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Tassa opinndytetydssa kehitettin menetelmat leptiinin ja leptiinireseptorin immunohisto-
kemialliseksi kuvantamiseksi rotan aivoista. Menetelmét kehitettiin Helsingin yliopiston
Farmasian tiedekunnan Farmakologian ja toksikologian osaston tarpeisiin.

Leptiini on adiposyyttien tuottama hormoni, jonka erittyminen verenkiertoon korreloi elimis-
ton rasvavarastojen koon kanssa. Verenkierrosta leptiini kulkeutuu aivoihin ja hypotala-
mukseen, jossa se vaikuttaa sydémisen ja energia-aineenvaihdunnan saatelyyn sitoutumal-
la leptiinireseptoriin. Leptiini kilhdyttd& energia-aineenvaihduntaa ja vahentdd syomista ja
energian varastointia.

Immunohistokemiallista kuvantamista voidaan kayttdd yhdisteiden maarittdmiseen kudok-
sista. Immunohistokemia perustuu antigeenina toimivan yhdisteen ja vasta-aineen muo-
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en maarittamiseksi.

Leptiinin ja sen reseptorin spesifinen maarittAminen rotan aivoista onnistui hyvin ja mene-
telmat niiden maarittAmiseksi saatiin pystytettyd. Menetelmi& on tarkoitus kayttda ruoka-
halun saatelyn fysiologisten ja farmakologisten mekanismien tutkimiseen.
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The aim of this work was to develop an immunohistochemical analysis of leptin and leptin
receptors in rat brain sections. These methods were developed for the purposes of the
Division of Pharmacology and Toxicology, Faculty of Pharmacy, University of Helsinki.

Leptin is an adipocyte-derived hormone that is secreted to blood circulation, and the
amount of leptin correlates with the fat content. Leptin is carried via the bloodstream to the
brain where it regulates food intake and energy metabolism by binding to the leptin recep-
tor in the hypothalamus. Leptin increases energy expenditure, and reduces food intake
and energy storage.

The immunohistochemical staining can be used for determination of specific compounds
in tissues and organs. Immunohistochemistry is based on a reaction between antigen and
antibody. Immunohistochemistry can be used for quantitative and qualitative analysis.
Target compounds are localized with specific antibodies. For visual detection the antigen-
antibody -complex needs different labels that produce for example stained compound.
The tissues can be analysed with a microscope.

This study focused on determining the effect of concentrations of primary antibodies and
DAB colour reactions on immunohistochemical imaging of leptin and leptin receptor. The
intensity of staining was estimated microscopically and measured as optical densities. The
experimental procedures for the determination of leptin and leptin receptors could be then
optimised based on these measurements.

In this work, leptins and leptin receptors were found in several areas such as the hypo-
thalamus. These immunohistochemical methods and protocols will be used to study the
physiological and pharmacological role of leptin and leptin receptors in the regulation of
food intake and energy metabolism.

Keywords: leptin, leptin receptor, immunohistochemistry, rat, brain, hypothalamus
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JOHDANTO

Leptiinilla ja leptiinireseptorilla tiedetddn olevan keskeinen tehtava sydmisen
ja energia-aineenvaihdunnan saatelyssa. Leptiini on adiposyyttien tuottama
peptidihormoni. Se on sytokiini, jonka erittyminen vereen korreloi elimiston
rasvamaaran kanssa. Leptiini kulkeutuu verenkierron valityksell&d aivoihin yli
veri-aivoesteen, missé se vaikuttaa reseptorinsa valityksell& neuropeptidien
MRNA-ekspressioon hypotalamuksessa. Hypotalamuksella tiedetd&n olevan

keskeinen rooli ruokahalun ja energia-aineenvaihdunnan saatelyssa.

Immunohistokemiallista kuvantamista voidaan kayttaa yhdisteiden maaritta-
miseen kudoksista. Menetelm& perustuu antigeenina toimivan yhdisteen ja
vasta-aineen muodostamaan kompleksiin ja soveltuu seka kvalitatiivisiin ettéa
kvantitatiivisiin analyyseihin. Haluttu proteiini paikannetaan siihen spesifises-
ti sitoutuvalla vasta-aineella. Antigeeni-vasta-aine-kompleksi voidaan detek-
toida erilaisilla leimoilla, jotka tuottavat esimerkiksi varillisen yhdisteen. Var-

jattyja kudosleikkeita tarkastellaan mikroskooppisesti.

Taman tyon tavoitteena on kehittdd menetelmét leptiinin ja leptiinireseptorin
immunohistokemialliseksi kuvantamiseksi rotan aivoista. Kehitetyt menetel-
mat perustuvat erdiden muiden proteiinien immunohistokemiallisiin maari-
tyksiin Farmakologian ja toksikologian osastolla (Helsingin Yliopisto, Far-

masian tiedekunta).

TEORIAOSA

Taman tyon teoreettisessa osassa paneudutaan selvittamaan leptiinin ja lep-
tiinireseptorin rakennetta ja vaikutusmekanismeja sekéa aivoalueita, joilla ne
esiintyvat. Lisaksi tdssd osassa esitelladn kaytetty immunohistokemiallinen

menetelma ja sen periaatteet.

2.1 Leptiini

Leptiini on adiposyyttien tuottama ja erittdmé peptidihormoni, joka l6ydettiin
vuoden 1994 lopulla. Leptiinin identifiointi avasi kokonaan uuden nakdkul-
man adiposyyttien erittamien tekijéiden roolista energiatasapainon saatelys-

sa perustuen lahes kaikkialla esiintyviin leptiinireseptoreihin. Leptiinin on



osoitettu vaikuttavan laajalti keskushermostossa ja perifeerisilla alueilla fy-
siologisiin toimintoihin. Leptiini osallistuu elimistdn rasvavarastojen koon
saatelyyn, insuliiniviestintdén, glukoositasapainoon ja luunmuodostukseen.
Liséksi se vaikuttaa muun muassa rasvahappotasapainoon, lisdadntymiseen
ja seksuaaliseen kehitykseen, immuunivasteeseen, angiogeneesiin seka
haavojen paranemiseen. Leptiini vaikuttaa spesifisiin metaboliareitteihin mo-

nimutkaisten patofysiologisten prosessien valityksella. [1,2,3.]

Lihavuus on saavuttanut ldhes epidemian mittasuhteet teollistuneissa valti-
oissa, aiheuttaen huomattavaa sairastuneisuutta ja kuolleisuutta seka lisaten
riskid sairastua muun muassa tyypin 2 diabetekseen, sydén- ja verisuonisai-
rauksiin, erilaisiin kasvaimiin ja metaboliseen oireyhtymaan. Elimiston lep-
tiinipitoisuuden on havaittu korreloivan laheisesti painoindeksin (BMI) kans-
sa. [1,2.]

Leptiini vaikuttaa painoon vahentamalld syémistd ja energian varastointia
sekd lisdamalla energian kulutusta aktivoimalla sympaattista hermostoa ja
saatelemalla endokriinistéa toimintaa. Tallainen on tyypillista hypotalamiselle
toiminnalle, mikd yhdistda autonomisen-, endokriinisen- ja kayttaytymisvas-
teen. On osoitettu, ettd leptiini vaikuttaa hypotalamuksen valityksella ho-

meostaasin yllapitdmiseen. [4,5.]

2.1.1 Leptiinin erittyminen

Leptiini on paaasiallisesti adiposyyttien tuottama hormoni. Leptiinin tuotanto
korreloi kehon rasvavarastojen (triglyseridit) koon kanssa ja siksi leptiinin
aluksi ajateltiin vaikuttavan vain kyllaisyyteen. Adiposyytit erittdvat leptiinia
verenkiertoon, mutta eivat ole hormonin ainoa ldhde. Esimerkiksi istukasta,
vatsan limakalvoilta ja maitorauhasepiteelista erittyy myds pienid maaria lep-
tiinia, milla saattaa olla paikallisia parakriinisia vaikutuksia. Vatsassa leptiinin
erittymista séatelee ravitsemuksellinen tila ja muut hormonit, vaikka leptiinin

fysiologista roolia ruokahalun paikallisessa séatelyssa ei ole identifioitu. [1.]

2.1.2 Leptiinin rakenne

Leptiini on ob-geenin koodaama monitehoinen 16 kDa kokoinen peptidihor-
moni. Leptiini kuuluu tertidérirakenteensa perusteella pitkéketjuisten helikaa-
listen sytokiinien ryhm&an. Se on 167 aminohaposta rakentuva haarautuma-
ton ja glykolysoimaton polypeptidi, jonka kaksikerroksinen tertidarirakenne

perustuu neljgédn antiparalleeliin a-heliksiin ja muun muassa niita yhdistaviin



kahteen ristisidokseen (kuva 1). Lisaksi kahden kysteiinitahteen vélinen di-
146

sulfidisidos (Cys® ja Cys'*) leptiinin karboksiterminaalisessa paassa on
osoittautunut tarkeéksi rakenteen laskostumiselle ja reseptoriin sitoutumisel-

le. Leptiinilla on lyhyt puoliintumisaika (muutama minuutti). [2,3.]

