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DREADD-reseptorit ovat uusia synteettisia reseptoreita, joita voidaan aktivoida synteetti-
silla ligandeilla. Niitd voidaan kayttaa kayttaytymiskokeissa, joissa halutaan selvittaa tietty-
jen yksittaisten hermosoluryhmien vaikutusta kaytokseen. Kayttaytymiskokeiden tuloksia ei
voida kuitenkaan tulkita, ellei varmistuta siitd, missé soluissa DREADD-reseptorit ovat il-
mentyneet. Taman takia on kriittista kehittdd menetelmid, joilla voidaan varmistaa
DREADD-reseptorien sijainti tietynlaisissa hermosoluissa.

InsinGoritydssa tavoite oli kehittdd vasta-ainevarjaykseen perustuva menetelma glutama-
tergisten solujen, kolinergisten solujen ja DREADD-reseptorien samanaikaiseksi tunnista-
miseksi hiirten aivoista. Tama oli tarkeaa, jotta kayttaytymiskokeiden tuloksia voitiin tulkita.

DREADD-vektoreita oli injektoitu 25 hiiren aivoihin, tarkoituksena saada aikaan DREADD-
reseptorien iimentamista pedunkulopontisen tumakkeen glutamaattisoluissa. Insin6ori-
tyossa kayttaytymiskokeissa kaytettyja hiiria perfusoitiin ja niiden aivot otettiin talteen. Ai-
vot jaadytettiin ja niista tehtiin leikkeita kryostaatilla. Aivoleikkeille tehtiin immunohistokemi-
allista vasta-ainevarjaysta kolmella erilaisella vasta-aineella. Varjattyja aivoleikkeitd kuvan-
nettiin fluoresenssimikroskoopilla.

InsinGoritydn lopputuloksena ei saatu luotua taysin toimivaa kolmoisvarjaysmenetelmaa.

Insind0ritydssa saatiin kuitenkin kaksi vasta-ainetta toimimaan samanaikaisesti siten, etta
VGLUT2- ja mCherry-vasta-aineet toimivat samanaikaisesti seka ChAT- ja mCherry-vasta-
aineet toimivat yhdessa. Toimivaa kaksoisvarjaysta voidaankin kayttdd samoihin tarkoituk-
siin kuin alkuperéisena tavoitteena ollutta kolmoisvarjaysta. Sen avulla voidaan arvioida
DREADD-injektioiden osumista oikealle aivoalueelle ja DREADD-reseptorien paatymista
glutamaattisoluihin.

Avainsanat glutamatergiset solut, kolinergiset solut, DREADD-reseptorit,
immunohistokemia, fluoresenssi
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DREADD receptors are new synthetic receptors that can be activated with synthetic ligands.
They can be used in behavioral tests, the purpose of which is to determine the connection
between neuron groups and behavior. However, the results of behavior tests can only be
used when the DREADD receptors can be located in specific neuron cell groups. For this
reason, it is critical to develop methods to confirm the location of DREADD receptors inside
certain neurons.

In this thesis, the goal was to create a method of identification for glutamatergic neurons,
cholinergic neurons and DREADD receptors in the brain, using immunohistochemical stain-

ing.

DREADD vectors were injected in 25 mice, with the goal of DREADD receptor expression
in the glutamatergic neurons of pedunculopontine nucleus. In this thesis, mice used earlier
in behavioral experiments were perfused and their brains were collected. The brains were
frozen and cut to sections with a cryostat. The sections were then immunohistochemically
stained with three different markers. The stained sections were imaged with fluorescence
microscope.

The results showed that the triple staining method was not fully functional

However, this thesis succeeded in creating a functional double staining for all the used mark-
ers. The functional double staining method can be used for the same purposes as the orig-
inal goal of triple staining. With double staining, it is possible to evaluate whether the injec-
tions were in the right area of the brain and whether the DREADD receptors are within the
glutamatergic neurons.

eywords glutamatergic neurons, cholinergic neurons, DREADD-recep-
tors, immunohistochemistry, fluorescence
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Lyhenteet

ChAT koliiniasetyylitransferaasi. Asetyylikoliinia katalysoiva entsyymi.

CNO klotsapiini-N-oksidi. DREADD-reseptoreita aktivoiva ligandi.

DREADD  Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs. Eksogeeni-
sista ligandeista aktivoituva reseptori.

PBS Fosfaattipuskuri.
PFA Paraformaldehydi. Kestavdimiseen kaytetty reagenssi.
PPT Pedunkulopontinen tumake. Alue aivoissa.

VGLUT2 Vesikulaarinen glutamaattikuljettaja.
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1 Johdanto

Hiirille voidaan tehda kayttaytymiskokeita, joissa tavoitteena on tutkia, miten aivon toi-
minta vaikuttaa kayttaytymiseen. Hiirilla voidaan esimerkiksi tutkia huumeriippuvuutta ja
siihen liittyvaa kayttaytymista. Haasteena on ollut kayttaytymismallien yhdistaminen tiet-
tyihin neuroniryhmiin aivoissa. Aikaisemmin ei ole ollut nykyisenkaltaisia menetelmia ak-
tivoida ulkoisesti tiettyja haluttuja hermosoluryhmia. Nyky&aén on kuitenkin kehitetty uu-
denlaisia molekyyleja, jotka mahdollistavat yksittaisten hermosoluryhmien aktivoinnin ul-
koisesti. DREADD-molekyylit, eli Designer Receptors Exclusively Activated by Designer
Drugs, ovat uusia suunniteltuja reseptoreita, joita voidaan kayttdd muun muassa kayt-
taytymiskokeissa haluttujen hermosoluryhmien aktivointiin. Naiden uusien molekyylien
avulla voidaan tutkia hermosoluryhmien ja kayttaytymisen valista suoraa yhteytta ja ker-

ryttaa tietopankkia siitd, miten eri neuronit vaikuttavat.

Aivotutkimuksessa tarkeana paamaarana onkin selvittéa erillisten soluryhmien vaikutuk-
set. Mikali voidaan kartoittaa tarkasti, mitd mitékin soluryhma kontrolloi, voidaan tulevai-
suudessa kehittaa tdsmalaakkeita, jotka vaikuttavat vain tarpeelliseen soluryhmaan.
Tasmalaakkeiden avulla voidaan antaa isompia ladkeannoksia ja niilla on mahdollisesti
vahemman haittavaikutuksia. DREADD-reseptorit auttavat tassa, silla ne mahdollistavat
paikallisen ja valiaikaisen G-proteiini signaalien ohjauksen in vivo. Kaytanndssa tama
tarkoittaa sita, ettd DREADD-reseptorit mahdollistavat tiettyjen soluryhmien aktivoimisen
ulkoisesti. DREADD-reseptorit aktivoidaan endogeenisilla ligandeilla, jotka ovat muuten
farmakologisesti inertteja. Yleisesti kaytetty ligandi on klotsapiini-N-oksidi (CNO) [1, s.
936.]

Kayttaytymiskokeiden jalkeen on kriittistd varmistua siitd, missa neuroneissa DREADD-
reseptoreiden ilmentymista on tapahtunut. Taméan avulla voidaan varmuudella yhdistaa
havaittuja kayttaytymismalleja tutkittuihin neuroneihin. llman kayttaytymiskokeiden jal-
keen suoritettua hermosolujen kartoitusta tutkimuksen tuloksista ei voida vetaa minkaan-
laisia johtopaatoksiad. Yksi tapa varmistaa DREADD-reseptorien sijainti tietyiss& hermo-

soluissa on kayttdd immunohistokemiallisia menetelmia ja vasta-ainevarjaysta.



Insin6oritydn tavoite

Kayttaytymiskokeissa hiirten aivoihin oli injektoitu vektoreilla DREADD-geeneja. Trans-
duktion jalkeen solut saatiin iimentamaan DREADD-reseptoreita. Tarkoituksena oli osua
pedunkulopontisen tumakkeen alueelle ja saada glutamaattisolut infektoitua virusvekto-
reilla. Tarpeelliseksi nousi kehittdd menetelma, jolla voitaisiin varmistua DREADD-resep-
torien sijainnista. Kolinergiset solut haluttiin tunnistaa samanaikaisesti, silla pedunkulo-

pontinen tumake usein maaritellaan kolinergisten solujen levinneisyyden mukaan.

Tassa tydssa tarkoituksena oli kehittdd immunohistokemiallinen kolmoisvasta-ainevar-
jays. Toimivan kolmoisvasta-ainevarjayksen avulla voitaisiin arvioida DREADD-injektioi-
den osumista oikealle aivoalueelle ja DREADD-reseptorien paatymista glutamaattisolui-
hin. VGLUT2-vasta-aine oli kaytdssa glutamaattisolujen tunnistamiseksi, mCherry-
vasta-aine DREADD-reseptorien tunnistamiseksi ja ChAT-vasta-aine kolinergisten solu-

jen tunnistamiseksi.

Insin6oritydssa tarkeana osana oli aivojen hermosolujen tunnistus, niiden reseptorien
ymmartaminen ja mahdolliset markkerit niille. Aivoanatomian tuntemusta tarvittiin tulos-
ten tulkintaan. Itse kokeellinen tyd tehtiin immunohistokemiallisin keinoin ja tulosten tul-

kintaan kaytettiin fluoresenssikuvantamista.

2 Teoria

2.1 Aivot

Aivot ovat monimutkainen ja viela hyvinkin v&han tunnettu elin. Aivojen tutkimusta vai-
keuttaa selvien rakenteiden vahaisyys. Aivot muodostuvat erilaisista neuroneista, jotka
viestivat keskendan synapsien avulla. Aivot on jaoteltu erilaisiin anatomisiin alueisiin nii-
den toimintojen mukaan. Erilaisten aivoalueiden erottaminen ei kuitenkaan ole yhta yk-

siselitteisia kuin erottaa esimerkiksi eri elimia toisistaan.

