivasta-aineena kaytettiin donkey anti-mouse
Alexa:a 594 (1:700) ja goat-anti-rabbit Alexa:a 488 (1:700) ja inkubaatioliuoksessa oli
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my0ds 1 % NGS PBS:ssa. Inkuboinnin jalkeen leikkeet huuhdeltiin PBS:lla 3 kertaa ja
leikkeet keréttiin gelatinoiduille laseille. Leikkeet peitettiin Vectashield:lla ja peitinlasi
kiinnitettiin  kynsilakalla. Leikkeitd tarkasteltiin ja kuvattiin Zeiss (Carl Zeiss

Microimaging GmbH, Gottningen, Saksa) -mikroskoopilla.

4.4.2 Diaminobentsidiinivarjays

p-Opioidireseptorit  paikallistettiin -~ diaminobentsidiinivarjayksen  (DAB-varjays)
varireaktiolla. Menetelm& perustuu ABC:n (Avidiini-biotiini-kompleksi) reaktioon
vetyperoksidin kanssa (Hsu ym. 1981). ABC, jossa on peroksidaasientsyymeill&
konjugoituja biotiinimolekyylejd, sitoutuu biotinyloidun sekundaarisen vasta-aineen
biotiinimolekyyleihin. ABC:n peroksidaasientsyymit reagoivat reaktioon lisattavan
vetyperoksidin kanssa ja reaktiosta syntyvéat tuotteet hapettavat DAB:n (3-

diaminobentsidiini), josta muodostuu liukenematon ruskea sakka.

Aluksi leikkeet huuhdeltiin kolme kertaa PBS:lla. Seuraavaksi endogeeniset entsyymit
sammutettiin inkuboimalla niitd 8 minuuttia liuoksessa, jossa oli 10 % metanolia ja 3 %
vetyperoksidia PBS:ssa. Inkuboinnin jélkeen leikkeet huuhdeltiin PBS:1la kolme kertaa.
Pesujen jalkeen tehtiin blokkaus liuoksella, jossa oli 0,3 % Triton X-100 ja 10 % NGS
PBS:ssa. Leikkeitd inkuboitiin huoneenlammdssa tunnin ajan. Blokkauksen jalkeen
leikkeita inkuboitiin yon yli + 4 °C:ssa primadrivasta-aineessa, joka oli rabbit anti-MOR
(1:700). Liuoksessa oli myds 1 % NGS. Liuoksen pohjana oli PBS.

Seuraavana péaivand leikkeet huuhdeltiin kolme kertaa PBS:lla ja inkuboitiin
sekundaarivasta-aineessa kahden tunnin ajan huoneenlammdossd. Sekund&arivasta-
aineena kéaytettiin biotinyloitua goat anti-rabbit:ia (1:200) ja liuoksessa oli my6s 0,3 %
Triton X-100 PBS:ssa. Inkuboinnin jalkeen leikkeet huuhdeltiin PBS:lla 3 kertaa.
Huuhteluiden jéalkeen leikkeille tehtiin ABC-reaktio (Vectastain, Vector Elite Kit)
pakkauksen ohjeen mukaan. Leikkeitd inkuboitiin ABC-liuoksessa tunnin ajan. ABC-
reaktion jalkeen leikkeet huuhdeltiin 3 kertaa PBS:lla, ja huuhteluiden jélkeen leikkeille
tehtiin DAB-reaktio. DAB-liuos valmistettiin sekoittamalla DAB-kantaliuosta PBS:iin

ja lisddmalla lopuksi vetyperoksidia. DAB-kantaliuos oli valmistettu liuottamalla 0,5 g
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DAB:ia 100 ml milliQ-veteen. Leikkeet olivat DAB-liuoksessa 30 sekuntia. DAB-
reaktion jalkeen leikkeet huuhdeltiin kerran PBS:lla. Leikkeet dehydratoitiin etanolilla
ja kirkastettiin ksyleenilld. Lopuksi leikkeet keréttiin gelatinoiduille laseille ja peitinlasi
kiinnitettiin Pertex-kiinnitysaineella. Leikkeita tarkasteltiin ja kuvattiin Zeiss (Carl

Zeiss Microimaging GmbH, Gottningen, Saksa) -mikroskoopilla.

4.5 Kvantitatiivinen polymeraasiketjureaktio

Kaksi AAV-MOR-infuusion ventraaliseen pallidumiin saanutta rottaa ja yksi PBS-
infuusion ventraaliseen pallidumiin saanut rotta lopetettiin kolmen viikon kuluttua
leikkauksista. Naiden rottien ventraalisesta pallidumista otetuille naytteille tehtiin
kvantitatiivinen polymeraasiketjureaktio (QPCR). Kontrollina oli myds yksi etanolin
juomisen ja stereotaktisen leikkauksen suhteen naivi rotta. gPCR:lla tutkittiin
virusvektorin kykyé tuottaa siihen liitetyn geenin koodaaman proteiinin eli p-
opioidireseptorin, lahetti-RNA:ta. Halutun proteiinin lahetti-RNA:n maaraa verrattiin
sisdisen kontrolligeenin (Glyseraldehydi-3-fosfaatti-dehydrogenaasi, GAPDH) l&ahetti-
RNA:n maardadn. gqPCR-menetelméssd kaytetyilla erilaisilla alukkeilla pystyttiin

erottamaan ihmisperdinen lahetti-RNA rotalta peréisin olevasta lahetti-RNA:sta.

PCR:ssa tuotetaan entsymaattisesti miljoonia CcDNA-kopioita valitusta RNA-
segmentistd kaanteiskopioijaentsyymin avulla. Reaktio perustuu kahden erilaisen
oligonukleotidin eli alukkeen kiinnittymiseen kaksijuosteisen RNA:han (Erlich ym.
1991). Alukkeiden vélistd RNA-aluetta monistetaan. PCR-menetelmaan kuuluu kolme
vaihetta: denaturaatio, alukkeiden sitoutuminen ja cDNA:n synteesi ja kaikki ndma

vaiheet vaativat eri lampotilan. Menetelmassé arvioidaan tuotetun cDNA:n maaraa.

