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Opinnaytetyo lysergihapon dietyyliamidin (LSD) vaikutukset ruokahaluun ja hermoso-
lujen aktivaatioon tehtiin tutkimus- ja opetuskeskus Biomedicum Helsingissa laaketie-
teellisen tiedekunnan farmakologian osastolla. Opinnaytetydn tavoitteena oli tutkia
LSD:n vaikutuksia ruokahaluun ja aivojen hermosolujen aktivaatioon hiirimallissa.
Tama opinnaytetyo toimii jatkona Biomedicumissa olevalle laajemmalle tutkimus-
tyodlle, jossa tutkitaan sydmishairioita, kuten ahmimissyomista, ja naiden hairididen
mahdollisia parannuskeinoja.

Lihavuuden ja metabolisen oireyhtyman simulointia koe-elaimilla kaytetaan lihavuu-
den patogeneettisten mekanismien tutkimiseen ja ladkkeiden kehittdmiseen. Tutki-
muksessa hiiret jaettiin neljaan rynmaan, joilla jokaisella oli oma ruokintamalli ja in-
jektiolaakitys. Riippuen ryhmasta, johon hiiret kuuluivat, niille injisoitiin LSD:ta tai suo-
laliuosta. Ruokavalio koostui joko hiirille tarkoitetusta tavallisista ruokapelleteista tai
maukkaasta, runsasrasvaisesta ruoasta. Talla testattiin LSD:n vaikutusta tavalliseen
ja ahmimissyomistyyppiseen ruokahaluun.

Seuraavassa vaiheessa tutkittiin tutkittavien hiirien aivokudosnaytteista LSD:n yh-
teytta ruokahaluun ja hermosolujen aktivaatioon. Hermosolujen aktiivisuutta tutkittiin
varjaamalla aivokudosleikkeet c-Fos-immunohistokemiallisella varjaysmenetelmalla.
Varjatyt aivokudosnaytteet kuvannettiin valomikroskoopilla ja aktivoituneet c-Fos-so-
lut laskettiin tietokoneohjelman avulla seka manuaalisesti. T-testia ja kaksisuuntaista
ANOVA-varianssianalyysia kaytettiin saadun datan analysointiin.

Ruokahalun saatelykokeesta saadut tiedot osoittivat, ettd LSD vahensi selvasti ruo-
kahalua ahmintatyyppista syomiskayttaytymista hiirilla ja normaalisti syovilla hiirilla.
LSD:n vaikutus hermosolujen aktivoitumiseen oli myds huomattava, tilastollisesti
merkitseva vaikutus havaittiin 10:113 tutkituista 30 aivoalueesta. Havaittiin myos kaksi
aluetta, joilla oli seka LSD:n etta ruoan yhdysvaikutus ja yksi alue, jossa oli vain
ruoan merkitseva vaikutus. Jaljella olevilla 17 aivoalueella c-Fos-solujen lukumaara
oli samalla tasolla kuin suolaliuosta saaneilla koe-elaimilla. LSD:n havaittu vaikutus
tassa opinnaytetyodtutkimuksessa on mielenkiintoinen ja kannustaa jatkotutkimuksiin.

Avainsanat: LSD, c-Fos, ahmintahairio, ruokahalu
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This thesis study concerning the effects of LSD on appetite and neuronal activation
was conducted at the Biomedicum, Department of Pharmacology, Faculty of Medi-
cine. The aim was to study the effects of LSD on appetite and brain neuronal activa-
tion in a mouse model. This study is part of a larger research project at Biomedicum,
which is investigating eating disorders such as binge eating and possible ways to
cure them.

The simulation of obesity and metabolic syndrome in laboratory animals is used to
study the pathogenetic mechanisms of obesity and to develop drugs for its treatment.
Mice used in the study were divided into four groups, each with its own feeding pat-
tern and medication. Depending on the group to which the mice belonged, they were
injected with LSD or saline. The diet consisted of either the usual food pellets or a
tasty high-fat diet. This was used for testing the effect of LSD on appetite.

In the next stage, brain tissue samples from the mice studied were used to investi-
gate the relationship between LSD's effect on appetite and neuronal activation. Neu-
ronal activation was verified by staining brain tissue sections with c-Fos immunohisto-
chemical staining. Stained brain tissue samples were imaged by light microscopy and
activated c-Fos cells were counted using computer software and also manually. T-
test and the two-way ANOVA variance analysis were used to analyze the obtained
data.

Data from the appetite regulation (binge) experiment showed that LSD markedly re-
duced food eating in both binge eating mice and normal eating mice. The effect of
LSD on neuronal activation was also notable, with a statistically significant effect ob-
served in 10 of the 30 brain regions examined. There were also two areas where an
interaction effect of both LSD and food was observed, and one area where only food
had a significant effect. In the remaining 17 brain areas, the number of c-Fos cells
was at the same level as in the saline-treated animals. The observed effect of LSD in
this thesis study is interesting and encourages further studies.

Keywords: LSD, c-Fos, Binge eating, appetite
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1 Johdanto

Opinnaytetyo toteutettiin Biomedicumin laaketieteellisen tiedekunnan farmako-
logian osastolla. Farmakologian yksikko tarjoaa ladketieteellista ja hammaslaa-
ketieteellista perusopetusta laakeaineiden vaikutuksista, vaikutusmekanis-
meista ja laakkeiden kayttdtavoista eri sairauksissa. Lisaksi osastolla tehdaan
tieteellista tutkimustoimintaa. [1.] Tama opinnaytetyd toimii jatkona farmakolo-
gian osastolla olevalle laajemmalle tutkimustyodlle, jossa tutkitaan syomishairi-

0ita, kuten ahmimissyomista, ja naiden hairididen mahdollisia parannuskeinoja.

Yleisimpia syomishairidita ovat anoreksia nervosa, bulimia nervosa ja ahminta-
hairio. Kun ihminen alkaa olla niin huolissaan ruoasta ja painosta, etta hanen on
yha vaikeampi keskittya muihin elamansa osa-alueisiin, se voi olla varhainen
merkki syomishairiosta. Tallaiset hairiot ovat mielenterveyden hairigita. llman
hoitoa sydmishairidt voivat hallita henkilon elamaa ja johtaa vakaviin seurauk-
siin. Huonosta maineestaan huolimatta psykedeelit ovat onnistuneet aiemmin
osoittamaan toimivuutensa riippuvuuden torjunnassa. Psilosybiinia sisaltavia
laakkeita on testattu menestyksekkaasti tupakointi- tai alkoholiriippuvuus hoi-
dossa. [2.] Psilosybiinilla ja LSD:lla (d-lysergihapon dietyyliamidi) on samankal-
tainen vaikutusprofiili, minka vuoksi olisi mielenkiintoista tutkia LSD:n mahdolli-

sia terapeuttisia vaikutuksia ahmimissyomisessa.

Opinnaytetyon tarkoituksena oli tutkia LSD:n vaikutuksia ruokahaluun ja aivojen
hermosolujen aktivaatioon hiirimallissa. Hiirimalleja on kaytetty pitkdan tautien
mekanismien tutkimisessa ihmisen ja hiiren genomin samankaltaisuuden ansi-
osta [3]. Tutkimuksen hiiret jaettiin neljaan ryhmaan, joilla jokaisella oli oma ruo-
kintamalli ja injektiolaakitys. Koemenettely alkoi binge-kokeesta, jolla tarkistettiin
LSD:n vaikutus ruoan kulutukseen hiirilla. Seuraavan vaiheen tavoitteena oli tut-
kia yhteys LSD:n vaikuttamisen ruokahaluun ja hermosolujen aktivaatioon va-
lilla. Hermosolujen aktiivisuutta tutkittiin varjaamalla ja laskemalla hiirien aivo-

leikkeista aktivoituneet c-Fos-solut.



2 Teoreettinen tausta

2.1 SyOmishairiot

Syomishairiot ovat kayttaytymistiloja, joille on ominaista vakava ja jatkuva hairio
syomiskayttaytymisessa, seka siihen liittyvat ahdistavat ajatukset ja tunteet.
Sydmishairion tarkkoja syita on vaikea maarittaa, mutta useimmiten kyseessa
on psyykkinen trauma tai geneettinen alttius. [4.] Hairi0 voi johtua myos yhteis-
kunnallisista paineista. Jokaiseen sairauteen liittyy aarimmaisia ruoka- ja paino-
ongelmia, mutta jokaisella sairaudella on kuitenkin ainutlaatuisia oireita, jotka

erottavat sen muista sairauksista.

2.1.1 Laihuushairio

Laihuushairidta (lat. anorexia nervosa) sairastavat ihmiset kieltavat itseltaan
ruokaa nalkaan asti, koska heilla on pakkomielle laihduttamisesta. Anoreksiaa
sairastava henkilo kieltaa nalan ja kieltaytyy syomasta, voi harjoittaa ahmimis-
ja puhdistautumiskayttaytymista tai harrastaa liikkuntaa uupumukseen asti yritta-

essaan rajoittaa, poistaa tai "polttaa" kaloreita.

Anoreksian emotionaalisiin oireisiin kuuluvat artyneisyys, sosiaalinen vieraantu-
minen, mielialan tai tunteiden puute, kykenemattomyys ymmartaa tilanteen va-
kavuutta, pelko sydda julkisesti seka pakkomielteet ruoan ja liikunnan suhteen.
Usein kehitetaan ruokarituaaleja tai poistetaan kokonaisia ruokaryhmia henkilon

ruokavaliosta "lihomisen" pelossa. [5, s. 5-8.]

Anoreksia voi verottaa raskaasti fyysisia voimavaroja. Hyvin vahainen ruoan
saanti ja riittdmaton ravitsemus saavat henkilon laihntumaan. Keho joutuu hidas-
tamaan vauhtia saastaakseen energiaa, mika voi aiheuttaa kuukautisten epa-
saanndllisyytta tai loppumista, ummetusta ja vatsakipuja, sydamen rytmihairi-

Oita, matalaa verenpainetta, nestehukkaa ja univaikeuksia. [6, s. 4.]



2.1.2 Bulimia

Bulimiasta (lat. bulimia nervosa) karsivat inmiset tuntevat itsensa hallitsematto-
miksi, kun he ahmivat lyhyiden ajanjaksojen aikana hyvin suuria maaria ruokaa,
ja yrittavat siten paasta eroon ylimaaraisista kaloreista pakotetun oksentelun,
laksatiivien vaarinkayton tai liiallisen liikunnan avulla. Tasta tulee toistuva sykli,
joka hallitsee monia henkilon elaman osa-alueita ja silla on hyvin kielteinen vai-
kutus seka henkisesti etta fyysisesti. Bulimiasta karsivat inmiset ovat yleensa

normaalipainoisia tai jopa hieman ylipainoisia. [6, s. 5.]

Bulimian emotionaalisiin oireisiin kuuluvat huono itsetunto, joka liittyy tyytymat-
tomyyteen ulkonakoa kohtaan, hallitsemattomuuden tunne, syyllisyyden tai ha-
pean tunne syomisesta seka vieraantuminen ystavista ja perheesta. [5, s. 12—
13.]