Kuva 1. Leptiinin rakenne [6.]

2.2 Leptiinireseptori

Leptiinireseptori (LR) on db-geenin koodaama proteiini, joka kuuluu syto-
kiinireseptorien ensimmaiseen luokkaan. Leptiinireseptorilla on yhden kerran
solukalvon lapaisevd domeeni. Leptiinireseptorista on identifioitu kuusi eri-
laista isoformia: LRa, LRb, LRc, LRd, LRe ja LRf. Leptiinireseptoreilla on
identtiset solunulkoiset leptiinin sitoutumisdomeenit, jotka ovat yli 800 ami-
nohappoa pitkid, ja 34 aminohaposta koostuvat solun lapaisevat domeenit,
mutta ne eroavat solunsisdisten domeenien laskostumisen ja pituuden pe-
rusteella. Leptiinireseptorit luokitellaan kolmeen ryhmaan: lyhyisiin, pitkiin ja
membraanin siséisiin. Leptiinireseptorin pitkA muoto (LRb) vastaa leptiinin
tunnetuimpien vaikutuksien valittamisesta. LRb signaloi solunsisaisen osan-
sa kautta neljan entsyymin valityksella, joita ovat JAK-STAT (Janus kinase -
signal transduction and activator of transcription), MAPK (mitogen-activated
protein kinase), PI3K (phosphatidylinositol 3"-kinase) ja AMPK (adenosine-
monophosphate-activated kinase). Leptiinireseptorin Lyhyt muoto (LRa)
saattaa liittyd leptiinin kuljetukseen aivojen veri-aivoesteen lapi. Lep-

tiinireseptoreja on ldydetty monen tyyppisista soluista ja kudoksista [2,5.]

2.2.1 Solunulkoinen domeeni

Leptiinireseptorin solunulkoinen osa siséltad useita domeeneja. Nama do-
meenit ovat N-terminaalinen CRH (cytokine receptor homologous) 1 -

domeeni, Ig (immunoglobuliini) -kaltainen domeeni, CRH2-domeeni ja kaksi



fibronektiini 1l tyypin domeenia. CRH2- ja Ig-domeenit osallistuvat leptiinin
sitoutumiseen ja ovat valttamattomia reseptorin aktivaation kannalta. Leptiini
sitoutuu kolmella kohdalla reseptoriinsa (1, Il, IIl). Leptiini ja leptiinireseptori
sitouvat kompleksiksi (kuva 2a), jossa on kaksi leptiini-molekyylid ja nelja
leptiinireseptori-molekyylida. Tassd kompleksissa leptiinin sitoutumiskohta |
on vuorovaikutuksessa yhden LR-ketjun CRH2-domeenin kanssa, sitoutu-
miskohta Il on vuorovaikutuksessa toisen LR-ketjun CRH2-domeenin kans-
sa, ja sitoutumiskohta Ill kolmannen LR-ketjun Ig-domeenin kanssa. Naiden

yhteisvaikutus johtaa leptiinireseptorin aktivaatioon. [5.]

(c)

ERK1/ERKZ)
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Kuva 2. Leptiinireseptorin rakenne ja viestintd. (a) Leptiini-leptiinireseptori-
kompleksin malli. (b) Nauhamalli leptiini-leptiinireseptori-kompleksista. (¢) LR dimee-
rin rakenne ja LR:n liittyva viestinta. [5.]

2.2.2 Solunsisainen domeeni ja sen viestinta

Leptiinireseseptorilla (LRD) itsellddn ei ole sisdistéa entsymaattista aktiivisuut-
ta, ja siksi leptiinireseptorin valittdmat signaalit riippuvat JAK2-entsyymista
(tyrosiinikinaasi). Reseptorin aktivaation aikana (kuva 2c) leptiinireseptorien
solunsisaisiin domeeneihin kiinnittyneet JAK2-entsyymit fosforyloivat toisen-
sa seka domeenien Tyr985- (tyrosiini), Tyrl1138- ja luultavasti myos Tyr1077-
aminohappotéhteet. Naméa tyrosiinit muuttuvat SH2-domeenin siséltaville
viestimolekyyleille vastaanottavaisiksi, kuten STAT3:lle (signal transduction
and activators of transcription-3). STAT3-molekyylit sitoutuvat fosfotyrosiini

1138:in ja tulevat vuorostaan fosforyloiduiksi, minké jalkeen ne dimeroituvat



ja vaeltavat tumaan, jossa ne osallistuvat geenien ilmentymisen séatelyyn.
LRb:n signalointi kolmen muun entsyymin valityksell& perustuu myds JAK2-

entsyymin aktivaatioon.

STAT3:n aktivaatio johtaa SOCS3:n (suppressor of cytokine signaling-3)
ekspressioon. SOCS3 sitoutuu JAK2-entsyymeihin ja leptiinireseptorin
Tyr985:iin defosforyloiden ne, mik& inhiboi LR:n viestintda. Nain sisadinen ta-

sapaino sailyy negatiivisen palautevaikutuksen avulla. [1,2,4,5.]

2.2.3 Esiintymisalueet

Leptiinireseptorien pitkdd muotoa (LRDb) esiintyy useissa hypotalamuksen
tumakkeissa, kuten arcuate nucleuksessa (Arc), josta leptiini sdatelee syo-
miskayttaytymistd (kuva 3). Reseptoria esiintyy kauttaaltaan Arc:ssa, jossa
leptiini sdatelee eri neuropeptidien ekspressiota alueesta riippuen. Lisaksi
yksi syomiskayttaytymisen kannalta tarke& hypotalaminen alue on lateraali-
nen hypotalamus (LHA). LRb:ta esiintyy my6s muun muassa paraventriku-
laari- (PVH), ventromediaali- (VMH), dorsomediaali- (DMH) ja ventraalisessa
premamillaaritumakkeissa seké retrokiasmaattisella alueella (RCA). Lep-
tiinireseptoreiden hypotalamiset esiintymisalueet tukevat hypoteesia, jonka

mukaan leptiini vaikuttaa hypotalamuksen kautta fysiologiaan. Lisaksi resep-

toreja esiintyy esimerkiksi aivolisdkkeesséa ja munasarjoissa seka istukassa.
[1,7,8]
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Kuva 3. Hypotalamus. Arc:n alueet sijaitsevat 3. aivokammion (3V) ympaéril-
la.(Kuvassa myés LHA=LH, DMH=DM) [9.]



2.3 Leptiinin vaikutukset

Leptiini sdatelee adiposyyteissa triglyseridien varastointia ja kayttéonottoa.
Toisaalta rasvasolujen triglyseridipitoisuus saatelee leptiinin ekspressiota ja
erittymisté. Verenkierrossa olevan leptiinin méara korreloi lihavuuden asteen
kanssa. Leptiini kulkee verenkierron valityksella hypotalamukseen, missa se

viestittd& energiavarastojen koosta. [2,3,7.]

Toisaalta leptiinin fysiologiset vaikutukset perustuvat sen sdatelemien her-
moratojen toimintaan. Leptiini vaikuttaa syomisen pitkdn tahtdimen saate-
lyyn. Se ylittdm&a veri-aivoesteen ja sitoutuu leptiinireseptoreihinsa muun
muassa Arc:ssa ja LHA:ssa. Hypotalamus sisaltdd myos alueita, joissa veri-

aivoestettd ei ole. [1.]

Arc:n spesifiset neuronit sdatelevéat ruokahalua ja lisd&ntymistd. Sen neuro-
nit ovat herkkia laajalle kirjolle hormoneita ja ravintoaineita, kuten leptiinille,
insuliinille, sukupuolihormoneille ja glukoosille. Leptiini vaikuttaa Arc:n eri
alueilla eri neuropeptidien ekspressioon. Arc:n ventromediaalisen alueen
(ArcM) neuroneissa leptiini inhiboi neuropeptidi Y:n (NPY) ekspressiota ja
Arc:n ventrolateraalisen alueen (ArcL) neuroneissa se ekspressoi pro-
opiomelanokortiinin  (POMC) tuottoa sitoutumalla reseptoreihinsa (LRb).
Kumpikin edellisista vaikutuksista inhiboi syomista ja nopeuttaa energianku-
lutusta. Leptiini vaikuttaa siis Arc:n kautta neuropeptidien ekspressioon, mi-
k& mahdollistaa energiavarastojen pitkéan aikavalin saatelyyn. Leptiini vaikut-
taa Arc:ssa POMC:n lisaksi myos muihin melanokortiinijrjestelman (MC)
neuropeptideihin, kuten a-MSH:n (a-melnocyte-stimulating hormone) eks-
pressioon. MC-jarjestelmé vaikuttaa ruokahalun saatelyyn ja neuroendokrii-
niseen toimintaan yhdessad muiden jarjestelmien kanssa. MC-jarjestelman
kautta valittyy useita signaaleja, jotka vaikuttavat energiatasapainoon.
[1,7,10.]