PPT-aivoalue on yksi pddkomponenteista retikulaarisessa aktivaatiosysteemissa ja kes-
kiaivojen lokomotorisessa alueessa. Se osallistuu hereilla olon sdatelyyn ja vaikuttaa
siirtymaan unen ja hereilla olon valilla. Silla on tarkea rooli likkumisessa, autonomisissa

ja motorisissa funktioissa ja se vaikuttaa oppimiseen seka kayttaytymiseen. Se sijoittuu



aivojen takaosan aivorunkoon. Kuvassa 1 on esitetty PPT-alueen sijainti ihmisen ai-
voissa. PPT-alueelta ulottuu aksoneita aina etuaivokuoresta thoratic segmenttiin asti.
Naiden projektioiden lisaksi PPT-alueella on suuri maara keskinaisia yhteyksia basaali-
ganglioihin. Anatomiset, fysiologiset ja kayttaytymiskokeissa saadut todisteet viittaavat
siihen, ettd PPT-aluetta ja basaaliganlioita voitaisiin pitda yhtena toimivana yksikkona.

[2.] Basaaligangliat sijaitsevat PPT-alueen ylapuolella, kuvassa 1 ne on merkitty ILT-

lyhenteell&.

Kuva 1. Ihmisen aivot kuvattuna sivulta pain. PPT-alue on merkitty kuvaan PPN-lyhenteella,
joka on toinen alueesta kaytetty lyhenne. [3.]

PPT-alueen on perinteisesti ajateltu olevan kriittinen osa keskiaivojen lokomotorista alu-
etta ja vaikuttavan merkittavasti askellukseen. Tutkijat esittivat kuitenkin vuonna 2016,
ettd pedunkulopontisen tumakkeen rooli liikkumisessa ei ole askelluksen koordinointi,
vaan toiminta-tulos yhdistelmien tekeminen ja paatdksenteko. Pedunkulopontinen tu-
make ei siis suoraa kontrolloisi askellusta, vaan se tekisi nopeita paatoksia likkumiseen
liittyen. Sen rooli olisi siis enemmankin reagoida toimintoihin ja toimintojen yhdistdminen
haluttuun lopputulokseen. PPT-elimella on huomiokyvyllisid ja sensorisia toimintoja,
jotka mahdollistavat nopeat toimintapaatokset tarvittaessa. Uudempien eldinkokeiden

perusteella PPT-alueen menettaminen ei kuitenkaan huononna liikkkumista. [4, s. 617.]



PPT-alue koostuu suuresta maarasta erilaisia hermosoluja. Noin 50 % sen hermoso-
luista on kolinergisid hermosoluja. PPT-alueen &éariviivat on perinteisesti maaritelty koli-
nergisten hermosolujen mukaan. Muista hermosoluista ja siitd, vaikuttaako niiden sijainti
PPT-elimen aarirajojen maaritelmaan yhta selvasti kuin kolinergisten solujen sijainti, tie-

detaan vain vahan.

2.2 DREADD-molekyylit

DREADD-molekyylit, eli Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs,
ovat reseptoreita, jotka on suunniteltu aktivoitumaan vain synteettisten ligandien vaiku-
tuksesta. Ne ovat muokattuja asetyylikoliinin muskariinityypin G-proteiinikytkentaisia re-
septoreja. Ne viedddn soluihin yleensa virusvektoreilla. DREADD-molekyylit kehitti

Bryan Roth ja kumppanit vuonna 2007. [5, s. 656.]

DREADD-teknologiaa on kaytetty monenlaisten solujen aktiivisuuden kontrollointiin.
DREADD-aktiivisuutta voidaan kohdistaa selektiivisesti tiettyihin soluryhmiin kayttamalla
soluryhmille tyypillisia promoottoreja ohjaamaan DREADD-ilmentamista. CNO-ligandien
vaikutus DREADD-reseptoreihin riippuu siitd, mihin signaalikaskadiin se on pariutunut.
DREADD-reseptorit voivat ilmentya kiihdyttéavissa tai vaimentavissa signaalikaska-
deissa. [5, s. 656.]

DREADD-reseptorien tunnistamiseksi niihin voidaan liittd& helposti tunnistettavia mole-
kyyleja. mCherry-proteiinia voidaan kayttdd tahan. mCherry-proteiini on monoklonaali-
nen fluoresoiva proteiini, jota on kaytetty myds nesteiden virtauksen seuraamiseen.
DREADD-reseptorit voidaan |6ytaa helposti kayttamalla niihin litetyn mCherry-molekyy-

lin spesifisia vasta-aineita, joita |6ytyy usealta valmistajalta.

2.3 Glutamaatti ja glutamaattisolut

Glutamaattisolut ovat pienia 10—-20 mikrometrin kokoisia hermosoluja, jotka aktivoituvat
glutamaatin vaikutuksesta. Yksi glutamaattisolujen paatehtavista on saadella aivojen sy-
naptista plastisuutta, joka on tarkeaa oppimisen ja muistamisen kannalta. [6, s. 404.]
Glutamaattireseptoreita on tunnistettu nisakkailta yli 20 erilaista. Glutamaattireseptoreita

on vastaanottajahaarakkeiden solujen dendriiteissd, jossa ne aktivoituvat synaptiseen



rakoon vapautuneesta glutamaatista. Tata on havainnollistettu kuvassa 2. Glutamaatti-
reseptorit voidaan jakaa kahteen paaryhméaéan: lonotroppisiin, joissa viestin kuljettajana
ovat ionit, ja metabotropisiin, joissa viestin kuljettajina ovat toisiolahetit G-proteiinien va-
lityksella. Kummatkin ryhmat voidaan jakaa kolmeen tyyppiin, riippuen niiden sitoutumi-
sesta, ionien lapaisevyydestd, sahkonjohtavuudesta ja muista tekijoista. Nama ryhmat
voidaan edelleen jaotella useisiin alaryhmiin. [7, s. 657.] lonotropiset reseptorit ovat no-
peita ja reagoivat valittbmasti, kun taas metabotropiset glutamaattireseptorit toimivat hi-

taammin.

Glutamaatin

kuljettaja
vesikkeleita

Glutamaatti

Tuojahaarake

el 0D 7

Synaptinen rako

Vastaanottaja
haarake

Kuva 2. Glutamaattisolun toiminta. Kuvassa nakyy tuojahaarake, joka kuljettaa glutamaattive-
sikkeleita synaptiseen rakoon, jossa ne paatyvat vastaanottajahaarakkeen glutamaattiresep-
toreihin ja aktivoivat glutamaattisolun.

Glutamaatti on glutamiinihapon anionimuoto. Sen tarke& merkitys nisakkaiden aivojen
toiminnalle on ymmarretty vasta suhteellisen vahén aikaa sitten. Se on selkéarankaisten
hermoston paaasiallinen kiihdyttava valittdjaaine. Siksi onkin loogista, etta sitd on myos
kaikista aminohapoista eniten ihmisen hermostossa. [8.] Glutamaattia voidaan synteti-
soida metabolisoimalla glutamiinia glutaminaasin avulla presynaptisissa terminaaleissa.
Glutamiinia voidaan mygds syntetisoida transaminoimalla 2-oksoglutaraattia. Glutamiinia
voidaan myo6s pilkkoa takaisin glutamaatiksi. Glutamiinisyntetaasi katalysoi tat& pilkko-

mista.



Glutamaatin suuren konsentraation ja mahdollisen eksitotoksisuuden takia vaaditaan
suurta fysiologista saatelya glutamaattitasoihin ja reseptorien viestintaan, jotta valtytaan
eksitotoksisuudelta, mutta saavutetaan silti halutut kiihdyttavat aivosignaalit. Taman
kontrollin saavuttamiseksi hermostoon on syntynyt monimutkaisia saatelysysteemeja.
Ne saatelevat tarkasti glutamaatin pilkkoutumista, vapautusta ja reseptorien viestintaa.
[6,s.412]

Glutamaattisoluja voidaan tunnistaa spesifisten markkerien avulla, joita voivat olla jotkin
glutamaattisoluissa sijaitsevat rakenteet tai entsyymit. Markkerit voidaan tunnistaa esi-
merkiksi niiden spesifisten vasta-aineiden avulla. Kaytettyja markkereita glutamaatti-
soluille ovat vesikulaariset glutamaattikuljettajat, glutamaattisolun reseptorit, glutamii-
nisyntetaasi ja glutaminaasi. Naiden markkereiden tunnistamiseen on saatavilla kaupal-

lisia vasta-aineita. Vasta-aineita voidaan myos valmistaa itse laboratorioissa.

2.4  Asetyylikoliini ja asetyylikoliinisolut

Asetyylikoliinisoluja 10ytyy keskushermostosta ja aareishermostosta. Ne ovat levittayty-
neet monille eri alueille aivoissa, selkaytimessa ja verkkokalvoilla. Ne vaikuttavat oppi-
miseen, muistamiseen, likkumiseen ja nakemiseen [9.] Asetyylikoliinisolut viestivat ase-
tyylikoliinin avulla. Asetyylikoliinin syntetisoinnista vastuussa olevan koliiniasetyylitrans-
feraasin l&snéolo solussa méarittelee sen asetyylikoliinisoluksi [10, s. 396.] Asetyylikolii-

nisoluja kutsutaan kolinergisiksi hermosoluiksi.

