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Amyloidiprekursori geeni

Amyloidiprekursori proteiini

Alzheimerin tauti

Sairauksiin liitetty mikroglia (eng. disease-associated microglia)
Varhainen AT <65 vuotta (eng. early onset Alzheimer 's Disease)
Koko genomin kattava assosiaatiotutkimus (eng. Genome-wide association studies)
Myohaisian AT >65 vuotta (eng. Late Onset Alzheimer “s Disease)
rs72824905, p.P522R, suojaava variantti

Fosfolipaasi C gamma 2 geeni

Fosfolipaasi C gamma 2 proteiini

Preseniliinil geeni

Preseniliini 2 geeni

Yhden nukleotidin polyformismi (eng. Single Nukleotide Polyformism)

eng. Triggering receptor expressed on myeloid cells 2



7 (43)

1 JOHDANTO

Maailmassa arvellaan tdlld hetkelld olevan yli 50 miljoonaa dementiaa sairastavaa ihmista ja maara
kasvaa noin 10 miljoonalla vuosittain. Vaestén ikdantyessa muistisairaudet lisdantyvat rajahdysmai-
sesti; vuoteen 2030 mennessa 82 miljoonan ja vuoteen 2050 perati 152 miljoonan ihmisen on arvi-
oitu sairastuvan johonkin aivoja rappeuttavaan sairauteen. (WHO 2022.) Talld on valtava taloudelli-
nen merkitys maailmanlaajuisesti. Alzheimerin tauti (AT) on taustalla 80 % kaikista dementia ta-
pauksista (Villa, Lavitrano, Salvatore & Combi 2020, 1).

Suomessa erilaisiin muistisairauksiin sairastuu vuosittain noin 14 500 ihmistd, naistd 7000 on tyoikai-
sia. Kaikkinensa muistisairauksien kustannukset ovat vuodessa lahes miljardi euroa. (Remes 2018,
2507; Kdypa hoito -suositus 2021.) Lukuisista tutkimuksista huolimatta, AT ei viela ole |6ydetty pa-
rantavaa tai taudin etenemistd hidastavaa ladkitystd, mutta mahdollisimman varhainen diagnoosi

auttaa potilaan selviytymista arjessa.

Itd-Suomen yliopiston bioladketieteen yksikdssa toimiva molekyyligenetiikan tutkimusryhma profes-
sori Mikko Hiltusen johdolla on erikoistunut AT:n tutkimiseen. Ryhman tavoitteena on 16ytaa sairas-
tumisriskiin vaikuttavia geeneja, tutkia ja tuottaa uutta tietoa niihin liittyvista tautimekanismeista
seka siten tarjota uusia ennakoivia merkkiaineita seka laakekohteita sairauden hoitoon ja diagnos-
tiikkaan. (UEF 2023.)

Viimeaikaisten funktionaalisten ja koko genomin kattavien assosiaatiotutkimusten (GWAS, eng. ge-
nome-wide association studies) perusteella aivojen immuunipuolustuksesta vastaavien mikrogliaso-
lujen toiminta on noussut merkittavaan rooliin AT:ssa. Molekyyligenetiikan tutkimusryhmassé do-
sentti Mari Takalo vastaa projektista, jossa selvitetdan mikrogliasoluissa ilmentyvan PLCy2-geenin ja
varsinkin sen Alzheimerin taudilta suojaavan P522R-variantin toimintaa. Projektissa tutkitaan, onko
suojaavan geenimuutoksen my6té mikrogliasolujen maara, rakenne ja toiminta muuttuneet seka
ndiden seikkojen vaikutusta sairaudelle tyypillisen patologian kehittymiseen ja etenemiseen. Erds
hankkeen osa-alueista on tutkimushiirten aivokudosten mikrogliasolujen maaritys immunohistokemi-
allisilla varjayksilla, joilla pyritadn saamaan uutta tietoa mikrogliojen toiminnasta seka aineenvaih-

dunnasta normaalin ikdantymisen ja AT:lle tyypillisten patologisten muutosten aikana.

Mikrogliasolujen immunohistologisissa maarityksissa kaytetdaan kelluvien kudosleikkeiden varjdysme-
netelmdd, jota tutkimusryhméssa ei ole ennestaan kokeiltu. Menetelmdssa hiirten aivokudoksista
leikatut leikkeet kelluvat vapaasti varjaysliuoksessa, jolloin siind olevat vasta-aineet paasevat joka
puolelta vaikuttamaan kudokseen lisaten varjayksen tehokkuutta ja spesifisyyttd. Menetelméa myds
sdilyttda paremmin hermosolujen kolmiulotteisen rakenteen perinteiseen objektilasivarjdykseen ver-
rattuna. (Potts, Coppotelli & Ross 2020, 1.)

Tama opinnaytety® on tutkimuksellista kehittdmista ja sen toimeksiantajana toimii molekyyligenetii-
kan laboratorio Itéd-Suomen yliopiston bioladketieteen yksikosta. Tyon tarkoituksena on kehittaa luo-
tettava mikrogliasolujen varjdysmetodi, valmistamalla hiirten aivokudosnaytteista kelluvia leikkeita ja
varjaamalld ne immunohistokemiallisesti mikrogliasoluille spesifisilla fluoresoivilla vasta-aineilla.
Opinnaytetydn tavoitteena on saada uutta tietoa mikrogliasolujen toiminnasta ja aineenvaihdunnasta

seka siten edistaa AT:n tutkimusta.
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2 OPINNAYTETYON TEOREETTIINEN VIITEKEHYS

2.1  Alzheimerin tauti

AT on yleisin dementoiva sairaus maailmassa. Suomessa sita sairastaa yli 70 000 ihmista. Taudin
keskeisimpiin patologisiin muutoksiin kuuluu solun ulkoisten beeta-amyloidista koostuvien plakkien
kertyminen aivoihin, hermosolujen sisdiset hyperfosforyloidusta tau-proteiinista muodostuvat her-
mosaievyyhdet sekd neuroinflammaatio eli aivojen krooninen tulehdustila. Néama muutokset aiheut-
tavat hermosolujen ja synapsien tuhoutumista, mika lopulta johtaa laajamittaiseen ja peruuttamat-
tomaan aivokudoksen rappeumaan. (De Strooper and Karran 2016, 603.) AT on vadjaamattémasti
eteneva kuolemaan johtava sairaus, johon ei talld hetkelld ole parantavaa, sen enempaa kuin sairau-

den puhkeamista estavadkaan hoitoa.

2.1.1 Taudin historiaa

Marraskuussa 1906 saksalainen neuropatologi ja psykiatri Alois Alzheimer luennoi ensimmaista ker-
taa potilaansa Auguste Deterin mittavista aivokudostuhoista. Han oli saanut naisen hoidettavakseen
viisi vuotta aiemmin, tdman karsittya vakavasta muistamattomuudesta, alyllisen toiminnan heikkene-
misestd, aistiharhoista sekd kayttshairidista. Suorittamissaan muistitesteissé Alzheimer kuvasi poti-
laansa unohtavan sanoja valittdémasti. Augustesta tuli lopulta téysin ajasta ja paikasta tiedostama-
ton. Kun han kuoli 55-vuotiaana huhtikuussa 1906, Alzheimer vaati saada tutkia potilaansa aivot ja
havaitsi tekemissdan histologisissa hopeavarjayksissa muun muassa valtavan maaran beeta-amy-
loidiplakkeja, tau-proteiinin muodostamia hermosaievyyhteja seka verisuonten kalkkeutumiseen viit-
tavia 16ydoksia. Lahes kolmasosa kortikaalisista soluista oli tuhoutunut. (Maurer, Volk & Gerbaldo
1997, 1546—-1549.) Aloisin kollega, Emil Kraepelin kuvasi vuonna 1910 ilmestyneessa teoksessaan
"Handbook of Psychiatry” naitd Alzheimerin I6ytédmia histopatologisia muutoksia keskeisiksi seniilissa
dementiassa ja kdytti ensimmaistad kertaa nimitystd Alzheimerin tauti. Vuotta myéhemmin AT oli sai-
rauden nimena vakiintunut kayttddn Euroopassa ja Yhdysvalloissa. (Bondi, Edmonds & Salmon
2017, 2.)

2.1.2 Keskeiset patologiset muutokset aivoissa

Ikadntymisen myo6ta riski sairastua AT:n seka muihin aivorappeumasairauksiin kasvaa. Sairauden
eteneminen oireettomasta, prekliinisestéd vaiheesta ensin varhaiseen AT:n ja siitd edelleen lievan ja
keskivaikean taudinkuvan kautta vaikeaan dementiaan kestda useita vuosia. Muistin kannalta tér-
kean hippokampuksen alueen hermosolut tuhoutuvat ensimmaising, johtaen sairaudelle tyypillisiin
ensioireisiin, kuten dskettdin puhuttujen ja tapahtuneiden asioiden unohteluun. (Koivisto ym. 2018,
2520; Tanila, Hiltunen & Myllykangas 2018, 2512.) Taudin edetessa kognitiiviset toiminnot, kuten
ajattelun seka uuden oppiminen heikkenee ja itsendinen arjessa selviytyminen vaikeutuu. Sairastu-
neen persoonallisuudessa tapahtuu usein muutoksia, han voi olla ahdistunut ja vainoharhainen. Her-
mosolujen eteneva tuhoutuminen vaikuttaa koko kehon toimintoihin, muun muassa kaveleminen,

puhuminen ja nieleminen vaikeutuvat. Lopulta potilas ei kykene endd nousemaan sangysta, vaan
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tarvitsee liikuntakyvyttbmana ymparivuorokautista laitoshoitoa. (Alzheimer's Association Report
2019, 322-324.)

Nykytietdmyksen mukaan AT:lle tyypilliset patologiset muutokset, kuten beeta-amyloidin lisdantynyt
kertyminen, tauproteiinin muodostamat fibrillivyyhdet ja aivojen tulehdustila alkavat kehittya jo vuo-
sia (kuva 1), jopa vuosikymmenia ennen ensimmaisia havaittavia oireita. (Selkoe & Hardy 2016,
595; Tanila, Hiltunen & Myllykangas 2018, 2512.) Amyloidiprekursoriproteiinin (APP) entsymaattisen
hajotuksen seurauksena muodostuvan beeta-amyloidipeptidin lisadntyneen kertymisen on uskottu
olevan yksi keskeinen tekija AT:n patofysiologiassa. APP on hermoston toiminnalle valttdmatdn solu-
kalvoproteiini, joka pilkkoutuu joko ei-amyloidista reittia alfasekretaasientsyymin toimesta tai bee-
tasekretaasi- ja gammasekretaasientsyymien hajottamina, jolloin syntyy elimistélle vahingollista
beeta-amyloidia. (Lichtenthaler, Tschirner & Steiner 2022, 101.) APP:n prosessointi molemmilla ta-
voilla on normaalia ja aivot poistavat niihin kertyvaa beeta-amyloidia ongelmitta. AT:ssa puhdistus-
kapasiteetti on kuitenkin puutteellinen, jolloin beeta-amyloidia ja varsinkin sen liukenematonta
beeta-amyloidi42 muotoa kertyy solujen ulkopuolelle.

Poikkeava 4

= Beeta-amyloidipatologia

Neuroinflammaatio

= Tau-patologia

= Aivojen kudostuho
Normaali - o

Normaali kognitio Alkava muistihairio Dementia
Kliininen tila

KUVA 1. Tautiprosessien aika-akseli (Tanila, Hiltunen & Myllykangas 2018, 2516)

Amyloidikaskadihypoteesin mukaan juuri beeta-amyloidin liika sakkautuminen aivokudokseen olisi
alkusysays tapahtumaketjulle, joka johtaa sairastumiseen. AT:ssa havaitut, tiiviin ytimen omaavat
neuriittiset plakit muodostuvat suurimmaksi osaksi beeta-amyloidi42-peptidista ja ne saavat aivojen
immuunipuolustuksen aktivoitumaan. (Selkoe & Hardy 2016, 597; Bondi ym. 2017, 7.) Mikrogliasolu-
jen ja astrosyyttien aktivaation pitkittyminen johtaa aivojen tulehdustilaan. Hermosolujen tukiraken-
teista huolehtiva tau-proteiini alkaa hyperfosforyloitua ja laskostua vaarin neuronien sisaan. Ndiden
neurofibrillivyyhtien on osoitettu liittyvén moniin hermorappeumasairauksiin ja yhdessa amyloidiplak-
kien kanssa ne ovat tunnusomaisia patologisia muutoksia AT:ssa. (Selkoe & Hardy 2016, 597; Ham-
pel ym. 2021, 5482.)
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Kuvassa 2 ndahdaan, miten beeta-amyloidin lisdantynyt kertyminen, tau-neurofibrillivyyhtien muodos-
tuminen ja neuroinflammaatio johtavat lopulta synapsien hajoamiseen ja aivokudoksen rappeutumi-
seen. Hermosolujen tuhoutumisen myo6ta tau-proteiinia ja sen fosforyloitunutta muotoa vapautuu
selkdydinnesteeseen. Beeta-amyloidi42- peptidin maara selkdydinnesteessa puolestaan vahenee,
koska se kasaantuu plakeiksi aivoihin. (Koivisto ym. 2018, 2524.) Naiden proteiinien pitoisuuksien

maarityksia likvorista kaytetaankin hyddyksi Alzheimerin taudin diagnostiikassa.