Leptiini vaikuttaa hypotalamiseen jarjestelmdan sdadellen endokriinistd ja
autonomista toimintaa. Leptiini aktivoi CART- ja POMC-neuroneja. Hypota-
lamuksen Arc:ssa leptiini saa aikaan néaiden anorektisten neuropeptidien
MRNA-ekspression. Mediaalisen Arc:n NPY/ AgRP (Agouti related protein)-
neuronit ovat puolestaan leptiinin negatiivisesti sdatelemid, mika tarkoittaa

kyseisten neuropeptidien mRNA-ekspression inhibointia. [4,7.]



Molemmat Arc:n neuronipopulaatiot hermottavat useita alueita, kuten sym-
paattisia preganglionaarisia neuroneja selkdytimesséd, hypotalamuksen pa-
raventrikulaaritumakkeen (PVH) neuroneja ja lateraalihypotalamuksen (LHA)
MCH (Melanin-concentrating hormone)-neuroneja seka oreksiinisia neurone-
ja. Naiden neuronien valittdmat vaikutukset ovat todennadkoisesti tarkeité si-

saerityksen ja kayttaytymisen saatelyn kannalta. [4.]

2.3.1 Melanokortiinijarjestelma ja pro-opiomelanokortiini

MC-jarjestelm& saatelee energiatasapainoa ja valittdad signaaleja useilta
hormoneilta, ravintoaineilta ja afferenteilta (tuovilta) neutraaleilta palautteilta
hermostosta ja verenkierrosta. Hypotalamuksessa tama POMC:iin liityva
systeemi sédéatelee painoa. POMC on myg@s aivolisékkeen etulohkon tuottama
peptidi, josta syntyy pilkkoutumalla muun muassa kortikotropiini, lipotropiini

ja endorfiinit. Leptiini sdatelee POMC-ekspressiota. [4.]

Leptiini aktivoi neuroneja, jotka ilmentdvat POMC ja a-MSH mRNA-
ekspressiota. MC4R ja MC3R (Melanocortin receptors 3 and 4) ovat mela-
nokortiinien reseptoreja. MCR4 mRNA-ekspressiota on runsaasti useilla hy-
potalamuksen alueilla, kuten PVH:ssa ja LHA:ssa, jotka liittyvat pro-TRH:n

(tyreoliberiini; tyrosiinin vapauttaja hormoni) mMRNA-ekspressioon. [4,8.]

Melanokortiinijarjestelmé on téarkeé ruokahalun sdatelija ja sen neuropeptidi-
en tiedetddn vahentavan ruokahalua. Seka a-MSH- ettd POMC-neuroneja
on ldydetty Arc:n lateraalisesta osasta, missa leptiinireseptorin  mMRNA-
ekspressiota ilmenee runsaasti. Leptiinin ruokahalua pienentavat vaikutukset
ja sympaattisen hermoston aktivaatio valittyvat ainakin osittain melanokor-

tiinijarjestelman valityksella. [1,4,7,10.]

2.3.2 CART-neuropeptidi

CART-neuroneja on l6ydetty koko keskushermostosta (CNS) kuten Arc:n ja
RCA:n alueelta. CART-peptidit haivyttavat nalantunteen. Kuten POMC,
CART (cocaine and amphetamine regulated transcript) mRNA-tason ek-
spressio on leptiinin indusoimaa. Hypotalaminen CART-jarjestelmé saattaa
osallistua keskeisesti syomisen ja painon saatelyyn. Tata hypoteesia tukien
leptiini aktivoi CART-neuroneja RCA:ssa ja lateraalisessa Arc:ssa. Liséksi
RCA:n ja Arc:n CART-neuronit ilmentavat POMC mRNA-ekspressiota. Lep-



tiinin indusoima CART-neuronien aktivaatio johtaa nélantunteen heikkene-

miseen. [4.]

2.3.3 Neuropeptidi Y

Neuropeptidi Y (NPY) on aivoissa yleisesti syntetisoitu vélittijaaine. NPY
saatelee painoa lisdamalla syomistd ja vahentamalld energiankulutusta. Li-
saksi greliini, NPY-reseptorin endogeeninen ligandi, saattaa stimuloida sy6-
mista osittain Arc:n NPY-neuronien kautta. NPY on osallisena my6s vuoro-
kausirytmiin, seksuaalisiin toimintoihin ja verenpaineeseen. Neuropeptidi Y
on keskushermostossa vaikuttava oreksigeeninen peptidi, jota esiintyy kor-
keina pitoisuuksina hypotalamuksen Arc:ssa. Leptiini inhiboi NPY-neuroneja,
mika véhentdd sydtmistd ja parantaen energiankulutusta. Leptiini indusoi
SOCS3 mRNA-ekspression NPY-neuroneissa, miké viittaa siihen, etta lep-
tiinireseptorit sitoutuvat NPY-neuroneihin, jolloin ne inhiboituvat leptiinin vai-
kutuksesta. Y1 ja Y5 NPY-reseptorien mRNA-ekspressiota esiintyy PVH:ssa,
jossa ne saatelevat todennakdisesti pro-TRH:ta yhdessa POMC:n kanssa.
[1,4,10,11]]

2.3.4 Agouti-sukuinen peptidi

Suurin osa Arc:n NPY-neuroneista tuottaa myds AgRP:a. Funktionaalisesti
AgPR vaikuttaa, kuten NPY edistden energian ottoa ja pienentaen energian-
kulutusta, joskin erilaisella mekanismilla. AQRP on a-melanosyytteja stimu-
loivan hormonin (a-MSH) antagonisti, joka sitoutuu melanokortiinireseptori 4
— alayksikkodn (MCRA4). Leptiini inhiboi AgRP:n mRNA-ekspressiota kontrol-

loiden sen tuottoa. [11.]

2.3.5 Leptiinin vaikutus kilpirauhasen toimintaan

Leptiiniin reagoivien POMC- ja NPY-neuronien vaikutuskohteena PVH:ssa
on tyreoliberiini (pro-TRH), joka on tyreotropiinin vapauttajahormoni. MC4R
MRNA-ekspressiota tapahtuu samoissa PVH:n soluissa, joissa tapahtuu pro-
TRH mRNA-ekspressiota. NPY Y1 ja Y2 reseptorien mRNA-ekspressiota ta-
pahtuu my6s samoissa PVH:n osissa. Ne saattavat jopa ilmetd samoissa
PVH:n neuroneissa, jolloin niiden yhteisvaikutukset saattaisivat saadella pro-
TRH mRNA-ekspressiota neuroneissa. NPY:lla on antagonistinen vaikutus
PVH:n neuroneihin. Tama vaikutus saattaa johtua presynaptisesta vaikutta-

misesta inhibiittori valineuronien kanssa, enemmankin kuin suorasta postsy-



naptisesta mekanismista. Jotkut leptiinin vaikutukset saattavat siis johtua

leptiiniin reagoivien neuronien heijastuksesta Arc:sta PVH:n neuroneihin. [4.]

Tyreoliberiini on hypotalamuksen erittdm& hormoni, joka stimuloi aivolisék-
keen tyreotropiinin (TSH) eritysta. Tyreotropiini saatelee kilpirauhashormoni-
en eritysta, jotka lisddvat muun muassa lammoéntuotantoa ja sympaattisen

hermoston aktiivisuutta.

2.4 Immunohistokemia

Ensimmainen immunohistokemiallinen maaritys tehtiin 1940-luvun alussa.
Albert H. Coons ryhmineen leimasi vasta-aineen fluoresoivalla isosyanaatilla
ja liitti sen suoraan antigeeniin. Pian taméan jalkeen kayttoon otettiin stabii-
limpi isosyanaatti, joka oli helpommin liitettavissd vasta-aineeseen. Fluo-
resoivia leimoja kaytetaén paljon vield nykyaankin, mutta niiden rinnalle on
kehitetty myds muun muassa kulta- ja entsyymileimat. My6s menetelmat

ovat kehittyneet spesifisemmiksi. [12.]