RNA eristettiin ventraalisen pallidumin néytteistd TRI-reagent protocol t9424 (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Yhdysvallat) mukaan. QPCR tehtiin tassa tutkimuksessa DyNAmMo
cDNA (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Yhdysvallat) -synteesikitin mukaan.
Kéaytossa oli TagMan-kitti, jonka ihmisen p-opioidireseptorin ja kontrolligeenin
alukkeiden sekvenssit on esitetty taulukossa 3. Kokeessa oli lisdksi TagMan probe rat
Oprml (Rnl1430371) (Cat.No: 4331182, Termo Fisher Scientific, Waltham,


http://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/docs/Sigma/Bulletin/mri2bul.pdf
http://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-aldrich/docs/Sigma/Bulletin/mri2bul.pdf
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Yhdysvallat) -seos, joka sisalsi rotan p-opioidireseptoriin liittyvat alukkeet. Tama oli
kaupallinen valmiste, joten siihen liittyvien alukkeiden sekvenssejé ei ollut tiedossa.
TagMan-kittiin kuuluu normaalien kahden alukkeen liséksi kolmas oligonukleotidi, joka
sisaltdd  fluoresoivan leimamolekyylin  molemmissa péissa (TagMan-koetin).

Fluoresoivia leimamolekyyleja kaytetdan hyvaksi tulosten laskemisessa.

Taulukko 3. QPCR:n TagMan alukkeiden sekvenssit. hMOR = ihmisperédinen p-
opioidireseptori, 'tGAPDH = rotan kontrolligeeni.

hMORupitus CTTCGAAGGATCACCAGGAT

hMOR opetus CTGGGATTGTAACCAAGGCT

hMORKgetin Fam-CACAGCCACCACCACCAGCA-BHQ1
rGAPDHjoitus GAACATCATCCCTGCATCCA

rGAPDH opetus CCAGTGAGCTTCCCGTTCA

rGAPDHyoetin Fam-CTTGCCCACAGCCTTGGCAGC-BHQ1

4.6 Tilastollinen analyysi

Eri ryhmien késittelyjen vaikutusta etanolin juomiseen analysoitiin kumulatiivisista
juomismaaréstd 30, 60 ja 90 minuutin aikapisteissd. Tilastollisiin analyyseihin otettiin
mukaan 15 leikkauksen jalkeistd juomiskertaa. Tilastolliset analyysit tehtiin toistettujen
mittausten varianssianalyysilla (ANOVA). Juodun etanolin maaré analysoitiin puhtaan

etanolin mé&réastd grammoina rotan painokiloa kohden.

Naltreksonin vaikutusta etanolin juomiseen analysoitiin kayttaen tilastollisena testina
kaksisuuntaista ANOVA:a, jossa virusvektoria saaneita ryhmid verrattiin
vehikkeliryhmdan. Naltreksonin vaikutuksia etanolin juomiseen analysoitiin  myos
laskemalla naltreksonin eri annosten jalkeisten etanolin juomisarvojen suhde
fysiologisen suolaliuoksen annostelun jalkeiseen etanolin juomiseen. Tassé tilastollinen
analyysi tehtiin erikseen 0,1 mg/kg:n annokselle ja 0,3 mg/kg:n annokselle ja
tilastollisena testind kaytettiin yksisuuntaista ANOVA:a. Naltreksonin eri annosten
vaikutusta ryhmien siséll& analysoitiin yksisuuntaisella ANOVA:lla, jossa oli mukana

yksittdisen ryhmén naltreksonin eri annosten jélkeiset etanolin juomiset ja fysiologisen
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suolaliuoksen annostelun jalkeinen etanolin juominen. Analyysit tehtiin 90 minuutin

aikapisteessa kumulatiivisista etanolin juomisen arvoista.

Morfiinin  annostelun vaikutusta etanolin  juomiseen analysoitiin  laskemalla
morfiiniannostelujen jalkeiset etanolin juomisarvot yhteen ja laskemalla niiden suhde
fysiologisen suolaliuoksen annostelun jélkeisiin etanolin juomisarvoihin. Tilastollinen
analyysi tehtiin yksisuuntaisella ANOVA:lla. Eri taustakasittelyjen merkitysta
morfiiniannostelun vaikutuksessa etanolin juomiseen analysoitiin myds laskemalla
ryhman siséll& fysiologisen suolaliuoksen annostelun ja kaikkien morfiiniannostelujen
jalkeiset etanolin juomiset yhteen ja ryhmien tuloksia verrattiin keskenddn
yksisuuntaisella ANOVA:lla. Analyysit tehtiin 90 minuutin  aikapisteessa

kumulatiivisista etanolin juomisen arvoista.

Tilastollisissa analyyseissa tilastollisen merkitsevyyden rajana kaytettiin P-arvoa 0,05.
ANOVA:n antaessa tilastollisesti merkitsevan tuloksen jatkotestinad kaytettiin Dunnetin
testid. Kaikki tilastolliset analyysit tehtiin IBM SPSS 21 -ohjelmalla (IBM, Armonk
NY, Yhdysvallat) ja tuloksista piirrettiin kuvaajat GraphPad Prism 6,0-ohjelmalla.

5 TULOKSET

5.1 Virusvektorikasittelyn vaikutus etanolin juomiseen

Juodun etanolin m&é&raa tarkasteltiin 30, 60 ja 90 minuutin aikapisteissd. Rottaryhmien
valilla ei havaittu tilastollisesti merkitsevad eroa 30 minuutin aikapisteessé (Fspsss =
0,910; P = 0,572), 60 minuutin aikapisteessa (Fspsgs = 1,010; P = 0,448) eikd 90
minuutin aikapisteessé (Fsosss = 1,196; P = 0,261) analysoituna toistettujen mittausten
ANOVA:lla. Kuvissa 7. A-C on esitetty kumulatiiviset etanolin juomistasot eri
aikapisteissd 90 minuutin rajoitetussa juotossa puhtaan etanolin maaréna rotan painoa
kohden.
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Kuva 7. A-C. Kumulatiiviset etanolin juomistasot (g/kg/min) A) 30 B) 60 ja C) 90
minuutin aikana 90 minuutin rajoitetun juoton aikana. Kuvassa on esitetty juotu
etanolimdard puhtaana etanolina rotan painoa kohden (g/kg). Poikkiviiva kuvaa
stereotaktisia leikkauksia, ja O on perustaso ennen leikkauksia. Hajontana kuvassa on
keskiarvon keskivirhe (SEM).
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5.2 Naltreksoniannostelun vaikutus etanolin juomiseen

