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Kaksisuuntaista mielialahairiota sairastaa noin 60 miljoonaa ihmista maailmanlaajuisesti.
Se on mielenterveyden hairid, johon kuuluu mania- seka masennusjaksoja. Manian hoi-
toon on vaikea l0ytéaa yksildllista ja tehokasta hoitomuotoa. Kaksisuuntaisen mielialah&irion
ja sen maniavaiheen neuroneiden toimintaa selvittamalla voidaan saada parempi kasitys
mielialahairidsta ja siihen soveltuvista hoitomuodoista.

Taman insinddritydn tavoitteena oli tutkia hermosolujen aktiivisuutta vahentdvan DREADD-
reseptorin vaikutusta hippokampuksen neuroneiden aktiivisuuteen GluAl-poistogeeni-
sessa manian hiirimallissa. GluA1-poistogeenista hiirimallia k&ytetddn mallintamaan kaksi-
suuntaisen mielialahairion maniavaihetta. Tyon tarkoituksena oli selvittdd hM4Di-reseptorin
vaikutusta neuroneiden aktiivisuuteen hippokampuksessa aivoleikkeiden immunohistoke-
miallisten varjaysten avulla. Tavoitteena oli tutkia neuroneiden aktiivisuutta varjaamalla ja
laskemalla aivoleikkeistd cFos-solut ja suorittamalla tilastollinen testi saaduille tuloksille.
Liséksi haluttiin selvittéda virusinjektion ja injektion mahdollistaneen ohjauskanyylin sijainti
aivokudoksessa aivoleikkeista seka DREADD-reseptorin toimivuus ja levinneisyys aivojen
eri osa-alueille mCherry-varjayksen avulla. Tutkimusty® koostui neljasta eri vaiheesta, joita
olivat hiirille annettavat virusinjektiot ja aivojen perfuusio, aivoleikkeiden teko, immunohis-
tokemiallisten varjaysten suunnittelu ja toteutus seka mikroskopia ja kuvankasittely.

Tutkimuksessa havaittiin, ettd DREADD-reseptorin injektointi oli onnistunut aivoissa halu-
tulle alueelle eika reseptori ollut levinnyt aivoissa, vaan pysynyt padosin hippokampuksen
alueella. Lisdksi osassa aivoista pystyttiin havaitsemaan ja todentamaan reseptorin aktiivi-
nen toiminta. Tilastollisissa testeisséa ei havaittu merkitsevaa eroa neuroneiden aktiivisuu-
dessa CNO-lagkekasitellylla manian hiirimallilla verrattuna kontrolliryhm&én. Kuitenkin po-
sitiivisten cFos-solujen keskiarvojen perusteella kyseinen reseptori saattoi hieman vahen-
téaa hippokampuksen neuroniarsytysta laakekasitellylla GluAl-hiirikannalla, jolloin hiirten
maaninen kayttaytyminen olisi rauhoittunut. Saadut tulokset auttavat lisddmaan ymmar-
rysté hippokampuksen neuroneiden toiminnasta ja aktiivisuudesta kyseisella hiirimallilla.
Tulokset vaikuttavat lupaavilta, ja tulevaisuudessa on mahdollista |0yt&aa lisatutkimusten
avulla eri hoitomuotoja ja toimiva laakitys kaksisuuntaisen mielialah&irion aiheuttaman ma-
nian hoitoon.

Avainsanat Mania, DREADD-reseptorit, neuroneiden aktiivisuus, hippokam-
pus, immunohistokemia
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Approximately 60 million people suffer from bipolar disorder worldwide. It is a mental disor-
der which consists of manic and depressive episodes. It is difficult to find individual and ef-
fective treatment for mania. By studying bipolar disorder and neuronal activity in manic epi-
sodes, a better understanding of this mental disorder and suitable treatments for it could
be achieved.

The purpose of this thesis was to study neuronal silencing DREADD receptor’s effect on
the neuronal activity of GIuA1 knockout mice. The GIuA1l knockout mice are used as a
model of bipolar disorder and manic episodes. The aim of this thesis was to study hM4Di
receptor’s effect on the neuronal activity in the hippocampus by brain sections and im-
munohistochemistry stainings. One method was to study neuronal activity by staining and
counting cFos cells from brain sections and performing a statistical test on the results. In
addition, virus injections and injection cannula’s location in brains and DREADD receptor’s
efficiency and distribution to the different brain regions by mCherry staining were studied.
This method included four different stages, which were perfusion of the brains, cutting
brain sections, planning and executing immunohistochemistry stainings, microscopy and
photographing editing.

Results show that DREADD-receptor’s injection was successful in the target brain region,
and the receptor was not spread in the brains but stayed mainly in the hippocampus re-
gion. In addition, the receptor’s neuronal activity was detected and verified in some of the
brains. There was no significant statistical difference in neuronal activity between the CNO
drug-treated manic mouse model compared to the control group. However the average of
positive cFos cells show that this receptor could decrease the neuronal firing in the hippo-
campus region of the drug-treated GluAl knockout mice when their manic behavior de-
creases. These results increase the understanding of neuronal activity in this mouse
model. Results seem promising, and with further research, it is possible to find different
treatments and effective drug treatment for the manic episodes caused by the bipolar dis-
order.

Keywords Manic, DREADD receptors, neuronal activity, hippocampus
region, immunohistochemistry
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Lyhenteet

AAV Adeno-associated virus. Adenovirukseen perustuva virusvektori. On ylei-
sesti kaytdssa oleva geenivektori ihmisissa.

AMPA 1-amino-3-hydroksi-5-metyyli-iso-oksatsoli-4-propionaatti. Kuuluu iono-

trooppisten glutamaattireseptoreiden ryhméaan.

ANOVA Analysis of variance. Varianssianalyysi. Tilastollinen testi, jonka avulla voi-

daan selvittaa eri ryhmien keskiarvojen tilastollisesti merkitsevia eroja.

cFos Proto-onkogeeni. Neuroneiden aktiivisuusmarkkeri.

CNO Clozapine-N-oxide. Klotsapiini-N-oksidi.  Psykoosiladke klotsapiinin

metaboliatuote.

DREADD  Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs. Resepto-

reita, joiden avulla voidaan tutkia solusignalointia neurotieteen tutkimuk-

sissa.
GluAl Glutamaattireseptori, AMPA-tyyppi, alayksikko 1.
GPCR G-proteiinikytketyt glutamaattireseptorit.
hM4Di DREADD-reseptori. Heikenta&a neuroniarsytysta.
KO Knock out. Poistogeeninen. Hiirimalli, jota on geneettisesti muokattu pois-

tamalla tietty geeni ja estamalla nain kyseisen geenin sdatelema proteiinin-

tuotto.

MGIUR Metabotrooppiset glutamaattireseptorit. Kuuluvat G-proteiinikytkettyjen re-

septorien ryhmaan.

NMDA N-metyyli-D-asparagiinihappo. Kuuluu ionotrooppisten glutamaattiresepto-

reiden ryhmaan.

PBS Phosphate-buffered saline. Fosfaatilla puskuroitu keittosuolaliuos.

-

4

Metropolia



PFA Paraformaldehyde. Paraformaldehydi.

WT Wild type. Villityyppi. Hiirimalli, jota ei ole muokattu geneettisesti. Kaytetaan
elainkokeissa kontrolliryhména.
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1 Johdanto

Kaksisuuntaista mielialah&iriota sairastaa noin 60 miljoonaa ihmista maailmanlaajuisesti
(Mental disorders 2016). Kaksisuuntainen mielialah&irio on mielenterveyden hairio, jo-
hon kuuluu mania- sekd masennusjaksoja. Kaksisuuntainen mielialahdairié jaetaan kah-
teen eri tyyppiin. Tyypissa 1 mielialahairio koostuu manian ja depression vaihtelusta ja
tyypissa 2 depressiosta ja hypomaniasta, joka on maniaa lievempi tila. Manian oireita
ovat muun muassa kohonnut itsetunto, eparealistiset odotukset omista kyvyista, harhai-
levat ajatukset, unen tarpeen vahentyminen seka impulsiivinen ja holtiton riskialtis kayt-
taytyminen. (Bengesser & Reininghaus 2013: 18; Maksimovic 2014: 24-25.)

Eri hoitomuotoja on olemassa mielialahairion akuutteihin vaiheisiin seké retkahduksen
estdmiseen. Kaytossa olevat laakkeet ovat mielialaladkkeitd, jotka toimivat erityisesti
masennusvaiheessa, mutta manian hoidossa on vielékin paljon haasteita (Mental disor-
ders 2016). Suurinta osaa potilaista tarvitsee hoitaa maniajakson aikana useilla eri l|aak-
keilla samanaikaisesti, jotta manian hoidossa voidaan saavuttaa edes kohtuullinen tulos.
Manian hoitoon on vaikea l6ytdd nopeasti yksilollistd ja tehokasta hoitomuotoa, joten
tehokkaampia ja siedettavampia laékkeita sekd hoitomuotoja tarvitaan nopeasti. (Vieta
& Sanchez-Moreno 2008: 22.)

Taman insindoritydn tavoitteena on selvittdd hermosolujen aktiivisuutta vahentavan re-
septorin vaikutusta hippokampuksen neuroneiden aktiivisuuteen poistogeenisessa ma-
nian hiirimallissa. GluAl-poistogeeninen hiirimalli valitaan mallintamaan kaksisuuntaisen
mielialah&irion maniavaihetta, ja tydn tarkoituksena on selvittaa hM4Di-reseptorin vaiku-
tusta taman hiirikannan neuroneiden aktiivisuuteen aivojen hippokampuksessa aivoleik-
keiden ja immunohistokemiallisten varjaysten avulla. Neuroneiden aktiivisuutta tutkitaan
varjagamalla ja laskemalla aivoleikkeista cFos-solut ja suorittamalla tilastollinen testi saa-
duille tuloksille. Lisaksi selvitetdaan virusinjektion ja injektion mahdollistavan ohjauska-
nyylin sijainti aivokudoksessa aivoleikkeistéd seka DREADD-reseptorin toimivuus ja le-

vinneisyys aivojen eri osa-alueille mCherry-varjayksen avulla.

Pitkalla tahtaimelld tutkimuksesta saadun tiedon tavoitteena on auttaa léytamaan eri hoi-
tomuotoja ja toimiva ladkitys kaksisuuntaisen mielialah&irién aiheuttaman manian hoi-
toon. Insindority6 suoritettiin Helsingin yliopiston Ladketieteellisen tiedekunnan Farma-

kologian osastolla. Lahiohjaajana tydssa toimi tutkijatohtori Teemu Aitta-aho.



2 Kirjallisuuskatsaus

2.1 Kaksisuuntainen mielialahairio

Kaksisuuntainen mielialah&irié on mielenterveyden hairid, johon kuuluu mania- sek& ma-
sennusjaksoja. Maniavaiheen pituus vaihtelee kahdesta viikosta viiteen kuukauteen ja
masennusvaihe on kestoltaan keskimaarin puoli vuotta (Kaksisuuntainen mielialah&irio
2013). Kaksisuuntainen mielialahairio jaetaan kahteen ryhmaan sen perusteella, koos-
tuuko se manian ja depression vaihtelusta vai hypomaniasta ja depressiosta. Hypomania
on maniaa lievempi tila. Maniaa kokevat henkilot sairastavat kaksisuuntaisen mieliala-
hairion tyyppia 1 ja hypomaniaa kokevat tyyppia 2. (Bengesser & Reininghaus 2013: 18;
Maksimovic 2014: 24.)

Maniajakson aikana potilaan mieliala kohoaa ja energiatasot nousevat. Tyypillisia ma-
nian oireita ovat kohonnut itsetunto, eparealistiset odotukset omista kyvyisté, harhailevat
ajatukset, suuruudenhulluus, unen tarpeen vahentyminen, impulsiivinen ja holtiton ris-
kialtis kayttaytyminen seka hyperseksuaalisuus. (Bengesser & Reininghaus 2013: 18;
Maksimovic 2014: 25.)

