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OSA I: KIRJALLISUUSKATSAUS

1 JOHDANTO

Masennus on mielialahdiridista yleisin ja maailmanlaajuisesti yksi merkittdvimmista
menetettyja toimintakykyisid elinvuosia (Disability-adjusted life year, DALY)
aiheuttavista sairauksista (World Health Organization 2008; GBD 2018). Suomalaisessa
aikuisvéestossd (=30 ikdvuotta) masennuksen vuosiprevalenssi eli vuoden aikana
masennusta sairastavien osuus on noin 6,5 % (Pirkola ym. 2005). Masennuslaékkeiden
kulutus on kymmenkertaistunut Suomessa vuosien 1990-2018 aikana (Suomen
la&ketilasto 2009; Suomen laéketilasto 2018). Vuonna 2019 yli 500 000 suomalaista osti
apteekista masennusladkkeitd, joista Kansanelékelaitos maksoi 20,9 miljoonaa euroa

korvauksia (Kelan tilastotietokanta 2019).

Perinteisten masennusladkkeiden antidepressiivinen teho saavutetaan tyypillisesti vasta
useiden viikkojen yht&jaksoisen annostelun jélkeen (Mitchell ym. 2006).
Masennuslaékkeiden aiheuttamat haittavaikutukset ovat kuitenkin yleisid juuri néiden
ensimmaisten viikkojen aikana, ennen masennusoireiden lieventymistad (Crawford ym.
2014). Haittavaikutukset heikentavét hoitomyontyvyytta ja ovat yksi yleisimmista syista
la&dkehoidon lopettamiselle. Perinteisten masennusladkkeiden ongelmana on liséksi
niiden heikko teho. Ensimmaisen ladkekokeilun jélkeen vain noin yksi kolmasosa
potilaista saavuttaa oireiden pysyvan tai tilapdisen lieventymisen eli remission (Rush ym.
2006). Remission saavuttaminen on sitd epéatodennakdisempdd, mitd useampi
epédonnistunut ladkekokeilu potilaalla on. Euroopan ladkeviraston asettaman tyoryhmén
arvion mukaan noin 20 % potilaista sairastaa hoitoresistenttid, eli ainakin kahteen
perinteiseen hoitoon reagoimatonta masennusta (CHMP 2009). Hoitoresistentti
masennus heikentaa merkittavasti potilaiden elamanlaatua, kasvattaa relapsin eli oireiden

uusiutumisen riskia seka lisaa kuolleisuutta (Rush ym. 2006).

Nopeavaikutteisia masennuksen hoitoja tarvitaan erityisesti hoitoresistenttida masennusta
sairastavien seka akuutissa itsemurhavaarassa olevien potilaiden auttamiseen.
Suomalaisen erikoissairaanhoidon vakiintuneessa kéytossd on talla hetkellda kaksi

ratkaisua vaikean l&&keresistentin masennuksen hoitoon: psykiatrinen sahkohoito (ECT)



sekd subanesteettinen ketamiini (Depressio: Kaypa hoito -suositus, 2020). ECT on
séilyttanyt asemansa tehokkaana ja padosin turvallisena hoitomuotona 1930-luvulta asti,
jolloin sen laajamittainen kayttd psykiatristen sairauksien hoitona aloitettiin (The UK
ECT Review Group 2003). Ketamiinia kéaytetddn masennuksen hoidossa
subanesteettisilla annoksilla, eli annoksilla jotka ovat matalampia kuin anestesiaan
vaadittava annos (Peltoniemi ym. 2016). 2000-luvun alussa ké&ytt6on otettu
subanesteettinen ketamiini on ensimmdainen farmakologinen hoito, jonka masennusta
lievittava vaikutus alkaa todistetusti jo muutamassa tunnissa yksittaisen annostelukerran

jalkeen (Berman ym. 2000; Zarate ym. 2006; Murrough ym. 2013; Lapidus ym. 2014).

Ketamiini on dissosiatiivinen hallusinogeeni, eli se aiheuttaa kayttdjassddn muuntuneen
tajunnantilan ja aistihavaintojen vaaristymia (Nichols 2004). Dissosiatiivit ovat yksi
kolmesta ryhmastd joihin hallusinogeenit voidaan luokitella niiden psykoaktiivisten
vaikutustensa perusteella, muiden kahden ollessa psykedeelit ja deliriantit. Ketamiinin
masennuslddkevaikutusten 10ytyminen on saanut tutkijat palaamaan 1950-luvulla
kehitetyn psykedeeliterapian pariin muiden samankaltaisten yhdisteiden |0ytdmisen
toivossa.  Erityisesti  klassisia psykedeeleja on tutkittu lupaavin tuloksin
hengenvaarallisesti sairaiden seka ladkeresistenttien potilaiden masennuksessa (Grob ym.
2011; Gasser ym. 2014; Griffiths ym. 2016; Ross ym. 2016; Carhart-Harris ym. 2016).

Hallusinogeenit ovat potentiaalinen lahde uusien nopeavaikutteisten masennuslaékkeiden
Ioytamiselle. Tamén Kkirjallisuuskatsauksen tarkoituksena on perehtyd perinteisten
masennusladkkeiden ja ketamiinin vaikutusten taustalla oleviin neurobiologisiin
mekanismeihin seké esitella ketamiinin kanssa samaan dissosiatiivisten hallusinogeenien

ryhmaén kuuluva salvinoriini A.



2 MASENNUSLAAKKEIDEN KOHDEPROTEIINIT

2.1  Masennus ja aivojen muovautuvuus

Masennus ja pitkékestoinen stressi voivat aiheuttaa rakenteellisia muutoksia aivoissa.
Muutoksia havaitaan erityisesti mielialaa ja tiedonkésittelya saatelevilla aivoalueilla,
kuten monissa etuaivojen osissa seké hippokampuksessa (Duman ja Aghajanian 2012).
Kuvantamistutkimuksissa nédiden aivoalueiden koko on pienentynyt ja hermoyhteyksien
eli synapsien maara vahentynyt (Koolschijn ym. 2009; Kang ym. 2012). Krooninen
stressi aiheuttaa etuaivokuoren synapsien heikkenemistd sek& neuronien atrofiaa eli
surkastumista myo6s eldinmalleissa (Cook ja Wellman 2004; Li ym. 2011).
Masennuslaékkeiden ajatellaan korjaavan néitd haitallisia muutoksia liséamalla uusia

hermoyhteyksié ja aivojen muovautuvuutta.

Aivojen muovautuvuudella eli plastisuudella tarkoitetaan hermosolujen rakenteellista ja
toiminnallista muutosta vasteena ympaéristolle (Castrén ja Antila 2017). Muutoksessa
uusia hermosoluja ja synapseja muodostuu neuro- ja synaptogeneesin kautta, seka
kayttdmattomia yhteyksia karsiutuu pois. Aivojen muovautuvuus on voimakkainta
varhaiskehityksen Kkriittisten jaksojen aikana, jolloin hermoverkot kehittyvédt ndina
aikoina opittujen tietojen ja taitojen pohjalta (Hensch 2005). Myds aikuisen aivoissa
esiintyy aktiivisuudesta riippuvaa muovautuvuutta ja uusia hermosoluja syntyy lapi
elaméan hippokampuksen pykalapoimussa (dentate gyrus) seka otsalohkon alla

sijaitsevassa hajukaamissé (olfactory bulb) (Lledo ym. 2006).

Fluoksetiinin ja muiden perinteisten masennuslaakkeiden pitkdaikainen annostelu
aikaansaa  kriittisten  kehitysjaksojen  kaltaisen  plastisuuden aikuisen  rotan
nékoaivokuorella (Vetencourt ym. 2008). Masennusladkkeiden aikaansaamia
plastisuuteen liittyvid muutoksia havaitaan myos pykaldpoimussa, jossa neurogeneesi
lisadntyy kroonisen fluoksetiinihoidon seurauksena aikuisilla rotilla (Malberg ym. 2000).
Makakiapinoilla suoritetun tutkimuksen perusteella neurogeneesin lisddntyminen liittyy
olennaisesti fluoksetiinin antidepressiiviseen tehoon (Perera ym. 2011). Tutkimuksen
mukaan 15 viikkoa kestdneen fluoksetiinihoidon kaynnistima pykélapoimun

neurogeneesi vahensi stressin aiheuttamaa masennuksen Kkaltaista kayttaytymista.



Neurogeneesin  estdminen pykaldpoimussa sen sijaan vadhentdd fluoksetiinin

antidepressiivista vaikutusta (Santarelli ym. 2003; Perera ym. 2011).

Suurin osa télla hetkelld markkinoilla olevista masennusléakkeistd perustuu niin
sanottuun monoamiinihypoteesiin, jonka mukaan masennus johtuu mielialaa séételevien
monoamiinien, erityisesti serotoniinin (5-HT) ja noradrenaliinin vahentyneestd méaarasta
aivoissa (Hirschfeld 2000). Perinteiset masennusléakkeet vaikuttavat valittomasti aivojen
monoamiinireseptoreihin tai -kuljettajaproteiineihin lisaten solunulkoisen serotoniinin ja
noradrenaliinin maaréd. Masennusladkkeiden antidepressiiviset vaikutukset ilmenevét
kuitenkin vasta useiden paivien tai viikkojen yhtdjaksoisen annostelun jalkeen (Mitchell
2006). Néin ollen niiden terapeuttinen vaikutusmekanismi ei todenndkoisesti perustu
ainoastaan akuutteihin valittdjdainemuutoksiin, vaan pitkakestoisen annostelun aikana
tapahtuvaan adaptiiviseen muutokseen postsynaptisissa signalointireiteissd (Hyman ja
Nestler 1996).

2.2 cAMP-vdlitteinen viestiketju

Suuri osa serotoniinin ja noradrenaliinin kohdereseptoreista on Gs-proteiinikytkentdisia
reseptoreja, jotka aktivoivat syklista adenosiinimonofosfaattia (CAMP) toisiolahettiné
kayttdvan viestiketjun (Kuva 1) (Duman ym. 1997). Serotoniinin tai noradrenaliinin
sitoutuminen reseptoriin aiheuttaa konformaation muutoksen, jonka seurauksena a-
alayksikko irtoaa aktivoituneesta Gs-proteiiniosasta (Kandel ym. 2013). Vapaa a-
alayksikko sitoutuu CAMP:n muodostumista katalysoivaan adenylyylisyklaasientsyymiin
(AC) jaaktivoi sen. cAMP -molekyylit kiinnittyvat proteiinikinaasi A:han (PKA), joka
valittdd solunsiséisid viesteja fosforyloimalla sitd seuraavia viestimolekyylejéa.
Proteiinien fosforylaatio eli proteiinikinaasin katalysoima fosfaattiryhmaén liittdminen

proteiiniin on yleisesti tarkea solunsisdinen viestikeino.
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Kuva 1. Perinteiset masennusladkkeet kéynnistavat hermosolujen cAMP valitteisen
viestiketjun ja lisdadvat CREB:n fosforylaatiota. Perinteiset masennusléakkeet lisdavét
synaptisen serotoniinin ja noradrenaliinin mé&arad ja ndin ollen aktivoivat niiden Gs-
kytkentdisid  kohdereseptoreja  (Hirschfeld  2000).  Gs-proteiiniosa  aktivoi
adenylaattisyklaasi (AC) entsyymin, joka katalysoi syklisen adenosiinimonofosfaatin eli
CAMP:n muodostumista ATP:std. cCAMP sitoutuu proteiinikinaasi A:han (PKA) saaden
aikaan sen translokaation tumaan, jossa se vaikuttaa geenien ekspressioon fosforyloimalla
geenin CRE-sekvenssiin sitoutuvan transkriptiotekija CREB:n (Duman ym. 1997).
CREB voi fosforyloitua myds intrasellulaarisen kalsiumin maadrdan reagoivien
kalmoduliinikinaasien (CaMK) vaikutuksesta (Bito ym. 1996).

Masennuslaékkeiden aktivoimassa cAMP-vélitteisessa viestikejussa PKA fosforyloi
CAMP:n vaste-elementin sitojaproteiinin eli CREB:in seriinitdhde 133 -kohdalta

(Shaywitz ja Greenberg 1999). CREB on traskriptiotekija, joka sadtelee muun muassa



hermoston kehittymiseen, neuroprotektioon ja aivojen muovautuvuuteen liittyvien
geenien ilmenemistd sitoutumalla geenien cAMP:n vaste-elementtiin (CRE-sekvenssi)
(Lonze ja Ginty 2002). CRE-sekvenssin sisaltavia geeneja tunnetaan talla hetkella yli
100, mukaan lukien téssé katsauksessa myohemmin késiteltavat BDNF ja c-fos. CAMP-
vilitteisen viestiketjun lisiksi CREB voi fosforyloitua myos Ca?*-ionien sisaanvirtauksen
aiheuttaman Ca?*-kalmoduliinikinaasien (CaMK) aktivaation kautta (Bito ym. 1996).
Kalsium on cAMP:n ohella yksi yleisimmistd solunsisdisessa viestinndssa kaytetyista
toisiolaheteista. Ca2*-kalmoduliinikinaasit ovat ryhma entsyymeji, joiden aktivaatio
kaynnistyy Ca?*-ioneja sitoneen kalmoduliinin kiinnittyessi niihin (Kandel ym. 2013).
Tunnetuin CREB:i& fosforyloiva CaMK on CaMKI1V, jota l16ytyy sek& sytosolista etta
tumasta (Bito ym. 1996; Lonze ja Ginty 2002).

