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Ruokahalunsaatelyyn vaikuttavia tekijoita on tutkittu laajalti etenkin hypotalamuksesta. Etu-
aivojen pohjaosassa sijaitsevien kolinergisten neuroneiden tuottamalla valittajaaine asetyy-
likoliinilla on uskottu olevan myos rooli ruokahalunsaatelyssa, mutta tutkimuksia asetyyliko-
liinin roolin selvittdmiseksi ei ole juuri tehty. Menetelmia hermoyhteyksien tutkimiseksi on
useita kuten esim. immunohistokemialliset varjaykset, in situ -hybridisaatio ja hermoyhteyk-
sissa kulkeutuvat beadit.

Taman insindoritydn tavoitteena oli kehittdd kolmoiskuvantamismenetelma, jota voidaan
kayttaa tutkittaessa uusia ja tunnettuja hermosoluyhteyksia, jotka saatelevat sydmiskayttay-
tymista. Menetelman kehityksen jalkeen koe-elaimille suoritettiin syomiskoe, jossa kaytettiin
lahtétietona jo tunnettua hermoyhteytta, joka alkaa etuaivojen pohjaosan aivoalueesta SIB
paattyen mantelitumakkeen aivoalueeseen BLA. Hypoteesina oli selvittda, aktivoituiko tut-
kittava hermoyhteys koe-elaimilla niille suoritetulla sydmiskokeella, jolloin voitiin tutkia kehi-
tetyn kolmoiskuvantamismenetelman toimivuutta seka sita, oliko kyseisella hermoyhteyden
kolinergisella signaloinnilla merkitysta ruokahalunsaatelyn kannalta.

Tyo aloitettiin kolmoiskuvantamismenetelman kehittamisella, jossa uutena menetelmana
kaytettiin RetroBead (RB), Red -lateksipalloja, jotka kulkeutuvat hermoyhteyksissa synap-
sista soomaan. Kolmoiskuvantamismenetelman kehittdmiselld oli tarkoituksena saada leik-
keelld nakyviin RB:t ja kaksi immunohistokemiallista varjaysta - ChAT- ja c-Fos-DAB-var-
jays. Onnistuneen menetelman kehittdmisen jalkeen aloitettiin varsinaiset syomiskokeet teh-
den RB-injektio, jonka jalkeen RB:n annettiin kulkeutua 48 h hermoyhteyksissa. Syémisko-
keet suoritettiin RB:n kulkeutumisen jalkeen ja ne kestivat 1,5 h. Sydomiskokeet suoritettiin
kahdeksalle hiirelle, joista puolet kuului kontrolliryhmaan ja puolet sukroosiryhmaan. Hiirten
aivot leikattiin 30 uym:n paksuisiksi leikkeiksi ja leikkeille suoritettiin immunohistokemialliset
varjaykset. Leikkeet kuvattiin epifluoresenssimikroskoopilla ja laskettiin kuvissa nakyvat
asetyylikoliinisolut, joissa nakyi RB:t tai RB:t ja c-Fos-proteiini. Tilastollisena analyysina kay-
tettiin t-testia, luottamusvalilla 0,05, jonka tarkoituksena oli selvittaa, oliko kontrolli- ja su-
kroosiryhman hiirien keskiarvojen valilla tilastollisesti merkitsevaa eroa.

Koko tydssa kolmoiskuvantamismenetelman kehittdminen onnistui erittain hyvin ja on toi-
miva menetelma uusien ja tunnettujen hermoyhteyksien tutkimisessa. Syémiskokeiden ti-
lastollisessa analyysissa ei ollut tilastollisesti merkittdvaa eroa sukroosi- ja kontrolliryhman
hiirien valilla. Vaikka tilastollista merkitsevyytta ei ollut, voidaan kuitenkin sanoa sukroosi- ja
kontrolliryhman hiirien valilla nakyvan selvia eroja aktiivisten solujen maarissa. Koe voidaan
uusia samoja menetelmia kayttden kasvattaen koe-eldinten otoskokoa, jolloin tuloksista
saadaan luotettavampia.

Avainsanat ACh, RetroBead, ChAT, cFos, etuaivojen pohjaosa, SIB, man-
telitumake, BLA
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Factors affecting appetite regulation has been widely researched specifically in hypothalamus. Cho-
linergic neurons which produce the neurotransmitter acetylcholine and are located in the basal fore-
brain has been suggested to have a role in appetite control, but almost no research has been done
to determine what the role is. There are many methods to research neural connections, i.e immuno-
histochemical stainings, in situ -hybridization and neuronal tracer’s beads.

The objective of this thesis was to develop a triple labeling method which can be used for researching
brand new and already known neural connections which regulate eating behavior. After the method
development, test animals underwent a feeding experiment in which the already known neural con-
nection was used as initial data. The already known neural connection starts in basal forebrain’s brain
region SIB and ends in amygdalas brain region BLA. The purpose was to determine whether the
neural connection activated in the feeding experiment performed on the test animals, which could be
used to research the functionality of the developed triple labeling method and to establish whether
the specific neural connection’s cholinergic signaling plays a role in appetite control.

The project started by developing a triple labeling method in which retrobead (RB), red latex mic-
rospheres were used as a new method. RBs are carried from synapses to somas in neural connecti-
ons. The purpose of developing a triple labeling method was to make the RBs and two immunohisto-
chemical stainings — ChAT- and c-Fos-DAB —stainings visible. After successful deveploment of triple
labeling method the actual feeding experiment started by injecting RBs and letting them carried in
neural connections 48 h. After RBs were carried in neural connections feeding experiment started
and lasted 1,5 h. Experiment were performed for eight mice which half of them belonged in control
group and other half to a sucrose group. Mice brain were cut to 30 um thick sections and the sections
were performed immunohistochemical stainings. Images were taken of the sections by epifluores-
cence microscope after stainings, and from the images it was possible to count the acetylcholinecells
which exhibited RBs or RBs and c-Fos-protein. A t-test was used with the confidence level of 0.05 as
a statistical analysis method to determine whether there were statistically significant difference be-
tween the averages of the control group and those of the sucrose group.

The development of the triple staining method was very successful and was found to be a working
method to study brand new and already known neural connections. There were no statistically signi-
ficance between the control and sucrose group mice Despite the lack of statistical significance, it can
be said that there were clear differences in the active cell counts. This study could be repeated using
the same methods by increasing the sample size of the test animals, making the results more rea-
liable.

Keywords ACh, RetroBead, ChAT, cFos, basal forebrain, SIB,
amygdala, BLA
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Lyhenteet

ACh Asetyylikoliini. Valittajaaine.

BLA Basolateral amygdala. Mantelitumakkeessa sijaitseva aivoalue.

c-Fos Proto-onkogeeni, jonka ilmentymista kaytetaan leimana neuraaliselle akti-
vaatiolle.

ChAT Koliiniasetyylitransferaasi. Entsyymi, joka osallistuu asetyylikoliinin syntee-
siin.

DAB 3,3’ -diaminobentsidiini. Substraatti, joka hapettuu peroksidaasientsyymin

vaikutuksesta.

PBS Phosphate-buffered saline. Fosfaattipuskuri.

RB RetroBead. Neurotieteissa kaytettava merkkiaine, joka kulkeutuu hermoyh-

teyksissa synapsista soomaan eli "takaperin”.

SIB Substantia innominata, basal part. Etuaivojen pohjaosassa sijaitseva aivo-

alue.
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1 Johdanto

Hermosto muodostuu keskushermostosta ja aareishermostosta. Hermosto on monimut-
kainen tiedonvalitys- ja saatelyjarjestelma, joka perustuu hermosolujen sahkdkemialli-
seen viestintaan. Hermoverkot koostuvat hermosolujen muodostamista hermoista, jotka
saattavat ulottua monelle eri aivoalueelle. Hermoverkkojen tutkimisessa uusien laake-
vaikutusalueiden loytamisen nakokulmasta, tutkitaan hermoverkon muodostaneiden
hermosolujen toimintaa ja niiden vaikutusalueita. Uusien ladkevaikutusalueiden 16ytami-
sen tarkoituksena on kohdentaa laakeaineet suoraan laakittavaan kohteeseen, vaikka
toistaiseksi ei ole mahdollista kohdentaa |&akkeitd juuri tiettyyn kohtaan aivoissa. Laa-
kevaikutusalueiden I0ytamisellad voidaan vahentaa laakkeiden kulkeutumista muualle ke-

hoon ja estaa lddkkeiden kulkeutumisesta aiheutuneet haittavaikutukset.

Etuaivojen pohjaosan tarkeimpia tehtavia tiedetdan olevan valveillaolon ja unen saate-
lyn. Etuaivojen pohjaosassa sijaitsee aivojen tutkituimpia hermosolujen verkostoja,
joissa on suuria hermosoluja, jotka kayttavat valittdjdaineenaan asetyylikoliinia (ACh).
ACh aivoissa vaikuttaa solujen valiseen viestintaan ja ACh:a sisaltavat solut toimivat ai-
voissa paaosin neuromodulaattoreina, jolloin ne vaikuttavat muihin hermoverkostojen
soluihin. Hermosolut, jotka kayttavat valittajaaineenaan asetyylikoliinia, kutsutaan koli-
nergisiksi neuroneiksi. ACh:n roolia ruokahalunsaatelyssa on tutkittu viela hyvin vahan,
mutta etuaivojen pohjaosassa sijaitsevien kolinergisten solujen signaloinnin hairiét mah-

dollisesti voivat vaikuttaa ruokahalunsaatelyyn.

Tutkimuksen tarkoituksena oli kehittdd kolmoiskuvantamismenetelma, etuaivojen pohja-
osan ja mantelitumakkeen valisen kolinergisen hermosoluyhteyden aktiivisuuden mittaa-
miseksi. Kolmoiskuvantamismenetelman toimivuutta oli tarkoituksena testata tutkimalla
etuaivojen pohjaosasta lahtevaa ja mantelitumakkeeseen paattyvada hermoyhteytta,
jonka oletettiin aktivoituvan koe-eldimen kokiessa mielihyvan tunnetta eli niiden juodessa
sukroosiliuosta. Kolmoiskuvantamismenetelman kehityksessa kaytettin RetroBead
(RB), Red -lateksipalloja, jotka kulkeutuvat hermoyhteyksissa synapsista soomaan.
RB:n lisdksi kaytettiin solujen tutkimiseen ChAT- ja c-Fos-DAB-vasta-ainevarjayksia,
joilla haluttiin tunnistaa kolinergisten solujen varjaytyminen ja c-Fos-proteiinin muodos-

tuminen seka tutkia toimivatko kyseiset immunohistokemialliset varjaykset RB:n kanssa.