Asetyylikoliini on etikkahapon ja koliinin esteri. Se toimii valittdjaaineena keskushermos-
tossa ja aareishermostossa. ChAT-entsyymi, eli koliiniasetyylitransferaasi, on transfe-
raasientsyymi, joka on vastuussa asetyylikoliinin synteesistda. ChAT-entsyymi katalysoi
asetyyliryhman siirtymista asetyylikoentsyymi-A:sta, eli etikkahaposta, koliiniin, tuottaen
asetyylikoliinin. Suurin osa asetyylikoliinista syntetisoidaan paikallisesti hermoterminaa-
leissa. [9.] Asetyylikoliinin syntetisoinnin jalkeen se varastoidaan vesikkeleihin. Asetyyli-
koliiniesteraasi pilkkoo asetyylikoliinia asetaatiksi ja koliiniksi. Sita 16ytyy hermosynap-
seista ja hermo-lihasliitoksista. Kuvassa 3 nékyy asetyylikoliinin muodostuminen ja sen

kulkeutuminen koliinireseptoreihin.



koliiniasetyylitransferaasi

) 2

Asetyylikoentsyymi-Am) @

Tuojahaarake

Asetyylikoliinivesikkeli .

-Ase.tyylikoliinireseptorit

Vastaanottajahaarake

Asetyylikoliiniester;asia

Kuva 3. Asetyylikoliinisolujen toiminta yksinkertaistettuna. Asetyylikoliini muodostuu hermoter-
minaalissa asetyylikoentsyymi-A:sta ja koliinista koliiniasetyylitransferaasin avulla. Sielta se
varastoidaan vesikkeleihin, joissa se kulkeutuu synapsirakoon ja vastaanottajahaarakkeen
asetyylikoliinireseptoreihin.

Kolinergisisten solujen markkereina voidaan pitaa koliiniasetyylitransferaasia, asetyyli-
koliinin kuljettajavesikkeleita ja asetyylikoliiniesteraasia. Kaikkiin naihin markkereihin on

saatavilla kaupallisia vasta-aineita.

2.5 Immunohistokemia

Immunohistokemia yhdistdd anatomisia, immunologisia ja biokemiallisia tekniikoita ha-
luttujen kudoksen komponenttien tunnistamiseksi leimattuja vasta-aineita kayttaen. Im-
munohistokemia mahdollistaa spesifien solujen osien tunnistamisen paikallisesti ja oike-
assa kontekstissa oikealla kudoksella. Immunohistokemiaa on kaytetty 1940-luvulta asti.
Sité voidaan kayttaa niin tautien diagnosointiin, ladkkeiden kehitykseen kuin myos biolo-

giseen tutkimukseenkin.

Tutkittava kudos voidaan leikella leikkeiksi, tai tutkia kokonaisena, riippuen tutkimuk-

sesta. Leikattava leikkeet ovat tyypillisesti muutamasta mikrometrista yléspain. Kudok-



sille voidaan tehda vasta-ainevarjays leikkauksen jalkeen. Kaytettavat vasta-aineet voi-
vat olla polyklonaalisia tai monoklonaalisia. Polyklonaaliset vasta-aineet ovat heterogee-
ninen sekoitus vasta-aineita ja ne sitoutuvat useampiin eri epitooppeihin. Monoklonaali-

set vasta-aineet sitoutuvat vain yhteen tiettyyn epitooppiin [11.]

Valinta polyklonaalisten ja monoklonaalisten vasta-aineiden valilla taytyy tehda tapaus-
kohtaisesti. Kummassakin on etunsa ja haittansa. Polyklonaaliset vasta-aineet voivat
tuottaa paremman signaalin, silla ne voivat sitoutua useampiin epitooppeihin. Ne eivét
mydskaan ole niin herkkid antigeeneissa tapahtuneille muutoksille, joita syntyy kesta-
voidessa kudosta. Niiden huonona puolena on suurempi taustakohina kuvantaessa ja
suurempi varianssi eri erien valilla. Monoklonaalisten vasta-aineiden puolesta puhuu pie-
nempi varianssi erien valilla ja pienempi taustakohina kuvantaessa. Huonona puolena

on suurempi herkkyys antigeenien muutoksille. [11.]

Immunohistokemiallinen vasta-ainevarjays voi olla joko suora tai epasuora. Kuvassa 4
on esitetty suora ja epasuora varjays. Suorassa varjayksessa leimattu vasta-aine kiinnit-
tyy suoraan etsittyyn antigeeniin. Epasuorassa menetelmassa leimaamaton primaarinen
vasta-aine kiinnittyy etsittyyn antigeeniin. Taman jalkeen leimattu sekundaarinen vasta-
aine kiinnittyy primaariseen vasta-aineeseen. Suora menetelma vaatii vdhemman tyo-
vaiheita ja on taten nopeampi. Epasuorassa menetelméassa saadaan vahvempi signaali,
silla primaariseen vasta-aineeseen voi sitoutua useita leimattuja sekundaarisia vasta-

aineita.
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Kuva 4. Vasemmalla puolella on esitetty suora vasta-ainevarjays ja oikealla puolella epasuora.

Immunohistokemiallisia varjayksia tarkastellaan tyypillisesti mikroskoopilla. Fluoresens-

sileimaa kaytettaesséa kuvannetaan varjatyt kudokset fluoresenssimikroskoopilla.

Perfuusio

Jotta immunohistokemiallinen vérjays olisi mahdollista taytyy tutkittava eléin ensin kasi-
telld, eli perfusoida, siten, ettéd varjays on mahdollista. Perfuusiossa elain tyhjennetdén
veresta ja sen kudokset kestavoidaan PFA-liuoksella (paraformaldehydiliuos) siihen ti-
laan, jossa ne olivat eldimen ollessa elossa. Veri poistetaan, koska punasolut autofluo-
resoivat, joten ne hairitsevat vasta-ainevarjayksiin perustuvia metodeja. [12]. Perfuusio
suojaa aivoja kuoleman jalkeisiltd muutoksilta. Ennen perfuusion aloitusta elain tulee nu-

kuttaa ja nukutuksen syvyys tulee varmistaa kipuvasteen puuttumisella.

PFA-kasittely sailyttaa kudosten proteiinien sekundaari- ja tertidarirakenteet muuttumat-
tomina, tehden kudoksista kimmoisia ja paremmin kestavia. PFA-liuoksen aktiiviset ai-
nesosat ovat formaldehydi ja metyleeniglykoli. PFA-kasittelyn vaikutus perustuu mole-
kyylien sisaisten ja molekyylien vélisten ristisidoksien muodostumiseen. P&&asidokset
muodostuvat aminohappo lysiinin sivuketjujen vdlilla muodostaen metyylisiltoja. Risti-
sidoksia voi kuitenkin myds muodostua aminohydroksimetyyliryhmien ja fenolin valille.
[13,s.12]
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Kudosten esikasittely

Ennen leikkeiden varjaysta ne tulee viela esikasitella. Niille tehdaan jaatymissuojaus ja

ne jaadytetaan. Taman jalkeen ne voidaan leikata leikkeiksi, jotka varjataan.

Perfusoidut aivot jdatymissuojataan pitamalla niita yon yli 30-prosenttisessa sokeriliuok-
sessa, jonka tilavuus on vahintdan 10 kertaa aivojen tilavuus. Suurempi tilavuus on tar-
peen, jotta liuoksen konsentraatio ei muuttuisi merkittavasti kasittelyn aikana. 30-pro-
senttinen sokeriliuos poistaa aivojen kudoksista vettd, kunnes aivojen ja sokeriliuoksen
osmoottinen paine on sama. Sokerikasittely pienentaa jaddytyksen aikana syntyvaa os-
moottista shokkia. Kudoksiin muodostuu vahemman jaatymisartefakteja ja niiden morfo-
logia pysyy muuttumattomana. Jaatymisartefaktit, ja muuttunut morfologia vaikeuttavat

tuloksien tarkastelua.

Aivot jaadytetdan, jotta ne sailyisivat pidempaan. Toinen saildmismenetelma on sailta
naytteet parafiiniin. Usein aivot jaadytetaan ja sailétaan -80 °C:ssa, mikali niita sailyte-
taan useampia kuukausia. Lyhytaikaisempaan sailytykseen riittda -20 °C. Jaahdytys tu-
lee tehda siten, etta aivot jadtyvat tasaisesti. Mikali jaatyminen on epatasaista saattaa

aivojen morfologia karsia, tai ne voivat haljeta kokonaan.

Kudosleikkaus

Viimeinen vaihe ennen kuin naytteet voidaan varjata, on niiden leikkaaminen leikkeiksi.
Leikkeet tehdaén kayttden kryostaattileikkureita. Leica CM3050 on tutkimuskayttéon
tehty motorisoitu kryostaattileikkuri, joka soveltuu erinomaisesti leikkeiden leikkaami-
seen. Siina on kylméosasto ja jddhdytetty toimintopaa. Kylmaosaston ja toimintopaan
lampdotilaa voidaan saataa naytteeseen sopivaksi. Kylmaosaston lampétilaa voidaan
saataa 0 °C ja -40 °C:n valilla, kun taas toimintopaan lampdétila on saadettavissa -10 °C

ja -50 °C:n valilla.

Aivot voidaan kiinnitta& toimintopaahan kylmassa kovettuvalla kudosliimalla. Toiminto-
paa on kryostaattileikkurin ainoa liikkkuva osa. Toimintopaa tekee litteén ellipsin muo-
toista liiketta ja liikuttaa naytteen leikkaavan teran ohi. Tera leikkaa naytteesta leikkeen.
Toimintopéaa liilkkuu jokaisen kierroksen jalkeen sdadetyn etdisyyden verran eteenpdin,

jolloin jokainen leike on yhta paksu. Toimintopaan asentoa voidaan saataa kolmessa eri
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ulottuvuudessa. Myos leikkauskulmaa voidaan saatad. Kuvassa 5 nakyy kryostaatin kyl-

maosasto.

