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Taman insin6oritydn tavoite oli selvittaa kuinka morfiini vaikuttaa aivojen eri alueissa ja cFos-
geenin eritykseen. Joissain koe-eldimissa morfiinin kaytto lisda aktiivisuutta, kun toisissa
elaimissa se luo lamaantumisen. Tutkimuksen tiedolla on tarkoitus syventaa tietoa, kuinka
opiaattien kayttd vaikuttaa kaytokseen ja kuinka se nakyy aivoissa. Ty® suoritettiin
Farmakologian osastolla Helsingin yliopiston ladketieteellisessa tiedekunnassa.

Lopputuloksena tydssd havaittiin  vaikutuksia kahdella aivo-alueella: makaavassa
tumakkeessa ja hypotalamuksessa. Vaikutus nadkyy alueilla, jotka s&atelevat mm.
ruokahalua seka tunnetiloja, ja vahvin vaikutus nakyy dopamiinikeskuksessa.

Jatkotoimenpiteend suorittaa kokeita kroonisen kaytdn vaikutuksesta cFos-geenin
eritykseen ja miten kayttd vaikuttaa eldimen kaytdkseen ja ruokahaluun. Aivoleikkeita jai
my0s ylimaarin, joten tutkimuksessa kaytettyjen koe-eldinten naytteille voitaisiin suorittaa
lisdd kuva-analyyseja.

Avainsanat cFos, immunohistokemia, aivot, addiktio, morfiini, opiaatti
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Abstract

Author Ville Talikka
Title The effects of morphine in mice cFos-expression.
Number of Pages 19 pages + 0 appendices
Date 22 october 2018
Degree Bachelor of Engineering
Degree Programme Bio- and Chemical Engineering
Professional Major Chemical Engineering
Instructors Teemu Aitta-Aho, Professor
Carola Fortelius Senior Lecturer

The goal of this bachelor’s thesis is to find how morphine consumption affects different areas
in the brain and how it affects the production of cFos-gene. In some test animals’ morphine
usage increases activity while in others it creates a stagnating effect. The purpose of the
information in this thesis is to deepen the knowledge of opiate usage affecting behavior and
how it can be seen in the brain. The mentor for this Bachelor’s thesis was Teemu Aitta-Aho,
and the experiments were done in the Department of Pharmacology, which is part of the
Faculty of Medicine of the University of Helsinki.

The results of the thesis indicated effects of morphine consumption in two areas of the brain,
in hypothalamus and nucleus accumbens. These effects can be seen in areas that control
mental states such as hunger and emotions. The strongest effect was found in the dopamine
center.

As follow-up research, experiments about the effect of chronic use on the production of
cFos-gene and the effects on behavior and appetite could be conducted. Many brain slices
remained unused; thus, further analysis could be performed on the test animals used in this
thesis.

Keywords cFos, immunohistochemistry, brains, addiction, morphine, opiate
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Lyhenteet

cFos Aktivointimarkkeri

PBS Fosfaattipuskuroitu saliini

PFA Paraformialdehydi 4-prosenttinen-liuos PBS:ssa

GABA Gamma-aminovoihappo

BSA Bovine serum albumin, proteiinikonsentraatti, joka on johdettu lehméasta
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1 Johdanto

Opiaatteja ja morfiinia kaytetdadn hyvin paljon lagkkeena. Ehk& tunnetuin opiaatti on
morfiini, jota on jo vuosia kaytetty kipulaakkeend, mutta myds vaarinkaytetty
huumausaineena. Nautittuna morfiini vahentaa kipua ja aiheuttaa kayttajalleen euforian
tunteen. Runsas morfiinin kayttd kasvattaa toleranssia aineelle, samalla lisaten
psykologisen riippuvuuden efektejd. Taman takia esimerkiksi ladkekaytdssa morfiinin
annosta aletaan pienentamaan vieroitushoidon muodossa sen sijaan, etta ladkinta

lopetetaan kerralla.

Taman insin6oritydn tavoite oli selvittdd kuinka morfiini vaikuttaa aivojen eri alueissa ja
cFos-geenin eritykseen. Joissain koe-eldimissa morfiinin kaytto lisaa aktiivisuutta, kun
toisissa elaimissa se luo lamaantumisen. Tutkimuksen tiedolla on tarkoitus syventaa
tietoa, kuinka opiaattien kayttd vaikuttaa kaytdkseen ja kuinka se nakyy aivoissa. Tyo
suoritettin  Farmakologian osastolla  Helsingin  yliopiston laaketieteellisessa
tiedekunnassa.