2 Asetyylikoliinin valittama hermoyhteys

2.1 Asetyylikoliinin rooli ruokahalun saatelyssa

Aivojen ruokahalunsaatelyn tutkimuksissa on paapaino ollut hypotalamuksen roolin sel-
vittdmisessa. Tutkimuksia on myo6s aloitettu tekemaan selvitettdessa valittdjaaine ase-
tyylikoliinin (ACh) mahdollista roolia ruokahalun saatelyssa. ACh:n on uskottu liittyvan
mahdollisesti ruokahalunsaatelyn vaikuttajiin, koska ACh on toiminnallisesti samankal-
tainen kuin nikotiini, jonka tiedetaan hillitsevan ruokahalua. Nikotiini on eksogeeninen
reseptoriagonisti, joka aktivoi asetyylikoliinireseptoreita. Kolinergisen signaloinnin on us-

kottu olevan osana ruokahalunsaatelyssa. (Arenkiel ym.2016: 253.)

Kolinergiset solut etuaivojen pohjaosassa mahdollisesti vaikuttavat lisaantyvaan ruoan
syontiin ja painoon. Kolinergisten solujen signaloinnin hairidt voivat vaikuttaa lisaanty-
vaan ruoan syontiin ja sita kautta liikkalihavuuteen, kun taas solujen valisen signaloinnin

voimistuminen alentaa ruoan kulutusta. (Arenkiel ym.2016: 253-254)

Koska etuaivojen pohjaosassa on paljon ACh:ta tuottavia aivosoluja, on tutkimuksia
tehty juuri sille alueelle. Hiirikokeilla etuaivojen pohjaosan ACh:a tuottavat solut on tu-
hottu ja katsottu vaikuttaako se ruokahalun saatelyyn. ACh:a tuottavien solujen tuhou-
duttua, on huomattu hiirien haluavan sydéda enemman. Sellaiset hiiret joille on lisatty
ACh:n tuotantoa, ovat ne melkeinpa menettaneet ruokahalunsa. (Arenkiel ym. 2016:
253-256)

2.2 Asetyylikoliinijarjestelma aivoissa

Asetyylikoliinia (ACh) kaytetaan valittadjaaineena hermo-lihasliitoksissa seka aivojen her-
mosolujen toiminnassa. Aivoissa ACh toimii padasiassa neuromodulaattorina (Paxinos
ym. 2012: 685). ACh voi toimia eksitoivana tai inhiboivana valittdjaaineena riippuen sy-
napsista (Guyton & Hall 2006: s. 96.) Kolinergisiksi neuroneiksi kutsutaan hermosoluja,
jotka tuottavat ACh:a ja kayttavat sita kemiallisessa viestinvalityksessa toisten hermoso-

lujen valilla,



Aivoissa kolinerginen jarjestelma on jakautunut kahteen osaan. Kolinergisia soluja [6ytyy
aivosillan alueelta seka septumista ja etuaivojen pohjaosasta. Etuaivojen pohjaosan ko-
linergiset solut aktivoivat aivokuorta suoraan, kun taas aivosillan tumakkeet aktivoivat

aivokuorta talamuksen kautta. (Porkka-Heiskanen & Stenberg 2008: 248.)

Etuaivojen pohjaosassa sijaitsee hermosolujen verkosto, joka on tutkituimpia aivoissa
olevista verkostoista. Verkosto koostuu suurista hermosoluista ja kyseiset hermosolut
kayttavat niiden valisessd kommunikoinnissa valittdjdaineenaan ACh:a. (Nathans ym.
2014: 2.) Etuaivojen pohjaosan kolinergiset neuronit aktivoivat aivokuoren valveessa

seka REM-unessa.

Etuaivojen pohjaosassa sijaitsee paljon kolinergisia soluja, jotka kayttavat asetyylikoliinia
valittdjaaineenaan. Kolinergiset neuronit syntetisoivat ACh:a koentsyymi A:sta ja kolii-
nista koliiniasetyylitranferaasi (ChAT) entsyymia kayttaen, jossa koliinin saatavuus ra-
joittaa synteesia. ACh:n vapautumisen jalkeen asetyylikoliiniesteraasi entsyymi pilkkoo
synapseissa sijaitsevaa ACh:a koliiniksi ja asetaatiksi. Asetyylikoliiniesteraasi on siis ent-
syymi, joka saatelee ACh:n vaikutuksen kestoa synapseissa. ACh lisdantyy aivoissa, jos
stimuloidaan etuaivojen pohjaosaa. Lisaantynyt asetyylikoliinin maara vaikuttaa esim.
muistiin ja oppimiseen. (Koulu & Piepponen 2013: 175-179; Fadem 2012: Ch. 5.)

Nikotiini- ja muskariinireseptorit ovat keskushermostossa sijaitsevia asetyylikoliiniresep-
toreita, joihin ACh voi kiinnittyd. Kyseiset reseptorit siis toimivat ACh:n viestin vastaan-
ottajina. Nikotiini- ja muskariinireseptorit ovat asetyylikoliinireseptoreiden kaksi paatyyp-
pia. Vireystilaan naista kahdesta paatyypista erityisesti vaikuttaa muskariinireseptorit.
(Porkka-Heiskanen & Stenberg 2008: 248.) Laakinnallisella ACh muskariinireseptorien
blokkaamisella aiheutuu antikolinergisia sivuvaikutuksia, joihin kuuluu mm. suun kuivu-
minen, nadn hamartyminen, ummetus seka virtsaamisvaikeudet. Antikolinergisia sivu-
vaikutuksia aiheuttavat antipsykoottiset laakkeet ja trisykliset masennuslaakkeet. (Fa-
dem 2012: Ch. 5.)

Kolinergiset mekanismit ovat tarkeita kognitiivisien toimintojen kannalta. Kolinergisten
neuroneiden vahentyminen tai niiden vahentynyt tuotanto vaikuttavat kogpnitiivisiin hairi-
6ihin esim. Alzheimerin taudissa. Alzheimerin tautia sairastavilla potilailla ei ole 16ydetty
laakinnallistd hoitokeinoa palauttamaan menetettyja toimintoja, mutta joillain potilailla
voidaan taudin etenemista hidastaa laakinnallisesti. Laakinnallisiin hoitoihin kaytetaan

donepetsiilia (Aricept), rivastigmiinia (Exelon) ja galantamiinia (Razadyne), jotka estavat



asetyylikoliiniesteraasin toimintaa. Myds Downin oireyhtyman, liikunnallisten- ja nukku-
misen hairididen on todettu liittyvan ACh:n vahentyneeseen tuotantoon. (Fadem 2012:
Ch.5.)

2.3 ChAT-entsyymi

ChAT on lyhenne koliiniasetyylitransferaasi entsyymista, jota on hermopaatteiden sy-
toplasmassa (Koulu & Piepponen 2013: s. 175-176). ChAT-entsyymia syntetisoidaan
kolinergisten neuroneiden soomassa, josta se luultavasti kuljetetaan hermopaatteisiin
hitaan ja nopean aksonaalisen kuljetuksen kanssa. ChAT-entsyymi osallistuu kolinergis-
ten neuroneiden ACh:n syntetisointiin. ChAT-entsyymi on yksijuosteinen globuraalinen
proteiini, jota pidetdan indikaattorina aareishermoston kolinergisten solujen toiminnalli-
sen tilan tutkimisessa. ChAT-varjaysta kaytetdan leimaamaan asetyylikoliinisolut tutkit-
tavasta aivoalueesta. (Oda 1999: 921-923.)



2.4 Mantelitumake

Mantelitumake on saanut nimensad mantelinmuotoisesta rakenteestaan. Mantelitumak-
keita on kaksi ja ne sijaitsevat syvalla inferomediaalisissa ohimolohkoissa. Kuvasta 1
nahdaan mantelitumakkeen tarkka sijainti kuvattuna aivoja sivulta ja aivojen takaosasta.
Mantelitumake koostuu yli kymmenesta eri tumakkeesta, jotka eroavat toisistaan toimin-
nallisesti sekd morfologisesti. (Albayrak 2016: 12.) Mantelitumake on osa limbista jarjes-
telmaa ja silld on paarooli muistin, pdatdksen teon ja emotionaalisten reaktioiden pro-

sessoinnissa.

Kuva 1. Mantelitumakkeiden sijainnit aivoissa osoitettuina punaisina alueina (Aidin masennus
nakyy lapsen aivoissa. 2011. muok. 8.4.2017).

Nisakkailla on osoitettu etuaivojen pohjaosan alueista olevan yhteyksia mantelitumak-
keen aivoalueisiin histokemiallisesti asetyylikoliiniesteraasin ja muiden markkereiden
avulla. ACh-yhteyksid mantelitumakkeessa on osoitettu olevan BLA:ssa, La:ssa (the la-
teral nuclei) ja LOT:ssa (the lateral olfactory tract) seka reaktiivisuutta CEA:ssa (the cent-
ral extended amygdala). ACh-yhteydet voivat merkita kolinergisten soluryhmien afferent-
tien olevan etuaivojen pohjaosan alueen nucleus basalis-substantia innominatasta (Ch4)
seka muista aivojen alueista kuten parabigeminalista (Ch9), laterodorsal tegmentalista
(Ch6) ja pedunculopontinesta (Ch5). (Paxinos ym. 2012: 163.)



BLA:sta on vahva yhteys etuaivojen pohjaosan kolinergisiin saikeisiin (Cagri ym. 2015:
853). BLA:n tarkeimpia toiminnallisia tehtavia on tallentaa muistiin merkittavat emotio-
naaliset tapahtumat. BLA voidaan jakaa kolmeen osa-alueeseen. Osa-alueet ovat an-

teriorinen (BLA), posteriorinen (BPL) ja ventraalinen (BLV). (Paxinos ym. 2012: 156.)

2.5 Etuaivojen pohjaosa

Etuaivojen pohjaosa sijaitsee nimensa mukaisesta alhaalla aivojen etuosassa. Kuvassa
2 on esitelty etuaivojen pohjaosan tarkka sijainti aivoissa. Etuaivojen pohjaosa koostuu
eri rakenteista, joihin kuuluu medial septum, ventral pallidum, diagonal band nuclei, sub-
stantia innominata/extended amygdala ja peripallidal regions. (Paxinos ym. 2012: 684.)
Nama rakenteet sisaltavat sekalaisen kokoelman kolinergisia, GABAergisia, glutamater-
gisia, peptidergisia projektio- ja valineuroneita (Golowasch ym. 2012: 1). Etuaivojen poh-
jaosassa on monia eri solutyyppeja, jotka eroavat toisistaan valittajaaineiltaan, morfolo-

gialtaan ja hermosoluyhteyksiltdan (Paxinos ym. 2012, 685).