Kuoppalevy
leikkeiden
sailomiseen

Kuva 5. Kryostaatin kylméosasto. Kuvassa on leikattu yksi leike aivoista valmiiksi ja sité ollaan
siirtdmassa kuoppalevylle pakkasnesteeseen. Kuvaan on merkitty toimintopaé, johon on lii-
mattu hiiren aivot kiinni kudosliimalla, leikkurilasi ja terd. Kuvassa myds nakyy alakulmassa
kuoppalevy, johon valmiit aivoleikkeet nostetaan siveltimilla.

Leikattu leike liukuu teran ja leikkurilasin valiin. Leikkurilasi voidaan avata ja leike ottaa
talteen. Leikkurilasin tarkoitus on estaa leiketté kiertymasta rullalle. Leikkaustoiminto voi-
daan tehda kasin pyorittamalla kampea tai moottorikayttoisesti. Moottoria kaytettaessa
voidaan leikkausnopeus vakioida saatimesta. Moottorilla leikattaessa voidaan valita kol-
mesta erilaisesta leikkaustavasta. Joko moottori tekee yhden tayden leikkauskierroksen
aina poljinta painettaessa, moottori ajaa vakionopeudelle leikkausta, kunnes poljinta pai-
netaan uudestaan tai moottori liikkuu vain painettaessa poljinta pohjaan. Moottoritoimi-
sessa leikkaamisessa on etuina se, etta silloin toistettavuus paranee. Jokainen leike lei-

kataan samalla nopeudella. Se myds parantaa tydergonomiaa.
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Vasta-ainevarjays

Kun naytteet on leikattu leikkeiksi, ne voidaan varjata. Vasta-ainevarjays on immunohis-
tokemian perustytkaluja. Sen avulla voidaan 16ytaa tutkittavista kudoksista haluttuja so-
luja ja solurakenteita. Vasta-ainevarjayksessa kaytetdan hyvéksi vasta-aineiden ja anti-
geenien spesifisyytta. Leimatut vasta-aineet sitoutuvat omien antigeeniensa kanssa. Si-
toutumisen jalkeen voidaan mikroskoopilla 16ytaa sitoutumiskohdat kudokselta ja tunnis-
taa solut tai solurakenteet.

Epéasuora vasta-ainevarjays on kaksivaiheinen. Ensimmaisessa vaiheessa kudos pes-
taan ja sille tehdaan tarvittava esikasittely. Esikasittelyn ensimmainen vaihe on antigee-
nien palautus toimintakykyisiksi. Perfusointi PFA-liuoksella muodostaa metyleenisiltoja,
joista syntyy ristisidoksia proteiinien valilla. Ristisidokset voivat tukkia antigeenisia alu-
eita. [14.] Ristisidoksia voi syntya aminohappojen valilla epitoopissa tai epitoopin lahei-
sissa peptideissa. Epitooppi voi estya myos siitd syystd, ettda sen konformaatio on muut-
tunut, tai sen takia, etta antigeenin elektrostaattinen jannite on muuttunut. [15.] Antigee-

nien palauttaminen toimintakykyiseksi tarkoittaa naiden muutosten kumoamista.

Antigeenien palautuksen tarpeellisuus riippuu kaytetysta kestavoimismenetelmastd, sen
kestosta, kaytetystd vasta-aineesta, kohde antigeenista ja kudostyypista. Kaytettaessa
esimerkiksi ChAT-vasta-ainetta palautus on havaittu tarpeelliseksi, mutta mCherry-
vasta-ainevarjays ei vaadi antigeenien palautusvaihetta. ChAT-vasta-aineilla varjatta-
essa aivoleikkeita voidaan kayttdd lampoa epitooppien toimintakyvyn palauttamiseen.
Lampokasittelyssa nayte on puskuriliuoksessa korkeassa lampdtilassa sopivan ajan.
Korkea lampd kumoaa kudoksessa kestavéimisen yhteydessa tapahtuneita muutoksia.
Puskuriliuos estaa pH:n muuttumista kasittelyn aikana. Optimaalinen pH, lampétila ja

kasittelyaika joudutaan selvittamaan kokeellisesti riippuen kaytetyistd menetelmista.

Esto eli blokkaus

Ensimmaiseen vaiheeseen kuuluu my@s vasta-aineiden epdaspesifisen sitoutumisen
esto. Sitoutuminen muualle kuin kohde-epitooppeihin johtaa kuvantaessa taustakohi-
naan ja huonontaa melu-signaali suhdetta. Se voi myds johtaa vaariin positiivisiin tulok-

siin tai vaikeuttaa tulosten tulkintaa.
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Epaspesifit epitoopit tukitaan proteiineilla, jotta primaariset ja sekundaariset vasta-aineet
eivat sitoutuisi kuin kohteisiinsa. Vasta-ainevarjayksen onnistuminen riippuu spesifisesta
vasta-aineiden sitoutumisesta tutkittaviin epitooppeihin. Niin spesifiseen kuin epaspesifi-
seenkin sitoutumiseen vaikuttavat hydrofobiset ja ioniset vuorovaikutukset, seka ve-
tysidokset ja muut molekyylien valiset voimat. Epéaspesifinen sitoutuminen muihin kuin

kohde-epitooppeihin on immunohistologiassa yleinen ongelma. [16, s. 242.]

Estoliuoksen tarpeellisuus varjayksessa on kuitenkin kyseenalaistettu. Vuonna 2011 jul-
kaistussa tutkimuksessa tutkittiin perinteisesti immunohistokemiallisessa varjayksessa
kriittisen& vaiheena pidettya epaspesifisen sitoutumisen estoa. Tutkijat eivat havainneet
eroja estoliuoksella kasiteltyjen naytteiden ja kasitteleméattémien naytteiden valilla. Tut-
kijat sanovatkin, ettéd nykyiset estomenetelmat perustuvat vanhentuneisiin ja ristiriitaisiin
raportteihin. Estoliuos, joka koostuu naudan albumiseerumista, maidosta tai kaseiinista,

voi jopa lisata taustakohinaa. [17.]

Perinteisemman tiedon mukaan estoliuoksia tulee kuitenkin kayttada hyvien lopputulok-
sien saavuttamiseksi. Paras lopputulos saadaan, kun estoliuoksessa kaytetddn saman
isantaelaimen seerumia kuin mista sekundaariset vasta-aineet on keratty. Talldin se si-
toutuu varmasti samoihin kohtiin kudoksella kuin leimatut sekundaariset vasta-aineet si-
toutuisivat. Estoon ei saa kuitenkaan kayttdd samasta elaimesté saatua seerumia kuin
mista primaariset vasta-aineet ovat, muuten ne eivét sitoudu. [16.] Naudan albumisee-

rumi on yleisesti kaytetty estoon.

Estoliuokseen lisdtddn usein myos solukalvon lapaisyd parantavia reagensseja. Kaytet-
tdessa vasta-aineita, jotka sitoutuvat solun sisalla oleviin epitooppeihin, on kaytettava
aineita jotka parantavat solukalvon [apaisevyyttd. Asetonia ja metanolia voidaan kayttaa
solukalvon lapaisevyyden parantamiseksi. Ne ovat kuitenkin myrkyllisia, joten nykyaan

kaytetdan useammin Triton x-100:aa, joka on myrkyton, ei-ioninen detergentti.

Autofluoresenssin vahentdminen

Kudoksissa on usein autofluoresenssia. Autofluoresenssi voi aiheuttaa merkittavaa taus-
takohinaa. Tama voi nousta ongelmaksi varsinkin varjattaessa vihrealla markkerilla, silla
kudoksen autofluoresenssi on myos vihreaa. Autofluoresenssin vahentadminen on haas-
tavaa, mutta sité voi vahentaa valottamalla naytteitd UV-valolla 20 minuutin ajan ennen

vasta-ainevarjaysta. [16]. Valotus himment&a autofluoresenssia pilkkomalla fluoroforin
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kovalenttisia sidoksia ja aikaansaamalla epaspesifeja reaktioita fluoroforin ja ympa-
réivien molekyylien valilla. [18.] Eri fluoroforit kestavat eri maéaran kiihotussykleja ennen

kuin ne lakkaavat fluoresoimasta kokonaan.

Esikasittelyn ja pesun jalkeen sitoutetaan primaariset vasta-aineet, jotka sitoutuvat suo-
raan kudokselle omiin spesifisiin epitooppeihinsa. Seuraavassa vaiheessa kaytetaan pri-
maaristen vasta-aineiden leimattuja vasta-aineita. Nama sekundaariset vasta-aineet si-
toutuvat primaarisiin vasta-aineisiin. Sekundaarisia vasta-aineita voi sitoutua useampi

aina yhta primaarista vasta-ainetta kohden, jolloin saatu fluoresenssisignaali vahvistuu.

Varjayksen jalkeen naytteet asennetaan tyypillisesti mikroskooppilaseille ja kasitellaédn
leimojen kanssa yhteensopivalla kiinnitysaineella. Kiinnitysaine parantaa leimojen fluo-
resenssin kestavyytta ehkaisemalla ei toivottuja muutoksia fluoroforeissa niiden kiihottu-
essa. Lopuksi leikkeet suojataan suojalasilla. Suojalasin tarkoitus on suojata naytteita

mekaaniselta kulumiselta ja tarjota lisdsuojaa happea vastaan.

Kiinnitysaineet muodostuvat kahdesta tai kolmesta ainesosasta: pohjasta, himmenemis-
suojasta ja mahdollisesta plastisuutta lisdavasta ainesosasta. Pohjana kiinnitysaineelle
on joko vesi, glyseroli, Oljy tai jokin muovi. Pohja-aine vaikuttaa kiinnitysaineen taiteker-
toimeen kaikkein eniten. Himmenemissuoja-aine suojaa naytetta hapen vaikutukselta.
Kiihottuessaan fluorofori saattaa reagoida hapen kanssa, jolloin sen fluoresenssi him-
menee siind tapahtuvien muutoksien vuoksi. Jotkin himmenemissuoja-aineet itsessaan

himmentéavat leimoja.