Naltreksonin eri annosten vaikutusta etanolin juomiseen verrattiin fysiologisen
suolaliuoksen annosteluun nahden. Tilastollisena testind kaytettiin kaksisuuntaista
ANOVA:a, jossa virusvektoria saaneita ryhmia verrattiin  vehikkeliryhmaan.
Naltreksonin eri annokset eivat aiheuttaneet tilastollisesti merkitsevad eroa AAV-MOR-
virusvektoria ja vehikkelida saaneiden rottien etanolin juomisessa (F,7s = 1,707; P =
0,188). Naltreksonin eri annokset eivat aiheuttaneet tilastollisesti merkitsevaa eroa
mydskadn AAV-GFP-virusvektoria ja vehikkelia saaneiden rottien etanolin juomisessa
(F278 = 0,132; P = 0,876). Kuvassa 8 on esitetty naltreksonin eri annosten (0,1 mg/kg ja
0,3 mg/kg) jalkeiset kumulatiiviset etanolin juomismaarat verrattuna fysiologisen
suolaliuoksen annostelun jalkeiseen juomiseen 90 minuutin aikapisteessa 90 minuutin

rajoitetussa juotossa.

Naltreksonin eri annosten vaikutusta etanolin juomiseen verrattiin fysiologisen
suolaliuoksen jalkeisiin etanolin juomisarvoihin myds laskemalla néiden suhde.
Analyysissa kaytettiin 90 minuutin  kumulatiivisia etanolin juomisarvoja. Tassa
tilastollisena testina kaytettiin yksisuuntaista ANOVA:a, jossa eri ryhmien naltreksonin
eri annosten jalkeisid etanolin juomisarvoja suhteutettuna fysiologisen suolaliuoksen
jalkeisiin etanolin juomisarvoihin verrattiin keskenaan. Naltreksonin 0,1 mg/kg:n annos
aiheutti tilastollisesti merkitsevén eron eri ryhmien etanolin juomisessa (F, 39 = 3,291; P
= 0,048), kuitenkin tilastollisesti merkitseva ero havaittiin vain AAV-MOR- ja AAV-
GFP-ryhmien valilla (p = 0,032, Dunnetin jatkotesti). Naltreksonin 0,3 mg/kg:n annos ei
aiheuttanut tilastollisesti merkitsevéa eroa eri ryhmien etanolin juomisessa (Fz39 =
0,604; P = 0,551). Naltreksonin eri annosten vaikutus etanolin juomiseen suhteessa
fysiologisen suolaliuoksen annostelun jélkeiseen etanolin juomiseen on esitetty kuvassa
9.

Naltreksonin vaikutuksesta etanolin juomiseen tehtiin lisdksi analyysi, jossa ryhmén
sisélla verrattiin naltreksonin eri annosten (0, 0,1 ja 0,3 mg/kg) vaikutuksia etanolin
juomiseen. Analyysi tehtiin yksisuuntaisella ANOVA:Ila 90 minuutin kumulatiivisista

juomisarvoista. Naltreksoni véhensi etanolin kulutusta odotetusti kaikissa ryhmissé
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(AAV-MOR [Fo30= 14,533; P < 0,005]; AAV-GFP [Fa3= 4,299; P = 0,021];
vehikkeliryhma [F,39 = 5,482; P = 0,008]). Naltreksonin 0,1 mg/kg:n annos véhensi
tilastollisesti merkitsevésti etanolin juomista kuitenkin vain AAV-MOR ryhmalla (p <
0,0005, Dunnetin jatkotesti). Naltreksonin 0,3 mg/kg:n annos vahensi tilastollisesti
merkitsevasti etanolin juomista kaikilla ryhmilla (AAV-MOR: p < 0,005, AAV-GFP: p
= 0,011 ja vehikkeliryhmé: p = 0,004, Dunnetin jatkotesti).
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Kuva 8. Naltreksonin eri annosten vaikutus rottien etanolin juomiseen 90 minuutin
rajoitetussa etanolin juomiskokeessa 90 minuutin kumulatiivisten juomismaéérien osalta.
Juotu etanoli on laskettu puhtaan etanolin madrdnd rotan painoa kohden (g/kg).
Hajontana kuvassa on keskiarvon keskivirhe (SEM). Nal 0,1 = naltreksonin annos 0,1
mg/kg, Nal 0,3 = naltreksonin annos 0,3 mg/kg.
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Kuva 9. Naltreksonin eri annosten vaikutus etanolin juomiseen suhteessa fysiologisen
suolaliuoksen annostelun jéalkeiseen etanolin juomiseen 90 minuutin rajoitetussa juotossa
90 minuutin  kumulatiivisten juomismadrien osalta. Fysiologisen suolaliuoksen
annostelun jalkeiset etanolin juomisarvot saavat arvon 1. Hajontana kuvassa on
keskiarvon keskivirhe (SEM). * = tilastollisesti merkitseva ero AAV-GFP- ja AAV-
MOR-ryhmien valilla analysoituna yksisuuntaisella ANOVA:lla (Dunnetin jatkotesti,
p=0,032, * = p < 0,05). Nal 0,1 = naltreksonin annos 0,1 mg/kg, Nal 0,3 = naltreksonin
annos 0,3 mg/kg.

5.3 Toistetun morfiiniannostelun vaikutus etanolin juomiseen

Morfiinin annostelujen jalkeisen etanolin juomisarvot 90 minuutin kohdalla laskettiin
yhteen ja ne suhteutettiin fysiologisen suolaliuoksen annostelun jélkeisiin etanolin
juomisarvoihin. Tilastollisena testind kaytettiin yksisuuntaista ANOVA:a. Morfiinin
annostelu ei aiheuttanut tilastollisesti merkitsevia eroja etanolin juomisessa eri ryhmien
vélilla (F, 37 = 0,350; P=0,707).