2 Kirjallisuuskatsaus

2.1 Hermoston tehtavat

Ihmisen hermosto koostuu kolmesta osasta: aivoista, selkaytimesta ja
aareishermostosta. Keskushermosto vastaa ihmisen toiminnassa kaikessa kuten
kaytoksessd, muistissa, aisteissa sekad liikkkeessa. Koko hermosto kattaa kaiken
hermokudoksen ihmiskehossa, kyseinen hermokudos kantaa informaatiota kehon osien
valilla. Koordinaatio tapahtuu selkaytimen ja aivojen valilla, ja namé& yhdessa
muodostavat keskushermoston. Informaatio eli impulssit kulkevat hermojen valilla
kanavaa pitkin, jota kutsutaan synapsiksi. Synapsi kommunikoi toisen vastaanottavan
solun kanssa. Synapsin ja solun valilla on pieni vali, joka luo viivettd signaalin [Ahetyksen
ja vastaanoton vélille. Synapsissa sahkdinen signaali muuttuu kemialliseksi ja sitten taas
sahkaoiseksi. [1;2;3.]
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2.1.1 Aivojen hermoston rakenne ja toiminta

Isot aivot

Vilaivot

Pikkuaivot

Aivorunko:
1 Keskiaivot
2 Aivosilta
Selkiydin 3 Ydinjatkos

Kuva 1. Eri osien sijainti aivoissa. [4.]

Taysikasvuisen aivot sisaltavat noin 10! hermosolua tai neuronia. Kuten kuva 1
havainnollistaa, aivot on jaettu kuuteen eri osaan: isot aivot, valiaivot, pikkuaivot,
keskiaivot, aivosilta ja ydinjatke. Isot aivot muodostavat suurimman osan aivoista ja ne
saatavat mm. motoriikkaa ja mielialaa. Isot aivot vastaavat myds aisteista ja puheen
muodostamisesta. Valiaivot toimivat aistinimpulssien vélityskeskuksena. Valiaivot
vastaavat myos vuorokausirytmista, syomisestd, juomisesta ja ruumiin lAmpdtilasta.
Pikkuaivot vastaavat asennoista ja lihaksista. Keskiaivot toimivat kuulon ja talamuksen
signaalin valittajana. Aivosilta toimii myds signaalin valittajana. Taman lisdksi aivosilta
hallitsee hengitysta ja sen rytmia. Ydinjatke hallitsee myds osaa hengitysta mutta myos

sydanta ja verenkiertoa. [1;2.]

2.1.2 Keskiaivon tehtavéat

Keskiaivot toimivat kuulon ja talamuksen signaalin valittajand. Keskiaivoissa sijaitsee
myds monia refleksikeskuksia sek& keskuksia, jotka kontrolloivat silmid ja paata
stimulaatioon reagoidessa. Keskiaivon muita tehtdvia on mm. palkkion tunteminen,

likkeiden muodostus, uni, nékd, kuulo, lammaon hallinta ja kiihottuminen. [2.]
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2.2 Morfiini ja muut opioidit

Morfiini on opioidi, jota kaytetdadn kipulaakkeena sairaaloissa. Morfiini valmistetaan joko
syntetisoimalla tai unikkokasvista. Morfiinilla voi laakita kroonista kipua tai akuuttia kipua.
Morfiinin muita vaikutuksia ovat mm. ruokahalun vaheneminen, eroottisten halujen
vaheneminen, hengityslama, ummetus, pupillien pieneneminen, ahdistuksen
vaheneminen ja rauhoittava vaikutus isoilla annoksilla. Morfiini vaikuttaa suoraan
keskushermostossa. Morfiinilla kuten muillakin opioideilla on addiktoiva vaikutus, joka
aiheuttaa fyysisia ja psyykkisia oireita. Morfiinin jatkuva kaytté myos lisaa vastustuskykya
aineen vaikutukselle, joten kroonisten kayttajien tulee nauttia aina suurempia annoksia.
Vieroitusoireisiin kuuluu mm. ahdistusta, rauhattomuutta, yliherkkyyttd, hengityksen

lisdantymista ja varinaa. [5;6.]