Kuva 2. Etuaivojen pohjaosan sijainti aivoissa osoitettuna siniselld alueella (Boyer, C. 2015.
muok. 15.4.2017).

Valveillaolon ja unen saatelyn tiedetaan olevan etuaivojen pohjaosan tarkeimpia tehta-
vid. Myds tarkkaavaisuuden, motivaation, muistin ja joidenkin neuropsykiatristen, kuten

Alzheimerin ja Parkinsonin taudin, skitsofrenian ja huumeiden vaarinkaytén katsotaan



olevan yhteyksissa etuaivojen pohjaosan tehtavissa. Etuaivojen pohjaosan roolia ylla-
olevien toimintojen ymmartamisessa vaikeuttaa sen anatominen monimuotoisuus. (Paxi-
nos ym. 2012, 685.)

Etuaivojen pohjaosa on aivojen tutkituimpia verkostoja, koska siella sijaitsee suurikokoi-
sia neuroneita. Naissa neuroneissa on monissa ChAT-entsyymia, jota tarvitaan asetyy-
likoliini (ACh) synteesissa. Neuronit kayttavatkin ACh:a toistensa kanssa viestimiseen.
Etuaivojen pohjaosan verkoston neuronit ovat ensimmaisia, jotka rappeutuvat Alzheime-
rin taudissa. Etuaivojen pohjaosan kolinergisten (koliiniasetyylitransferaasi (ChAT) -po-
sitiivinen) neuroneiden tutkimisesta standarditekniikoilla tekee vaikean niiden suuri koko.
(Nathans ym. 2014: 2; Paxinos ym. 2012, 685.) Toisaalta neuroneiden suuri koko myds

auttaa varjattyjen solujen detektoinnissa mikroskoopilla.

Kolinergiset neuronit etuaivojen pohjaosassa koostuvat paaosin projektioneuroneista.
Projektioneuroneilla on pitkat ja kauas ulottuvat aksonit, joilla ne hermottavat kohteitaan.
etuaivojen pohjaosassa sijaitsee aivojen laajin kolinerginen verkosto. Kolinergisten neu-
roneiden suuri pituus ja monitahoinen haarautuminen voivat selittda, miksi jokainen neu-
roni pystyy muuntamaan monien muiden verkostossa olevien aktiivisuutta. Selitys neu-
roneiden alttiudesta rappeutumiselle saattaisi I16ytyd myos niiden pituudesta ja haarau-
tumisesta, silla niiden taytyy kuljettaa aineita pitkia matkoja, jolloin se voi rajoittaa niiden

kykya vastata tapahtuviin vahinkoihin. (Nathans ym. 2014: 1-4.)

2.6 Tutkimusmenetelmia neurotieteessa

RetroBeadeja (RB) seka c-Fos-proteiinia kaytetdan neurotieteissd hermoyhteyksien
seka neuraalisen aktivaation tutkimisessa. RB:t kulkeutuvat hermoyhteyksissa, jolloin
hermoyhteyksien reitteja voidaan tutkia niitd apuna kayttaen. C-Fos-proteiiniaktiivisuus

taas kertoo neuraalisesta aktivaatiosta.

2.6.1 RetroBead, Red -merkkiaine

RetroBeadeja (RB) kaytetdan merkkiaineena neurotieteessd hermoyhteyksien tutkimi-
sessa. RB:n avulla seurataan hermoyhteyksia niiden paatepisteesta eli synapsista niiden
lahteelle eli soomaan. RB:t kulkeutuvat siis hermoyhteyksissa "takaperin”, jolloin ne tay-

tyy injektoida aivoihin tutkittavan hermoyhteyden paatepisteeseen.



RB:t ovat on pienia, halkaisijaltaan 0,02—-0,2 ym:n lateksista valmistettuja palloja. RB:n
kulkeuduttua hermoyhteydessa hermosolun soomaan leima sailyy soluissa in vivo -me-
netelmassa vahintaan 10 viikkoa ja fiksaation jalkeen vahintdan vuoden. RB:n ei ole to-
dettu olevan myrkyllisia. RB:n kayttdé on yhteensopiva anterogradisten merkkiaineiden,
in situ -hybridisaation ja immunohistokemian kanssa. Merkittavina etuina RB:t eivat vaadi
leikkeiden varjaysta ennen mikroskopointia, ne jattavat hyvin tarkan injektiokohdan, niilla

on korkea kuljetustehokkuus ja ne ovat helppokayttoisia. (Burkhalter ym. 1984: 498.)

Lateksista valmistetut RB:t ovat paallystetty fluoresoivalla aineella, joita ovat rodamiini ja
fluoreskiini. Fluoresoivan paallysteen vuoksi RB:t eivat vaadi erillista varjaysta mikrosko-
poitaessa. RB:n pitaisi ndkyd mikroskoopilla jo 10-kertaisella suurennoksella, mutta
RB:a mikroskopoitaessa suositellaan kayttamaan vahintaan 20-kertaista suurennosta,
jotta RB:t eivat jad huomaamatta. RB:t nakyvat ilman fluoresenssimikroskooppia, mutta
tarkemmassa RB:n tutkimisessa esim. solujen laskemisessa fluoresenssimikroskoopin
kayttd on ehdotonta. Kuvassa 3 nahdaan RB:t kuvattuna epifluoresenssimikroskoopilla.
Alempi kuva zoomatusta leikkeesta havainnollistamaan miltd RB:t nayttavat. RB:t naky-
vat erityisesti alemmassa kuvassa hyvin kirkkaina pisteina, jotka ovat selvasti solun muo-
dossa. Mustat nuolet alemmassa kuvassa osoittavat RB:a, jotka ovat selvasti solun muo-

dossa.



Kuva 3. Molemmat kuvat on otettu 20-kertaisella suurennoksella kokonaisesta hiiren 540 aivo-
leikkeestd, jossa alempana lahikuvaa RetroBeadista.

RB:t jattavat 50—200 um halkaisijaltaan olevan injektiokohdan, joka auttaa mm. injektioi-
den optimoinnissa. Injektiokohta on tarkka, joka johtuu luultavasti RB:n suhteellisen
isosta koosta seka niiden sitoutumiskyvysta hydrofobisen pinnan avulla. RB:n tarkkaa
kuljetusmekanismia soomaan ei tunneta, mutta mahdollisesti RB:t pddsevat synapsiin
endosytoosin kautta, jolloin ne paasevat kulkeutumaan hermoyhteyksissa. (Burkhalter
ym. 1984: 498-499.)

RB:a valmistetaan punaisina (rodamiini) ja vihreina (fluoreskiini). Erona vihreissa ja pu-
naisissa on niissa kaytetyt fluoresenssileimat. Vihreilld RB autofluoresenssi vahentaa
nakyvyytta, jota voidaan vahentaa kayttamalla tutkimuksissa nuoria koe-elaimia, teke-
malla ohuempia leikkeitd ja mahdollisimman nopealla leikkeiden mikroskopoinnilla la-
seille laiton jalkeen. Vihreitd RB:a ei suositella mydskaan laimentamaan. Punaiset RB:t
nakyvat hyvin ilman erityistoimenpiteitd seka niiden etuna on laimentamismahdollisuus.
(Protocol. 2017.)
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2.6.2 C-Fos-proteiini

C-Fos on 380 aminohaposta muodostuva proteiini, jolla on leusiinivetoketju-alue. C-Fos
on proto-onkogeeni, joka saatelee transkriptiota. C-fos-proteiini osallistuu moniin solujen
toimintoihin kuten jakaantumiseen, erilaistumiseen, transformaatioon ja apoptoosiin.
(Eriksson, M. 2005: 22.) Neurotieteissa kaytetaan c-Fos-proteiinin ilmentymista leimana
neuraaliselle aktivaatiolle, koska c-Fos-proteiini usein ilmentyy neuroneiden aktivoitu-
essa (Appleyard 2009: 5199)

Neuraalisen aktivaation selvittamisessa c-Fos-proteiinia kaytetaan yleensa hermoreiti-
tysten tutkimuksissa. C-Fos-proteiini kuuluu valittdmiin varhaisen vaiheen geeneihin
(IEG, immediate-early gene). C-Fos-proteiinin nopea tuotto aktivoiduissa neuroneissa
yhdistettynd histologisiin tunnistusmetodeihin solutasolla on johtanut c-Fos-proteiinin
kayttoon tarkasteltaessa aktivoituja aivojen rakenteita. C-Fos-proteiinin tuottamia lahetti-
RNA molekyyleja voidaan visualisoida kayttamalla radioaktiivista leimausta in situ -hyb-
ridisaatiossa. Tutkittaessa c-Fos-proteiineja voidaan ne detektoida kayttamalla immuno-
histo- tai immunosytokemiallisia varjayksia. (Chaudhuri & Zangenehpour 2002: 221—
222)

2.6.3 Immunohistokemia

Immunohistokemia on yleisesti kaytetty varjaysmenetelma, jossa voidaan tutkia kudok-
sen antigeeneja, kun ne sitoutuvat spesifisesti vasta-aineeseen. Immunohistokemiassa
varjaysmenetelmat voidaan jakaa joko suoraan tai epasuoraan menetelmaan riippuen,
miten vasta-aineet sitoutuvat antigeeniin. Suorassa menetelmassa on vain primaari
vasta-aine, joka on leimattu leima-aineella. Epasuorassa menetelmassa vasta sekun-
daarivasta-aine on leimattu leima-aineella, joka liitetddn primaarivasta-aineeseen.
Vasta-aineeseen voidaan kiinnittaa esim. fluoresoiva tai entsyymi leima, jolloin saadaan
vasta-aine nakyvaksi. Suora menetelma on helppo ja nopea tehda, silla se vaatii vain
yhden inkubaation. Suoran menetelman heikkoutena on sen alhaisempi herkkyys ver-
rattuna epasuoraan menetelmaan, jonka etuna on signaalin vahvistuminen ja jopa hei-

kommankin antigeenin havaitseminen. (Kalyuzhny 2016: 15-18.)
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2.6.4 Avidiini-biotiini-kompleksi

Avidiini-biotiini-kompleksia (ABC, avidin-biotin complex) kaytetdaan hyvaksi mm. immu-
nohistokemiallisissa varjayksissa. Avidiinin sitoutuminen biotiiniin on erittdin voimakasta.
Avidiini-biotiini-kompleksi koostuu biotinyloidusta sekundaarivasta-aineesta, johon voi-
daan liittda leimattuja avidiinimolekyyleja. Menetelman tarkoituksena on voimistaa lei-
man intensiteettia ja herkkyyttd. Menetelmaa kaytetaan yleensa silloin kun antigeenia
esiintyy pienind maarina tai kun primaarivasta-aineiden hinta on korkea. (Fanger ym.
1980: 577-580).