Plastisuutta lisdava ainesosa vaikuttaa kiinnitysaineen kovettumiseen. Toiset kiinnitysai-
neet kovettuvat koviksi, jolloin niiden taitekerroin muuttuu koko kovettumisajan. Kovettu-
minen voi viedd useamman vuorokauden. Toiset kiinnitysaineet jadvat pehmeiksi, jolloin
naytteet ovat lahes valittomasti kuvannettavissa. Kovettumattomia kiinnitysaineita kay-
tettdessa suojalasi tulee sinetdida lakalla tai jollain muulla vastaavalla aineella, ettei kiin-
nitysaine p&ése vuotamaan ulos tai kuivumaan. Tasta ei tarvitse valittdd kaytettdessa

kovettuvia kiinnitysaineita. [19, s. 306.]



15

2.6 Fluoresenssikuvantaminen

Fluoresenssikuvantaminen perustuu eri aallonpituudella fluoresoivien proteiinien tunnis-
tamiseen. Fluoresenssia voi tapahtua, kun fotonin energia siirtyy atomille. TAma siirtda
atomin valenssielektronin korkeampaan energiatilaan. Tama valiaikainen tila kuitenkin
purkautuu, valenssielektroni palaa alempaan energiatilaansa ja yliméarainen energia
poistuu sateilyna. Emittoituvalla fotonilla on vahemman energiaa kuin on absorboitu, ja
siksi silla on suurempi aallonpituus. Energian erotus kuluu kineettiseen molekyylien kiih-
dyttamiseen. Tata absorboituvan ja emittoituvan valon aallonpituuden erotusta sanotaan

Stokesin siirroksi.

Fluoresoivaa proteiinia kiihdytetaan sen spesifisella aallonpituudella ja takaisin emittoi-
tuva valo voidaan havaita taustaa kirkkaampana. Proteiinien kiihdyttamiseen tarvittava
valovoima on tyypillisesti sadoista tuhansista miljoonaan kertaa suurempi kuin niiden
emittoima valo. Toimivassa fluoresenssimikroskoopissa vain emittoitu valo osuu detek-
torille tai okulaariin. [20.] Fluoresenssikuvantamisella voidaan saavuttaa hyva melun ja
signaalin suhde, jolloin molekyylit pienindkin konsentraatioina voidaan erottaa toisistaan.

Zeiss Axioimager on epifluoresenssimikroskooppi, joka kayttaa patentoitua 1C2S-valokei-
laa. Lyhenne tulee sanoista Infinity Contrast & Color Corrected System, joka on Zeissin
patentoima pitkalle kehitetty valotussysteemi. Mikroskoopissa valon aallonpituutta voi-
daan vaihdella 6:n eri suotimen avulla. Tama tarkoittaa, ettd periaatteessa 6 erilaista
leimaa voitaisiin kuvantaa samanaikaisesti. Kdytdnnossa leimojen aallonpituudet ovat
kuitenkin niin lahella toisiaan, ettd ne vuotaisivat valoa toistensa aallonpituuksille ja nii-
den erottelu olisi vaikeaa tai mahdotonta. Kaytanndssa talla hetkella voidaan kuvantaa

korkeintaan 3 erilaista leimaa samaan aikaan. Kuvassa 6 on esitetty Axioimager.
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Kuva 6. Zeiss Axioimager -epifluoresenssimikroskooppi. [21]

Mikroskooppi on automatisoitu, ja sen toimintoja voidaan ohjata tietokoneella. Axioima-
ger osaa tarkentaa automaattisesti ja saataa itse eri filttereille eri valotusajat. T&ma mah-
dollistaa nopean sarjakuvaamisen usealla eri filtterilla. Axioimager voidaankin ohjel-
moida ottamaan mosaiikkikuvia, joissa se ottaa kuvia valitulta alueelta valituilla filttereilla.

Kuvien reunat ovat osittain paallekain ja algoritmi rakentaa kuvista yhden ison kuvan.

Objektiiveina mikroskoopissa on 5-, 10-, 20-, 40- ,60- ja 100-kertaiset suurennokset. En-
simmaiset kolme ovat ilmaobjektiiveja ja toimivat ilman valiaineita. Suuremman suuren-
noksen 40-, 60- ja 100-kertaiset objektiivit vaativat objektiividljya naytteen ja objektiivin
valiin. Oljyn optinen tiheys on mahdollisimman lahella lasin optista tineytt4, jolloin valo ei

taitu. Talléin kuva on tarkempi.

Axioimageriin voidaan liittaa lisalaitteena Apotome. Normaalisti kuvannettaessa paksuja
leikkeita eri tasoissa olevat solurakenteet nakyvat erilaisessa tarkennuksessa. Tarken-
nustasoa kauempana ja lahempana olevat solurakenteet nakyvét epatarkkoina. Apoto-
men perusideana on kayttaa ruudukkoa valoaukossa, jonka lapi ndyte valaistaan. Ruu-

dukko liikkuu ja sen heittama varjo vaihtaa paikkaa. Mikroskooppi ottaa kolme raakaku-
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vaa ruudukon varjon ollessa eri kohdissa. Namé kolme kuvaa yhdistetaan matemaatti-
sesti ja syntyy yksi kirkas kuva, jossa epatarkkaa taustakohinaa esiintyy vahemman.

Apotome on hyddyllinen silloin kun kuvannetaan yli 10 um paksuja leikkeita. [22.]

Apotomen avulla voidaan myds kuvantaa z-pino-kuvia. Z-pino viittaa syvyysulottuvuu-
dessa tapahtuvaan liikkkeeseen ja pinolla viitataan siihen, ettd jokaisesta tasosta otetaan
kuva ja kuvat asetetaan paallekkain. Tall6in saadaan yhdesté kohdasta korkeus- ja le-
veysasemassa kuva, mutta koko syvyyden matkalta. Z-pinon avulla voidaan tarkastella

eri tasoilla sijaitsevia solurakenteita tarkkoina kuvina.

3 Tybn suoritus

3.1 Naytteiden kerays

Aivot keréttiin hiiriltd terminaalianestesiassa. Hiirille annettiin 0,1 ml pentobarbitaalia (60
mg/ml) injektoimalla vatsaonteloon. Varmistuttua kirurgisesta anestesiasta hiirille suori-
tettiin perfuusio sydamen kautta. Elaimen rinta avattiin ja vasempaan kammioon asen-
nettiin neula, seka oikeaan eteiseen tehtiin viilto. Kuvassa 7 on merkitty seka oikean
eteisen etta vasemman kammion sijainti hiiren sydamessa. Neulan kautta elaimen ve-
renkiertoon infusoitiin letkupumpulla kylméaéa PBS-liuosta (NaCl 0,9 %, Na:HPO,0,1 % ja
NaH:P0O. 0,05 % veteen liuotettuna), joka nopeasti saavutti kaikki kudokset verenkierron
valityksella. Samaan aikaan veri tyontyi pois kudoksista oikeaan eteiseen tehdyn aukon
kautta. Taman jalkeen eldaimeen pumpattiin kylmaa 4 % PFA-liuosta (paraformaldehydi
4 %, PBS 10 %, vesi 86 %), kunnes kudokset oli kyllastetty. PFA-liuos oli valmistettu

juuri ennen perfuusiota, jotta se olisi tuoretta.
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Kuva 7. Hiiren perfuusio. Vasempaan kammioon on asennettu neula, johon pumpataan letkulla
PBS-liuosta. Oikeaan eteiseen on tehty viilto.

Kun hiiri oli kyllastetty PFA-liuoksella, sen paa leikattiin irti korvien takaa ja kallo avattiin.
Iho poistettiin kallolta, sitten saksilla tehtiin viilto silmien valiin. Kallon takaosaan molem-
mille sivuille tehtiin aloitusviillot saksilla. Kallon ylaosa irroitettiin pinseteilla. Paljastuneet
aivot irrotettiin varovasti pinseteilla hermoista ja ne asetettiin PFA-liuokseen muoviput-
keen, jossa ne olivat yon yli. Seuraavana paivana aivot siirrettiin 30-prosenttiseen glu-
koosiliuokseen, jossa ne olivat, kunnes laskeutuivat pohjalle. T&h&n meni noin kaksi pai-
vaa. Aivojen laskeuduttua pohjalle oli niiden osmoottinen paine sama kuin ymparoivassa

sokeriliuoksessa ja ne voitiin jaadyttaa.
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Aivot pikajaadytettiin jaahdytetyssd metyylibutaanissa, jonka jalkeen ne siirrettiin kyl-
mennetyille metallilevyille jaatymaan loppuun asti. Metallilevy ja metyylibutaani oli jaah-
dytetty hiilidioksidijaan avulla, ja koko jaadytysoperaatio voitiin tehdd huoneenlam-

maossa.

Kun aivot oli jaadytetty, niista tehtiin leikkeitéd. Aivoleikkeista leikattiin 40 mikrometrin pak-
suisia kryostaatissa (Leica CM3050, Leica Microsystems, Nul3loch, Saksa). Toiminta-
paan lampaotila oli saadetty -16 °C:seen ja vaipan lampotilaksi maariteltiin -20 °C. Leik-
keet kerattiin talteen pehmeékarvasilla taitelijapensseleilla ja ne tallennettiin -20 °C:seen
pakkasnesteeseen (PBS 50 %, etyleeni glykoli 30 %, glyseroli 20 %) 6-kuoppalevyihin.
Yhdet aivot leikattiin 6-kuoppalevyyn siten, etta joka seitsemas leike aloitti kierroksen
alusta, kuvan 8 mukaisesti. Jokaisista aivoista saatiin 6 lahes rinnakkaista naytetta,
joissa jokaisessa oli 240 mikrometrin vélein leikkeita.