Anoreksian tavoin bulimia aiheuttaa fyysisia vaurioita. Ahmiminen ja sen jalkei-
nen oksentaminen voivat vahingoittaa vakavasti sydomiseen ja ruoansulatuk-
seen osallistuvia kehon osia, hampaat vaurioituvat usein oksentamisen vuoksi
ja happamat refluksit ovat yleisia. Liiallinen oksentaminen voi aiheuttaa neste-
hukkaa, joka vaikuttaa elimiston elektrolyytteihin ja johtaa sydamen rytmihairioi-

hin seka sydamen vajaatoimintaan. [5, s. 14-16.]

2.1.3 Ahmintahairio

Ahmintahairidsta (engl. Binge Eating Disorder, BED) karsiva henkild6 menettaa
syomisensa hallinnan ja syo hyvin suuren maaran ruokaa lyhyessa ajassa. Han
saattaa myos sydda suuria maaria ruokaa silloinkin, kun hanella ei ole nalka, tai
sen jalkeen, kun han on epamiellyttavan kyllainen. Tama saa heidat tuntemaan
olonsa noloksi, inhottavaksi, masentuneeksi tai syylliseksi kaytoksestaan. [5, s.
18.]

BED:ta sairastava henkild ei ahmintakohtauksen jalkeen yrita tyhjentaa vatsaa

tai harrastaa lilkkuntaa kohtuuttomasti, kuten anoreksian tai bulimian



tapauksessa. Ahmintahairiosta karsiva henkild voi olla normaalipainoinen, yli-

painoinen tai lihava. [5, s. 19.]

2.1.4 Sairauden hoito

Syomishairidita hoidetaan erilaisilla tekniikoilla. Hoidot vaihtelevat hairion tyypin

mukaan, mutta niihin kuuluvat yleensa seuraavat:

e Psykoterapia, kuten puheterapia tai kayttaytymisterapia.

o Laakkeet, kuten masennuslaakkeet ja ahdistusladkkeet. Monilla syomis-
hairion kanssa elavilla ihmisillda on usein samanaikainen sairaus, kuten
masennus tai ahdistuneisuus. Vaikka syomishairididen varsinaiseen hoi-
toon ei ole saatavilla l1aakkeita, niin on huomattu, ettd nama ladkkeet aut-

tavat taustalla oleviin ongelmiin.

¢ Ravitsemusneuvonta ja painon palautumisen seuranta ovat myos ratkai-
sevan tarkeita. Perhepohjainen hoito on erityisen tarkeaa lapsi- ja nuo-
risoperheille, koska se auttaa perheita varmistamaan paremmin terveelli-

set ruokailutottumukset seka lisaa tietoisuutta ja tukea. [7.]

2.2 Psykedeeliterapia

Hallusinogeenit jakautuvat useisiin eri luokkiin, jotka maaritellaan farmakologi-
sen vaikutusmekanismin ja kemiallisen rakenteen perusteella. Naihin kuuluvat
serotoniini 5-hydroksi-tryptamiini-2A-reseptorin (5-HT2a) agonistit, kuten LSD,
psilosybiini ja N, N-dimetyylitryptamiini (DMT), joita kutsutaan usein klassisiksi
hallusinogeeneiksi tai psykedeeleiksi; sekalaiset serotoniinin ja dopamiinin ta-
kaisinoton estajat ja vapauttajat, kuten 3,4-metyleenidioksi-metamfetamiini

(MDMA), joita kutsutaan myos entaktogeeneiksi. [8, s. 133, 194, 456, 955.]

Hallusinogeenien kaytto on laitonta useimmissa maissa. Hallusinogeenit aiheut-

tavat muuttuneita tajunnantiloja ja valvomattomissa olosuhteissa voivat johtaa



vaarallisiin seurauksiin. Yhdysvalloissa ja monissa Euroopan maissa naita ai-
neita voidaan kuitenkin tutkia laaketieteellisiin tarkoituksiin. Joitakin mielenter-
veyden hairidita, joiden hoitoon psykedeeleilla tuettuja hoitomuotoja tutkitaan

parhaillaan, ovat muun muassa ahdistuneisuus, riippuvuus ja erilaiset stressi-
hairiét. [9, s. 99.]

LSD ja psilosybiini ovat osoittautuneet hyvaksi ahdistuneisuushairion seka alko-
holi- ja nikotiiniriippuvuuden hoidossa. MDMA:lla on myods saatu hyvia tuloksia
ahdistuneisuushairididen, kuten traumaperaisen stressihairion, hoidossa. Mutta
kaikissa tapauksissa, joissa psykedeeleja kaytetaan stressihairididen hoidossa,
terapiaan kuuluu laakityksen lisaksi myos psykoterapia. [10.] Taulukossa 1 on
esitetty muutamia kliinisia tutkimuksia, joissa oli kaytetty psykedeeleja ja niiden

tulokset.



Taulukko 1. Esimerkkeja erilaisista kliinisista tutkimuksista, joissa on kaytetty
psykedeeleja.

Osallistu-

Tutkimuksen » . . Yhteenveto tutkimuk- Tutki-
. jien Diagnoosi
muotoilu
Itse raportoitujen juoma-
Psilosy- Motivaatiota pa|V|_en"Ja"Ju?maputllqen Michael
. e 10 (6 . merkittava vaheneminen P. Bo-
biini (0.3— | edistava tera- o Alkoholi- .. . . ..
. miesta & | .. 32 viikon ajan psilosybii- gen-
0.4 pia; Open la- . riijppuvuus . .
. bel* 4 naista) nin antamisen jalkeen schutz
g Iahtotilanteeseen verrat- [11.]
tuna (p < 0,05).
Kaikilla potilailla masen-
. Unipolaa- nuksen vaikeusaste va- .
Psilosy- . . S N Robin L.
_ Tukeva psyko- 12 (6 rinen hoi- heni jonkin verran 1 vii-
biini (10 . L . . Carhart-
. terapia; Open | miesta & toresis- kon kuluttua hoidon jal- .
mg ja 25 . . . . Harris
label 6 naista) | tentti ma- keen, ja suurimmalla
mg) . o [12.]
sennus osalla potilaista se sailyi 3
kuukauden ajan.
Tassa tutkimuksessa ko-
keellinen annos LSD:ta va-
Tl perfo 11(7 SalraH— hensi merkltsevastl ahdis- Peter
LSD . . teen liit- tuneisuutta. (p < 0,05)
(200 pg) WEIIERLELE Il CHEIE: tyva ah- Nama tulokset pysyivat Gasser
H8) | soissokkokoe | 4 naista) y. . . py y [13.]
distus vakaina ajan myota, ku-
ten 12 kuukauden seu-
ranta osoitti.
MDMA ja tukeva psykote-
rapia verrattuna samaan
. psykoterapiaan, jossa
Krooninen
I in inaktiivista lu- | Michael
MDMA | Tukeva psyko- 20 (3 traumape- aytfe:ctun |"na t”VI.Sta..L! I ?e
. . melaaketta, tuotti kliini- C. Mit-
(125—- terapia; Kak- | miestda & rdinen L L
. . ... | sestija tilastollisesti mer- | hoefer
187.5 mg) | soissokkokoe | 17 naista) | stressihai- . .
e kitsevia parannuksia [14.]
PTSD-oireisiin standardilla
oireasteikoilla mitattuna.
(p < 0,05).

*Open label - kliininen tutkimus, jossa tietoja ei salata tutkimukseen osallistuvilta.




2.3 Tutkittavat aivoalueet

Aivot ovat yksi ihmiskehon suurimmista ja monimutkaisimmista elimista. Ne
koostuvat tiivisti rakentuneista hermosoluista ja niiden haaroista, jotka kommu-
nikoivat keskenaan synapsien valityksella. Aivot on jaoteltu alueisiin, jotka vas-

taavat kukin eri toiminta-alueista (kuva 1). Aivokuori on aivojen uloin kerros,

joka antaa aivoille niiden tyypillisen ryppyisen ulkonaon. Aivokuori jakautuu pi-
tuussuunnassa kahteen aivopuoliskoon, jotka on yhdistetty toisiinsa aivokurkiai-
sella (lat. corpus callosum). [16, s. 29.]

Aivokuori - on mukana useissa;
kelon totminnoissa, mikaan
Iukien: dlyn médrittdminen,
| moottoriteiminto,
irreli ja org
kosketus tunne,
aistintietojen késittely,
kielen kisittely.

Corpus collosum -
vhdistiid kaksi
aivopuoliskoa

Talamus - aistiratojen
Pikkuaiver -
antomaattiset liikkeet,
tasapaino, liikkeiden
TVEIISYYS ja ajoitis

Hyporalamis
ninodostaa
Naivolisikkeen kanssa
Trormonaalisen
sédtelyjirjestelmiin.
Hypotalamus
Fkontrolloi mm. kelion Hippokampis - miuisti
Limpdtilaa, nilkid, ja oppiminen

2 5 Ydinjarke - séiditelee
janoa ja unta.

Thengitysti ja
verenkiertoa.

Amygdala - Hirtyy
tunteisiin
Selkiiydin - ohjaa aivoista
Aivolisike - saapuvia hermoimpudsseja
Trormonien kohiti kohde-elimiii ja
tuotanto ja sddrely pdinvastoin.

Kuva 1. Aivojen eri osat ja niiden yleiset toiminnot. [15, muokattu.]



Perinteisesti kumpikin aivopuolisko on jaettu neljaan lohkoon: otsa-, paalaen-,
ohimo- ja takaraivolohkoihin. Otsalohko vastaa ongelmanratkaisusta, arvostelu-
kyvysta ja motorisista toiminnoista. Paalakilohko hallitsee aistimuksia. Ohimo-
lohko osallistuu muistiin ja kuuloon. Takaraivolohko sisaltaa aivojen visuaalisen
prosessointijarjestelman. Pikkuaivot sijaitsevat aivojen pohjalla, takaosassa ja
vastaavat koordinaatiosta seka tasapainosta. Aivorunko yhdistaa aivot selkayti-
meen ja koordinoi monia elintarkeita toimintoja, kuten hengitysta ja sydamen sy-
ketta. [16, s. 22.]

Taman opinnaytetyon yhteydessa kiinnostuksen kohteena on kuitenkin aivojen
limbinen jarjestelma, koska se sisaltaa hypotalamuksen, joka on vastuussa na-
lan tunteesta. Hypotalamus, huolimatta pienesta koostaan, on tarkein ho-
meostaasia hallitseva keskus. [17, s. 469.] Se sisaltaa eri toimintoja saatelevia
keskuksia, jotka vaikuttavat fysiologisiin perustoimintoihin, kuten ruumiinlam-
poon, tunteisiin, nalkaan, janoon, ruoansulatukseen ja uneen [18]. Lateraalinen
hypotalamus ja lahella oleva substantia innominata osallistuvat ruokailun val-
vontaan. Nailla alueilla on neuronipopulaatio, joka reagoi ruoan nakemiseen ja
maistamiseen, jos elimistd on nalkainen. Tieto siita, mitka visuaaliset arsykkeet
ovat ruokaa, paasee hypotalamukseen ohimolohkon alaosan aivokuorialueen
(lat. inferior temporal cortex) ja amygdalan kautta. Amygdala on tarkea opitta-

essa, mitka visuaaliset arsykkeet ovat ruokaa. [19, s. 12.]