Kaksisuuntaista mielialahairiétéa sairastaa noin 60 miljoonaa inmista maailmanlaajuisesti.
Eri hoitomuotoja on olemassa mielialahairion akuutteihin vaiheisiin seka repsahduksen
estdmiseen. Kaytossa olevat laakkeet ovat mielialalddkkeitd, jotka toimivat erityisesti
masennusvaiheessa. Manian hoidossa kaytettavid laakkeita ovat esimerkiksi litium, val-
proaatti, karbamatsepiini, aripipratsoli, asenapiini, haloperidoli, ketiapiini, olantsapiini,
risperidoni seka tsiprasidoni. Vaikeiden maniatapausten hoidossa yhdistellaén eri laak-
keiden kayttoa. Tehokkain hoitomuoto maniaan on litiumin tai valproaatin tai ndiden mo-
lempien laakkeiden yhteiskaytté yhdessa uudempien psykoosildékkeiden kanssa. Usein
manian laakityksen lisaksi potilas tarvitsee bentsodiatsepiineja. Hypomanian hoidossa
masennuslaakitys pitaa lopettaa ja maniaa estavan ladkkeen annostusta tulee suuren-
taa. Klotsapiinin kayttda laakkeena voidaan harkita hoitoresistentissa maniassa. Useista
ladkkeista on kuitenkin tutkimusnayttda, jotka osoittavat niiden olevan tehottomia manian
hoidossa. Manian hoidossa on vielakin useita haasteita erityisesti pitkalla aikavalilla.
Suurinta osaa potilaista tarvitsee hoitaa useilla laakkeilla samanaikaisesti, jotta voidaan
saavuttaa edes kohtuullinen tulos manian hoidossa. Manian hoitoon on vaikea loytaa

nopeasti yksil6llista ja tehokasta hoitomuotoa, joten tehokkaampia ja siedettavampia



ladkkeitd seka hoitomuotoja tarvitaan nopeasti. (Kaksisuuntainen mielialahairié 2013;
Mental disorders 2016; Vieta & Sanchez-Moreno 2008: 22.)

2.2 Aivot ja hermosto

Kaksisuuntainen mielialahairi6 on mielenterveyden hairio, joten siihen kuuluvat oireet
aiheutuvat aivojen toiminnan seurauksena (Bengesser & Reininghaus 2013: 18). Aivot
ja hermosto ovatkin kehon suurin viestittdva, ohjaava ja saételeva jarjestelma. Aivojen
tarkeimpiin toimintoihin lukeutuvat sensoriperdisten arsykkeiden vastaanotto, tiedon-
vaihto yksil6llisten reseptorikeskusten valilla, ajatteleminen, oppiminen ja muistaminen.
Hermojarjestelmén tehtdvana on kerata arsykkeitd aistinelimien tai solujen reseptorei-
den l&pi ja lahettdd ne hermosyiden lapi aivoihin ja selkdrankaan elektronisina impuls-
seina. Naissa kohteissa osa tulleesta tiedosta prosessoidaan ja 0sa muutetaan ohjeiksi,
jotka lahetetaan kohde-elimiin laukaisemaan haluttu reaktio. (Ullmann 2009: 126-127.)

Hermosto jaetaan aareis- ja keskushermostoon. Aareishermostoon kuuluvat aivo- ja sel-
kaydinhermot, jotka ovat kiinnitettyina keskushermostoon ja kulkevat kauttaaltaan ym-
pari kehoa. Keskushermosto koostuu aivoista ja selkaytimesta. Koko hermosto rakentuu
hermosoluista eli neuroneista seké gliasoluista. Neuronit ovat hermoston tarkeimpia
osia, ja ihmisen hermostossa on arviolta 100 miljardia neuronia. Neuroni koostuu tu-
masta ja solurungosta, mitokondriosta ja endoplasmakalvostosta. Lisaksi silla on yksi
pitka tietoa eteenpadin vieva viejahaarake eli aksoni sekd useita synapsien valityksella
tietoa tuovia tuojahaarakkeita eli dendriittejd. Neuronien tehtava on valittaa tietoa sah-
koisten seka kemiallisten signalointimenetelmien avulla. Sahkoéisen signaloinnin avulla
tieto siirtyy nopeasti neuronin eri osasta toiseen, kun taas kemialliset valittajaaineet siir-
tavat tietoa eri neuronien valilla. Elektronisen impulssin l&hettdminen hermostosta
kohde-elimeen tapahtuu synapseissa, joissa sdhkéinen hermoimpulssi muutetaan kemi-
alliseksi signaaliksi eli vélittdjaaineeksi, jota hermopéaatteessa olevat valittajaainerakku-
lat erittavat synapsirakoon. Tama valittdjaaine sitoutuu seuraavan hermosolun ionikana-
viin ja saa aikaan ionikanavien aukeamisen, mista seuraa impulssi. Impulssi saa aikaan
hermosolun aktivoitumisen tai esimerkiksi solun supistumisen. Nain hermoston viestit
saavat aikaan hormonien erittymista, aistimuksia ja liikkeita. (Nolte 2002: 1-2; Ullmann
2009: 126.)



Aivot koostuvat isoista aivoista, pikkuaivoista seka aivorungosta. Isot aivot jaetaan kah-
teen aivopuoliskoon, joista kumpikin jakaantuu neljaén lohkoon. Aivopuoliskojen valilla
on tiedonsiirtovayld, joka muodostuu miljoonista aksoneista. Aivokuori koostuu har-
maasta aineesta eli hermosolujen soomaosista seké gliiasta ja vastaa tiedonkasittelysta.
Aivokuoren poimut (gyrus) ja uurteet (sulcus, fissure) jakavat isot aivot toiminnallisiin
seka rakenteellisiin osiin. Aivokuoren alapuolella oleva valkoinen aine koostuu hermo-
solujen aksoneista. Se vastaa tiedon valittymisesta aivojen eri osien valilla. Pikku-
aivoissa on myds kaksi puoliskoa, jotka koostuvat harmaasta ja valkoisesta aineesta.
Tyvitumakkeet ovat hermosolukasaumia, joilla on yhteyksia aivokuoren alueisiin seka
pikkuaivoihin. Aivorunko taas jaetaan valiaivoihin, keskiaivoihin, ydinjatkokseen seka ai-
vosiltaan. Limbinen jarjestelma koostuu eri rakenteista (muun muassa olfactory bulb,
hippokampus ja amygdala), jotka ovat kytkeytyneet toisiinsa. Se vastaa tunnetiloista,
kayttaytymisesta ja muistitoiminnoista. Hiiren aivojen rakennetta on havainnollistettu ku-

vassa 1 olevan aivoleikkeen avulla. (livanainen ym. 2010: 78-79.)
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Kuva 1. Hiiren aivojen rakennetta kuvaava aivoleike, jossa eri aivoalueet on havainnollistettu
rajauksien ja lyhenteiden avulla (mukaillen Paxinos & Franklin 2013: Figure 47).



Aivoturso eli hippokampus on aivoissa sijaitseva alue, joka on sijoittunut ohimolohkojen
sisdosaan (kuva 2). Se kuuluu aivojen limbiseen jarjestelmaan ja nain osallistuu kayttay-
tymisen ja tunteiden s&éatelyyn sek& muistitoimintoihin. Hippokampus koostuu kolmesta
osasta, joita ovat dentate gyrus, hippocampus proper ja subiculum. Hippocampus proper
jakautuu kolmeen eri alueeseen, joita ovat CA3, CA2 ja CAl. Hippokampus valittéaa tar-
keitd aivotoimintoja kuten oppimiseen, muistiin ja spatiaaliseen koodaukseen liittyvia
neuronitoimintoja. Hippokampuksella on erityisen tarkea rooli muistitoiminnoissa, silla se
auttaa tiedosta ja tapahtumista syntyneiden uusien muistojen vakauttamisessa. (Nolte
2002: 62, 570-571; Watson ym. 2011: 113.)

Kuva 2. Rajattu ja pelkistetty kuva hiiren aivojen hippokampuksesta (Bregman ollessa AP —-1,94
mm). Kuvassa merkittyna hippokampuksen alueet CA1-CA3 seka dentate gyrus DG (mukail-
len Paxinos & Franklin 2013: Figure 47).

Dentate gyrus on kolmikerroksinen kortikaalinen alue hippokampuksessa. Se muodos-
taa Kkirjainta ¢ muistuttavan alueen, joka rajautuu ventraalisesti CAl-alueesta ja subicu-
lumista. Kuvassa 2 on hiirten aivoatlaksen aivoleikkeesta (Bregma —1,94 mm) rajattu ja
suurennettu hippokampuksen alue, jolla dentate gyrus sijaitsee. Kuvaan on merkitty hip-
pokampuksen alueet CAl, CA2 ja CA3 seka dentate gyrus (DG) ja sen jyvassolukerros
(granule cell layer of dentate, GrDG), polymorfinen kerros (polymorph layer of dentate
gyrus, PoDG) ja molekyylikerros (molecular layer of the dentate, MoDG). (Mai & Paxinos
2012: 906-907.)

Dentate gyruksen paaasiallinen solukerros on jyvassolukerros. Jyrsij6illa on arvioitu ole-
van miljoona jyvassolua dentate gyruksen alueella kun taas vastaava luku ihmisilla on
kymmenen miljoonaa (Jonas & Lisman 2014: 1). Dentate gyruksen solu- ja synapsi-

maaré on korkea, silla se osallistuu hippokampuksen tiedonka&sittelyyn. Tutkimuksissa



on havaittu, ettd dentate gyrus toimii hippokampukseen saapuvan tiedon vastaanotto-
keskuksena. Se esikasittelee hippokampukseen tulevan tiedon ja valmistelee sen CA3-
alueella tapahtuvaa myohempaa kasittelyd varten. Se esimerkiksi muuntaa entorinaali-
selta aivokuorelta tulevan tiedon CA3-alueelle spesifisempaan ja helpommin kasitelta-
vaan muotoon. Dentate gyrus myds tuottaa harvan koodausmenetelméan, jossa murto-
0sa neuroneista ovat aktiivisia kerrallaan. Silla on siis tarke& merkitys hippokampuksen

neuroneiden oikeanlaisessa toiminnassa. (Mai & Paxinos 2012: 906-907.)

2.3 Glutamaattireseptorit

Glutamaattia esiintyy koko aivojen alueella, ja se onkin aivojen tarkein eksitoiva eli aivo-
jen aktiivisuutta lisdava valittdjaaine. Sen oikeanlainen toiminta on valttAmatonta aivojen
kasvun, kehityksen ja yhteyksien luomisen kannalta. Glutamaattireseptorit osallistuvat
neurokemiallisiin prosesseihin, jotka ovat aivojen plastisuuden, muistin ja oppimisen pe-
rustana (Pelkonen & Ruskoaho 1998: 181). Aivojen glutamaattitasojen on havaittu ole-
van korkeammalla kaksisuuntaisen mielialah&irion maniapotilailla verrattuna terveisiin
ihmisiin (Maksimovic 2014: 9, 22). (Traynelis ym. 2010: 406.)

Glutamaattireseptorit jaetaan ionotrooppisiin reseptoreihin (AMPA, NMDA, kainaatti ja
delta) ja metabotrooppisiin reseptoreihin (mGIuR). lonotrooppiset reseptorit koostuvat
neljasta alayksikosta, jotka ympéardivat keskushuokosta. Esimerkiksi AMPA-reseptoreilla
(1-amino-3-hydroksi-5-metyyli-iso-oksatsoli-4-propionaatti) ndméa alayksikét ovat
GIuA1-GluA4. Alayksikdiden koostumuksesta riippuen ionotrooppiset reseptorit vaikut-
tavat Na*- tai Ca?* -ionien virtaukseen. Jokainen alayksikko koostuu neljasta eri alueesta,
joita ovat amino-, ligangiin sitoutuva-, transmembraani- ja karboksyylipda. (Maksimovic
2014: 11; Traynelis ym. 2010: 407-408.)

2.3.1 GluAl-alayksikkd

AMPA-reseptorit koostuvat GluA1-GluA4-alayksikoistd. GluAl-alayksikkdja sisaltavat
AMPA-reseptorit paastavat lavitseen Na*- ja Ca?*-ioneja, ja niiden agonisti eli resepto-
reita aktivoiva molekyyli on glutamaatti. AMPA-reseptorien toiminnalla on keskeinen rooli

hermoston toiminnan herkistymisessa, mika vaikuttaa merkittédvasti muistiin ja sen muo-



dostumiseen. AMPA-reseptorien GluAl-alayksikon ilmentymisen vdheneminen on yh-
distetty kaksisuuntaiseen mielialahairioon. (Maksimovic 2014: 12, 22—-23; Traynelis ym.
2010: 409.)

GluAl-alayksikot sijaitsevat koko aivojen alueella. Kuitenkin niiden korkein ilmentyminen
keskittyy hippokampuksen alueelle. GluAl-alayksikkda sisaltavien reseptoreiden puute
on pystytty yhdistamaan useisiin kaytds- ja muistihairidihin hiirimalleilla, joilta puuttuvat
GluAl-alayksikot kokonaan. GIuAl-/- -hiirimallissa havaittuja kayttaytymiseen liittyvia
muutoksia ovat esimerkiksi uutuudesta aiheutuva yliaktiivisuus, masentunut kayttayty-
minen, puutteellinen esipulssin esto, alentunut palkkion oppiminen, vahentynyt aggres-
sio seka heikentynyt ladketoleranssi ja spatiaalinen muisti. GIuA1-/- -hiirimallilla kaikista
oireista vahvin on uuden ympariston aiheuttama yliaktiivisuus. (Procaccini ym. 2011:
161-162.)