2.3 Aivoperéinen hermokasvutekijad BDNF

Hermoston kasvutekijat eli neurotrofiinit ovat ryhmé& proteiineja, jotka huolehtivat
hermosolujen kehityksestd ja selviytymisestd (Kandel ym. 2013). Neurotrofiineista
erityisesti aivoperdinen hermokasvutekija eli BDNF valittad aivojen aktiivisuudesta
riippuvia plastisia muutoksia (Castrén ja Antila 2017). BDNF:n ekspressio eli
ilmeneminen riippuu hermosolujen aktiivisuudesta (Thoenen 1991). Yleisesti ottaen
aivojen eksitoivan eli kiihottavan hermovaélityksen térkein vélittjaaine glutamaatti lisdé
BDNF:n ilmenemistd, kun taas inhibitorisia eli estavia vaikutuksia vélittavd gamma-

aminovoihappo (GABA) vahentaa sité.

Ihmisen BDNF-geeni koostuu ainakin yhdestitoista 5’ eksonista ja yhdeksasta
promoottorista (Cattaneo ym. 2016). Hiiren BDNF-geeni koostuu kahdeksasta
séatelevastd 5’ ja yhdestd proteiinia ilmentdvistd 3° eksonista (Aid ym. 2007). BDNF-
geenin transkriptio voi alkaa eri eksonien kohdalla sijaitsevilta promoottorialueilta ja nédin
ollen tuottaa erilaisia BDNF:n lahetti-RNA (mMRNA) -molekyyleja eli transkripteja. Eri
mRNA-molekyylit kdyvét lapi post-transkriptionaalisia muokkauksia kuten silmukointia,
jonka seurauksena ne transloituvat lopulta samaksi pro-BDNF -peptidiksi (Cattaneo ym.

2016). Pro-BDNF pilkkoutuu edelleen proteaasi-entsyymien avulla BDNF-proteiiniksi.



Masennus vaikuttaa merkittavasti BNDF:n ja sen tyrosiinikinaarireseptorin (TrkB)
ilmenemiseen. Dwivedi tyéryhmineen (2003b) suorittamassa tutkimuksessa BDNF:n ja
TrkB:n mRNA:n mé&aré oli vahentynyt itsemurhaan kuolleiden etuaivokuorella ja
hippokampuksessa. Samoilla aivoalueilla havaittiin mys BDNF-proteiinin vahaisempi
méaard verrattuna muista syistd kuolleisiin henkil6ihin, joilla ei oltu diagnosoitu
mielenterveyden sairautta (Dwivedi ym. 2003b; Karege ym. 2005). BDNF-proteiinin
véhentynyt maaré havaitaan my0s masennusta sairastavien ihmisten veren seerumi- ja

plasmanaytteissa (Polyakova ym. 2015).

Sekd hiirilla ettd ihmisilla erityisesti BDNF 1V -eksonin ekspressio lisdéntyy
hermosolujen aktiivisuuden seurauksena (Aid ym. 2007; Cattaneo ym. 2016) BDNF IV
on altis epigeneettisille muutoksille esimerkiksi metylaation eli metyyliryhmén
lisdédmisen kautta (Cattaneo ym. 2016). Keller tydryhmineen (2010) suorittaman
postmortem tutkimuksen perusteella BDNF 1V:n metylaatio vaikuttaa mahdollisesti
BDNF-geenin ekspressioon sitd vahentdvasti ohimolohkossa sijaitsevalla Wernicken
alueella (Keller ym. 2010).

2.4 Masennusladkkeiden vaikutus CREB- ja BDNF -proteiineihin

Perinteisten masennuslaakkeiden pitkdaikainen annostelu vaikuttaa CREB-mRNA:n ja
CREB-proteiinin méaaraan. Eri ryhmiin kuuluvien perinteisten masennuslaakkeiden
kolmen viikon yhtdjaksoinen annostelu kasvattaa CREB-mRNA:n maaraa rotan
hippokampuksessa (Nibuya ym. 1996). Postmortem tutkimusten perusteella sekda CREB-
proteiinin ettd CREB-mRNA:n madaréd on vahentynyt vaikeaa masennusta sairastaneiden
itsemurhan tehneiden henkiléiden etuaivokuorella ja hippokampuksessa (Dowlatshahi
ym. 1998; Dwivedi ym. 2003a). Masennuslaédkkeita kayttaneilla itsemurhan tehneilla
henkil6illa CREB-proteiinin maéara ohimo- eli temporaalilohkon alueella oli kuitenkin

suurempi, kuin henkildilla jotka eivét olleet saaneet ladkehoitoa (Dowlatshahi ym. 1998).

Vastaavia muutoksia havaitaan BDNF-mRNA:ssa ja proteiinissa. Jyrsijoilla tehdyissa
tutkimuksissa perinteiset masennuslaédkkeet aktivoivat BDNF:n tyrosiinikinaasireseptoria

(TrkB) akuutisti, mutta eivat vield yhden annostelukerran jalkeen vaikuta BDNF-



mMRNA:n mé&arddn (Nibuya ym. 1995; Rantamdki ym. 2007). Pitkdaikainen
masennusladkekasittely sen sijaan lisad BDNF:n ja TrkB:n mRNA:n esiintymista rotan
etuaivokuorella ja hippokampuksessa (Nibuya ym. 1995; Dias ym. 2003). Ihmisilla
onnistunut masennusléakehoito nékyy veren seerumin BDNF-proteiinitason nousuna
(Polyakova ym. 2015). Myds postmortem tutkimuksissa laakehoitoa saaneiden potilaiden
BDNF-proteiinitasot etuaivokuorella, pé&élaki- eli parietaalilonkon alueella ja
hippokampuksessa ovat normalisoituneet (Karege ym. 2005; Sheldrick ym. 2017).
Sahkohoidon tehokkuudesta viestii se, ettd sen eldqinmalli aiheuttaa BDNF mRNA:n
lisddntymisen etuaivokuorella ja pykéldpoimussa akuutisti jo yhden hoitokerran jalkeen
(Nibuya ym. 1995).

3 NOPEAVAIKUTTEISET MASENNUSLAAKKEET

3.1 Ketamiini

3.1.1 Farmakokinetiikka ja farmakodynamiikka

Ketamiini kehitettiin noin 60 vuotta sitten korvaamaan voimakkaita psykotomimeettisia
eli psykoosin oireita muistuttavia haittavaikutuksia aiheuttava nukutusaine fensyklidiini
(PCP) (Corssen ja Domino 1966). Ketamiini on rakenteeltaan PCP:n johdannainen, jonka
aryylisykloalkyyliamiinirungon sykloheksa-1-oni sisaltda Kiraalisen hiiliatomin.
Ladketieteessa kaytetty ketamiini on raseeminen yhdistelmd sen S(+)- ja R(-)-
enantiomeereja tai pelkk&a S(+)-enantiomeerid, jonka anesteettinen ja analgeettinen teho

on R(-)-enantiomeeria parempi (Peltoniemi ym. 2016).

Ketamiini annostellaan yleensa laskimoon annettavana infuusiona, silld sen biologinen
hy6tyosuus oraalisen annon jalkeen on voimakkaan ensikierron metabolian vuoksi vain
16-24 % (Clements ym. 1982; Yanagihara 2003). Ketamiini on rasvaliukoinen eli
lipofiilinen molekyyli, joka jakautuu nopeasti ja laajasti kudoksiin, mukaan lukien
aivoihin. N&enndinen jakautumistilavuus molemmille enantiomeereille on noin 3-5 I/kg,
S(+)-enantiomeerin  jakautuessa  jokseenkin  R(-)-enantiomeeria tehokkaammin

(Geisslinger ym. 1993; Persson ym. 2002). Ketamiini poistuu ihmisen elimistdsta



nopeasti, kokonaispuhdistuman ollessa noin 20 ml/min/kg ja eliminaation
puoliintumisajan 2,5-3 tuntia (Clements ym 1982; Geisslinger ym. 1993).

Ketamiinin paasiallinen metaboliareitti on maksan mikrosomeissa tapahtuva sytokromi
P450 -entsyymien CYP3A4 ja CYP2B6 katalysoima N-demetylaatio, jonka padasiallinen
metaboliatuote on norketamiini (Hijazi ja Boulieu 2002; Portmann ym. 2010). Samat
entsyymit katalysoivat norketamiinin hydrolyysia hydroksinorketamiineksi ja edelleen
dehydroksinorketamiineiksi  (Portmann ym. 2010). S(+)-ketamiini metaboloituu
norketamiiniksi raseemista yhdistettd tai R(-)-ketamiinia tehokkaammin. Norketamiinin
huippupitoisuus plasmassa saavutetaan noin 1,5 tuntia ketamiini-infuusion jalkeen, kun
taas sen metaboliiteilla vastaava aika on 2—4 tuntia (Zhao ym. 2012; Zarate ym. 2012).
Hydroksinorketamiini ja dehydroksinorketamiini voidaan mitata veresta viela 3 paivéaa
ketamiini-infuusion jalkeen (Zhao ym. 2012).

Ketamiinin padasiallinen vaikutuskohde on N-metyyli-D-aspartaatti -reseptori (NMDA-
reseptori), jossa se sitoutuu avoimen ionikanavan sisélla olevaan PCP:n
sitoutumispaikkaan estden ionien kulkeutumisen kanavan l&pi (Anis ym. 1983;
MacDonald ym. 1987). Avoin NMDA-reseptori lapaisee solun ulkopuolelta sisélle
virtaavia Ca®*- ja Na'-ioneja seki sisalta ulos liikkuvia K*-ioneja (Kandel ym. 2013).
Ketamiini on NMDA-antagonisti, sill& se ei aktivoi tai inaktivoi reseptoria vaan salpaa
sen (MacDonald ym. 1987). Ketamiini ei Kilpaile samasta sitoutumispaikasta NMDA-
reseptorin  luonnollisen ligandin  glutamaatin  kanssa, eli  sitoutuminen on

nonkompetitiivista eli kilpailematonta.

NMDA-reseptori  on  neljan  alayksikobn = muodostama  heterotetrameerinen
proteiinikompleksi, joka koostuu tyypillisesti kahdesta GIluN1-alayksikostd seké
GIuN2/GIuN2- tai GIuN2/GluN3-alayksikoista (Kandel ym. 2013). Eri alayksikoista
koostuvien NMDA-reseptorien sijainti vaihtelee eri aivoalueilla. Ketamiinin affiniteetti
on suurempi GluN2D-alayksikon siséltaviin NMDA-reseptoreihin, joita l0ytyy erityisen
runsaasti niin sanotuista interneuroneista (Kotermanski ja Johnson 2009). NMDA-
reseptorin aktivaatio vaatii glysiini-kofaktorin sitoutumisen GluN1-alayksikkon ja

glutamaatin sitoutumisen GluN2-alayksikkéon (Kandel ym. 2013). Aktivaatio on
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janniteriippuvaista, silla solukalvon lepopotentiaalissa NMDA-ionikanavan sulkee
Mg2+-ioni, joka poistuu kanavasta solukalvon depolarisaation aiheuttaman sahkoisen

hyljinnan seurauksena.

Perinteisten masennusléakkeiden pitk&aikainen annostelu ja sdhkoéhoidon elainmalli
vaikuttavat hiirilla  NMDA-reseptorikompleksin glysiininsitoutumispaikan ligandin
sitoutumisominaisuuksiin (Paul ym. 1994).  Akuutti masennusladdkkeen annostelu ei
kuitenkaan aiheuta vastaavaa muutosta. Masennuslédékkeiden aiheuttamat adaptiiviset
muutokset NMDA-reseptorissa osallistuvatkin mahdollisesti ketamiinin

antidepressiivisen vaikutuksen vélittdmiseen.

3.1.2 Masennusladkemekanismi: disinhibitio-hypoteesi

Keskushermoston glutamaterginen eli glutamaattia vélitt4jdaineenaan  kéyttava
hermovalitys on péaéasiassa eksitoivaa (Kandel ym. 2013). Subanesteettisen ketamiinin
aiheuttaman NMDA-reseptorivalitteisen glutamatergisen signaloinnin estaminen ei
kuitenkaan johda aktiivisuuden véhenemiseen aivokuorella — pdinvastoin.
Kuvantamistutkimusten  perusteella  subanesteettinen  ketamiini  lisdd  veren
happipitoisuuden muutoksen osoittamaa ja metabolista aktiivisuutta ihmisen aivokuoren
eri alueilla (Breier ym. 1997; Hoflich ym. 2017). Moghaddam tyéryhmineen (1997)
rotilla suorittaman tutkimuksen perusteella ketamiinin aikaansaaman eksitaation taustalla

on glutamaatin vapautuminen etuaivokuorella.

Ketamiinin disihibitio-hypoteesin mukaan etuaivokuoren inhibitoristen interneuronien
NMDA-reseptorien estdminen johtaa GABAergisen inhibition véhentymiseen,
glutamaatin vapautumiseen ja aktiivisuudesta riippuvan plastisuuden induktioon (Kuva
2) (Duman ym. 2016; Duman 2018). Namé etuaivokuoren interneuronit ovat jatkuvasti
aktiivisia eli tonaalisia, jonka vuoksi ketamiini padsee vapaasti sitoutumaan avoimen
kanavan sisallda olevaan sitoutumispaikkaan. Inhibition puuttuessa kohdesolut
(pyramidaalineuronit) vapauttavat eksitatorista glutamaattia, joka aktivoi postsynaptisten
solujen  a-amino-3-hydroksi-5-metyyli-soksatsoli-4-propionihappo-  eli ~ AMPA-
reseptoreja. NMDA-reseptorien tapaan AMPA-reseptorit ovat glutamatergisia

ionikanavareseptoreja, jotka osallistuvat neuronaalista plastisiteettia saateleviin
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signalointiketjuihin (Kandel ym. 2013). Ne l&pdisevat tyypillisesti Na*- ja K*-ioneja.
AMPA-reseptorien aktivaation aiheuttama solukalvon depolarisaatio aikaansaa
janniteherkkien kalsiumkanavien avautumisen ja Ca®*-ionien sisaanvirtauksen.
Solunsiséisen kalsiumin lisdantyminen aktivoi plastisuuteen liittyvia viestiketjuja, jotka
johtavat lopulta proteiinisynteesiin, synapsien vahvistumiseen ja uusien synapsien

muodostumiseen (Duman 2012).