Eri taustaké&sittelyjen merkitystd morfiinin  vaikutuksessa etanolin  juomiseen
analysoitiin - myds laskemalla ryhmén sisalla fysiologisen suolaliuoksen ja
morfiiniannostelujen jéalkeiset 90 minuutin kumulatiiviset etanolin juomisarvot yhteen ja
vertaamalla niitd keskenddn yksisuuntaisella ANOVA:lla. Eri taustakéasitellyilld
ryhmilla ei havaittu olevan tilastollisesti merkitsevid eroja etanolin juomisessa

morfiinilla indusoidussa etanolin juomiskokeessa (F, 37 = 0,874; P = 0,426).
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Kuvassa 10 on esitetty morfiinin annostelun jéalkeiset kumulatiiviset etanolin
juomismadrét verrattuna fysiologisen suolaliuoksen jéalkeiseen juomiseen 90 minuutin
aikapisteessa rajoitetussa 90 minuutin juotossa. Morfiinin annostelun vaikutus suhteessa
fysiologisen suolaliuoksen annostelun jélkeiseen etanolin juomiseen on esitetty kuvassa
11. Morfiini annosteltiin toistuvasti perakkéaisind juomiskertoina samalla annoksella 3
ma/kg.
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Kuva 10. Morfiinin toistuvan annostelun (3 mg/kg, ihon alle) vaikutus rottien etanolin
juomiseen rajoitetussa 90 minuutin juotossa 90 minuutin kumulatiivisten juomismaarien
osalta. Juotu etanoli on laskettu puhtaan etanolin méaérana rotan painoa kohden (g/kg).
Hajontana kuvassa on keskiarvon keskivirhe (SEM). Morfl = 1.morfiiniannostelu,
Morf2 = 2.morfiiniannostelu, Morf3 = 3.morfiiniannostelu.
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Kuva 11. Morfiinin toistuvan annostelun (3 mg/kg, ihon alle) vaikutus etanolin
juomiseen suhteessa fysiologisen suolaliuoksen annostelun jalkeiseen etanolin
juomiseen 90 minuutin rajoitetussa juotossa 90 minuutin kumulatiivisten juomismaéarien
osalta. Fysiologisen suolaliuoksen annostelun jalkeiset etanolin juomisarvot saavat
arvon 1. Hajontana kuvassa on keskiarvon keskivirne (SEM). Morfl =
1.morfiiniannostelu, Morf2 = 2.morfiiniannostelu, Morf3 = 3.morfiiniannostelu.

5.4 Fluoresenssivérjays

Kuvat 12-15 on fluoresenssivérjayksistd. Kuvissa ndhd&an varjaytyneita gliasoluja,
hermosoluja ja p-opioidireseptoreita seka virusvektoriin liitetyn geenin koodaamia
GFP-proteiineja. Vérjaytyneet gliasolut eivat ole paallekkéin varjaytyneiden GFP-
proteiinien ja p-opioidireseptoreiden kanssa (kuvat 12 ja 13). Tama viittaa siihen, ett4
GFP-proteiinit ja virusvektorin avulla yli-ilmennetyt p-opioidireseptorit eivédt ole
lokalisoituneet gliasoluihin. Varjaytyneet p-opioidireseptorit, GFP-proteiinit ja
hermosolut osuvat pééllekkédin, mik& viittaa siihen, ettd virusvektorin avulla yli-
ilmennetyt p-opioidireseptorit ja GFP-proteiinit olisivat lokalisoituneet hermosoluihin
(kuvat 14 ja 15). Fluoresenssivarjaysten tulokset viittaavat siihen, ettd AAV-MOR- ja
AAV-GFP-virusvektoreihin  liitettyjen  geenien koodaamat proteiinit  olisivat

lokalisoituneet hermosoluihin.
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A B C
Kuva 12. A-C. Virusvektorin avulla yli-ilmennettyjen p-reseptoreiden kolokalisaatio
gliasolujen kanssa ventraalisessa pallidumissa. Kuvassa A on vérjaytyneitd p-
opioidireseptoreita (anti-MOR, 1:700, vihred véri), kuvassa B on Vérjaytyneitd
gliasoluja (anti-GFAP, 1:700, punainen vari) ja kuvassa C on namé kaksi kuvaa
paallekkain havainnollistamassa gliasolujen ja p-opioidireseptorien kolokalisaatiota.
Nuoli osoittaa soluun, joka nakyy A- ja C-kuvassa mutta ei B-kuvassa. Kuva on otettu

20-kertaisella suurennoksella. Kuvissa oleviin aivoihin 0,5 pl:n AAV-MOR-infuusio oli
tehty ventraaliseen pallidumiin.

A B C
Kuva 13. A-C. Virusvektorin avulla ilmennettyjen GFP-proteiinien kolokalisaatio
gliasolujen kanssa korteksissa. Kuvassa A on varjaytyneita GFP-proteiineja (anti-GFP,
1:700, vihred véri), kuvassa B on varjaytyneitd gliasoluja (anti-GFAP 1:1000, punainen
vari) ja kuvassa C on ndma kaksi kuvaa paallekkéin havainnollistamassa gliasolujen ja
GFP-proteiinin kolokalisaatiota. Nuoli osoittaa solua, joka nékyy kuvissa B ja C, mutta

ei kuvassa A. Kuva on otettu 20-kertaisella suurennoksella. Kuvissa oleviin aivoihin 1
pl:n AAV-GFP-infuusio oli tehty korteksiin.
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A B C
Kuva 14. A-C. Virusvektorin avulla yli-ilmennettyjen p-reseptoreiden kolokalisaatio
hermosolujen kanssa korteksissa. Kuvassa A on varjaytyneitd p-opioidireseptoreita
(anti-MOR, 1:700, punainen vari), kuvassa B on varjaytyneitd hermosoluja (anti-NeuN
1:1000, vihred véri) ja kuvassa C on namé kaksi kuvaa péallekkain havainnollistamassa
hermosolujen ja p-opioidireseptorien kolokalisaatiota. Nuoli osoittaa soluja, joissa on
havaittavissa kolokalisaatiota. Kuva on otettu 20-kertaisella suurennoksella. Kuvassa

olevissa aivoissa 1 pl:n AAV-MOR-infuusio oli tehty korteksiin, ja kuvassa ndkyy
infuusioaluetta.

A B C
Kuva 15. A-C. Virusvektorin avulla ilmennettyjen GFP-proteiinien ja hermosolujen
kolokalisaatio ventraalisessa pallidumissa. Kuvassa A on varjaytyneitd GFP-proteiineja
(anti-GFP, 1:1000, vihrea vari), kuvassa B on vérjaytyneitd hermosoluja (anti-NeuN
1:1000, punainen vari) ja kuvassa C on naméd kaksi kuvaa pééllekkain
havainnollistamassa hermosolujen ja GFP-proteiinin kolokalisaatiota. Nuoli osoittaa
soluja, jossa on havaittavissa kolokalisaatiota. Kuva on otettu 20-kertaisella

suurennoksella. Kuvissa oleviin aivoihin 0,5 pl:n AAV-GFP-infuusio oli tehty
ventraaliseen pallidumiin.