2.3.2 GluAl-poistogeeninen hiirikanta

Tutkimuskaytdssa hiiren etuja ovat sen kohtuullinen koko, elinkyky, tehokas lisaantymis-
kyky seké sen periman helppo muokattavuus. Lisdksi sen perima vastaa kohtuullisessa
maarin ihmisen genomia. Transgeenisten seka poistogeenisten hiirikantojen kayttd on
yleistynyt tutkimuksissa. Nama hiirimallit auttavat ymmartamaan ladkkeiden toimintaa ja
vaikutuksia eldimen kayttaytymisesta aina solutasolla tapahtuviin reaktioihin asti. (Fox
ym. 2007: 306.)

GluAl-poistogeeninen hiirikanta on luotu geneettisesti inaktivoimalla AMPA-reseptorei-
den alayksikk6on kuuluva Grial-geeni. Kyseinen geeni koodaa GluAl-alayksikkoa ja ta-
man takia kyseisen geenin inaktivaatio estdd GluAl-alayksikon proteiinintuoton koko-
naan. GluA1l-/- -hiirikannalla on normaali kehitys, tyypillinen elinajanodotus seka hermo-
solujen dendriittien ja synapsien hieno rakenne ja taten normaali synaptinen viestinvali-
tys. Kyseinen hiirikanta on siis yleiseltd kehitykseltddn ja toiminnaltaan normaali, joten
se soveltuu tutkimuskayttéon. (Procaccini ym. 2011: 162; Zamanillo ym. 1999: 1805,
1808.)

GluAl-/- -hiirimallissa havaittuja kayttaytymiseen liittyvia muutoksia ovat esimerkiksi uu-
tuudesta aiheutuva yliaktiivisuus, masentunut kayttaytyminen, puutteellinen esipulssin

esto, alentunut palkkion oppiminen, vahentynyt aggressio seka heikentynyt laéketole-



ranssi ja spatiaalinen muisti. GluA1-/- -hiirimallilla kaikista oireista vahvin on uuden ym-
pariston aiheuttama yliaktiivisuus. Aikaisemmissa tutkimuksissa on selvinnyt, etta
GluA1-/- -hiirten hyperaktiivisuutta voidaan vahentaa puuttumalla glutamaattireseptorei-
den toimintaan. GluAl-/- -hiirikanta on osoittanut aikaisemmissa tutkimuksissa uutuuden
aiheuttamaa hyperaktiivisuutta sek& kognitiivisia ja sosiaalisia puutteita, minka takia ky-
seisen hiirikannan on havaittu mallintavan hyvin hyperaktiivista tilaa psykoottisissa mie-
lialahdiridissa. Kyseisen hiirimallin ja maniaa sairastavien ihmisten oireiden samankal-
taisuutta on tutkittu kayttaytymiskokeilla, joissa molempien on havaittu omaavan saman-
lainen uniikki kayttaytymismalli likeaktiivisuudessa. Hiirimallin koe-elaimilla seka mani-
asta karsivilla henkilgilla huomattiin aiheutuvan samankaltaista uutuuden aiheuttamaa
hyperaktiivisuutta, jota ei havaittu terveilla elaimilla tai ihmisilla. Naiden ominaisuuksien
takia kyseinen hiirimalli mallintaa manian fenotyyppia hyvin ja sitéa voidaan kayttaa hy-
vaksi manian tutkimisessa. Se myds soveltuu uusien laakkeiden testaamiseen mieliala-
hairididen hoidossa. (Perry ym. 2009: 1072, 1077-1078; Procacciniym. 2011: 161-162.)

2.3.3 Uuden ympaériston vaikutus hippokampukseen

Aikaisemmissa tutkimuksissa on havaittu, etta uuteen ymparistdé6n joutuminen lisaa hip-
pokampuksessa olevien neuroneiden arsytysta GIluAl-/- -hiirilla. Hippokampuksen toi-
mintahairid on yksi merkittavimmista tekijoista, joka johtaa uutuuden aiheuttamaan hy-
peraktiivisuuteen GIluAl-/- -hiirikannalla. Toimintahairiot hippokampuksen alueella
GIuAl-/- -hiirilla on pystytty osoittamaan myos aivojen pykalapoimun (dentate gyrus) so-
lujen muutoksilla. Nama tulokset osoittavat, ettd kaytettdessa GIluAl-/- -hiirikantaa mal-
lintamaan neuropsykiatrisia mielialahairioita, tutkimukset on parasta kohdentaa hippo-

kampuksen soluihin ja niiden muodostumiseen. (Procaccini ym. 2011: 161-162).

2.3.4 cFos hermosolujen aktiivisuuden markkerina

cFos on proto-onkogeeni, jota ekspressoituu eli ilmentyy joissakin neuroneissa depola-
risaation seurauksena. cFos ekpressoituu neuroneissa janniteherkan kalsiumin siirty-
essa solun sisaan, ja tdma neuronin eksitaatio johtaa nopeaan ja ohimenevaan cFos-
induktioon. Tamén takia cFos-aktivaatiota voidaan kayttdd hyvin korkean resoluution
metaboliamarkkerina neuroneiden toiminnan tutkimisessa aivoissa seka selkaytimessa
(Dragunow & Faull 1989: 261). cFos-proteiinituote voidaan havaita neuroneissa immu-

nohistokemiallisten tekniikoiden avulla. Elektronimikroskooppitutkimuksissa on havaittu,



ettd neuroneiden eksitaatio aiheuttaa cFos-ekspressiota vain neuroneiden tumassa, eika
esimerkiksi gliasoluissa, ependyymisoluissa tai endoteelisoluissa. Taméan takia cFos-
ekspressio on spesifinen markkeri neuroneiden aktiivisuudelle yksittaisen solun tasolla.
cFos-ekspressio tumassa on myos tarke&d aktiivisen neuronin fenotyypin selvitta-
miseksi. Koska cFos ekspressoituu nimenomaan tumassa, voidaan neuronin Sy-
toplasma varjata jollakin toisella leimalla, jolloin saadaan selville aktiivisen neuronin
tyyppi. Taman lisaksi toinen merkittava etu cFos-lokalisaation tutkimisessa on sen hie-
man viivastynyt ilmestyminen. cFos ekspressoituu noin 30—45 minuutin kuluttua neuro-
neiden stimuloinnista, mika mahdollistaa koe-elainten rauhallisen kasittelyn kudosten ke-
raamista varten. Kudosten keraamisesta ei myoskaan taten aiheudu epaspesifista stres-
sista johtuvaa neuroneiden aktiivisuutta. (Bullitt 1990: 517; Hoffman ym. 1993: 176-177.)

cFos on siis herkka molekyylimarkkeri ja sen mittaamista voidaan kayttaa apuna uusien
laakehoitojen tehokkuuden maarittamisessa esimerkiksi GluAl-/- -hiirikannassa (Maksi-
movic 2014: 66). cFos-immunohistokemiaa voidaan kayttaa uutuusreaktion aikana eri
tavalla aktivoituvien neuroniryhmien tunnistamiseen. Aikaisemmassa tutkimuksessa on
havaittu, ettd GluAl-/- -hiiriltd 16ytyi enemmaén positiivisia cFos-soluja hippokampuksen
alueelta kuin kontrollihiirilté. (Procaccini ym. 2011: 162.)

2.4 DREADD-reseptorit

DREADD-reseptorit (Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs) ovat
uudenlainen tydkalu neurotieteen tutkimuksiin. Niiden avulla voidaan tutkia muun mu-
assa solusignalointia, joka ohjaa kayttaytymista, kasityksia, tunteita, synnynnaisia piir-
teitd ja motoristisia toimintoja eri lajeilla. Kemogenetiikka (chemogenetics) maaritellaéan
menetelmaksi, jossa proteiineja muokataan niin, etta ne aktivoituvat muutoin inerttien
pienten molekyylien kemiallisten toimintojen vaikutuksesta. Makromolekyyleja voidaan
siis suunnitella ja muokata toimimaan yhdessa aiemmin tunnistamattomien pienten mo-
lekyylien kanssa. Tallaisiin makromolekyyleihin kuuluvat nukeliinihappohybridit, kinaasit,
joukko metabolisia entsyymeja sekd G-proteiinikytketyt reseptorit (GPCR). DREADD-re-
septorit ovat pohjimmiltaan muokattuja asetyylikoliinin muskariinisia GPCR-reseptoreja
(Whissell ym. 2016: 2). (Roth 2016: 683; Urban & Roth 2015: 400.)

DREADD-reseptorit ovat yksi kemogeneettinen GPCR-alusta, ja niiden kayttdmahdolli-

suudet ovat nostaneet ne hyvin kaytetyksi tekniikaksi. Kyseinen tekniikka perustuu
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GPCR-reseptoreiden kykyyn aktivoida tai hiljentda neuroniarsytysta. Useimmat
DREADD-reseptorit reagoivat klotsapiini-N-oksidiin (CNO). CNO on psykoosilaake klot-
sapiinin metaboliatuote, ja silla on ligandilta vaadittuja hyvid ominaisuuksia. Ensinnakin
se on yhdisteena biologisesti inertti jyrsijoiden aivoissa, silla siltd puuttuu tarvittava affi-
niteetti sitoutua kaikkiin natiiveihin keskushermoston kohteisiin. TAman ominaisuuden
ansiosta se sitoutuu selektiivisesti vain DREADD-reseptoreihin eikd metaboloidu klotsa-
piiniksi, joka estaisi monien hermovdlittajaaineiden reseptoreja, mukaan lukien asetyyli-
koliinin. Lisaksi se paasee kulkeutumaan veriaivoesteen ohi, mika mahdollistaa sen an-
nostelun joko suun kautta tai intraperitionaalisesti injektoimalla. (Varela ym. 2016: 2;
Whissell ym. 2016: 2.)

Alkuperdinen Gq DREADD- eli hM3Dg-reseptori luotiin ihmisen M3-muskariiniresepto-
rista molekyylievoluution avulla hiivassa. CNO aktivoi hM3Dg-reseprtorin, jolloin se kyt-
kee Gg-vilitteisen signaloinnin paélle muun muassa hermosoluissa in vitro- ja in vivo-
olosuhteissa. Tutkimukset osoittavat, etta talla menetelmalla aikaan saatu signalointi jal-
jittelee natiivin M3-muskariinireseptorin aktivaatiota asetyylikoliinin avulla. CNO-indusoi-
dun hM3Dg-reseptorin aktivaation aikaansaama lopputulos on solukohtaista. Hermoso-
luissa kyseinen aktivaatio aiheuttaa depolarisaatiota ja parantaa néin hermosolujen &r-
tyvyyttd, mik& on esitetty kuvassa 3. Tamén takia hM3Dqg-reseptoria on kaytetty paran-
tamaan neuroniarsytysté ja sen avulla on voitu muokata muistia ja sosiaalista kayttayty-
mista hiirilla in vivo. (Roth 2016: 686—687; Urban & Roth 2015: 400.)

(A Ach Clozapine-N-oxide (CNO) ACh
-—
Human M3 kit Human M4
muscarinic muscarinic
receptor (hM3) receptor (hM4)
hM3Dgq hM4Di
Gq!’il Gi)'l::l
(Neuronal excitation) (Neuronal silencing)

Kuva 3. DREADD-reseptorien hM3Dq ja hM4Di rakenteet ja G-proteiinikytkenndn ominaisuu-
det. Reseptoreita ekspressoivien neuroneiden stimulointi CNO:n avulla vahvistaa tai heiken-
tda neuroniarsytysta (Wess ym. 2013: 386).
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Kun tutkimuksen tarkoituksena on heikentdd neuroniérsytysté ja hillitd hyperaktiivisuutta,
kaytettavaksi DREADD-reseptoriksi valitaan hM4Di. Kyseisen reseptorin on tutkittu va-
hentavan neuroniérsytysta hiirilla hippokampuksen soluissa. Reseptori inaktivoi hippo-
kampuksen neuroneita ja on toiminnaltaan hyvin spesifinen. Aiemmissa tutkimuksissa
on havaittu, ettd akuutti kemogeneettinen hippokampuksen solujen inaktivaatio hM4Di-
reseptorilla on riittava heikentdmaan solujen synaptista yhteytta. Injektoitaessa kyseista
hM4Di-reseptoria maanisille hiirille niiden kokeman neuroniarsytyksen tulisi siis heiken-
tya ja ndin kaytbksen muuttua uuden ymparistdn aiheuttamasta yliaktiivisuudesta rau-
hallisempaan suuntaan. (Zhu ym. 2014: 1881, 1889.)