Sellaisilla psykedeelilla kuten LSD:lla ja psilosybiinillda puolestaan on monenlai-
sia vaikutuksia aivoihin, ja niilla on agonistisia ominaisuuksia useissa eri valitta-
jaainereseptoreissa. Niiden affiniteetin serotoniini 5-HT2a-reseptoriin uskotaan
kuitenkin maarittdvan suurelta osin sille ominaiset psykologiset ja siihen liittyvat
neurofysiologiset vaikutukset. [20.] 5-HT2a-reseptorit ovat erityisen keskittyneita
aivojen etuaivokuoreen, claustrumiin [21]. Taman lisaksi hairiintynyt aktiivisuus
ja liitettavyys peruslepotilassa (engl. default mode network) [22], sek& myos va-
hentynyt liitettdvyys parahippokampuksen ja retrospleniaalisen aivokuoren
(engl. Retrosplenial cortex, RSC) valilla korreloi voimakkaasti "egon hajoami-

sen" ja "muuttuneen merkityksen" luokitusten kanssa koehenkiloilla [23].



2.4 D-lysergihapon dietyyliamidi, LSD

Lysergihapon dietyyliamidi on kemiallinen johdos lysergihaposta, joka esiintyy
luonnossa rukiin loissienena. Sveitsilaisen kemistin Albert Hoffmanin toimesta
lysergihapon dietyyliamidi syntetisoitiin ensimmaisen kerran vuonna 1938. [24,
s. 617.] Albert Hoffman oli etsinyt analeptisia ladkeaineita ja analysoinut torajy-
vasienen (lat. Claviceps purpurea) komponentteja, jolloin tydprosessissaan han
eristi LSD:ta. Tuolloin LSD:n psykoaktiiviset ominaisuudet jaivat huomaamatta,
ja vasta vuonna 1943 Hoffman paatti toistaa kokeensa ja syntesoinnin aikana
hanen tydnsa keskeyttivat epatavalliset tuntemukset, joiden seurauksena LSD:n
todelliset vaikutukset I6ydettiin. [25, s. 452.]

LSD:n laaketieteellisia mahdollisuuksia tutkittiin eniten 1950-1960-luvulla,
koska talla yhdisteella uskottiin olevan suuri potentiaali mielenterveyspotilaiden
hoidossa. Mutta tutkimuksen aikakausi ei kestanyt kauan, LSD:n viihdekayttd
lisdantyi dramaattisesti 1960-luvulla, ja Yhdysvaltain ladkevalvontahallinto (engl.
Drug Enforcement Administration, DEA) lisési LSD:n valvottavien aineiden luet-
teloon |. Se mitatdi melkein kaikki taman yhdisteen tutkimukset silloin, huoli-

matta sen mahdollisesta laakepotentiaalista. [23.]

Kemiallisilta ominaisuuksiltaan LSD on varitdon, mauton, hajuton yhdiste, joka
liukenee hyvin veteen ja alkoholiin ja sen sulamispiste on 80-85 °C. LSD:n mo-
lekyylipaino on 323,44 g/mol. Asymmetristen hiiliatomien seurauksena ase-
missa 5 ja 8 LSD:lla on 4 stereoisomeeria. Nama ovat d- ja I-LSD seka d- ja I-
isolysergihapon dietyyliamidit (kuva 2). Vain d-LSD-isomeerilla on psykoaktiivi-
sia ominaisuuksia. Lysergiinihappo ja dietyyliamiini ovat esiasteita, joita kayte-
taan d-lysergiihappo-dietyyliamidin synteesissa. LSD:ta yleensa stabiloidaan

tartaarihapon suolan liuoksessa. [25, s. 453-454.]
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LSD:n stereoisomeerit

\/

Asymmetrinen hiiliatomi C-5

v

I-L5D l-iso-LSD

Kuva 2. LSD:n stereocisomeerit. [26, muokattu.]

LSD:lla on suuri affiniteetti useisiin G-proteiinikytkentaisiin valittajareseptoreihin
keskushermostossa, mutta LSD:n voimakkaat psykoaktiiviset vaikutukset johtu-
vat sen agonistisesta tai osittain agonistisesta aktiivisuudesta aivojen serotoniini
5-HT2a-reseptorissa. Erityisen tarkeita viimeaikaisten tutkimusten mukaan ovat
ne, jotka ilmentyvat neokortikaalisten pyramidisolujen V-kerroksen apikaalisissa
dendriiteissa. [27, s. 266.] Vaikka 5-HT2a-reseptorin stimulaatio on valttamaton
edellytys LSD:n hallusinogeenisille vaikutuksille, niin biokemiallisia ja signaloin-
tireitteja, jotka ovat vastuussa naista vaikutuksista ei ole viela taysin maaritelty.

5-HT2a-reseptorin antagonisteista ketanseriinia on tutkittu paljon, ja tutkimukset
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ovat osoittaneet, etta ketanseriini estda LSD:n aiheuttamat niin kognitiiviset hai-

riot kuin tajunnantilan muutoksetkin. [28.]

Serotoniinireseptoreihin vaikuttamisen lisaksi LSD vaikuttaa myos muihin her-
movalittajaainejarjestelmiin. On nayttoa siita, ettd LSD on vuorovaikutuksessa
dopaminergisten jarjestelmien kanssa. Sen on todettu toimivan osittaisena
agonistina keskushermoston D1- ja D2-dopamiinireseptoreissa. [29.] Taman li-
saksi LSD lisaa aivojen glutamaatin aktiivisuutta [30], joka mahdollistaa signaa-
lien valittamisen hermosolujen valilla ja jolla on merkittava rooli oppimisessa

seka muistissa [31, s. 40].

Pienin kliinisesti havaittava aikuisen oraalinen annos on noin 25 ug, ja optimaa-
liset psykedeeliannokset ovat 100-500 pg. LSD:n puoliintumisaika plasmassa
ihmisilla on noin 2-3 tuntia, ja joillakin koe-elaimilla, kuten hiirilla, puoliintumis-
aika on huomattavasti lyhyempi. Seka ihmisilla etta elaimilla esiintyy nopeasti
toleranssia LSD:n kayttaytymisvaikutuksille 5-HT2a-reseptorin maaran vahene-
misen takia (engl. downregulation). Toleranssi kehittyy tyypillisesti muutaman
paivan paivittaisen kayton jalkeen, mutta akuutti toleranssi haviaa 3—4 paivan
kuluessa LSD:n kayton lopettamisesta. [25, s. 455; 26, s. 281.] Fyysisen riippu-
vuuden osalta LSD:ta ei yleisesti pideta riippuvuutta aiheuttavana huumeena
verrattuna useimpiin muihin huumeisiin, eika tyypillisten LSD-annosten nauttimi-
sen jalkeen ole sattunut yliannostuskuolemia. Fyysisten oireiden sijaan LSD-
riippuvuudelle voi olla psyykkinen riippuvuus: tunteet, emootiot ja kokemukset,
joita henkild on kokenut LSD-tripin aikana. [27, s. 274 .]

LSD:n vaikutusten osalta paihdekayttajat voivat kokea ensimmaisen tunnin ai-
kana nauttimisesta visuaalisia muutoksia, joihin liittyy dramaattisia mielialan
vaihteluita. Hallusinaatioiden aikana kayttajan syvyys- ja aikahavainnot voivat
heikentya, minka lisaksi esineiden muodon ja koon, liikkeen, varien, aanen, kos-
ketuksen ja kehonkuvan havaitseminen vaaristyy. Kyky tehda perusteltuja arvi-
oita ja nahda yleisia vaaroja heikkenee, jolloin kayttaja on altis loukkaantumi-
sille. Tama vaara on merkittava varsinkin silloin, kun LSD:ta kaytetaan vapaa-

aikana valvomattomassa ymparistossa. Usko siihen, etta ihmisella on yli-
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inhimilliset voimat, kun hallusinogeenit heikentavat harkintakykya, voi johtaa
loukkaantumiseen tai kuolemaan, kun valvomaton kayttaja suorittaa vaarallisia

toimintoja, kuten kavelya moottoritiella tai lento yrityksia. [30.]

2.5 c-Fos

Proto-onkogeeni c-fos on yksi monista valittomista varhaisgeeneista (engl. Im-
mediate early genes, IEG), joiden mRNA- ja proteiinitasot indusoituvat nopeasti,
mutta ohimenevasti arsykkeiden vaikutuksesta [32, s. 308]. Vuosikymmenien
ajan valittomia varhaisgeeneja kaytetaan epasuorana merkkiaineena hermoso-
lujen aktiivisuuden mittaamiseksi. Vaikka monia niista mitataan rutiininomaisesti
tuhansissa laboratorioissa ympari maailmaa, niiden roolia monissa biologisissa
prosesseissa ei viela tunneta taysin. On olemassa useita esimerkkeja, joissa
hermosolujen aktivaatio tapahtuu ilman IEG:n induktiota tai hermosolujen akti-
vaation markkereita ei ilmene kroonisesti aktivoiduissa neuroneissa. Naista ta-
pahtumista huolimatta c-fos, c-jun, c-myc ja muita valittémia varhaisgeeneja
kaytetaan laajasti hermosolujen aktivaation markkereina tutkimusmaailmassa.
[33, s.665.]

Yksi eniten tutkituista ja kaytetyista valittomista varhaisgeeneista analyyseissa
on proto-onkogeeni c-fos. c-fos iimenee hermosoluissa kalvojen depolarisaation
vaikutuksesta. Tama induktio riippuu kalsiumionien sisaan virtauksesta jannite-
ohjatun kalsiumkanavan kautta. [34, s. 571-572.] c-fos proto-onkogeenin ilmen-
tymisen voi havaita c-fos-mRNA:sta esimerkiksi in situ -hybridisaation avulla tai
sen proteiinituotteen immunohistokemiallisella varjayksella. Immunohistokemial-
lisen proteiinivarjayksen erottava piirre on se, etta c-Fos-proteiinit sijaitsevat
hermosolun ytimessa. Suorittamalla sytoplasmassa olevien osien immunohisto-
kemiallista kaksoisvarjaystekniikkaa voi tunnistaa aktivoidun hermosolun feno-
tyypin. [35, s. 176.]

Hermosolujen aktivaatiota tutkittaessa on kriittista, etta kaikki vaiheet toteutuvat
oikeassa jarjestyksessa ja olosuhteissa. c-fos-mRNA:n kayton haittapuoli tutki-

muksissa on, etta sen ilmentyminen alkaa jo 5-10 minuutin kuluttua
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stimulaatiosta ja saavuttaa maksiminsa 30 minuutissa, minka jalkeen sen
maara vahenee. c-Fos-proteiinin ilmentyminen tapahtuu taas 30-45 minuutin
paasta, saavuttaa maksiminsa noin 60-90 minuutin kohdalla ja sailyy aktiivisuu-
tensa viela noin 2-5 tuntia. Edella mainittu viive antaa tutkijoille enemman aikaa
kokeessa oleviin valttamattomiin toimenpiteisiin ennen tutkittavan elaimen lopet-
tamista, jotta koe-elaimelle ei aiheudu epaspesifista tai stressin aiheuttamaa
IEG:n ilmentymista. [35, s. 176-177.] Kuvassa 3 on esitetty esimerkki, milta ak-

tivoituneet c-Fos-solut nayttavat aivoleikkeessa.

Kuva 3. Immunohistokemiallisesti varjatty 14 ym:n paksuinen hiiren aivoleike.
Kuva otettu periaqueductal gray alueesta, jossa aktivoituneet c-Fos-solut koros-
tettu punaisella (10-kertainen suurennos).