5.5 Diaminobentsidiinivéarjays

DAB-vdrjayksessa tarkoituksena oli paikallistaa immunohistokemiallisin reaktion p-
opioidireseptorin ilmentyminen kudoksessa. Kuva 16 on DAB-varjayksestd, jossa 1 pl
AAV-MOR-virusvektoria oli infusoitu korteksiin. DAB-varjdyksessad sisdisend

kontrollina toimi striatumin alue, jossa on p-opioidireseptoreja sisdltavié striatosomeja
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(kuva 17) (Arvidsson ym. 1995). Tulosten perusteella AAV-MOR-infuusiolla saatiin
aikaan p-opioidireseptorien yli-ilmentyminen korteksissa ja ventraalisessa pallidumissa.

Kuva 16. DAB

MOR-virusvektori-infuusion jalkeen. Kuva on DAB-varjayksestd, jossa selvitettiin -
opioidireseptorien sijaintia. Nuolet osoittavat varjaytyneitd p-opioidireseptoreita. Kuva
on otettu 20-kertaisella suurennoksella.

Kuva 17. DAB-vdrjayksella paikallistetut endogeeniset p-opioidireseptorit striatumissa
samassa leikkeessd kuin kuvassa 16. Striatumissa on striatosomeja, jotka sisdltavat
endogeenisia pL-opioidireseptoreja ja ne toimivat siséisend kontrollina. Nuolet osoittavat
varjaytyneitd p-opioidireseptoreja, jotka ndkyvat samanvarisind kuvassa 16. Kuva on
otettu 20-kertaisella suurennoksella.
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5.6 Kvantitatiivinen polymeraasiketjureaktio

QPCR:n tulosten perusteella kontrollirotilla ei havaittu ihmisperéistd p-
opioidireseptorien lahetti-RNA:ta, jota havaittiin rotilla, joille oli infusoitu AAV-MOR-
virusvektoria ventraaliseen pallidumiin. Ero oli 100-2500 -kertainen. Tulosten
perusteella AAV-MOR-virusvektoriin liitetty geeni tuotti p-opioidireseptorin lahetti-
RNA:ta. QPCR:n tulokset on esitetty kuvassa 18.

3000 - === hKMOR
= OR

2000 -
100

50 =

MOR mRNA/GAPDH mRNA

Naivi FBS 630 AAV 629 AAV

Kuva 18. Kvantitatiivisen polymeraasiketjureaktion (qPCR) tulokset. Kuvassa on
esitetty ihmisperdisen ja rottaperdisen p-opioidireseptorin lahetti-RNA:n mé&éra
verrattuna sisdisen kontrolligeenin lahetti-RNA:n maéraan. Rotille 629 ja 630 oli
infusoitu 0,5 pl AAV-MOR-virusvektoria ventraaliseen pallidumiin, PBS:a eli
vehikkelida saanut rotta ja etanolin ja stereotaktisen leikkauksen suhteen naivi rotta
toimivat kontrollina. Thmisperdisen p-opioidireseptorin lahetti-RNA:ta ei havaittu kuin
AAV-MOR-virusvektoria saaneissa rotissa. h(MOR = ihmisperdinen p-opioidireseptori,
rMOR = rottaperdinen p-opioidireseptori, GAPDH = rotan kontrolligeeni.

6 TULOSTEN TARKASTELU JA POHDINTA

Tassd tutkimuksessa tutkittiin ventraalisen pallidumin roolia etanolin juomisessa
rajoitetun juomisen mallilla AA-rotilla. Rottien ventraaliseen pallidumiin pyrittiin
aiheuttamaan paikallinen inhibitio yli-ilmentdmélla p-opioidireseptoreita AAV-MOR-

virusvektoreiden avulla. Tutkimuksen hypoteesina oli, ettd ventraalisella pallidumilla ja
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sen opioidergisella jarjestelmallda on merkitystd etanolin juomisessa. Etanolin
juomiskokeissa ei havaittu tilastollisesti merkitsevid eroja eri ryhmien valilla.
Samankaltaista, virusvektoreilla tehtya tutkimusta ventraalisesta pallidumista ei ole
ennen tehty, mutta tutkimus opioidireseptorien agonisteilla ja antagonisteilla viittaa
siihen, ettd ventraalisen pallidumin opioidireseptoreilla, erityisesti p-opioidireseptoreilla
on merkitysta etanolin juomisen séatelyssa (Kemppainen ym. 2012b).

Monien riippuvuutta aiheuttavien aineiden, esimerkiksi etanolin, kokaiinin ja morfiinin
on havaittu laskevan GABA:n pitoisuutta ja nostavan enkefaliinin pitoisuutta
ventraalisessa pallidumissa (Olive ja Maidment 1998; Tang ym. 2005; Kupchik ym.
2014; Kemppainen ym. 2015). Lisaksi GABAa-antagonistin on havaittu lisdavén
etanolin juomista (Kemppainen ym. 2012a). Edell& esitellyissa tutkimuksissa yhdisteet
ovat saattaneet johtaa ventraaliseen pallidumiin johtavien inhibitoristen GABAergisten
haarakesolujen estoon ja ventraalisen pallidumin aktivoitumiseen. Ventraalisen
pallidumin inhibition, leesioilla, GABA-agonisteilla tai p-opioidireseptoriagonisteilla,
on havaittu vahentdvéan laékeaineiden ja etanolin itseannostelua ja ruuasta saatavaa
mielihyvdd (McFarland ja Kalivas 2001; Kemppainen ym. 2012a; Kemppainen ym.
2012b; Ho ja Berridge 2014). Ventraalisen pallidumin aktivaation onkin havaittu olevan
tarkedssé asemassa palkitsemisvaikutusten valittdmisessa ja sen inhibition on havaittu
vahentdvan palkitsemisvaikutuksia (Smith  ym. 2009). Téassd tutkimuksessa
ventraaliseen pallidumiin aiheutettiin paikallinen inhibitio p-opioidireseptorien
yliméaralla ja odotuksena oli, ettd etanolin juominen olisi vahentynyt, mitd ei

kuitenkaan havaittu.