Leptiinin ja leptiinireseptorin maarittdmiseen kaytetddn ABC-menetelmaa.
Menetelmassa primadarinen vasta-aine tunnistaa antigeenin, mink& jalkeen
biotiinilla leimattu sekundaarinen vasta-aine litetd&n primaariseen vasta-
aineeseen. Kolmannen kerroksen muodostaa avidiini-biotiini-kompleksi, jo-
hon on liitetty peroksidaasientsyymi. Kompleksiin liitetty peroksidaasi kayttaa
substraattinaan vetyperoksidia, jonka kanssa se muodostaa hapettuneen
kompleksin. Taman kompleksin reagoidessa 3, 3’-diaminobentsidiinin (DAB)
kanssa ja edelleen hapettuneen DAB:n reagoidessa objektilasin kelatiinin
kanssa syntyy polymerisoitunut liukenematon ruskea saostuma, joka on tar-

kasteltavissa mikroskoopilla.

2.4.1 Immuniteetti

Immuniteettia eli elimistdon kykya suojautua taudinaiheuttajia vastaan kayte-
taan hyvaksi immunohistokemiassa. Vasta-ainevélitteinen immuniteetti kuu-
luu elimistén humoraalisiin puolustusmekanismeihin taudinaiheuttajia vas-
taan. Immunivasteen saa aikaan antigeenin tunnistus, mik& johtaa reaktioon,
jonka seurauksena antigeeni eliminoidaan. Lymfosyytit ovat vastuussa anti-
geenin tunnistamisesta. Kukin lymfosyytti (T- tai B-solu) tunnistaa vain yh-
den tietyn antigeenin spesifisten antigeenireseptoreidensa valitykselld. Im-

muunijarjestelméa tunnistaa spesifisesti tuhansia antigeenejd, jolloin tietyn
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antigeenin tunnistava lymfosyyttipopulaatio on hyvin pieni osa koko populaa-
tiosta. Riittavd immuunivaste aikaansaadaan antigeenin sitoutuessa sit&
tunnistaviin lymfosyytteihin, mik& johtaa lymfosyyttien nopeaan lisdantymi-
seen ja aktivaatioon. Jo muutamassa paivassa lymfosyytteja on riittavasti
immuunivasteen aikaansaamiseksi eli elimistd kykenee eliminoimaan pato-
geenin. Antigeeni siis selektoi spesifisen antigeenia sitovan lymfosyyttikloo-

nin.

Immuunijérjestelma tuottaa vasta-aineita, jotka voivat tunnistaa suuren maa-
ran erilaisia antigeeneja jo ennen niiden kohtaamista. Immuunijarjestelma ei
siis tied& ennalta, mita vasta-aineita yksilo tarvitsee elamansé aikana. Vaik-
ka suurta osaa tuotetuista vasta-aineista ei koskaan tarvita, on erilaisten
vasta-aineiden olemassaolo tarkeda infektiokykyisten mikro-organismien

suuren lukumé&aran ja muuntelukyvyn takia.

2.4.2 Antigeeni ja vasta-aine

Vasta-aineet eli immunoglobuliinit ovat B-solujen tuottamia humoraalisia yh-
disteitd antigeenien epitooppeja vastaan. Ne ovat proteiineja, jotka pystyvat
spesifisesti tunnistamaan tietyn antigeenin ja sitoutumaan siihen. Vasta-
aineet aktivoivat yhden tai useamman elimistdn puolustusmekanismeista.
Kaikissa vasta-aineissa on tarttumiskohta, paratooppi, joka sitoutuu antigee-
nin epitooppiin. Naiden kahden vélille syntyneet sidokset ovat reversiibeleita
ja ei-kovalenttisia ja ne ovat verrattavissa entsyymi-substraatti-interaktioon.
Sidoslujuutta kutsutaan affiniteetiksi; kun sidos on pysyva, affiniteetti on
voimakas. Immunohistokemiassa affiniteetin tulee olla tarpeeksi voimakas,
ettd vasta-aine ei irtoa antigeenista, kun kudosta huudellaan varjaysproses-

sin eri vaiheiden valilla.

2.4.3 Monoklonaalinen ja polyklonaalinen vasta-aine

Spesifeja vasta-aineita tuotetaan immunisaatiolla. Siind koe-eldimeen injek-
toidaan halutun vasta-aineen antigeenia, jolloin immuunijarjestelman epitoo-
pille spesifiset B-lymfosyytit alkavat tuottaa vasta-ainetta antigeenia vastaan.
Jokainen B-lymfosyytin solulinja tuottaa vasta-ainetta, joka on spesifinen yh-

delle epitoopille.

Antigeenin ilmaannuttua elimistoén paikalle kerdéntyy useita B-
lymfosyyttejd, joista jokainen tuottaa vasta-ainetta yhdelle antigeenin epitoo-

pille. Seerumi, jota saadaan immunisoidusta koe-elaimesta, sisdltaa siis
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useita eri vasta-aineita kyseiselle antigeenille seké muille antigeeneille. Vas-
ta-ainetta, joka on peréisin useista eri B-soluista samalle antigeenille, kutsu-

taan polyklonaaliseksi vasta-aineeksi.

Monoklonaaliset vasta-aineet ovat spesifeja vain yhdelle epitoopille. Niit&
tuotetaan eristdmalla immunisoidun eldimen pernasta antigeenispesifeja B-
lymfosyytteja. B-solusolulinja yhdistetadn myeloomasolulinjan kanssa (paha-
laatuinen B-lymfosyyttien syopd) parantamalla solukalvojen lapaisevyytta el
permeabiliteettia. Saadut hybridoomat lisdéntyvat nopeasti ja rajattomasti ja
tuottavan suuren maaran vasta-aineita. Hybridoomista on mahdollista eris-

téa se, joka tuottaa halutulle epitoopille spesifista vasta-ainetta.

Immunohistokemian kannalta katsottuna monoklonaalinen vasta-aine on
spesifisempi, mutta ei valttAmatta yhtd herkka kuin polyklonaalinen vasta-
aine. Jos monoklonaalinen vasta-aine on spesifinen sekvenssille, jota esiin-
tyy useammassa kuin yhdessa yhdisteessa, lopputulos voi olla sama kuin
kaytettaisiin polyklonaalista vasta-ainetta. Antigeenin epitooppi on mygds voi-
nut esimerkiksi fiksaatiossa joutua asemaan, jossa monoklonaalinen vasta-
aine ei pysty sitoutumaan siihen. Erdat monoklonaaliset vasta-aineet siis

reagoivat vain tuoreiden tai jaadytettyjen kudosten kanssa. [13.]

2.4.4 Nimeaminen

Tuotetun vasta-aineen nimesta selvidd yhdiste, jota vastaan vasta-aine on
tuotettu seka eldin, jossa se on tuotettu. Esimerkiksi vuohen anti-hiiri-leptiini
(anti-mouse Leptin Antibody) on vuohessa hiiren leptiinid vastaan tuotettu
vasta-aine (IgG). Tuoteselosteesta selvidd onko aine poly- vai monoklonaa-
linen ja mista eldimestad kaytetty immunogeeni on peraisin. Immunogeenin
alkupera on syyta selvittdd ennen varjayksen aloittamista, silla antigeenien
rakenteessa saattaa esiintya eroja eri lajien valilla. Esimerkiksi ihmisen lep-
tiini-proteiinia vastaan tuotettu vasta-aine ei valttamatta toimi, kun halutaan
maarittda rotan leptiini-proteiinia, koska vasta-aine saattaa tunnistaa ihmisen
proteiinista juuri sen kohdan, joka on erilainen rotan vastaavassa proteiinis-
sa. Tamakin tosin ilmoitetaan yleensa tuoteselosteessa yhdessa suositelta-

vien kayttopitoisuuksien kanssa.
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2.5 Immunohistokemiallisen méaarityksen perusteet

Seuraavaksi esitetyt immunohistokemiallisen maéarityksen perusteet perus-
tuvat BIOS Scientific:n vuonna 1997 julkaisemaan Introduction to immunocy-

tochemistry -kirjaan [13.]