Ketamiini

1) -

NMDA

o
o
3) °, e
o 0
AMPA
o
c)Na+ o
. cazt ©
o o

4) Masennusldikevaste ja aivojen muovautuvuus

Kuva 2. Ketamiinin disinhibition-hypoteesi. NMDA-antagonismi (1) GABAergisissa
interneuroneissa poistaa niiden estdvan vaikutuksen (2), joka aiheuttaa glutamaatin
vapautumisen pyramidaalineuroneista (3) (Duman 2018). Tama johtaa AMPA-
reseptoriaktivaation aiheuttamaan solukalvon depolarisaatioon, janniteherkkien
kalsiumkanavien avautumiseen ja aivojen plastisuuten liittyvien viestiketjujen
kaynnistymiseen (4).
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Ketamiinin aikaansaama aivojen muovautuvuuden lisddntyminen on osoitettu
elainkokeissa. Ma ty6ryhmineen (2017) hiirilla tehdyn tutkimuksen mukaan ketamiini
indusoi neurogeneesid pykalapoimussa jo 24 tuntia annostelun jalkeen. Ketamiini lisaa
my®s synapsien muodostumiselle tarkedn Arc-proteiinin maaréé nopeasti ja tilapaisesti
(1-2 h annostelun jalkeen) rotan etuaivokuorella (Li ym. 2010). Liséksi se vaikuttaa
synapsien vahvistumiseen lisdédmalla suurildpimittaisten (engl. mushroom) dendriittien
haarakkeiden maardd. Kroonisen stressin eldinmallissa ketamiini palauttaa stressin
aikaansaamia haitallisia muutoksia vahvistamalla heikentyneitd synapseja ja lisdédmalla
denriittien haarakkeita rottien etuaivokuorella (Li ym. 2011).

3.1.3 Masennusladédkemekanismi: TrkB-GSK -signalointi

Eldintutkimusten perusteella ketamiinin aikaansaaman synapto- ja neurogeneesin
taustalla on TrkB-valitteinen viestiketju (Li ym. 2010; Ma ym. 2017). TrkB-reseptori voi
fosforyloitua useiden eri tyrosiinitahteiden kohdalta aktivoiden eri toisioldhetteja solun
sisdlla (Kuva 3). Fosforylaatio tyrosiinitdhteen 515 kohdalta johtaa PI3SK-MAPK44/42 -
signalointiin, kun taas Tyr816-tihteen fosforylaatiota seuraa solunsisdisten Ca?*-
varastojen vapautuminen ja PLCy-CaMK -viestiketjun aktivaatio (Huang ja Reichardt
2003). Ketamiini lisad akuutisti ja annosriippuvaisesti TrkB-reseptorin ja sitd seuraavien
kinaasien fosforylaatiota hiiren etuaivokuorella (Kuva 4) (Kohtala ym. 2019). Seké
PI3BK-MAPK44/42- ettd PLCy-CaMK -viestiketjut on yhdistetty ketamiinin
masennusladkevaikutukseen. MAPK44/42:n  aktivoivan  mitogeenin  aktivoima
proteiinikinaasi kinaasin (MEK) ja CAMK:n inhibiittorit estavat ketamiinin
aikaansaaman antidepressiivisen kayttaytymisen masennuslédékevasteen rotta- tai
hiirimalleissa (Réus ym 2014; Adaikkan ym. 2018).

Fosfoinositidi-3-kinaasit (PI3K) vélittavat hermosolujen selviytymistd estamalla pro-
apoptoottisen glykokeenin syntaasikinaasi 3f:n eli GSK3:n toimintaa fosforyloimalla
sen seriinitdhde-9 kohdalta (Huang ja Reichardt 2003; Jope ja Johnson 2004). GSK3f:n
fosforylaatio voi joko vahentda tai lisatd sen aktiivisuutta, riippuen fosforyloituvan
seriinitdhteen kohdasta. GSK3p:n aktiivisuus on lisdédntynyt masennusta sairastaneiden

ihmisten postmortem aivoissa (Karege ym. 2007). Ketamiini sen sijaan lisdd GSK3p:n
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inhiboivaa seriini-fosforylaatiota hiiren etuaivokuorella ja hippokampuksessa (Kohtala
ym. 2019). Masennusta kuvaavassa opitun avuttomuuden eldinmallissa ketamiinin
antidepressiivinen  vaikutus estyy GSK3B:n aktiivista muotoa ilmentévilla

muuntogeenisilla hiirilla (Beurel ym. 2011).

BDNF
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Kuva 3. BDNF-TrkB-GSK3p -signalointi. Aivoperaisen hermokasvutekijan BDNF:n
kohdereseptori TrkB voi fosforyloitua usean eri tyrosiinitahteen kohdalta aktivoiden eri
toisiolahetteja (Huang ja Reichardt 2003). Tyr515 fosforylaatio johtaa PI3K-MAPK44/42
signalointiketjun aktivoitumiseen, kun taas Tyr816 fosforylaatiota seuraa PLCy-CaMK -
viestiketju.
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Kuva 4. Ketamiinin 100 mg/kg annos aiheuttaa TrkB, GSK3p ja p70s6k fosforylaation
lisd&ntymisen hiirien etuaivokuorella (PFC) verrattuna saliiniin tai 10 mg/kg ketamiiniin
30min i.p. annostelusta. Muokattu l&hteestd Kohtala ym. 2019.

Akuutti ketamiinin annostelu liséd BDNF-proteiinin maéraa rotan hippokampuksessa
(Garciaym. 2008; Yang ym. 2013). Ketamiini ei aiheuta antidepressiivista kayttaytymista
pakotetussa uintitestissa aikuisidssa indusoiduilla BDNF -poistogeenisilla (induced
knockout) hiirilla eli hiirilla, jotka eivat tutkimushetkelld ilmennda BDNF-proteiinia
etuaivokuorella ja hippokampuksessa (Autry ym. 2011). Samoin ketamiinin
masennusladkevaikutus estyy, kun BNDF:n toiminta estetddn aivoissa paikallisesti vasta-
aineen avulla (Lepack ym. 2015). Geneettiseltd perimaltddn muokkaamattomissa hiirissa
ketamiini lisaa uintiaikaa ja vahentdd immobilisaatiota eli paikallaan oloa (Garcia ym.
2008; Autry ym. 2011; Yang ym. 2013). Immobilisaation vaheneminen pakotetussa
uintitestissd ennustaa luotettavasti toimivaa masennusléékevastetta (Petit-Demouliere
ym. 2004).

3.1.4 Kayttd masennuslaakkeena

Ensimmainen plasebo-kontrolloitu, kaksoissokkoutettu kliininen tutkimus ketamiinin
antidepressiivista vaikutuksista julkaistiin vuonna 2000 (Berman ym. 2000). Perinteisista
masennusladkkeistd poiketen ketamiinin antidepressiiviset vaikutukset ovat havaittavissa
jo muutaman tunnin sisalld annostelusta (Zarate ym. 2006). Antidepressiivisen
vaikutuksen huippu saavutetaan 24-72 tunnin sisalla (Berman ym. 2000; Zarate ym.

2006; Murrough ym. 2013; Lapidus ym. 2014). Ketamiinin teho l&&keresistenttia
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masennusta sairastavilla sek& akuutisti itsetuhoisilla potilailla on osoitettu useissa eri
tutkimuksissa (Zarate ym. 2006; DiazGranados ym 2010; Murrough ym. 2013; Lapidus
ym. 2014.) DiazGranados tyoryhmineen suorittamassa avoimessa tutkimuksessa (2010)
la&keresistenttia masennusta sairastavien potilaiden itsemurha-ajatukset véhenivét
merkittdvasti jo 40 minuutin sisélla ketamiini-infuusion annostelusta. Ketamiinin
masennusoireita lievittdvan vaikutuksen kesto on kuitenkin tilapdista ja yksittéisen
annostelukerran jalkeen masennusoireet palaavat lahtétilanteeseen noin 7-14 pdivén

kuluessa (Berman ym. 2000; Zarate ym. 2006).

Ketamiinin laajempaa terapeuttista kayttod rajoittaa PCP:n tavoin sen aiheuttamat
psykotomimeettiset haittavaikutukset, kuten aistiharhat ja sekavuus (Peltoniemi ym.
2016). Ketamiinin aikaansaaman dissosiatiivisen anestesian aikana aivokuoren tietoa
yhdistelevat assosiaatioalueet voivat vastaanottaa viestejd potilaan kokemista
aistihavainnoista, mutta eivét tulkita niita (Corssen ja Domino 1966). Tdmé voi aiheuttaa
esimerkiksi  kehosta irtautumisen tunnetta tai muistihdirioitd. Dissosiatiiviset
haittavaikutukset ovat kuitenkin PCP:td heikompia ja lyhytkestoisempia. My0s
hemodynaamiset haitat, kuten systolisen verenpaineen tilapdinen nousu, ovat yleisia
(Murrough ym 2013; Lapidus ym. 2014). Ketamiinin aiheuttamat akuutit psykoaktiiviset
ja hemodynaamiset haittavaikutukset hélvenevat keskimaarin 2-4 tunnin sisélla

annostelusta (Berman ym. 2000; Zarate ym. 2012).

3.2 Muut psykoaktiiviset aineet

3.2.1 Kiliiniset tutkimukset

Laajamittaisia kliinisia tutkimuksia psykedeelien kéytostd masennuksen hoidossa ei ole
viela tehty, mutta alustavat tulokset ovat lupaavia. Madonlakki-suvun (Psilocybe)
sienissé luontaisesti esiintyvaa kasvialkaloidia psilosybiinia on tutkittu lupaavin tuloksin
terminaalisesti sairaiden seka laakeresistenttien potilaiden masennuksen hoidossa (Grob
ym. 2011; Griffiths ym. 2016; Ross ym. 2016; Carhart-Harris ym. 2016). Psilosybiinista
kaytettiin maltillisia 0,2-0,3 mg/kg peroraalisia annoksia, joiden annostelu oli yhdistetty

psykoterapeuttisen tukeen kaikissa tutkimuksissa. Psykedeelisen kokemuksen kesto oli
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4-6 tuntia ja masennuksen sekd ahdistuksen lieventyminen havaittiin heti annostelua
seuraavana péaivand. Psilosybiinin aikaansaama masennuksen lieventyminen oli
pitkakestoista ja merkittdvaa vield tutkimuksen viimeisessé mitattavassa aikapisteessa, eli
6-6,5 kuukautta yksittdisen annoksen jalkeen (Grob ym. 2011; Ross ym. 2016).
Psilosybiinilla ei havaittu vakavia tai odottamattomia haittavaikutuksia.

Ensimmadinen psykedeeliavusteisessa terapiassa kaytetty hallusinogeeni on Albert
Hoffmannin kehittama lysergihapon dietyyliamidi eli LSD, joka eteni 1950-luvulla
ladketehdas Sandoz:n markkinoimana Kliinisiin tutkimuksiin sekd psykoterapeuttien
vastaanotoille (Nichols 2004). LSD:n aiheuttama psykedeelinen kokemus on kestoltaan
hieman psilosybiinid pidempi, eli noin 8 tuntia. Gasser tydryhmineen (2014)
suorittamassa pilottitutkimuksessa psykoterapiaan yhdistetty 200 pg annos LSD:t&
aikaansai ahdistusoireiden lieventymisen vakavasti sairailla potilailla. Anksiolyyttinen

vaikutus sailyi jopa 12 kuukautta annostelun jéalkeen.

Myos kasviperdisid hallusinogeeneja siséltdva kasviuutejuoma Ayahuasca aiheuttaa
nopean masennusoireiden lieventymisen hoitoresistenttia tai uusiutuvaa masennusta
sairastavilla potilailla (Santos ym. 2018; Palhano-Fontes ym. 2019). Oireiden
lieventyminen oli merkitsevaa vield 7-21 pdivaa yksittaisen annoksen jalkeen. Ayahusca
on perinteisesti amazoninajahuaskaliaanin  (Banisteriopsis caapi) kuoresta ja
shamaanikahvikin (Psychotria viridis) lehdisté valmistettava juoma, jonka péaaasiallisina
hallusinogeenisina yhdisteind toimivat serotonerginen dimetyylitryptamiini (DMT) ja
MAO-inhibiittori harmiini (McKenna 2006).

3.2.2 Neurobiologinen mekanismi

Klassiset hallusinogeenit, kuten psykedeelit lysergihapon dietyyliamini (LSD) ja
psilosybiini, ovat serotoniinianalogeja joiden vaikutukset vélittyvét padasiassa 5-HT-2A
-reseptorin kautta. Prekliinisten tutkimusten perusteella klassiset psykedeelit indusoivat
neuronaalista plastisiteettia akuutisti jo yhden annostelukerran jalkeen (Frankel ja
Cunningham 2002; Nichols ja Sanders-Bush 2002; Ly ym. 2018). Eri ryhmiin kuuluvat
hallusinogeenit lisddvat uusien dendriittien haarakkeiden seka synapsien muodostumista

TrkB-valitteisen signaloinnin kautta rotan aivokuoren hermosoluissa (Ly ym. 2018).
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DMT (10 mg/kg) lisad uusien dendriittien haarakkeiden muodostumista eli spinogeneesia
rotan etuaivokuoren pyramidaalineuroneissa 24 tuntia myos intraperitoneaalisen (i.p.)
annostelun jalkeen. Psilosybiinin on havaittu annoksesta riippuen seka lisadvan (0,1
mg/kg) ettd vahentdvan (1 mg/kg) hiiren hippokampuksen neurogeneesia (Catlow ym.
2013). Molemmat annokset lievensivéat klassisen pelkoehdollistumisen aiheuttamaa

kayttdytymisreaktiota, mutta matalampi annos sai muutoksen aikaan nopeammin.