2.6 Immunohistokemia

Immunohistokemia on varjaysmenetelma, jossa tietyt molekyylit havaitaan ku-
dosnaytteista vasta-aineiden avulla. Immuunijarjestelma kayttaa vasta-aineiksi
kutsuttuja erityismolekyyleja vieraiden aineiden havaitsemiseksi ja tuhoa-

miseksi. Niille on ominaista spesifisyys: kukin vasta-aine voi sitoutua tiukasti
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tiettyyn antigeeniin. [36, s. 185-186.] Immunohistokemia sai alkunsa yli 120
vuotta sitten, kun 1aakari Emil Von Behring 10ysi seerumin vasta-aineet vuonna

1890 ja kaytti niita kurkkumata- ja jaykkakouristustautien hoitoon [37, s. 3].

Immunohistokemia voi olla suoraa tai epasuoraa. Ensimmaisessa tapauksessa
kaytetaan yhta vasta-ainetyyppia, jonka on sitouduttava tiettyyn kohdemolekyy-
liin. Jos kohdemolekyylia on kudoksessa ja reaktio on tapahtunut, tutkittava ku-
dos varjaytyy. Yleisemmin kaytetdan epasuoraa immunohistokemiaa, jossa on
kaksi vasta-ainetta. Toinen sitoutuu antigeeniin ja toinen sitoutuu saatuun anti-
geeni-vasta-ainekompleksiin. Varimuutoksen aiheuttava merkkiaine sitoutuu toi-
seen vasta-aineeseen. Epasuoralla menetelmalla on joitakin etuja: sen herk-
kyys on suurempi, koska yksi primaarivasta-aine (joka sitoutuu kohdeproteiiniin)

voi sitoutua useisiin sekundaarivasta-aineisiin. [36, s. 198.]

Immunohistokemiassa antigeenien lokalisointi visualisoidaan kayttamalla merk-
kiainetta, kuten fluoresoivaa variainetta. Vasta-aineeseen lisataan fluoresiinia
tai rodamiinia, ja varjaytyminen havaitaan fluoresenssimikroskopialla. Toisessa
menetelmassa kaytetaan enstyymikonjugoitua vasta-ainetta, kuten peroksi-
daasia. Tama entsyymi katalysoi kemiallista reaktiota, joka johtaa varimuutok-
seen. On olemassa myos tekniikoita, joissa merkkiaineena toimii radioaktiivisia
elementtia tai kolloidista kultaa. [36, s. 194-197 ]

2.7 Ahmintahairididen mallintaminen jyrsijoilla

Lihavuuden ja metabolisen oireyhtyman simulointia koe-elaimilla kaytetaan liha-
vuuden patogeneettisten mekanismien tutkimiseen ja Iadkkeiden kehittamiseen
sen hoitoon. On olemassa useita malleja, joilla simuloidaan ahmimisesta karsi-
vien hiirten kayttaytymista. Kaikkiin ahmintamalleihin liittyy epatavallisen suuren
ruokamaaran nauttiminen suhteellisen lyhyessa ajassa, ja niille on yleensa omi-
naista tunne hallinnan puutteesta aterian aloittamisen jalkeen. Yleensa malliin
kuuluu ajoittainen paasy erittain maukkaisiin, runsaasti sokeria tai rasvaa tai
molempia sisaltaviin ruokiin, ja kontrolliryhmat, jotka syovat samaa ruokaa,

mutta ilman rajoittamista. [38, s. 402-408.] Useat todisteet viittaavat siihen, etta
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ihmisilla stressin ja ahmimissyomisen valilla on yhteys [39]. Siksi stressin ai-

heuttaminen on usein kaytetty ahmimisen kayttaytymismalleissa. Taulukossa 2

on esitetty muutama esimerkkia erityyppisista ahmimissyomisen malleista.

Taulukko 2. AhmimissyOmisen mallit.

Positiiviset

Mallin nimi Mallin toteamistapa Negatiiviset puolet  Tutkimus
Rotat altistetaan tois-
tuville rajoitus-ruokin- | Monimutkai-
Ruokaraioitta tajaksoille. Viimeisena nen to-
. J . ruokintapdivana rotat | teamistapa, Hyvin tutkittu ja M.M. Ha-
minen ja . | L .
. altistetaan sahkois- eldinten va- | toimiva menetelma gan [40.]
stressi S . .
kulle (0,6 mA), minkd | hingoittami-
jalkeen ne saavat ka- nen
loripitoista ruokaa
Hiiret altistetaan tois-
tuville jaksoille, jossa
Ajoittainen niilla on rajoittamaton | Ei ruokara- Ei simuloi stres- Traci A.
paasymalli paasy tavalliseen ruo- joitusta sid/ahdistusta Czyzyk [41.]
kaan ja kerran viikossa
herkulliseen ruokaan
Rotat ruokitaan 2 tun-
tia paivassa viikon Helppo to- . .
. L . : p.p Tutkimuksessa ei
Pidempiaikai- | ajan. Sen jalkeen rotat | teamistapa, . . . -
o o . _ . kayteta herkullista | Kokilnoue
set stressiteki- | sijoitetaan todella pie- | ei taydelli- .
N ruokaa, vain taval- [42.]
jat neen hakkiin 24 tun- | nen ruokara- lista
niksi ilman ruokarajoi- | joittaminen
tusta
Rotille annettaan 2
- tuntia pdivassa her- Ei ruokara- I .
Rajoitettu . . . . Ei simuloi stres- Laura A.
v kullista ruokaa ja ra- | joitusta, pai- .
padsy - o sid/ahdistusta Berner [43.]
joittamaton paasy ta- non nousu
valliseen ruokaan
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3 Menetelmat ja tyon suoritus

Kokonaisuudessaan opinnaytetyd koostui seitsemasta vaiheesta. Nama olivat
ruokahalun saatelyn koe (binge), LSD:n injektointi, naytteiden kerays, aivoleik-
keiden tekeminen, immunohistokemiallinen varjays, varjattyjen naytteiden mik-

roskopointi ja saatujen tulosten analyysi.

Kuva 4. Tyon eri vaiheiden eteneminen.
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3.1 Ruokahalun saatelyn koe

Tassa opinnaytetydtutkimuksessa kaytettiin T. A. Czyzykin laatimaa mallia ah-
mimiseen liittyvasta syomiskayttaytymisesta. Malliin sisaltyy ajoittainen paasy
maistuvaan, runsasrasvaiseen ruokaan (engl. High Energy Diet, HED) kerran
viikossa ja rajoittamaton paasy ravitsemuksellisesti taydelliseen laboratoriojyrsi-
jéiden ruokavalioon (chow) (kuva 5). Taman mallin edellytys on se, etta hiiret ei-
vat karsi nalasta. Toisaalta hiiret eivat koe stressia, masennusta tai ahdistusta,

jotka ovat myos ahmintahairion tunnusmerkkeja. [41.]

Maukas ruoka Tavallinen ruoka
(HED) (ehaw)

.

(

Kuva 5. Havainnollistava kuva hiirille annetuista ruoasta.
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3.2 Binge-koe

B6N/129S6-kannan uros- ja naarashiiret osallistuivat binge-kokeeseen. Yh-
teensa niita oli 20 kappaletta (n = 20). Hiirien keskipaino oli 29 grammaa ja ne
olivat noin vuoden ikaisia. Kaikkia hiiria pidettiin jatkuvasti saatavilla olevalla, ra-
vitsemuksellisesti taydellisella, pelletoidylla kaupallisella laboratoriojyrsijoiden
ruokavaliolla (3,23 kcal/g, Altromin 1324, Lage, Saksa). Vesijohtovetta oli va-
paasti saatavilla koko koemenettelyn ajan. Elainlaboratoriossa toimi yleinen 12—

12 valo-pimea-jakso (valo syttyi klo 6.00).

Hiiret jaettiin neljaan ryhmaan:

1. Chow + LSD (n =5)

2. HED & chow + LSD (n =5)
3. HED & chow + saline (n = 5)
4. Chow + saline (n =5).

Saline on fysiologinen suolaliuos (NaCl 0,9 %). LSD:n annos oli 625 pg/kg.
Kaksi ryhmaa, joiden ruokavalioon sisaltyi HED (rasvainen ruoka 4.496
kcal/g, Altromin C1090-45, Lage, Germany), esivalmistettiin kayttamalla kaa-
vaa, joka on esitetty kuvassa 6. Noudattamalla tata ohjetta tutkittavilla hiirilla

ilmenee ahmimisen kaltaista syomista (engl. binge like eating).
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Ryhmd 1: Ryhma 4: | Rylemd 2: | Ryhmd 3:

Chow + saline HED & chow + LSD

Chow + LSD

' :

chow only

HED & chow + saline

48-h
a Free choice
chow and HED

v

5 Days
chow only

.

b HED
returned
for 24-h
(free choice
chow and HED)

Kuva 6. Menettely, jolla ahmimisen kaltaista syomista simuloitiin hiirilla.

Ahmimisjakso toteutettiin kuvassa 6 esitetylla tavalla antamalla hiirille ryhmasta
kaksi ja kolme 48 tunnin vapaa valinta seka tavallista ruokaa etta rasvaista ruo-
kaa, minka jalkeen hiiret saivat vain tavallista ruokaa viiden paivan ajan. Kuu-
dentena paivana binge-koe aloitettiin; ensin punnittiin tutkittavat hiiret ja niille
tarkoitetut ruoat. LSD:n ja suolaliuoksen injektiot ruiskutettiin klo 9.00. Vaikka
suolaliuoksella ei ole mitdan merkittavaa vaikutusta, fysiologisen suolaliuoksen
pistos on valttamaton, silla pistos aiheuttaa hiirille stressia, ja nain ollen pistos
tarvittiin koeolosuhteiden jarjestelyn kannalta mahdollisimman tasapuoliseksi.
Binge-kokeen paattymisajaksi valittiin 1,5 tuntia, koska c-Fos-proteiinin ilmenty-
minen saavuttaa maksiminsa noin 60-90 minuutin kohdalla. Puolentoista tunnin
kuluttua injektioiden antamisesta tutkittavien hiirien ruoan kulutus tarkistettiin
punnitsemalla niiden ruoat ja sitten hiiret siirrettiin leikkaushuoneeseen nayttei-

den keraamista varten.



20

3.3 Naytteiden kerays

Binge-kokeen jalkeen tutkittavat hiiret lopetettiin kayttaen hiilidioksidia. Kotihak-
kia kaytettiin lopetuskammiona, ja silla tavalla minimoitiin kasittelytarve ja
stressi hiirilla. Hiilidioksidia johdettiin kotihakkiin virtausnopeudella = 1,7 lit-
raa/minuutissa. Tayttdnopeuden on oltava sellainen, etta tajunnan menetys ta-
pahtuu mahdollisimman nopeasti, jotta liian korkea CO2-pitoisuus ei aiheuta

elaimelle liiallista arsytysta tai kipua.