Immunohistokemialliset maaritykset ovat in situ -maarityksid, mika tarkoittaa,
ettd haluttuja yhdisteitd tutkitaan siella missd ne ovat, tdssd tapauksessa
kudoksissa. Maaritysta varten kudokset tulee ensin kiinnittaa eli fiksata. Fik-
sauksen tarkoituksena on pitd& kaikki komponentit paikallaan. Fiksauksen
jalkeen kudoksesta leikataan ohuita viipaleita, mikd mahdollistaa tulosten
tarkastelun mikroskoopilla. Vasta-aine-antigeeni-kompleksin muodostami-
seksi ja sen visualisoimiseksi on useita menetelmia. Kaytettdessa suoraa
menetelm&a vasta-aineen sitoutumiskohta identifioidaan leimaamalla vasta-
aine ja detektoimalla se. Toinen tapa on kayttdd leimattua sekund&érista
vasta-ainetta, joka sitoutuu priméériseen vasta-aineeseen. Tatd menetelmaa
kutsutaan epdsuoraksi ja se vahentdad epaspesifia varjaytymista. Myos kayt-
tokelpoisia leimoja on useita. Epaspesifisen varjaytymisen estamiseksi en-
dogeeniset (kudoksen omat) entsyymit ja muut epaspesifia sitoutumista ai-

heuttavat yhdisteet blokataan eli salvataan ennen vasta-aineen lisdamista.

Jotta immunohistokemiallinen maaritys onnistuisi, taytyy antigeenin sailya
kudoksessa muuttumattomana. Varjaytymisen tulee olla spesifid ja riittavan
herkkédd seka epéaspesifinen varjaytyminen estdd. Lisaksi vasta-aineiden

ominaisuuksien tulee olla tiedossa ja leimauksen sekéa detektoinnin toimia.

2.5.1 Fiksaatio

Fiksaation tarkoituksena on kiinnittéa kudoksen komponentit luonnollisille
paikoilleen. Fiksatiivin, kiinnitykseen kaytettdvan aineen, pitad estda solujen
kutistuminen ja turpoaminen seké diffuusio ja yhdisteiden liukeneminen. Ku-
tistuminen ja turpoaminen johtuvat osmoosista eli aineen siirtymisesta puoli-
lapéaisevan kalvon, tassa tapauksessa solukalvon, 1&api suuremmasta pitoi-
suudesta pienempéaén. Fiksatiivi estdd myos antigeenia liukenemasta, vaih-
tamasta paikkaa ja muuttamasta konformaatiota. Jos antigeenin konformaa-
tio muuttuu, epitooppi saattaa siirtya paikkaan, jossa se ei enda ole vasta-

aineen tavoitettavissa.

Fiksatiivit toimivat muodostamalla sidoksia kudoksen komponenttien valille,

tai saostamalla proteiineja. Immunohistokemiallisesti oikean fiksatiivin valinta
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on tarke&a. Valintaan vaikuttavat maaritettdvan antigeenin sijainti, molekyyli-
rakenne seka fiksatiivin toimintamekanismi. Kudos on tarkoitus fiksata niin
kevyesti kuin mahdollista sailyttden kuitenkin antigeeni liukenemattomana.
Ristisidoksia muodostavia fiksatiiveja ovat esimerkiksi paraformaldehydi ja
glutaraldehydi. Lisaksi on olemassa saostavia fiksatiivejd, yhdistelméafiksatii-

veja seka jaadytys, missa kudokset fiksataan jaadyttdmalla ne nopeasti.
Ristisidoksia muodostavat fiksatiivit

Ristisidoksia muodostaviin fiksatiiveihin kuuluvat formaliini, joka formaldehy-
din vesiliuos, ja glutaraldehydi sekd paraformaldehydiliuos. Ne muodostavat
hydroksimetyleenisiltoja vierekkaisten proteiinien paateryhmien valille. Fiksa-
tut proteiinit sailyttavat antigeenisuutensa, jos ristisidokset eivat vaikuta sii-
hen aminohapposekvenssiin, johon vasta-aine sitoutuu. Ristisidoksia muo-
dostavat fiksatiivit ovat valttdmattomia, silloin kun halutaan fiksata pienid
proteiineja, kuten bioaktiivisia neuropeptideja. Nama peptidit ovat niin pienia,
ettd ne eivat saostu kuten isommat proteiinit. Talloin liukenemista ei voida

estaa saostavilla fiksatiiveilla.

Fiksaation tehokkuuteen vaikuttaa formaliiniliuoksen pH. Alhaisessa pH:ssa
formaldehydi on reaktiivisessa *CH,(OH)-muodossa, kun taas korkeammas-
sa pH:ssa vallitsevana muotona ovat vahemman reaktiiviset CH,(OH)-
ryhmat. Taten formaliini tai paraformaldehydiliuos, joka on puskuroitu pH
7:88n tai suuremmaksi, on miedompi fiksatiivi, ja ndin ollen immunohistoke-

mian kannalta suositeltavampi.

Formaliini 1apaisee kudoksen nopeammin kuin glutaraldehydi, mutta fiksaus
ei tapahdu yht& nopeasti kuin glutaraldehydilla. Joskus on mielekasta kayt-
ta& naiden kahden seosta. Ristisidoksia muodostuu sita enemman mité kau-
emmin kudosta on pidetty fiksatiivissa. Tama luonnollisesti vaikuttaa fiksaa-
tiotehokkuuteen, vaikka osa sidoksista onkin reversiibeleja ja katkaistavissa

pesemalld naytetta vedella tai puskuriliuoksella.

2.5.2 Antigeeni-vasta-aine-kompleksin visualisointi

Yhden reaktion komponentin tulee kantaa leimaa, jotta immunohistokemialli-
nen reaktio pystytdan havaitsemaan. Ensimmainen kaytetty leima, joka oli lii-
tetty vasta-aineeseen, oli variaine. Varjayksen tulos oli kuitenkin liian vaalea

visualisoitavaksi. Ensimmaiset kayttokelpoiset leimat olivat fluoresoivia.
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Fluoresoivat leimat aktivoidaan emittoimaan nékyvaa valoa virittamalla ne
spesifiselld aallonpituudella. Muita leimoja ovat esimerkiksi entsyymileimat ja
kolloidinen kulta. Entsyymileimat reagoivat seké substraatin ettd kromogee-
nin kanssa. Kultaleimausta kaytetdan elektronimikroskooppisessa immuno-

histokemiassa.
Entsyymileimat

Entsyymileimat ovat eniten kaytettyjd leimoja immunohistokemiassa. Niitd
ovat muun muassa peroksidaasi, alkaalinen fosfataasi, glukoosioksidaasi ja
b-D-galaktosidaasi, joista kaytetyimpid ovat peroksidaasi ja alkaalinen fosfa-
taasi. Entsyymimenetelméssd vasta-aine, tai esimerkiksi kaytetty avidiini-
biotiini-kompleksi on leimattu jollakin entsyymilld. Kun entsyymin annetaan
reagoida substraatin ja kromogeenin, varia tuottavan yhdisteen, kanssa syn-
tyy varillinen lopputuote, joka on havaittavissa valomikroskoopilla seka kvali-

tatiivisesti, etta kvantitatiivisesti.

Peroksidaasin aktiivisuus on suurimmillaan pH 5:ss&, mutta immunohisto-
kemian kannalta paras tulos saadaan, kun reaktion pH on 6,0 — 7,6, jolloin
reaktio hidastuu. Peroksidaasin substraattina toimii vetyperoksidi (H,O,),
jonka kanssa se muodostaa hapettuneen peroksidaasi/ H,O,-kompleksin.
Peroksidaasin kanssa kromogeenind kaytetddn 3,3 -diaminobentsidiinia
(DAB), joka toimii elektronin luovuttajana ja hapettuu itse reagoidessaan ha-
pettuneen peroksidaasi/H,O,-kompleksin kanssa varilliseksi ruskeaksi tuot-
teeksi, joka muodostaa polymerisoituneen liukenemattoman ruskean saos-
tuman yhdessa kelatiinin kanssa. Kaytetyt objekstilasit on kelatinoitu. DAB:n
kanssa tydskenneltaessa tulee ottaa huomioon aineen karsinogeenisyys.
[12]

Biotiini

Tassa yhteydessa voidaan leimaksi mainita myods biotiini. Se on pieni B-
vitamiineihin kuuluva molekyyli, jota voidaan eristdd munan keltuaisesta.
Vasta-aineisiin on helppo liittd& paljon biotiinimolekyylejd ja sitd voidaan
kayttaa kaikkien edellda mainittujen leimojen yhteydessa. Biotiini ei yksin
muodosta nakyvaa lopputuotetta, mutta se voidaan liittda avidiiniin tai perok-
sidaasi leimattuun avidiini-biotiini-kompleksiin (ABC), joka voidaan detektoi-
da DAB:lla. Biotiini voi toimia myds hapteenina, jolloin se voidaan paikallis-

taa antibiootilla.
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2.5.3 Epaspesifin varjaytymisen estaminen

Epaspesifistd varjaytymista voivat aiheuttaa endogeeniset entsyymit, hydro-
fobiset reaktiot ja vasta-aineiden epéaspesifinen sitoutuminen. Sitéd voidaan
estaa erilaisilla kasittelyilla ja detergentin (pinta-aktiivinen aine) lisayksilla.
Endogeeniset entsyymit tulee salvata, kun kaytetd&n leimoina entsyymeja,
joita on myds kudoksessa. Peroksisomeissa ja makrofageissa esiintyva pe-
roksidaasi ja sen kaltainen punasoluissa esiintyva katalaasi aiheuttavat epa-
spesifia varjaytymistd, kun leimauksessa kaytetdan peroksidaasia. Katalaasi
ja endogeeninen peroksidaasi salvataan vetyperoksidilla ja metanolilla. Ve-
typeroksidi toimii peroksidaasin substraattina ja metanoli inhiboi peroksi-
daasia, milla mahdollistetaan endogeenisen peroksidaasin loppuun kulumi-
nen. Kasittely tehdaan lisddmalla vetyperoksidi ja metanoli huuhtelupuskuriin

ennen peroksidaasilla leimatun reagenssin lisdysta.