Klassiset psykedeelit lisadvat neuronaaliseen plastisiteettiin yhdistettyjen valittomien-
aikaisten geenien (IEG) c-fos:n ja Arc:n ekspressiota rottien etuaivokuorella (Frankel ja
Cunningham 2002; Nichols ja Sanders-Bush 2002). IEG ovat geenejd, jotka aktivoituvat
nopeasti ja lyhytaikaisesti suorana vasteena soluviestintddn (Sheng ja Greenberg 1990).
Ne ilmentévat usein myohéisten geenien (engl. late response gene) aktivaatiota séatelevia
proteiineja, kuten transkriptiotekijoita. Fos-proteiineja ilmentéva c-fos IEG voi aktivoitua
useiden eri signalointireittien kautta, esimerkiksi CAMP- tai Ca?*-indusoiman CREB:n

fosforylaation seurauksena (Herrera ja Robertson 1996).

Matala annos LSD:td (5pug—20 pg) lisdd terveiden vapaaehtoisten veriplasman BDNF
pitoisuutta 4-6 tuntia annostelun jalkeen (Hutten ym. 2020). Sama muutos havaittiin
terveiden ja masentuneiden seerumin BDNF-pitoisuudessa 48 tuntia psykedeelisen
ayahuasca-annoksen jalkeen (Almeida ym. 2019). Klassisten psykedeelien
masennusladkevaikutuksen taustalle onkin esitetty ketamiinin disinhibitio-hypoteesin
kaltaista mallia, jossa psykedeelien indusoima etuaivokuoren eksitaatio johtaa BDNF:n
ilmenemisen lisdantymiseen ja aktiivisuudesta riippuvaan plastisuuteen (Vollenweider ja
Kometer 2010).
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4 SALVIA DIVINORUM JA SALVINORIINI A

4.1 Salvia divinorum

Huulikukkaisheimoon kuuluvan salvia-perheen kasveja tunnetaan yli 900, mutta vain
Salvia divinorum -lajilla on havaittu psykoaktiivisia ominaisuuksia (Reisfield 1993). S.
divinorum on monivuotinen perenna, joka kasvaa luontaisesti Eteldisen Meksikon
vuoristoisissa pilvimetsissa 500-1500 metrin korkeudessa (Valdés ym. 1983; Reisfield
1993). Kasvi vaatii kostean, varjoisan tai puolivarjoisan kasvualustan, jossa se voi kasvaa
1-1,5 m korkuiseksi. S. divinorumin tunnistaa sen suurien vihreiden lehtiensa lisaksi
valkoisista, violetin verhion omaavista kukista. Tiettavasti ensimmaéinen kasvitieteellinen
kuvaus Salvia divinorum -kasvista on vuodelta 1962, Gordon Wassonin Oaxacasta

kerddman holotyypin péatyessa Eplingin ja Jativan tutkittavaksi (Wasson 1962).

4.2 Salvinoriini A

Salvinoriini A on S. divinorum -kasvin lehtien siséltdmista terpeeneista yleisin, seka sen
psykoaktiivisista ominaisuuksista vastaava yhdiste (Ortega 1982; Valdes ym. 1984). Se
on rakenteeltaan seitsemén Kkiraliakeskusta siséltdvd neo-klerodaani diterpeeni eli
kymmenesta hiiliatomista koostuvan bisyklisen dekaliinin, kuuden hiiliatomin
muodostaman sivuketjun sekd neljan dekaliiniin kiinnittyneen hiiliryhmén sisaltava
yhdiste (Kuva 5) (Li ym. 2016a). Neo-klerodaaneilla tarkoitetaan yhdisteitd, joiden
stereorakenne on samanlainen kuin klerodaaniperheen ensimmaisella yhdisteella
Klerodiinilla (Merritt ja Ley 1992). Suurin osa kasviperéisista psykotrooppisista aineista

on alkaloidirakenteisia (Feng ym. 2017). Niista poiketen salvinoriini A ei sisélla lainkaan

typpeé.
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Kuva 5. Salvinoriini A on seitsemén kiraliakeskusta (*) sisdltdvd neo-klerodaani
diterpeeni.

4.2.1 Farmakokinetiikka

Salvinoriini A:n aiheuttamat psykoaktiiviset vaikutukset alkavat nopeasti ja niiden kesto
on lyhyt (Siebert 1994). Sen oraalinen hydtyosuus on huono, silla se inaktivoituu maha-
suolikanavassa. Téalla hetkelld yleisin raportoitu kéyttétapa Salvia divinorum -kasville
onkin polttamalla sen kuivattuja lehtié tai lehtiuutetta (Baggott ym. 2004; Gonzalez ym.
2006). Inhaloidun salvinoriini A:n psykoaktiiviset vaikutukset alkavat noin 30-60
sekunnin kuluessa annostelusta ja kestavét keskimaarin 5-15 minuuttia (Siebert 1994;
Baggott ym. 2004; Gonzélez ym. 2006). Vaikutukset poistuvat yleensa kokonaan 20-30
minuutin kuluessa, mutta niiden kesto voi olla pidempi annosta suurennettaessa (Siebert
1994).

Nopean vaikutuksen alun taustalla on salvinoriini A:n tehokas kulkeutuminen veri-
aivoesteen lapi (Hooker ym. 2008; Teksin ym. 2009). Salvinoriini A on erittdin
lipofiilinen molekyyli (jakautumiskerroin XlogP=2,3), jonka hyvé lapdisevyys perustuu
todenndkdisesti passiiviseen diffuusioon. Lisaksi sen vaikutukset ilmenevét jo hyvin
pienilla annoksilla. Hooker tydryhmineen (2008) arvioi, ettd psykoaktiivinen vaikutus

saavutetaan, vaikka aivoihin paatyvén salvinoriini A:n mééra olisi alle 10 ug.
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Naaraspaviaaneille tehdyn PET-tutkimuksen perusteella radioleimatun salvinoriini A:n
huippupitoisuus aivoissa saavutetaan 40 sekunnin kuluessa i.v. annostelusta (Hooker ym.
2008). Noin 3,3 % salvinoriini A:sta paatyi aivoihin, jossa se jakautui laajasti seka
aivokuoreen ja sen alaisiin osiin. Suurin konsentraatio havaittiin pikkuaivoissa ja
merkittdva maard nakoaivokuorella. Eliminaation puoliintumisaika oli keskimaarin 8
minuuttia ja noin 75 % salvinoriini A:sta oli poistunut aivoista 30 minuutin kuluessa.
Jyrsijoilla tehdyssa tutkimuksessa huippupitoisuus aivoissa saavutettiin i.p. annostelun
jalkeen 10-15 minuutissa, eliminaation puoliintumisajan ollessa keskimaarin 36
minuuttia (Teksin ym. 2009). Ihmisill& huippupitoisuus veressa saavutetaan 1-4 minuutin
kuluessa ja salvinoriini A on kokonaan poistunut verestd 90 minuutin aikana (Johnson
ym. 2016). Salvinoriini A:n eliminaation puoliintumisaika veressad on eldinkokeiden
perusteella 5575 minuuttia, eli merkittavasti pidempi kuin aivoissa (Schmidt ym. 2005a;
Teksin ym. 2009). Myds jyrsijoilld aivoihin paatyvét pitoisuudet ovat merkittavasti
plasmapitoisuuksia pienempié (Teksin ym. 2009).

Salvinoriini A metaboloituu nopeasti inaktiivisiksi metaboliiteiksi. Sen péadasiallinen
metaboliitti on karboksyyliesteraasien katalysoiman hydrolysaation seurauksena
muodostuva salvinoriini B (Schmidt ym. 2005b). Muita mahdollisia metaboliareitteja
ovat maksan mikrosomien CYP450-entsyymit sekd UGT-entsyymien katalysoima
glukuronidaatio (Teksin ym 2009). Lipofiilisten metaboliittien poistuminen elimistosta
tapahtuu mahdollisesti sappihappojen kautta, hydrofiilisten metaboliittien poistuessa

munuaisfiltraation avulla (Hooker ym. 2008).

4.2.2 Kappa-opioidijarjestelma

Salvinoriini A on ei-serotonerginen selektiivinen kappa-opioidireseptorin (k-
opioidireseptori, KOR) agonisti, jonka vaikutusmekanismi ndin ollen poikkeaa muista
talla hetkella tunnetuista hallusinogeeneistd (Roth ym. 2002; Chavkin ym. 2004). Kappa-
opioidireseptorin liséksi tunnetaan kolme muuta opioidireseptoria: myy-(u), delta-(d)
sekd nosiseptiini-opioidireseptorit (Waldhoer ym. 2004). Kaikkien opioidireseptorien
aktivaatio aikaansaa analgesiaa eli kivunlievitystd, mutta niiden vaikutus mielialaan

vaihtelee euforiasta eli hyvédnolontunteesta sen vastakohtaan, dysforiaan.
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Opioidikipulddkkeet vaikuttavat pé&&asiassa myy- ja delta-reseptoreihin ja niille on
euforian liséksi tyypillista fysiologisen riippuvuuden ja toleranssin muodostuminen.

Opioidireseptorit ovat G-proteiinikytkentaisia reseptoreja, jotka koostuvat seitsemasta
transmembraanisesta  proteiinista  sek& inhibitorisia  vaikutuksia  vélittavasta
intrasellulaarisesta Gi/o-proteiiniosasta (Kuva 6) (Waldhoer ym. 2004; Al-Hasani ja
Bruchas 2011). Gi/o-proteiini vdhentdd CcAMP:n  muodostumista estamall&
adenylaattisyklaasi-entsyymin (AC) toimintaa. Lisaksi se sulkee janniteriippuvaisia Ca®*-
kanavia ja aktivoi janniteriippuvaisia K*-kanavia. Téstd seuraa K*-ionien ulosvirtaus,
solukalvon hyperpolarisaatio ja vahentynyt neuronaalinen eksitaatio. Lisédksi KOR
aktivaatio aikaansaa p38MAPK-fosforylaatiota (Bruchas ym. 2007).

Dynorfiini, Salvinoriini A

o
Ca2+ o
(o]
(o]
it
(o]

MAPKp38

Kuva 6. Salvinoriini A:n kohdereseptori on inhibitorisen Gi/o-proteiiniosan sisaltdva
kappa-opioidireseptori. Gi/o-proteiini estad cAMP-vélitteistd viestiketjua, salpaa Ca?*-
kanavia ja avaa K*-kanavia aiheuttaen solukalvon hyperpolarisaation (Waldhoer ym.
2004).

Opioidireseptoreja aktivoivat endogeeniset eli elimiston itse tuottamat opioidit
muodostuvat ja varastoituvat elimistoon niiden inaktiivisina esiasteproteiineina

(Waldhoer ym. 2004). KOR-ligandina toimivia dynorfiingja tunnetaan kuusi erilaista,
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joiden Kkaikkien esiasteena toimii prodynorfiini (Schwarzer 2009). Ihmisaivoissa
prodynorfiinia ilmentdvan PDYN geenin mRNA:ta l6ytyy erityisesti tunteiden séatelyé ja

stressid kasittelevilté alueilta, kuten hippokampuksesta ja amygdalasta (Hurd 1996).

Dynorfiinien eritys lisdantyy stressin seurauksena (Land ym. 2008). Kortikotropiinia
vapauttavan hormonin (CRH) ohella dynorfiini on elimistdn tarkeimpid stressin
vaikutuksia viestivia valitt4jaaineita. Akuutisti stressaavassa tilanteessa sen vaikutus
todennékoisesti parantaa selviytymismahdollisuuksia: dynorfiini-KOR jarjestelmén
aktivaatio poistaa kivun tunnetta ja herattad aversiivisen tarpeen poistua paikalta (Knoll
ja Carlezon 2010). Aversiolla tarkoitetaan vastenmielisyyden tunnetta ja siiti seuraavaa
valttamiskayttaytymista. Kroonisessa stressissa dynorfiini-KOR -jarjestelmén jatkuvalla
aktivaatiolla on todenndkoisesti haitallisia vaikutuksia. Stressin ja masennuksen
yhteisvaikutuksia voidaan kuvailla noidankehand, jossa krooninen tai voimakas akuutti
stressi altistaa masennukselle ja masentunut ihminen ajautuu sairautensa vuoksi tervetta

henkil6d useammin stressaaviin tilanteisiin (Hammen 2005).

Masennuksen eldinmalleissa dynorfiini-KOR -jarjestelman aktivaatio johtaa yleensa
prodepressiiviseen kayttaytymiseen (Mague ym. 2003; Carlezon 2006). KOR-
antagonismi sen sijaan vahentda aversiota: toistuvien stressaavien tilanteiden aiheuttama
paikka-aversio poistui hiirilta, joille annettiin KOR-antagonistia tai jotka olivat
prodynorfiini-poistogeenisia (Land ym. 2008). Eldintutkimusten perustella KOR-
reseptorien aversiiviset vaikutukset vélittyvat osittain tai kokonaan p38MAPK-

signaloinnin kautta (Bruchas ym. 2007).