Inflammation
Microglia P
Ap pathology STREM-2 Astrocyte o
Aez GFAP YKL-40 Neuronal injury
A4/ ABgg ratio NfL
BACE-1 NSE
AB plagues \
Tau e
pathology AN
t-tau ¥4 Y
p-tau Healthy neuron Diseased neuron
Neurofibrillary
tang! 5
B Synaptic
dysfunction
Neurogranin
SNAP-25
SYT-1

KUVA 2. Keskeiset patologiset muutokset AT:ssa ja niihin liitetyt biomarkkerit (Villa ym. 2020, 2)

2.1.3 Alzheimerin taudin riskitekijat

AT on monitekijdinen sairaus, jonka synnysta ei vield vuosikymmenien tutkimusten jdlkeenkdan ole
paasty varmuuteen. Sen kehittymiseen vaikuttavat seka perinndlliset ettad elintapoihin ja ymparisto-
tautitapauksista ja alkaa tyypillisesti ennen 65 vuoden ikda, jolloin puhutaan varhaisién AT:sta (eng.
Early Onset AD, EOAD) (Bondi ym. 2017, 7). Varhaisidlla alkaneen sairauden taustalta I16ytyvat mu-
taatiot APP, PSENI tai PSENZ2 geeneissa. Geenien toimintahairidt vaikuttavat APP proteiinin proses-
sointiin ja aiheuttavat joko beeta-amyloidi-peptidin ja varsinkin sen beeta-amyloidi42 isoformin nor-
maalia aktiivisemman pilkkoutumisen tai sen lisadntyneen kertymisen aivoihin |dpi elaman. (Selkoe &
Hardy 2016, 597; Villa ym. 2020, 2.)

Mydhaisian AT (eng. Late Onset AD, LOAD) on selvasti yleisin tautimuoto. Sen on katsottu liittyvan
aivojen heikentyneeseen kapasiteettiin padsta eroon beeta-amyloidista. (Hansen, Hanson & Sheng

2018, 460.) Yli 65 vuoden idssa puhkeavan sairauden yleisin riskitekijé on ikd. Vaikka yli 85-vuotiailla
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henkil6illa onkin 32 % riski sairastua AT:hen, on huomioitava, ettei sairaus kuulu normaaliin ikdanty-
miseen eikd korkea ika yksistadn aiheuta Alzheimerin tautia. (Alzheimer's Association Report 2019,
327.)

Molekyyligeneettiset tutkimukset ovat jo vuosia osoittaneet kolesterolin aineenvaihduntaan osallistu-
van APOE- geenin tuottaman apolipoproteiini E:n (ApoE) €4 alleelin 16ytyvén neljdsosalta myohaisian
AT:hen sairastuneista, tehden siita merkittdvimman geneettisen riskitekijan. Lisaantynyt riski sairas-
tua on 8-12 kertainen muuhun vaestdon verrattuna, jos henkild on perinyt €4 alleelin molemmilta
vanhemmiltaan. (Verheijen & Sleegers 2018, 434.)

Viimeaikaisten GWAS tutkimusten my6ta uusia sairastuvuuden riskid nostavia tai sitd ehkaisevia gee-
neja on l6ytynyt runsaasti, kuten TREM2, APOE, TYROBP, ABI3, SORL1 ja PLCG2 (Keren-Shaul ym.
2017, 1280; Sims ym. 2017, 3). Esimerkiksi mikrogliojen hyvinvointiin, elavyyteen, rasva-aineenvaih-
duntaan ja fagosytoosiaktiivisuuteen vaikuttavan TREM2- geenin (triggering receptor expressed on
myeloid cells 2) muutosten on todettu nostavan sairastumisriskia 3-5 kertaiseksi (De Strooper &
Karran 2016, 610; Magno, Bunney, Mead, Svensson & Bictash 2021, 2.)

2.2 Mikrogliasolut

Noin 5-10 % ihmisen aivojen kokonaissolumadarasta on mikroglioja. Nama paikalliset makrofagit vas-
taavat muun muassa keskushermoston immuunipuolustuksesta sekd aivojen kudostasapainon, ho-
meostaasin, saatelysta. Niilld on myos tarkea rooli aivojen kehityksen, oppimisen ja muistin kan-
nalta. Homeostaattisessa eli normaalitilassa ne partioivat etsien taudinaiheuttajia pitkilla haarakkeil-
laan (kuva 3 A), pitavat huolta synapseista ja osallistuvat hermosolujen kehitykseen vaikuttavien
kasvutekijéiden tuottoon. (Sarlus & Heneke 2017, 3240; Airas & Saraste 2020, 751.)

Mikrogliat reagoivat erittdin herkasti ymparistdssadn tapahtuviin muutoksiin ja ne aktivoituvat ikaan-
tymisen, aivovammojen ja neurologisten sairauksien yhteydessa (kuva 3 B). Aivoja puolustaessaan
ne fagosytoivat patogeeneja (kuva 3 C) ja erittavat tulehdusta hillitsevid, mutta myds sitd edistavia
tulehdusvalittéjaaineita, sytokiineja, sekd muita tulehduksellisia molekyyleja. Saatuaan tulehduksen
hallintaan, ne palaavat takaisin normaaliin homeostaattiseen tilaansa. (Hemonnot, Hua, Ulmann &
Hirbec 2019, 2.) Ian my6ta, tulehdusten pitkittyessa tai kroonistuneissa patologisissa tiloissa mik-
rogliojen paluu normaaliin ei onnistu, hyperaktiivisten solujen toiminta heikentyy ja ne alkavat ha-
joamaan (kuva 3 D). Tallaisia dystrofisia soluja tavataan AT:ssa seka muissa hermorappeumasai-
rauksissa. (Streit, Xue, Tischer & Bechmann 2014, 3.)

2.2.1 Mikrogliojen aktivaatio

Taudinaiheuttajia tunnistaessaan mikrogliat aktivoituvat, niiden morfologia muuttuu ameebamaisen
pyoredksi ja ne alkavat sy6da soludebristd, kuolleita soluja sekd muita patogeeneja, kuten AT:ssa
vahingollista beeta-amyloidia (Sarlus & Heneke 2017, 3240). Aktivoituminen on valttamatonta mik-

rogliojen tehokkaan fagosytoosin seka tulehdusvasteen syntymisen kannalta. Kaikki mikrogliasolut
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osallistuvat aivojen puolustukseen, mutta sellaisia, joita havaitaan erityisesti hermorappeumasai-
rauksien yhteydessa, kutsutaan sairauksiin liitetyiksi mikroglioiksi eli DAM-soluiksi (disease-asso-

ciated microglia). AT:ssa DAM mikrogliat aktivoituvat tunnistaessaan beeta-amyloidiplakkeja seka

solun sisaltd vapautuvia tekijoitd, kuten myeliinia ja solukalvon fosfolipideja hermosolujen tuhoutu-
essa. (Keren-Shaul ym. 2017, 1278; Martiskainen ym. 2021, 1377-78.)

KUVA 3. Mikrogliojen morfologiset muutokset ihmisen aivokuorella kuvattuna Ibal vasta-aineella A.
Lepotilassa mikrogliat tutkivat ymparistéaan pitkilla haarakkeillaan. B. Aktivoituessaan solut muuttu-
vat pallomaisemmiksi ja niiden aineenvaihdunta vilkastuu. C. Fagosyyttiset mikrogliat muistuttavat
usein aivojen pyoreitd makrofageja. D. Dystrofisten mikrogliojen hajonneita haarakkeita. (Streit ym.
2014, 6.)

2.2.2 Mikrogliojen rooli Alzheimerin taudissa

Yha kehittyneemmat tutkimusmenetelmat ja yksisolu-teknologiat mahdollistavat geenien ja proteii-
nien tutkimisen yksittdisen solun siséltd. AT:n neuroinflammaatiossa aktivoituvilla mikrogliasoluilla
uskotaan olevan merkittdva rooli jo sairauden alkuvaiheesta léhtien. Siksi niiden toiminnan tarkempi
tutkiminen on tarkead, avaten mahdollisuuksia ja kohteita uusille hoitokeinoille (Hemonnot, Hua,
Ulmann & Hirbec 2019, 1.)

Eldinmalleilla seka AT potilailla tehdyt tutkimukset osoittavat aktivoituneiden mikrogliasolujen ke-
radntyvan beeta-amyloidista muodostuvien plakkien ymparille ja fagosytoivan sita (Prokop, Miller &
Heppner 2013, 462). Beeta-amyloidin I6ytyminen mikrogliojen sisdltd kertoo ndiden solujen tarke-
asta roolista aivojen puhdistajina seka AT:n ehkaisijéina (McQuade & Blurton-Jones 2018, 1806;
Andreone ym. 2020, 927).
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Beeta-amyloidiplakkien aiheuttama paikallinen tulehdusreaktio saa mikrogliat tuottamaan syto-
kiineja, mika houkuttelee paikalle lisad mikroglioja sekd muun muassa hermotukisoluihin kuuluvia
astrosyytteja. Sytokiinituotannon aktivoituminen on valttdmatoénta tehokkaan immuunipuolustuksen
syntymiselle. Valitettavasti neuroinflammaation kroonistuessa mikrogliat eivat enaa kykene fagosy-
toimaan taudin aiheuttajia tarpeeksi tehokkaasti, jolloin hyperaktiiviset solut pitavat ylla aivojen tu-
lehdustilaa seka edesauttavat homeostaasin epatasapainoa ja synapsien tuhoutumista. (Hansen ym.
2018, 463.)

Useiden myohaisian AT:iin liitettyjen geneettisten riskitekijoiden, kuten APOE, TREMZ2, ABI3 seka
PLCGZ geenien on osoitettu ilmentyvan suureksi osaksi tai yksinomaan mikroglioissa (Takalo ym.
2020, 2; Lichtenthaler, Tschirner & Steiner 2022, 101). Normaalitilanteessa niiden tuottamien prote-
iinien toiminta liitetdan solujen fagosytoosiaktiivisuuden seka elavyyden ylldpitamiseen, mutta prote-
iinituotannon heikentyminen syysta tai toisesta johtaa solujen immuunipuolustuksen ja aineenvaih-
dunnan héiriihin (Keren-Shaul ym. 2017, 1281).

Rasvapisarat ovat padasiassa neutraaleja lipideja ja kolesterolia sisaltavia solunsisdisia partikkeleita,
joilla on tarkea rooli solujen rasva-aineenvaihdunnassa ja proteiinien interaktiossa. Niiden toiminta-
hairiét voivat aiheuttaa aineenvaihduntasairauksia, kuten ylipainoa, diabetesta ja rasvamaksaa.
(Fam, Klymchenko & Collot, 2018, 1.) Ikaantymisen, tulehdusten ja sairauksien yhteydessa rasvapi-
saroita alkaa kertyd myds mikrogliojen sisaan, jolloin niiden lisdantynyt maara ja suurentunut koko
toimii indikaationa mikrogliojen aineenvaihdunnan hairidille. Mitd enemman rasvakertymaa soluissa
on, sita huonompi on niiden metabolia ja sen seurauksena solut toimivat yhd heikommin. Rasva-
aineenvaihdunnan hairididen on osoitettu olevan yhteydessa mikrogliojen toiminnan ja elavyyden
muutoksiin normaalissa ika@ntymisessa sekda hermorappeumasairauksissa. (Marschallinger ym. 2020,
1.)

2.2.3 PLCGZja suojaava variantti PLCy2-P522R

PLCy2-entsyymia (Fosfolipaasi C gamma 2) koodaavan PLCGZ -geenin ilmentyminen aivoissa on ri-
kastunut mikroglioihin. PLCy2-entsyymi osallistuu muun muassa solujen hyvinvoinnin, eldvyyden,
inflammatorisen vasteen ja fagosytoosin yllapitoon seka rasva-aineenvaihduntaan. (Andreone ym.
2020, 931.) Vuonna 2017 PLCGZ geenissa identifioitiin harvinainen koodaava geenimuutos, jonka
seurauksena proliini 522 muuttuu arginiiniksi, P522R. Taman muutoksen on osoitettu edesauttavan
tervettd ikdantymistd, lisédvan elinvuosia sekd suojaavan AT:lta ja muilta hermorappeumasairauk-
silta, kuten Lewyn kappaleen taudilta seka otsalohkodementialta. (Sims ym. 2017, 237; Van der Lee
ym. 2019, 237-238.)

Viimeaikaisissa tutkimuksissa P522R variantin on todettu lisdavan PLCy2-entsyymin aktiivisuutta,
johtaen immuunisolujen elavyyden ja toiminnan, kuten inflammatorisen vasteen ja fagosytoosikyvyn
parantumiseen. Suojaavan geenimuutoksen ei ole osoitettu lisddvan mikrogliojen maaraa tai muut-
tavan niiden morfologiaa, joten sen oletetaan herkistdvéan soluja itsessaan puolustautumaan tehok-
kaammin ympariston haittavaikutuksia vastaan. Solujen toiminnan tarkempi tutkiminen avaakin uu-

sia mahdollisuuksia Alzheimerin taudin ladkehoitoon. (Takalo ym. 2020, 6.)
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2.3 Immunohistokemialliset varjaykset

Immunohistokemialliset vérjdykset ovat laajasti kdytetty menetelma kudosrakenteiden, solujen ja
proteiinien ilmentymisen seka niiden lokalisaation tutkimiseen. Esimerkiksi AT:ssa kiinnostuksen koh-
teena olevat beeta-amyloidiplakit ja tau-fibrillivyyhdet saadaan nakyviin ndytekudoksen antigeenei-

hin kiinnittyvien vasta-aineiden avulla. (Potts ym. 2020, 2.)