Opioidergisen jarjestelmén tdarked rooli etanolin juomisessa on osoitettu useissa
tutkimuksissa (Herz 1997; Parkes ja Sinclair 2000; Gianoulakis 2004; Trigo ym. 2010).
Ventraalisessa pallidumissa on kaikkia kolmea opioidireseptorityyppid, mutta
tutkimukset viittaavat p-opioidireseptorien merkittdvddn asemaan ventraalisessa
pallidumissa (Mitrovic ja Napier 1995; Kemppainen ym. 2012b). Paikallisesti
ventraaliseen pallidumiin annosteltujen p-opioidireseptoriagonistien on havaittu
vahentdvan etanolin juomista annosriippuvaisesti, ja p-opioidireseptoriantagonistin

lisddvan etanolin juomista (Kemppainen ym. 2012b). Muiden opioidireseptorien
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agonistien tai antagonistien ei ole havaittu aiheuttavan muutoksia etanolin juomiseen.
Tassd tutkimuksessa ventraalisen pallidumin inhibitio, joka aikaansaatiin -
opioidireseptoreja yli-ilmentamélld, ei kuitenkaan vahentanyt etanolin juomista.
Opioidireseptorit ovat solutasolla inhibitorisia, mutta laajoissa hermoverkoissa
nettovaikutus voi olla pdinvastainen, mik& on voinut aiheuttaa sen, etta rottien etanolin

juomisessa ei havaittu tilastollisesti merkitsevia eroja (Law ym. 2000).

Palkitsemisvaikutukset saattavat valittyd myos toiseen suuntaan palkitsemisradalla eli
niin kutsutusta palkitsemisradan paatepisteestd, ventraalisesta pallidumista, accumbens-
tumakkeeseen ja muihin palkitsemisrataan liittyviin alueisiin (Zahm 2000; Smith ym.
2009). Ventraalinen pallidumi on palkitsemisradan péatepiste, joten toiset aivoalueet ja
aikaisemmat  projektiot  palkitsemisradalla,  saattavat pystyda  kumoamaan
virusvektorikésittelylld  aikaansaadun inhibitorisen  vaikutuksen.  Esimerkiksi
ventraalisen  pallidumin  l&hettdam&t GABAergiset haarakesolut accumbens-
tumakkeeseen saattavat sdddella palautevaikutuksen kautta accumbens-tumakkeen
aktiivisuutta ja accumbens-tumakkeen lahettdmid haarakesoluja ventraaliseen
pallidumiin, ja aiheuttaa ventraalisen pallidumin aktivoitumisen kumoten
virusvektoreilla aiheutetun inhibition (Zahm 2000; Wise 2002; Kalivas ja VVolkow 2005;
Smith ym. 2009).

Tutkimuksessa kéytetyt ventraalisen pallidumin koordinaatit oli valittu aikaisemman
ventraalisen pallidumin roolia etanolin juomisessa tutkineen tutkimuksen mukaan
(Kemppainen ym. 2012b). Accumbens-tumakkeessa ja ventraalisessa pallidumissa on
alueita, joihin paikallisesti vaikuttamalla on saatu erilaisia tutkimustuloksia
palkitsemistutkimuksissa (Smith ja Berridge 2007; Ho ja Berridge 2014). Ventraalisessa
pallidumissa on havaittu, erityisesti syomiseen keskittyvissa tutkimuksissa, kohtia,
joihin vaikuttaminen aiheuttaa erityyppisid palkitsemiseen liittyvid vasteita: liking, eli
pitdmistad ja wanting, eli haluamista (Smith ja Berridge 2007). Etanolin suhteen ei viel&

tiedetd onko néilla hotspoteilla merkitys etanolin juomisessa.

Tutkimuksessa oli mukana kaksi kontrolliryhmaad AAV-GFP-ryhma ja vehikkeliryhma,

koska haluttiin ndhda aiheuttaako pelkkd virusvektori (AAV-) muutoksia etanolin



o1

juomiseen. Vehikkeli kontrollina havainnoi, aiheuttaako pelkk& stereotaktinen leikkaus
ja ventraalisen pallidumin leesio muutoksia etanolin juomiseen. Infuusion aiheuttamia
kudosvaurioita pyrittiin - minimoimaan kéyttdmalla mahdollisimman ohutta neulaa.
Rottien juominen laski stereotaktisten leikkausten jélkeen, mutta se tapahtui samalla
tavalla kaikilla ryhmilld, miké saattaa viitata siihen, etta ventraalisen pallidumin leesio
saattaisi vaikuttaa etanolin juomiseen. Juomisen lasku stereotaktisten leikkausten
jalkeen saattaa johtua myods normaalista leikkauksen jalkeisestd toipumisesta. Pelkan
virusvektorin infusointi ei aiheuttanut muutoksia etanolin juomiseen verrattaessa muihin

kasittelyryhmiin.

Varsinaisten etanolin  juomiskokeiden jalkeen rotille annosteltiin systeemisesti
opioidireseptoriantagonistia, naltreksonia, ja opioidireseptoriagonistia, morfiinia, jotta
nahtaisiin  aiheuttaako ventraalisen pallidumin paikallinen inhibitio muutoksia
ld&keaineiden tunnettuihin vasteisiin etanolin juomisessa. Naltreksoni véhensi ja
morfiini lisasi etanolin juomista kaikissa kasittelyryhmissa niin kuin niiden on
aikaisemmissa kokeissa havaittu tekevan (Gonzales ja Weis 1998; Parkes ja Sinclair
2000; Ojanen ym. 2006).