4.2.3 Kayttaytymistutkimukset

Salvinoriini A:lla on havaittu eldimilla suoritetuissa kéayttaytymistutkimuksissa seka anti-
ettd prodepressiivisia vaikutuksia. Carlezon tyéryhmineen (2006) suorittamassa
pakotetussa uintiestissa 0,25-2 mg/kg i.p. annos salvinoriini A:ta lisasi Sprague-Dawley
rottien prodepressiivistd kayttaytymistd. Braida tydryhmineen (2009) samanlaisella
pakotetun uintitestin protokollalla suorittamassa tutkimuksessa 0,001-1000 pg/kg s.c.
annokset aiheuttivat painvastaisesti antidepressiivista kayttaytymista. Lisaksi salvinoriini

A toimi anksiolyyttisesti eli ahdistusta vahentdvésti kohotetussa ristikko-sokkelo
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(elevated plus maze) -testissé. Antidepressiivisyyteen viittaavia tuloksia on saatu myos
masennuksen anhedoniaa eli mielihyvan puutetta kuvaavassa kayttaytymismallissa, jossa
paivittainen 1 mg/kg i.p. annos salvinoriini A:ta kumosi kroonisen stressin aiheuttaman

sakkaroosimieltymyksen vdhenemisen Long-Evans -rotilla (Harden ym. 2012).

Eldintutkimusten perusteella salvinoriini A:n anti- ja prodepresiivissiiviset vaikutukset
ovat mahdollisesti annoksesta riippuvaisia. Selked annosriippuvuus havaitaan
ehdollistetun paikkahakuisuuden tutkimuksissa (CCP, conditioned place preference).
0,140 pg/kg annokset lisdsivét rottien paikkahakuisuutta, kun taas 160 pg/kg annos
aiheutti aversiota (Braida ym. 2008). Vastaavasti seeprakaloilla 0,2-0,5 pg/kg annokset
atheuttivat salvinoriini A:ta suosivaa kaytostd, 1 pg/kg annos ei vaikuttanut

paikkahalkuisuuteen ja suuri 80 pg/kg annos aiheutti aversiota (Braida ym. 2007).

4.3  Laakinnéllinen ja hengellinen kaytto

S. divinorumia on kaytetty perinteisesti Meksikolaisen alkuperdiskansan Mazatecien
pyhissé rituaaleissa, selvinndkemisessd ja parantamisessa (Wasson 1962). “Ska maria
pastora” tai “Hojas de la pastora” eli Paimentyttd Marian lehdet -nimelld tunnettua kasvia
pidettiin feminiinisyyden seka neitsyt Marian maallisena ilmentymané (Wasson 1962;
Valdés ym. 1983). Kasvi yhdistettiin vesielementtiin, eika sit4 tdman vuoksi annosteltu
koskaan polttamalla. Perinteisesti S. divinorum nautittiin pureskelemalla tuoreita lehtié
tai juomalla niista puristettua mehua (Valdés ym. 1983; Siebert 1994). Oraalisesti
imeytyvan Salvinoriini A:n maard on pieni ja kasvia pidettiinkin virheellisesti
psykedeeleistd heikoimpana (Valdés ym. 1983). S. divinorumia kéytettiin pienina
annoksina yliluonnollisten ongelmien, kuten kirousten poistamisen lisaksi myos erilaisten
fyysisten sairauksien hoitoon. Vain muutamasta lehtiparista valmistetulla juotavalla
hauteella voitiin hoitaa péaakipuja, nivelreumaa, ripulia sekd muita suoliston vaivoja.
Selvadnnékemiseen  kaytettdvdat S.  divinorumin  annokset  saattoivat  olla

monikymmenkertaisia ja sisaltad 30-50 lehtiparia (Wasson 1962; Valdés ym. 1983)

Poltettu Salvia divinorum aiheuttaa lyhytkestoisia, voimakkaita muutoksia aistimuksissa

ja mielialassa, seka mahdollisia visuaalisia hallusinaatioita (Siebert ym. 1994; Baggott
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ym. 2004; Gonzélez ym. 2006). Muihin psykedeeleihin verrattuna Salvia divinorumin
aiheuttamalle psykedeeliselle kokemukselle erityisen tyypillistd on derealisaatio tai
depersonalisaatio, eli ympadriston tai oman itsensa tunteminen ulkopuoliseksi tai
vieraaksi. Henkild on usein kyvyton vuorovaikutukseen ympéristonsd kanssa. Roth
tyéryhmineen (2004) kuvaili kokemusta spatiotemporaaliseksi dislokaatioksi; tilaksi
jossa ajan virtaava rakenne hajoaa, menneisyys ja tulevaisuus sulautuvat yhteen ja henkil®
kokee siirtyvéansa toiseen paikkaan tai olevansa useassa paikassa samanaikaisesti.

Eldintutkimusten tapaan salvinoriini A:sta l0ytyy seka anti- ettd prodepressiivisyyteen
viittaavia tutkimustuloksia myos ihmisilla. Baggott tyoryhmineen (2004) suorittamassa
internet-kyselyssé 25,8 % Salvia divinorum -kasvin viihdekéyttdjista raportoi yli 24 tuntia
kestdvid positiivisia vaikutuksia, kuten lisdéntynyttd hyvinvoinnin tunnetta. 4,4 %
kayttdjistd raportoi pitké&kestoisia negatiivisia vaikutuksia ja 0,6 % tutkimukseen
osallistuneista oli hakenut ammattiapua salvinoriinin kaytostd johtuviin ongelmiin.
Vuosina 2006-2008 Amerikassa suoritetun kansallisen terveyskyselyn mukaan S.
divinorum viihdekayttajat olivat olleet kuluneen vuoden aikana todennékdisemmin
masentuneita, kuin henkil6t jotka eivat olleet kdyttaneet kasvia (Wu ym. 2011). Kyselyn
mukaan viihdekayttajat kayttivat suurella todennakdisyydellda my6s muita péihteita,

joiden osallisuutta masennuksen ilmenemiseen ei voida poissulkea.

S. divinorumin kaytostd masennuksen hoidossa l6ytyy yksittéisid tapauskuvauksia.
Ensimmaisessa tapauskuvauksessa hoitoresistenttid masennusta sairastava potilas
saavutti remission nauttimalla oraalisesti 2—-3 Salvia divinorum -kasvin lehtea (0,5-0,75
g) noin kolme kertaa viikossa (Hanes 2001). Hoitoprotokolla esiteltiin edelleen kuudelle
hoitoresistenttia tai toistuvaa masennusta sairastavalle potilaalle, joista suurin osa kertoi

saaneensa pitkéaaikaista hyotya kasvin kaytosta (Hanes 2003).
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OSA 1I: KOKEELLINEN OSA

5 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET

Tamén Pro gradu -tutkielman tarkoituksena on selvittdd salvinoriini A:n vaikutusta
aivojen masennuslaakevasteeseen yhdistettyihin molekulaarisiin muutoksiin tutkimalla
aikuisilla hiirilla:

1) TrkB-GSK3p viestiketjun proteiinien fosforylaatiota

2) Aktiivisuudesta riippuvien vélittbmien-aikaisten geenien mMRNA:n méaréa

Lisaksi salvinoriini  A:n akuutteja vaikutuksia tarkasteltiin tutkimalla hiirten

lokomotorista aktiivisuutta.

6 MATERIAALIT JA MENETELMAT
6.1 Elaimet

Kokeissa kaytettiin C57BL/6 kannan uroshiiria (Harlan Laboratories, Venray,
Alankomaat). Eldimet olivat tutkimushetkella 8-11 viikon ikaisia ja painoivat 25-34 g.
Hiirid pidettiin 12/12 tunnin valorytmissa (valot pé&éalld 6.00-18.00) ja valvotuissa
ympdristdolosuhteissa (21 °C, ilmankosteus 40 %) Helsingin yliopiston koe-
eldinkeskuksen Viikin toimintayksikoissa. Ruokapelletteja ja vettd oli saatavilla ad
libitum. Eldimi& pidettiin 2-8 hiiren héakkikunnissa. Eldintutkimukset suoritettiin
Neurotieteen yhdistyksen (the Society for Neuroscience) ohjesaantdjen mukaisesti ja

niille oli myodnnetty lupa Etela-Suomen Aluehallintovirastolta.

6.2  Kasittelyt

Salvinoriini A (Jordi Riba, Hospital De St. Paul, Barcelona) liuotettiin joko
DMSO/Tween-80/fysiologinen suolaliuos -liuokseen (3:3:14) niin, etté injektion tilavuus

oli 10 pl/g tai 100 % DMSO:n jolloin injektoitava tilavuus sdadettiin 1 pl/g (i.p.).
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Vehikkelind kaytettiin samaa liuosta, mihin salvinoriini A oli kussakin kokeessa liuotettu.
Salvinoriini A tai vehikkeli annosteltiin hiirille intraperitoneaalisena (i.p.) injektiona.

Tutkimuksessa kéytettiin yhteensd 46 hiirtd (Kuva 8). Salvinoriini A:n vaikutusta
masennusladkevasteeseen yhdistettyjen proteiinien fosforylaatioon hiiren aivoissa
tutkittiin Western Blot menetelmén avulla kolmessa eri aikapisteessa: 5, 10 ja 120
minuutin kohdalla annostelusta. Kéytetyt salvinoriini A:n annokset olivat 5 mg/kg 5 ja
10 minuutin aikapisteissd (N=7/ryhmd) sek& 5 mg/kg ja 10 mg/kg 120 minuutin
aikapisteessa (N=6/ryhmad). 120 minuutin aikapisteessa otettuja naytteita kaytettiin myos
gPCR analyysiin. Lokomotorinen aktiivisuus videoitiin 100 minuutin ajalta yhteensa 12
hiireltd (N=4/ryhmad). Kaikki hiiret siirrettiin salvinoriini A:n tai vehikkelin annostelun
jalkeen pois niiden kotihakeistd, jotta tulokset olisivat vertailukelpoisia avokenttétestiin

osallistuneiden hiirien kanssa.

5 min
VEH y
— WB
Smg/kg
N=7/ryhma
20 min
VEH \
WB
5mg/kg >
N=7/ryhma
VEH 120 min -
10mg/kg . 100 min , WB
N=6/ryhma ] .
Avokenttatesti
N=4/ryhma

Kuva 8. Tutkimuksessa kaytetyt eldimet ja niiden saamat késittelyt. Hiirille annosteltiin
joko salvinoriini A:ta (5 mg/kg ja 10 mg/kg) tai vehikkelia (VEH) i.p. injektiona. Elaimet
lopetettiin 5, 20 tai 120 minuutin kuluttua annostelusta. Kerattyja aivonaytteita tutkittiin
Western blot (WB) ja gPCR menetelmilla.



27

6.3 Naytteenotto

Hiiret lopetettiin niskanmurrolla. Nukutusaineita ei kéytetty, silla ne vaikuttavat
tutkittujen proteiinien fosforylaatioon (Kohtala ym. 2016). Niskanmurron jalkeen hiirten
aivot poistettiin ja upotettiin jadkylmaan fosfaattipuskuroituun keittosuolaliuokseen
(PBS) noin 10 sekunnin ajaksi. Aivoista leikattiin mediaalinen etuaivokuori (PFC),
hippokampus (HC) ja mediaalitemporaalilohko (MTL) kuvan osoittamalla tavalla
molemmilta aivopuoliskoilta (Kuva 7). Tydskentely suoritettiin jaiden péalla olevalla
viiledlla alustalla ja leikatut kudosnaytteet jaé&dytettiin laskemalla ne kuivajdéhén
upotetulle metallilevylle. Né&ytteet siirrettiin 1,5 ml Eppendorf-putkiin siten, ettd eri
aivopuoliskoilta otetut palat olivat joko unilateraalisina omissa putkissaan tai

bilateraalisena samassa putkessa. Ndytteet sdilytettiin -80 °C ennen jatkokasittelya.

Kuva 7. Hiiren aivoista eristettiin mediaalinen etuaivokuori (1), aivokuoren alla sijaitseva
hippokampus (2) sek& mediaalitemporaalilohko (3) kuvan osoittamalla tavalla.

6.4  Western Blot
6.4.1 Naytteenkasittely ja proteiinikonsentraation maaritys

Proteiinit eristettiin kudosnaytteistd kayttdméalla proteaasi- ja fosfataasi-inhibiittoreita
(Pierce™ Protease/Phosphatase Inhibitor Mini Tablets, Thermo Scientific) sisaltdvaa NP-
lyysispuskuria (liite 1). Bilateraalisiin tai unilateraalisiin etuaivokuorinaytteisiin kaytetty
puskurin maard oli 150 ja 300 pl ja hippokampuksiin 250 ja 500 pl.

Mediaalitemporaalilohkon unilateraalisiin ndytteisiin k&ytettiin 100-125 ul puskuria.
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NP-puskuri pipetoitiin Eppendorf-putkeen syvéjaddytetyn kudosndytteen padlle ja ndyte
homogenisoitiin valittbmasti muovisen survimen avulla. Homogenisoidut naytteet
pidettiin  koko tyoGskentelyn ajan jailla. NP-lyysispuskurin annettiin vaikuttaa 15
minuuttia, jonka jalkeen naytteet sentrifugoitiin (16100 g, 15 min, +4 °C) ja supernatantti
keréttiin talteen. Liukenematon materiaali, kuten lipidit ja solumembraani jaavét
sentrifugoinnissa syntyneeseen pellettiin, kun taas liukoiset proteiinit (tutkittava nayte)
ovat supernatantissa. Tutkittavat ndytteet siirrettiin sailytettdvaksi -80 °C ennen
jatkokaésittelyjé.