Normaaliseerumin lisdaminen kudokseen ennen primaarisen vasta-aineen
lisdysta, ja sen aikana, estad myos epéaspesifista sitoutumista. Normaalisee-
rumi sisdltda luonnollisia vasta-aineita ja proteiineja, jotka sitoutuvat estéen
varauksista ja hydrofobisista reaktioista johtuvaa epdaspesifia sitoutumista.
Normaaliseerumin tulee olla samasta eldimestéa tuotettua kuin sekund&ari-
sen vasta-aineen, koska samassa eldimesséa tuotettu seerumi estdd primaa-
risen vasta-aineen epéaspesifia sitoutumista eik& voi toimia antigeenina sa-
man lajin vasta-aineille. Seerumi, joka on tuotettu samassa eldimessé, kun
primaari vasta-aine, estaisi primaarisen vasta-aineen epaspesifia sitoutumis-
ta hyvin lisdten samalla sekund&érisen vasta-aineen sitoutumismahdolli-

suuksia ja néin ollen taustan varjaytymista.

Epéaspesifiset sidokset ovat heikompia kuin oikeat antigeeni-vasta-aine-
sidokset. Niita voidaan estdd myds detergentin, kuten Triton X-100 lisdyksel-
& samaan liuokseen, jolla vasta-aine tuodaan kudokseen. Detergentit myos
rikkovat lipideista koostuvaa solumembraania, jolloin vasta-aineet lapaisevat

sen paremmin.

2.5.4 Immunohistokermialliset menetelmat

Immunohistokemialliset reaktiot tapahtuvat puskuriliuoksessa, jonka tehta-
vana on stabiloida vasta-aineitta ja estdd kudosta vahingoittumasta. Pusku-

reista kdytetyimpia ovat PBS (Phosphate-buffered saline), jonka pH on 7,0 -
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7,4 ja TBS, jonka pH on 7,6 (Tris-buffered saline). Kun pH on yli 7, vasta-

aineet eivat irtoa kudoksesta, mika on vaarana matalammassa pH:ssa.

Konsentraatio, jossa vasta-aineita kaytetddn, maaritetddn inkubaatioajan, -
[ampdétilan ja kaytettdvdn menetelman mukaan. Inkuboinnin aikana vasta-
aine reagoi antigeeninsa kanssa. Lyhyessé ajassa vain osa vasta-aineista
ehtii reagoida, jolloin tarvitaan suurempi konsentraatio. Pidemmassa inku-
baatioajassa konsentraatiota voidaan pienentdd. Vasta-aineiden inkubaa-
tiolampatilat vaihtelevat 4 °C:sta 37 °C:een. Sitoutuminen on nopeampaa
korkeammassa lampdétilassa, jolloin myds epaspesifinen sitoutuminen kas-
vaa. Tama tulee ottaa huomioon maéaritettdessd sopivaa vasta-
ainekonsentraatiota, joka yleensa on monoklonaalisilla vasta-aineilla pie-
nempi kuin polyklonaalisilla. Mitd herkempaa menetelmdd kaytetdan sita

pienempi pitoisuus riittda hyvaan lopputulokseen.
ABC-menetelméa

Avidiini on suuri glykoproteiini (68 kDa), jolla on poikkeuksellisen korkea affi-
niteetti, lahes irreversiibeli, ja neljd sitoutumiskohtaa useissa kudoksissa
esiintyvalle pienelle vitamiinille, biotiinille. Jokaisessa biotiinimolekyyliss& on
yksi sitoutumiskohta avidiinille ja siihen voidaan lisdksi liittaa vasta-aine seka
leima, kuten peroksidaasi. My6s avidiiniin on mahdollista liittd& leima ja sita

kaytetaan paikantamaan biotinyloitu sekund&&rinen vasta-aine.

ABC-menetelmassa (kuva 4) leimaamaton priméarinen vasta-aine paikanne-
taan biotinyloidulla sekundaarisella vasta-aineella. Biotinyloituun sekundaa-
riseen vasta-aineeseen liitetddn avidiini-biotiini-kompleksi. Kompleksi on
valmistettu antamalla ylim&aran avidiinia reagoida biotiinin kanssa, jolloin
avidiinista j&& osa biotiinin sitoutumiskohdista vapaaksi reagoimaan sekun-
daariseen vasta-aineeseen liitetyn biotiinin kanssa. Kompleksin biotiiniin on
litetty peroksidaasileima, joka reagodessaan substraattinsa ja DAB:n kans-
sa muodostaa yhdessé kelatiinin kanssa polymerisoituneen liukenematto-
man ruskean saostuman. Tama saostuma voidaan detektoida valomikro-

skooppilla.
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Kuva 4. ABC-menetelma [12.]

3 MENETELMAT

Menetelmat osiossa maaritettiin leptiini-hormonia ja leptiinireseptoria rotan
aivoleikkeistd immunohistokemiallisin menetelmin. Ensin on esitetty kaytetyt
materiaalit ja elainten esikasittely, minka jalkeen esitetdan kaytetty mene-

telma.
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3.1 Materiaalit

Kaytetyistd materiaaleista on esitetty kaytetyt vasta-aineet, ABC-kitti seka

elaimet.

3.1.1 Vasta-aineet ja seerumi
Primaarinen vasta-aine: Vuohessa tuotettu monoklonaalinen vasta-aine

(IgG) hiiren leptiinille (Goat Anti-mouse Leptin Antibody) (Cat. AF498,
R&D Systems, Immuno diagnostic oy).

§ Kantaliuoksen pitoisuus 1 mg/ ml.

§ Sailytys -80 °C:ssa.
Prim&arinen vasta-aine: Vuohessa tuotettu monoklonaalinen vasta-aine
(IgG) hiiren leptiinireseptorille (Goat Anti-mouse Leptin R Antibody) (Cat.
AF497, R%D Systems, Immuno diagnostic oy).

§ Kantaliuoksen pitoisuus 1 mg/ ml.

§ Sailytys -80 °C:ssa.
Sekundaarinen vasta-aine: Hevosessa tuotettu biotinyloitu vasta-aine
(lgG) vuohen vasta-aineelle (Biotinylated Anti-Goat 1gG [H+L]) (Cat. BA-
9500, Vector Laboratories, Inc.).

§ Kantaliuoksen pitoisuus 1,5 mg/ ml.

§ Sailytys -20 °C.ssa.
Normaaliseerumi: Hevosen normaaliseerumi (Normal Horse Serum) (Cat.
S-2000, vector Laboratories, Inc.).

§ Sailytys +4 °C.ssa.

3.1.2 Vectastain® Elite ABC Kit
Cat. PK-6100, Vector Laboratories Inc. Burlingame

3.1.3 Elaimet

Maarityksessa kaytettiin kolmea Wistar (valikoimattomia) -naarasrottaa (Hki).
Rotat lopetettiin tAysikasvuisina ja aivonaytteet otettiin talteen. Rottia pidet-
tiin laboratorio-olosuhteissa 12 tunnin y6-paiva-syklissa 24 tunnin vuorokau-

sirytmill& vakioidussa l[ampdtilassa (23 + 2 °C).