Kaytettavien vasta-aineiden valintaan vaikuttaa kohteen kudos- ja solutyyppi seka kayttétarkoitus
(diagnostiikka vs. tutkimus). Tutkittavan kohteen anatomian tuntemus on tarkeda. Perehtyminen
kirjallisuuteen ja tiedeartikkeleihin seka muiden tutkimusryhmien konsultointi auttaa varjaysmeto-
dien ja vasta-aineiden valinnassa. Polyklonaaliset vasta-aineet tunnistavat useita antigeeni-epitoop-
peja tutkittavan kohteen pinnalta, monoklonaaliset vain yhden, mika nostaa merkittdvasti varjayksen
tarkkuutta ja spesifisyyttda, mutta usein myos hintaa. (Naukkarinen, Kirjavainen, Kukkonen & Remes
2020, 20, 54.)

Immunofluoresenssivarjayksissa vasta-aineeseen kiinnitetty fluoresoiva aine, fluorokromi, saadaan
nakyvaksi fluoresenssimikroskoopin korkeaenergisen valon (UV, laser tai LED) avulla. Nykyaikainen
teknologia ja konfokaalimikroskopia mahdollistavat varjaystuloksen hyvan resoluution ja kohteen
hahmottamisen my0s 3-ulotteisena. Suoraa immunofluoresenssivarjaysta herkempi ja usein kaytto-
kelpoisempi menetelma on epasuora varjays, jossa fluorokromilla leimattu sekundaarivasta-aine kiin-
nittyy leimaamattomaan primaarivasta-aineeseen. Tama parantaa varjdyksen herkkyyttd. Menetel-
massa on mahdollista myos kayttaa kahta tai useampaa vasta-ainetta samanaikaisesti, mika vahen-
taa varjaykseen kuluvaa aikaa ja sdastda ndytettd. Fluoresoivia vasta-aineita kdytettdessa on muis-
tettava, ettei fluoresenssi ole pysyvaa, vaan se haalistuu ajan myéta ja aina naytetta katsottaessa.
Nadytteet kannattaakin skannata tai valokuvata mahdollisimman pian varjayksen jalkeen. Fluoresens-
sin kulumista voi estaa suojaamalla ndytteet vérjayksen aikana valolta seka mikroskopoimalla ja sai-
lyttamalla objektilasit pimedssa. (Naukkarinen ym. 2020, 20, 23, 28, 95.)

Kudosleikkeet on mahdollista varjata heti mikrotomilla leikkaamisen jélkeen objektilasilla tai vapaasti
vasta-aineliuoksessa kelluvina leikkeind. Valinta riippuu ndytteen laadusta, leikkeen paksuudesta
sekd tutkimuksen tarkoituksesta. Molemmissa menetelmissa on omat hyvat ja huonot puolensa.
Suoraan objektilasille kiinnitettyjen leikkeiden varjayksiin kuluu usein vahemman kalliita vasta-ai-
neita, joten se tulee edullisemmaksi, mutta jos varjattavia naytteitd on paljon, on kelluvien leikkei-

den varjdysmenetelma silloin tarkoituksenmukaisempi. (Potts ym. 2020, 2-3.)

2.4 Kelluvien kudosleikkeiden vdrjdysmenetelman soveltuvuuteen vaikuttavia tekijoita

Tutkimusmenetelman soveltuvuus kayttdtarkoitukseensa varmistetaan validoinnilla, joka on prosessi
menetelman suunnittelusta, toteutuksesta ja tulosten tulkinnasta dokumentointiin. Kayttétarkoituk-
sesta ja laboratoriosta riippuen validointi voi olla pitka ja raskas. Verifiointi eli todentaminen on vali-
dointia suppeampi keino menetelman laadunvarmistamiseksi ja sité kdytetdan, jos menetelma on jo
ennestdan validoitu tai siihen tehdaan muutoksia. Laboratorio itse paattaa, milla kriteereilld se hy-

vaksyy menetelman kayttéonsa. (Hagg, Margareta 2016, 7.)
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Validointi ja verifiointi ovat osa laatujarjestelmaa, joka kattaa koko tutkimusprosessin alusta alkaen
ja perustuu objektiiviseen nayttédon ISO 15189: 2012 standardin mukaisesti (Labquality 2022). Myds
menetelman optimointi on osa laadunhallintaa ja silld pyritdadn saavuttamaan parhain lopputulos
kaytettavissa olevilla keinoilla huomioiden muun muassa menetelman toimivuus, luotettavuus ja
toistettavuus (Naukkarinen ym. 2020, 56). Kasitteet validointi, verifiointi ja optimointi menevat hel-
posti sekaisin ja kuten Hagg (2016, 7) toteaa, eri tutkimusaloilla saatetaan kayttaa eri ilmaisuja sa-
masta asiasta. Keskeisia parametreja uuden menetelman luotettavuuden arviointiin ovat muun mu-
assa toistettavuus, herkkyys, spesifisyys, sisdinen laadunvarmistus seka naytteen prosessoinnin vai-
kutus lopputulokseen. Mikali valmistaja on ilmoittanut kaytettavien laitteiden ja reagenssien osalta
ominaisuuksista, jotka voivat vaikuttaa tuloksiin, on ne testattava tai huomioitava tuloksia tulkitta-
essa. (Hagg, Margareta 2016, 17, 43.)

Immunohistokemiallisissa varjayksissa pyritdan nayteleikkeen kudoksen intensiiviseen ja luotetta-
vaan varjdytymiseen ilman hairitsevaa taustaa. Menetelmaa optimoitaessa sdddetaan aina vain yhta
parametria kerrallaan. Tyypillisia muuttujia ovat kudosnaytteiden fiksointiaika, esikasittelyt, primaari-
ja sekundadrivasta-aineiden laimennokset, inkubaatioajat seka lampétilat. Mahdollisia virhelahteita
ovat useimmiten puutteellinen fiksaatio, epatasaiset tai repaleiset leikkeet seka riittamaton ja epa-
maarainen varjaytyminen. Myos oikeanlainen taustaa aiheuttamaton peitinaine on muistettava valita
varjayksen lopuksi. (Naukkarinen ym. 2020, 56-57, 114-115.)

Kelluvien kudosleikkeiden immunohistokemialliset varjaykset ovat erittdin hyvéa tutkimusmenetelma
erityisesti aivokudosnaytteille, kun halutaan tutkia hermosolujen rakennetta seka sailyttaa pitkien
dendriittien ja aksonien kolmiulotteisuus. Menetelmassa kaytetyt leikkeet ovat paksuja (25-50 puM),
mika soveltuu huonosti suoraan objektilasilla tehtavaan varjaykseen. Vapaasti liuoksessa kelluviin
ndytteisiin vasta-aineet sen sijaan paasevat vaikuttamaan joka suunnalta, lisdten varjdyksen tehok-

kuutta ja spesifisyytta. (Potts ym. 2020, 1.)

Kudosnaytteen esikasittelylld on merkittdva vaikutus varjdyksen lopputulokseen. Kudoksen fiksointi
on olennainen osa ndytteen valmistusta, se sailyttdd ndaytteen mahdollisimman muuttumattomana
irrotushetkeen verrattuna, eliminoi mikrobikasvua ja estda kudoksen hajoamisen. (Raheem 2018.)
Fiksatiivina kaytetty 10 % formaliini tai 4 % paraformaldehydi muodostaa proteiinien ja aminohap-
pojen kanssa sidoksia, jolloin kudoksesta tulee kovempi, mika edistaa helposti hajoavien ja pehmei-
den aivonaytteiden tai kasvaimien prosessointia. On kuitenkin muistettava, etté fiksatiivi voi peittaa
alleen kudoksen antigeeneja ja huonontaa siten varjdystulosta. Leikkeiden keittdminen 80°C sitraat-
tipuskurissa ennen vasta-ainekasittelyja purkaa formaliinin ja proteiinien valisia ristisidoksia ja pa-
rantaa vasta-aineen sitoutumista. (Naukkarinen ym. 2020, 68; Potts ym. 2020, 2.) Endogeenisen
peroksidaasin poistaminen vetyperoksidilla vahentaa ndytteen epaspesifistd taustaa ja liséa vasta-
aineen tehokkuutta. Autofluoresenssia voidaan poistaa myos kaupallisilla reagensseilla. Leikkeiden
kasittely BSA:lla (naudan seerumin albumiini) ennen varjdysta vahentaa primadrivasta-aineen epa-

spesifistd sitoutumista muuhun kuin antigeeniin kudoksen pinnalla. (Naukkarinen ym. 2020, 45.)

Koska kudosndytteesta leikataan leikkeitd eri syvyyksiltd, leikemaara voi kasvaa suureksikin. Kellu-
vien leikkeiden varjdysmenetelman ansiosta useita leikkeita voidaan varjata samassa astiassa tai

kuoppalevylla, jolloin sadstyy aikaa, vaivaa ja rahaa. Leikkeiden huuhtelu vasta-aineiden valilla on
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my6s tehokkaampaa, mikd vahentda epaspesifista taustaa ja parantaa fluoresenssin signaalia. (Potts
ym. 2020, 1.) Onnistunut immunohistokemiallinen varjdys on kokonaisvaltainen prosessi kudosnayt-
teiden irrotuksesta, esikasittelysta, leikkaamisesta ja varjdyksesta aina naytteen mikroskopointiin ja

tulkintaan.
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3 OPINNAYTETYON TAUSTA, TARKOITUS JA TAVOITE

Tama opinndytety0 sai aiheensa dosentti Mari Takalon johtamasta PLCy2-tutkimuksesta, jossa moni-
puolisin geneettisin ja funktionaalisin menetelmin tutkitaan AT:lta suojaavan PLCy2 (P522R) varian-
tin toimintaa. Eras hankkeen osa-alueista oli tutkimushiirten aivokudosleikkeiden immunohistokemi-
alliset varjaykset mikrogliasolujen toiminnan ja morfologian tutkimista varten. Kelluvien leikkeiden
varjaysmenetelma valittiin, koska sille oli jatkuva akuutti tarve. Menetelma ei ollut ennestaan kay-
tdssa tutkimusryhmassa eika yksikdssa, vaan aivokudosndytteet oli jouduttu prosessoimaan yhteis-
tyolaboratoriossa. Opinnadytetydssa testatut vasta-aineet valittiin kansainvdliseen tieteelliseen nayt-
toon perustuen. Tutkiessaan mikrogliasolujen morfologisia muutoksia, muun muassa Keren-Shaul
ym. 2017, Parhizkar ym. 2019, Andreone ym. 2020, Marschallinger ym. 2020 ja Takalo ym. 2020

ovat kdyttdneet samoja vasta-aineita AT mallintavien hiirten aivokudosleikkeiden varjayksissa.

Opinnaytetyon tarkoituksena oli kehittda luotettava kelluvien aivoleikkeiden varjaysmetodi, valmista-
malla hiirten aivokudosndytteistd kelluvia leikkeita ja varjaamalléd ne immunohistokemiallisesti mikro-
gliasoluille spesifeilla fluoresoivilla vasta-aineilla. Tutkimuskysymykseksi nousi valitun varjaysmene-
telman soveltuvuus mikrogliasolujen tutkimiseen molekyyligenetiikan laboratorion kdytdssa. Opin-
ndytetydn tavoitteena oli saada uutta tietoa mikrogliasolujen toiminnasta ja aineenvaihdunnasta

seka siten edistaa Alzheimerin taudin tutkimusta.
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4 TUTKIMUKSEN TOTEUTUS

Opinnadytety0 tehtiin huhtikuun 2021 ja maaliskuun 2023 valisena aikana Itd-Suomen yliopiston bio-
ladketieteen yksikdssa, jossa histologisiin varjayksiin erikoistunut laboratorio ja kuvantamisyksikkd
tarjosivat tydskentelylle erinonomaiset puitteet. Akateemiseen tutkimukseen keskittyneessa mole-
kyyligenetiikan tutkimuslaboratoriossa ei tehda kliinistd laboratoriodiagnostiikkaa eika kaytdssa ole-
via tutkimusmenetelmia ole ollut tarpeen akkreditoida. Akkreditoinnilla tarkoitetaan virallista tutki-
musmenetelman patevyyden ja luotettavuuden osoittamista ja se toimii laadunvarmistuksena esi-
merkiksi markkinointi- ja kilpailutilanteissa (FINAS 2015).

Opinnaytety6 toteutettiin tutkimuksellisena kehittdmistyéna. Tutkimuksellisella kehittdmistyolla pyri-
tdan ratkaisemaan todellisia tyéeldaman ongelmia ja tuottamaan uutta ammattitietoa. Se mahdollis-
taa uusien ratkaisujen ja toimintamallien kaytdn, edesauttaa tutkimuksen tekijan ammatillista kehit-
tymista seka hyodyttaa tyonantajaa. Tutkimuksen lahestymistapa oli konstruktiivinen, jossa haluttu
paamaara oli ennalta tiedossa, mutta sen saavuttaminen ei. Konstruktiiviselle tutkimukselle on omi-
naista kdyttad olemassa olevaa tietoa uuden kaytannon tuottamiseen. Olennaista on uusien ratkai-
sujen toimivuuden testaus seka niiden oikeellisuuden osoittaminen teoriatietoon seké kaytantéon
perustuen. (HUMAK 2021; Rissanen 2021.)

4.1 Tutkimuksellisen kehittdmistyén maaritelma

Salosen (2013,16) esittelemassa opinndytetyon tutkimuksellisen kehittamishankkeen konstruktivisti-
sessa mallissa lahtdkohtana on hankkeen huolellinen suunnittelu ja vaiheistus, tutkimuksellinen ty6s-
kentelyote, tytssa oppiminen, eri menetelmien ymmartaminen ja hallinta seka ammatillinen osallis-

tuvuus. Mallin tarkoituksena ei ole olla eksaktisti jaljiteltdva, vaan antaa tekijalle tyékaluja ymmartaa

paremmin tutkimusmaailmaa ja kaytettdvissa olevia mahdollisuuksia.