Tietylle solutyypille spesifinen DREADD-ekspressio voidaan saavuttaa virusvektorin
avulla. Virusvektorissa kaytetaan solutyypille spesifistd promoottoria, joka ohjaa
DREADD-reseptoreiden ilmentymista. Promoottorin ekspressiota voidaan edelleen oh-
jata rekombinanttipohjaisella jarjestelmalla. Useat DREADD-reseptoreita koodaavat vi-
rukset edellyttavat geneettisté rekombinaatiota, jotta ne voivat tuottaa toiminnallisia muo-
kattuja reseptoreita. Yksi mahdollisuus on kayttad adenovirukseen (adeno-associated
virus, AAV) perustuvaa menetelmaa. AAV on yleisesti kaytdsséa oleva geenivektori ihmi-
sissa, joten se on luonnollinen valinta virusvektoriksi ihmista koskevaan tutkimukseen
(Roth 2016: 691). Kyseisesséd menetelméassa on mahdollista kayttéda hyvaksi kahta he-
terotyyppista antiparalleelia eli vastakkaissuuntaista rekombinaatiokohtaa. Kyseiset koh-
dat tehdaan kaanteiseksi koodaavan sekvenssin osalta, jonka jalkeen molemmat koh-
teet leikataan. Taman seurauksena yksi kutakin rekombinaatiokohtaa on vastakkaisesti
kaantynyt ja nain kykenematdn uudelleenrekobinaatioon. Téallaisen solutyypille spesifi-
sen rekombinanttiviruksen injektointi hiirelle aiheuttaa solutyypille spesifisen ekspres-
sion. (Urban & Roth 2015: 403; Whissell ym. 2016: 2.)

DREADD-reseptoreiden on osoitettu toimivan hiirilla ja niitd voidaan kayttaa hyvaksi ih-
misten psykiatristen hairididen tutkimuksissa neurotieteessa. DREADD-reseptoreiden
avulla voidaan mahdollisesti muokata ihmisten kayttaytymista ja nain l6ytaa eri hoito-
muotoja ja toimiva laékitys esimerkiksi juuri kaksisuuntaiseen mielialahairioon. (Whissell
ym. 2016: 10.)
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2.5 Histologia ja kudoksen varjaaminen

Histologialla tarkoitetaan kudosoppia. Yksi tapa tutkia kudosta on tehda kudoksesta
ohuita leikkeita ja tarkastella niitd valomikroskoopin avulla. Leikkeet voidaan kiinnittaa
objektilasille, varjata ja taman jalkeen tutkia kudoksen eri rakenteita ja komponentteja ja
niiden valisia eroja. Nain voidaan erottaa normaali kudos ja siitéa poikkeavat rakenteet
toisistaan. Esimerkiksi aivoleikkeista voidaan varjatd hermosoluja seké niiden aktiivi-
suutta merkkaavia molekyyleja (cFos) ja nain tarkastella neuroneiden toimintaa aivoissa
esimerkiksi kaksisuuntaisen mielialah&irion manian aikana. (Rantala & Lounatmaa 1998:
65).

2.5.1 Kudoksen esikasittely

Ennen kudosleikkeiden tekoa kudos on fiksoitava. Fiksoinnin tehtadvana on sailyttaa ku-
doksen rakenne alkuperdisena ja nain ollen estéaé autolyysi, bakteeritoiminta ja molekyy-
lien haviaminen jatkoké&sittelyssa. Histologiassa useimmin kaytettyja fiksatiiveja ovat al-
dehydit. Naista yleisin on formaldehydi, jonka vesiliuosta kutsutaan formaliiniksi. Formal-
dehydi tunkeutuu kudoksiin nopeasti, mutta sen reaktio kudoksen eri komponenttien
kanssa on hidasta. Toinen yleinen fiksatiivi paraformaldehydi (PFA) on kiinte& polymeeri.
Paraformaldehydi on hellavaraisempi kuin formaliini, sill& siitd puuttuvat formaliinin epé-
puhtaudet. Puskuroituna paraformaldehydia kaytetddn monissa tekniikoissa, kuten esi-
merkiksi immunohistokemiassa. Fiksointi suoritetaan useimmin upottamalla kudosnayte
fiksatiiviin heti irrottamisen jalkeen. Kokonaisille elimille voidaan myds suorittaa esifik-
saatio. Esifiksaatiossa verisuonisto huuhdellaan verettdmaksi, jonka jalkeen kudoksen
verisuonisto huuhdellaan fiksatiivilla. Nain fiksatiivi padsee kudokseen verisuoniston
kautta. Taman jalkeen kudos upotetaan viela fiksatiiviin parhaimman tuloksen saavutta-
miseksi. Fiksoinnin paatteeksi kudoksesta pestaan ylimaarainen fiksatiivi pois puskuri-

liuoksen avulla. (Rantala & Lounatmaa 1998: 65—-67.)

Jotta kudoksesta saadaan leikattua ohuita leikkeitd kylm&amikrotomin eli kryostaatin
avulla, taytyy kudos jaadyttaa. Jaatymisen seurauksena kudos kiinteytyy leikattavaksi.
Jaadytys tulee suorittaa mahdollisimman nopeasti, jotta kudosta rikkovia jaakiteita ei
paase muodostumaan. Ennen jaadyttamista kudokselle voidaan suorittaa jdddytyssuo-
jaus, jotta kudoksessa oleva vesi ei paasisi kiteytymaéan ja nain vaurioittamaan hienora-

kenteita. Jaadytyssuojauksessa kaytetdan hyvaksi vettd sitovia jaadytyssuoja-aineita,
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jotta vesimolekyyleja ei jad kudokseen vapaaksi. Parhaiten jAddytyssuojaus onnistuu ku-
doksen upottamisella sokeriliuokseen. Jaadytyssuojauksen jalkeen jaddytys suoritetaan
useimmiten upottamalla kudos nestetyppeen tai kylméan isopentaaniin. Isopentaanissa
nayte jaatyy tasaisemmin ja sailyttda nain muotonsa paremmin. Jaadytyksen jalkeen ku-
dos voidaan siirtdaé pakastimeen odottaman leikkausta. (Rantala & Lounatmaa 1995:
112; Rantala & Lounatmaa 1998: 69-71.)

2.5.2 Immunohistokemia

Immunohistokemialla tarkoitetaan menetelméaa, jonka avulla voidaan havaita tiettyja an-
tigeeneja kudoksissa tai soluissa sille spesifisella vasta-aineella. Menetelm& perustuu
siis vasta-aineen ja sen antigeenin sitoutumiseen keskenaan, mika voidaan havaita mik-
roskoopilla merkkiaineen avulla. Leimausmenetelméassa merkkiaine liitetaan joko suo-
raan vasta-aineeseen tai se suoritetaan monivaiheisena prosessina. (Rantala & Lounat-
maa 1998: 133.)

Antigeeni on molekyyli, joka tunnistetaan kudoksesta spesifisen vasta-aineen avulla.
Vasta-aine sitoutuu antigeenin epitooppiin. Vasta-aineet ovat seerumin proteiineja, joita
kutsutaan my6s immunoglobuliineiksi. Niitd on viisi eri luokkaa: IgA, IgD, IgE, 1gG ja IgM.
Immunohistokemiassa kaytdssa olevista vasta-aineista IgG on yleisin, mutta myés IgM-
luokkaa k&ytetdan. Vasta-aine voi olla mono- tai polyklonaalinen. Monoklonaalinen
vasta-aine sitoutuu ainoastaan yhteen epitooppiin, kun taas polyklonaalinen vasta-aine
sitoutuu saman proteiinin eri epitooppeihin sen sisaltamien immunoglobuliinimolekyylien
takia. (Rantala & Lounatmaa 1998: 133-135).

Immunofluoresenssimenetelmissa kaytetaan hyvaksi fluorokromeja eli fluoresoivia vari-
aineita. Fluorokromit absorboivat korkeaenergista lyhytaaltoista valoa kuten UV-valoa tai
laserilla tuotettuja muita valon aallonpituuksia. Tasta energiasta ne kayttavat osan sisai-
seen elektronin siirtoon ja taten emittoivat matalaenergista nakyvaa valoa. Immunofluo-
resenssimenetelmid on useita erilaisia. Suorassa immunofluoresenssimenetelméassa
kaytetaan vain yhta fluorokromileimattua antigeenille spesifista vasta-ainetta. Epasuo-
rassa immunofluoresenssimenetelmassa kaytetdan seka primaari- ettd sekundaari-
vasta-ainetta eli varjays on kaksivaiheinen. Varjayksen ensimmaisessa vaiheessa lei-
maamaton primaarivasta-aine sitoutuu tutkittavan antigeenin epitooppiin. TAméan jalkeen

suoritetaan toinen inkubaatio, jossa fluorokromimerkitty sekundaarivasta-aine sitoutuu
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primaarivasta-aineeseen. Menetelma on herkempi kuin suora menetelma ja antaa luo-
tettavamman tuloksen. Fluorokromit havaitaan ja niita tarkastellaan fluoresenssimikro-
skopian avulla. (Rantala & Lounatmaa 1998: 136, 140-141.)

Varjays voi aiheuttaa epaspesifista vasta-aineiden sitoutumista. Tata voidaan estaa ka-
sittelemalla leikkeita vetyperoksidi-liuoksessa seké suorittamalla niille avidiini-biotiinika-
sittely. Liséksi leikkeille tulee suorittaa blokkaus-inkubaatio ennen vasta-ainevarjaysta.
Tassa liuoksessa on hyva kayttaa tavallista seerumia, joka on tuotettu samassa elai-
mesta kuin sekundaarivasta-aine. Naiden keinojen avulla tulisi valttya epéaspesifiselta
sitoutumiselta. (Taylor ym. 2011: 4, 22-23.)

2.6 Mikroskopia

Mikroskopia on merkittava tyokalu modernissa solubiologiassa. Mikroskoopeissa on ny-
kyaan useita ominaisuuksia, joiden avulla voidaan kuvantaa biologisia naytteita jopa so-
lutasolla. Mikroskooppiset menetelmat voidaan jakaa valomikroskopiaan ja fluoresens-
simikroskopiaan. Tutkimuksessa rutiinin omaiseen kuvantamiseen epifluoresenssimik-
roskopia on hyva lahtdkohta, silla sitd on helppo kayttaa, silla on melko hyva herkkyys ja
sen kayttd on suhteellisen nopeaa. (Thorn 2016: 219, 221.)

2.6.1 Valomikroskopia

Tavallisessa valomikroskopiassa valonlahde ja detektoiva objektiivi ovat sijoitettu nayt-
teen vastakkaisille puolille. Kuva muodostuu naytteen vaikutuksesta valon kulkuun, silla
nayte joko absorboi, siroaa tai taivuttaa valoa. Useimmat solut ovat ohuita ja lapinakyvia,
joten helpoin tapa saada halutut solut nakyviin on véarjata ne, jolloin solut saadaan naky-
maan tummina vaalealla taustalla. Esimerkiksi tummaksi varjattyja cFos-soluja voidaan

tarkastella valomikroskoopilla. (Thorn 2016: 219.)

2.6.2 Fluoresenssimikroskopia

Fluoresenssimikroskopia on tehokas tydkalu solu- ja molekyylibiologian tutkimuksiin. Se
soveltuu erityisesti neurobiologian tutkimuskohteisiin, silla sen avulla voidaan tarkastella
solujen fysiologiaa solukomponenttien tasolla. Kudoksista tai soluista pystytdan tutki-

maan visuaalisesti fysiologisia prosesseja sekd systeemeja. Fluoresenssimikroskopia
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mahdollistaa muun muassa proteiinien yhteyksien ja sijaintien, ionien kuljetuksen seka

metabolian tutkimisen. (Combs 2010: 1.)

Fluoresenssimikroskooppeja on useita erilaisia. Useimmissa mikroskoopeissa on paal-
tavalojarjestelma (epi-illumination), jossa mikroskoopin valo tulee nimensa mukaisesti
naytteen paaltad. Fluorokromit eli fluoroforit ovat kemiallisia molekyyleja, jotka fluoresoi-
vat. Fluorofori absorboi fotoneita, joissa tapahtuvat muutokset virittavat elektronit uuteen
tilaan. Lopulta virittaytynyt tila purkaantuu ja absorboitunut energia vapautuu. Nain fluo-

rofori emittoi energiaa ja palaa normaaliin tilaansa. (Webb & Brown 2013: 29-30.)