2.3 cFos-proteiini hermosolun aktiivisuuden markkerina

cFos on proteiini, jota erittyy aivoissa stimuloinnin aikana. Taman takia se on
erinomainen kartoittamaan hermojen aktiivisuutta aivoissa. cFos-geeni l6ydettiin 1980-
luvun alussa, jonka jalkeen sita on kaytetty hyvin paljon hermosolujen tutkimuksessa.
cFos-geeni on myos oivallinen markkeri, silla sen maara on hyvin pieni tilassa, jossa ei
ole stimulaatiota, joten se on lahes taydellinen kvantitatiivisessa arvioinnissa. Muutosten
alueilla geenin eritys kasvaa, kun samaan aikaan muuttumattomilla alueilla eritys ei
muutu tai on nolla. cFos-geenin ainoa rajoite on sen puoliintumisaika 90—-100 min, joten
geenien maardédn voi vaikuttaa mahdollinen inhimillinen hitaus naytteiden

keraysvaiheessa. [7.]

2.4 Addiktion vaikutus cFos-proteiinin tuottoon

Marokossa on tehty tutkimus [8], jossa on testattu ohentimien héyryjen inhalaation
vaikutusta aivojen cFos-tuotantoon. Kokeessa hiiret jaettin kolmeen eri ryhmaéan
akuuttiin, sub-kroonisiin ja kroonisiin kayttajiin. Akuutit hiiret paasivat testeihin 24 tunnin

paastd inhalaatiosta, sub-krooniset paasivat kuuden viikon kayton jalkeen ja krooniset
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paasivat 12 viikon kayton jalkeen. Hiiret hengittivat ohentimia joiden konsentraatiot olivat
300 ja 600 ppm. Tutkimuksen tuloksien mukaan kroonisten ja sub-kroonisten koe-
eldimien aivoissa erittyi huomattavasti enemman cFos-proteiinia verrattuna koe-elaimiin,

jotka olivat vain akuutissa kaytossa. [8.]

2.5 Tall-transkriptiotekija

Tall (T-solujen akuutti lymfosyyttinen leukemiaproteiini 1) saatelee inhibitorisia ja
stimuloivia neuroneja aivoissa. Tall-transkriptorit lisddvat GABA:n maaraa ja hiljentavat
glutamaattien toimintaa. GABA on aivojen valittdjaaine, joka toimii inhibiittorina ja
vaimentaa tai vahentaa aivojen toimintaa kaskemalla hermosoluja. GABA:n voidaan siis
sanoa olevan aivojen jarruttaja-aine. Jossain neuroneissa GABA:n vaikutus voi olla
painvastainen. Naiden monoamiidien vajaatoiminta on liitetty skitsofreniaan, addiktioon,

masennukseen ja Parkinsonin tautiin. [9.]

2.6 TyoOssa kaytetyt tutkimusmenetelmat

2.6.1 Vasta-ainevarjays (immunohistokemia)

Immunohistokemia on metodi, jolla voidaan tunnistaa tiettyjd antigeeneja (proteiini tai
aminohappoyhdisteitd) parafiinifiksatusta kudoksesta tai soluista. Yleisimmin
immunohistokemiaa kaytetddn kasvainten luokitukseen ladketieteessa. Taman lisaksi
silla voidaan mm. varjata ja tutkia aivoleikkeitd. Immunohistokemiassa markkereina
toimivat primaari- ja sekundaari vasta-aine, jotka ovat yleensa fluorosoivia ja heijastavat
valoa kirkkaasti mikroskoopin alla. Markkerit voivat toimia joko spesifisti tai epaspesifisti
ja yleensa varjayksessa pyritdan mahdollisimman spesifiin varjaykseen (esim. aivoissa
varjaytyvat kirkkaasti vain aktivoituneet solut). Varjayksen onnistumiseen vaikuttaa hyvin
paljon inhimilliset tekijat, silla se on monivaiheinen prosessi. Vasta-aineita valitessa on
otettava huomioon, mita ollaan varjadmassa ja mista eldimesta. Yleensa kannattaa valita
markkinoilla pidempaéan ollut vasta-aine, silla siitd on yleensd enemman kaytannon

ohjeita saatavilla verrattuna uudempaan juuri markkinoille tulleeseen. [10.]
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2.6.2 Fluoresenssi-mikroskopia