Naytteiden proteiinikonsentraation mééritykseen kéytettiin kaupallista DC™ Protein
Assay -pakkausta (Bio-Rad), joka perustuu Lowryn menetelmdan (Lowry ym. 1951).
Menetelméssa ndytteen sisdltdma proteiini reagoi emaksisen kuparitartraattiliuoksen
kanssa ja pelkistdd Folin-Ciocalteu -reagenssin varilliseksi lopputuotteeksi, jolloin
proteiinikonsentraatio voidaan mitata kolorimetrisesti. 5 pl proteiinindytetta
laimennettiin ionivaihdetulla vedelld 1:5 ja laimennetut ndytteet pipetoitiin triplikaatteina
96-kuoppalevylle (5 pl/kaivo). Standardisuoran tekemiseen kéaytettiin ionivaihdettuun
veteen laimennettua 2 mg/ml naudan seerumialbumiiniliuosta (Protein Standard I, Bio-
Rad). Eméksinen kuparitartraattiliuos (Reagent A), surfaktantti (Reagent S) ja Folin-
Ciocalteun -reagenssi (Reagent B) sekoitettiin DC™ Protein Assay -pakkauksen ohjeiden
mukaisesti. Naytteet ja standardisuora pipetoitiin 96-kuoppalevyn kaivoihin ja levy
asetettiin levyravistelijalle 10-15 minuutin ajaksi. Kaivojen absorbanssi 750 nm
aallonpituudella mitattiin Victor-kuoppalevynlukijalla (Perkin Elmer) ja ndytteiden

proteiinikonsentraatio laskettiin sijoittamalla niiden absorbanssi standardisuoralle.

6.4.2 SDS-PAGE-elektroforeesi ja Western blot -siirto

Néaytetta pipetoitiin 40 g proteiinia siséltdva maara 1,5 ml Eppendorf-putkiin, joihin oli
lisatty valmiiksi sama mikrolitramaéara kaksinkertaista Laemmli-ndytepuskuria (2x
Laemmli Sample Buffer, Bio-Rad). Néaytepuskurin sisdltdimat merkaptoetanoli ja
natriumlauryylisulfaatti (SDS) denaturoivat proteiinit niiden primaéarirakenteiksi.
Proteiineihin sitoutuva SDS aikaansaa negatiivisen varauksen, joka mahdollistaa
proteiinien erottelun sédhkdvirran avulla. Laemmlia siséltavia naytteitd kuumennettiin 3

minuutin ajan 100 °C (Digital Heat block, VWR) ennen geelille ajoa.
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SDS-PAGE -geelin (4-12 % Bis-Tris, NuPage™, Thermo Fisher) kaivot puhdistettiin
ajopuskurilla (liite 1) ja ndytteet seka proteiinistandardi (Bio-Rad Dual Color) pipetoitiin
kaivoihin. Elektroforeesi ajettiin 180 V jannitteell& noin 1 tunnin ajan, kunnes kaikki
proteiinistandardin molekyylipainot olivat erottuneet selkeésti. Seka elektroforeesiin ettd
Western blot -siirtoon ké&ytettiin  PowerPac™ Basic -virtaldhdettd (Bio-Rad).
Molekyylipainonsa mukaan geelille erottuneet proteiinit siirrettiin Western Blot -siirrossa
eli transferissa polyvinyylideenifluoridi-kalvolle (PVDF-kalvo, Amersham Hybond, pore
size: 0,45 pm). Kalvo esikasiteltiin metanolilla, ja siirtokasetti kasattiin wet transfer -
metodilla siirtopuskuria (liite 1) sisaltdvassd astiassa. Ajokammioon laitettiin
kylmavaraaja ja sita pidettiin jaill4 taytetyssa polystyreenilaatikossa siirron ajan (300 mA,
1 h, +4 °C). Western Blot -siirron jalkeen kalvoja eli membraaneja séilytettiin TBS-

liuoksessa +4 °C.

6.4.3 Immunoblottaus

Immunoblottaus perustuu proteiinien tunnistamiseen niihin spesifisesti sitoutuvien vasta-
aineiden avulla. Vasta-aineiden epaspesifisten sitoutumispaikkojen peittamiseen
kaytettiin blokkausliuosta (3 % BSA, liite 1), jossa membraaneja inkuboitiin keinuttajalla
(Digital rocker, Thermo Fisher) huoneenlammdssa tunnin ajan. Primaarivasta-aineet
(1:1000-5000) laimennettiin blokkausliuokseen, johon liséttiin natriumatsidia (1:1000)
sailyvyyden parantamiseksi (Taulukko 1). Vasta-aine tunnistaa halutun kohdeproteiinin
PVDF-kalvolta ja muodostaa sen kanssa kompleksin. Membraaneja inkuboitiin
primaarivasta-aine laimennoksessa yon yli (keinuttaja, +4°C). Sen jalkeen membraanit
pestiin nelja kertaa TBST:lla (50-200 ml, 10-15 min) ja niitd inkuboitiin 5 %
maitojauheliuokseen (5 % NFDM, liite 1) laimennetussa sekundaarivasta-aineessa
(1:10000) tunnin ajan huoneenlammassa (keinuttaja). Sekundaarivasta-aine tunnistaa sen
eldinlajin proteiineille tyypillisid rakenteita, jossa primaarivasta-aine on valmistettu.
Tassé tutkimuksessa kaytetty sekundaarivasta-aine on konjugoitu
piparjuuriperoksidaasin (HRP) kanssa, ja sen merkitsemat proteiinit voidaan havainnoida
eli detektoida kemiluminesenssitekniikan (ECL) avulla. ECL-substraatti reagoi HRP:n
kanssa muodostaen akridiiniestereitd, joiden kemiluminesenssia tuottavaa reaktiota

peroksidaasi  katalysoi.  Proteiinindytteiden  emittoima  valo  kuvannettiin



30

kemiluminesenssidetektiolaitteella (Bio-Rad ChemiDoc) ja sen intensiteetti analysoitiin
ImageJ-ohjelmalla.

Taulukko 1. Immunoblottauksessa kaytetyt primaari- ja sekundéérivasta-aineet, eldimet
jossa ne on tuotettu seka niiden vamistajat. Fosforyloituva aminohappotéhde tyrosiini-
(Tyr), seriini- (Ser) tai treoniini (Thr).

Tyyppi Vasta-aineen kohde Tuottajaeldin Laimennos Valmistaja
Pr_iméérivasta pTrkb (Tyr816) Kani 1:1000 CST #4168
e Trkb Kani 1:1000 CST #4603
pGSK3 (Ser9) Kani 1:1000 CST #9336
GSK3p Kani 1:2000 CST #9315
p-p70s6k (Thrd21/Ser424) Kani 1:1000 CST #9204
p70s6k Kani 1:1000 CST #2708
p-p44/42MAPK (Thr202/Tyr204)  Hiiri 1:1000 CST #9106
p44/41MAPK Kani 1:1000 CST #9102
p-CREB (Ser133) Kani 1:1000 CST #9191
CREB Kani 1:1000 CST #9197
Arc Kani 1:1000 CST #38916
GAPDH Kani 1:5000 CST #2118
I Se_kundéérivasta I Kani IgA Vuohi 1:10000 Bio-Rad
e Hiiri IgA Vuohi 1:10000 Bio-Rad
6.5 RT-gPCR

6.5.1 RNA:n eristys

RNA  eristettiin  guanidiinitiosyanaatti-fenoli-kloroformi  ekstraktion  avulla
(Chomczynski ja Sacchi 1987). Kudosnaytteet sisaltaviin 1,5 ml Eppendorf-putkiin
lisattiin nukleoproteiinikompleksien hajottamiseksi 500 pl fenolista TRIzol reagenssia
(Thermo Fisher) ja naytteet homogenisoitiin manuaalisesti muovisen survimen avulla.
Néytteita inkuboitiin huoneenldmmadssa 5 minuuttia, jonka jalkeen niihin lisattiin 100 pl
kloroformia ja syntyneet faasit sekoitettiin koeputkiravistelijan avulla. Sekoitettujen

naytteiden annettiin olla huoneenlammassa 5 minuuttia ennen sentrifugointia (12 000 g,
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15 min, +4 °C). Sentrifugoinnissa RNA:n sisaltdva kirkas nestefaasi erottuu alemmista
orgaanisista faaseista, joihin jaavat DNA, rasvat ja proteiinit (Kuva 9). Vesifaasi
pipetoitiin uuteen Eppendorf-putkeen, johon liséattiin 100 pl isopropanolia RNA:n
saostamiseksi. Nayte sekoitettiin koeputkiravistelijalla ja siirrettiin jaille 10 minuutiksi
ennen sentrifugointia (12 000 g, 10 min, +4 °C). Sentrifugoinnin jalkeen saostunut RNA-
pelletti havaitaan putken pohjalla valkoisena tai geeliméisené kappaleena. Supernatantti
poistettiin pipetoimalla ja néyte pestiin kahdesti etanolilla: pelletin p&élle lisattiin 1 ml
nukleaasivapaaseen eli nukleiinihappoja hajottavia enstyymeja sisaltaméttomaan veteen
laimennettua etanolia (75 %), néayte sentrifugoitiin (12 000 g, 15 min, +4 °C) ja
supernatantti poistettiin. Toisen pesun jalkeen supernatantti poistettiin mahdollisimman
tarkasti ja RNA-pelletin annettiin kuivua avonaisessa Eppendorf-putkessa 5-10
minuuttia, tai kunnes kaikki etanoli oli haihtunut. Kuivattamisen jalkeen pelletti
liuotettiin 30-50 pl nukleaasivapaata vettd. RNA-néytteitd kuumennettiin (60 °C, 10
min), jonka jalkeen ne varastoitiin jatkokasittelya varten -80 °C.

AN

Kirkas nestefaasi: RNA
Interfaasi: DNA

Orgaaninen faasi: proteiinit ja lipidit

Kuva 9. Fenoli-kloroformi eristyksessa RNA erottuu paallimmaiseen kirkkaaseen
nestekerrokseen, DNA jaa keskimmaéiseen maitomaiseen interfaasiin ja proteiinit seké
lipidit pohjimmaiseen orgaaniseen faasiin.

6.5.2 RNA-pitoisuus ja ndytteiden puhtaus

Néaytteiden RNA-pitoisuus (ng/ul) mitattiin - niiden absorbanssia mittaavalla
Nanodrop2000-spektrofotometrilla (Thermo Fisher). Aallonpituudella 260 nm mitattu
absorbanssi (Aze0) kertoo ndytteen sisaltdmistd nukleiinihapoista ja laite kayttaa tata

arvoa RNA-pitoisuuden laskemiseen. Naytteen puhtaus voidaan arvioida vertaamalla
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Azsn-arvoa mahdollisten kontaminaatioiden absorbanssiin. TRIzol-reagenssin siséltdma
fenoli ja guanidiinitiosyanaatti, sekd RNA-pelletin pesuun kéytettdva etanoli absorboivat
valoa aallonpituudella 230 nm (A230:). Proteiinikontaminaatio havaitaan aallonpituuden
280 nm absorbanssina (Axsm). Puhtaassa ndytteessd nukleiinihapoista ja
kontaminaatioista kertovien aallonpituuksien absorbanssien suhde on mahdollisimman

l&helld kahta. Kayttokelpoisessa ndytteessd Azeon/A230.> 1,7 ja Azeoi/Azgnn> 1,8 — 2,2.

6.5.3 CcDNA synteesi

RNA kaannettiin komplementaariseksi DNA:ksi kaupallisen cDNA synteesipakkauksen
avulla (Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR with dsDNase, Thermo
Fisher). RNA-ndytteitd, reagensseja ja nukleaasivapaata vettd pidettiin jaillda koko
tyoskentelyn ajan. 500 ng RNA-templaattia sisaltdvd maaré kutakin néytettd pipetoitiin
96-kuoppaisen PCR-levyn kaivoihin. Naytteiden tilavuus saadettiin samaksi lisaédmalla
nukleaasivapaata vettd ad 10 pl. Sarjan viimeinen ndyte pipetoitiin kahteen eri kaivoon,
joista toista kéytettiin negatiivikontrollina. Kontrollisuoraa varten naytteet 1-8 pipetoitiin
samoin kahdesti. J&dnnés-DNA:n pilkkomiseksi jokaiseen naytettd siséltdvaan kaivoon
lisattiin 2 pl dsDNase-entsyymin ja -puskurin seosta (1:1). Entsyymi hajottaa
kaksijuosteisen DNA:n fosfodiesterisidoksia, pilkkoen néytteeseen mahdollisesti jaédneen
DNA:n ilman vaikutusta RNA:han tai yksijuosteiseen cDNA:han. PCR-levy peitettiin,
naytteet sekoitettiin koeputkiravistelijalla ja levy sentrifugoitiin nopeasti. Néaytteita
inkuboitiin 37 °C 10 minuuttia, sill& entsyymi toimii tehokkaimmin téssé lampétilassa.
Seké inkubointiin ettd cDNA-synteesiin kaytettiin Thermal Cycler PCR -laitetta (Bio-
Rad). Levyn annettiin viilentya jailld noin minuutin ajan. Maxima Enzyme mix -
reaktioliuos (Thermo Fisher) sekoitettiin synteesipakkauksen ohjeiden mukaisesti. Liuos
sisdltdd kaanteistranskriptaasientsyymin, ribonukleaasi-inhibiittorin sekd alukkeita,
joiden avulla RNA-templaatti saadaan syntetisoitua komplementaariseksi DNA-
juosteeksi. Valmis reaktioliuos pipetoitiin  kaikkiin  muihin kaivoihin, paitsi
kontrollikaivoon. Kontrollikaivoon lisattiin reaktioliuos ilman
kaanteistranskriptaasientsyymia. cDNA-synteesi ajettiin PCR-laitteella asetuksin 10
minuuttia 25 °C, 30 minuuttia 55 °C ja 5 minuuttia 85 °C. Eri entsyymit toimivat

parhaiten tietyissa lampdtiloissa, joten [ampdotilaa vaihtamalla reaktio saadaan etenemaan
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oikeassa jarjestyksessa alukkeiden kiinnittymisestda cDNA:n muodostumiseen ja lopuksi
reaktioliuoksen inaktivointiin. Reaktion péaatyttyd PCR-levy viilennettiin jaiden paalla ja
naytteet sek& kontrollikaivo laimennettiin - 1:10 nukleaasivapaalla  vedella.
Standardisuoraa varten pipetoituja ndytteiden 1-8 duplikaatteja ei laimennettu, vaan ne
koottiin ensin kaikki samaan kaivoon, josta muodostettiin standardisuoran antava
sarjalaimennos. cDNA-templaatit sisaltdva levy siirrettiin -20 °C  odottamaan

jatkokaésittelya.