Fluoresenssimikroskopian vaatimuksena on, etta tutkittavan objektin tulee fluoresoida.
Fluoresenssilla tarkoitetaan valon emissiota, joka tapahtuu nanosekunteja valon ab-
sorption jalkeen. Ero eksitoidun ja emittoidun aallonpituuden valilla maarittelee fluore-
senssin voimakkuuden. Kun filtterin avulla estetdan eksitoituva valo, voidaan saada na-
kyviin vain emittoituva fluoresenssi ja n&in n&dhda ainoastaan objektit, jotka fluoresoivat.
Jopa yksittéiset fluoresoivat molekyylit voidaan saada nakyviin, jos taustassa ei ole pal-
joa autofluoresenssia. Fluoresoivilla vasta-aineilla varjattyja naytteita voidaan tarkastella
fluoresenssimikroskopian avulla, jolloin varjatyt solut erottuvat varillisind tummaa taustaa

vasten. (Sanderson ym. 2014: 1-2.)

Immuonofluoresenssinaytteilla esiintyy taustafluoresenssia. Tata aiheuttavat useat teki-
jat muun muassa kollageeni, lipofuskiini, eri rauhaseritteet, liilan suuri primaarivasta-ai-
nepitoisuus, konjugoitumaton fluorokromi, riittamattémat pesut, huono fiksaatio, kudok-
sen puristuminen ja biatiini. Biotiini voidaan poistaa leikkeista avidiini-biotiinikasittelyn
avulla. (Rantala & Lounatmaa 1998: 151-153).

3 Tavoitteet

Tama insindorityo oli jatkoa aikaisemmalle tutkimukselle. Aiemmassa tutkimuksessa ha-
vaittin uuden ympaériston aiheuttavan liiallista cFos-ilmentymistd hippokampuksessa
GluAl-poistogeenisilla hiirilld. Uudet arsykkeet aiheuttavat GluA1-/- -hiirilla liiallista hip-
pokampuksen reaktiivisuutta, mik& mahdollisesti saa aikaan hiirten hyperaktiivisen kéayt-
taytymisen. Ladkehoidollisessa tutkimuksessa havaittiin, etta hippokampuksen liiallista

aktiivisuutta voitiin heikentdd glutamaatin muunteluun perustuvilla hoitomuodoilla
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GluA1-/- -hiirilla. Hippokampuksen neuroneiden aktiivisuuden vahenemisté arvioitiin mit-
taamalla cFos-ilmentymisen muutoksia kyseisella aivoalueella. (Procaccini ym. 2011:
161-162).

Taman insinddrityon tarkoituksena oli selvittda neuroneita hiljentavan DREADD-resep-
torin vaikutusta hippokampuksen neuroneiden aktiivisuuteen GluAl-poistogeenisessa
manian hiirimallissa. Neuroneiden aktiivisuutta tutkittiin varjaamalla ja laskemalla aivo-
leikkeista cFos-solut ja suorittamalla tilastollinen testi saaduille tuloksille. Lisaksi selvitet-
tiin virusinjektion ja injektion mahdollistaneen ohjauskanyylin sijainti aivokudoksessa ai-
voleikkeistd sekda DREADD-reseptorin toimivuus ja levinneisyys aivojen eri osa-alueille

mCherry-varjayksen avulla.

4 Materiaalit ja menetelmat

Tutkimus ja toteutus koostuivat neljasta eri vaiheesta, joita olivat hiirille annettavat vi-
rusinjektiot ja aivojen perfuusio, aivoleikkeiden teko, immunohistokemiallisen varjayksen
suunnittelu ja toteutus seka mikroskopia ja kuvankasittely. Kuvassa 4 on havainnollis-

tettu tydn eri vaiheiden etenemista vaihekuvien avulla.
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Kuva 4. Tyon eri vaiheiden eteneminen. A) perfusoidut hiiren aivot, B) aivojen jaadyttdaminen
kuivajailla, C) aivojen leikkaaminen kryostaatilla, D) aivojen varjays 24- ja 6-kuoppalevyilla,
E) varjayksen inkubointivaihe ravistelijassa, F) mikroskoopilla otettu kuva varjatysta aivoleik-
keesta.

Kuvassa 4 on esitetty tyon eri vaiheita, joita ovat A) aivojen perfusointi, B) aivojen jaa-
dyttdminen, C) aivoleikkeiden leikkaaminen kryostaatilla, D—E) aivoleikkeiden varjaami-
nen sek& F) mikroskopointi ja kuvankasittely. Tydssa edettiin vaiheittain ja osa ty6vai-
heista suoritettin useampaan kertaan. Tydssa kaytetyt laitteet ja reagenssit on esitetty

litteessa 1.

4.1 Hiiret

Tutkimuksen ensimmaisessa vaiheessa valittiin tutkimusasetelmaa vastaava hiirimalli,
jonka avulla voitiin tutkia kyseisten DREADD-reseptoreiden toimintaa. Kyseisessa tutki-
muksessa valittiin kaytettavaksi GluAl-poistogeeninen hiirikanta, jonka avulla mallinne-
taan kaksisuuntaisen mielialah&irion maniavaihetta. Kyseisilta hiiriltd on inaktivoitu

AMPA-reseptoreiden alayksikkdon kuuluva Grial-geeni, jolloin sen koodaavan GIluA1l-
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alayksikon proteiinintuotto estyi. Kontrolliryhmaksi tutkimukseen valittiin luonnollisesti vil-
lityypin hiiret eli GluA1+/+ -hiirikanta. Kaikki tutkimuksessa kaytetyt GluA1-/- -hiiret seka
villityypin kontrollihiiret GluA1+/+ saatiin jalostuksesta. Hiiristd otetuille naytteille suori-
tettiin genotyypitys hiirten perimén varmistamiseksi ennen kokeiden aloitusta. (Procac-
cini ym. 2011: 162; Zamanillo ym. 1999: 1805, 1808.)

Tutkimukseen valittiin yhteensa 21 koe-elainta. 11 hiirista oli poistogeenisia (knock out,
KO) ja 10 villityyppia (wild type, WT). Kaikki hiiret satunnaistettiin antamalla jokaiselle
numero 1-20, jotta tutkimuksen aikana ei tiedetty, mihin ryhmé&én jokainen hiiri kuului
eika taten voitu tietoisesti vaikuttaa tai ohjailla tutkimuksen tuloksia. Molemmista ryh-
mista noin puolelle annettiin laédkeaineena CNO:ta (Clozapine-N-oxide, 3 mg/kg liuok-
sena 10 ml/kg vatsakalvon onteloon) ja puolelle kontrollina pelkkaa kantoainetta eli ve-
hikkelia (0,9 % NaCl — 0,5 % DMSO). Poistogeenisista hiirista 6 sai CNO-liuosta ja 5
vehikkeliliuosta kun taas villityypin hiiristd 5 sai CNO-liuosta sekéa 5 vehikkeliliuosta.

4.2 DREADD-reseptorin iimentaminen GluAl-hiirimallin hippokampuksessa

Koe-eldaimille annettiin virusinjektio, jonka tarkoituksena oli vieda tutkittavat DREADD-
reseptorit halutulle aivojen alueelle. Hippokampukseen injektoitavaksi virukseksi valittiin
AAV-CamKIlla-hM4Di-mCherry. CaMKII toimi promoottorina, jolla DREADD-reseptorit il-
mennettiin glutamaattisoluissa. Promoottoriin liitettiin siis suoraan DREADD-reseptori,

jonka peréaan liitettiin mCherry.

Injektio toteutettiin ohjauskanyylin avustuksella, jossa kaksi palkilla yhdistettyd kanyylia
oli kiinnitettyin& hiiren aivoihin. Naiden ohjauskanyylien sisaan laitettiin neula, jossa virus
oli. Virus injektoitiin aivoihin ohjauskanyylin sisalla olleen neulan kautta haluttuun koh-
taan aivoissa. Injektio pyrittiin kohdistamaan koordinaatteihin anteriorinen-posteriorinen
(anterior-posterior, AP) —1,94; mediaalinen-lateraalinen (medial-lateral, ML) +/— 1,00 ja
dorsaalinen-ventraalinen (dorsal-ventral, DV) —2. Koordinaatit mitattiin hiirille annettavia
injektioita varten tehdyn mittakehikon avulla, jolloin tiedettiin, mihin kohtaan ja miten sy-

vélle aivoihin neula tuli asettaa. Injektion jalkeen neula ja kanyylit poistettiin hiiren paasta.

Virusinjektioiden jalkeen hiiret jatettiin kahdeksi viikoksi elamaan normaalia elamaansa.
Taman ajan kuluessa odotettiin viruksen asettuvan aivoihin ja reseptorin proteiinintuo-

tannon alkavan ja muuttuvan maksimaaliseksi ja vakaaksi.
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Odotusajan jalkeen hiirille suoritettiin perfuusio ja aivojen keraaminen. Aina ennen per-
fuusiota valmistettiin tuore 4-prosenttinen PFA-liuos (PBS:ss&). Perfuusio aloitettiin an-
tamalla hiirelle Mebunat-nukutusainetta injektiona vatsaan. Hiiren vaivuttua anestesiaan
se kiinnitettiin alustaan ja liuospumpussa kiinni oleva neula tyénnettiin sydamen vasem-
paan kammioon. Sydamen oikeaan eteiseen tehtiin veitsella viilto, jotta veri paasi pois-
tumaan suonistosta. Perfuusion kirurgiset vaiheet on esitetty kuvassa 5. Taman jalkeen
pumppu laitettiin paalle ja 1xPBS-liuosta (0,13 M NaCl — 7 mM Naz;HPO, - 7H,0O — 3 mM
H2NaO4P) kierratettiin hiiren verisuoniston lapi veren poistamiseksi. Liuos vaihdettiin 5
minuutin jalkeen 4-prosenttiseen PFA-liuokseen. PFA polymerisoituu hiiren elimistdssa
ja jahmettad kudokset muuttumattomiksi pysayttamalla entsyymien toiminnan ja mikro-

bien kasvun. Lopuksi hiiren aivot kerattiin varovasti talteen kallon sisalta.

U Q

Kuva 5. Kirurgiset vaiheet perfuusion suorittamiseksi hiirelle (Gage ym. 2012: 4).

Aivot siirrettiin PFA-liuosta sisaltavaan 15 ml:n falconputkeen ja niiden annettiin olla jaa-
kaapissa yon yli. Seuraavana paivana aivot siirrettiin jadkaappiin 30-prosenttiseen su-
kroosiliuokseen. Aivoja sailytettiin sukroosiliuoksessa, kunnes aivoissa oleva vesi oli kor-
vautunut sokeriliuoksella. Talléin solut eivat pdésseet hajoamaan ja repedmaan jaady-
tyksen aikana. Veden korvautuminen kesti noin 1-2 paivaa ja kun aivot olivat vajonneet

sukroosiliuoksessa falconputken pohjalle, ne olivat valmiita ja&dytysta varten (kuva 4A).

Ennen aivojen jaadytysta ne pestiin 1XxPBS-liuoksella, jotta ylimaarainen sukroosi saatiin
poistettua aivojen pinnalta. TAman jalkeen aivot siirrettiin kuivajailla olevaan isopentaa-
niin. Aivojen annettiin olla isopentaanissa noin 10 sekunnin ajan, jonka aikana aivojen

uloin kuori jaatyi ja muutti varidén valkoiseksi. Taméan jalkeen aivot siirrettiin kuivajailla



20

olevan metallilevyn péaalle jaatymaéan lopullisesti yhden tunnin ajaksi (kuva 4B). Jaady-
tyksen jalkeen aivot kaarittiin parafilmiin ja folioon ja siirrettiin pakastimeen —80 °C:n lam-

potilaan sailytykseen.

4.3 Aivoleikkeet

Jaadytetyt aivot leikattiin Leica CM3050S -kryostaatilla 40 um paksuiksi aivoleikkeiksi.
Ennen leikkauksen aloittamista aivot siirrettiin —80-asteisesta syvajidpakastimesta sula-
maan —20-asteiseen kryostaattikammioon tunnin ajaksi. Taméan jalkeen aivot liimattiin
naytealustaan ja niiden asento sdadettiin suoraan, jolloin leikatessa saatiin ehjid ja suo-
ria leikkeitd suoristinlasin ja metallialustan vdliin (kuva 4C). Ensimmaisten naytteiden
kohdalla leikkeita tehtiin koko aivoista, mutta myéhemmin havaittiin, etta pelkan hippo-
kampuksen alueen leikkeet riittavat tutkimukseen. Aivoleikkeiden keradminen aloitettiin
hieman ennen hippokampusta ja sita jatkettiin vahan kyseisen kohdan yli. Jokaisesta
aivosta arvioitiin myos injektiokohta seka sen sijainti Bregmaan néhden hiirten aivoatlak-

sen avustuksella.