3.2 Aivojen fiksaus perfuusiolla

Perfuusiossa rotat nukutettiin antamalla niille pentobarbitaalia 1&hes kuolet-
tava maarad (1,667 ml x massa (kg)) injektiona vatsaonteloon. Rotan nukah-

dettua se asetettiin jaihin. Anestesian syvyys tarkistettiin kokeilemalla el&i-
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men varvasreflekseja, joita ei tasséd anestesian syvyydessa tule olla. Syda-
men tuli kuitenkin lydda. Rintalasta avattiin ja sydamen vasempaan kammi-
oon tyonnettiin tiputusletkuun yhdistetty injektioneula, josta virtasi [Ammitet-
tyd PBS-liuosta. PBS:n annettiin virrata noin 5 minuutin ajan, tai kunnes sy-
damen oikeaan eteiseen tehdysta viillosta ulos tuleva neste oli veren sijasta
kirkasta. PBS oli lAmmitettyd veren hyytymisen estamiseksi, jolloin veri pois-
tui paremmin. Taman jalkeen perfuusiota jatkettiin 4 % paraformaldehydiliu-
oksella (PFA) noin 15 minuutin ajan. PFA:n tarkoituksena oli fiksata aivot.
Aivot irrotettiin ja niité jalkifiksattiin neljan tunnin ajan 4 % PFA:ssa. Aivoja
sailytettiin 20 % sakkaroosiliuoksessa aivoleikkeiden viipalointiin asti. Per-
fuusion suorittamiseen tarvittiin kaksi henkil6a, joista toinen nukutti rotat ja ir-
rotti aivot ja toinen perfusoi. Kaytettyjen liuosten valmistusohjeet esitetaan
litteen& (Liite 1).

3.3 Aivojen leikkaus kryostaatilla

Rottien aivoista tehtiin leikkeitéd (kuva 5) immunohistokemiallista maaritysta
varten viipaloimalla ne kryostaatilla (Leica CM3050; Leica Nilomark Oy), joka
on kylmalaite. Kammion lampétilan tuli olla kaytettdessa noin — 20 °C, jolloin
aivot jaatyivat ja ne pysyivat koossa viipaloitaessa. Pikkuaivojen poiston jal-
keen aivot Kiinnitettiin naytepidikkeeseen Tissue-TekO O.C.TO Com-
pound:lla (Sakura Finetechnical, Europe), joka jaatyy -10 °C:ssa, ja niiden
annettiin jaatya kryostaatin kammiossa noin 10 minuutin ajan ennen viipa-
loinnin aloittamista. Leikkeen paksuudeksi valittiin 40 um (0 - 60 um) ja tera
saadettiin leikkauskulmaan 5 (0 - 10). Leikkeet kerattin 24-kuoppalevyille
niin, ettd jokaiseen kuoppaan tuli kolme leikettd aina 24 leikkeen valein.
Kuopat oli taytetty sailytyspuskurilla (0,5 M PB, johon on lisétty etyleenigly-
koli ja glyserolia), joka esti leikkeiden jaatymisen niiden sailytyslampdétilassa
(n. -20 °C). Kerays aloitettiin rotan aivoatlaan kohdasta 11 ja lopetettiin koh-
taan 44, mika tarkoitti lahes koko aivoja. Kohteena oli hypotalamus, jonka
alueita esiintyy aivoatlaan kohdissa 18 - 39. Kuva 5 on aivoatlaan kohdasta
30.[9.]
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Fi.gure 30

Interaural 5.86 mm Bregma -3.14 mm

Kuva 5. Rotan aivot [9.]

3.4 Immunohistokemiallinen menetelma

Immunohistokemiallisella menetelmalla méaéritetddn leptiini ja leptiiniresepto-

ri rotan aivoista. Kaytetty menetelmé perustuu ABC-kittiin.

3.4.1 Leptiinin ja leptiinireseptorin immunohistokemiallinen maaritys

Immunohistokemiallisten maaritysten huuhtelut, inkubaatiot ja ABC-reaktio
tehtiin kohdassa 3.4.3 esitetyn prosessin mukaisesti. Leikkeet huuhdeltiin
aina reagenssien vaihdon yhteydessa PBS-liuoksella. Huuhtelu poisti rea-
goimattomat yhdisteet inkubaatioliuoksista. Leikkeitd huuhdeltiin aina kol-
mesti 10 minuutin ajan ravistelijassa. Kaytettyjen vasta-aineiden, kuten mui-
denkin reagenssien inkubaatioajat oli todettu sopiviksi suoritettaessa immu-
nohistokemiallisia méaéarityksid laboratorio-olosuhteissa. Primaaristen vasta-
aineiden inkubaatioaika oli 18 tuntia laboratorion lampétilassa (noin 23 °C).
Aikaisempien tutkimuksien pohjalta primaarisia vasta-aineita tuli huuhdella
yon yli [7,8,12], mutta menetelmid optimoitaessa haluttiin tarkka inkubaatio-
aika, jolloin saadut tulokset olivat paremmin verrattavissa toisiinsa. Bio-
tinyloidun sekundaarisen vasta-aineen inkubaatioaika oli 2 tuntia, ja sen pi-
toisuus inkubaatioliuoksessa oli todettu aikaisempien maarityksien nojalta
sopivaksi [7,8,12]. Inkubaatioaikoja ei jouduttu naiden maarityksien aikana
muuttamaan, koska ne sopivat hyvin suoritettuihin maarityksiin ja tyoaikoi-
hin, ja kaytettavien primaaristen vasta-aineiden pitoisuudet saadettiin naihin
olosuhteisiin sopiviksi. Avidiini-biotiini-kompleksin liittAminen biotinyloituun

vasta-aineeseen suoritettiin kitin ohjeita soveltaen maarityksiin sopiviksi.
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Kehitettdessd sopivaa menetelm&a leptiinin ja leptiinireseptorin immunohis-
tokemialliseksi kuvantamiseksi Wistar-rottien aivoista, keskityttiin priméaris-
ten vasta-aineiden pitoisuuksien optimointiin inkubaatioajan pysyessa 18
tunnissa, mika helpotti maarityksen jakamista kahteen ty6paivaan. Primaari-
sen vasta-aineen pitoisuuden optimoinnin liséaksi katsottin DAB-reaktion

keston vaikutusta leikkeiden varjaytymiseen.

Aivoleikkeiden tuli olla kussakin maarityksestd aina samasta rotasta vierek-
kaiset aivoleikkeet, koska yksildiden vélilla saattoi olla eroja, vaikka maaritet-
tiinkin samaa kantaa. Lisaksi niiden tuli sisdltdd hypotalamuksen alueita [9.]
Maarityksiin otettiin aina 2 rinnakkaista naytetta kutakin optimointiolosuhdetta
kohti seka liséksi yhdet leikkeet primaariseksi ja sekundaarisiksi kontrolliksi
optimointiolosuhteita kohti, jotta pystyttiin havainnoimaan vasta-aineiden ai-

heuttamaa taustan nousua leikkeissa varjadmisprosessissin aikana.

Primaarisen vasta-aineen konsentraatio-maarityksissd primaariset kontrollit
tehtiin jokaiselle primaarisen vasta-aineen pitoisuudelle ja lisdksi tehtiin yksi
sekundaarinen kontrolli, koska sekundaarisen kontrollin pitoisuus pysyi jokai-
sessa maarityksessa samana. Sopivaa DAB-reaktioaikaa mééaritettdessa teh-
tiin jokaiselle reaktioajalle oma primdarinen ja sekundaarinen kontrolli, jotta
nahtiin jokaisen DAB-reaktioajan vaikutus vasta-aineisiin. Kontrollien avulla

pystyttiin tarkastelemaan niista johtuvaa epéspesifista sitoutumista.

Maaritykset suoritettin muovisissa 30 ml:n koepurkeissa. Yhdessa koepur-
kissa oli aina rinnakkaiset leikkeet samalle optimointiolosuhteelle, kuten pri-
madrisen vasta-aineen pitoisuudelle. Ainoastaan primééarisen vasta-aineen
inkubaatio suoritettiin 24-kuoppalevylla. Koepurkeissa inkubaatiotilavuus oli 1
ml ja 24-kuoppalevylla 300 pl, milla saastettin primaarisid vasta-aineita.
Kaikki liuokset tehtiin aina PBS-liuokseen leikkeiden olosuhteiden optimoimi-
seksi. Tarkeinta oli leikkeiden vapaa liikkuminen nadyteastioissa, milla taattiin
vasta-aineiden ja reagenssien paasy lahelle leikkeitd, mikd mahdollisti yhdis-
teiden reagoimisen kudoksissa. Naytteet siis pidettiin koko maarityksen suori-
tuksen ajan PBS:4an tehdyissé liuoksissa ravistelijassa nopeudella 300 rpm
lukuun ottamatta DAB (3,3’-diaminobentsidiini tetrahydrokloridi; Sigma)-
reaktion suorittamista, joka lyhyen keston takia suoritettiin kadessa ravistel-
len. DAB-reaktio suoritettin vetokaapissa sen karsinogeenisyyden takia.
Koepurkit suljettiin korkein inkubaatioiden ajaksi. Huuhtelut suoritettiin avo-

naisissa koepurkeissa. Leikkeet laitettiin aina ennalta liuoksilla taytettyihin as-
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tioihin ja niitd siirreltiin astioiden valilla varovasti ohuilla pensseleilla, jolloin