Immunohistokemiallisissa varjayksissa, jossa kaytetaan hyvaksi avidiini-biotiini komplek-
sia, annetaan ensimmaiseksi primaarivasta-aineen inkuboitua varjattdvan kudoksen
kanssa, jolloin vasta-aine tarttuu kohdeantigeeniin. Ensimmaisen inkuboinnin jalkeen
suoritetaan sekundaarivasta-aineinkubaatio, jolloin biotinyloitu sekundaarivasta-aine
kiinnittyy primaarivasta-aineeseen. Vasta-aineiden annettua kiinnittya toisiinsa, suorite-
taan esi-inkubaatio, jossa sekoitetaan avidiinia ja biotinyloitua entsyymia. Avidiinin ja
biotinyloidun entsyymin annetaan muodostaa avidiini-biotiini-entsyymi-kompleksi, johon
inkuboinnin jalkeen siirretdan kudosnayte. Kudosnaytteeseen kiinnittynyt sekundaari-
vasta-aine kiinnittyy avidiini-biotiini-kompleksissa avidiiniin vapaille biotiinin sitoutumis-
kohdille. Avidiini-biotiini-kompleksin muodostuminen ja kiinnittyminen sekundaarivasta-

aineeseen on esitelty kuvassa 4. (Bayer & Wilchek 1984: 39).

g
>— Avidiini-biotiini-entsyymi

gqc» kompleksi

Biotinyloitu
sekundaarivasta-aine

<JoP> = Biotinyloitu entsyymi
R = Avidiini
Primaari vasta-aine -/

Antigeeni » A

Kuva 4. Avidiini-biotiini-kompleksin muodostuminen.
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Avidiini-biotiini-kompleksia kaytetdan c-Fos-DAB-varjayksessa DAB-varireaktion aikaan
saamiseksi. DAB (3,3’ -diaminobentsidiini) on substraatti, joka hapettuu peroksidaasient-

syymin vaikutuksesta ja muodostaa ruskean reaktiotuotteen.

2.6.5 Epifluoresenssimikroskopia

Epifluoresenssimikroskooppia kaytetdan tydkaluna biotieteissa. Perinteiseen mikro-
skooppiin verrattuna, epifluoresenssimikroskoopissa okulaareihin nakyva valo ei tule
suoraan silmiin valonlahteesta. Okulaareista nakyva valo tulee fluoresoivan naytteen
kautta. Epifluoresenssimikroskoopissa valon sateet suodatetaan kahden suodattimen
lapi. Kuvasta 7 ndhdaan, kuinka valon Iahteelta valo tulee ensin eksitaatiosuodattimelle.
Eksitaatiosuodattimen lapi paasee vain kaytetyn fluorokromin eksitaatioaallonpituus ja
suodatin pidattdd muut aallonpituudet. Valo suodatetaan tdman jalkeen dikroisen peilin
kautta objektiiville valaistakseen naytteen tietyllda valon aallonpituudella. Jos nayte fluo-
resoi, lahtee emissoiva valo objektiivin kautta takaisin dikroiselle peilille. "Valosade” suo-
datetaan tdman jalkeen vield emissiosuodattimella, joka estdd muut aallonpituudet ja
paastaa lapi vain kaytetyn fluorokromin emissioaallonpituuden. (Brown & Webb 2013:
30-31).

Emission filter

(O]
/

Dichroic

mirror S

Light source

Excitation filter

Objective ——

Sample

Kuva 5. Epifluoresenssimikroskoopin toimintaperiaate (Epifluorescence Microscope Basics.
2017.)
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3 Tyon suoritus

3.1 Tyon suorittamisen vaiheet

Varsinainen ty0 aloitettiin kolmoiskuvantamismenetelman kehityksen jalkeen, jolloin pys-
tyttiin olemaan varmoja menetelmien toimivuudesta itse kokeessa. Kuvasta 6 nahdaan
tydn suorittamisen vaiheet. Ensimmainen vaihe oli hiirien kirurgia, jossa hiirien aivojen
mantelitumakkeeseen injektoitiin 1:4 laimennettua RetroBeadia (RB). Hiiria injektoitiin

yhteensa kahdeksan kappaletta ja hiiret numeroitiin valille 535-542.

y - 3 B\ / § =N /£ f N
Kirurgia Aivojen
RetroBead, Red L> Syomiskoe L perfusointi ja
i aivondytteiden
injektio s

A J/

’/‘ ‘\. La o =N /[ : S\
Leikkeiden - :] Aivojen jaadytys
mikroskopointi ja _] Vasta-ainevarjays ja jadleikkeiden
kuvaus leikkaus

A= 4 4

Kuva 6. Tyodn vaiheet

Injektoinnin jalkeen hiirille suoritettiin sydmiskokeet. Kahdeksasta hiirestad neljan annet-
tiin juoda sukroosiliuosta ja toiset nelja eivat juoneet. Sydmiskoe suoritettiin laitteistossa,
jossa puolella hiirista oli mahdollisuus juoda sukroosiliuosta. Hiiret saivat siis itse menna
juomaan, jolloin laite tunnisti elaimen kdyneen juomassa. Hiirien juotua, laite antoi eripi-
tuisten ajanjaksojen (ajanjakso vaihteli 7—-17 sekunnin valilld) jalkeen lisda sokeria. Eri-
pituisilla ajanjaksoilla haluttiin valttaa elaimen ehdollistuminen sukroosiliuoksen saan-

nille. Hiiret olivat kokeessa n. 1,5 h, jonka jalkeen ne fiksattiin.

Kirurgian ja syomiskokeen valissa odotettiin 48 h. 48 h:n tarkoituksena oli odottaa RB:n
kulkeutuminen hermoyhteyksissa. Syomiskokeiden jalkeen suoritettiin naytteiden esika-
sittelyt, vasta-ainevarjays, leikkeiden mikroskopointi ja kuvaus seka tilastollinen t-testi

kontrolli- ja sukroosiryhman hiirien keskiarvojen valilla.
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3.2 Naytteen esikasittely

Ennen jaaleikkeiden valmistusta ja immunohistokemiallisten varjaysten suoritusta, aivo-
naytteille suoritettiin esikasittelyt. Esikasittelyihin kuului aivojen perfuusiofiksaus, jaady-

tyssuojauskasittely sukroosilla seka perfusoitujen aivojen jaadyttdminen.

3.2.1 Perfuusio

Perfuusio tehtiin hiirille ennen jaaleikkeiden valmistusta. Perfuusio aloitettiin antamalla
hiirille syva anestesia pentobarbitaalilla. Varmistuttua hiiren riittavasta anestesiasta aloi-
tettiin veren kierrattdminen elimistdsta pois korvaten se PBS-liuoksella. PBS-liuoksella
huuhtelulla ennen fiksausta varmistettiin, ettéa veri ei jaa elimistéén ja aiheuta turhaa
taustaa leikkeiden varjaykseen. PBS-huuhtelun jalkeen varsinainen aivojen fiksaus suo-
ritettiin paraformaldehydi, 4-prosenttisella PBS-liuoksella. Riittdvan perfuusion jalkeen
koe-elaimiltd kerattiin aivot, jotka pidettiin paraformaldehydissa vielda muutamia tunteja

ennen sokeriliuokseen laittoa.

3.2.2 Jaadytyssuojauskasittely

Perfusoidut aivot sailytettiin ennen jaadyttamista sokeriliuoksessa. Jaadytyssuojauska-
sittely suoritettiin 30-prosenttisella sukroosi-PBS-liuoksessa, jonka tarkoituksena oli suo-
jata solutason rakennetta. Sukroosiliuoksessa solujen vesi korvattiin sokerilla, jotta vesi
ei aivoja jaadytettaessa rikkoisi soluja ja nain ollen paastaisi paastaisi mm. RB vapaaksi
soluista. Jaadytyssuojauskasittely kesti n. 48 h, jolloin aivot laskeutuivat falcon-putken

pohjaan.

3.2.3 Aivojen jaadytys

Kun voitiin olla varmoja aivoissa olevan veden korvautumisesta sokerilla, aloitettiin aivo-
jen jaadyttaminen. Aivojen jaadyttamiseen kaytettiin isopentaania, joka viilennettiin riit-
tavan kylmaksi kiintean hiilidioksidin avulla. Isopentaanikasittely mahdollisti aivojen no-
pean jaatymisen ja aivot voitiin leikata heti kasittelyn jalkeen tai asettaa vahintaan -20

°C:seen odottamaan leikkeiden leikkausta.
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3.3 Jaaleikkeet

Jaaleikkeet leikattiin optimointivaiheessa seka varsinaisessa tyossa kryostaatilla 30 pm
paksuisiksi leikkeiksi ja valmiit leikkeet laitettiin pakkasnestetta sisaltaviin 24-kuoppale-
vyihin. Leikkeet sisaltavat kuoppalevyt sailytettiin pakkasessa odottamassa varjayksia.
RB-kasiteltyjen aivoleikkeiden pakkasnesteessa ei kaytettd glyserolia, koska RB:t ovat

erittdin herkkia glyserolille ja saattavat haalistua siita.

3.4 RetroBead, Red -merkkiaineen kaytto

Koko tydssa uutena merkkiaineena kaytettiin RetroBead (RB), Red -lateksipalloja (Lu-
maFluor). RB:lle taytyi optimoida oikea injektiokohta seka niiden toimivuus ja nakyvyys
ilman varjayksia seka varjayksien kanssa. Optimointiin kuului myos tarkastella, oliko leik-
keissa olevien RB:n ndkyvyydessa eroja, kun kaytettiin laimentamatonta seka laimen-

nettua RB:a.

3.5 ChAT-varjays

ChAT-varjays kesti kaksi paivaa ja se suoritettiin liitteend 1 olevan tydéohjeen mukaan.
Ensimmaisissa vaiheissa leikkeiden varjaykseen kuului muutosten palauttaminen (anti-
gen retrieval), jossa leikkeet pidettiin sitraattipuskurissa lahellda kiehumispistetta. Per-
fuusiossa kaytetty paraformaldehydi muodostaa aivoihin metyleenisiltoja, jotka on tarkoi-
tus hajottaa leikkeista pois sitraattikasittelylld. Muutosten palauttaminen tekee vasta-ai-

neiden sitoutumisesta antigeeniin spesifisempaa.