Kuva 8. Kuusikuoppainen kuoppalevy ja numeroitu esitystapa naytteiden tallentamisesta.

3.2 Immunohistokemiallinen varjays

Pakkasnesteessa olevat aivoleikkeet pestiin ensin neljasti PBS-liuoksessa. Pesu tapah-
tui 6-kuoppalevyllda 5 mi:n tilavuudessa. Kuoppalevy oli ravistelijassa 150 rpm:n nopeu-
della, 5 minuuttia per pesu. Jokaisen pesun jalkeen leikkeet siirrettiin pensselilla uuteen
kuoppaan kuoppalevylla ja puhtaaseen PBS-liuokseen. Taman jalkeen leikkeet kasitel-
tiin 8 pH 0,1 M natriumsitraatilla koeputkessa. Koeputki oli lampdblokissa 80 °C 15 mi-
nuutin ajan. Lampokasittelyn jalkeen leikkeiden annettiin jadhtya huoneenlampddon noin
10 minuutin ajan. Jaahtymisen jalkeen ne pestiin neljasti PBS-liuoksessa kuten aikai-
semmin. Taman jalkeen leikkeet kasiteltiin estoliuoksella (naudan albumiiniseerumia 10

%, aasiseerumia 0,1 % ja Triton x-100 0,3 % laimennettuna PBS-liuokseen). Leikkeet
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siirrettiin 24-kuoppalevylle yhteen kuoppaan. Leikkeet olivat tunnin 500 ml:n estoliuok-

sessa ravistelijalla.

Nelja naytetta kasiteltiin muuten taysin identtisesti muiden naytteiden kanssa, mutta es-
toliuoksen Triton x-100 -pitoisuus oli nostettu kahteen prosenttiin. Tata kokeiltiin, koska
epailtiin, etté solukalvojen huono lapaisevyys vaikutti varjaytymiseen.

Eston jalkeen suoraan estoliuokseen pipetoitiin primaariset vasta-aineet: vuohi anti-
ChAT (AB144P, 1:100; Chemicon, Temecula, USA), hiiri anti-VGLUT2 (mab 5504,
1:300; Chemicon, Temecula, USA) ja janis anti-mCherry (ab167453, 1:800; Abcam, Iso-
Britannia). Liitteessa 2 on esitetty pipetoidut vasta-aineet ja laimennokset. Liuoksen an-
netiin inkuboitua 4 °C:ssa ravistelussa yon yli. Seuraavana paivana leikkeet poistettiin
inkubointiliuoksesta ja pestiin 4 kertaa 5 minuutin ajan PBS-liuoksessa ravistelijalla. Pe-
sun jalkeen leikkeet siirrettiin uuteen 500 ml:n estoliuokseen, johon pipetoitiin sekundaa-
riset vasta aineet: aasi anti-vuohi 405 (ab175664, 1:1000; Abcam, Iso-Britannia), aasi
anti-hiiri 488 (A-21202, 1:1000 Invitrogen, Carlsbad, USA) 1:1000 aasi anti-janis 594
(ab150076, 1:1000; Abcam, Iso-Britannia). Leikkeitd inkuboitiin valolta suojattuna ravis-

telijalla kahden tunnin ajan huoneenlammaossa.

Varjayksen aikana tehtiin myos koe, jossa kaytetty vasta-aineita sisaltava estoliuos otet-
tiin talteen ja kaytettiin seuraavana paivana uuteen varjaykseen. Koe tehtiin, jotta voitai-
siin selvittaa helposti, onko kaytetty vasta-ainekonsentraatio liian suuri, ja mahdollisten
rahallisten saéstojen takia. Primaariset vasta-aineet ovat vasta-ainevarjayksen kalleim-

mat reagenssit ja niiden kaytt6a kannattaa optimoida

Inkuboinnin jalkeen leikkeet pestiin samalla pesuprotokollalla, mutta valolta suojattuna.
Pesun jalkeen leikkeet siirrettiin petrimaljaan PBS-liuokseen kellumaan. Petrimaljalta ne
siirrettiin mikrokooppilasille pehmealla harjalla. Lasilta pyyhittiin yliméaraiset PBS-liuok-

set pois ja suojalasi kiinnitettiin kiinnitysaineella.

Mydhemmin pesuprotokollaa muutettiin, jotta varjayksesta saataisiin vahemman tyolas
ja useampia aivoja voitaisiin varjata yhta aikaa. Ensimmaiseksi korvattiin kaikki nelja vii-
den minuutin pesua yhdella 20 minuutin pesulla dekantterissa 50 ml:n PBS-liuoksessa.

Taman jalkeen kokeiltiin jakaa pesu kahteen 10 minuutin pesuun 50 ml:n tilavuudessa
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samassa dekantterissa. Ensimmaisen pesun jalkeen leikkeiden annettiin laskeutua poh-
jalle ja suurin osa PBS-liuoksesta imettiin pois dekantterilasista ja korvattiin puhtaalla.

Pohjalle jatettiin vanhaa PBS-liuosta sen verran, etta leikkeet eivat imeytyneet mukaan.

Kun leikkeet oli kiinnitetty mikroskooppilaseille, ne suojattiin kiinnitysaineella. Ensimmai-
siin naytteisiin kaytettiin Fluorsave ™-kiinnitysainetta, mutta myohemmin vaihdettiin Pro-
long Diamond™ antifade -kiinnitysaineeseen. Prolong Diamondin annettiin kovettua 24
tunnin ajan, jotta se saavuttaisi oikean taitekertoimen. Kovettamisen annettiin tapahtua
huoneenlamma@ssa ja valolta suojattuna. Fluorsave reagenssin ei tarvinnut antaa kovet-

tua ja silla kasitellyt leikkeet sailytettiin kylmassa.

3.3 Mikroskopointi

Naytteet kuvannettiin Zeiss Axioimager -fluoresenssimikroskoopilla. Naytteita viritettiin
vasta-aineiden leimojen valonpituuksilla: 405 nm, 488 nm ja 594 nm. Nama valot nakyvéat
sinisend, vihreana ja punaisena. Kuvantaminen tehtiin pimedssé huoneessa. Leikkeista
otettiin kuvia Zen Pro-ohjelmalla. Kuvista tutkittiin, oliko leimautuminen onnistunut ja oli-

vatko DREADD-injektiot osuneet oikeille aivoalueille ja toivottuihin soluihin.

Naytteista otettiin mosaiikkikuvat ja niiden perusteella arvioitiin injektioiden osumista oi-
kealla aivoalueelle. Naytteista otettin myds 20-kertaisella suurennuksella lahikuvia,
joissa tarkasteltiin yksittdisten solujen erottumista. PPT-aivoalue tunnistettiin kolinergis-
ten solujen levinneisyyden mukaan. DREADD-reseptorien osumista glutamaattisoluihin

arvioitiin mCherry- ja VGLUT2-leimojen paallekkaisyyden mukaan.

4 Tulokset ja niiden tarkastelu

Naytteet ja niille tehdyt erilaiset kasittelyt taulukoitiin taulukkoon 1. Taulukosta vaoitiin et-
sid yhteisia tekijoita varjayksen onnistumiselle. Taulukosta havaitaan, ettd joko ChAT-
tai VGLUT2-leimautuminen onnistui, mutta yhta aikaa ne eivét toimineet. mCherry-var-

jays onnistui paria poikkeusta lukuun ottamatta joka kerta. Naytteité oli kaytettavissa 21.
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4 hiirté oli menehtynyt aiemmissa kayttaytymiskokeissa, joten niiden aivoja ei oltu saatu

talteen.
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Taulukko 1.  Naytteet, niille tehdyt késittelyt ja niisté tehtyja huomioita. Taulukossa ensimmai-
sella sarakkeella on naytteen numero, toisessa sarakkeessa ilmoitetaan, ovatko
DREADD-injektiot osuneet PPT-alueille. Ohi tarkoittaa injektioiden mennen ohi,
osuma tarkoittaa injektioiden osuneen. Osui/ohi tarkoittaa toisen injektion osuneen
ja toisen mennen ohi. Kolmannessa sarakkeessa ilmoitetaan, pystyttiinkd nayt-
teestd kuvantamaan samanaikaista mCherry- ja VGLUT2-leimautumista. X tarkoit-
taa, etta pystyttiin, tyhja tarkoittaa, ettei pystytty. Neljannessa sarakkeessa ilmoi-
tetaan sama mCherry- ja ChAT-leimautumisen kannalta. Viides sarake erittelee
kaytetyn kiinnitysaineen. Kuudes sarake kertoo, millainen pesu naytteelle tehtiin.
Kuoppalevy tarkoittaa pesun olleen 4-vaiheinen 6-kuoppalevylla suoritettu. 1/- ja
2/dekantteri tarkoittaa yksivaiheista tai kaksivaiheista dekantterissa suoritettua pe-
sua. Sarake 7 ilmoittaa estoliuoksen Triton x-100 -pitoisuuden. Sarakkeessa 8 on
muita huomioita naytteista.