Konstruktivistinen kehittdmismalli saa alkunsa tyéeldman kehittamistarpeesta ja jatkuu idean suun-
nittelulla, mikd konkretisoituu kirjalliseen opinndytety6- tai tutkimussuunnitelmaan. Oleellista on eri
toimijoiden (tekijén, oppilaitoksen ja tydeldman) yhteistyd ja ymmarrys hankkeen tarkoituksesta,
tavoitteista sekd toiminnan mahdollistamisesta arvioidussa ajassa. Suunnitelman hyvaksynnan jal-
keen siirrytédan tyostdvaiheeseen eli varsinaiseen tydymparistddn ja tutkimuksen kaytanndn toteutta-
miseen. (Salonen 2013, 17.) Opinndytetydn edistymistd tarkastellaan ja arvioidaan saannéllisesti.
Viimeistelyvaiheessa opinndytety6ta hiotaan lopulliseen muotoonsa, johon voi kulua yllattdvan paljon
aikaa. Tutkimuksellisen kehittamistydn tuloksena valmistuu yleensa jotain konkreetista, kuten ty6-
ohje, kirja tai opas. Valmis tuotos esitelldan tai julkaistaan ennalta sovittujen ohjeiden mukaisesti.
(Salonen 2013, 19.)
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4.2  Opinndytetydn prosessi

Taman tutkimuksellisen kehittdmistydn idea suunnitella kelluvien leikkeiden varjdyspiste bioladketie-
teen yksikkdon pohjautui PLCy2-tutkimushankkeen immunohistokemialliseen osioon. Varjaysmene-
telmdlle oli kysyntaa ja tahan mennessa kelluvien leikkeiden valmistaminen ja varjaykset oli suori-

tettu yhteistyolaboratorion toimesta.

Opinnaytety6 aloitettiin kirjallisuuteen ja artikkeleihin perehtymalla. Kuten Saarnio ja Paatalo (2022)
toteavat, YAMK opinndytetydn teoriatiedon hankinnan pohjana ovat jarjestelmallisyys, kriittisyys
seka tiedon luotettavuuden ja eettisyyden arviointi. PubMedista 16ytyi runsaasti tiedejulkaisuja haku-
sanoilla AT, mikrogliat ja PLCy2. Haut suoritettiin suomeksi ja englanniksi. Sita vastoin immunohisto-
kemiallisia varjdyksia seka kelluvia leikkeita koskevia julkaisuja oli erittdin vahan. Tavanomaista on-
kin, ettd varjayksiin liittyva tieto kulkee henkilostdn keskuudessa tytkokemuksen kautta saatuna hil-
jaisena tietona, minka vuoksi yhteisty6laboratorion konsultointi varjdayspisteen pystytykseen seka

kelluvien leikkeiden varjayksiin liittyvissa asioissa oli erittdin tarkeaa.

Opinnaytety6n tutkimussuunnitelman hyvaksynnan jalkeen siirryttiin kdytannén tydvaiheeseen. Vér-
jayspisteen pystytys aloitettiin kartoittamalla bioladketieteen yksikdn histologian laboratoriosta mik-
rotomille sopiva paikka. Mikrotomi lainattiin kampukselta, se huollettiin ja terdt teroitettiin asianmu-
kaisesti ennen kayttodnottoa. Koska aivokudosten tuli olla jaassa koko leikkausprosessin ajan, taytyi
kuivajaiden saaminen leikkauspaivalle varmistaa etukdteen. Aivoleikkeiden leikkaamista harjoiteltiin
ensin varsinaiseen tutkimusaineistoon kuulumattomilla hiirten aivokudosnaytteilld riittavan kompe-

tenssin saamiseksi.

Kelluvien leikkeiden varjayksissa kaytettdvat vdlineet, reagenssit, vasta-aineet ja varjaysprotokollat
suunniteltiin etukdteen yhdessa opinndytetydn kenttdohjaajan kanssa. Huomioitavia tekijoita olivat
muun muassa testattavat vasta-ainelaimennokset, ndytteiden esikasittelyt seka varjayksiin kuluva
aika. Leikkeiden pesuun ja esikasittelyyn tarvittavat liuokset valmistettiin ja sdilytettiin ohjeiden mu-
kaisesti. Spesifiset kaupalliset vasta-aineet tilattiin tieteelliseen ndyttéon ja yhteistydlaboratorion
suosituksiin perustuen, tarkoituksena saada nakyviin mikrogliasolut, mutta myds AT:lle tyypilliset
patologiset muutokset, kuten beeta-amyloidiplakit, dystrofiset neuriitit ja astrosyyttien lisdantymi-
nen. Myds solujen aineenvaihdunnasta ja hyvinvoinnista kertovista rasvapisaroista oltiin kiinnostu-

neita.

4.3 Opinndytetyon tutkimusaineisto

Tama opinnaytetyo oli tutkimuksellista kehittédmista ja perustui arvostetuissa kansainvalisissa leh-
dissa julkaistuihin tutkimuksiin seka yhteisty6laboratorion konsultaatioon. Koska kelluvien leikkeiden
varjaysmenetelmdn soveltuvuus mikrogliasolujen tutkimiseen testattiin omaa laboratoriokayttéa var-
ten ja kaupalliset vasta-aineet olivat valmiiksi validoituja, riitti itse menetelman pystytyksen validoin-
tiin varjdysolosuhteiden testaus ja optimointi. (Hadgg, Margareta 2016, 7.) Aina ennen uuden tutki-
muksen aloittamista varjdysolosuhteet on testattava naytekohtaisesti, vaikka menetelma itsessdaan

toimisikin.
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Opinnaytetytssa kaytetty tutkimusaineisto koostui PLCy2-hankkeen AT:a mallintavien APP/PSEN1-
hiirten (APPdE9), taudilta suojaavan PLCy2 (P522R) variantin hiirten, molemmat genotyypit omaa-
vien APPdE9 x PLCy2 (P522R) risteytyshiirien seka villityypin hiirten aivokudoksista (Takalo ym.
2020, 8). Transgeeniset, kauppanimeltdan APPswe/PSEN1dE9 (line 85), AT:a mallintavat hiiret oli
tuotettu The Jackson laboratoriossa injektoimalla niihin APP ja PSEN1 geeneja ilmentdvat vektorit
(Alzforum 2023). Kukin hiiren genotyyppi tarkistettiin etukdteen sekvensoinnilla (Novogene Co.),
TagMan-pohjaisella yhden nukleotidin polyformismi (SNP) genotyyppauksella seka PCR-analyyseilld
paikkansa pitaviksi. On huomioitava, etta APPdE9 hiirten aivokudoksessa alkaa nakya AT:lle tyypil-
lista beeta-amyloidipatofysiologiaa vasta 4-6 kuukaudesta eteenpain. Plakkien mdara ja koko kasvaa
ian myotd, samoin kuin astrosyyttien maara lisadntyy (Alzforum 2023). 12 kuukauden ikaisilla hiirilla
kayttdytymismuutokset ovat selkeimpid, siksi varsinainen PLCy2 -tutkimus ajoitettiin vahintaan vuo-
den vanhoihin eldimiin. PLCy2 (P522R) -hiirilla beeta-amyloidipatologiaa ei ole. Pitkan odotusajan
takia opinnaytetydssa kaytettavien vasta-aineiden toimivuutta testattiin myds muilla tutkimusryh-

massa meneillaan olevien projektien ndytteilld, joissa mikrogliasolut olivat kiinnostuksen kohteina.

4.4 Kelluvien leikkeiden valmistaminen

Preanalyyttisessa vaiheessa aivokudoksen vasen puolisko fiksointiin 4 % paraformaldehydissa
(#28908 Thermo Fisher Scientic), 24 tuntia, +4°C, jonka jdlkeen se siirrettiin 15 millilitran falcon
putkeen 12 millilitraan 30 % sukroosia. Sukroosi kyllasti ndytteen ja poisti siitéd veden, jotta solut
eivat jaatyessdan hajonneet ja aiheuttaneet kudokseen reikia. Kun aivopala se oli painunut putken
pohjalle, se siirrettiin jadtymisen estavaan anti-freeze liuokseen. Itsetehty sukroosi-etyleeniglykoli-
pohjainen anti-freeze (sukroosi 15 %, etyleeniglykoli 33 %) oli tarkoitettu naytteen sailyttdmiseen
-20°C asteessa. Mikrotomilla leikkaamista varten aivopala siirrettiin takaisin 12 millilitraan 30 % su-
kroosia, jotta mahdollinen anti-freeze liuoksesta kudokseen siirtynyt vesi poistui, eiké aiheuttanut
varjaykseen reikadista artefaktaa. Nayte oli valmis mikrotomilla (kuva 4 A) leikattavaksi, kun se ol

painunut putken pohjalle.

Mikrotomin istukka huuhdeltiin vedelld puhtaaksi ja jaddytettiin kuivajdiden alla vahintaan 20 mi-
nuuttia. Ylimaardinen osa aivopalan hajukdameista leikattiin pois, kudos istutettiin pikkuaivoista mik-
rotomin istukkaan vesiliukoisella ja kudosta varjaamattémalld kudosliimalla (Tissue-Tek, #4583, Sa-
kura), jonka jélkeen sen annettiin jaatya vahintaan puoli tuntia kuivajdiden alla (kuva 4 B ja C). Hip-
pokampus oli keskeinen kiinnostuksen kohde ja kudoksen anatomian tunnistamisessa kaytettiin
apuna hiiren Atlas aivokudoskarttaa. Aivopalasta leikattiin 35 pm paksuisia leikkeitd, jotka kerattiin
siveltimella 24-kuoppalevylle (Nunc 142475, Thermo Fisher Scientic) jadtymisen estdvaan anti-freeze
liuokseen ja sdilytettiin -20°C asteessa varjayksen aloittamiseen saakka. Varjaysta edeltavana pai-
vana, leikkeet siirrettiin huoneenlampdon tasoravistelijaan tasapainottumaan 0,1 M natriumfosfaatti-

puskurissa 24- verkkokuoppalevyilld (kuva 4 D) yén vyli.
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KUVA 4. Menetelmén pystytykseen kaytettya valineist6a. A. mikrotomi B. Istukka taytettyna kuiva-
jailld C. Aivopala kiinnitettynd D. Varjdysmalja ja verkkokuoppalevy (Mdkinen 2022, BY)

Aivokudosten esikasittely, leikkaaminen ja varjdys on aikaa vieva prosessi ja jokainen vaihe vaikut-
taa varjaytymisen lopputulokseen ja onnistumiseen. Kelluvien leikkeiden valmistus- ja varjayspro-
sessi on esitetty yksinkertaistettuna kuvassa 5.
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Aivokudosten irrottaminen

Kudosten fiksointi 4 % PFA:lla
Veden poisto 30 % sukroosilla
Sailytys anti-freeze liuoksessa -20°C

Leikkeet 30 % sukroosiin
Leikkeiden leikkaaminen mikrotomilla
Leikkeiden sailytys antifreeze liuoksessa -20°C

Varjattavien leikkeiden nostelu natriumfosfaatti-puskuriin
Tasapainotus yon yli huoneenlammossa

X-34: sitraattikeitto +80°C, 30min

Pesut 3 x 5 minuuttia
3 % BSA blokkaus

Varjaykset fluoresoivilla vasta-aineilla

Leikkeiden nostelu objektiivilaseille
Peittaus peitinaineella ja lasilla
Sailytys pimedssd, +4°C

Kuvantaminen
Leica Thunder leikeskanneri / Zeiss LSZ 700

Varjaystulosten tulkinta ja laadunvarmistus

KUVA 5. Kelluvien leikkeiden valmistus- ja varjdysprosessi (Makinen 2023, BY)
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4.5 Leikkeiden varjays fluoresoivilla vasta-aineilla

Testattavilla vasta-aineilla haluttiin nakyviin mikrogliasolut seké mahdollisesti kudoksessa tapahtuvat
AT:n beeta-amyloidipatologian aiheuttamat muutokset. Hippokampusleikkeet olivat optimoinnin kes-
kiossa, koska siella muutokset ndkyvat ensimmaisend (Tanila, Hiltunen & Myllykangas 2018, 2512).
Kelluvien leikkeiden varjdysmenetelma puolsi paikkaansa, koska leikkeet olivat paksuja ja koko hip-

pokampuksen alue leikattiin, jolloin leikemaara kasvoi suureksi (Potts ym. 2020, 1).

Opinnaytetytssa kaytetyt fluoresoivat vasta-aineet testattiin kahden eri primaarivasta-aineen yhteis-
varjayksina. Tdman arveltiin antavan arvokasta tietoa mikrogliasolujen morfologiassa mahdollisesti
tapahtuvista muutoksista seka niiden kerad@ntymisesta ja sijoittumisesta suhteessa beeta-amy-
loidiplakkeihin. Yhteisvarjdys sadsti myos aikaa ja ndytteita. Primadrivasta-aineiden valinnassa tuli
huomioida, etta ne oli tuotettu eri eldimessa (Naukkarinen ym. 2020, 98). Varjaykset suunniteltiin ja

aikataulutettiin etukateen, koska prosessi kesti useita paivid ja mikroskoopit oli varattava ajoissa.