Metyleenisiltojen hajotuksen jalkeen leikkeet blokattiin 6-kuoppalevylla. Blokkauksen tar-
koituksena on blokata kudoksen kaikki epitoopit, jolloin estetddn vasta-aineiden epéa-
spesifista sitoutumista. Blokkaus suoritettiin aasin seerumilla ennen primaarivasta-aine

kasittelya ja naytteen annettiin blokkautua 1 tunti.

Primaarivasta-ainekasittely suoritettiin 24-kuoppalevylla yén yli valolta suojattuna. Se-
kundaarivasta-aine kasittely suoritettiin seuraavana paivana ja annettiin inkuboitua va-
lolta suojattuna kaksi tuntia. Kaikki kaytetyt vasta-aineet olivat polyklonaalisia vasta-ai-

neita. Taulukossa 1 on kaytettyjen primaari- ja sekundaarivasta-aineiden tiedot.



Taulukko 1. ChAT-varjayksessa kaytettyjen vasta-aineiden tiedot.

Laimennos Vasta-aine (ChAT) Valmistaja
1:100 Goat anti-ChAT AB-144P Millipore
1:1000 | Donkey anti-goat A-11055 Life Technologies
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3.6 c-Fos-DAB-varjays

C-Fos-DAB-varjayksessa kaytettiin entsyymileimaa, jota voitiin tarkastella valomikro-
skoopilla. C-Fos-DAB-varjayksen tarkoituksena oli varjatd c-Fos-proteiini solujen tu-
masta. Varjays kesti kaksi paivaa ja se suoritettiin liitteessa 2 olevan tyéohjeen mukaan.
C-Fos-DAB-varjayksessa kaytettin myds metyleenisiltojen rikkomiseksi sitraattia, joka
lammitettiin I&helle kiehumispistetta. Muutosten palauttamisen jalkeen leikkeille tehtiin
vetyperoksidikasittely 6-kuoppalevylla. Esikasittely vetyperoksidilla poistaa taustavarjay-

tymistd, jota endogeeninen peroksidaasiaktiivisuus aiheuttaa.

Naytteille suoritettiin blokkaus ennen primaarivasta-aine kasittelya, kuten ChAT-varjayk-

sessa. Blokkauksessa kaytettiin hevosen seerumia ja blokkaus kesti tunnin.

Primaarivasta-ainekasittely suoritettiin kuten aiemmin selitettynd ChAT-varjayksessa.
Taulukossa 2 on c-Fos-DAB -varjayksessa kaytettyjen primaari- ja sekundaarivasta-ai-

neiden tiedot.

Taulukko 2.  c-Fos-DAB -varjayksessa kaytettyjen vasta-aineiden tiedot.
Laimennos Vasta-aine (cFos) Valmistaja
1:500 Rabbit anti-cFos sc-52 Vector Laboratories
1:200 Horse anti-rabbit BA-1100 | Santa Cruz Biotechnology

C-Fos-DAB -varjayksessa ennen DAB-reaktion suorittamista valmistettin ABC-liuos.
ABC-liuos valmistettiin valmiskitilla (Vector Laboratories). Seoksen annettiin inkuboitua
24-kuoppalevylla 30 minuuttia ennen kudosnaytteiden siirtamista kuoppalevylle. Inku-
boinnin jalkeen kudosleikkeet aseteltiin ABC-liuosta sisaltdvaan kuoppalevyyn, jotta se-

kundaarivasta-aineeseen sitoutuisi avidiini-biotiini-entsyymi-kompleksi.
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ABC-liuos on tarkea suorittaa ennen DAB-reaktiota, silla c-Fos-DAB -varjayksessa DAB-
substraatti hapettuu peroksidaasi-entsyymin vaikutuksesta ja muodostaa ruskean reak-
tiotuotteen. DAB substraattiliuoksessa kaytettiin mukana myds nikkelia, jonka seurauk-
sena reaktiotuote nakyi musta-harmaana. DAB-substraattiliuoksessa naytteiden annet-
tiin inkuboitua 2-10 min. Tarkkaa reaktioaikaa ei ole maaritelty ja tekijan tulee ajan maa-

rittdminen tehda itse. DAB-substraattiliuos tehtiin valmiskitilla (Vector Laboratories).

3.7 ChAT- ja c-Fos-DAB-varjaykset

Yhdistettaessa ChAT- ja c-Fos-DAB-varjayksia kestivat ne yhteensa kolme paivaa. Tyo-
ohje on esiteltyna liitteessa 3. ChAT- ja c-Fos-DAB-varjayksissa kaytetyt primaari- ja se-

kundaarivasta-aineet ovat esiteltyna taulukoissa 1 ja 2.

Varjaykset aloitettiin c-Fos-DAB-varjayksella, joka kesti kaksi paivaa. Ensimmaisena pai-
vana suoritettiin c-Fos-DAB-varjayksen primaarivasta-aine kasittely ja seuraavana pai-
vana sekundaarivasta-aine kasittely seka DAB-reaktio. Varjaysten toisena paivana heti
DAB-reaktion jalkeen aloitettin ChAT-varjays, jolloin suoritettin ChAT-primaarivasta-
aine kasittely. Viimeisena eli kolmantena paivana varjayksia suoritettiin ChAT-sekundaa-

rivasta-aine kasittely.

3.8 Mikroskopia

Leikkeitd kuvattaessa kaytettiin apuna tavallista valomikroskooppia seka epifluoresens-
simikroskooppia. Valomikroskoopilla pystyttiin tarkastelemaan leikkeiltd c-Fos-DAB -var-
jaysta, joka oli entsyymileimainen varjays ja etenkin RB-merkkiaineen optimointi vai-
heessa RB:n injektiokohtia. Epifluoresenssimikroskoopilla pystyttiin tarkastelemaan fluo-

resenssileimaista ChAT-varjaysta seka solujen laskemisvaiheessa RB:a.
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4 Tulokset

4.1 Menetelman kehittdminen

Tutkimuksen tarkoituksena oli kehittda kolmoiskuvantamismenetelma, etuaivojen pohja-
osan ja mantelitumakkeen valisen kolinergisen hermosoluyhteyden aktiivisuuden mittaa-
miseksi. Kolmoiskuvantamisessa tarkoituksena oli visualisoida RetroBeadit (RB), ChAT-
seka c-Fos-DAB-varjays hermosoluissa saman aikaisesti nakyvaksi. Optimointivaiheet

ovat esiteltyina kuvassa 7.

1. RB:n . 2. RB toimivuus
toimivuus, L> yhdessa ChAT-
nakyminen, varjayksen

injektiokohta kanssa
/ .

o

4.RB +ChAT+ | 3.RB toimivuus

c-Fos-DAB J c-Fos-DAB
toimivuus -varjayksen
yhdessa kanssa
g g/

Kuva 7. Kolmoiskuvantamismenetelman optimointivaiheet.

Kuva 7 on tehty havainnollistamaan optimointivaiheiden suorittamisjarjestysta. Optimoin-

tivaiheissa edettiin aina seuraavaan, kun varmistuttiin edeltavan vaiheen toimivuudesta.

4.1.1 RetroBead-optimointi

Optimointi aloitettiin kayttdmalla injektioissa laimentamatonta RetroBeadia (RB). Ensim-
maisilla injektioilla haluttiin varmistaa, etta pelkat RB:t nakyivat leikkeissa ilman varjayk-
sid. Laimentamattoman RB:n kaytto asetti haasteita, silla injektorit menivat laimentamat-
tomasta RB:sta tukkoon ja hidasti injektioiden tekoa merkittavasti. RB, red valikoitui kay-
tettavaksi kuitenkin paaosin siksi, koska niitd on mahdollisuus laimentaa tarvittaessa,

jolloin pystyttiin ehkaisemaan injektorien jatkuva tukkeutuminen. Kuvasta 8 nahdaan,
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ettd laimentamattomassa ja 1:4 laimennetussa RB:n kaytdssa ei nay eroja nakyvyy-

dessa.

A

Kuva 8. Kuvissa 1:4 laimennetun (B) ja laimentamattoman (A) RetroBeadien nakyvyys hiiren
540 aivoleikkeesta 20-kertaisella suurennoksella (B) ja harjoitushiiren 502 aivoleikkeessa 10-
kertaisella suurennoksella (A).

4.1.2 ChAT-varjayksen ja RetroBeadin optimointi

ChAT-varjaysta kokeiltiin ennen RetroBeadien (RB) injektioita, jolla haluttiin varmistaa
varjayksen onnistuminen. ChAT-varjaysta kaytettiin leimaamaan asetyylikoliinisolut tut-
kittavasta aivoalueesta fluoresenssileimalla, jolloin soluja pystyttiin tarkastelemaan
epifluoresenssimikroskoopilla. Kuvassa 9 nahdaan varjaytyneita kolinergisia ChAT-so-

luja.
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Kuva 9. ChAT-varjaytyneita kolinergisia neuroneita hiiren harjoitusaivoleikkeessa, jotka on osoi-
tettu kuvaan punaisin nuolin.

Varjays onnistui erittain hyvin ja kolinergiset hermosolut nakyivat leikkeilla erinomaisesti.

Hermosoluista oli varjaytynyt hyvin myos vieja- ja tuojahaarakkeita.

Kun varmuus pelkan ChAT-varjayksen onnistumisesta oli tehty, suoritettiin ChAT-varjays
RB-injektoiduille hiiren aivoille. ChAT-varjayksen optimointi RB:n kanssa onnistui myos
hyvin. Varjatyt solut nakyivat leikkeessa RB:n kanssa erinomaisesti. Kuvassa 10 on esi-
teltyna kolinerginen solu ilman RB:a (B) seka RB:n kanssa (A). Kuva 10 on havainnollis-
tamassa kolinergisia hermosoluja RB:n kanssa ja ilman. A-puolen kuvassa nahdaan,

kuinka RB:t ovat kulkeutuneet hermoyhteydessa kolinergisen hermosolun soomaan.

Kuva 10. Kuvassa esitelty hiiren 538 aivoleikkeessa ChAT -solu RetroBeadilla (A) ja ilman (B)
20-kertaisella suurennoksella.
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Kolinergiset varjatyt solut taytyi kuvata ja tarkastella epifluoresenssimikroskoopilla
ChAT-varjayksessa kaytettavan fluoresenssileiman vuoksi. RB:t nakyivat myos hyvin

epifluoresenssimikroskoopilla, jolla ne oli helppo havaita.

4.1.3 c-Fos-DAB-vérjayksen ja RetroBeadin optimointi

Myds c-Fos-DAB -varjaykset onnistuivat hyvin RetroBeadien (RB) kanssa. Optimointi-
vaiheessa DAB-reaktion annettiin tapahtua 4,45 minuuttia. Kyseisessa ajassa leikkeet

tummuivat juuri sopivasti eivatka jaaneet liian vaaleiksi tai tummuneet liikaa.