Leikkaushuoneessa hiirien kallot irrotettiin varovasti kirurgisilla saksilla ja pinse-
tilla. Aivot irrotettiin ja ne asetettiin valittomasti jaahdytettyyn 2-metyylibutaani-
liuokseen pikajaadytysta varten noin kymmeneksi sekunniksi. Taman jalkeen ai-
vot siirrettiin kylmennetyille hiilidioksidijaalla metallilevylle jaatymaan taydelli-
sesti. Viimeisena vaiheena kaikki aivonaytteet pakattiin, merkittiin ja vietiin pa-

kastimeen -80 °C:n lampdtilaan.

3.4 Aivoleikkeiden tekeminen

Pakastetut aivonaytteet leikattiin kryostaatin avulla (Leica CM3050). Seuraava
vaihe tydssa oli immunohistologinen varjays, jota varten leikkeiden paksuudeksi
tarvittiin 14 ym. Ennen tydn aloittamista, pakastetut -80 °C:ssa olevat aivot lai-
tettiin tunniksi kryoostattin sisaan (lampatila oli -20 °C), jotta lampétila tasaan-
tuisi. Yhteensa oli 20 aivonaytetta, joista jokaisesta aivonaytteesta otettiin 13
leiketta objektilasille tietyista aivoalueista ja lisaksi 3 rinnakkaisnaytetta ennakoi-
mattomien tapahtumien varalta. Aivoalueet valittiin tarkoituksella monista pai-

koista, jotta voitiin seurata missa c-Fos-ekspressiota esiintyy.

3.5 Immunohistokemiallinen varjays

c-Fos-immunohistokemian varjaysmenetelmaa kaytettiin c-Fos-proteiinin ilmen-
tymisen havaitsemiseen aivokudosnaytteista. Se on epasuora vasta-ainevar-
jays, jossa on kaytossa kaksi vasta-ainetta, joista toinen sitoutuu antigeeniin ja

toinen sitoutuu saatuun antigeeni-vasta-ainekompleksiin. Kun c-Fos-proteiinia
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sisaltavia kudosnaytteita inkuboidaan primaarivasta-aineliuoksessa, anti-c-Fos-
vasta-aine (polyklonaalinen; valmistettu kaniinista) sitoutuu spesifisesti c-Fos-
proteiiniin. Kun naytteita inkuboidaan sekundaarivasta-aineliuoksessa, sekun-
daarinen vasta-aine, anti-kaniini-vasta-aine (valmistettu hevosesta), sitoutuu pri-
maariseen vasta-aineeseen. Kemiallisessa reaktiossa DAB-Ni-liuoksen kanssa
(3,3-diaminobentsidiini ja nikkeli) sekundaarivasta-aine ja sen biotinyloidut osat
saavat aikaan havaittavan varimuutoksen, joka voidaan havaita valomikroskoo-

pilla.

Varjaysmenetelma jakautuu kahdelle paivalle, joista kumpaankin sisaltyy omat
liuoksensa ja valmistelunsa. Pesujen varten tarvittava 1xTBS ja 0,05-prosentti-
nen Tween-20 seos seka PFA-liuos (engl. Paraformaldehyde) valmistettiin etu-
kateen. Muiden varjayksessa kaytettyjen liuoksien oli oltava tuoreita, niiden val-
mistaminen oli nopeaa ja yksinkertaista. Liitteessa 1 on esitetty varjayksessa
kaytetyt reagenssit ja niidet laimennokset. Tutkittavat aivokudosnaytteet olivat
objektilaseilla, ja ennen varjayksen aloittamista objektilaseille piirrettiin reunat
hydrofobisella kynalla. Taten pipetoitaessa objektilasille reagenssiliuokset eivat

valu ulos. Tallaista menetelmaa kutsutaan kuplatekniikaksi (kuva 7).
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Kuva 7. Havainnollistava kuva varjayksessa kaytetysta kuplatekniikasta.

c-Fos-immunohistokemian varjaysmenetelma aloitettiin inkuboimalla naytteet 10
minuuttia 4-prosenttisessa PFA-liuoksessa (fiksaatio vaihe). Inkuboinnin jalkeen
naytteet pestiin 3 minuuttia TBS-T (1xTBS & 0,05 % Tween-20) -liuoksessa, pe-
sut toistettiin 3 kertaa. Sitten suoritettiin endogeeninen peroksidaasin esto inku-
boimalla naytteita 15 minuuttia 1-prosenttisessa vetyperoksidi-metanoli-liuok-
sessa ja jalleen naytteet pestiin 3 kertaa 3 minuuttia. Taman jalkeen naytteet in-
kuboitiin 10-prosenttisessa normaalissa hevosseerumissa ja avidiinissa 15 mi-
nuutin ajan, mita seurasi inkubointi yon yli kaniinin anti-c-Fos-primaarivasta-ai-
neessa (Abcam, ab190289, Lot. GR3212874-1) neljan asteen lampdtilassa. Pri-
maarivasta-aine seos sisalsi biotiinia, BSA:ta (engl. Bovine Serum Albumin) ja
TBS-T:ta, laimennussuhde oli 1:2000.
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Toinen vasta-ainevarjays paiva aloitettiin pesemalla naytteet TBS-T-liuoksessa
(3*3 min), minka jalkeen naytteet inkuboitiin biotinyloidussa hevosen anti-ka-
niini-sekundaarivasta-aineessa (Vector laboratories, BA-1100, Lot.ZA0319; Bur-
lingame, USA) 30 minuutin ajan huoneenlammaossa. Sekundaarivasta-aine seos
sisalsi BSA:ta ja TBS-T:ta, laimennussuhde oli 1:200. Seuraavassa vaiheessa
pesut toistettiin uudelleen (3*3min) ja ABC-kittia kaytettiin avidiini-biotiini-pipar-
juuriperoksidaasikompleksin muodostamiseen. Avidiini-biotiini-piparjuuri-perok-
sidaasikompleksissa naytteet inkuboitiin 30 minuuttia, mita seuraasi taas pesut
TBS-T-liuoksessa (3*3min). Seuraavassa vaiheessa muodostuneessa komplek-
sissa oleva piparjuuriperoksidaasi reagoi kromogeenin 3,3-diaminobentsidiinin
(DAB) kanssa ja nikkelikloridin (Ni) lisdys johti harmaanmustaan reaktiotuottee-
seen. DAB-Ni-kittia kaytettiin vasta-aineen ekspression ilmentamiseksi. Mita
kauemmin naytteita inkuboidaan DAB-Ni:n seoksessa, sita voimakkaampi var-
jaysreaktio on. Optimaaliseksi varjaysajaksi valittiin kokeilemalla ja tarkista-
malla valomikroskoopilla 2,5 minuuttia. Kun tama aika oli kulunut, naytteet upo-
tettiin valittomasti milli-Q-veteen kahdeksi minuutiksi seka suoritettiin pesut
TBS-T-liuoksessa (2*3 min).

Varjayksen loppuunsaattamiseksi naytteet kuivattiin alkoholin nousevassa sar-
jassa 70 %, 96 % ja 100 %. Alkoholina kaytettiin etanolia, naytteet upotettiin
kahdesti kuhunkin liuokseen kahden minuutin ajan. Dehydraation jalkeen eta-
nolin jaamia poistetiin upottamalla naytteet histo-cleariin kolme kertaa kahden
minuutin ajan. Viimeisena vaiheena kuivatuille objektilaseille pipetoitiin moun-

ting mediumia ja asetettiin peitinlasit paikoilleen.

3.6 Mikroskopointi

Varjatyt aivokudosnaytteet kuvannettiin valomikroskoopilla (Leica DMR,
SN237017) ja LAS core -ohjelmalla. Yhteensa oli 20 objektilasia. Yhdella objek-
tilasilla oli 13 leiketta, jokainen leike sisalsi useita alueita, jotka kuvannettiin erik-
seen. Vaikka leikkeita oli 13, niin tutkittavia alueita oli 30, koska yhdella aivoleik-
keella oli useita alueita ja tydon yhtena aiheena oli katsoa missa c-Fos-solujen

aktiivisuus ilmenee. Tutkittavat aivoalueet on lueteltu taulukossa 5.
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Enimmakseen kaytettiin 10-kertaista suurennosta. 5-kertaista suurennosta kay-
tettiin vain niilla aivoalueilla, jotka olivat tutkimuksen paapaino lisatestausta var-
ten, koska isommalla suurennoksella oli vaikeampi navigoida, kun etsitaan tiet-
tyja aivoalueita. 5-kertaista suurennosta kaytettiin aivoalueisiin, jotka kuuluivat

syOmiskayttaytymiseen ja kyllaisyyden saatelyyn.

3.7 Kuva-analyysi

Mikroskopoinnista saadut kuvat analysoitiin Fiji-ohjeman avulla, joka helpotti tie-
teellistda kuva-analyysia. Tehtavana oli laskea hiirien aivoleikkeista aktivoituneet
c-Fos-solut eri aivoalueelta. Osittain c-Fos-soluja voitiin laskea manuaalisesti,
mutta paaosin laskenta tapahtui Fiji-ohjelman avulla solujen ison maaran takia.

Taulukossa 3 on esitetty kaytetyt analyysissa ohjelman parametrit.

Taulukko 3. Fiji-ohjelmaparametrit.

Scale pixels

Particle size 15-500

Threshold 80-100

Thresholding method Yen/red
4 Tulokset

Tassa tutkimuksessa tutkittiin LSD:n vaikutuksia ruokahaluun ja hermosolujen
aktivaatioon. Saatu data-aineisto analysointiin tilastollisien testien avulla. Ruo-
kintakokeiden analysointiin kaytettiin t-testia, ja ANOVA-testia kaytettiin analy-

soimaan hermosoluaktiivisuuden muutoksia eri ruokintaryhmien valilla.

4.1 LSD:n vaikutus ruokahaluun

Binge-kokeessa osallistui 20 hiirta. Kymmenella hiirilla oli ahmintatyyppista syo-
miskayttaytymista. Talle ryhmalle annettiin rasvaista ruokaa (HED) ja kaksityy-

pista injektiota: LSD ja suolaliuos. Loput kymmenen hiirta saivat vain tavallista
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ruokaa (chow) ja samat injektiot kuin edellinen ryhma. Taulukossa 4 on esitetty
hiirien tiedot, ruoan kulutus 1,5 tunnin aikana seka keskiarvo ja SEM-arvo (engl.

Standard Error of Mean).

Taulukko 4. Hiirien tiedot, ruoan kulutus 1,5 tunnin aikana seka keskiarvo ja
SEM-arvo ruoankulutuksesta ryhmittain.