Opinnaytetytssa testatut vasta-aineet valittiin tieteelliseen ndyttédn perustuen ja niiden toimivuus
varmennettiin eri esikasittelyin seka kayttélaimennoksin. Mikrogliat varjattiin kanissa tai vuohessa
tuotetulla Ibal primdarivasta-aineella (Keren-Shaul ym. 2020, 1291.) APP:hen sitoutuvalla 22C11:lla
detektoitiin dystrofiset neuriitit (Rohn, Ivins, Bahr, Cotman & Cribbs 2000, 2331). Mikrogliojen akti-
vaatio johtaa my0s astrosyyttien aktivaatioon, jotka varjattiin kdyttaen astrosyyttimarkkeri GFAP:a
(Takalo ym. 2020, 6). Mikrogliasolujen aktivaatiosta ja fagosytoosikyvysta kertovat solunsisaiset
lysosomit varjattiin CD68 vasta-aineella (Marshallinger ym. 2020, 200). BODIPY 493/503, X-34, DAPI
ja TO-PRO™ Iodide eivat ole vasta-aineita, vaan fluoresoivia leimoja, jotka sitoutuvat soluorganellei-
hin. BODIPY 493/503 kaytettiin varjdamaan rasvapisarat ja nayttdmaan niiden lokalisaatio mik-
rogliojen sisdssa (Marshallinger ym. 2020, 196). X-34 on amyloidi spesifinen leima, jolla saatiin na-
kyviin beeta-amyloidiplakit. DAPI ja TO-PRO™ Iodide variaineita kaytettiin varjadmaan solujen tu-
mien DNA tulosten normalisaatio tarkoitusta varten. (Parhizkar ym. 2020, 199; Takalo ym. 2020, 5.)

Immunohistologiset varjaykset testattiin PLCy2 hiiriaineistossa kuvan 6 mukaisesti.

Genotyyppi Amyloidipatologia Testatut varjaykset

PLCy2 (P522R) - Ibal + GFAP

APPdE9 + x-34, Ibal, 22C11, TO-PRO™
APPdES + PLCy2 (P522R) | +/ - x-34, ibal, 22C11, TO-PRO™
Villityyppi - Ibal + GFAP

KUVA 6. Testivarjayksissa kaytetty PLCy2-tutkimuksen hiiriaineisto (Mékinen 2023, BY)

Vasta-aineliuokset testattiin ja optimoitiin kahdella eri laimennospitoisuudella parhaimman lopputu-
loksen saamiseksi. Tama oli erittdin tarkead, silla liilan voimakas vasta-aineliuos aiheuttaa epaspesi-

fista taustaa ja vaaristaa varjaystulosta, liian laimea ei anna mitaan tulosta (Naukkarinen ym. 2020,
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115). Riippuen vasta-aineiden kayttoohjeista, tieteellisista julkaisuista tai yhteistytlaboratorion keho-

tuksista, leikkeet joko esikasiteltiin ennen varjaysprosessin aloittamista keittamalla niita puoli tuntia

0,05 M sitraattipuskurissa +80°C:ssa vasta-aineen sitoutumisen parantamiseksi (X-34) tai ne eteni-

vat 0,1 M natriumfosfaattiliuoksessa tehdystd tasapainotuksesta suoraan varjaykseen. BODIPY

493/503 vasta-ainetta kaytettdessa oli huomioitava, ettei pintajannitysta poistavia aineita eli deter-

genttejd, kuten Triton X tai Tween-20, saanut kayttda, silld ne hajottivat rasvapisaroita. Tutkimuk-

sessa kaytetyt fluoresoivat vasta-aineet ja leimat olivat herkkia valolle, siksi varjdysmaljat suojattiin

foliolla koko prosessin ajan ja pitkaaikaista tydskentelyd suorassa valossa pyrittiin valttdmaan. Jokai-

seen testivarjdykseen sisallytettiin negatiivi- ja positiivikontrollit laadun ja luotettavuuden varmista-

miseksi. Testatut primaari- ja sekundddrivasta-aineet laimennoksineen on mainittu kuvassa 7.

1 mg/mL

1:1000 / 1:2000

Primaarivasta-aine, Kohde Sekundaarivasta-aine Fluoresenssi
alkupera, testatut
laimennokset
Ibal (019-19741), poly- | mikrogliat Alexa Fluor 488, anti-goat (A11055) 1:500 488/495, vihrea
klonaalinen, kani
568/578, punainen
1:1000/ 1:2500/ 1:5000 Alexa Fluor 568, donkey anti-rabbit
(A10042) 1:500
Ibal (ab5076), mikrogliat Alexa Fluor 488, donkey anti-rat (A21208) 488/495, vihred
polyklonaalinen, 1:400
vuohi
1:500/ 1:1000
X-34 (SML1954), AB-plakit Ei sekundaérid, vaatii 0,05M sitraattikeiton 367/497, sininen
1 mM stock 80°C:ssa, 30 minuuttia ennen varjaysta
1:10
22C11 (MAB348) dystrofiset Alexa Fluor 568 anti-mouse (A11004) 1:500 568/578, punainen
monoklonaalinen, neuriitit
hiiri
1:2000/1:5000
TO-PRO™-3 ionide nukleotidit 642/661, punainen
(T3605)
1:1000
BODIBY 493/503 rasvapisarat Ei detergentteja huuhteluliuoksissa Vihrea
(D3922) 1 mg/mL
1:1000
CD68, MCA1957, Lysosomit, Alexa Fluor 568, donkey anti-goat (A11057)
monoklonaalinen aktiiviset mik- 1:400
hiiri rogliat
1:2500 / 1:5000
GFAP (Z0334), astrosyytit Alexa Fluor 488, donkey anti-goat (A11055) 488/495, vihrea
polyklonaalinen, kani 1:500
1:500/ 1:1000
DAPI (D1306) tumien DNA sininen

KUVA 7. Testatut primaari- ja sekundaarivasta-aineet laimennoksineen (Mdkinen 2023, BY)
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4.5.1 X-34 + Ibal + 22C11 + TO-PRO™ Iodide varjays

Varjays testattiin APPdE9 X PLCy2 (P522R) hiirten aivokudosleikkeissa ja sen tarkoituksena oli saada
nakyviin vanhenemisen myoéta aivokudokseen kertyvaa beeta-amyloidia ja siitd johtuvaa hermosolu-
jen vaurioitumista (kuva 8). Leikkeet kerattiin varjaystd edeltdva pdivana pakastusmediumista 0,1 M
natriumfosfaattipuskuriin 24-verkkokuoppalevylle, kustakin genotyypista kaksi leiketta samaan kuop-
paan ja leikkeet saivat tasapainottua yon yli huoneen ldmmdossd, tasoravistelijassa hiljalleen heiluen.
X-34 vari vaati esikasittelyn keittamalla leikkeet 0,05 M sitraattipuskurissa, 30 minuuttia, +80°C:ssa
paremman varjaytyvyyden vuoksi. Leikkeet jaahdytettiin 0,1 M natriumfosfaattiliuoksessa 20 minuut-
tia, jonka jalkeen ne varjattiin X-34 (Thermo Fisher, SML1954, 1:10) varilla 60 % PBS/40 % etanoli -
liuokseen laimennettuna, 1 tunnin ajan tasoravistelijassa huoneen ldmmdssa. Taman jalkeen leik-
keet huuhdeltiin kerran 60 % PBS/40 % EtOH liuoksessa ja pestiin 3 x 5 minuuttia tasoravistelijassa
hiljalleen heiluttaen TBST (1x Tris + 0,05 % Tween, pH 7.6) liuoksessa. Epaspesifinen primaari-
vasta-aineiden sitoutuminen estettiin kasittelemalla leikkeet 3 % naudan seerumin albumiinilla (BSA)
+ TBST, 1 tunnin ajan huoneen lammdssa tasoravistelijassa. Negatiivikontrollileikkeisiin ei tullut pri-
madrivasta-ainetta, joten ne eroteltiin blokkausliuoksessa erilliseen astiaan, muille leikkeille tehtiin
primdarivasta-ainekasittelyt yhteisvarjayksena IBA1 (Wako, 019-19741, 1:1000) + 22C11 (Merck,
MAB348, 1:2000) blokkauspuskurissa, tasoravistelijassa valolta suojattuna, +4°C:ssa yon yli. Var-
jayksen jalkeen leikkeet pestiin 3 x 5 minuuttia TBST:sséa kiinnittymattéman vasta-aineen poista-
miseksi. Inkubaatio sekunddarivasta-aineilla Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher, A11008, 1:400) ja
Alexa Fluor 568 (Thermo Fisher, A11004, 1:400) tehtiin TBST:hen laimennettuna, 2 tuntia valolta
suojattuna tasoravistelijassa, huoneen lammadssa. Kiinnittymaton aines pestiin pois 3 x 5 minuuttia
TBST:ssd. TO-PRO™ Iodide 1:1000 TBST:ssd, 15 minuuttia, ravistelijassa, huoneenldmmagssa. Kiin-
nittymaton vari pestiin pois 3 x 5 minuuttia TBST:ssd, huoneenlammdssa tasoravistelijassa hiljalleen
heiluen. Leikkeet nosteltiin natriumfosfaattipuskuriin ja edelleen gelatiinikasitellyille objektilaseille,
jotka peitettiin 6-8 tipalla VectaShield HardSet mediumia (Vector H-1400) ja sopivan kokoisella pei-
tinlasilla. Leikelasit kuivattiin valolta suojattuna 15 minuuttia huoneenlammdssa, jonka jalkeen ne

sailytettiin +4°C:ssa.

4.5.2 Ibal + GFAP + DAPI vérjays

Varjays testattiin PLCy2 (P522R) hiirten aivokudosleikkeissa ja sen tarkoituksena oli saada ndkyviin
mikrogliasolut seka astrosyytit. Varjaysta kokeiltiin keittdmalla leikkeitd 0,05M sitraattipuskurissa, 30
minuuttia, +80°C:ssa seka ilman keittémista. Leikkeiden keittdminen sitraattipuskurissa ei oleellisesti
parantanut varjaystulosta (kuva 9), joten siita luovuttiin. Leikkeille kokeiltiin my&s 1:1000 primaari-
vasta-ainelaimennoksia, jotka toimivat hyvin (kuva 10). Koska vasta-aineet ovat kalliita, on tarkoi-
tuksenmukaista pyrkia mahdollisimman suureen, mutta luotettavan lopputuloksen antavaan laimen-
nokseen. Leikkeet kerattiin varjaysta edeltava paivana pakastusmediumista 0,1 M natriumfosfaatti-
puskuriin 24-verkkokuoppalevylle ja ne saivat tasapainottua tasoravistelijassa hiljalleen heiluen yon
yli, huoneenldmmdssa. Leikkeet pestiin 3 x 5 minuuttia TBST:1I&. Epéspesifinen primaérivasta-ainei-
den sitoutuminen estettiin 3 % BSA + TBST blokkauksella yhden tunnin ajan huoneenlammdssa,

tasoravistelijassa heiluttaen. Primaarivasta-ainekasittelyt tehtiin yhteisvarjdyksend IBA1 (Abcam,
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ab5076, 1:1000) + GFAP (Dako, Z0334, 1:1000) blokkauspuskurissa, tasoravistelijassa valolta suo-
jattuna, +4°C yo6n yli. Negatiivikontrollit otettiin erilleen blokkausliuoksessa omaan astiaan. Inkubaa-
tion jalkeen leikkeet pestiin 3 x 5 minuuttia TBST:lla ja kasiteltiin sekundaarivasta-aineilla Alexa
Fluor 568 (Thermo Fisher, A10042, 1:500) ja Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher, A11055, 1:500)
TBST:ssd, yhden tunnin ajan valolta suojattuna tasoravistelijassa, huoneen lammdssa. Sekundaari-
vasta-aine inkubaation jalkeen kiinnittymatdn aines pestiin pois 3 x 5 minuuttia TBST:lla. Solujen
tumat varjattiin DAPI:lla (Thermo Fisher, D1306, 1:1000) TBST:ssd, 15 minuuttia huoneenlam-
mossd, tasoravistelijassa, jonka jdlkeen leikkeet pestiin 3 x 5 minuuttia TBST:ssa. Leikkeet siirrettiin
natriumfosfaattiliuosta sisaltdvalle maljalle ja nosteltiin gelatiinikasitellyille objektilaseille. Leikkeiden
paalle pipetoitiin 68 tippaa VectaShield HardSet mediumia (Vector H-1400) ja asetettiin sopivan
kokoinen peitinlasi. Leikelaseja kuivattiin 15 minuuttia huoneenldmméssa valolta suojattuna, jonka
jalkeen ne sailytettiin +4°C:ssa.

4.5.3 Ibal + CD68 + DAPI varjays

Testauksessa kaytettiin hiirten organotyyppisista viljelmista peraisin olevia naytteitd ja varjayksen
tarkoituksena oli tunnistaa ian my6ta aktivoituvat mikrogliat, joiden sisalld on lysosomeja, mika ker-
too solujen fagosytoosikyvysta ja entsymaattisesta aktiivisuudesta (kuvat 12 ja 13). Leikkeet kerat-
tiin varjaysta edeltava paivana pakastusmediumista 0,1 M natriumfosfaattipuskuriin 24-verkkokuop-
palevylle ja ne saivat tasapainottua tasoravistelijassa hiljalleen heiluen yon yli, huoneenlammdssa.
Leikkeet pestiin 3 x 5 minuuttia TBST:lla. Epaspesifinen primaarivasta-aineiden sitoutuminen estet-
tiin 3 % BSA + TBST blokkauksella yhden tunnin ajan huoneenlammdssa, tasoravistelijassa heilut-
taen. Primdarivasta-ainekasittelyt tehtiin yhteisvarjayksend IBA1 (Abcam, ab5076, 1:500) + CD68
(Bio-Rad, MCA1957, 1:5000) blokkauspuskurissa, tasoravistelijassa valolta suojattuna, +4°C y6n yli.
Negatiivikontrollit otettiin erilleen blokkausliuoksessa omaan astiaan. Leikkeet pestiin 3 x 5 minuuttia
TBST:ssd. Sekundadrivasta-ainekasittely tehtiin Alexa Fluor 568 (Thermo Fisher, A10057, 1:400) ja
Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher, A21208, 1:400) TBST:een laimennettuna, 3 tuntia valolta suojat-
tuna ravistelijassa, huoneen lamma@ssa. Kiinnittymatdn vasta-aine huuhdeltiin 3 x 5 minuuttia
TBST:ssd, jonka jdlkeen solujen tumat varjattiin DAPI:lla (Thermo Fisher, D1306, 1:1000) TBST:ssa
15 minuuttia, tasoravistelijassa huoneenlammdssa hiljalleen heiluttaen. Leikkeet huuhdeltiin 3 x 5
minuuttia TBST:lld ja siirrettiin 0,1 M natriumfosfaattiliuokseen. Leikkeet nosteltiin gelatiinikasitel-
lyille objektilaseille ja peitettiin VectaShield HardSet mediumilla (Vector H-1400) ja sopivan kokoi-
sella peitinlasilla. Leikelaseja kuivattiin 15 minuuttia huoneenlammadssa valolta suojattuna, jonka jal-

keen ne sailytettiin +4°C:ssa.