Kuvassa 11 nahdaan c-Fos-DAB -varjays leikkeessa. Kuvan 11 perusteella c-Fos-DAB

-varjays onnistui hyvin ja varjays nakyi myos hyvin yhdessa RB:n kanssa.

Kuva 11. C-Fos-DAB -varjays hiiren 540 aivoleikkeessa 20-kertaisella suurennoksella.

C-Fos-DAB -varjaysta pystyttiin tarkastelemaan valomikroskoopilla, koska varjayksessa
kaytettiin entsyymileimaa. Kuva 11 otettu epifluoresenssimikroskoopilla brigtfield-suo-
dattimella, jolla RB:n injektiojalki on mahdollista nahda. Koska leike ei ole injektiokoh-

dasta, ei RB:a kuvassa 11 tdman vuoksi nay.
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4.1.4 ChAT- ja c-Fos-DAB -varjaysten ja RetroBeadin optimointi

Viimeisessa optimoinnin vaiheessa piti selvittda, toimivatko ChAT- ja c-Fos-DAB -var-
jaykset yhdessa RetroBeadien (RB) kanssa, kun tiedettiin niiden toimivan erikseen var-
jaysten kanssa. DAB-substraattiliuoksen annettiin vaikuttaa 2,5 minuuttia, koska leikkeet
nayttivat tummuvan lilkaa silmin havaittaessa. Varsinaista koetta varten paatettiin aikaa
kuitenkin pidentaa. Vaikka leikkeet nayttivatkin tummuvan liikkaa, olisivat ne kuitenkin voi-
neet olla DAB-liuoksessa pidemman aikaa, jotta varjays nakyisi tummempana eli selke-

ammin soluissa.

Kuvassa 12 on havainnollistettu, miltd kolinerginen hermosolu fluoresenssimikroskoo-

pilla nayttaa, jossa nakyvat RB:t sekd molemmat varjaykset.

Kuva 12. Hiiren 542 aivoleikkeesta otettu kuva 20-kertaisella suurennoksella, jossa esitelty koli-
nerginen neuroni, jossa on RetroBead, cFos-DAB- ja ChAT -varjays (A), cFos-DAB- ja ChAT
-varjays (B) ja pelkka ChAT-varjays (C).

Kuvassa 12 punaisella nuolella on osoitettuna solu (A), jossa molemmat varjaykset ovat
onnistuneet seka RB:t nakyvat solussa. Siniselld nuolella osoitettu solu (B) on havain-
nollistamassa solua, jossa nakyy ChAT- seka cFos-DAB -varjays, mutta ei RB:a. Keltai-

nen nuoli osoittaa solua (C), jossa on ChAT-varjatty solu ilman cFos-DAB -varia tai RB:a.
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4.2 Menetelman soveltaminen

Varsinainen tyo aloitettiin kolmoiskuvantamismenetelman kehityksen jalkeen. Varsinai-
sessa kokeessa RetroBeadit (RB) laimennettiin ennen injektiota 1:4, jotta injektorit eivat
olisi tukkeutuneet. Laimennus naytti parantavan injektorien toimintaa eika se mydskaan

vaikuttanut RB:n nakyvyyteen leikkeessa.

4.2.1 RetroBead-injektiot

Varsinaisessa tydssa tarkasteltiin RB:n injektiokohtia, vaikka optimointivaiheessa tarkat
injektiokohdat olivatkin jo optimoitu. Injektiokohtien tarkastelulla haluttiin varmistua injek-
tioiden paatymisesta oikeaan kohtaan aivoja. Koska aivot eivat ole tarkalleen identtisia,
voi injektiokohdat optimoinnista huolimatta paatya vaaraan kohtaan. Tarkastelua helpotti
RB:n jattama tarkkarajainen injektiokohdan jalki leikkeeseen. Kuvassa 13 nahdaan hiiren
RB-injektiokohta (A) ja kuva aivokartastosta (B).

Kuva 13. A-kuva otettu 2,5-kertaisella suurennoksella varjadmattomasta hiiren 539 aivoleik-
keesta. B-kuva on havainnollistamassa injektiokohtaa aivokartaston kuvassa (B: Franklin &
Paxinos 2012: Figure 42, muok. 3.4.2017).

Kuvassa 13 A-puolen kuvassa oleva musta nuoli osoittaa injektiokohtaa, joka nakyi leik-
keessa punertavana teravana viivana. B-puolen kuvassa on kaytetty aivokartaston ku-
vaa havainnollistamaan tarkkaa kohtaa injektioista. Aivokartastossa kohta BLA oli
paikka, johon injektio pyrittiin saamaan. Punaiset nuolet osoittavat katkoviivoin rajatulle
alueelle, joka on kohta, johon injektio yritettiin kokeessa saada. Injektio nayttaisi kysei-

sen kuvan pohjalta menneen hiirella oikeaan kohtaan ainakin toisella puolella aivoista.
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Taulukossa 3 on merkitty kaikkien kahdeksan hiiren leikkeista otettujen kuvien perus-
teella katsottujen injektioiden onnistuminen. RB-kohdat leikkeissa kuvattiin erikseen va-

lomikroskoopilla.

Taulukko 3.  RetroBead-injektioiden onnistuminen hiirilla.

Hiiri nro.|Onnistunut toinen puoli [Onnistunut molemmat puolet [Ei onnistunut
535 X
536
537
538
539
540 X
541 X
542 X

X | X | X | X

Taulukosta 3 nahdaan viiden hiiren injektioiden onnistuneen hyvin molemmilta puolilta.
Kahden hiiren injektiot nayttivdt menneen ainakin toiselta puolelta oikeaan kohtaa, ja
yhdella hiirelld kuvien perusteella injektio ei nayttanyt onnistuneen. Tulokset eivat kui-
tenkaan anna valttamatta aina aivan tarkkaa kuvaa injektioiden onnistumisesta, silla jaa-
leikkeita tehdessa hiirien aivot ovat voineet olla esim. hiukan vinossa, jolloin injektiokohta
saattaa nayttaa olevan leikkeella hiukan vaarassa kohtaa aivoja. Vasta solujen laskemi-
nen ja injektiokuvien tarkkailu yhdessa antavat optimaalisen kuvan injektioiden todelli-

sesta onnistumisesta.

4.2.2 Tilastolliset tulokset

ChAT-soluista laskettiin ne, joissa nakyi RetroBead (RB) ja ne joissa nakyi RB seka c-
Fos-proteiini. Solut laskettiin erotellen ChAT-solut ylempana ja alempana leikkeissa na-

kyviin etuaivojen pohjaosassa sijaitseviin soluihin kuten esiteltyna kuvassa 14.
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Kuva 14. Kuva otettu hiiren 540 aivoleikkeesta 20-kertaisella suurennoksella havainnollistamaan
solujen laskussa kaytettya rajaa ylapuolen (A) ja alapuolen (B) ChAT-solujen valilla.

Taulukossa 4 on esiteltyna leikkeissa alhaalla nakyviin ChAT-soluihin. Solut on laskettu
erotellen ne ChAT-solut, joissa nakyi RB:a, ja ne, joissa oli RB:a seka c-Fos-proteiinia.
Taulukkoon 4 on my0ds laskettu RB:a ja c-Fos-proteiinia sisaltavien asetyylikoliinisolujen
(ChAT-positiiviset) %-osuus niista soluista, joissa nakyi vain ChAT-varjays ja RB:t. Tau-
lukkoon 4 on myés esitelty hiiret, jotka olivat sydmiskokeessa joko kontrollihiiria tai su-

kroosia juovia hiirid. Sukroosihiiret ovat korostettu taulukkoon 4,5 ja 6 keltaisella varilla.
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Taulukko 4. Leikkeissa alapuolella nakyvien solujen maarat taulukoituna.

Hiiri nro. |Syomiskoe |ChAT + RB (ala) |ChAT + RB + cFos (ala) | cFos %-osuus ChAT + RB -soluista
535 kontrolli 15 0 0%
536 sukroosi 12 3 25%
537 kontrolli 57 2 4%
538 sukroosi 31 2 6 %
539 kontrolli 6 0 0%
540 sukroosi 6 0 0%
541 kontrolli 35 6 17 %
542 sukroosi 18 5 28 %

Taulukosta 4 ndhdaan sukroosihiirilla olevan korkeammat %-osuudet kuin kontrollihiirilla.
Vaikka hiiren 535 injektiokuvista tehtiin paatelmat injektioiden epaonnistumisesta, tulok-
sissa kuitenkin RB:t ovat olleet oikeissa ChAT-soluissa ja luultavasti injektio oli kuitenkin
onnistunut. Hiiren 540 solujen laskeminen tuotti vaikeuksia, silla leikkeista otetut kuvat
eivat olleet hyvia. ChAT-solut, joissa nakyi RB:t, oli kuvista helppo laskea eli niiden tu-
losta voidaan pitaa luotettavana, mutta c-Fos-proteiinin osuutta ChAT-varjaytyneista RB-
soluista ei voi sanoa luotettavaksi. Hiiren 540 tulos jatettiinkin huomioimatta tehdyssa t-
testin tuloksissa. Hiirella 541 oli todella suuri maara c-Fos-proteiinia eli aktiivisia ChAT-
soluja. Tdma voi johtua siitd, ettd perustasoltaan hiirelld 541 oli enemman c-Fos-aktiivi-
suutta tai c-Fos-proteiini varjaytyi paremmin ja siksi sita nayttaa olevan enemman. Ku-
vassa 15 on t-testin tulokset esiteltyna kuvaajana. T-testin teossa kaytettiin taulukon 4

c-Fos %-osuus ChAT + RB -soluista -arvoja.
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Kuva 15. T-testin tulos c-Fos %-osuus RetroBead ja ChAT -soluista, leikkeiden alapuolelta las-
ketuista ChAT-soluista.
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Kuvassa 15 olevan kuvaajan t-testin tuloksiin on jatetty hiirien 540 ja 541 arvot huomioi-
matta, silla ne eivat olleet luotettavat kyseissd kokeessa. Kuvaajasta ndhdaan su-
kroosihiirilla olevan suurta hajontaa tuloksissa, kun taas kontrollihiirilla hajonta on paljon
pienempi. Hajonta sukroosihiirilla johtui siita, etta pienin t-testissa kaytetty arvo on 6 %
ja suurin 28 % ja otoskoko oli niin pieni. T-testin tuloksia alapuolelta leikkeista laskettujen
c-Fos %-osuudesta ChAT + RB -soluista (t=2,61, p=0,059) ei voi pitaa tilastollisesti mer-

kitsevina.