Hiiren Kulutus Kulutus

Ryhmien kes-

ID paino Injektio Ruoka chow1,5h HED1,5h Kiarvo + SEM; n

(e (& (6

1 31 LSD 625 | HED/chow 0,00 0,50

2 31 LSD 625 | HED/chow 0,04 0,20

3 23 LSD 625 | HED/chow 0,00 0,06 0,24 £ 0,08 g; n=5
4 24 LSD 625 | HED/chow 0,02 0,33 (HED)

5 21 LSD 625 | HED/chow 0,00 0,13

6 29 Saline HED/chow 0,02 0,98

7 28 Saline HED/chow 0,00 0,94

8 30 Saline HED/chow 0,00 0,70 0,69 +£0,12 g; n=5
9 23 Saline HED/chow 0,00 0,34 (HED)

10 25 Saline HED/chow 0,00 0,49

11 24 LSD 625 Chow 0,01

12 30 LSD 625 Chow 0,02

13 21 LSD 625 Chow 0,00 0,03 +£0,01 g; n=5
14| 31 | LSD625 Chow 0,02 (chow)

15 39 LSD 625 Chow 0,08

16 22 Saline Chow 0,13

17 29 Saline Chow 0,06

18 38 Saline Chow 0,07 0,08 £ 0,02 g; n=5
19 32 Saline Chow 0,03 (chow)

20 34 Saline Chow 0,11

Ennen binge-kokeen aloittamista hiiret ja niille tarkoitetut ruoat punnittiin, LSD:ta
ja fysiologista suolaliuosta annettiin intraperitoneaalisesti. Kahdessa ensimmai-
sessa ryhmassa, jotka saivat seka HED- etta chow-ruokaa, ei ollut juuri lain-
kaan kosketusta chow-ruokaan, joten keskiarvoa ja SEM-arvoa chow-ruoasta ei
laskettu. Hiiret, joilla oli ahmintatyyppista syomiskayttaytymista, oli selvasti
enemman ruoan kulutusta, verrattuna ryhmaan, jotka olivat saaneet vain taval-
lista ruokaa. Kuitenkin LSD:n vaikutus ruokahaluun oli selvasti nakyvassa eri
ruokintaryhmien valilla. Niillda ryhmalla, jotka saivat LSD:ta ruoan kulutus
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vahentyi melkein puolella, verrattuna ryhmaan, jolla oli sama ruokintamalli,
mutta injektiona ne saivat fysiologista suolaliuosta. Kuvassa 4 esitetty ruoan ku-

lutuksen keskiarvot ryhmittain.

Binge-koe
Binge eating Regular eating
0,80
0,69
0,70
C, 0,80
wr
3 0,50
=]
S 0,40
K
S 0,30 0,24
S 0,20
o 10 003 0,08
il 0,01 0.00
0,00 —_— — .
LsD Saline LSD Saline
Injektio
m HED mchow

Kuva 8. Binge-kokeessa ruoan kulutuksen keskiarvot ryhmittain.

T-testien perusteella molempien ryhmien valilla ruoan kulutus erosi tilastollisesti
merkitsevasti luottamustasolla 95 %, HED ryhman p-arvo oli 0,0189 ja chow

ryhman p-arvo oli 0,0447.

4.2 LSD:n vaikutus hermosolujen aktivaatioon

Binge-kokeessa osallistuneista hiirista kerattiin aivoja. Keratyt aivokudosnayt-
teet varjattiin c-Fos-immunohistokemian varjaysmenetelman avulla. Varjatyt ai-
voleikkeet kuvattiin mikroskoopilla ja saaduista kuvista laskettiin c-Fos-soluja.
Hermosolujen aktivaatiota tutkittiin aktivoituneiden c-Fos-solujen avulla. Alla
olevassa taulukossa esitetty tiedot tutkittavasta aivoalueista, yhteinen keskiarvo
ja SEM-arvo aktivoituneista c-fos-soluista neljasta hiiriryhmasta, joista jokai-

sessa ryhmassa oli 5 hiirta.
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Taulukko 5. Tiedot tutkittavasta aivoalueista, yhteinen keskiarvo ja SEM-arvo
aktivoituneista c-fos-soluista neljasta hiiriryhmasta.

Aivoalueet

GrA (granule cell layer of the olfactory

LSD + chow
(n=5) Kes-

kiarvo *
SEM

LSD + HED
& chow
(n=5) Kes-
kiarvo
SEM

Saline +
chow
(n=5) Kes-
kiarvo
SEM

Saline +
HED &
chow (n=5)
Keskiarvo +
SEM

bulb) 1,7+0,3 1,6+0,7 3,3+1,9 3,8+1,7
Fmi (forceps minor of the corpus callo-

sum, prelimbic area) 70,6 £11,6 | 44,7+11,6 | 183 t4,1 23,2+5,7
Orbitofrontal area 32,6+7,5 27,1+3,1 6,9%+1,9 8,7%+2,1
A24a (cingulate cortex) 51,6 +£14,9 | 584+6,7 | 368+50 | 35274
Cpu (caudate putamen(striatum) 7,4+1,0 6,1+15 2,7+1,3 37+14
I;Iril)ateral septal nucleus, intermediate 358+78 39661 | 27.4+9,7 22+49
Pir (piriform cortex) 16,7+£4,5 151+2,1 7,6+0,4 8,8+2,8
AcbC (accumbens nucleus, core region) 6,6 +1,1 4,7+1,6 2,3+0,7 3,1+0,6
NDB (diagonal band nucleus) 18+2,1 18,2+ 4,6 8,2+3,9 7,0+£1,4
BNST (nucleus of stria terminalis) 22,2+3,0 18,2+19 | 13,4+4,6 | 14,2+4,3
MPO (medial preoptic nucleus) 13,4+2,2 11,4+1,6 58+t1,7 80+1,6
LH (lateral hypothalamus) 6,6 £2,2 6,0+1,8 2,1+1,0 45+1,7
Zl (zona incerta) 3,0+£0,7 3,4+1,3 3,0+1,3 2,2+0,4
Elaesz;""avent”c”'ar hypothalamicnu- | 3, /104 | 176452 | 104418 | 112468
gszf)(Granule cell layer of the dentate 254+0,8 22405 16404 22408
Hippocampus (CA1, CA2 & CA3) 29+0,8 85%+1,8 55+2,3 7,6+1,0
:ng)araventricular nucleus of the thal- 218437 17424 78+18 148432
CeA (central amygdaloid nucleus) 156+33 | 141+11 | 56+08 | 110+2,8
VMH (ventromedial hypothalamus) 4,7+1,1 2,0+1,3 0,6 +0,2 4,3+1,3
:/hPel\:}f;/;nr;rjsl)posteromed|aI nucleus of 19+0,9 0,4£0,2 0,2£0,2 0+0
PH (posterior hypothalamic nucleus) 12,1+3,3 91+2,1 11,5+£3,2 | 109+2,8
SN (substantia nigra) 99+2,7 8,1+2,6 49+2,4 8,1+1,7
PAG (periaqueductal gray) 17,2+3,0 15+2,0 124+43 | 176%5,1
DRD (dorsal raphe nucleus) 11,0+2,3 9,8+1,9 10,2+1,8 | 20,4+5,6
PTg (pedunculotegmental nucleus) 2,5%+1,5 2,1+0,4 1,0£0,5 2,8+0,5
MnR (median raphe nucleus) 52+1,2 6,8+1,8 4,2+1,6 3,4+0,7
LC (locus coeruleus) 3,2+0,8 2,3+0,9 1,1+0,5 44+1,4
LDTg (laterodorsal tegmental nucleus) 8,4+1,9 3,9+0,4 49+1,2 46+1,4
MVe (medial vestibular nucleus) 0,9+0,5 1,0£0,5 0,5+0,2 0,9+0,5
Sol (solitary nucleus) 7,6t4,4 3,0£1,7 0,8+0,4 3,2+£2,2
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Saatu data analysointiin kaksisuuntaisen varianssianalyysin avulla (engl. ana-

lysis of variance, ANOVA). ANOVAnR avulla haluttiin selvittda LSD:n ja ruoan

mahdollinen itsenadinen vaikutus seka niiden yhdysvaikutus. Kuvassa 9 esitetty

esimerkki ANOVA-analyysin tulos piriform cortex -alueesta. Kuvasta ja laske-

tuista arvoista ilmeni, etta LSD on lisdnnyt c-Fos-aktiivisuutta tilastollisesti mer-

kitsevasti (paljon positiivisia soluja) tassa aivoalueessa verrattuna hiirilla, jotka

olivat saaneet suolaliuosta (p-arvo = 0,015).

Descriptive Statistics

Dependent Variable: Piriform cortex

Clustered Bar Mean of Piriform cortex by drug by food

food

M chow
Mfat

drug food Mean Std. Deviation N
LSD 625 chow 16.700 9.9536 5

fat 15.100 4.6824 5 e

Total 15.900 7.3817 10 g
vehicle chow 7.600 .9618 5 E o

fat 8.800 6.2109 5 2

Total 8.200 4.2374 10 E
Total chow 12.150 8.2126 10 E o0

fat 11.950 6.1574 10 =

Total 12.050 7.0653 20

Tests of Between-Subjects Effects v
Dependent Variable: Piriform cortex
Type Il Sum of

Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 306.450° 3 102.150 2.546 .093
Intercept 2904.050 1 2904.050 72.375 .000
drug 296.450 1 296.450 7.388 .015
food .200 1 .200 .005 .945
drug * food 9.800 1 9.800 .244 .628
Error 642.000 16 40.125
Total 3852.500 20
Corrected Total 948.450 19

a. R Squared = .323 (Adjusted R Squared = ,196)

LSD 625

vehicle
drug

Kuva 9. Piriform cortex -alueen ANOVA-analyysin tulos.

Yhteensa 10 aivoalueilla 30:sta oli tilastollisesti merkitseva LSD-vaikutus (p-

arvo < 0,05) (taulukko 6). Naiden alueiden analyysitulokset I6ytyvat liitteessa 2.
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Taulukko 6. Kaikki tilastollisesti merkitsevat aivoalueet.

Aivoalue Vaikutus
drug
Orbitofrontal area drug 0,000
Cpu (caudate putamen(striatum) drug 0,015
Pir (piriform cortex) drug 0,015
AcbC (accumbens nucleus, core region) drug 0,014
NDB (diagonal band nucleus) drug 0,005
MPO (medial preoptic nucleus) drug 0,007
Hippocampus (CA1, CA2 & CA3) food 0,028
PVT (paraventricular nucleus of the thalamus) drug 0,013
CeA (central amygdaloid nucleus) drug 0,011
VPM (ventral posteromedial nucleus of the thalamus) drug 0,045
drug AND
VMH (ventromedial hypothalamus) f(g)od 0,008
drug AND
LC (locus coeruleus) fiod 0,041

Tilastollisesti merkitseva yhdysvaikutus oli kahdella aivoalueella, ventromedial
hypotalamus -alueella ja locus coeruleus -alueella. Siis tdssa tapauksessa seka
LSD etta ruoka vaikuttavat yhdessa tulokseen yhdysvaikutuksen kautta. Yhdys-
vaikutuksen keskineliGsumma oli selvasti suurin nelidsummista, joten yhdysvai-
kutus on domioiva tekija. Kuvassa 10 esitetty tulos locus coeruleus -alueesta.

VMH-alueen tulos liitteessa 2 (5).
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Descriptive Statistics Clustered Bar Mean of Locus coeruleus by drug by food

Dependent Variable: Locus coeruleus food
drug food Mean Std. Deviation N g o8 =::|“'
LSD 625 chow 3.200 1.8574 5 %

fat 2.300 1.9875 5 § 6o

Total 2.750 1.8745 10 E
vehicle chow 1.100 1.1402 5 _°]

fat 4.400 3.0290 5 H

Total 2.750 2.7714 10 S.
Total chow 2.150 1.8265 10

fat 3.350 2.6568 10

Total 2.750 2.3027 20

Tests of Between-Subjects Effects LSD 625 vehicle
Dependent Variable: Locus coeruleus drug
Type lll Sum of

Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 29.250° 3 9.750 2.182 .130
Intercept 151.250 1 151.250 33.846 .000
drug .000 1 .000 .000 1.000
food 7.200 1 7.200 1.611 .222
drug * food 22.050 1 22.050 4.934 041
Error 71.500 16 4.469
Total 252.000 20
Corrected Total 100.750 19

a. R Squared = .290 (Adjusted R Squared = .157)

Kuva 10. Locus coeruleus -alueen ANOVA-analyysin tulos.
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Ruoan vaikutus oli vain yhdella hippokampus (CA1, CA2 & CA3) —alueella. Ta-

man alueen tulos esitetty alla olevassa kuvassa.