Fluoresenssi-mikroskopia on avain tytkalu solujen tutkimisessa, silla se mahdollistaa
spesifien lipidien, proteiinien tai ionien havainnollistamiseen. Fluorosoidut solut
absorboivat valon energiaa (fotoneita) ja emittoivat sen ulos heikompana signaalina
(energiahavikki), emittoidun valon vahvuus riippuu alkuperéisen valon aallonpituudesta.
Moderneilla mikroskoopeilla onnistuu myos tietokoneavusteinen kuvaus ja itse
mikroskoopin ohjaus. Mikroskoopilla on mahdollista ottaa kuvasarjoja isoja alueita
kuvattaessa. Taméa& mahdollistaa kuvauksen automatisoinnin ja monen naytteen
kuvaamisen kerralla. Kuvaamisen nopeus riippuu kameran valotusajasta ja kuvattavan
alueen koosta. Isosta kuvasta on helppo rajata tutkittava alue jalkeenpéin
kuvankasittelylld, silla jokainen pienempi kuva isossa sarjassa omaa saman kuvan
resoluution. Kuvan laatuun vaikuttaa kameran resoluutio sek& mikroskoopin

tarkennuksen taso, yleensa soluja laskettaessa riittaa 5- tai 10-kertainen tarkennus. [11.]

2.6.3 Kuva-analyysi tietokoneella

Solujen laskeminen tietokoneella on tarkea prosessi, silla se nopeuttaa huomattavasti
solujen laskemista verrattuna tavalliseen ns. silmamaaraiseen klikkeri-laskemiseen.
Analyysin  tarkkuus ei  karsi siirryttdessa  silmamaaraisestd laskemisesta
tietokoneavusteiseen laskemiseen. Erityisesti tietokoneavusteinen lasku nopeuttaa
prosessia, jos laskettavien solujen maara on sadoissa tai tuhansissa. Tunnetuin solujen
laskemiseen kaytetty ohjelma on ImageJ tai sen paranneltu versio Fiji (lyh. Fiji is just
ImageJ), molemmat ohjelmat ovat Java-pohjaisia avoimen lahetekoodin ohjelmia. Kuvat
voidaan analysoida suoraan kuvasta tai prosessoimalla kuvat mustavalkoisiksi. Kuvasta
algoritmi |0ytda automaattisesti solut ja laskee niiden maaran ja tarvittaessa myos pinta-
alan. Jos kuvassa sattuu olemaan kohinaa sen voi eliminoida saatamalla joko kuvan

raja-arvoja tai asettamalla solulle minimikoko pikseleissa. [12.]
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3 Materiaalit ja menetelmat

3.1 Kokeellinen osa

Aivonaytteiden prosessointi on monivaiheinen tyd. Ennen kuin leikkeet voidaan

analysoida, on aivot prosessoitava, leikattava ja varjattava.

3.2 Hiirien morfiinikasittely

Hiirille annosteltiin morfiinia (Yliopiston apteekki) 20 mg/kg vatsakalvon onteloon ja
osalle hiirista annosteltiin saliinia. Koe-eldaimia oli yhteensa 20 kpl. Kahden tunnin
kuluttua hiiret nukutettiin, leikattiin ja aivot perfusoitiin. Hiiren leikkaus aloitetaan
nukuttamalla hiiri ja anestesian vaivuttua hiiri kiinnitetddn alustaan. Eldaimen rinta
avataan ja sydamen vasempaan kammioon asennettiin liuospumpun neula. Samalla
sydamen oikeaan kammioon tehtiin viilto, josta veri padsee ulos. Viiltojen jalkeen
pumppu laitettiin p&alle ja veri poistui suonistosta. T&ma tappoi hiiren. Veren poistuttua
hiireen alettiin pumppaamaan PFA:ta (paraformaldehydi) joka jahmettaa kudokset ja ns.
“fiksaa" hiiren jahmeéksi. Fiksauksen jalkeen hiiren p&a irrotettiin ja paAanahka poistettiin,
jolloin hiiren kallo tuli esille. Kalloon tehtiin saksilla viilto silmien valiin ja molemmille
sivuille, jolloin kallon ylaosa irtosi ja aivoihin paasi kasiksi. Taman suoritti dosentti Teemu
Aitta-Aho.