Taulukossa 5 on esiteltyna leikkeissa ylhaalla nakyvat ChAT-solut. Taulukkoon 5 on esi-

telty samat tiedot kuin taulukossa 4.

Taulukko 5.  Leikkeissa ylapuolella nakyvien solujen maarat taulukoituna.

Hiiri nro. |Syomiskoe |ChAT + RB (yld) |ChAT + RB + cFos (yld) | cFos %-osuus ChAT + RB -soluista
535 kontrolli 17 2 12%
536 sukroosi 9 1 11 %
537 kontrolli 24 0 0%
538 sukroosi 17 1 6 %
539 kontrolli 11 0 0%
540 sukroosi 33 3 9%
541 kontrolli 6 3 50 %
542 sukroosi 8 1 13 %

Taulukosta 5 nahdaan taas hiirelld 541 olevan todella suuri c-Fos %-osuus ChAT + RB
-soluista, joka mahdollisesti johtuu jo aiemmin mainituista syista. Hiirelld 540 on taulu-
kossa 5 solujen laskussa korkeampi prosentuaalinen lukema kuin taulukossa 4, mika
varmasti kuvaa paremmin todellista arvioita c-Fos-proteiinin maarasta leikkeessa. Tulos
voisi toisaalta olla jopa suurempikin, jos solut olisivat olleet paremmin laskettavissa.
Kontrollihiirelld 535 on ylapuolelta lasketuista soluista korkeampi c-Fos %-osuus. Koska
ChAT-varjattyja ja RB:a sisaltavia soluja on ollut kokonaisuudessa melko vahan, on %-

osuus talléin suurempi.

Kuvassa 16 on t-testin tulokset esiteltyna kuvaajana. T-testin teossa kaytettiin taulukon

5 c-Fos %-osuus ChAT + RB -soluista -arvoja.
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Kuva 16. T-testin tulos c-Fos %-osuus RetroBead + ChAT -soluista, leikkeiden ylapuolelta laske-
tuista ChAT-soluista.

Kuvassa 16 olevassa kuvaajassa t-testin tuloksiin on jatetty hiirien 540 ja 541 arvot huo-
mioimatta, silld ne eivat olleet tarpeeksi luotettavia. Kuvassa 16 nahdaan kontrollihiirilla
olevan suurta hajontaa tuloksissa, kun taas sukroosihiirilld hajonta on paljon pienempi.
Hajonta kontrollihiirilla johtui siita, etta t-testissa kaytetyt arvot vaihtelevat 0 % ja 12 %:n
valilla ja otoskoko oli niin pieni. T-testin tuloksia alapuolelta leikkeistd laskettujen c-Fos
%-osuudesta ChAT + RB -soluista (t=1,52, p=0,189) ei voi pitaa tilastollisesti merkitse-

vina.

Taulukossa 6 on esiteltyna alapuolelta seka ylapuolelta nakyvien ChAT-solujen yhteen-

laskettu maara. Taulukkoon 6 on esitelty samat tiedot kuin taulukoissa 4 ja 5.

Taulukko 6. Leikkeissa ala- ja ylapuolella nakyvien solujen yhteenlasketut maarat taulukoituna.

Hiiri nro. [Syémiskoe |ChAT + RB (ala+yld) |ChAT + RB +cFos (ala+yld) | cFos %-osuus ChAT + RB -soluista
535 kontrolli 32 2 6 %
536 sukroosi 21 4 19%
537 kontrolli 81 2 2%
538 sukroosi 48 3 6 %
539 kontrolli 17 0 0%
540 sukroosi 39 3 8%
541 kontrolli 41 9 22 %
542 sukroosi 26 6 23 %
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Hiirella 541 luonnollisesti myo6s yhteenlaskettujen solujen maarassa on korkeampi tulos.
Kontrollihiirelld 535 on yhteenlasketuista soluista korkeampi c-Fos-proteiinin %-osuus,
kuin esim. sukroosihiirella nro. 538. Tama johtuu siita, etta kontrollihiirellda 535 on pie-
nempi kokonaismaara laskettuja ChAT-varjattyja RB -soluja. Koska ChAT-varjattyja ja
RB:a siséltavia soluja on ollut kokonaisuudessa vahemman, on %-osuus talldin suu-

rempi.

Kuvassa 17 on t-testin tulokset esiteltyna kuvaajana. T-testin teossa kaytettiin taulukon

6 c-Fos %-osuus ChAT + RB -soluista -arvoja.
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Kuva 17. T-testin tulos c-Fos %-osuus RetroBead + ChAT -soluista, leikkeista yla- ja alapuolelta
yhteenlasketuista ChAT-soluista.

Kuvassa 17 olevan kuvaajan t-testin tuloksiin on jatetty hiirien 540 ja 541 arvot huomioi-
matta, silld ne eivat olleet tarpeeksi luotettavia. Kuvaajassa 17 nahdaan sukroosihiirilla
olevan suurta hajontaa tuloksissa, kun taas kontrollihiirilld hajonta on paljon pienempi.
Hajonta kontrollihiirilla johtui siita, ettad t-testissa kaytetyt arvot vaihtelevat 6 % ja 23 %:n
valilla ja otoskoko oli niin pieni. T-testin tuloksia yla- ja alapuolelta yhteenlaskettujen c-
Fos %-osuudesta ChAT + RB -soluista (t=2,46, p=0,0699) ei voi pitaa tilastollisesti mer-

kitsevina.
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5 Yhteenveto

Kolmoiskuvantamismenetelman kehittdminen onnistui hyvin. RetroBeadit (RB) on toi-
miva menetelma uusien ja tunnettujen hermoyhteyksien tutkimisessa. Huomattava etu
muihin hermoyhteyksissa kulkeutuviin merkkiaineisiin verrattuna oli RB:n jattama tark-
karajainen injektiokohdan jalki, joka koettiin tassakin tyossa erittain hyvaksi ominaisuu-
deksi. Injektiokohdan nakyvyydelld voidaan helposti ensin optimoida haluttu injek-
tiokohta ennen varsinaisia kokeita, mika tuo varmuutta varsinaisten kokeiden suorittami-

selle ja siten nopeuttaa mahdollisesti niiden suoritusta.

RB:n todettiin soveltuvan myds hyvin kaytdéssa olevien immunohistokemiallisten varjays-
ten (c-Fos-DAB, ChAT) kanssa, ja niiden nakyvyys mikroskoopilla oli erinomainen.
Tassa tydssa huomattiin RB:n nakyvan hyvin 10-kertaisella suurennoksella, mutta tar-
kemmassa solujen laskentavaiheessa oli tarpeen ottaa kuvat 20-kertaisella suurennok-
sella. Injektioissa olisi voitu jo optimointivaiheessa kayttaa laimennettua RB:a, silla lai-
mennetun ja laimentamattoman RB:n nakyvyydessa ei huomattu merkittavia eroja. RB:n
laimentaminen helpotti injektorien tukkeutumista ja nopeutti tydskentelya injektioiden

kanssa.

Aivoleikkeiden kuvaaminen onnistui melko hyvin. Kuvat olivat melkein kaikista leikkeista
riittdvan tarkkoja laskemiseen, mutta kuvaaminen vei ehdottomasti eniten aikaa koko
tydssa. Yhden koe-eldimen leikkeista ei voitu olla riittdvan varmoja solujen maarasta,
silla kuvat eivat olleet tarpeeksi tarkkoja. Kyseisen hiiren tulokset jatettiinkin huomioi-

matta tilastollisessa analyysissa.

Solujen laskennassa kaytettiin konservatiivista solujen mukaanoton kriteeria, jotta valtyt-
tiin vaaran positiivisen tuloksen syntymiseltd. Mukaan laskettiin sellaiset solut, joissa na-
kyi selkeasti musta c-Fos-proteiini-piste, mutta ne joista ei tayttd varmuutta ollut, jatettiin
ne laskuista pois. Solujen laskemisessa taytta varmuutta solujen maarasta ei voi olla,
silld aktivoituneita soluja on voinut olla todellisuudessa enemman, koska mahdollisesti
leikkeiden pinnalla olevat solut ovat olleet tummimpia variltdan tai solujen aktivaatiota-
soissa on voinut olla eroja, jolloin jotkut solut ovat varjaytyneet tummemmiksi. Tama on

voinut vaikuttaa t-testin tuloksiin.
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Varsinaisten syomiskokeiden tuloksissa ei ollut tilastollista merkitsevyytta, mutta niista
kuitenkin nakyi selvia eroja kontrolli- ja sukroosiryhman valilla, mika oli hypoteesina ky-
seiselle kokeelle. Nailla tuloksilla nayttaa silta, etta etuaivojen pohjaosasta lahtevalla ja
mantelitumakkeeseen paattyvalla hermoyhteydelld kolinergisessa signaloinnissa saat-
taa olla merkitysta ruokahalunsaatelyssa. Jos kyseisessa kokeessa olisi ollut esimerkiksi
kaksinkertainen maara koe-elaimia, olisi tulos luultavasti ollut jo tilastollisesti merkittava,
vaikka osa hiirista olisi jouduttu varsinaisista tuloksista hylkaamaan. Tilastollista testia
varten kahdeksan hiiren otos on erittain pieni, mika nakyy erityisesti tulosten hajonnassa.
Koska paapaino tydssa oli kolmoiskuvantamismenetelman kehittamiselld, ei varsinai-
sessa kokeessa kaytetty enempaa koe-eldimia. Kyseisen hermoyhteyden tutkimuksia
olisi ehdottomasti mielenkiintoista jatkaa ruokahalun saatelyn ndkdkulmasta, koska jo
naiden tulosten perusteella voidaan sanoa kolinergisella signaloinnilla olevan mahdolli-
sesti rooli ruokahalun saatelyssa. Tutkimukset vaatisivat kuitenkin suuremman otoksen

koe-elaimia tilastollisen analyysin luotettavuuden vuoksi.
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ChAT-vasta-ainevarjays

Paiva 1.

Leikkeiden pesu 6-kuoppalevylla 3 x 5 min 1xPBS:lIa.

Muutosten palauttaminen (antigen retieval): Laita pestyt leikkeet eppendorf-put-

keen ja peita leikkeet 10 mM sitraatilla, pH 8,5 (15 min).

. Anna jaahtya huoneenlampdiseksi ennen pesua n. 5-10 min.

Leikkeiden pesu 6-kuoppalevylla 3 x 5 min 1xPBS:lIa.
Blokkaus suoritetaan 24-kuoppalevylla, johon pipetoidaan 500 ul blokkausliuosta
(blocking solution) leikkeiden kanssa. Blokkaa leikkeitd 1 h huoneenldammdssa

koko ajan sekoittaen.