4.5.4 Ibal + BODIPY 493/503 + DAPI varjays

Varjays testattiin APPdE9 hiirten aivokudosleikkeissa ja silld pyrittiin saamaan nakyviin mikrogliasolu-
jen sisalla olevat rasvapisarat (kuva 13). Leikkeet kerattiin varjaysta edeltdva paivana pakastusme-
diumista 0,1 M natriumfosfaattipuskuriin 24-verkkokuoppalevylle ja ne saivat tasapainottua tasora-

vistelijassa hiljalleen heiluen yon yli, huoneenlammaossa. Leikkeet pestiin 3 x 5 minuuttia TBST:lla.
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Epaspesifinen primadrivasta-aineiden sitoutuminen estettiin 3 % BSA + TBST blokkauksella yhden
tunnin ajan huoneenldammdssa, tasoravistelijassa heiluttaen. Primaarivasta-ainekasittely tehtiin Ibal
(Wako, 019-19741, 1:2500) vasta-aineella blokkauspuskurissa, tasoravistelijassa valolta suojattuna,
+4°C:ssa 48 tuntia. Negatiivikontrollit otettiin erilleen blokkausliuoksessa omaan astiaan. Leikkeet
pestiin 3 x 5 minuuttia 0,1 M natriumfosfaattiliuoksessa, jonka jalkeen ne kasiteltiin sekundaarivasta-
aineella Alexa Fluor 594 (Thermo Fisher, A11012, 1:1000) 3 % BSA + 0,1 M natriumfosfaattiliuok-
sessa, 3 tuntia huoneen lammdssa, valolta suojattuna tasoravistelijassa hiljalleen heiluen. Leikkeet
pestiin 3 x 5 min 0,1 M natriumfosfaattiliuoksessa. Fluoresoivat leimat BODIPY 493/503 (Thermo
Fisher, D3922, 1:1000) ja DAPI (Thermo Fisher, D1306, 1:2000) laimennettiin 0,1 M natriumfosfaat-
tiliuokseen ja varjattiin 15 minuuttia, huoneenldmmdssa tasoravistelijassa. Leikkeet pestiin 3 x 5 mi-
nuuttia 0,1 M natriumfosfaattiliuoksessa, jonka jalkeen ne siirrettiin gelatiinikasitellyille objektilaseille
ja peitettiin 6-8 tipalla VectaShield HardSet mediumilla (Vector H-1400) seka sopivan kokoisella pei-
tinlasilla. Leikelasit kuivattiin 15 minuuttia huoneenlammadssa valolta suojattuna, jonka jalkeen ne

sailytettiin +4°C:ssa.
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5 TUTKIMUKSEN TULOKSET

Taman opinndytetyon tuotoksena kehitettiin kelluvien leikkeiden varjayspiste histologian laboratori-
oon bioldaketieteen yksikkdodn. Tydssa keskityttiin mikrogliasolujen varjayksiin eri esikasittelyilla ja
vasta-ainepitoisuuksilla PLCy2-hankkeen hiiriaineiston tutkimusta varten. Samalla testattiin beeta-
amyloidiplakkien, dystrofisten hermosolujen, astrosyyttien seka rasvapisaroiden varjaytyvyytta tutki-
mushiirten aivokudosleikkeissa.

Varjaysmenetelman testauksessa ja optimoinnissa kaytettiin PLCy2-hankkeen tutkimushiirten aivoku-
doksista valmistettuja naytteitd seka muita tutkimusryhman projektien kelluvia aivokudosleikkeita,
joissa mikrogliasolut yhta lailla olivat mielenkiinnon kohteena. Valituilla vasta-aineilla pyrittiin saa-
maan mahdollisimman kokonaisvaltainen kuva mikrogliasolujen morfologiasta ja sijoittumisesta aivo-
kudoksessa AT:n amyloidipatologiaan verrattuna. Varjdysten tavoitteena oli vahdinen tausta seka

spesifi ja kirkas fluoresenssi, joka mahdollistaa solujen luotettavan tutkimisen.

Varjaystulosten perusteella mikrogliasolut varjaytyivat hiiren kelluvissa aivokudosleikkeissa Ibal
vasta-aineilla hyvin. Molemmilla eri valmistajan vasta-aineilla paadyttiin kdyttdmaan 1:000 laimen-
nosta. Homeostaattiset eli perustilassa olevat mikrogliat tunnisti pitkistd haarakkeista, jotka solun
aktivoituessa lyhenivat ja paksuuntuivat, samalla kun solujen morfologia muuttui pyéreammaksi (Ai-
ras ja Saraste 2020, 752). Kuvassa 8 A, B ndhdaan aktivoituneiden mikrogliojen klusteroituvan eli
muodostavan pesdkkeitd beeta-amyloidiplakkien ymparille, kuten aiemmissa tutkimuksissa (Prokop
ym. 2013, 462; Airas ja Saraste 2020, 752; Andreone 2020, 927) on osoitettu. Samassa varjayk-
sessa X-34 fluoresoiva leima varjasi beeta-amyloidiplakit 1:10 laimennoksella paikoin liiankin voi-
makkaasti, miké on selvasti paateltavissa varjayksen visuaalisesta ilmeesta (kuva 8 A, B, C). APP:n
sitoutuvan ja dystrofiset neuriitit varjadvan 22C11 vasta-aineen signaali oli selvasti voimakkain
beeta-amyloidiplakkien ymparilld, kuten kuuluukin (kuva 8 A, B). Muun muassa Jorda-Siquier ym.
(2020, 2) ja Magno ym. (2019, 5) ovat osoittaneet APP:n akkumuloituvan voimakkaasti beeta-amy-
loidiplakkien ymparille. Mikrogliojen ja astrosyyttien varjaytyvyytta testattiin aluksi voimakkaammalla
1:500 laimennoksella (kuva 9) ja myéhemmin 1:1000 laimennoksella, mika toimi riittdvan luotetta-
vasti (kuva 10) ja niin saatiin sadstettya kalliita vasta-aineita. Sitraattikeittoesikasittelya kokeiltiin
Ibal (ab5076) vasta-aineelle, mutta sen ei huomattu parantavan mikrogliojen varjaytyvyytta (kuva
11). Mikrogliojen aktiivisuus testattiin Ibal ja CD68 kaksoisvarjaykselld, jossa kaytettiin hyddyksi
organotyyppisia leikeviljelmia. Mitd vanhempia viljelmédt olivat, sitd selvemmin niissa nakyi fagosy-
toivien mikrogliojen sisalla olevia lysosomeja (kuva 12 ja 13). Tama oli merkki solujen aktiivisuu-
desta ja toimintakyvysta (Parhizkar ym. 2019, 193.) Mikrogliojen hyvinvoinnista ja aineenvaihdun-
nasta kertovat rasvapisarat (Andreone ym. 2020, 932; Marschallinger ym. 2020, 1) varjaytyivat BO-
DIPY 493/503 fluoresoivalla leimalla epdtasaisesti, antaen usein joko liilan voimakkaan tai liian lai-

mean varjaystuloksen.
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Kuva 8. PLCy2-hiiriaineiston beeta-amyloidiplakkien testivarjays sitraattikeitolla. A ja B kuvissa
beeta-amyloidiplakit (X-34, harmaa), mikrogliat (Ibal 019-19741, vihred), dystrofiset neuriitit
(22C11, punainen / oranssi) seka solujen tumat (To-PRO-3, violetti) varjattyina APPdE9 x PLCy2
(P522R) -hiirissd. Kuvassa C on negatiivikontrollindyte, jota ei ole kasitelty Ibal ja 22C11 vasta-ai-
neilla. (Takalo 2023, BY.)

KUVA 9. PLCy2 hiiriaineiston varjays ilman sitraattikeittoa A. Mikrogliat (vihred) varjattyina Ibal
vasta-aineella (ab5076), 1:500, astrosyytit (punainen) GFAP 1:500, solujen tumat DAPI (sininen)
1:1000, 40X suurennoksella. B. Koko aivoleike kuvattuna. (Takalo 2022, BY.)

KUVA 10. Ibal (ab5076) (vihred), GFAP (punainen) ja DAPI (sininen) vérjdys testattuna ilman sit-
raattikeittoa 1:1000 laimennoksella. Kuvassa A nakyma 40X suurennoksella ja kuvassa B koko aivo-
leike. Varjdystulos ilman keittoa seka suuremmalla vasta-ainelaimennoksella toimi hyvin, mika oli
paateltavissé mikrogliasoluille tunnusomaisesta morfologiasta ja solujen varjaytyvyydesta. (Takalo
2022, BY.)
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KUVA 11. Ibal (ab5076), GFAP, DAPI varjays testattuna sitraattikeitolla. A. Varjays 1:500 vasta-aine
laimennoksella ja B. 1:1000 vasta-ainelaimennoksilla. Keittdminen ei oleellisesti parantanut varjays-
tulosta, siksi siitd luovuttiin. Sen sijaan 1:1000 laimennokset toimivat riittdvan hyvin. (Takalo 2022,
BY.)

KUVA 12. Mikrogliat ja lysosomit. Mikrogliat (Ibal, 019-19741, punainen) ja lysosomit (CD68, vih-
red) varjattyina 14 viikon ja 0 viikon ikaisissa leikeviljelmissa. A. 14 vk ikdisissa viljelmissa nakyvat
lysosomit indikoivat mikrogliojen aktiivisuutta ja fagosytoosikykya B. 0 viikon ikdisissa leikeviljelmissa
ei ole viela néhtavissa mikrogliojen aktiiivisuutta. C kuvassa on negatiivikontrolli, jossa nékyy vain
DAPI (sininen), mikd kertoo primdarivasta-aineiden toimivuudesta ja varjayksen luotettavuudesta.
(Kemppainen 2022, BY.)

KUVA 13. Aktiivisten mikrogliasolujen (Ibal, punainen) sisdlla olevia lysosomeja (CD68, vihred). So-
lujen tumat vérjattyina DAPIIla (sininen). Mikrogliojen py6red muoto kertoi solujen aktivoitumisesta
ja lysosomit niiden sisdlla solujen fagosytoosikyvysta. (Kemppainen 2022, BY.)
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Mikrogliojen aineenvaihdunnasta ja solujen hyvinvoinnista (Marschallinger ym. 2020) kertovat rasva-
pisarat varjattiin Ibal ja BODIPY 493/503 fluoresoivan leiman yhteisvarjayksena (kuva 14). BODIPY
493/503 leimaamat rasvapisarat osoittautuivat hankaliksi varjattaviksi, koska signaali saattoi heiketa
nopeasti. Toisinaan leima oli taas hyvin voimakas ja varjasi koko leikkeen epaspesifisesti vihreaksi.

Positiivikontrollin sisallyttaminen rasvapisaroiden varjdyssarjaan oli ehdottoman tarkeda ja takasi

tulosten tarkastelun luotettavuuden.

Kuva 14. Nuolen osoittamat kaksi rasvapisaraa (vihred) mikrogliasolun (punainen) sisalla (Martiskai-
nen 2022, BY).

Kuten Naukkarinen ym. (2020, 54) toteavat, on varjattdva kohde ja sen morfologia tunnettava hy-
vin, jotta valtytddn mahdollisilta virhetulkinnoilta. Esimerkiksi ndytekudoksen perfuusion tai fiksoin-
nin epaonnistuminen saattoi aiheuttaa kudokseen jadneen veren punasolujen epaspesifisen fluore-

soinnin (kuva 15) ja vaikeutti varsinkin BODIBY 493/503 varjattyjen rasvapisaroiden tulkintaa.

KUVA 15. Nuolet osoittavat verisuonten punasolujen autofluoresenssista johtuvaa artefaktaa rasva-
pisaroiden (BODIPY, vihred) ja mikrogliojen (Ibal, punainen) yhteisvarjayksessa. (Martiskainen
2022, BY.)



32 (43)

CD68 vasta-aineen ja BODIBY 493/503 fluoresoivan leiman toimivuus testattiin hiirten organotyyppi-
sissa leikeviljelmissa seka PLCy2-aineiston naytteilla. Mikrogliat varjaytyivat hyvin ja ne keraantyivat
beeta-amyloidiplakkien laheisyyteen. Solujen maaran, koon ja morfologian muutosten luotettavaan

havainnointiin on tutkimusryhmdssa parhaillaan kehitteilla tietokonepohjainen analysointiohjelma.