3.2.1 Naytteiden esikasittely

Aivot perfusoitin  PBS:lla (fosfaattipuskuroitu saliini) ja paraformaldehydilla (4-
prosenttinen liuos PBS:ssa, Fisher Scientific). Taman jalkeen aivot pidettin samassa
paraformaldehydiliuoksessa yon yli. Sitten paraformaldehydiliuos korvattiin 30%:lla
sukroosiliuoksella (Fisher Scientific) pakastussuojauksen vuoksi. Aivot olivat
sukroosissa, kunnes ne vajosivat pohjaan. Taman jalkeen aivot pakastettiin -20 °C:seen

odottamaan leikkausta. Taman tyon osion suoritti Teemu Aitta-Aho.
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3.2.2 Naytteiden leikkaus

Varjaysta varten naytteet on leikattava 40um:n paksuisiksi kryostaatilla. Naytteet
leikataan pakastettuina ja kryostaatin lampdtila on -20 °C:seen. Aluksi aivot asetettiin
jalustalle TissueTEK:illa (valmistaja: Sakura) joka on huoneenlammaossa nestemaista
mutta jAhmettyy kylmissa lAmpotiloissa kovaksi. Jalusta asetettiin kryostaattiin kiinni,
minka jalkeen leikkaaminen aloitettiin. Aivoista jai leikkaamatta etuaivot ja aivon takaosa.
Naytteet kerdttiin jarjestyksessa vasemmalta oikealle 4 x 6-kokoiselle kuoppalevylle.
Na&in jokaiseen kuoppaan tulee eri osia aivoista eivatka kaikki aivon osat taten keskity
yhteen kuoppaan. Kuoppalevyn kuopat on taytetty etyleeniglykolista ja sukroosista
valmistettuun jaatymisenesto-nesteeseen. Valmiit kuoppalevyt sinetditiin parafilmilla ja
sailéttiin pakastimeen -20 °C:seen.

Kuva 2. Kryostaatti ndytteiden leikkaukseen. Leica CM3000
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3.3 Vasta-ainevarjays

Sekundaari vasta-aine
donkey anti-rabbit 488,
ab150073, Abcam 1 ul 2 h
inkubointi

PBS pesu 3 x 5 min PBS pesu 3 x 10 min

Varjattyjen leikkeiden
asetteleminen objektilasille ja
ylimaéaréisen PBS:n haihdutus
leikkeista

huoneenlammdssa blocking-

liuos 500 pl 1 h blocking-liuos 500 pl

Primaari vasta-aine rabbit
anti-cFos ab190289 Abcam PBS pesu 3 x 10 min
0,5 pl 24h +4°C

Peitinlasin limaus ja yon yli
kuivuminen

Kuva 3. Vuokaavio vasta-ainevarjayks prosessin vaiheista. Vuokaavio sisaltdd ainemaarat,
pesuajat sekéd inkubaation ajat.

Vasta-ainevarjays oli kaksi paivaa kestava prosessi, jossa leikkeet pestaan, varjataan ja
lopuksi asetellaan lasille. Pesu suoritetaan PBS-liuoksella, joka on fosfaattipuskuroitua
saliinia. Pesun  kaytetddn  yksinkertaista PBS:44, joka laimennetaan
kymmenenkertaisesta konsentraatiosta. Toinen varjayksessa tarvittava aine on
blocking-liuos, joka on valmistettu 3% BSA:sta, 10% donkey serumista, 0,3% Tritonista
ja PBS:aa kayttaen.