Descriptive Statistics Clustered Bar Mean of Hippokampus (CA1, CA2 & CA3) by drug by food
Dependent Variable: Hippokampus (CA1, CA2 & CA3) food
- M chow
o ® 120 Mat
drug food Mean Std. Deviation N g
LSD 625 chow 2.900 1.8507 5 od
2 10.0
fat 8.500 3.9528 5 o
Total 5.700 4.1448 10 I ..
L&)
vehicle  chow 5.500 5.2321 5 e
=
fat 7.600 2.1331 5 g e
Total 6.550 3.9261 10 g
Total chow 4.200 3.9455 10 g e
fat 8.050 3.0318 10 T
o
Total 6.125 3.9533 20 g
0.0
Tests of Between-Subjects Effects LSD 625 vehicle
Dependent Variable: Hippokampus (CA1, CA2 & CA3) drug
Type Ill Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 93.038° 3 31.013 2.434 103
Intercept 750.313 1 750.313  58.877 .000
drug 3.613 1 3.613 .283 .602
food 74.113 1 74.113 5.816 .028
drug * food 15.313 1 15.313 1.202 .289
Error 203.900 16 12.744
Total 1047.250 20
Corrected Total 296.938 19

a. R Squared = .313 (Adjusted R Squared = .185)

Kuva 11. Hippokampus alueen ANOVA-analyysin tulos.

Jaljella olevilla 17 aivoalueella c-fos-solujen lukumaara oli samalla tasolla kuin
suolaliuosta saaneilla koe-elaimilla. Naille alueille LSD:lla eika ruoalla ei ollut ti-

lastollisesti merkitsevaa vaikutusta.

5 Yhteenveto ja pohdinta

Binge-kokeen tulosten perusteella voidaan sanoa, etta tehdyssa kokeessa LSD
on selkeasti vahentanyt ruokahalua seka ahmintatyyppista syomiskayttayty-
mista hiirilla, joille annettiin maukasta ruokaa, etta normaalisti syovilla hiirilla,
joille annettiin tavallista ruokaa. Myds LSD:n vaikutus hermosolujen aktivaatioon
oli huomattava. Taulukossa 6 on lueteltu kaikki alueet, joilla LSD:n ja myds sen
yhdysvaikutus ruoan kanssa olivat merkittavia. Tassa tutkielmassa oltiin kiin-
nostuneita niista alueista, jotka liittyvat kyllaisyyden ja nalan tunteeseen. Koska

aivojen eri alueet ovat vuorovaikutuksessa ja tekevat yhteisty6ta aistimusten
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tulkitsemiseksi ja kayttaytymisen luomiseksi, ei ole aina oikein erottaa tiettyja
alueita. Yritetaan kuitenkin korostaa tarkeimpia kiinnostavia aivoalueita, joilla oli
tilastollisesti merkitsevaa vaikutus. Esimerkiksi VMH liittyy syomiskayttaytymi-
sen ja kyllaisyyden saatelyyn [44]. PVT-alueen neuronit vastaanottavat hypota-
lamuksesta, etuaivoista ja aivorungosta (kaudaalinen) useita tulosignaaleja, joi-
den tiedetaan saatelevan syomiskayttaytymista [45]. Amygdalalla on tarkea
rooli oppimisessa tunnistamaan visuaalisia arsykkeita, kuten esimerkiksi ruokaa
[19, s.12]. Piriform cortex -alueella on ratkaiseva rooli hajujen erottelussa ja ha-
vaitsemisessa [46, s. 95]. Myos muilla aktivoituneilla aivoalueilla voi olla melkoi-

nen vaikutus syomiskayttaytymiseen, mutta ei niin suoraan.

Lateraalinen hypotalamus (LH) ja sen lahialueet eivat aktivoituneet, vaikka sen
aktivoituminen oli odotettavissa, koska LH:ta pidetaan tarkeimpana ruoan saan-
nin ohjauskeskuksena. Lisaksi aktivoituneiden c-Fos-solujen lukumaarissa oli
suuri keskihajonta monissa aivojen osissa ryhmien valilla, mika viittaa siihen,
etta tiedot ovat laajalle levinneita ja nain ollen vahemman luotettavia. Mikali olisi
mahdollista suurentaa koe-elaimien maaraa kussakin ryhmassa (nyt koe-elai-
mia oli viisi per ryhma), niin saataisiin enemman luotettavia tuloksia. Olisi myds
mukavaa verrata tuloksia samankaltaiseen tai laheiseen tutkimukseen, mutta

valitettavasti tallaista tutkimusta ei ole ainakaan viela tehty.

Suhteessa c-fos-menetelman toimivuuteen ja herkkyyteen tassa opinnayte-
tyossa tama menetelma vaikutti toimivan hyvin. Kokonaisuudessaan c-Fos-var-
jays-prosessi ja solujen laskeminen toimi onnistuneesti. Kayttamalla tata mene-
telmaa tuloksena nahtiin, etta LSD:ta saaneiden hiirten monilla tutkituilla aivo-
alueilla oli huomattavasti enemman aktiivisia soluja (taulukko 5), kuin suolaliu-
osta saaneiden hiirten. Oli myds alueita, joissa ei ollut erikoista aktiivisuutta,
vaan aktiivisuus oli samalla tasolla kuin suolaliuosta saaneilla koe-elaimilla. Ero

oli hyvin havaittavissa mikroskoopilla (kuva 12).
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Kuva 12. 10-kertaisella suurennoksella otettu kuva aivoleikkeen PAG-alueesta.
Vasemmalla LSD:ta saanut hiiren aivokudosnayte ja oikealla suolaliuosta saa-

nut hiiren aivokudosnayte.

Sydmishairiot ovat yleistyneet maailmalla. Tilanne on viela huonontunut julkisen
internetin ja sosiaalisten verkostojen leviamisen jalkeen. Monet inmiset ovat al-
kaneet karsia alemmuuskompleksista, jonka taustalla voi kehittya masennus, ja
se voi johtaa esimerkiksi siihen, etta henkild alkaa sydoda ahnaasti, tai johonkin
muuhun aaripaahan, jossa henkild jatkuvasti rajoittaa syomistaan, kuten ano-
reksian tapauksessa. Tassa tutkielmassa LSD naytti hyvia tuloksia ainakin ah-
mimishairion torjunnassa, joten naita tutkimuksia olisi hyodyllista jatkaa. Uuti-
sissa kerrotaan usein LSD:n mikroannoksista, ja LSD:n mikroannos koostuu
noin kymmenesosasta vapaa-ajan annoksesta (tavallisesti 10—20 mikrogram-
maa), joka ei yleensa ole riittdvan voimakas aiheuttamaan hallusinaatioita. Sen
sijaan sen on raportoitu lisaavan valppautta, energiaa ja luovuutta. [47.] Kuiten-
kin talla hetkella psykedeelien kayttoonotto ladketieteessa ei ole viela sujuvaa.
Saantelyviranomaiset pakottavat tutkijat hankkimaan lukuisia lisensseja ja lupia,
mika vie paljon aikaa, mutta LSD:n sovelluksille |adketieteessa voisi olla potenti-
aalia. Havaitut hoitotulokset ovat kiinnostusta herattavia ja kannustavat
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jatkotutkimuksiin. Psykedeelien vaikutusmekanismien parempi ymmartaminen

voisi avata mielenkiintoisia mahdollisuuksia eri laaketieteen aloilla.
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Immunohistokemiallinen varjays

c-Fos immunohistochemistry

Antibodies:
o Primary antibody - Rabbit anti c-Fos IgG (1 mg/ml) (4bcam, Anti-c-Fos antibody
ab190289, Lot.GR3212874-1)

¢ Secondary antibody - Biotinylated horse anti-rabbit IgG [Vector laboratories,
BA-1100, Lot.ZA0319, Burlingame, CA, USA]

e Avidin Biotin Blocking kit /Vector laboratories, SP-2001; Burlingame, CA, USA]

¢ Avidin — Biotin peroxidase complex kit /Vectastain Elite ABC kit;
PK-6100, Vector laboratories, Burlingame, CA, USA]

o DABNI kit [Vector laboratories, SK-4100, Burlingame, CA, USA]

Procedure_1* Day

Bubble technique = 500 pl / glass when full of sections

1.
2.

10.

Bring slides to RT from -80C (open slide boxes only in -20C freezer or inside cryostat)
Mark the borders of the glasses with a hydrophobic barrier pen (use the Liquid Blocker Super
Pap Pen)
Immerse in 4% PFA in 1xPBS (jars; 10 min; on ice; in hood) - Fixation
Wash in 1xTBS & 0.05% Tween-20 (TBS-T) (3 jars = 3 x 3min; RT)
Immerse in 1% H202 & methanol (jars; 15min; RT) = Block endogenous peroxidase
(= Peroxidase quenching)
Wash in TBS-T (3 jars = 3 x 3min; RT)
Keep the tray humid by putting some 1x TBS-wet paper at the base of a tray. Move the glass
slides onto the sticks inside the tray.
Incubate in 10% HS & Avidin (blocking kit) & TBS-T (bubble = Pipette 500 pl/ glass; 15min;
RT) - Block endogenous protein
Suction away liquid in excess from the glass with vacuum (should not dry)
Incubate in Primary antibody solution 1:2000. Antibody diluent (BSA+TBS-T) & Biotin &
Rabbit anti c-Fos IgG; (bubble= Pipette 500 pl/glass; O/N; +4C OR 60-120min; RT)

Note: you may leave the slides in TBS-T for longer time, for example if you are working with
more slides, consider the time you might need when you suction away the excess liquid.
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Procedure 2"! Day

Bubble technique - 500ul / glass when full of sections

A O

8.
9.