1 2 3 4 5 6 7 8

Hiiri ID Injektio mcherry w/vglut2 mcherry w/chat Kiinnitysaine Pesu Triton muuta
1 osui ei tehty X diamond antifade kuoppalevy 0,3 %
2 ohi ei tehty X diamond antifade kuoppalevy 0,3 %
3 osui/ohi X fluorsave kuoppalevy 0,3 %
4 osui X diamond antifade 1/dekantteri 0,3%
5 osui/ohi X diamond antifade kuoppalevy 0,3 %
6 osui diamond antifade 2/dekantteri 0,3 %
7 osui X diamond antifade 1 ja 2/dekantteri 0,3 % 2 eri varjaysta
8 Hiiri menehtynyt kokeissa
9 osui X diamond antifade 2/dekantteri 2,0%
10 ei voi sanoa diamond antifade 1/dencanter 0,3 % Kudos huono
11 osui X diamond antifade 1/dekantteri 0,3 %
12 Hiiri menehtynyt kokeissa
13 osui X diamond antifade 2/dekantteri 2,0%
14 ei voi sanoa diamond antifade 1/dekantteri 0,3% Ei PPT:ta varjatty
15 osui X diamond antifade kuoppalevy 0,3% Epaspesifia varjaytymistéa
16 osui X diamond antifade kuoppalevy 0,3% Eitehty vGlut2-véarjaysta
17 osui fluorsave kuoppalevy 0,3 %
18 ei voi sanoa X diamond antifade 1/dekantteri 0,3 %
19 osui X diamond antifade 1/dekantteri 0,3 %
20 Hiiri menehtynyt kokeissa
21 Hiiri menehtynyt kokeissa
22 osui X X diamond antifade kuoppalevy 0,3% Epaspesifia varjaytymista
23 osui X X diamond antifade 2/dekantteri 2,0% Epaspesifia varjaytymista
24 ei voi sanoa X diamond antifade 1/dekantteri 0,3 % Ei PPT-aluetta varjatty
25 ei voi sanoa diamond antifade 2/dekantteri 2,0% Varjays ei toiminut

4.1 Neuronien varjaytyminen

Glutamaattineuronit ja DREADD-reseptorit saatiin leimattua samanaikaisesti osassa

naytteista ja niiden voitiin havaita sijaitsevan samoissa soluissa, kuten kuvasta 9 voidaan

huomata. Tarkemmassa lahikuvassa punaisella ympyroidysta alueesta A, voidaan ha-
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vaita tarkemmin VGLUT2-leiman, joka merkitsee glutamatergiset solut, ja mCherry-lei-
man, joka leimaa DREADD-reseptorit, paallekkaisyys. Kuvaan on eroteltu valkoisilla
nuolilla solut, joissa voidaan selvasti havaita sekd VGLUT2- ettd mCherry-leima. ChAT-

leimautuminen, eli kolinergisten solujen leima, ei onnistunut naytteessa. Kuvassa on

nayte numero 3.

Kuva 9. Apotome z-pino kuva ChAT-, VGLUT2- ja mCherry-vasta-ainevarjayksesta hiiren aivo-
kudosleikkeelle naytteestd numero 3. Kuva otettu 10-kertaisella suurennoksella. Punaisella
erottuvissa soluissa on mCherry-reseptoreita, eli niissa ilmentyy DREADD-reseptoreita.
VGLUT2-leima erottuu vihrednéa ja merkkaa glutamatergiset solut. Nuolet osoittavat soluja
joissa voidaan selvasti sanoa olevan VGLUT2- ja mCherry-reseptoreita.

Kuvassa 10 on esitetty punaisella rajattu alue A tarkemmassa léhikuvassa. Kuvassa 10
on eroteltu punainen ja vihrea kanava erikseen ja voidaan tarkastella yksittaisten leimo-
jen erottumista. Kuvasta 11 voidaan havaita punaisella kanavalla, kuinka DREADD-re-
septoreilla injektoiduista soluista lahtevat aksonit erottuvat. Tulokset olivat osin odote-
tunlaiset, osin eivat. Kuvasta voi havaita DREADD-reseptorien ilmentyvat glutamatergi-
sissa soluissa, joka oli ollut tavoitteena aikaisemmin tehdyissé eldinkokeissa. Kuvasta

huomataan myags, etta VGLUT2- ja mCherry-vasta-ainevarjays toimii samanaikaisesti.
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ChAT-leimautuminen, eli kolinergisten solujen varjays, ei onnistunut, mikéa ei ollut odo-

tettua.

Kuva 10. Apotomekuva A-alueesta punaisella ja vihreallda kanavalla. Kuva on otettu 10-kertaisella
suurennoksella

Kuva 11. Apotomekuva A-alueesta vihredn, punaisen ja sinisen kanavan yhteiskuvana. Kuva on
otettu 10-kertaisella suurennoksella

Samanaikainen ChAT- ja mCherry-varjays oli onnistunutta osassa naytteista. Kuvassa
12 erottuu sinisella leimautuneet kolinergiset solut, jotka siséltavat ChAT-leiman ja pu-
naiset DREADD-reseptoreja sisaltavat solut. Kolinergisissa soluissa ei havaittu

DREADD-reseptoreita, kuten oli toivottukin. Tausta autofluoresoi vihredlla, ja glutamaat-
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tisolujen VGLUT2-varjays ei ole onnistunut kuvassa 12. VGLUT2-leimoja nayttaisi sijait-
sevan kolinergisissa neuroneissa. Tama on mahdollista, silla osa kolinergisista neuro-

neista sisaltdd myos glutamaattireseptoreita, jotta ne voivat vastaanottaa glutamaattiso-

lujen viesteja.

Kuva 12. Nayte 17:std kuvannettuna 10-kertaisella suurennoksella. Nayte on varjatty mCherry-,
ChAT- ja VGLUT2-vasta-aineilla. Naytteessa on onnistunut mCherry- ja ChAT-vasta-ainevar-
jays, eli DREADD-reseptorien ja kolinergisten solujen varjays. VGLUT2-vasta-aine ei ole si-
toutunut glutamaattisoluihin. Siniselld nékyvat ChAT-, punaiselle mCherry- ja vihrealla
VGLUT2-markkerit

Johtopaatokset varjaytymisesta

VGLUT2- ja ChAT-varjays ei toiminut samanaikaisesti, paitsi epaspesifisena varjaytymi-
senda. Taulukosta 1 voidaan havaita, ettéd kumpikin leimautuminen onnistui, mutta ei kos-

kaan samanaikaisesti siten, etté leimautuminen olisi ollut spesifistd. TAma viittaisi siihen,
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ettd on jokin yhteinen tekija, joka vaikuttaa kumpaankin leimaan, mutta eri tavalla. Taman

yhteisen tekijan mahdollistaessa toisen onnistumisen se samalla estaa toista.

VGLUT2-varjayksen onnistuminen osoittautui hankalammaksi kuin ChAT- tai DREADD-
reseptorien varjays. DREADD-reseptoreiden varjaaminen onnistui l&hes joka kerta, olo-
suhteista valittAmattd. ChAT-leima onnistuessaan erottui aina selkeasti ja hyvin.
VGLUT2-leimat onnistuessaan eivét erottuneet aina selvasti. Osasyyné tédhan voi olla
kudoksen taustafluoresenssi, joka on vihreaa. VGLUT2-leimat oli leimattu myos vihrealla
fluoresenssilla, jolloin niiden signaali-melu suhde ei ollut niin hyva. Voikin olla, etta jois-
sain tapauksissa VGLUT2-leimat hukkuivat taustafluoresenssin alle.

Taustafluoresenssia olisi mahdollista vahentaa sateilyttamalla kudosleikkeitda UV-valolla
ennen niiden varjgamista. Toinen vaihtoehto olisi ostaa kaupallista taustafluoresenssia
vahentavaa reagenssia. Kolmas vaihtoehto olisi varjata VGLUT2-markkeri jollain toisella
fluoroforilla, esimerkiksi infrapunalla. Tall6in tarvittaisiin uudenlaisia suotimia kayttssa

olevaan mikroskooppiin.

4.2 Menetelman optimoinnin tulokset

Fluorsave kiinnitysaine osoittautui yhteensopimattomaksi sinisellda leimattujen ChAT-
vasta-aineiden kanssa. Sininen leima hiipui ennen kuin sita pystyttiin kuvantamaan. Sita
kaytettaessa vihredlla fluoresoivat VGLUT2-leimat olivat kuitenkin parhaiten erottuvia
(kuva 8). Prolong Diamond Antifadea kaytettdessa sininen fluoresenssi ei himmentynyt,
vaan sita pystyttiin kuvantamaan samanlailla kuin muitakin leimoja. Kuvassa 11 nakyy
ChAT-leimautuminen Prolong Diamondia kaytettdessa. Kun Fluorsave reagenssi vaih-
dettiin Prolong Diamond Antifadeen, saatiin sininen leima kestamaan kuvantamista ja
mahdollista sailytysta. Paastiin myés eroon suojalasien lakkaamisesta ja naytteité voitiin

tarvittaessa sailyttda lampimassa.

Yksivaiheista dekantteripesua kaytettdessa havaittiin osan leikkeistad peseytyneen vaja-
vaisesti. Kudosta tarkasteltaessa mikroskoopilla saatettiin havaita sen pinnan rakenteen
eroavan merkittavasti peseytyneista leikkeistd. Tama voidaan havaita kuvista 13 ja 14.
Nailla leikkeilla ei myoskaan usein tapahtunut minkaanlaista leimaantumista. Mikali ta-

pahtui, se oli epaspesifista, kuten voidaan huomata kuvasta 14. Leikkeiden olisi toivottu
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peseytyvan paremmin, jolloin spesifi leimautuminen olisi ollut mahdollista. Pinnalle jaa-
neet kemikaalit ovat vaikuttaneet sitoutumiseen ja joko esténeet sen kokonaan tai teh-
neet siitd epaspesifia. Dekantterissa tehty kaksivaiheinen pesu ei eronnut tuloksiltaan
neljassa vaiheessa kuoppalevylla suoritettuun pesuun. Nelivaiheinen perinteinen pesu-
tapa voidaankin siis korvata nopeammalla ja helpommalla kaksivaiheiselle pesulla de-

kantterissa.