Ensimmaisena paivana naytteet pestddn ensiksi PBS-liuoksessa 3 x 5 min 2 x 3-
kuopplevyssad. PBS pesun tarkoituksena on poistaa pakkasen esto nesteen ja
TissueTEK:in jAdnteet. Naytteita otettiin pakkasesta ja jokaisesta aivosta varjattiin kaksi
kuopallista nayttettd. Pesun jalkeen naytteet asetetaan 4 x 6-kuoppalevylle 500l
blocking-liuokseen tunnin ajaksi. Blocking-liuoksen jalkeen lisdtdéan primaari vasta-aine
suhteessa 0,5ul primaari ja 500ul blocking-liuos ja naytteet jatetdaan inkuboitumaan
parafiim-sinetilla +4°C:n lampdtilaan 24 tunnin ajaksi. Pesu, blocking-liuos ja
inkuboituminen suoritetaan kuoppalevyjen ravistajassa.
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Toinen paiva alkaa 3 x 10 minuutin pesulla, jonka jalkeen naytteet inkuboituvat kaksi
tuntia sekundaari vasta-aineessa suhteella 1pul sekundaéari ja 500ul blocking-liuos valolta
suojattuna. Inkuboinnin jalkeen leikkeet pestédén vield 3 x 10 min PBS-liuoksessa, jonka
jalkeen naytteet asetetaan lasille ja lasit suljetaan nayteliimalla ja paallyslasilla.

3.4 Vasta-aineen optimointi

Oikean sekundaatri- ja primaarivasta-aineyhdistelman I6ytamiseen meni useita kokeiluja
ennen kuin I6ytyi oikeat aineet, joilla saatiin selkeita kuvia. Eri vasta-aineita kokeiltiin
viitta erilaista yhdistelmaa ennen kuin I6ytyi oikea vasta-aine, joka ei aiheuttanut
voimakasta taustavarjaysta. Taustavarjayksen takia vasta-aineet eivat olleet kelvollisia
kuvaukseen ja solujen analyysiin. Taulukkoon 1 on koottu kokeillut vasta-

aineyhdistelmat ja niiden toimivuus.

Taulukko 1.  Eri vasta-aineyhdistelmat, joita kokeiltiin.

Yritys Primaari vasta-aine Sekundaari vasta-aine Toimivuus
mouse anti-cFos ab208942 Abcam |donkey anti-mouse 647, A-31571, Fisher
mouse anti-cFos ab208942 Abcam |donkey anti-mouse 488,A21202, Fisher
mouse anti-cFos ab208942 Abcam [Mouse on Mouse HRP Polymer

mouse anti-cFos ab208942 Abcam |donkey anti-mouse 647, A-31571, Fisher

rabbit anti-cFos, ab190289, Abcam [donkey anti-rabbit 488, ab150073

i |wWwIN|-

3.5 Mikroskopointi

Naytteiden kuvaus suoritettiin Zeiss Axiolmager -mikroskoopilla kymmenkertaisella
tarkennuksella. Kamerana toimi Hamamatsu Orca R2. Kuvaus suoritettiin kuvaamalla
haluttu leike kokonaan, silla tarkasteltava alue voitiin mydhemmin rajata kokonaisesta
kuvasta. Aivo naytteet ndkyvat kuvissa vihreana ja aktivoituneet solut ovat varjaytyneet
kirkkaan vihredksi. Valitettavasti kaikista aivoista ei saatu kuvaa halutuista alueista
leikkausvaiheessa sattuneista inhimillisista virheista johtuen kuten aivojen murtumisesta

leikkausvaiheessa tai varjayksen aikana revenneista naytteista.
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3.6 Solujen analyysi

Solujen laskenta suoritettiin tietokoneavusteisesti ohjelmilla Zen Pro ja Fiji. Aluksi
tarkasteltavat alueet rajattiin ja kontrasti sdadettiin siten, ettd kuvassa nakyi pelkat
laskettavat solut ja tallennettiin .tiff-tiedostona. Tama suoritettin Zen Pro-ohjelmalla.
Solujen laskenta suoritettiin Fiji-ohjelmalla, kuvan prosessointi aloitettiin asettamalla
kuva 8-bittiseksi, minka jalkeen kuvan raja-arvo -toiminnolla sédadettiin kuvan tausta
valkoiseksi ja laskettavat solut mustaksi. Kyseinen prosessi on havainnollistettu kuvassa
4. Prosessoinnin jalkeen solut laskettiin cell counter -toiminnollla, pikselin minimikooksi
saadettiin 4 x 4 pikselia, joka eliminoi mahdollisen sumun laskennan mukaan. Lopuksi
laskettujen solujen maara merkittiin ylés Excel-taulukkoon. Kuitenkaan kaikissa
naytteissa ei valttmatta ollut varjaytyneita soluja, mika tarkoitti sitd, etta aktiivisuutta ei
ole ollut kyseisella alueella ja nama alueet tarkistettiin mutta paadyttiin lopputulokseen,

ettd helpommin paasee merkitsemalla ne nollaksi taulukossa.