Aivoleikkeet siirrettiin leikkauksen jalkeen pensselin avulla 24-kuoppalevylle jaatymi-
senesto-liuokseen (0,5x PBS — 25 % etyleeniglykolia — 25 % glyserolia). Yhteen kuop-
paan pipetoitiin noin 1-2 ml liuosta, johon siirrettiin maksimissaan 5 valmista leiketta.
Kuoppalevyn kansi tiivistettiin parafilmin avulla ja kanteen merkittiin sen sisaltaman nayt-
teen tiedot selkeasti nakyviin. Kuoppalevyja sailytettiin pakastimessa —20 °C:n lampoti-

lassa aivoleikkeiden varjaykseen asti.

4.4  Aivoleikkeiden varjays

Aivoleikkeet varjattiin, jotta aivoalueilta saatiin nakyviin DREADD-reseptorit sekd cFos-
solut. Eri varjaysmenetelmia suunniteltiin kolme erilaista ja naita jokaista testattiin par-
haan lopputuloksen selvittdmiseksi. Taulukossa 1 on kerrottu eri varjdysmenetelmissa
kaytetyt vasta-aineet, niiden kaytetyt pitoisuudet inkubaatiossa seka valmistaja ja tuote-

numero.



Taulukko 1. Eri varjaysmenetelmissa kaytetyt vasta-aineet,

seka tuotteiden valmistajat ja tuotenumerot.

Varjays- | cFos- cFos- mCherry- mCherry-

mene- primaari- sekundaari- primaari- sekundaari-

telma vasta-aine vasta-aine vasta-aine vasta-aine

Varjays | goat donkey rabbit donkey

1 anti-cFos anti-goat 488 anti-mCherry anti-rabbit 594
1:250 1:1000 1:500 1:1000
Santa Cruz Life Abcam Abcam
Biotechnology Technologies ab167453 ab150076
sc-52-G A11055

Varjays | goat donkey rabbit donkey

2 anti-cFos anti-goat 405 anti-mCherry anti-rabbit 594
1:250 1:1000 1:500 1:1000
Santa Cruz Abcam Abcam Abcam
Biotechnology ab175664 ab167453 ab150076
sc-52-G

Varjays | goat horse rabbit donkey

3 anti-cFos biotinylated anti-mCherry anti-rabbit 594
1:800 anti-goat 1:800 1:1000
Santa Cruz 1:200 Abcam Abcam
Biotechnology Vector ab167453 ab150076
sc-52-G BA-9500
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inkuboinnissa kéaytetyt pitoisuudet

Ensimmaisessa varjaysmenetelmassa molemmat primaarivasta-aineet liuotettiin ensim-
maisena paivana samaan aikaan blokkauspuskuriin ja vastaavasti toisena paivana mo-
lemmat sekundaarivasta-aineet laitettiin inkubointiin samanaikaisesti. Kyseinen mene-
telma kesti kaksi paivaa ja siina kaytettiin vain pesuja, blokkausta ja vasta-ainevarjaysta.
Toisessa varjaysmenetelmassa kokeiltiin uutta sinisena fluoresoivaa cFos-sekundaari-
vasta-ainetta. Molemmat primaarivasta-aineet laitettiin inkubointiin taas samanaikaisesti
kuten myds sekundaarivasta-aineetkin. Kolmannessa varjayksessa kokeiltiin uutta cFos-
sekundaarivasta-ainetta suuremmalla pitoisuudella. Lisaksi mCherry-primaarivasta-ai-
neen pitoisuutta inkuboinnissa vahennettiin. Tassa varjayksessa suoritettiin ensin cFos-
varjays ja taméan jalkeen mCherry-varjays erillisend, joten varjays kesti yhteensa kolme

paivaa.

Varjays kesti kerrallaan kolme paivaa ja se suoritettiin liitteen 2 mukaan. Jokaisesta ai-
vosta valittiin enintaan 4 leikettd yhdelle varjayskierrokselle. Jokaisen aivon leikkeet ké&-

siteltiin omissa kuoppalevyissa, jolloin tiedettiin varmasti, mika leike oli peraisin mistékin



22

aivosta. Ennen jokaista ohjeessa olevaa virallista pesua leikkeille suoritettiin esipesu,
joka koostui kolmesta erillisesta minuutin mittaisesta pesusta. Kaikki varjaykseen kuulu-
vat pesut suoritettiin 6-kuoppalevyilla (kuva 4D) tilavuuden maksimoimiseksi ja pesutu-
loksen paranemiseksi. Kaikki inkuboinnit sen sijaan suoritettiin 24-kuoppalevyilla (kuva
4D), jotta tilavuus oli mahdollisimman pieni ja vasta-aineita tarvittiin mahdollisimman va-
han. 24-kuoppalevyille pipetoitava kokonaistilavuus oli aina 500 pul varjayksen jokaisessa
vaiheessa. Kaikki pesut ja inkuboinnit suoritettiin kuoppalevyjen ollessa ravistelijassa
(kuva 4E). Varjayksen jalkeen leikkeet siirrettiin 1XPBS-liuoksen avulla mikroskooppi-
lasille, jossa ne suoristettiin ja mahdolliset irronneet osat aseteltiin paikoilleen pensselin
avulla. Asettelun jalkeen lasit suojattiin valolta ja ylimaaraisen nesteen annettiin kuivua
pois noin tunnin ajan. Lopuksi laseille lisattin muutama tippa mounting mediaa, jonka
avulla leikkeiden paalle liimattiin peitinlasi. Varjattyja leikkeita sailytettiin mikroskooppi-

lasikotelossa valolta suojattuna +4 °C:n lampétilassa.

4.5 Mikroskopia ja kuvankasittely

Varjatyt aivoleikkeet mikroskopoitiin seka fluoresoivalla etta tavallisella valolla. Leik-
keissa olevan mCherry-fluoresenssileiman takia leikkeet kuvattiin 594 nm:n aallonpituu-
della. Kuvissa mCherry nakyi punaisena (kuva 4F). Tavallisella valolla kuvatessa cFos
nakyi mustina pisteina. Kuvat otettiin 20-kertaisella suurennoksella tiling-menetelmalla
rajaamalla alue hippokampukseen. Tama tarkoittaa sitd, ettd mikroskooppi ohjelmoitiin
ottamaan rajatulta alueelta useampi pienempi kuva ja littdmaan kuvat yhdeksi isoksi
kokonaisuudeksi. Yhden aivoleikkeen hippokampuksen kuvaamisessa kului noin 20-30

minuuttia.

Kuvista selvitettin DREADD-reseptorin levidmistda mCherryn avulla koko aivojen alu-
eelle. Lisdksi tutkittin mCherryn ja cFos-ekspressioiden paallekkaisyytta soluissa eli sita
nakyiko punaista ja mustaa leimaa paallekkain. Viimeiseksi tutkittiin eri hiirten cFos-eks-
pressiota hippokampuksen alueella laskemalla 20-kertaisista hippokampuksesta ote-
tuista kuvista varjaytyneet cFos-solut jokaisesta aivosta erikseen. Solumaarien tilastolli-
sesti merkitsevia eroja tutkittiin tekemalla tuloksille varianssianalyysi eli kaksisuuntainen

ANOVA (analysis of variance).
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5 Tulokset

Tybssa haluttiin selvittdd virusinjektion ja injektion mahdollistaneen ohjauskanyylin si-
jainti aivokudoksessa aivoleikkeistd, DREADD-reseptorin levinneisyytta aivojen eri osa-
alueille seka kyseisen neuroneita hiljentavan DREADD-reseptorin vaikutusta neuronei-
den aktiivisuuteen GluAl-poistogeenisessa manian hiirimallissa cFos-proteiinin ilmenty-
misen avulla. Oletuksena oli, ettd DREADD-reseptori hM4Di olisi vahentanyt hippokam-
puksen neuroniarsytysta GluAl-hiirikannalla. Tama tarkoittaa sita, etta hiirten kokema
uuden ympariston aiheuttama hyperaktiivisuus olisi laskenut ja niiden maaninen kaytos
rauhoittunut. DREADD-reseptoreiden toimivuutta haluttiin selvittdd cFos-ekspression
avulla. Tama tarkoittaa sita, ettda DREADD-reseptoreita merkkaava punainen mCherry-
fluoresenssileima ja solun aktiivisuutta merkkaavaa musta cFos-piste tulisi l0ytya sa-
masta solusta. Talléin voidaan todeta DREADD-reseptorin toimivan. Muualta hippokam-
puksen alueelta cFos-ekspression olisi pitanyt vahentya GluAl-hiirilla verrattuna kontrol-

lirynmaan.

Ennen oikeiden naytteiden leikkaamista ja varjaamista haluttiin varmistaa, etta aivoleik-
keiden teko sujuu ja hiirten aivoatlaksen avulla on mahdollista méaarittaa oikea leikkaus-
kohta aivoista. Oikean kohdan I6ytyminen varmistettiin tekemalla aivoleikkeita harjoitus-
aivoista ja varjaamalla naista leikkeista solujen sytoplasma Tioniini-varjayksella leikkeen
rakenteiden hahmottamiseksi. Varjaykset tehtiin 40 um paksuille leikkeille. Kuvassa 6 on
tioniinivarjatty aivoleike Bregman ollessa —1,94 ja suurennos hippokampuksesta ja mo-

lemmista dentate gyruksen alueista.
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Kuva 6. 10-kertaisella suurennoksella otettu kuva tioniinilla varjatysta 40 um paksuisesta hiiren
aivoleikkeestd, jossa solujen sytoplasma on vérjaytynyt violetiksi. A) aivoleike Bregman ol-
lessa —1,94, B) tarkennus hippokampukseen ja C) suurennokset dentate gyruksen alueista.

Kuvista havaittiin, ettd aivojen oikea kohta kyseiselle tutkimukselle on lI6ydettavissa leik-
kauksen aikana ja aivoleikkeiden teko tutkimuksessa voidaan kohdistaa hippokampuk-
sen dentate gyruksen alueesta saataviin leikkeisiin.

Alkukokeissa havaittiin, ettd paras varjaystulos saavutettiin kaytettdessa kolmatta véar-
jaysmenetelmaa (taulukko 1). Kaytetty cFos-primaarivasta-aine oli goat anti-cFos ja se-
kundaarivasta-aine horse anti-goat. mCherryn primaarivasta-aine oli rabbit anti-mCherry
ja sen sekundaarivasta-aine donkey anti-rabbit 594. Tata varjaysmenetelmaa alettiin op-
timoida parhaimman lopputuloksen saavuttamiseksi. Havaittiin, etta oli parempi suorittaa
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cFos- jamCherry-vasta-aineiden inkubaatiot erillaan toisistaan ja ensin tehda koko cFos-
varjays ja vasta taman jalkeen mCherry-varjays. Lisaksi selvitettiin, ettd vetyperoksidi-
kasittely seka avidiinin ja biotiinin kayttd varjayksesséa vahensivéat taustan muodostu-
mista. Havaittiin myos, etté naytteille kannatti suorittaa kaupallisen ABC-kitin kasittely
seka DAB-varjays, jotta cFos-solut saatiin paremmin nakyviin mustina pisteina. Nain
saatiin kehitettya cFos-DAB ja mCherry-fluoresenssivérjays ja tama varjaysmenetelma

valittiin kaytettavaksi kaikkien aivoleikkeiden lopulliseen varjaykseen (liite 2).

5.1 Viruksen injektiokohta

Virusinjektio hiirten aivoihin toteutettiin ohjauskanyylilla, jossa kaksi palkilla yhdistettya
kanyylia oli kiinnitettyin& hiiren aivoihin. N&iden ohjauskanyylien sisaéan laitettiin neula,
jonka avulla virus injektoitiin halutulle aivoalueelle. Injektio pyrittiin kohdistamaan koordi-
naatteihin AP —-1,94; ML +/— 1,00 ja DV —2,0. Tama tarkoittaa sita, ettéd oikea injektiokohta
etu-takasuunnassa oli —1,94 mm:n etdisyydella Bregmasta, yla-alasuunnassa 1,00
mm:n etdisyydelld ja —2,0 mm:n syvyydelld. Toteutuneet injektiokohdat arvioitiin aivoleik-
keita leikattaessa, silla kohdat nékyivat mustina alueina ja joistakin aivoista pystyi néke-
maan liséksi injektioneulan jaljet. Koordinaattien arvioinnissa kaytettiin apuna hiirten ai-
voatlasta. Liitteessa 3 olevassa taulukossa 2 on esitetty jokaisesta aivosta havaitut in-
jektiokohdat.