Primaarivasta-ainekasittely: Pipetoi blokattujen leikkeiden ja blokkausliuoksen

sekaan 5 ul 1:100 goat anti-chat AB144P vasta-ainetta.

Inkuboi leikkeitad yén yli +4 °C:ssa koko ajan sekoittaen valolta suojattuna.

Paiva 2.

1.

Leikkeiden pesu 6-kuoppalevylla 3 x 5 min 1xPBS:lIa.

Sekudaarivasta-ainekasittely: Pipetoi 24-kuoppalevylle leikkeiden paalle 500 pl
blokkausliuosta ja 0,5 pyl 1:1000 donkey anti-goat 488 A-11055 vasta-ainetta.

Inkuboi leikkeitd 2 h huoneenlammdssa koko ajan sekoittaen valolta suojattuna.

Leikkeiden pesu 6-kuoppalevylla 3 x 5 min 1xPBS:lla valolta suojaten.

Pesujen jalkeen leikkeet voidaan asetella mikroskooppilaseille.
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ChAT-vasta-aineviarjayksessa tarvittavien liuosten valmistusohjeet:

Blokkausliuos (ChAT):

1 % BSA — 0,05¢
10 % Donkey serum — 0,5ml
0,3 % Triton — 15 pl

1xPBS — laimenna 5 ml:ksi
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C-Fos-DAB -vasta-ainevarjays

Paiva 1.

1. Leikkeiden pesu 6-kuoppalevylla 3 x 5 min 1xPBS:lIa.

2. Muutosten palauttaminen (antigen retieval): Laita pestyt leikkeet eppendorf-

putkeen ja peita leikkeet 10 mM sitraatilla, pH 8,5 (15 min).

3. Anna jaahtya huoneenlampdiseksi ennen pesua n. 5-10 min.

4. Leikkeiden pesu 6-kuoppalevylla 3 x 5 min 1xPBS:llIa.

5. Blokkaus suoritetaan 24-kuoppalevylla, johon pipetoidaan 500 pl blokkaus-
liuosta (blocking solution) leikkeiden kanssa. Blokkaa leikkeita 1 h huoneen-

lammossa.

6. Vetyperoksiidikasittely: Pipetoi 6-kuoppalevylle n. 5 ml 1 % H20: leikkeiden

sekaan ja inkuboi huoneenlammdssa 1 h.

7. Leikkeiden pesu 6-kuoppalevylla 3 x 5 min 1xPBS:lla.

8. Blokkaus suoritetaan 24-kuoppalevylla, johon pipetoidaan 500 pl blokkaus-
liuosta (blocking solution) leikkeiden kanssa. Blokkaa leikkeita 1 h huoneen-

lammossa koko ajan sekoittaen.

9. Primaarivasta-ainekasittely: Pipetoi blokattujen leikkeiden ja blokkausliuok-

sen sekaan 1 yl 1:500 rabbit anti-cFos sc-52 vasta-ainetta.

10. Inkuboi leikkeita yon yli +4°C koko ajan sekoittaen valolta suojattuna.

Paiva 2.

1. Leikkeiden pesu 6-kuoppalevylla 3 x 5 min 1xPBS:lIa.
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Sekudaarivasta-ainekasittely: Pipetoi 24-kuoppalevylle leikkeiden paalle 500 pl
blokkausliuosta ja 2,5 pl 1:200 horse biotinylated anti-rabbit, Vector cat#BA-1100

vasta-ainetta.

Inkuboi leikkeitd 2 h huoneenlammdssa koko ajan sekoittaen valolta suojattuna.

. Valmista n. 15 min ennen sekundaarivasta-ainekasittelyn paattymista ABC-liuos

24-kuoppalevylle. Pipetoi ABC-kitistd A-liuosta 2 pl, B-liuosta 2 pl ja 500 ul PBS.

Anna ABC-liuoksen inkuboitua valolta suojattuna 30 min, ilman sekoitusta.

Leikkeiden pesu 6-kuoppalevylla 3 x 5 min 1xPBS:lla valolta suojaten.

Inkuboi leikkeitd ABC-liuoksessa huoneenlammadssa valolta suojattuna koko ajan

sekoittaen 1 h.

Leikkeiden pesu 6-kuoppalevylla 3 x 5 min 1xPBS:lla valolta suojaten.
DAB-reaktio nikkelilla: Valmista DAB-substraattiliuos kitin ohjeiden mukaisesti
falcon-putkeen, sekoita hyvin ja peita falcon-putki foliolla. Suorita DAB-reaktio 6-
kuoppalevylld koko ajan sekoittaen ja ota aika reaktionkulusta. Muista suojata

leikkeet reaktion aikana valolta. (DAB-reaktio tulee suorittaa vetokaapissal!)

Leikkeiden pesu 6-kuoppalevylla 3 x 5 min 1xPBS:lla valolta suojaten.

10. Pesujen jalkeen leikkeet voidaan asetella mikroskooppilaseille.



C-Fos-DAB-vasta-ainevarjayksessa tarvittavien liuosten valmistusohjeet:

1% HzOz:

30 % H20;
1xPBS

Blokkausliuos (cFos):

3 % BSA

10 % Donkey serum
0,3 % Triton

1xPBS

— 0,1 ml

— 10 ml

0,159
— 0,5ml
— 15 }Jl

— laimenna 5 ml:ksi

Liite 2
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C-Fos-DAB- ja ChAT-vasta-ainevarjaykset yhdistettyna

Paiva 1.

1. Leikkeiden pesu 6-kuoppalevylla 3 x 5 min 1xPBS:lIa.

2. Muutosten palauttaminen (antigen retieval): Laita pestyt leikkeet eppendorf-

putkeen ja peita leikkeet 10 mM sitraatilla, pH 8,5 (15 min).

3. Anna jadhtya huoneenlampdiseksi ennen pesua n. 5-10 min.

4. Leikkeiden pesu 6-kuoppalevylla 3 x 5 min 1xPBS:llIa.

5. Blokkaus suoritetaan 24-kuoppalevylla, johon pipetoidaan 500 pl blokkaus-
liuosta (blocking solution) leikkeiden kanssa. Blokkaa leikkeita 1 h huoneen-

lammossa.

6. Vetyperoksiidikasittely: Pipetoi 6-kuoppalevylle n. 5 ml 1 % H20: leikkeiden

sekaan ja inkuboi huoneenlammadssa 1 h.

7. Leikkeiden pesu 6-kuoppalevylla 3 x 5 min 1xPBS:lla.

8. Blokkaus suoritetaan 24-kuoppalevylla, johon pipetoidaan 500 pl blokkaus-
liuosta (blocking solution) leikkeiden kanssa. Blokkaa leikkeita 1 h huoneen-

lammossa koko ajan sekoittaen.

9. Primaarivasta-ainekasittely: Pipetoi blokattujen leikkeiden ja blokkausliuok-

sen sekaan 1 yl 1:500 rabbit anti-cFos sc-52 vasta-ainetta.

10. Inkuboi leikkeita yon yli +4°C koko ajan sekoittaen valolta suojattuna.

Paiva 2.

1. Leikkeiden pesu 6-kuoppalevylla 3 x 5 min 1xPBS:lIa.
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Sekudaarivasta-ainekasittely: Pipetoi 24-kuoppalevylle leikkeiden paalle 500 pl
blokkausliuosta ja 2,5 pl 1:200 horse biotinylated anti-rabbit, Vector cat#BA-1100

vasta-ainetta.

Inkuboi leikkeitd 2 h huoneenlammdssa koko ajan sekoittaen valolta suojattuna.

. Valmista n. 15 min ennen sekundaarivasta-ainekasittelyn paattymista ABC-liuos

24-kuoppalevylle. Pipetoi ABC-kitistd A-liuosta 2 pl, B-liuosta 2 pl ja 500 ul PBS.

Anna ABC-liuoksen inkuboitua valolta suojattuna 30 min, ilman sekoitusta.

Leikkeiden pesu 6-kuoppalevylla 3 x 5 min 1xPBS:lla valolta suojaten.

Inkuboi leikkeitd ABC-liuoksessa huoneenlammadssa valolta suojattuna koko ajan

sekoittaen 1 h.

Leikkeiden pesu 6-kuoppalevylla 3 x 5 min 1xPBS:lla valolta suojaten.

DAB-reaktio nikkelillda: Valmista DAB-substraattiliuos kitin ohjeiden mukaisesti
falcon-putkeen, sekoita hyvin ja peita falcon-putki foliolla. Suorita DAB-reaktio 6-
kuoppalevylld koko ajan sekoittaen ja ota aika reaktionkulusta. Muista suojata

leikkeet reaktion aikana valolta. (DAB-reaktio tulee suorittaa vetokaapissal!)
Leikkeiden pesu 6-kuoppalevylla 3 x 5 min 1xPBS:lla valolta suojaten.

Blokkaus suoritetaan 24-kuoppalevylla, johon pipetoidaan 500 ul blokkausliuosta
(blocking solution) leikkeiden kanssa. Blokkaa leikkeitd 1 h huoneenlammdssa

koko ajan sekoittaen.

Primaarivasta-ainekasittely: Pipetoi blokattujen leikkeiden ja blokkausliuoksen

sekaan 5 pl 1:100 goat anti-chat AB144P vasta-ainetta.

10. Inkuboi leikkeita yon yli +4°C koko ajan sekoittaen valolta suojattuna.
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Leikkeiden pesu 6-kuoppalevylla 3 x 5 min 1xPBS:lIa.
Sekudaarivasta-ainekasittely: Pipetoi 24-kuoppalevylle leikkeiden paalle 500
Ml blokkausliuosta ja 0,5 pl 1:1000 donkey anti-goat 488 A-11055 vasta-ai-

netta.

Inkuboi leikkeitd 2 h huoneenlammdssa koko ajan sekoittaen valolta suojat-

tuna.

Leikkeiden pesu 6-kuoppalevylla 3 x 5 min 1xPBS:lla valolta suojaten.

Pesujen jalkeen leikkeet voidaan asetella mikroskooppilaseille.
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C-Fos-DAB- ja ChAT-vasta-ainevarjayksissa tarvittavien liuosten valmistusohjeet:

1% HzOz:
30 % H20: — 0,1 ml
1xPBS — 10 ml

Blokkausliuos (cFos):

3 % BSA —0,15¢

10 % Donkey serum — 0,5 ml

0,3 % Triton — 15yl

1xPBS — laimenna 5 ml:ksi

Blokkausliuos (ChAT):

1 % BSA — 0,05¢g
10 % Donkey serum — 0,5ml
0,3 % Triton — 15 pl

1xPBS — laimenna 5 ml:ksi