Wash in TBS-T (jars; 3 x 3min; RT)

Incubate in Secondary antibody solution 1:200. Biotinylated horse anti-rabbit IgG &
Antibody diluent (bubble; 30min, can wait till 1h; RT)

Wash in TBS-T (jars; 3 x 3min; RT)

Incubate in Avidin/Biotin peroxidase complex (bubble; 30min, can wait till 1h; RT)
Wash in TBS-T (jars; 3 x 3min; RT)

Stain with DABNi kit (nickel-intensified diaminobenzadine) (bubble; 5-6 min, time needs
to be tested before hand; RT)

Immerse immediately in mQ H2O (jar; 2min; RT)

Wash in TBS-T (jars; 2 x 3min; RT), or longer

Wash in mQ H20 (3x jars; 3 x 2min; RT; fumehood)

10. Wash in 70% EtOH (2x jars; 2 x 2min; RT; fumehood)
11. Wash in 96% EtOH (2x jars; 2 x 2min; RT; fumehood)
12. Wash in 100% EtOH (2x jars; 2 x 2min; RT; fumehood)
13. Wash in Histoclear (2x jars; 2 x 2min; RT; fumehood)

Coverslip with DPX mounting medium (RT; fumehood; use a clean disposable glass/plastic
pipette, discard the pipette after use)
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Kaksisuuntaisen ANOVAnN tulokset

e Fmi (Forceps Minor of the Corpus Callosum, Prelimbic area):

Descriptive Statistics
Dependent Variable: Fmi

Clustered Bar Mean of Fmi by drug by food

food
100.0 M chow
drug food Mean Std. Deviation N Miat
LSD 625 chow 70.600 26.0202 5
fat 44.700 26.0207 5
Total 57.650 28.0744 10 E
vehicle chow 18.300 9.2168 5 5
fat 23.200 12.8384 5 2
Total 20.750 10.8481 10
Total chow 44.450 33.1432 10
fat 33.950 22.4183 10
Total 39.200 28.0607 20
Tests of Between-Subjects Effects Lspezs dreg vehicle
Dependent Variable: Fmi
Type lll Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 8545.100° 3 2848.387 7.104 .003
Intercept 30732.800 1 30732.800 76.645 .000
drug 6808.050 1 6808.050 16.979 .001
food 551.250 1 551.250 1.375 .258
drug * food 1185.800 1 1185.800 2.957 .105
Error 6415.600 16 400.975
Total 45693.500 20
Corrected Total 14960.700 19
a. R Squared = .571 (Adjusted R Squared = .491)
e Orbitofrontal area:
Descriptive Statistics Clustered Bar Mean of Orbitofrontal area by drug by food
Dependent Variable: Orbitofrontal area
50.0 M chow
drug food Mean Std. Deviation N Mrat
LSD 625 chow 32.600 16.7683 5 ©
fat 27.100 6.9946 5 s
Total 29.850 12.4545 10 B
vehicle chow 6.900 4.2485 5 §
fat 8.700 4.6179 5 E
Total 7.800 4.2895 10 g
Total chow 19.750 17.7893 10 H
fat 17.900 11.1923 10 =
Total 18.825 14.4962 20
Tests of Between-Subjects Effects LSD 625 vehicle
Dependent Variable: Orbitofrontal area drug
Type Ill Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 2514.737° 3 838.246 9.075 .001
Intercept 7087.613 1 7087.613  76.732 .000
drug 2431.012 1 2431.012 26.319 .000
food 17.113 1 17.113 185 .673
drug * food 66.613 1 66.613 721 .408
Error 1477.900 16 92.369
Total 11080.250 20
Corrected Total 3992.638 19

a. R Squared = .630 (Adjusted R Squared = .560)



e Cpu (Caudate Putamen)

Descriptive Statistics
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Clustered Bar Mean of CPU by drug by food

Dependent Variable: CPU food
M chow
drug food Mean Std. Deviation N Wa
LSD 625 chow  T7.400 2.3022 5
fat 6.100 3.3429 5
Total 6.750 2.7914 10 =
vehicle chow 2.700 2.8417 -] &
fat 3.700 3.0537 5 s
Total 3.200 2.8304 10 %
Total chow  5.050 3.4757 10
fat 4.900 3.2728 10
Total 4.975 3.2866 20
Tests of Between-Subjects Effects ” LSD 625 vehicle
Dependent Variable: CPU drug
Type Il Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 69.738° 3 23.246 2.745 077
Intercept 495.013 1 495.013  58.452 .000
drug 63.013 1 63.013 7.441 015
food 113 1 113 013 .910
drug * food 6.613 1 6.613 781 .390
Error 135.500 16 8.469
Total 700.250 20
Corrected Total 205.238 19
a. R Squared = .340 (Adjusted R Squared = .216)
e AcbC (Accumbens Nucleus, Core region)
Descriptive Statistics Clustered Bar Mean of AcbC by drug by food
Dependent Variable: AcbC food
10.0 M chow
drug food Mean Std. Deviation N Mfat
LSD 625 chow 6.600 2.4341 5
fat 4.700 3.5812 5
Total 5.650 3.0555 10 %
vehicle  chow 2.300 1.6047 5 <
fat 3.100 1.3416 5 E
Total 2.700 1.4568 10 =
Total chow 4.450 2.9856 10
fat 3.900 2.6854 10
Total 4.175 2.7781 20
Tests of Between-Subjects Effects LSD 625 vehicle
Dependent Variable: AchC drug
Type lll Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 54.138° 3 18.046 3.121 .055
Intercept 348.613 1 348.613  60.301 .000
drug 43.513 1 43.513 7.526 014
food 1.513 1 1.513 .262 616
drug * food 9.113 1 9.113 1.576 .227
Error 92.500 16 5.781
Total 495.250 20
Corrected Total 146.638 19

a. R Squared = .369 (Adjusted R Squared = .251)
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o NDB (Diagonal Band Nucleus)

Descriptive Statistics Clustered Bar Mean of NDB by drug by food
Dependent Variable: NDB food
30 M chow

drug food Mean Std. Deviation N Mtat
LSD 625 chow 18.00 4.690 5

fat 18.20 10.257 5 o

Total 18.10 7.520 10 g 20
vehicle chow 8.20 8.786 5 2

fat 7.00 3.162 5 2

Total 7.60 6.257 10
Total chow 13.10 8.412 10 1o

fat 12.60 9.276 10

Total 12.85 8.622 20

Tests of Between-Subjects Effects ° LSD 625 vehicle
Dependent Variable: NDB drug
Type Ill Sum of

Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 554.950° 3 184.983 3.451 .042
Intercept 3302.450 1 3302.450 61.613 .000
drug 551.250 1 551.250  10.285 .005
food 1.250 1 1.250 .023 .881
drug * food 2.450 1 2.450 048 .833
Error 857.600 16 53.600
Total 4715.000 20
Corrected Total 1412.550 19

a. R Squared = .393 (Adjusted R Squared = .279)

e MPO (Medical Preoptic Nucleus)

Descriptive Statistics Clustered Bar Mean of MPO by drug by food
Dependent Variable: MPO
food

drug food Mean Std. Deviation N bl =::|‘ow
LSD625 chow  13.40 5.030 5

fat 11.40 3.507 5

Total 12.40 4.222 10 E
vehicle chow 5.80 3.701 5 =

fat 8.00 3.536 5 &

Total 6.90 3.604 10 =
Total chow 9.60 5.777 10

fat 9.70 3.773 10

Total 9.65 4.749 20

Tests of Between-Subjects Effects
LSD 625 vehicle
Dependent Variable: MPO
Type Il Sum of drug

Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 173.350° 3 57.783 3.623 .036
Intercept 1862.450 1 1862.450 116.768 .000
drug 151.250 1 151.250 9.483 .007
food .050 1 .050 .003 .956
drug * food 22.050 1 22.050 1.382 .257
Error 255.200 16 15.950
Total 2291.000 20
Corrected Total 428.550 19

a. R Squared = .405 (Adjusted R Squared = .293)
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e PVT (Paraventricular Nucleus of the Thalamus)

Descriptive Statistics Clustered Bar Mean of PVT by drug by food
Dependent Variable: PVT food
30 M chow
drug food Mean Std. Deviation N Mfat
LSD 625 chow 21.80 8.349 5
fat 17.00 5.385 5
Total 19.40 7.090 10 ';
vehicle chow 7.80 4.087 § I:Ig.
fat 14.80 7.120 5 é
Total 11.30 6.601 10
Total chow 14.80 9.636 10
fat 15.90 6.064 10
Total 15.35 7.856 20
Tests of Between-Subjects Effects LSD 625 vehicle
Dependent Variable: PVT drug
Type Ill Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 508.150° 3 169.383 4.079 .025
Intercept 4712.450 1 4712.450 113.485 .000
drug 328.050 1 328.050 7.900 .013
food 6.050 1 6.050 148 .708
drug * food 174.050 1 174.050 4.191 057
Error 664.400 16 41.525
Total 5885.000 20
Corrected Total 1172.550 19
a. R Squared = .433 (Adjusted R Squared = .327)
e Cel (Central Amygdaloid Nucleus)
Descriptive Statistics Clustered Bar Mean of CeL by drug by food
Dependent Variable: CelL
food
drug food Mean Std. Deviation N bl =:|lm
LSD 625 chow 15.600 7.3773 5
fat 14.100 2.3822 5 0.9
Total 14.850 5.2284 10 4
vehicle chow 5.600 1.81686 5 2 15.0
fat 11.000 6.3640 5 3
Total 8.300 5.2504 10 = 10.0
Total chow 10.600 7.3098 10
fat 12.550 4.8158 10 5
Total 11.575 6.1071 20
Tests of Between-Subjects Effects " LSD 625 vehicle
Dependent Variable: CeL drug
Type lll Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 293.037° 3 97.679 3.761 .032
Intercept 2679.8613 1 2679.613 103.161 .000
drug 214.513 1 214.513 B8.258 011
food 19.013 1 19.013 .732 .405
drug * food 59.513 1 59.513 2.291 .150
Error 415.600 16 25.975
Total 3388.250 20
Corrected Total 708.638 19

a. R Squared = .414 (Adjusted R Squared = .304)
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e VPM (Ventral Posteromedial Nucleus of the Thalamus)

Descriptive Statistics Clustered Bar Mean of VPM by drug by food
Dependent Variable: VPM food
a0 M chow
drug food Mean Std. Deviation N Miat
LSD 625 chow 1.900 2.0433 5
fat .400 .5477 5 0
Total 1.150 1.6168 10 E
vehicle chow .200 L4472 5 = 2.0
fat .000 .0000 5 H
Total .100 .3162 10 = o
Total chow  1.050 1.6575 10 '
fat .200 4216 10 +
Total 625 1.25563 20 o0 T
Tests of Between-Subjects Effects .. LSD 625 vehicle
Dependent Variable: VPM drug
Type Il Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 11.237° 3 3.746 3.205 .051
Intercept 7.813 1 7.813 6.684 .020
drug 5.513 1 5.513 4.717 .045
food 3.613 1 3.613 3.091 .098
drug * food 2.113 1 2.113 1.807 .198
Error 18.700 16 1.169
Total 37.750 20
Corrected Total 29.937 19
a. R Squared = .375 (Adjusted R Squared = .258)
e VMH (Ventromedial Hypothalamus)
Descriptive Statistics Clustered Bar Mean of VMH by drug by food
Dependent Variable: VNMH food
120 M chow
drug food Mean  Std. Deviation N Mrat
LSD 625 chow 6.400 3.2673 5 100
fat 6.300 2.7523 5
Total 6.350 2.8485 10 g 50
vehicle  chow 2.400 1.0840 5 :
fat 7.600 3.6125 5 é 50
Total 5.000 3.7193 10
Total chow 4.400 3.1163 10 40
fat 6.950 3.1042 10
Total 5.675 3.2978 20 20
Tests of Between-Subjects Effects e LSD 625 vehicle
Dependent Variable: VMH drug
Type Ill Sum of
Source Squares df Mean Square F Sig.
Corrected Model 76.737° 3 25.579 3.151 .054
Intercept 644.113 1 644.113  79.336 .000
drug 9.113 1 9.113 1.122 .3058
food 32.513 1 32.513 4.005 .063
drug * food 35.113 1 35.113 4.325 .054
Error 129.900 16 8.119
Total 850.750 20
Corrected Total 206.637 19

a. R Squared = .371 (Adjusted R Squared = .253)
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