Kullekin vasta-aineelle tehdyn testivarjayksen ja olosuhteiden optimoinnin perusteella paadyttiin seu-
raaviin vasta-ainelaimennoksiin: Ibal 1:1000, 22C11 1:2000, GFAP 1:1000, X-34 1:10 ja TO-PRO
1:1000. Mikali varjays onnistui yhta hyvin ilman sitraattikeittoa kuin keiton kanssa, jatettiin tdma
aikaa vieva esikasittely pois. Testattujen vasta-aineiden ja fluoresoivien leimojen toimivimmat lai-
mennokset seka varjayksissa huomioonotetut seikat on koottu kuvaan 16. Niitd voidaan pitda taman

opinnadytetyon tuloksina, joiden mukaisesti varjatdan tulevat PLCy2-hiiriaineiston aivokudosleikkeet.

Yhteenvetona ja opinndytetyon tutkimuskysymykseen vastaten kelluvien leikkeiden varjaysmene-
telma soveltuu erinomaisesti mikrogliojen immunohistokemialliseen tutkimiseen. Se tuo hyvan lisan

molekyyligenetiikan tutkimusryhmén jo ennestaan monipuolisiin tutkimusmenetelmiin ja on tarvitta-

essa hyddynnettavissa koko bioladketieteen yksikén kayttoon.

Vasta-aine ja Tunnistaa klonaalisuus tuotenumero valmistaja
laimennos
Ibal, 1:1000 mikrogliat polykl. kani 019-19741 Wako
Ei sitraattikeittoa
Ibal, 1:1000 mikrogliat polykl. vuohi ab5076 Abcam
Ei sitraattikeittoa
22C11, 1:2000 dystrofiset monokl. hiiri MAB348 Merck
neuriitit
GFAP, 1:1000 astrosyytit polykl. kani Z0334 DAKO
CDe68, 1:5000 lysosomit monokl. hiiri MCA1957 Bio-Rad
BODIPY 493/503, | rasvapisarat D3922 Thermo Scientific
1:1000
Ei detergentteja
X-34, 1mM stock, | beeta- SML1954 Merck
1:10 amyloidiplakit
Vaatii sitraattikei-
ton
TO-PRO™ Iodide, | tumat T3605 Thermo Scientific
1:1000
DAPI, 1:2000 tumat D1306 Thermo Scientific

KUVA 16. Parhaimman tuloksen antaneet vasta-ainelaimennokset (Mdkinen 2023, BY)
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6 POHDINTA

Molekulaarisen genetiikan tutkimusryhma on PLCy2 -hankkeen myd&ta aktiivisesti mukana kansainva-
lisessa AT:n tutkimuksessa ja tekee tarkeda tyéta sairauden syntymekanismien ymmartamiseksi.
Ikdantyminen ja sen mukanaan tuomat terveydelliset haasteet seka kyky reagoida nopeastikin
muuttuviin globaaleihin ongelmiin ovat yksi osa Itd-Suomen yliopiston strategista fokusta (UEF

2023). Se edellyttad muun muassa kilpailukykyisten ja monipuolisten tutkimusmenetelmien hallintaa.

Kuten Martiskainen ym. (2021, 1377) nostavat esiin, useat viimeaikaiset GWAS-tutkimukset osoitta-
vat mikrogliasolujen tarkeyden AT:n synnyssa ja kehittymisessa. Siksi niiden tutkiminen on tarkeda.
Tdssa opinndytetydssa onnistuneesti kehitetyn ja testatun kelluvien leikkeiden varjdysmenetelman
ansiosta tutkittavien kudosndytteiden prosessointi ja varjaykset immunohistokemiallisilla vasta-ai-
neilla onnistuvat jatkossa omassa tutkimusyksikdssa. Koska metodi mahdollistaa my&s useiden aivo-
leikkeiden varjayksen samalla kertaa, on silld taloudellinen ja aikaa sadstava merkitys (Potts ym.
2020, 3).

Opinnaytetytn tarkoituksen voidaan katsoa toteutuneen, koska kudosleikkeiden valmistus onnistui
hyvin, testatut vasta-aineet varjasivat mikrogliat ja antoivat samanlaiset varjaystulokset tieteellisiin
julkaisuihin verrattuna. Mikrogliojen ameebamainen morfologian muutos viittasi niiden aktivaatioon
ja ne keraantyivat odotetulla tavalla beeta-amyloidiplakkien ympérille. Tama kertoo mikrogliojen
puolustavasta roolista AT:ssa. (Prokop ym. 2013, 462; Airas ja Saraste 2020, 752). Samoin dystrofi-
set neuriitit, jotka ovat merkki solujen ikdantymisesta tai sairauden aiheuttamista muutoksista aivo-
kudoksessa, lokalisoituivat beeta-amyloidiplakkien ymparille (Magno ym. 2019, 5). Mikrogliasolujen
aktivoituminen lisdsi astrosyyttien maaraa (Takalo ym. 2020, 6) ja oli havaittavissa GFAP varjayk-
sissa. Andreone ym. (2020, 932) osoittivat rasvapisaroiden lisdantyvan mikrogliojen sisalla tulehduk-
sellisissa tiloissa. Opinndytetytssa testatulla BODIPY 493/503 leimalla saatiin nakyviin rasvapisaroita
aktiivisten mikrogliojen sisalld, mutta varjayksen spesifisyys ja luotettavuus vaihtelivat siind maarin,

ettd jatkossa varjaykseen kokeillaan muuta fluoresoivaa leimaa, esimerkiksi LipidTOXia.

Varjaystuloksia analysoitaessa voidaan katsoa myds opinndytetydn tavoite saavutetuksi. Toki PLCy2-
tutkimus jatkuu ja sen odotetaan tuovan vield tarkempaa tietoa mikrogliasolujen kayttaytymisesta
AT mallintavien hiirten aivokudoksessa. PLCy2-hiiriaineiston aivokudosndytteitd tullaan varjadamaan
kelluvien leikkeiden varjdysmenetelmdlld myds muilla mikrogliojen toiminnasta ja beeta-amyloidin
kertymisesta kertovilla vasta-aineilla, kuten P2ry12 (homeostaattiset mikrogliat), 4G8 tai 6E10
(beeta-amyloidiplakit) seka APOE (Parhizkar ym. 2019, 196). Mielenkiintoista on my&s nahda, vai-

kuttaako tutkimushiirten sukupuoli varjdystuloksiin.

6.1 Opinndytetydn merkitys

Vaikka PLCy2-taustaprojektin myota kehittdmistydn fokus oli mikrogliasolujen varjayksissa, on sa-
malla menetelmalld mahdollista tutkia my&s muita aivokudoksen soluja, esimerkiksi neuroneja ja

astrosyytteja seka solun sisdisia partikkeleita, kuten lysosomeja ja rasvapisaroita. Yhdessa erilaisten
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funktionaalisten tutkimusten kanssa menetelma lisda PLCy2-tutkimusprojektin kattavuutta, tieteel-
listd informaatiota seka tutkimuksellista painoarvoa, mita erilaiset tutkimuksien rahoittajat, saatiét ja

Suomen Akatemia nykyadn vaativat.

Tahdn mennessa kelluvien kudosleikkeiden immunohistokemialliset varjdykset on suoritettu koko-
naan toisessa yksikdssa yhteistydkumppanin toimesta. Koska varjaysprotokollia pystytadn modifioi-
maan eri vasta-aineiden kayttoa ja tutkimuskohteita varten, palvelee kelluvien leikkeiden varjaysme-
todi erinomaisesti molekulaarisen genetiikan tutkimusryhman seka koko biolddketieteen yksikon tar-
peita, tuoden tarkean lisan jo ennestadan monipuoliseen tutkimuspalettiin. Kelluvien leikkeiden val-
mistaminen ja varjdys omassa yksikdssa sadstda myos aikaa ja rahaa. Opinndytetyon tuloksena ke-
hitettya kelluvien leikkeiden varjdysmenetelmaa kdytetdan PLCy2-hiiriaineiston tutkimuksissa my6-
hemmin, madritettdessa naytteistd muun muassa homeostaattisten mikrogliojen osuutta P2ry12-
vasta-aineella seka aktiivisten mikrogliojen maaraa APOE- vasta-aineella. Varjdysmenetelmaa tullaan

kayttdmaan myods muissa tutkimusryhman projekteissa aivokudosleikkeita tutkittaessa.

6.2 Ammatillinen kehittyminen

Salonen (2013, 18) madarittelee ammatillisen kehittymisen parametreiksi vuorovaikutteisuuden lisaksi
itsendisen tydskentelyn, vastuullisuuden, suunnitelmallisuuden, itsensa kehittdmisen, sitkeyden ja
kyvyn sietdd epavarmuutta. Taman opinndytetydn tekijan ammatillisen kehittymisen arvioinnin 1ah-
tokohtana on yli 20 vuoden kokemus AT:n tutkimuksesta ja han on tottunut noudattamaan hyvia
laboratoriokaytanteitd. Jo bioanalyytikko-opinnoissaan han erikoistui patologiaan ja histologisiin var-
jaysmenetelmiin, mutta nykyinen tyénkuva ei ole pitanyt niita sisallaan. Kelluvien leikkeiden valmis-
taminen ja varjaaminen oli mielenkiintoista ja motivoi tekijaansa. Perehtyminen etukdteen laadittui-
hin varjaysprotokolliin seka tieteelliseen aineistoon syvensi tekijan tietdmysta ja auttoi opinndytetyén
kaytannon suunnittelussa. Uusi aluevaltaus syvensi erinomaisesti ammatillista osaamista ja kuuluu
jatkuvan itsensa kehittdmisen ja oppimisen piiriin. Kuvantaminen konfokaalimikroskoopilla ja leikes-
kannerilla jai padosin tutkijoiden tehtavaksi ja opinndytetyontekijan kannalta vahaiseksi. Kuvantami-
seen olisi mielekastéd perehtya paremmin tulevaisuudessa, koska tutkimusryhméssa on jatkuva tarve

fluoresenssimikroskopoinnin taitajille.

Opinndytety6n tekeminen sek& SAVONIA-YAMK opinnot itsessadn ovat kannustaneet itsendiseen
tiedon hankkimiseen kansainvalisilta foorumeilta seka sen prosessointiin. Tutkimuksen tekeminen
nayttaytyi ammatillisen kehittymisen, tydssa oppimisen ja moniammatillisen yhteistydn lisdantymi-
send ja antoi uutta perspektiivid AT tutkimiseen. Ammatillisen kehittymisen myéta on helpompi hah-
mottaa oman alan erikoisosaamista ja toimia asiantuntijana alati muuttuvassa tutkimus- ja tervey-

denhuoltoymparistéssa.



35 (43)

6.3 Tutkimuksen eettisyys ja luotettavuus

Opinndytetydssa kaytetty tutkimusaineisto oli perdisin koe-eldimistd. Koe-eldinten pito on Suomessa

ja Euroopassa erittain tarkasti sdadeltya, lainalaista ja luvanvaraista toimintaa. Euroopan parlamen-

tin ja neuvoston 22.9.2010 antama direktiivi 2010/63/EU tahtaa tutkimuseldinten hyvinvointiin (EUR-
Lex 2022). Hiiret kasvatettiin ja niiden aivokudosmateriaali kerattiin molekyyligenetiikan tutkimusla-

boratorion alkuperaisella koe-eldinluvalla ESAVI/21203/2019 sekd muutosluvalla ESAVI/21493/2022.
Eldinten hyvinvoinnista vastasivat Itd-Suomen yliopiston koe-eldinkeskuksen eldinlddkari seka eldin-

tenhoitajat. Tutkimushiirten eutanasian suorittivat asianmukaisen koulutuksen ja luvan tutkimus-

eldinten kasittelemiseen omaavat tutkimusryhman tutkijat.

Opinndytetyon luotettavuutta puoltaa se, ettd molekyyligenetiikan tutkimusryhmdassa noudatetaan
hyvia laboratoriokdytanteita ja tutkimuksellista l&apinakyvyyttad Itd-Suomen yliopiston periaatteiden
mukaisesti. Toiminta perustuu rehellisyyteen, tarkkaan ja huolelliseen tutkimustydskentelyyn, tulos-
ten tallentamiseen seka esittémiseen. Tiedonhankinta- ja tutkimusmenetelmat ovat eettisesti kesta-
vid ja avoimia. (UEF 2022.) Tutkimusryhma tekee aktiivisesti yhteistydta kansallisten seka kansain-
valisten tutkimusryhmien kanssa ja julkaisee vuosittain artikkeleita arvostetuissa tiedelehdissa. Opin-
ndytetyon kenttdohjaaja ja PLCy2-tutkimushankkeen vetdjd, dosentti Mari Takalo, on Alzheimerin
taudin tutkimuksen asiantuntija. Opinndytety6n tekijalla oli paivittain mahdollisuus konsultoida kent-

tdohjaajaa, tutkijoita ja muita asiantuntijoita tutkimukseen liittyvissa kysymyksissa.

Kaytetyt fluoresoivat vasta-aineet olivat kaupallisia ja valmistajan taholta valmiiksi validoituja. Opin-
naytetydssa testattiin vasta-aineita eri laimennoksilla ja inkubaatioajoilla varjaytymistuloksen opti-
moimiseksi ja lopputuloksen varmistamiseksi. Jokaisella varjayskerralla oli mukana negatiivi- ja posi-
tiivikontrollit laadun ja luotettavuuden varmistamiseksi. Tarvittavat vasta-ainelaimennokset, reagens-
sit ja puskurit valmistettiin ja sailytettiin ohjeiden mukaisesti. Opinnayteytssa kaytettiin eri projek-
tien ndytteita, mika lisdsi menetelman luotettavuuden arviointia ja varjaysten optimointia. Kaytetta-
vét laitteet huollettiin ennen kayttéonottoa ja kuvantamismenetelmat seka mikroskoopit bioldaketie-

teen yksikossa olivat kilpailukykyisia.