Liitteen 3 taulukosta havaitaan, etta injektiokohtien koordinaatit vaihtelevat —1,7 mm ja
—2,27 mm:n valilla. Noin kymmenessa eli puolessa naytteista ainakin toinen injektio oli
osunut haluttuun koordinaattiin —1,9. Muut injektiokohdat vaihtelevat naytteesta riippuen.
Ohjauskanyylin ollessa vinossa luonnollisesti toinen injektiokohta oli toista puolta edem-
pané. Tallgin injektiot osuivat eri koordinaateille. Mitd enemmaé&n ohjauskanyyli oli vi-
nossa, sitda kauempana injektiokohdat olivat toisistaan. Suurimmassa osassa naytteista
injektiokohdat eivat olleet hyvin kaukana toisistaan. Poikkeuksena kuitenkin viimeinen
nayte numero 21, jossa ohjauskanyyli on ollut selkeésti vinossa ja injektiokohdat ovat
siksi jopa 0,48 mm:n p&assa toisistaan. Kaikkien muiden néaytteiden injektiokohdat ovat

olleet tata lahempana toisiaan tai tdsmalleen samassa kohdassa.

AP-koordinaattien lisdksi oli tarpeen arvioida injektioiden syvyytta sek& onnistumista

myds ML-suunnassa. Kuvassa 7 on koottu yhteen jokaisesta aivosta havaitut kolme
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koordinaattia eli todelliset kolmiulotteiset injektiokohdat. Kuvassa on 5 aivoleiketta pe-
rékkain kronologisessa jarjestyksessa alkaen ensimmaisend aivoleikkeitd tehtdessa
eteen tulevasta leikekohdasta, jolle injektiokohtia sijoittui. Kuvan aivoleikkeiden koordi-
naatit ovat likuttaessa alhaalta ylos AP —1,70; —1,82; —1,94; —2,06 ja —2,18 Bregmasta.
Injektion ML-koordinaatin ja syvyyden voi havaita kyseisisté leikkeista injektiokohdan si-
joittumista kuvaavan pisteen avulla. Kuvassa on havainnollistettu myds poistogeenisten
(KO) ja villityypin (WT) koe-elainten injektiokohtien jakaumaa kuvaamalla KO-hiirten in-

jektiokohdat mustalla taytettyina pisteina ja WT-hiirten valkoisella taytettyina pisteilla.
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Kuva 7. Kuva viruksen injektiokohdista. Kuvan aivoleikkeiden koordinaatit ovat liikkuttaessa al-
haalta ylos AP —1,70; —1,82; —1,94; —2,06 ja —2,18 Bregmasta. Poistogeenisten hiirien (KO)
injektiokohdat on merkitty mustilla pisteilld ja villityypin hiirten (WT) valkoisilla pisteilla. (mu-
kaillen Paxinos & Franklin 2013: Figure 45-49.)
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Kuvasta 7 havaitaan, ettd KO- ja WT-hiirten vélisilla injektiokohdilla ei ole ollut huomat-
tavaa vaihtelua, vaan molemmilla hiirimalleilla injektiokohdat ovat pysyneet samoilla alu-
eilla eivatka injektiot ole aiheuttaneet epaluotettavaa vaihtelua hiirityyppien valille.

Osassa aivoista injektio oli onnistunut halutulla tavalla, silla ohjauskanyyli oli asetettu
suoraan ja molemmat injektiot olivat osuneet haluttuihin koordinaatteihin. Osassa ai-
voista havaittiin, etté ohjauskanyyli oli ollut himan vinossa. Kaikki injektiot olivat kuitenkin
pienesta vaihtelusta riippumatta osuneet halutulle aivoalueelle ja tutkimus oli onnistunut

injektioiden osalta halutulla tavalla.

5.2 DREADD-reseptorin ilmentyminen ja levinneisyys

DREADD-reseptoreiden sijaintia aivoissa selvitettiin aivoleikkeiden fluoresenssivarjayk-
sen avulla, jossa punainen mCherry-leima merkkasi DREADD-reseptorin ilmentymista.
Aivoleikkeista pystyttiin havaitsemaan yksittaisia mCherrylla varjattyja soluja ja neuro-
neita. Kuvassa 8A on havaittavissa mCherrylla varjaytyneitd neuroneita, joissa solu na-
kyy pistemaisena ja aksonit rihmamaisina. Kuvassa 8B on injektioneulan lavistama den-

tate gyruksen alue, jossa positiivia neuroneita |6ytyy alueen molemmin puolin.
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Kuva 8. A) 20-kertaisella suurennoksella otettu kuva 40 um paksuisen aivoleikkeen dentate gy-
ruksen alueesta, jossa neuronit on varjatty mCherry-fluoresenssivarjayksella. B) 20-kertai-
sella suurennoksella otettu kuva 40 um paksuisen aivoleikkeen dentate gyruksen alueesta,
jossa neuronit on varjatty mCherry-fluoresenssivarjayksella. Injektioneula on lavistanyt koko
dentate gyruksen alueen ja positiivisia soluja I16ytyy alueen molemmilta puolilta.

DREADD-reseptorit olivat pysyneet padosin hippokampuksen alueella. Muutamassa ai-

vossa havaittiin myds reseptoreiden levinneisyytta injektiokohdan ymparilla. Tama joh-
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tuu injektioneulasta ja sen aiheuttamasta injektioliuoksen leviamisesta neulan pistokoh-
dan ympérille. Kuvassa 9 on esitetty kolme erilaista injektiotapausta, joissa kuvassa A
injektio on onnistunut vain toiselle puolelle, kuvassa B injektio on osunut molemmille
puolille ja kuvassa C injektio on osunut molemmille puolille, mutta on levinnyt neulan

kulkemalle matkalle ja ohittanut dentate gyruksen alueen.

Kuva 9. 10-kertaisella suurennoksella otetut kuvat 40 um paksuisista mCherrylla varjatyista ai-
voleikkeista. A) injektio on onnistunut vain vasemmalle puolelle, B) injektio on osunut molem-
mille puolille ja C) injektio on levinnyt neulan kulkureitin varrelle ja ohittanut dentate gyruksen
alueen.

DREADD-reseptoreiden sijainnin liséksi haluttiin selvittdd DREADD-reseptoreiden toi-
mivuutta. Solujen aktiivisuutta merkkaava musta cFos-piste tulisi I10ytyd samasta solusta
mCherry-leiman kanssa, jolloin voimme todeta DREADD-reseptorin toimivan. Osassa
aivoista pystyttiin havaitsemaan mCherry- ja cFos-positiivisia soluja dentate gyruksen
alueelta. Kuvassa 10 on kolme eri filtterilla otettua kuvaa 40 um aivoleikkeen oikean
puolen dentate gyruksen alueesta. Kuvassa 10A on yhdistettyna kuvassa 10B oleva va-
lomikroskooppikuva seka kuvassa 10C oleva 594 nm:n fluoresenssikuva. Kuvista havai-
taan, ettd valomikroskooppikuvassa cFos-solut nakyvat mustina pisteina (kuva 10B) ja

594 nm:n kuvassa mCherry-varjatyt DREADD-reseptorit nakyvat punaisina pisteina
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(kuva 10C). Yhdistetysta kuvasta (kuva 10A) selvida, ettéd osa naista soluista on saman-
aikaisesti sekd mCherry- ettd cFos-positiivisia, mista voidaan todeta DREADD-resepto-

reiden toimivan.
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Kuva 10. 20-kertaisella suurennoksella otettu kuva 40 um aivoleikkeen oikean puolen dentate
gyruksen alueesta. A) 594 nm:n fluoresenssikuva ja valomikroskooppikuva yhdistettyna, B)
valomikroskooppikuva, jossa cFos solut ovat varjaytyneet mustiksi pisteiksi, C) 594 nm:n fluo-
resenssikuva, jossa mCherry-vérjatyt DREADD-reseptorit ndkyvat punaisina pisteina.

DREADD-reseptorit eivat olleet levinneet ympari aivoja, vaan niiden esiintyminen keskit-

tyi siis hippokampuksen seké injektiokohdan ympaérille. Joissakin aivoleikkeissa resep-



32

torien punainen fluoresenssivéri oli havaittavissa koko aivoalueella kuvatessa taustafluo-
resenssina, mika hankaloitti reseptorin spesifisté paikantamista. Kuvista havaittiin myos,
ettd cFos ja mCherry ekspressoituivat osittain samoissa soluissa, mutta naiden paikan-
taminen oli paikoitellen hankalaa eika jokaisesta aivosta saatu luotettavia tuloksia.

5.3 cFos-ekspressio ja neuroneiden aktiivisuus

Mikroskooppikuvista havaittiin, etta cFos-ekspressiota l0ytyi sekd hippokampuksen etta
aivokuoren alueelta (kuva 11B). cFos-ilmentymista eli solujen aktiivisuutta arvioitiin jo-
kaisesta aivosta laskemalla cFos-soluja hippokampuksen alueesta otetuista kuvista. Ku-
vassa 11B on 20-kertaisella suurennoksella otettu kuva hippokampuksen alueesta,

jonka avulla cFos-laskenta suoritettiin.
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Kuva 11. 20-kertaisella suurennoksella tiling-menetelmalla otettu kuva aivojen hippokampuksen
alueesta. A) 594 nm:n fluoresenssikuva, B) valomikroskooppikuva ja C) molemmat kuvat yh-
distettyina.

Jokaisesta aivosta laskettiin cFos-solut dentate gyruksen alueelta aivojen molemmilta
puolilta. Saaduista tuloksista laskettiin eri genotyypeille ja ladkekasittelyille keskiarvo.
Solulaskennan tulokset analysoitiin ja niista piirrettiin kuvaaja GraphPad Prism 5 -ohjel-
malla. Kaikkien eri ryhmien tulosten keskiarvojen valilla olevia tilastollisesti merkittavia

eroja analysoitiin kaksisuuntaisella ANOVA:lla eli varianssianalyysilla. Eri genotyyppien
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ja ladkekasittelyiden eroa tutkittiin parittoman t-testin avulla. Kuvassa 12 on esitetty so-
lulaskennan tulokset pylvasdiagrammina ja liitteessa 4 olevassa taulukossa 3 on vari-

anssianalyysin tulokset taulukkomuodossa.
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Kuva 12. Aivoleikkeisté laskettujen cFos-solujen lukuméaara poistogeenisissé (ko) seka villityypin
(wt) hiirissé dentate gyruksen alueella. Tahti kuvaa tilastollisesti merkitsevaa eroa villityypin
(wt) saamien eri laédkekasittelyiden (veh, CNO) valilla. Muut genotyyppien tai ladkeaineiden
vdliset erot eivat olleet tilastollisesti merkitsevid, mutta ryhmien valilla esiintyi interaktiota.

Villityypin (WT) ja poistogeenisen (KO) hiirikantojen véliset erot solulaskennan tuloksissa
eivat olleet tilastollisesti merkitsevia (p-arvo 0,1859). Laakkeiden (veh, CNO) valiset erot
eivat olleet mydskaan tulosten perusteella tilastollisesti merkitsevia (p-arvo 0,8639). Yh-
teisvaikutus eli interaktio oli kuitenkin tilastollisesti merkitseva. Tama tarkoittaa sita, etta
paavaikutuksia ei voi tarkastella erillisin&, vaan on otettava huomioon kaikkien tekijoiden
vaikutus yhteen muuttujaan. Tama tekee tulosten tarkastelusta haastavampaa, silla te-
kijat vaikuttavat toisiinsa eri tavoin. Villityypin hiirilla CNO naytti lisdnneen cFos-aktiivi-
suutta, kun taas poistogeenisilla hiirilla CNO laski cFos-aktiivisuutta.

Saman hiirityypin saaman eri ladkehoidon vaikutuksista havaittiin, ettd poistogeenisen
hiirimallin eri ladkekasittelyiden valilla ei ollut tilastollisesti merkitsevéa eroa p-arvon ol-
lessa 0,2366. Sen sijaan villityypin eri laékekasittelyiden p-arvo oli 0,0066 ja laakekasit-
telyiden valilla oli taten tilastollisesti merkitseva ero. Vehikkelilaakittyjen villityypin ja pois-
togeenisten hiirten valilla p-arvolla 0,0744 ei ollut tilastollisesti merkitsevaa eroa, kuten

ei myoskaan CNO-laakittyjen villityypin ja poistogeenisten hiirten valilla p-arvolla 0,4955.
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DREADD-reseptori hM4Di:n oletettiin vAhentdneen hippokampuksen neuroniarsytysta
poistogeenisella GluAl-hiirikannalla ja cFos-ekspression olisi pitéanyt vahentya poisto-
geenisilla hiirilla verrattuna villityypin kontrolliryhmaan CNO-kasittelylla. Solulaskennan
tulokset talté osin olivat kuitenkin tilastollisesti merkitseméattomia. Kuvasta 12 kuitenkin
havaitaan, ettd CNO-laakityilla poistogeenisilla hiirilla cFos-soluja 10ytyi hippokampuk-
sen alueelta keskiarvoltaan hieman vahemman kuin vehikkelila&kitylté kontrolliryhmalta.
Tama tukee puolestaan kyseiselle hiirikannalle aikaisemmin suoritettua kaytoskoetta,
jossa poistogeenisten hiirten kaytds oli rauhoittunut ja niiden kokema uuden ympariston

aiheuttama manian hyperaktiivisuus oli laskenut (Procaccini ym. 2011: 161-162).