metropolia.fi WM etropolia



11

Kuva 4. Mikroskooppikuvan prosessointi. A) Koko leikkeen kuvasta rajattu tutkittava kohta B)
Rajatusta kohteesta saadetty kontrasti, jolla nakyy pelkat solut C) Kuva saadetty
mustavalkoiseksi eli 8-bittiseksi D) Kuvan raja arvot saadetty etta ne nakyvat mustana
valkoisella taustalla minka jalkeen solulaskuri voi laskea solujen maéran.

4 Tulokset

Kuva 5. Aivo leike mikroskoopin alla, véarjatty toimivalla vasta-aineyhdistelmalla. Leikkeesséa on
pendunkulopontinen tegmentaali tumake ja keskiaivoharmaa.

Tulokset taulukoitiin Exceliin, jonka jalkeen niille tehtiin varianssianalyysi IBM:n SPSS-
ohjelmalla. Taulukossa 2 nakyy jokaisen koe-eldimen injektio, genotyyppi seka

aivoalueen solumaara.

metropolia.fi ﬁfMetropolia
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Taulukko 2. Aivokuvista digitaalisesti laskettujen solujen maara. Sinisella merkityt ovat alueita,
joista ei l6ytynyt aktiivisuutta. Punaisella merkityt ovat alueita, joita ei |6ytynyt
naytteista.

Nro Tyyppi  |Ravinto |F14

3981(? ?

3990(ko s

3992wt m

3993|wt s

3994|ko s

3995|ko s

4002|wt s

4003|ko s

4004|ko m

4078|wt s

4079wt s

4080 ko m

4081|ko m

4707 |wt s

4708|ko m

4709]ko m

4710]wt m

a713/ko m
4714wt m
4715wt m | 0

Alueet merkittiin aluksi hiiren aivo atlas kirjan sivujen mukaan lyhenteella F (figure) ja

sitd vastaavalla numeroinnilla kirjassa.

Taulukko 3.

Kadnnokset

F14
F19-1
F19-2
F30

F42-1
F42-2
F42-3
F42-4
F42-5
F58-1
F58-2
F69-1
F69-2

Aivoalueiden koodinimet ja niiden tieteelliset nimet.

Etuaivokuori

Makaava tumake

Piriforminen aivokuori

Etuaivojen pohjaosa

Basolateraalinen mantelitumake
Mantelitumakkeen keskusosa
Dentate gyrus

Habenula

Hypotalamus

Musta tumake

Ventraalinen tegmentaalinen tumake
Pendunkulopontinen tegmentaali tumake
Keskiaivoharmaa

Varianssianalyysi IBM SPSS-ohjelmalla

metropolia.fi

ﬂ7 Metropolia



Taulukko 4.
eroa morfiinin kayttajissa.

IBM SPSS-ohjelman P-testin tulokset. Vihrealla merkityt ovat alueita, joilla 16ytyy

Aivoalue P-genotyyppi [P-morfiini | Yhteistekija
Etuaivokuori 0.983 0.166 0.644
Makaava tumake _W
Piriforminen aivokuori 0.709 0.358 0.859
Etuaivojen pohjaosa 0.245 0.693 0.082
Basolateraalinen mantelitumake 0.133 0.478 0.566
Mantelitumakkeen keskusosa 0.928 0.425 0.793
Dentate gyrus 0.556 0.502 0.938
Habenula 0.604 0.571 0.324
Hypotalamus 0.708 0915  |0l0a
Musta tumake 0.937 0.908 0.361
Ventraalinen tegmentaalinen tumake 0.509 0.879 0.985
Pendunkulopontinen tegmentaali tumake |0.852 0.728 0.953
Keskiaivoharmaa 0.121 0.832 0.761

Solulaskennan tuloksille suoritettiin varianssianalyysi IBM SPSS -ohjelmalla. P-testin
tuloksista etsittiin alueet, joissa P-arvo on pienempi tai yhtd suuri kuin 0,05. Jos
yksittdisen tekijan P-arvo oli suurempi kuin 0,05, katsottiin yhteistekijan P-arvoa.