Prosessin eri vaiheiden suorittaminen, varjdystulokset ja mahdolliset virheldhteet kirjattiin tarkasti.
Varjaysten onnistuminen tarkistettiin konfokaalimikroskoopilla ja leikeskannerilla viikon sisélla jokai-
sen varjayskerran jalkeen voimakkaimman ja tarkimman fluoresenssivasteen takaamiseksi. Tarvitta-
vat korjaukset vasta-ainelaimennoksien pitoisuuksissa ja kasittelyissa tehtiin seuraavaa varjdyskertaa
varten. Onnistunut varjéysprotokolla toistettiin luotettavuuden takaamiseksi. Kuten Hagg (2016, 7)
toteaa, laboratorio itse paattaa, milla kriteereilla se ottaa uuden menetelman kayttéonsa. Koska saa-
dut vérjaystulokset olivat yhdenmukaisia kansainvalisiin lehtiartikkeleihin seka yhteistydlaboratorion

tuloksiin verrattuna, voitiin kelluvien leikkeiden varjdysmenetelmaa pitda luotettavana.
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6.4 Varjadysmenetelman haasteet

Vaikka kelluvien leikkeiden varjdysmetodi itsessaan sopii molekyyligenetiikan tutkimusryhman tarpei-
siin, sisaltyy silhen myds haasteita. Kudosten fiksointi 4 % paraformaldehydilla ja 30 % su-
kroosikasittelyt onnistuivat paasaantoisesti hyvin. Aivokudoksen epatdydellinen perfuusio preanalyyt-
tisessa vaiheessa sai kudokseen jadneen veren punasolut fluoresoimaan varjdyksessa epaspesifi-
sesti. On muistettava, ettd liian pitka fiksaatioaika vahentaa vasta-aineen sitoutuvuutta antigeeniin
ja voi myds aiheuttaa kudoksen epaspesifistd varjaytyvyytta. Jotkut vasta-aineet vaativat tietyn esi-
kasittelyn, kuten sitraattikeiton tai H202 kasittelyn ennen varjaysta, jolloin vasta-aineen ja kudoksen

fysiologian tuntemus nousee tarkeaksi. (Naukkarinen ym. 2020, 35, 54.)

Hiiren aivokudoksen morfologian tietamys, erityisesti hippokampuksen erottaminen oli vélttamatonta
ja Atlas aivokudoskartan kayttd suositeltavaa. Tasalaatuisten leikkeiden leikkaaminen oli harjoitusta
vaativaa ja mikrotomin kayttdéa harjoiteltiin etukateen muilla kuin varsinaisilla PLCy2-hiiriaineiston
naytteilld, jotta tydskentelyrutiini 16ytyi. Aivopalan limaaminen vedelld huuhdeltuun jadkylmaan is-
tukkaan ilman PBS pisaraa toimi hyvin. Kudospalan tuli antaa jaatya riittdvan kauan (20-30 minuut-
tia) kuivajaiden alla ennen leikkeiden leikkaamista, muuten se suli liian nopeasti ja tahtoi irrota alus-
tasta. Mikrotomilla naytettd leikatessa tuli muistaa tasainen rauhallinen veto, koska liika nopeus ai-
heutti leikkeen rullautumisen ja vaikeutti sen kasiteltdvyytta siveltimelld varjaysten aikana seka ob-
jektilasille nostelussa. Leikkeet saattoivat jaada kiinni siveltimeen, jolloin vaarana oli niiden repeyty-

minen.

Mikrotomilla leikkaamista varten olisi jatkossa mielekasta hankkia kylmaistukka, joka sailyttaisi ku-
dospalan jdisena ilman kuivajaata. Kuivajaan ongelmana on nopea haihtuminen ja siitéa vapautuva
hiilidioksidi. Kuivajdiden oikeaoppinen kasittely kuuluu tydturvallisuuteen samoin kuin terveydelle

haitallisten reagenssien ja jopa vaarallisten laitteiden (mikrotomi) oikeaoppinen kaytto.

Kuten Naukkarinen ym. (2020, 56) korostavat, oikean vasta-ainelaimennoksen [6ytaminen vaati tes-
taamista ja aikaa, protokollien ollessa useiden pdivien pituisia. Vasta-aineet ovat kalliita ja mitd suu-
remmalla vasta-aine laimennoksella vérjays toimii, sitd enemman saastetadn kustannuksissa. Liian

voimakas vasta-aine aiheuttaa epaspesifista varjaytymista ja vaaristaa tuloksia, liian suuri laimennos

ei anna mitaan tulosta.

Opinnaytetytssa testattu, beeta-amyloidiplakit varjdava X-34 oli joskus erittdin voimakas, plakit pa-
loivat ja vuotivat taustaa vihredlle kanavalle, jossa ei pitdisi nakya mitaan, mutta plakkien keskustat
hohtivat vihredna. Tulevaisuudessa ongelmaa voi vahentaa lisaamalla X-34 varjayksen jalkeisia pe-
suja tai laimentamalla itse leimaa. On myds muistettava, etta X-34 vaatii varjattavien leikkeiden esi-
kasittelyn sitraattipuskurikeitolla ennen varjaysprosessin aloittamista. TO-PRO “fotobleechautui” eli
vari haihtui herkasti, jolloin tumat eivat olleet punaisia vaan keskelta mustia. Tama oli enemmankin
kuvaustekninen asia, eika johtunut varjayksesta, koska osassa ndytteitd tumat nayttivat hyvin var-
jaytyneiltd. Lisaksi far-red alueella fluoresoivat varit ovat heikosti erotettavissa ihmissilmalle ja saat-
tavat toimia vaihtelevammin kuin muut. Jatkossa varin ennenaikaista haalistumista voi yrittaa valttaa

kuvaamalla punainen kanava ensimmaisend. My0s rasvapisaroiden varjays BODIPY 493/503 leimalla
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oli haasteellista. Varjaystulos ei ollut aina luotettava voimakkaan taustan vuoksi ja normaalissa pe-
suliuoksessa kaytetyt detergentit olivat kiellettyja, koska ne huuhtoivat rasvapisarat pois. BODIPY

493/503 korvataankin jatkossa muulla fluoresoivalla leimalla.

Kuten Naukkarinen ym. (2020, 95) toteavat, vasta-aineissa kaytetyt fluorokromit ovat herkkia va-
lolle, joten naytelasit sailytettiin pimedssa ja analysoitiin mahdollisimman pian (1-2 viikon kuluessa)
varjayksen jalkeen. Naytteiden tarkastelu konfokaalimikroskoopin Zeiss LSZ 700 alla heikensi fluore-
senssia, koska mikroskoopin valonldhteena kaytetdan voimakasta laseria. Leica Thunder leikeskan-
nerin valonlahteend on LED-valo. Kuvaukset suoritettiin Ita-Suomen yliopistossa Solu- ja Kudosku-
vantamisen yksikossd. Kuvatiedostot olivat suuria ja niiden prosessointiin meni paljon aikaa, koska
leikeskanneri otti useita kuvia leikkeen eri syvyyksiltd ja kokosi ne yhdeksi kuvaksi. Tutkimusryh-
massa kehitelladn parhaillaan yhdessa bioinformaatikkojen kanssa tietokonepohjaista ohjelmaa, jolla

varjattyjen solujen kokoa ja maaraa voidaan objektiivisesti ja luotettavasti analysoida.

Taman opinndytetydn puitteissa kuvantamisella varmistettiin varjaysten toimivuus ja valittiin sopivat
esikasittelyt seka vasta-ainelaimennokset 12—15 kuukauden ikaisten hiiret aivoleikkeiden tutkimista
varten. AT tutkimuksen kannalta mielenkiintoisten beeta-amyloidiplakkien seka niiden kertymisesta
aiheutuvien patologisten muutosten oletetaan silloin ndkyvan aivokudoksessa kaikkein selvimmin
(Alzforum 2023). PLCy2-hiirten tutkimuksen aikavali muodostuu nain ollen pakostakin hyvin pitkaksi

ja tutkimushiirten yllapito liséa taloudellisia kustannuksia.

Varjaysmenetelmdn haasteista huolimatta, kelluvien leikkeiden varjaysmetodi soveltui erittdin hyvin
mikrogliasolujen tutkimiseen. Opinndytetydssa testatut vasta-aineet toimivat odotetusti, joskin fluo-
resoivien leimojen optimointi beeta-amyloidiplakkien seka rasvapisaroiden osalta jatkuu. Kelluvien
leikkeiden varjaysprotokollaa pystytadn tarvittaessa modifioimaan muiden aivokudoksen solujen ja
partikkeleiden tutkimusta varten, joten se palvelee molekyyligenetiikan tutkimusryhmén ja tarvitta-

essa koko bioldaketieteen yksikon tarpeita.

6.5 Tulevaisuuden ndkymat

Vdeston ikaantyessa myds muistisairauksien mdara kasvaa. Alzheimerin tauti on kansantaloudelli-
sesti erittdin kallis sairaus ja se lisda merkittévasti yhteiskunnan sosiaali- ja terveydenhuollon me-
noja. Alzheimer's Disease International arvioi jo vuonna 2015, etta muistisairauksien kustannukset
ovat maailmanlaajuisesti noin 820 miljardia dollaria ja kustannukset ovat jatkaneet vain nousuaan.
(THL 2021.) Viimeisen parinkymmenen vuoden aikana AT:n tutkimus on mennyt harppauksin
eteenpain. Yha kehittyneemmat tutkimusmenetelmat ovat tuoneet uutta tietoa tasta monitekijai-
sestd sairaudesta. Siitéd huolimatta tarpeeksi varhaiset ennakoivat seka diagnostiset testit puuttuvat.
Lisaksi suoraan beeta-amyloidin kertymiseen kohdistetut terapeuttiset ladkekokeet ovat epaonnistu-
neet, minka vuoksi tarvitaan vaihtoehtoisia ja turvallisempia lahestymistapoja. (Lichtenthaler ym.
2022, 107.)

Tulevaisuudessa olemme menossa kohti yksildllisempaa ja personoidumpaa terveydenhuoltoa, jolloin

yksilon riskigeenien kartoitus nousee yha tarkeammaksi osaksi maarittdmaan hanelle annettavaa
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hoitoa. GWAS tutkimukset ovat osoittaneet mikrogliasolujen merkittavyyden hermorappeumasai-
rauksissa. Riskigeenien tutkiminen voi tarjota uusia terapeuttisia nakymia, jotka ovat hyddyllisia

tarkkailtaessa mikrogliavastetta Alzheimerin taudissa. (Hemonnot, Hua, Ulmann & Hirbec 2019, 1.)

PLCy2-projektin odotetaan tuottavan oivalluksia ikdantymisen ja hermoston rappeutumisen mikro-
glia-spesifisisté mekanismeista. Projektilla pyritdan edistdamaan mikrogliasolujen toiminnan ymmarta-
mistd ja tietoa voidaan kayttda hyodyksi uusien hoitomuotojen ja varhaisten biomarkkereiden kehit-
tamisessa. AT tutkimuksen tuloksia hyddynnetdan parantamaan hyvinvointia yhteiskunnassa ja aut-
tamaan hermorappeumasairauksien hallinnassa pitkalla aikavalilla ikadntyvassa vaestossa. (UEF
2022.)

Mikrogliasolujen immunohistokemialliset varjdykset ovat yksi osa PLCy2-tutkimusta, jolla pyritaan
kartoittamaan AT syntyyn ja kehitykseen vaikuttavia tekijoitd. Tassa opinndytetydssa testattiin kellu-
vien leikkeiden varjdysmenetelman soveltuvuutta mikrogliasolujen tutkimiseen, varmistettiin varjays-
ten toimivuus seka valittiin sopivat esikasittelyt ja vasta-aine laimennokset myéhemmin tehtavia var-
jayssarjoja varten. Varjdysmetodin kayttdonotto onnistui hyviin, menetelmaa on helppo muuntaa ja
se puoltaa kayttokelpoisuudessaan paikkaansa molekyyligenetiikan tutkimusryhman seka koko bio-
ladketieteen yksikon kaytdssa. PLCy2- hiirten aivokudosleikkeilld jatkossa tehtavat varjaykset, esi-
merkiksi P2ry12 ja APOE vasta-aineilla, odotetaan antavan lisaé tietoa muun muassa mikrogliojen
morfologiasta, toiminnasta, rasva-aineenvaihdunnasta seka beeta-amyloidiplakkien sijoittumisesta
mikroglioihin nahden (Takalo ym. 2020, 5). Tulevaisuudessa varjdysten bioinformatiivinen analy-
sointi kehitteilla olevalla digitaalisella ohjelmalla parantaa analysoinnin luotettavuutta, spesifisyytta

ja toistettavuuta.

PLCy2-tutkimuksen tulokset voivat tuoda uusia nakdkulmia ladketieteellisiin sovelluksiin ja auttaa
parantamaan AT ennustettavuutta. Kuten Koivisto ym. (2018) nostavat esille, mita varhaisemmassa
vaiheessa sairaus tunnistetaan, sita tehokkaamman hoitovasteen potilas saa. PLCy2-tutkimus tarjoaa
uutta tietoa suojaavan P522R-variantin roolista mikrogliasolujen toiminnassa ja toiminnan vaikutuk-
sista normaaliin vanhenemiseen ja AT liittyvissa fysiologisissa ja patologisissa muutoksissa. Vaikutus-
ten tarkempi tutkiminen hyddyntaa AT patogeneesin ymmartamista ja kuten Airas & Saraste (2020,
757) seka Takalo ym. (2020,1) toteavatkin, se voi mahdollistaa tulevaisuudessa spesifisten mikro-
gliasolujen toimintaan vaikuttavien laakkeiden kehittamisen seka avata uusia mahdollisuuksia AT:n

hoitoon ja diagnostiikkaan.
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