Tassd tutkimuksessa systeemisesti annostellun naltreksonin 0,1 mg/kg:n annos laski
etanolin juomista kaikilla ryhmilla, mutta vain AAV-MOR-ryhmaélla etanolin juomisen
lasku verrattuna ryhman fysiologisen suolaliuoksen annostelun jalkeiseen etanolin
juomiseen oli tilastollisesti merkitsevad. Tilastollisesti merkitsevd ero havaittiin 0,1
mg/kg:n annoksella myds AAV-GFP-virusvektoreita saaneiden ja AAV-MOR-
virusvektoreita saaneiden ryhmien valill4, kun verrattiin eri ryhmien valistad etanolin
juomista suhteutettuna kontrolliin. AAV-MOR-ryhman juominen laski enemman kuin
AAV-GFP-ryhmalla. Myo6s 0,3 mg/kg:n annos laski kaikilla rynmilld etanolin juomista,
mutta ryhmien vélill4 etanolin juomisessa ei havaittu tilastollisesti merkitsevié eroja. 0,3
mg/kg:n annos saattoi olla lilan suuri erottamaan ryhmien erilaista herkkyyttd
naltreksonin vaikutukselle. 0,1 mg/kg:n annos oli kynnysarvo, jolla havaittiin ryhmien

valinen ero.
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Naltreksonin vaikutuksen on spekuloitu valittyvan opioidergisen ja dopaminergisen
jarjestelman kautta (King ym. 1997; Koistinen ym. 2001). Aikaisemmassa
tutkimuksessa, jossa annosteltiin naltreksonia paikallisesti ventraaliseen pallidumiin, ei
havaittu muutoksia etanolin juomisessa, mika viittasi siihen, ettd ventraalinen pallidumi
ei ole osallisena naltreksonin vaikutusten valittdmisessd (Kemppainen ym. 2012b).
Tama tutkimus antoi kuitenkin viitteita siita, ettd naltreksonin vaikutus liittyy ainakin
osittain ventraaliseen pallidumiin ja sen p-opioidireseptoreihin. Tuloksista voidaan
paatelld, ettd AAV-MOR-virusvektoria saanut ryhma oli herkempi naltreksonin
vaikutukselle kuin kontrolliryhmat. Téssé tutkimuksessa saatu tulos voidaan selittéda
esimerkiksi talla tavoin; kun ventraalisessa pallidumissa on enemman p-
opioidireseptoreita, naltreksoni voi sitoutua niihin, ja estdd inhibitorisia -
opioidireseptoreja, jolloin ventraalinen pallidumi aktivoituu. Rotilla, joilla oli enemmén
p-opioidireseptoreita, ventraalinen pallidum aktivoituu helpommin, eika rottien tarvitse

juoda yhté paljon etanolia saadakseen saman palkitsemisvaikutuksen.

Morfiinin annostelu lisasi etanolin juomista kaikilla ryhmilld, mutta morfiinin annostelu
ei aiheuttanut tilastollisesti merkitsevié eroja eri koeryhmien vélilla etanolin juomisessa.
Morfiinin aiheuttama herkistymisvaikutus on tyypillista etanolin juomiskokeissa, mutta
tassé tutkimuksessa sitd ei yllattden havaittu milldan kéasittelyryhmalla (Ojanen ym.
2006). Morfiinin on havaittu aikaisemmissa tutkimuksissa lisddvan lokomotoriikkaa,
mutta tdssa tutkimuksessa ei havainnoitu sitd (Ojanen ym. 2003). Lisdantynyt
lokomotoriikka voi aiheuttaa muutoksia etanolin juomiseen. Ventraalisen pallidumin
paikallisen eston ei havaittu aiheuttavan muutoksia systeemisesti annostellun agonistin

tunnettuun vaikutukseen etanolin juomisessa.

Immunohistokemialliset vdrjaykset viittasivat siihen, ettd virusvektorit onnistuivat
ohjaamaan niihin liitettyjen geenien koodaamat proteiinit tuotantoon ja ndma tuotetut
proteiinit olivat lokalisoituneet tavoitteen mukaisesti hermosoluihin eivatka
gliasoluihin. p-Opioidireseptorit haluttiin hermosoluihin, koska rotan keskushermoston
endogeenisista opioidireseptoreista suurin osa sijaitsee hermosoluissa, vain muutama
prosentti sijaitsee gliasoluissa (Cheng ym. 1997). Tutkimuksessa tehdyn kvantitatiivisen

polymeraasiketjureaktion perusteella virusvektori tuotti halutun proteiinin l&hetti-
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RNA:ta. Sit4, onnistuiko AAV-MOR-virusvektorin avulla liitetty geeni, tuottamaan
toimivaa p-opioidireseptoria ei kuitenkaan voida varmasti sanoa nailla tutkimuksilla.
Virusvektorin avulla aikaansaatu yli-ilmentyneiden p-opioidireseptorien toiminta tulisi
osoittaa molekyylifarmakologisin keinoin. Joskus virusvektori ei onnistu tuottamaan
sithen liitetyn geenin koodaamaa proteiinia, koska elimistd hyokkaa virusvektoria
vastaan immunologisin keinoin tunnistaessaan sen elimistOlle vieraaksi proteiiniksi
(Kafri ym. 1998).

Tutkimuksen koeasetelma oli onnistunut, vaikka tilastollisesti merkitsevét erot
ilmenivét vain naltreksonin annostelun kohdalla. Rotat joivat etanolia riittdvdn maarén
ja virusvektoreiden havaittiin toimivan. Naltreksoni ja morfiini vaikuttivat odotetulla
tavalla rottien etanolin juomiseen. Tutkimuksen protokolla erosi hieman aikaisemmista
etanolin juomiseen liittyvistd tutkimuksista, jotka oli tehty rotilla. Aikaisemmissa
ventraaliseen pallidumiin keskittyvissa etanolin juomisen sadtelyd havainnoivissa
tutkimuksissa ventraalisen pallidumin reseptorien stimuloinnin tai inhiboinnin vaikutus
on ollut akuutti, mutta tassa tutkimuksessa on kyse pidempiaikaisesta altistumisesta
(Kemppainen ym. 2012a; Kemppainen ym. 2012b). Useissa aikaisemmissa
tutkimuksissa etanolin juomiskokeet on suoritettu valoisana aikana, tassa tutkimuksessa
rottien paédsy juomaan oli ajoitettu pimeén ajan alkamiseen. Tassé tutkimuksessa rotat
asuivat kolmistaan, mutta etanolin juomiskokeen alkaessa ne siirrettiin yksittdin
juomishakkeihin. Siirto ja yksittdin joutuminen saattoivat aiheuttaa stressid, joka saattoi
vaikuttaa etanolin juomiseen. Aikaisemmissa etanolin juomiskokeissa rotat asuivat
yksin koko tutkimusajan (Ojanen ym. 2006; Kemppainen ym. 2012a; Kemppainen ym.
2012b). Naissé tutkimuksissa rotat ovat saattaneet tottua yksin asumiseen ja siirrosta
aiheutuvaa stressia ei ole. Toisaalta yksin asuminen on rotille suuri stressitekija, koska
rotat ovat laumaeldimia (Butler ym. 2014). Tutkimusten mukaan rotat juovat enemman,
jos ne ovat asuvat yksin, mik& johtuu nimenomaan yksinasumisen aiheuttamasta

stressista.