Tulosten selkeyttdmiseksi ne sijoitettiin erilliseen Excel-taulukkoon.

metropolia.fi
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Kuva 6. Mikroskooppikuva aivoalueesta, josta |0ytyvat makaava tumake ja piriforminen
aivokuori. Punaisella rajattu alue on makaava tumake.

Makaava tumake on ensimmainen alue, jossa nakyy eroa morfiinia saaneessa hiirissa.

Varianssia on genotyypin P-arvossa seké morfiinin P-arvossa.

metropolia.fi ﬂfMetropolia
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Kuva 7. Aktiivisuus erot makaavassa tumakkeessa eri genotyypeilld ja injektioilla. A) Villityyppi
saliini B) Knockout saliini C) Villityyppi morfiini D) Knockout morfiini

Aktiivisuuden erot nakyvat erityisen selvasti villityyppien valilla. Villityyppien ero on
havainnollistettu kuvassa 7 osissa A) saliini ja C) morfiini. Eroa kuitenkin nékyi myos
knockouttien valilla. Knockouttien ero on havainnollistettu kuvassa 7 osissa B) saliini ja

D) morfiini.
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Kuva 8. Mikroskooppikuva aivo alueesta, josta loytyvat basolateraalinen mantelitumake,
mantelitumakkeen keskusosa, dentate gyrus, habenula ja hypotalamus. Punaisella
rajattu alue on Hypotalamus.

Hypotalamus on toinen alue, josta I0ytyi eroja morfiinia saaneissa hiirissa. Ero |0ytyi
genotyypin ja morfiinin yhteisvaikutuksen P-arvosta.

metropolia.fi ﬂrMetropolia
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Kuva 9. Aktiivisuus erot Hypotalamuksessa eri genotyypeilld ja injektioilla. A) Villityyppi saliini B)
Knockout saliini C) Villityyppi morfiini D) Knockout morfiini

Aktiivisuuden erot nakyvat erityisen selvasti knockouttien valilla. Knockouttien ero on
havainnollistettu kuvassa 9 osissa B) saliini ja D) morfiini. Ero kuitenkin oli myo6s
nahtavissa villityyppien valilla. Villityyppien ero on havainnollistettu kuvassa 9 osissa A)
saliini ja C) morfiini.

metropolia.fi /// Metropolia
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5 Tulosten tarkastelu ja johtopaatokset

Naytteiden leikkaus ja kuvaaminen olivat tyon aikaa vievimmat osiot ja taman lisaksi
aikaa vei oikeiden vasta-aineiden loytaminen varjaysta varten. Solujen analysointi

onnistui napparasti tietokoneella.

Ongelmia todennakoisesti aiheutti neljassa ensimmaisessa kaytetty primaari vasta-aine
mouse anti-cFos ab208942 Abcam, oletimme, ettd ongelma olisi sekundéarisissa vasta-
aineissa. Mutta onnistuneessa varjayksessa kaytimme primaari vasta-aineena rabbit
anti-cFos, ab190289:44, (Abcam) ja sekundaarinad donkey anti-rabbit 488, ab150073:a.

Alueet, joissa loytyy merkittavid eroja solujen aktiivisuudessa, ovat makaava tumake ja
hypotalamus.

6 Yhteenveto

Insindoritydssa selvitettiin morfiinin vaikutusta eri aivon alueissa ja tarkemmin cFos-
geenin eritykseen eri aivon alueilla. Tyossa leikattiin ja varjattiin 20 koe-eldimen aivot.

Osalle elaimista oli injektoitu saliinia ja osalle morfiinia.

Tyon tuloksissa havaittin eroja cFos-geenin erityksessa kahdella aivon alueella.
Morfiinin vaikutuksesta saatiin riittdva kuva spesifeistéd vaikutusalueista. Havaintoja
voidaan kayttaa tulevissa aivotutkimuksissa, silla aivot ja niiden toiminta ovat jatkuvan

tutkimuksen alla.

Jatkotutkimuksena kokeita voitaisiin  tehdd muun muassa kroonisen kayton
vaikutuksesta cFos-geenin eritykseen seka kayttaytymiseen. Myots cFos-geenin

erityksen erot eri genotyyppien valilla on yksi mahdollinen tutkimuskohde.

metropolia.fi WM etropolia
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