6.5.4 gPCR

Kvantitatiiviseen reaaliaikaiseen PCR:n (qPCR) kaytettiin lampdstabiilin - DNA-
polymeraasientsyymin sisaltdvad Maxima SYBR Green Master Mix 2X -liuosta (Thermo
Scientific), johon lisattiin GAPDH, BDNF IV seka c-fos -geeneja vastaavat etu- ja taka-
alukkeet (Taulukko 2). Alukkeet siséltavé reaktioliuos pipetoitiin 384-kuoppaiselle PCR-
levylle, jonka jélkeen kaivoihin lisattiin triplikaatteina cDNA-templaatit. Yhteen
reaktioon kaytettiin 6 pl reaktioliuosta ja 2 pl templaattia. llman ké&énteistranskriptaasia
olevan ndytteen liséksi luotiin toinen negatiivikontrolli pipetoimalla jokaisen eri alukkeen
kohdalle kolme kaivoa ilman cDNA-templaattia. Polymeraasiketjureaktio ajettiin 45
syklin ajan LightCycler® 480 -laitteella (Roche), joka mahdollistaa reaktion tarkastelun

reaaliajassa.

Taulukko 2. qPCR-menetelmaissi kdytetyt alukkeet 5° — 3 ja niiden emésjarjestys. Kaikki
alukkeet on suunnitellut Dr. Wiebke Theilmann.

Nimi Sekvenssi 5” — 3’

BDNF IV Fw ACCGAAGTATGAAATAACCATAGTAAG
BDNF 1V Rev TGTTTACTTTGACAAGTAGTGACTGAA
c-fos Fw CGGGTTTCAACGCCGACTA

c-fos Rev TTGGCACTAGAGACGGACAGA

GAPDH Fw GGTGAAGGTCGGTGTGAACGG

GAPDH Rv ATGTAGTTGAGGTCAATGAAGGG
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6.6 Avokenttatesti

Hiiret tuotiin koehuoneeseen véhintdan puoli tuntia ennen kokeen aloitusta. Eldimille
annosteltiin vatsaontelonsisaisesti vehikkelid, 5 mg/kg tai 10 mg/kg salvinoriini A:ta ja
ne laitettiin valittdmasti lapinakyviin avokenttélaatikkoihin (30 cm x 30 cm). Hiirien liike
videoitiin ja analysoitiin Ethovision-ohjelmalla (Noldus).

6.7  Tilastollinen analyysi

Tilastolliseen analyysiin kéytettiin SPSS-ohjelmaa (IBM statistics, versio 27). Kahden
toisistaan riippumattoman ryhman testauksessa kaytettiin paritonta t-testid. Kolmen
ryhman testauksessa kaytettiin Kruskal-Wallis H -analyysia ja Dunn’s post hoc -testié.
Ei-parametrinen testi valittiin sen takia, ettei tulosten normaalijakautumista voida
arvioida luotettavasti ryhmédkoon ollessa pieni. Tulokset joiden p<0,05 tulkittiin

merkitseviksi. Kuvaajat piirrettiin Origin-ohjelmalla (OriginLab, versio 2018b).

Western blot ja qPCR Tulokset normalisoitiin kokonaisproteiinin tai glyseraldehydi-3-
fosfaatti -dehydrogenaasin (GAPDH) maéraan. GAPDH on niin sanottu “housekeeping-

gene”, silld sen ekspressio pysyy stabiilina vaihtelevissakin olosuhteissa.

7 TULOKSET

7.1 Salvinoviiri A:n vaikutukset TrkB - GSK3p fosforylaatioon hiiren aivoissa

Salvinoriini A:n vaikutusta TrkB - GSK3p fosforylaatioon tutkittiin Western blot -
menetelmalla. Salvinoriini A (5 mg/kg) ei aiheuttanut muutosta hiiren etuaivokuoren
TrkB, GSK3p ja p70s6k -proteiinien fosforylaatiossa 5 tai 20 minuuttia i.p.annostelun
jalkeen (Kuva 10, Liite 2). TrkB, GSK3p ja p70s6k fosforylaatiossa ei havaittu
muutoksia myodskaan hippokampuksen (20 min) tai mediaalitemporaalilohkon (5 ja 120
min) alueilla. Etuaivokuoren p44/42 MAPK ja CREB seka hippokampuksen CREB -

fosforylaatio 20 minuuttia annostelun jalkeen pysyi samoin muuttumattomana.
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Kuva 10. 5 mg/kg Salvinoriini A (SalA5) verrattuna vehikkeliin (VEH) ei aiheuta
muutoksia etuaivokuoren (PFC) ja mediaalitemporaalilohkon (MTL) TrkB, GSK3p ja
p70S6K -fosforylaatiossa 5 minuuttia (A) tai etuaivokuoren ja hippokampuksen TrkB,
GSK3p, p70S6K ja CREB -fosforylaatiossa 20 minuuttia (B) i.p. annostelun jalkeen
hiirilla (N=7). Fosforyloituneet proteiinit on normalisoitu totaaliproteiineihin. Naytteiden
jarjestys kuvissa VEH-SalA-VEH-SalA. Virhe esitetty £ S.E.M.



36

TrkB ja  Arc  -proteiinien  fosforylaatiossa  hiiren  etuaivokuorella  tai
mediaalitemporaalilohkossa ei havaittu muutoksia 120 minuuttia 5 mg/kg tai 10 mg/kg
Salvinoriini A:n i.p. annostelun jalkeen (Kuva 11). Muutoksia ei havaittu myosk&éan

samassa aikapisteessa tutkitun CREB-proteiinin fosforylaatiossa etuaivokuorella.

p-TrkB p-CREB Arc
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Kuva 11. 5 mg/kg ja 10 mg/kg Salvinoriini A (SalA5, SalA10) verrattuna vehikkeliin
(VEH) ei aiheuta muutoksia etuaivokuoren (PFC) tai mediaalitemporaalilohkon (MTL)
TrkB, CREB tai Arc -fosforylaatiossa hiirilld 120 minuuttia i.p. annostelun jalkeen (N=6).
Fosforyloituneet proteiinit on normalisoitu totaaliproteiineihin tai GAPH. Néytteiden
jarjestys kuvissa VEH-SalA5-SalA10-VEH-SalA5-SalA10. Virhe esitetty + S.E.M.

7.2 Salvinoviiri A:n vaikutukset valikoituihin mRNA-transkripteihin

Salvinoriini A:n vaikutusta BDNF 1V ja c-fos IEG mRNA -tasoihin tutkittiin qPCR-
menetelmalla. Tulokset normalisoitiin GAPDH mRNA:n mé&aréan. Salvinoriini A ei
aiheuttanut tilastollisesti merkitsevdada muutosta BDNF 1V ja c-fos mRNA:n méaarassa
hiiren etuaivokuorella tai mediaalitemporaalilohkossa 120 minuuttia i.p. annostelun

jalkeen (Kuva 12, Liite 3).
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Kuva 12. 5 mg/kg ja 10 mg/kg Salvinoriini A (SalA5, SalA10) verrattuna vehikkeliin
(VEH) ei aiheuta muutoksia etuaivokuoren (PFC) tai mediaalitemporaalilohkon (MTL)
BDNF 1V ja c-fos mRNA:n esiintymisessa hiirilld 120 minuuttia i.p. annostelun jélkeen
(N=6). Normalisoitu GAPDH. Virhe esitetty = S.E.M.

7.3 Salvinoviiri A:n vaikutus lokomotoriikkaan

Salvinoriini A:n vaikutusta lokomotoriikkaan tutkittiin avokenttatestin avulla. Hiirien
liikettd analysoitiin 100 minuutin ajan, josta kuvassa on esitetty ensimmaiset 30 minuuttia
(Kuva 13). Salvinoriini A aiheutti molemmissa koeryhmissé (5 mg/kg ja 10 mg/kg)
tilastollisesti merkitsevan lokomotorisen aktiivisuuden véhenemisen 5 minuuttia
(p=0,0077) ja 10 minuuttia (p=0,0215) annostelun jalkeen.
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Kuva 13. Salvinoriini A 5 mg/kg (SalA5) ja 10 mg/kg (SalA10) verrattuna vehikkeliin
(VEH) aiheuttaa hiirilla merkitsevan lokomotorisen aktiivisuuden véhenemisen 5
minuuttia (p=0,0077) ja 10 minuuttia (p=0,0215) i.p. annostelun jalkeen. N=4. Virhe
esitetty + S.E.M.

8 POHDINTA

8.1  Salvinoriini A:n vaikutus masennusladkevasteeseen yhdistettyihin viestiketjuihin

Tamé tutkimuksen perusteella salvinoriini A ei aiheuta akuutteja muutoksia
masennusladkevaikutukseen yhdistettyjen signalointiketjujen proteiinien fosforylaatiossa
hiiren etuaivokuorella, hippokampuksessa tai mediaalitemporaalilohkossa. Tuloksia
tukee se, ettei muutoksia havaittu myoskaan naiden signalointiketjujen seurauksena
aktivoituvien valittdmien-aikaisten geenien BDNF:n tai c-fos:n mRNA:n maarassa.
Salvinoriini A:lla ei myoskaan ollut vaikutusta synapsien rakennusaineena toimivan Arc-
proteiinin maaraan. Tassa tutkimuksessa kaytettiin kuitenkin suhteellisen suuria

salvinoriini A:n annoksia.
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Salvia divinorum -kasvin aiheuttamat psykotomimeettiset vaikutukset ilmenevét jo hyvin
pienillg, noin 200 pg salvinoriini A:ta vastaavilla annoksilla (Siebert ym. 1994, Hooker
ym. 2008). Kehon pinta-alaa kdyttdvdn muuntokaavan avulla laskettuna tdma vastaa
hiirelld noin 2,5 mg/kg annosta (Reagan-Shaw ym. 2008). Eldintutkimuksissa
antidepressiivisié vaikutuksia aikaansaaneet annokset vastaavat ihmisill& annoksia, jotka
eivéat tyypillisesti aiheuta psykedeelistd kokemusta (Braida ym. 2009; Harden ym. 2012).
Hanes (2001; 2003) julkaisemissa tapauskuvauksissa kaytetyt Salvia divinorum -
annokset olivat matalia ja hoitoprotokollaa voidaan kuvailla niin sanotuksi

mikroannosteluksi.

Mikroannostelulla (engl. microdosing) tarkoitetaan hallusinogeenin toistettua tai
sédannollista kayttamistd annoksilla, jotka eivat aiheuta muutosta henkilén tajunnantilassa
(Kuypers ym. 2019). Annokset ovat tyypillisesti noin 1:10 psykedeeliseen kokemukseen
kaytettdvastd annoksesta. Mikroannostelun oletettu terapeuttinen vaste liittyy
kohentuneeseen mielialaan, lisddntyneeseen luovuuteen tai  keskittymiskyvyn
paranemiseen. Hutten tyéryhmineen (2020) suorittaman internet-kyselyn perusteella
yleisimmat mikroannosteltavat hallusinogeenit olivat LSD (59,7 %) ja psilosybiini (57,8
%), kun taas salvinoriini A:ta kéytti 2,8 % kyselyyn vastanneista. Kuten myds Haneksen
(2001, 2003) protokollassa, vastaajat ilmoittivat kéyttdvansa salvinoriini A:ta noin 2—-3
kertaa viikossa. Yksittdisen annoksen vahvuudeksi arvioitiin keskimaarin 0,2 mg, mutta
yli puolet vastaajista ei joko tiennyt kéyttdmaansa annosta tai jatti vastaamatta tahén
kysymykseen. Annos on todennakdisesti arvioitu liian korkeaksi, silla tutkimus ei eritellyt
kayttdjid annostelutavan (inhaloitu vs. oraalinen) perusteella tai selventanyt oliko kyse

Salvia divinorum -kasvista vai puhtaasta salvinoriini A:sta.

Aiempien tutkimusten perusteella olisikin mielekésté tutkia salvinoriini A:n vaikutusta
TrkB-GSK3p -viestiketjuun huomattavasti matalammilla annoksilla tai s&annéllisessa
mikroannostelussa. Elaintutkimuksissa antidepressiivista kayttaytymistd aikaansaaneet
annokset vastaavat hiirilla alle 2 mg/kg salvinoriini A:ta, matalimpien kaytettyjen
annosten ollessa vain muutamia mikrogrammoja (Braida ym. 2009; Reagan-Shaw ym.

2008; Harden ym. 2013). Mikroannostelua vastaavassa protokollassa salvinoriini A:n
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annos voisi siis olla merkittavasti 2 mg/kg matalampi, annostelun tapahtuessa 2-3 kertaa

viikossa.

8.2 Lokomotorisen aktiivisuuden vaheneminen

Salvinoriini A:n aiheuttama nopeasti alkava, lyhytkestoinen lokomotorisen aktiivisuuden
vaheneminen Kkorreloi salvinoriini A:n kineettisen profiilin kanssa. Visuaalisesti
tarkasteltuna molempien salvinoriini A:ta saaneiden koeryhmien hiiret jdhmettyivéat
paikoilleen ldhes valittomasti annostelun jélkeen. Liikkumattomuus oli taydellista, eik&
esimerkiksi sukimista tai muuta videoanalyysin ulkopuolelle jaavaa liikettd tapahtunut.
Hiirillda ei myoskdan esiintynyt salvinoriini A:n  annostelun seurauksena pan
nykimiskéayttdytymistd, jota esiintyy tyypillisesti serotonergisten psykedeelien
annostelun yhteydessd (Hanks ja Gonzales-Maeso 2013). Lokomotorisen aktiivisuuden
merkitseva vahentyminen havaittiin molemmilla salvinoriini A:ta saaneilla ryhmilla (5
mg/kg ja 10 mg/kg), eiké& ndiden ryhmien vélilla havaittu eroavaisuuksia. 22 minuutin
kohdalla tapahtuva vehikkeliryhman lokomotorisen aktiivisuuden lisdédntyminen on mita
todennakdisimmin  merkitykseton artefakti, joka johtuu pienestd ryhmakoosta.
Mittaustuloksissa ryhmien vélilld ei bhavaittu end& eroavaisuuksia 25 min

avokenttdkokeen aloittamisen jalkeen (Liite 5).