Kuva 13. Peseytymaton leike. Kuvassa on nayte 18, joka on leimattu ChAT-, mCherry-, ja
VGLUT2-leimoilla. Kuvannettu 5-kertaisella suurennoksella. Leimaantumista ei ole havaitta-
vissa, ja kudos nayttda erilaiselta kuin puhtaassa leikkeessa.
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Kuva 14. Peseytymaton leike. Kuvassa on néayte 22 ja se on kuvannettu 10-kertaisella suuren-
noksella. Punaisella nuolella on merkattu epéspesifista leimaantumista. Valkoisilla nuolilla on
merkattu muuta roskaa leikkeell&.

Estoliuoksen koostumus

Triton x-100 -pitoisuuden kasvattaminen kahteen prosenttiin ei parantanut VGLUT2-lei-
mautumista. Mutta kolinergiset solut ja DREADD-reseptorit erottuivat kirkkaammin kuin
pienemmalla Triton-pitoisuudella. Mydskin DREADD-reseptoreita siséltavat aksonit erot-
tuivat hAmmastyttavan hyvin. Kuvassa 15 erottuu hyvin DREADD-reseptoreita sisaltavia

aksoneita. Erona muihin leikkeisiin oli aksoneiden erottuminen selvasti lapi aivojen.
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Kuva 15. DREADD-reseptoreita sisédltavia aksoneita. Kuvassa nayte 16. Ylakulman kuva on mo-
saiikkikuva otettuna 5-kertaisella objektiivilla. Suurempi kuva alhaalla on otettu 10-kertaisella
suurennoksella. Varjays tehtiin VGLUT2-, mCherry-, ja ChAT-vasta-aineilla, mutta vain
mCherry-leimaantuminen onnistui. Aksonit erottuvat harvinaisen hyvin punaisina juovina.

Kaytetty vasta-aineliuos pystyttiin kayttdmaan kerran uudelleen, mikali sita kaytettiin en-
simmaisessa varjayksessa kaksinkertainen maara normaaliin verrattuna. Kun sita kay-
tettiin vain normaali maara, niin toisella varjayskerralla onnistui vain mCherry-varjays.

Vasta-aineliuosta ei siis kannata yrittda kayttaa useampaan otteeseen.

5 Tulosten luotettavuus

Tuloksia tulkittiin kuvista silmamaaraisesti. Solut tunnistettiin niiden morfologian perus-
teella. Epaspesifista leimautumista esiintyi, mutta se pystyttiin havaitsemaan morfolo-
gian tuntemuksen avulla. Kuvassa 16 on epaspesifia leimaantumista, jota ei tule sekoit-
taa soluihin. Sen erottaa spesifisesta siita, etta leimat eivat muistuta muodoltaan soluja.

mCherry-leimalla pitéaisi myds nékya aksoneita, mutta niita ei ole erotettavissa. Taustalla
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nakyy myos utuista fluoresenssia, joka nayttaa kaikilla kanavilla samalta. Tamakin viittaa

epaspesifiin leimautumiseen.

Kuva 16. Yleiskuva ja tarkempi lahikuva punaisella merkitysta alueesta. Kuva on naytteesta 22.
Vasemmassa ylakulmassa yleiskuva, joka on otettu mosaiikkikuvana 10-kertaisella suuren-
noksella. Tarkemmat lahikuvat on myo6s otettu 10-kertaisella objektiivilla. Leike on varjatty
mCherry-, VGLUTZ2-, ja ChAT-vasta-aineilla. Kuvassa on esitetty siniselld, vihrealla ja punai-
sella kanavalla kuvatut kuvat ja naistda muodostettu yhteiskuva. Kuvasta voidaan huomata,
etteivat leimautuneet alueet muistuta ulkonadltdan soluja.

DREADD-injektioiden onnistumista tarkasteltaessa ChAT-leimautuneita kolinergisia so-
luja voitiin k&yttaa kontrolleina. Mikali mCherry-leimautumista esiintyi samoissa soluissa
kuin ChAT-leimaa, tiedettiin virusvektorien kulkeutuneen kolinergisiin soluihin ja saa-
neen ne ilmentdmaan DREADD-reseptoreita tai sitten tapahtuneen epéaspesifia leimau-
tumista. Morfologian tuntemuksen avulla ja vertailemalla varjaytyneitd soluja kesken&én
voitiin erotella toisistaan epaspesifinen leimautuminen ja oikeasti leimautuneet solut. Toi-

saalta taas VGLUT2-markkeri saattaa ilmentya myds joissain kolinergisissa soluissa.
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6 Paatelmat

Ty0On tavoitteena ollutta immunohistokemiallista kolinergisten neuronien, glutamatergis-
ten neuronien ja DREADD-reseptorien varjaysmenetelmaa ei onnistuttu kehittamaan ha-
lutunlaiseksi. Kolinergisia soluja leimaavien ChAT-leimojen ja glutamatergisia soluja lei-
maavien VGLUT2-leimojen yhteensopimattomuus tuli yllatyksena, eika insinooritydlle
asetettujen aika- ja budjettirajoitteiden sisalla onnistuttu ratkaisemaan t&td ongelmaa.
TyOsta saatiin hyvaa tietoa kolmoisvarjayksen haasteista ja mahdollisista toimintata-

voista kyseisen ongelman suhteen.

Vaikkei alkuperaisena tavoitteena ollut kolmoisvarjdys onnistunut, voidaan ty6ta silti
kayttaa haluttuun tarkoitukseen, joka oli varmistuminen DREADD-reseptorien sijainnista
glutamaattisoluissa pedunkulopontisen tumakkeen alueella. Naytteista pystyttiin erotta-
maan DREADD-reseptorien sijaitsevan glutamatergisissa neuroneissa, joka oli tutkimus-
ryhman paamielenkiinnon aihe. Jatkossa voidaan suorittaa kaksi samanaikaista var-
jaysta rinnakkaisnaytteista, joista toisessa kaytetddn ChAT- ja mCherry-leimaa ja toi-
sessa VGLUT2- ja mCherry-leimaa. Varjayksia tarkastellessa voidaan ChAT/mCherry-
varjayksella varmistua oikeasta aivoalueesta ja siitd, etta DREADD-reseptorit eivat ole
kolinergisissa soluissa. VGLUT2/mCherry-varjayksesta voidaan varmistua DREADD-re-
septorien sijainnista glutamaattisoluissa. Varjaysprotokollaa voitaneen kayttaa suoraan

tehdyn kaltaisena, jattdmalla vain pois kolmas vasta-aine.

Tybn aikana onnistuttiin my6s tehostamaan perinteisesti kaytettya naytteiden pesu-
menettelya aikaa ja vaivaa saastavaksi. Tehostetun pesun avulla on jatkossa mahdol-
lista varjata kerralla suurempia maaria leikkeitd. Tama helpottaa tilastollisen merkittavyy-

den saavuttamista, kun voidaan kéasitella kerralla suurempi maara rinnakkaisnaytteita.

Mahdollisia jatkotutkimuksia voitaisiin tehd& kolmoisvarjayksesta. Kolmoisvarjaysta voisi
kehittaa pidemmalle. Tyon aikana mahdollisiksi ongelmakohdiksi varjayksessa arvioitiin
kaytetty kestavoimismenetelma, puutteellinen antigeenien palautus, yhteen sopimatto-

mat vasta-aineet ja lilan vahva taustafluoresenssi.

Nykyisen kestavoimismenetelman tilalle voidaan kokeilla muita menetelmid. Elohopea-
dikloridi on kemikaali, jota voidaan kayttda PFA-liuoksen tilalla s&ilomaan kudoksia. Sen
etuina ovat hyva solujen lapaisy, joka johtaa kirkkaampiin leimoihin vérjayksessa, ja so-

lujen morfologian parempi sailyminen. Myos etanolia, metanolia tai asetonia voidaan
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kayttaa kestavoimiseen. Niiden etuna on solukalvon lapaisykyvyn lisddminen, joka saat-
taisi auttaa VGLUT2-varjayksessa. Yksi perinteinen tapa sailoa naytteitd on upottaa ne

parafiiniin, jolloin niita ei tarvitse pakastaa.

Antigeenien palautukseen voidaan myos kokeilla erilaisia menetelmid. Voidaan liséta
nykyisen sitraattipuskurissa lammityksen jalkeinen vetyperoksidikasittely. Tai sitraatti-
puskurin pH:ta voidaan kokeilla muuttaa alkalisemmaksi, neutraaliksi tai happamaksi.
pH:n vaikutus antigeenien palautukseen voi olla merkittdva. pH 8 on optimoitu ChAT-
vasta-aineelle, joten sen muuttaminen voi vaikuttaa taas ChAT-leimaantumisen onnistu-
miseen. Monesti palautukseen kaytetdan myos hoyrytysta tai mikroaaltouunikasittelya,
mutta pakastetut leikkeet kestavat huonosti ndin kovia kasittelyja. Mikali leikkeet sailyte-

taén parafiinissd, voisi niille kokeilla naita palautusmenetelmia.

Yksi mahdollisuus parantaa leimaantumista olisi kokeilla eri vasta-aineita. Vasta-aineet
oli valittu siten, etta niiden ei pitaisi reagoida ristiin, mutta biologisten aineiden ollessa
kyseessa niiden toimintamekanismit ovat niin monimutkaisia, etta yhteisvaikutukset voi-
vat olla odottamattomia. Glutamatergisten ja kolinergisten neuronien tunnistamiseen I6y-
tyy muitakin markkereita. Voitaisiin kokeilla esimerkiksi entsyymien tunnistamiseen pe-

rustuvia vasta-aineita.

Tyo tarjosi myds odottamattomia tuloksia. DREADD-reseptoreita siséltavien neuronien
aksonien ei uskottu erottuvan niin hyvin kuin ne erottuivat ja varsinkin 2-prosenttisella
Triton x-100 -pitoisuudella kasiteltyjen naytteiden aksonit erottuivat silmiinpistavan hyvin.

Aksonien hyvé erottuminen voi tarjota mielenkiintoisia tutkimuksen aiheita jatkossa.
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