5.4 Kehityskohteita

Jatkotutkimusten kannalta on oleellista pohtia tydssa ilmenneita vaikeuksia ja epakohtia
sekd pohtia mahdollisia tapoja suorittaa aiheeseen liittyvid lisatutkimuksia. Tutkimuk-
sessa oli mukana 21 koe-elainta, jotka kuuluivat neljgaén eri rynmaa genotyypin ja laéke-
hoidon mukaan. Hiirten maara oli tilastollisen merkitsevyyden arvioinnin kannalta hieman

alhainen, joten olisi suotavaa kayttda suurempaa koe-elainmaaraa jatkotutkimuksissa.

Injektiokohtien ja varjaysten tulkinnan luotettavuuden kannalta olisi hyva varjata viela
enemman leikkeita laajemmalta alueelta ja kuvata hippokampuksen alue mahdollisim-
man monesta leikkeesta. Nain saataisiin selville eri aivoissa ja leikkeissa esiintyvaa vaih-
telua ja pystyttaisiin paremmin arvioimaan luotettavia tuloksia. Lisdksi mCherryn aiheut-
tamaa taustafluoresenssia voisi pyrkia viela vahentamaan ja varjayksen spesifisyytta

voisi arvioida paremmin eri kontrollinaytteiden avulla.

cFos-immunohistokemian kayttamiseen neuroneiden aktiivisuutta mittavana molekyyli-
markkerina sisaltyy useita potentiaalisia ongelmia. Tietyilla aivoalueilla ei tapahdu cFos-
ekspressiota riippumatta neuroniarsytyksesta, silla kyseisilta aivoalueilta puuttuvat vaa-
ditut biokemialliset lahetit, jotka saatelevat cFos-aktivaatiota neuroneissa. Lisdksi on
mahdollista, etta havaitut markkerit ovat taustan fosfaattisidonnaisia proteiineja eivatka
itsessdan cFos-proteiineja. cFos-ekspression perustasoon vaikuttaa suuresti kudoksen
kokema historia 1-12 tunnin ajalta ennen kudoksen kerdamista. Taten suurin cFos-eks-
pressio sekd sen haviaminen vaihtelevat suuresti eri aivoalueiden véalilla ajan funktiona.
Taman takia on vaikeaa ajoittaa kudoksen kerddminen tasmalleen oikein. Lisaksi cFos-

positiivisten solujen laskeminen suoritettiin manuaalisesti laskemalla varjaytyneita soluja
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mikroskooppikuvista. Téméa voi aiheuttaa vaihtelua solumé&aéarissa visuaalisen subjektiivi-
sen arvioinnin perusteella kuvien laadusta riippuen (roskat, lima, heikkolaatuinen kuva).
Olisi parempi suorittaa laskenta useammasta kuin yhdesta kuvasta jokaisen aivon koh-
dalla ja laskea naisté tuloksista keskiarvo kyseiselle koe-elaimelle. Lisaksi olisi hyva au-
tomatisoida laskentaa jonkin kuvankasittelyohjelman avulla. N&ain saataisiin tarkempia
tuloksia, joiden suuruus ei vaihtelisi niin paljon eri naytelaaduista riippuen. (Dragunow &
Faull 1989: 263.)

Kyseinen tutkimus olisi hyva toistaa uudelleen naita parannuksia noudattaen, jotta saa-
taisiin paremmin selville saatujen tulosten luotettavuus ja yhdenmukaisuus. Uutena tut-
kimuskohteena voitaisiin selvittdd mitka solut olivat aktiivisia cFos-varjayksessa eli sel-
vittdd kyseiseltd aivoalueelta aktiiviset solutyypit. Koska cFos-aktiivisuutta havaittiin
my0s aivokuoren alueella, yhtena tutkimusvaihtoehtona voitaisiin myos pitaa aivokuoren

hermosolujen hiljentamisté ja tAman vaikutusten tutkimista.

6 Paatelmat

Insin6oritydssa tutkittiin hermosolujen aktiivisuutta vahentavan DREADD-reseptorin vai-
kutusta neuroneiden aktiivisuuteen GluAl-poistogeenisessa manian hiirimallissa. Ty®
koostui neljasta eri vaiheesta, joita olivat hiirille annettavat virusinjektiot ja aivojen per-
fuusio, aivoleikkeiden teko, immunohistokemiallisen varjayksen suunnittelu ja toteutta-

minen sekd mikroskopia ja kuvankasittely.

Tybssa selvitettiin, ettd virusinjektio ja injektion mahdollistaneen ohjauskanyylin sijainti
oli optimaalinen ja virusinjektiot onnistuivat aivoihin halutulla tavalla. DREADD-reseptori
oli pysynyt pddosin halutulla hippokampuksen alueella, mutta sen lokalisaatiota saman-
aikaisesti positiivisten cFos-solujen kanssa pystyttiin havaitsemaan vain muutamista ai-
voista. Reseptorin vaikutusta yliaktiivisen hippokampuksen neuroneiden aktiivisuuteen
tutkittiin laskemalla cFos-soluja aivoleikkeista hippokampuksen alueelta, mutta naista tu-
loksista ei I10ydetty tilastollisesti merkitsevaa eroa hiirten eri genotyypin tai ladkehoidon
valilla. Tuloksia ei voida yleistaa pienen koeryhmén takia ja toistokokeita tarvitaan suu-
remmalla ndytemaaralla. Tutkimuksesta saadut tulokset ovat kuitenkin lupaavia ja tar-

joavat uutta tietoa jatkotutkimuksia varten.
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Kaiken kaikkiaan insing0ritydssa onnistuttiin hyvin ja siind saavutettiin sille asetetut ta-
voitteet. Tutkimuksessa saatiin uutta tietoa hippokampuksen neuroneiden toiminnasta ja
aktiivisuudesta manian hiirimallilla. Ty0std saadut tulokset auttavat lisaamaan ymmar-
rysta aivojen ja neuroneiden toiminnasta kaksisuuntaisen mielialah&irion maniassa. Tu-
levaisuudessa on mahdollista 10ytaa ja kehittda lisatutkimusten avulla eri hoitomuotoja
ja lopulta toimiva laakitys kaksisuuntaisen mielialah&irion aiheuttamaan maniaan.
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Kaytetyt laitteet ja reagenssit

ABC Kit Vectastain (PK-6100)

Albumin Bovine Serum (US1126575) 10 gm
Alumiinifolio

Avidin/Biotin Blocking Kit (SP-2001)

Corning CentriStar 15 ml Centrifuge tube (430791)
Cryo Vials sterile 1 ml

Ethanol absolute AnalaR Normapur 1 |

Ethylene Glycol (BP230-1) 1|

FluorSave Reagent (US1245789) 20 ml

Glycerol (BP229-1) 1|

Hydrogen peroxide 35 % (H202) (202465000) 500 ml
Isopropanol Certified AR for analysis (10366430) 1 |
Kuoppalevyt Nunc multidish 6 ja 24

Menzel-Glaser Cover glasses 22x50 mm (12362128)
Menzel-Glaser Superfrost Plus Microscope Slides
— 25x75x1,0 mm (J1800AMNZ)

M-1 Embedding Matrix (1310) 180 ml

Parafilm 4 in. 125 ft. (PM-996)

Paraformaldehyde 90% pure (169650010) 1 kg
Peroxidase Substrate Kit DAB (SK-4100)

Pipetit

Pipetin karjet Optifit Tips

Research Cryostat Leica CM3050 S

Siveltimet

Sodium chloride (NaCl) (BP258-1) 1 kg

Sodium dihydrogen phosphate anhydrous (H.NaO4P) (71496) 1 kg
Sodium hydrogen phosphate (Na:HPO, - 7 H20) (30413) 1 kg

Sucrose (S/8600/60) 1 kg
Tissue-Tek (4583) 125 ml
Thionin (78338-22-4)

Triton X-100 (306324N) 500 ml
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Vector

Merck Life Science Oy

Vector

Corning Incorporated
Greiner labortechnik
VWR Chemicals
Fisher BioReagents
Merck Life Science Oy
Fisher BioReagents
Acros Organics
Fisher Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Bemis

Sigma

Vector
Finnpipette
Sartorius

Leica

Tempera Oy
Fisher Scientific
Sigma-Aldrich
Riedel-de Haén
Fisher Scientific
Sakura

Sigma

BDH
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cFos-DAB and mCherry-Fluorescent

FIRST DAY

*wash 3 x 5 min in PBS (make sure 1xPBS when using PBS)

*endoperoxidase quenching with H>O;, 1 h in RT

*wash 3 x 5 min in PBS

*pblocking 1 h in RT in blocking solution:
3% BSA/10% horse serum/0.3% Triton/in PBS (+ 2 drops of avidin)

*Primary antibody dilution

1:800 goat anti-cFos sc-52G

dilute antibody in blocking solution (prepared above) (+ 2 drops of biotin)
*incubate o/n in +4°C

SECOND DAY - part one (cFos secondary)

*wash 3 x 5min in PBS

*Secondary antibody dilution
1:200 horse biotinylated anti-goat, Vector cat#BA-9500

*incubate 2h in RT (NOTE! protect from light)

(prepare ABC solution (2 microL A + 2 microL B + 500 microL PBS)

let incubate 30 min in dark)



*wash 3 x 5 min in PBS

*incubate ABC solution 1h in RT- protect from light!

*wash 3 X 5 min

*DAB reaction with nickel (in the hood) 5 min

*wash 3 X 5min

SECOND DAY - part two (mCherry primary)

*pblocking 1 h in RT in blocking solution:
1% BSA/0.3% Triton/in PBS

*Primary antibody dilution
1:800 rabbit anti-mCherry Abcam ab167453

*incubate o/n in +4°C

THIRD DAY — (mCherry secondary)

*wash 3 x 5 min in PBS

*Secondary antibody dilution
1:1000 donkey anti-rabbit 594 Abcam ab150076

*incubate 2h in RT (NOTE! protect from light)

*wash 3x5min
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*mount on microscopic slides and coverslip

*microscopy!



Virusinjektioiden koordinaatit
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Taulukko 2. Kaikkien naytteiden aivoleikkeista havaitut AP-koordinaatit virusinjektiolle eri puo-

lilla aivoja Bregmaan nahden.

aivot injektio vasen injektio oikea
1 -2,03 -2,15
2 -2,15 -1,91
3 -2,06 -2,18
4 -2,15 -2,15
5 -2,18 -2,15
6 -1,91 -1,91
7 -2,15 -2,15
8 -1,91 -1,91
9 -1,91 -1,91
10 -2,15 -1,91
11 -2,15 -2,03
12 -2,03 -1,79
13 -1,91 -1,91
14 -2,03 -1,91
15 -1,91 -2,03
16 -1,67 -1,91
17 -1,91 -1,91
18 -2,03 -2,03
19 -2,27 -2,27
20 -2,03 -2,03
21 -1,67 -2,15




Kaksisuuntainen ANOVA cFos-soluille
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Taulukko 3. Kaksisuuntainen ANOVA aivojen dentate gyruksen alueelta lasketuille cFos-so-

luille.
s 2way ANOVA
Tabular results
A

4

5 |Source of Variation % of total variation P value

6 | Interaction 19.89 0.0458

7 | wtvs ko 8.14 0.1859

8 | vehvscno 0.13 0.8639

9

10 |Source of Variation P value summary Significant?

11 | Interaction * Yes

12 | wtvs ko ns No

13 | vehvs cno ns No

14

15 |Source of Variation Df Sum-of-squares |Mean square |F

16 | Interaction 1 1352 1352 4643

17 | wtvs ko 1 5535 5535 1.900

18 | vehvs cno 1 8.817 8.817 0.03027
19 | Residual 17 4952 291.3

20

21 |Number of missing values |3

22

23 |Bonferroni posttests

24

25 |wtvs ko

26 |veh vs cno wt ko Difference  |95% ClI of diff.
27 | veh 16.00 4240 26.40 -0.1329 to 52.93
28 | CNO 30.80 25.00 -5.800 -31.20 to 19.60
29

30 |vehvs cno Difference t P value Summary
31 | veh 26.40 2.446 P>005 ns

32 | CNO -5.800 0.5612 P>0.05 ns