Tamén tutkimuksen tulos korreloi paaosin aiemmin julkaistujen tutkimusten kanssa.
Rotilla tehdyssd tutkimuksessa 1-10 mg/kg i.p. annos salvinoriini A:ta aiheutti
annosriippuvaisesti motorisia hairiditd ja katalepsiaa eli paikoilleen jahmettymisté
(Willmore-Fordham ym. 2007). Vastaava nopeasti annostelun jélkeen ilmeneva sedaation
kaltainen tila on havaittu aiemmin reesusapinoilla tehdyssa tutkimuksessa 0,01-0,1
mg/kg annoksilla (Butelman ym. 2012). Paikkahakuisuustestissa aversiivista
kayttaytymista aiheuttavat 1 mg/kg ja 3,2 mg/kg annokset johtivat hiirilla lokomotorisen
aktiivisuuden vahenemiseen (Zhang ym. 2005). Akuutti Salvinoriini A:n annostelu (2
mg/kg) esti kokaiinin lokomotorista aktiivisuutta lisddvéan vaikutuksen rotilla (Chartoff
ym. 2008). Motorista suorituskykyé mittaavassa verkkolevyn kaantamistestissa (inverted
screen) 1 mg/kg ja 2 mg/kg annokset salvinoriini A:ta aiheuttivat hairidita hiirten
motoriikassa ja hidastivat verkkolevyn yli kiipeamistd (Fantegrossi ym. 2005). Salvia

divinorum aiheuttaa motorisia hairi6itda myos ihmisilla (Siebert ym. 1994). Braida
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tyorymineen (2007) seerpakaloilla suorittaman tutkimuksen mukaan myds salvinoriini
A:n lokomotoriset vaikutukset voivat olla annoksesta riippuvia: 0,1-0,2 pg/kg annokset
vaikuttivat uimiskayttdytymista lisaten, kun taas 5-10 pg/kg annokset saivat kalat
hidastamaan liikettddn tai pysahtyméan kokonaan. Muissa tutkimuksissa saaduista
tuloksista poiketen Carlezon ty6ryhmineen (2006) ei havainnut muutosta rottien
lokomotoriikassa 0,125-2 mg/kg annoksilla, jotka aiheuttivat kuitenkin prodepressiivista

kayttdytymista pakotetussa uintitestissa.

Lokomotorisen aktiivisuuden vaheneminen oli merkitsevintd 5 minuuttia salvinoriini A:n
annostelun  jalkeen. Samassa aikapisteessd ei kuitenkaan havaittu muutosta
masennusladkevasteeseen yhdistettyjen proteiinien fosforylaatiossa. Salvinoriini A:n
lokomotorista aktiivisuutta véhentévien vaikutusten taustalla onkin mahdollisesti taysin
erillinen viestiketju. Aivojen dopaminerginen hermovalitys osallistuu olennaisesti
motoristen toimintojen valittdmiseen (Beninger 1983). Erilaisilla menetelmilld, kuten
dopamiinireseptoriantagonistilla tai hermomyrkyn aikaansaamalla solutuholla aiheutettu
dopaminergisen hermovaélityksen estdminen johtaakin lokomotorisen aktiivisuuden
vahenemiseen eldimilla. Zhang ty6ryhmineen (2005) hiirilld  suorittamassa
mikrodialyysitutkimuksessa lokomotorista aktiivisuutta vahentavat salvinoriini A:n
annokset aiheuttivat dopamiinin maarén vahentymista aivojuovion (striatum) alueella.
Soluilla tehdyn tutkimuksen perusteella salvinoriini A lisdd dopamiinia synapsista pois
kuljettavien dopamiinitransportterien aktivaatiota k-opioidireseptorin valityksella (Kivell
ym. 2014). Listos tydryhmineen (2011) esittdman hypoteesin mukaan salvinoriini A:n
suuret annokset ovat prodepressiivisia ja johtavat dopaminergisen hermovalityksen seka
lokomotorisen aktiivisuuden vahenemiseen. Matalat annokset ovat painvastaisesti
antidepressiivisia ja lisadvat dopaminergista hermovalitystd seka lokomotorista

aktiivisuutta.

Salvinoriini  A:n véhéisen vesiliukoisuuden vuoksi sen liuottamisessa jouduttiin
kayttdmaan 15-100 % dimetyylisulfoksidia eli DMSO:ta. Yli 32 % pitoisuus DMSO:ta
voi vaikuttaa hiiren lokomotoriikkaan sita vahentévasti (Castro ym. 1995). Korkean
DMSO-pitoisuuden vaikutusta tuloksiin ehkaistiin kayttaméalla vehikkeleitd, jotka
sisédlsivat saman verran DMSO:ta kun kussakin tutkimuksessa kaytetty Salvinoriini A -

liuos.
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8.3  KOR-antagonistit

Dynorfiini-KOR jarjestelma on l&heisesti kytkoksissd masennuksen patofysiologiaan ja
onkin todenndkoistd, ettd siihen perustuvia masennuksen hoitoja n&hd&an vield
tulevaisuudessa (Knoll ja Carlezon 2010). KOR-agonisti salvinoriini A ei tdman
tutkimuksen perusteella aiheuta muutoksia BDNF:n mRNA:ssa, mutta KOR-antagonisti
nor-binaltorpimiinin  on osoitettu lisddvan BDNF mRNA:n ekspressiota rotan
hippokampuksessa yksi pdiva aivokammionsiséisen annostelun jalkeen (Zhang ym.
2007). Pakotetussa uintitestissd nor-binaltorpimiini aikaansaa antidepressiivista
kayttaytymistd; havainto, joka on toistettu useilla eri KOR-antagonisteilla erilaisissa
masennuksen eldinmalleissa (Mague ym. 2003; Zhang ym. 2007; Grimwood 2011;
Falcon ym. 2016).

Osa eldinmalleissa lupaavasti suoriutuneista KOR-antagonisteista on myds edennyt
Kliinisiin faasi I-111 -tutkimuksiin (Carlezon 2016; Li ym. 2016b). Erityisesti jo
markkinoilla olevan buprenorfiinin kdytostd masennuksen hoidossa on lupaavia tuloksia.
Buprenorfiinin virallinen kayttdindikaatio on vaikea Kipu, jota se lievittda osittaisen p-
opioidireseptoriagonismin kautta. KOR-poistogeenisilla hiirilld tehdyn tutkimuksen
perusteella sen masennusta lievittdvat vaikutukset valittyvat kuitenkin  KOR-

antagonismin kautta (Falcon ym. 2016).

9 JOHTOPAATOKSET

Subanesteettinen ketamiini on tarked osa ladkeresistenttia masennusta sairastavien ja
akuutissa itsemurhavaarassa olevien potilaiden hoitoa (Peltoniemi ym. 2016).
Perinteisten masennusladkkeiden tapaan sen masennuslaékevaikutus perustuu aivojen
muovautuvuuden lisddmiseen ja BDNF-TrkB -signaloinnin aktivoimiseen (Rantaméki
ym. 2007; Duman 2016). Ketamiinin aikaansaama masennusoireiden lievittyminen
ilmenee jo muutaman tunnin sisalla yksittdisesta annostelusta, kun taas perinteiset
masennusladkkeet vaativat useiden viikkojen yhtdjaksoisen annostelun (Mitchell ym.
2006; Zarate ym. 2006).
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My0s klassiset psykedeelit aikaansaavat aivojen muovautuvuutta lisddvia muutoksia,
kuten hermosolujen spinogeneesia ja vélittdmien-aikaisten geenien ekspressiota jo
yksittaisen annoksen jalkeen (Frankel ja Cunningham 2002; Nichols ja Sanders-Bush
2002; Ly ym. 2018). Alustavat kliiniset tutkimukset enteilevatkin psykedeeliavusteiselle
terapialle lupaavaa tulevaisuutta ladkeresistenttien masennuspotilaiden hoidossa (Grob
ym. 2011; Gasser ym. 2014; Griffiths ym. 2016; Ross ym. 2016; Carhart-Harris ym.
2016). Tieto Salvia divinorum -kasvin ja salvinoriini A:n  mahdollisesta
antidepressiivisesta vaikutuksesta rajoittuu toistaiseksi tapauskuvaksiin ja prekliinisiin
tutkimuksiin (Hanes 2003; Braida ym. 2009; Harden ym. 2012).

Salvinoriini  A:n yksittdinen suuri (5-10 mg/kg) annos aikaansaa merkitsevén
lokomotorisen aktiivisuuden vahenemisen C57BL/6 -kannan hiirilla. Se ei kuitenkaan
vaikuta ~ masennusladkevasteeseen  yhdistettyjen  TrkB-GSK3p  -proteiinien
fosforylaatioon tai BDNF:n mRNA:n ma&rddn hiiren aivoissa. Aiempien tutkimusten
perusteella Salvinoriini A:n terapeuttiset vaikutukset ilmenevatkin mahdollisesti vain
matalammilla annoksilla tai sadnnollisesséa mikroannostelussa (Hanes ym. 2003; Braida
ym. 2009; Harden ym. 2012).
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LITTEET

Liite 1. Kaytetyt liuokset. Kaikissa liuoksissa kéytetty ionivaihdettu vesi on Milli-Q
vedenpuhdistuslaitteen tuottamaa (Merck).

Liuos Reagenssit Maéarat Valmistaja

NP-lyysispuskuri 3 M pH 8.0 Tris-HCI 670 Wl HY Media Kitchen
5M NaCl 2740 pl HY Media Kitchen
0.5M NaF 9,6 Wl HY Media Kitchen
Nonidet-40 1ml Thermo Fisher
Glyseroli 10 ml HY Media Kitchen.
lonivaihdettu vesi ad. 100ml

Ajopuskuri 20x NuPage™ Running buffer 100ml Thermo Fisher
lonivaihdettu vesi ad. 2000ml

Siirtopuskuri 20x NuPage™ Transfer buffer 100 ml  Thermo Fisher
Metanoli 300 ml  Sigma-Aldrich
lonivaihdettu vesi ad. 2000ml

TBS 10x TBS 100 ml HY Media Kitchen
lonivaihdettu vesi ad. 1000 ml

TBST 10x TBS 1000 ml HY Media Kitchen
Tween 20 10 ml Thermo Fisher
lonivaihdettu vesi ad. 101

3% BSAceli BSA 3 g Sigma-Aldrich

Blokkausliuos 1 TBST 100 ml

Primaarivasta-aine Blokkausliuos 1 30 ml

laimennos Primaarivasta-aine 6-30 ul CST
NaN3 30 ul  Sigma-Aldrich

5% NFDM eli NFDM 59 Valio

Blokkausliuos 2 TBST 100 ml

Sekundaarivasta-aine Blokkausliuos 2 30 ml

laimennos Sekundaarivasta-aine 3 ul Bio-Rad




Liite 2. Western blot tulosten analysoinnissa kéytetyt tilastolliset testit.

Koe Testi P-arvo

VEH vs. SalA 5 mg/kg

5 min PFC
N=7/ryhma p-TrkB Pariton t-testi 0,753
p-GSK3B 0,946
p-p70s6k 0,985

MTL
p-TrkB Pariton t-testi 0,944
p-GSK3B 0,506
p-p70s6k 0,637

VEH vs. SalA 5 mg/kg

PFC

20 min p-TrkB Pariton t-testi 0,092

N=7/ryhmé p-GSK3B 0,312
p-p70s6k 0,154
p-p44MAPK 0,643
p-p42MAPK 0,432
p-CREB 0,154

HC

p-TrkB Pariton t-testi 0,937
p-GSK3B 0,518
p-p70s6k 0,385
p-CREB 0,843

VEH vs. SalA 5 mg/kg vs. SalA 10 mg/kg

PFC
120 min p-TrkB Kruskal-Wallis H 0,178
N=6/ryhm3 p-CREB 0,684
Arc 0,085

MTL
p-TrkB Kruskal-Wallis H 0,365
Arc 0,827

Liite 3. qPCR tulosten analysoinnissa kéytetyt tilastolliset testit.

Koe Testi P-arvo

VEH vs. SalA 5 mg/kg vs. SalA 10 mg/kg

PFC
120 min BDNF IV Kruskal-Wallis H 0,612
N=6/ryhma c-fos 0,717
MTL
BDNF IV Kruskal-Wallis H 0,334

c-fos 0,135



Liite 4. Avokenttdkokeen tulosten analysoinnissa kéytetyt tilastolliset testit

Koe Testi P-arvo

VEH vs. SalA 5 mg/kg vs. SalA 10 mg/kg

0-5 min Kurskal-Wallis H = 0,021

100 min VEH vs. 5 mg/kg Dunn’s post hoc = 0,039
N=4/ryhm3 VEH vs. 10 mg/kg Dunn’s post hoc ++ 0,008
5-10 min Kruskal-Wallis H = 0,035

VEH vs. 5 mg/kg Dunn’s post hoc + 0,050

VEH vs. 10 mg/kg Dunn’s post hoc xx 0,014

10-15 min Kruskal-Wallis H 0,232



Liite 5. Avokenttdkokeen 100 min kuvaaja.
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