Ventraalisen pallidumin rooli etanolin palkitsemisvaikutusten valittdmisessa ja juomisen
séatelyssa on yhé epaselvd (Wise 2002; Smith ym. 2009; Kemppainen ym. 2012b). On

havaittu, ettd ventraalinen pallidumi on hedoniseen vaikutukseen ja motivaatioon
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liittyvan signaloinnin risteamiskohta aivoissa ja viimeinen palkitsemisjarjestelmaéan
liittyvd rakenne (Smith ym. 2009). Ventraalisen pallidumin rooli palkitsemisradan
viimeisena rakenteena voi viitata ventraalisen pallidumin térkeddn asemaan
palkitsemisradalla, mink& wvuoksi sen roolia alkoholiriippuvuudessa ja etanolin
palkitsemisvaikutusten valittdmisessd on tarked tutkia jatkossakin. Ventraaliseen
pallidumiin keskittyva tutkimus voi osoittaa opioidergisen jarjestelmén térkean roolin
etanolin palkitsemisvaikutusten valittdmisessa myos ilman dopaminergista jarjestelmaa
(Smith ym. 2009; Fields ja Margolis 2015). Téssd ja aikaisemmissa ventraaliseen
pallidumiin kohdistuvissa tutkimuksissa saatuja tuloksia voidaan tulevaisuudessa
soveltaa ihmiseen, koska ventraalisen pallidumin roolin palkitsemisvaikutusten
valittymisesséd on havaittu olevan samankaltainen kuin jyrsijoilla (Miller ym. 2006;
Vijayaraghavan ym. 2008; Smith ym. 2009). Tapaustutkimuksissa ventraalisen
pallidumin leesio ihmisilla on aiheuttanut yleistd mielialan laskua ja
ladkeaineriippuvuuksien haviamistd seka etanolin juomisen véhentymistd (Miller ym.
2006; Vijayaraghavan ym. 2008).

Ventraalisen pallidumin merkitystd etanolin juomisessa voitaisiin tutkia jatkossa
esimerkiksi tekemé&lld leesio ventraaliseen pallidumiin ja havainnoimalla sen
aiheuttamaa muutosta etanolin juomiseen. Ruuan suhteen tdmankaltainen tutkimus on
tehty, ja siind leesio ventraalisessa pallidumissa aiheutti sydmisen vahentymista (Ho ja
Berridge 2014). Tutkimuksilla voitaisiin havainnoida, toimiiko palkitsemisjarjestelméa
etanolin  juomisessa normaalisti my6s ilman viimeistd, motivaatioon liittyvaa
rakennetta. Tassa tutkimuksessa kaytettiin AA-rottia niiden korkean vapaaehtoisen
etanolin kuluttamisen takia. Ventraalisen pallidumin roolia voitaisiin tutkia myos
jollakin toisella rottakannalla, koska AA-rotilla, joita tdssd ja muissa ventraalisen
pallidumin rooliin etanolin juomisessa keskittyvissé tutkimuksissa on kaytetty, on
havaittu olevan poikkeuksellinen endogeeninen opioidijarjestelmd verrattuna muihin
rottakantoihin (De Waele ym. 1995; Hyytid ja Kiianmaa 2001; Sommer ym. 2006;
Kemppainen ym. 2012a; Kemppainen 2012b).
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7 YHTEENVETO JA JOHTOPAATOKSET

Etanolin  vaikutusten on todettu vélittyvdn palkitsemisjarjestelméssa seka
dopaminergisia ettd opioidergisia ratoja pitkin. Ventraalinen pallidumi on
palkitsemisradan viimeinen rakenne ja sen roolia palkitsemisvaikutusten valittdmisessa
ei tunneta tarkasti. Tassd tutkimuksessa ventraalisen pallidumin roolia etanolin
juomisessa tutkittiin  inhiboimalla sitd paikallisesti geenitekniikan  keinoin
aikaansaadulla p-opioidireseptoriylimaaralla. Tutkimuksessa ei havaittu tilastollisesti
merkitsevid eroja etanolin juomisessa eri kasittelyryhmien valilla, vaikka virusvektorit
havaittiin vérjaysten ja gPCR-menetelman perusteella toimiviksi ja koeasetelma

onnistuneeksi.

Systeemisesti annosteltu naltreksoni vahensi etanolin juomista kaikilla ryhmilld ja
systeemisesti annosteltu morfiini lisasi etanolin juomista kaikilla ryhmilla. Naltreksonin
0,1 mg/kg:n annos véhensi tilastollisesti merkitsevésti vain AAV-MOR-ryhmén
etanolin juomista ja aiheutti tilastollisesti merkitsevan eron AAV-MOR- ja AAV-GFP-
ryhmien valilla etanolin juomisessa kun se oli suhteutettu fysiologisen suolaliuoksen
annostelun  jélkeiseen etanolin juomiseen. Tutkimustulos viittaa siihen, ettd
ventraalisella pallidumilla ja sen p-opioidireseptoreilla saattaa olla merkitysta
naltreksonin vaikutusten valittdmisessa. Ventraalisen pallidumin paikallinen inhibitio ei
aiheuttanut  muutoksia  systeemisesti  annosteltujen  opioidireseptoriagonistien

aikaisemmissa tutkimuksissa havaittuihin etanolin juomista séételeviin vaikutuksiin.

Aikaisemmissa tutkimuksissa on osoitettu ventraalisen pallidumin ja erityisesti sen p-
opioidireseptorien osallistuvan etanolin juomisen saatelyyn. Taman tutkimuksen
tulokset  eivdt poissulje  ventraalisen  pallidumin  olevan  tirked  osa
palkitsemisjarjestelmad sekd olevan tarkedssa roolissa etanolin juomisen séatelyssa.
Tulokset viittaavat ventraalisen pallidumin olevan tarkedssa osassa myo6s naltreksonin

etanolin juomiseen kohdistuvien vaikutusten valittdmisessa.
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