hauraat leikkeet sailyivat ehjina.
Primaarinen vasta-aine

Sopivaa priméérisen vasta-aineen pitoisuutta optimoitaessa lahdettiin liik-
keelle valmistajan antamista suosituksista. Suosituksen mukaan prim&arisen
vasta-aineen pitoisuuden tuli olla maaritysliuoksessa 5 - 15 pg/ ml. Vasta-
aineen suhteellisen korkean hinnan takia [&hdettiin oitis suunnittelemaan pi-
toisuutta pienemméksi, jotta saataisiin aikaan taloudellisesti kannattavampia
maarityksia. Maarityksissa lahdettiin liikkeelle siitd, ettd alin valmistajan suo-
sittelema pitoisuus otettiin vahvimmaksi. Siité 1&hdettiin sopivin sarjoin kokei-
lemaan pienempid pitoisuuksia. Samalla maarityskerralla kokeiltiin aina use-
ampia pitoisuuksia, koska maaritysolosuhteiden valilla tiedettiin olevan sa-

tunnaisvaihtelua.
DAB-reaktioaika

DAB-reaktion keston vaikutusta leikkeiden varjaytymiseen kokeiltiin priméa-
risten vasta-aineiden eri pitoisuuksille. DAB:n pitoisuus reaktioliuoksissa oli
0,5 g/ | ja reaktion keston vaikutusta kokeiltiin inkubaatioajoilla 30, 45, 60, 90
ja 120 sekuntia, minkd jalkeen ne huuhdeltiin valittdmasti PBS-liuoksissa

DAB:n poistamiseksi.

3.4.2 Vectastain® Elite ABC Kit

Vectastain® Elite ABC Kit on menetelmd, jossa kaytetddn avidiini-biotiini-
kompleksia ja siihen liitettyd peroksidaasi-entsyymid. Se on laajalti hyvaksy
yhdeksi kaikkein sensitiivisimmistéa immunoperoksidaasi-menetelmista. Kitti
perustuu biotiinin ja avidiinin ominaisuuksiin, ja se on valmistettu paikallista-
maan histologisesti tarkeita antigeeneja ja muita tekijoita tiheista kudoksista,
kuten aivoista. Elite ABC-kittia kaytetaan antigeeniin litetyn leimaamattoman
primadrisen vasta-aineen ja siihen liitetyn biotinyloidun sekundaarisen vasta-
aineen detektoimiseen kudoksista. Biotinyloituun sekund&érisen vasta-
aineeseen liitetdéan ABC-kompleksi, joka sisaltdd kompleksoituneen avidiinin
ja biotinyloidun piparjuuriperoksidaasin, minka annetaan reagoida substraa-
tin ja kromogeenin kanssa. Kaikki nama tekijat yhdessd muodostavat suuren

makromolekyylisen kompleksin sopivassa inkubaatioajassa.
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Vectastain® Elite ABC Kit sisaltda aviidini- ja biotinyloidun piparjuuriperoksi-
daasi -reagenssit, jotka on erityisesti valmistettu muodostamaan kompleksi
immunoperoksidaasivarjayksessa. Avidiinin ja biotinyloidun piparjuuriperok-
sidaasin muodostama kompleksi sisaltdd useita biotinyloituja piparjuuripe-

roksidaasimolekyyleja avidiinin sitoutuneina.

ABC-kompleksi muodostetaan sekoittamalla avidiini ja biotinyloitu piparjuuri-
peroksidaasi PBS-liuokseen laimennettuina. Lopullinen tarkasteltava mak-

romolekyylinen kompleksi pysyy stabiilina useiden tuntien ajan.

Menetelmassa poikettiin kitin ohjeesta. Kitin ohjeen mukaan avidiinia (rea-
gent A) ja biotinyloitua piparjuuriperoksidaasia (reagent B) lisatdan molem-
pia kaksi tippaa 5 ml:aan PBS-liuosta. Maarityksessa molempia reagensseja

lisattiin vain yksi tippa.

3.4.3 Immunohistokemiallinen menetelma

1.

Leikkeitd huuhdeltiin kolmesti 10 minuuttia PBS-liuoksissa séilytyspuskurin

poistamiseksi.

Endogeeniset entsyymit salvattiin liuoksella, joka siséalsi 10 % metanolia ja 3

% vetyperoksidia PBS-liuoksessa. Salpausreaktion kesto oli viisi minuuttia.

Leikkeita huuhdeltiin kolmesti 10 minuuttia PBS-liuoksessa. Huuhtelun tar-

koituksena oli poistaa leikkeistd metanoli ja vetyperoksidi.

Esi-inkubaatiossa leikkeitd inkuboitiin yksi tunti 2 % normaaliseerumia (Nor-
mal Horse Serum; NHS) ja 0,3 % Triton X-100:aa sisaltdvassa PBS-

liuoksessa.

Primaarisen vasta-aineen inkubaatiossa leikkeitd inkuboitiin 18 tuntia (yon
yli). Inkubaatioliuos sisalsi primaarisen vasta-aineen liséaksi 2 % normaa-
liseerumia (NHS) ja 0,3 % Triton X-100 PBS-liuoksessa.

Leikkeita huuhdeltiin kolmesti 10 minuuttia PBS-liuoksessa. Huuhtelun tar-

koituksenas oli poistaa reagoimattomat vasta-aineet.

Sekundaarisen vasta-aineen inkubaatiossa leikkeitd inkuboitiin 2 tuntia 0,3
% Triton X-100 sisaltavassa PBS-liuoksessa. Sekundaarista vasta-aineen
(Biotinylated Horse-anti-goat) laimennos oli inkubaatioliuoksessa 1:200 (el

noin 7,5 pg/ mi).
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ABC-reaktioliuoksen valmistus. Valmistettin ennen PBS-huuhtelun aloitta-
mista. Liuos valmistettiin ABC-kitista (PK-6100,Vectastain® Elite ABC Kit) li-
saamalla aina 5 ml PBS-liuosta kohden ensin 1 tippa reagenssia A ja 1 tippa
reagenssia B. Reagenssien lisdyksien valilla liuos sekoitettiin hyvin, jotta
reagenssit liukenivat tasaisesti PBS-liuokseen. ABC-kitti sisdltda avidiinia ja
biotinyloitua piparjuuriperoksidaasia, jotka muodostavat liuoksen reagoivan
kompleksin. ABC-liuoksen komponenttien tuli antaa reagoida keskendan 30

minuutin ajan, huuhtelun ajan, ennen inkubaation aloittamista.

Leikkeitd huuhdeltiin kolmesti 10 minuuttia PBS-liuoksessa reagoimattoman

sekundaérisen vasta-aineen poistamiseksi.

ABC-reaktiossa (PK-6100,Vectastain® Elite ABC Kit) leikkeitd inkuboitiin 1
tunnin ajan Avidiini-biotiini-kompleksin liittdmiseksi biotinyloituun vasta-

aineeseen.

Leikkeitd huuhdeltiin kolmesti 10 minuutin ajan PBS-liuoksessa reagoimat-

tomien ABC-liuoksen komponenttien poistamiseksi.

DAB-reaktio suoritettiin inkuboimalla leikkeita 30—120 sekuntia 0,5 g/ | DAB-
reagenssia siséaltavissa liuoksissa, joihin oli lisatty 0,001 % vetyperoksidia.
DAB:lla paikannettiin kudoksesta antigeeni-vasta-aine-ABC-kompleksin pi-
parjuuriperoksidaasi, jolloin muodostui silmélla havaittava ruskea sakka leik-
keisiin. DAB-kayttoliuos valmistettiin 5,0 g/ | DAB:a sisaltavasta kantaliuok-
sesta tekemalla siita 10-kertainen laimennos PBS-liuokseen. Liuokseen li-
sattiin 0,001 % vetyperoksidia substraatiksi juuri ennen kayttdd. Reaktion jal-
keen leikkeitd huuhdeltiin nopesti 2 kertaa PBS-liuoksissa. DAB-kantaliuos

valmistetaan liuottamlla 0,5 g DAB:a 100 ml:aan tislattua vetta.

Jokaiseen varjaykseen otettiin mukaan primaarinen ja sekundaarinen kont-
rollileike kutakin optimointiolosuhdetta kohti, jotka osoittivat kummankin vas-
ta-aineen toimivuuden reaktioissa. Primaarista kontrollia inkuboitiin vain pri-
maarisessa vasta-aineessa ja sekundaarista kontrollia vain sekundéaéarisessa
vasta-aineessa. Toinen inkubaatio suoritettiin aina muuten samassa liuok-
sessa kuin vasta-aineinkubaatio, mutta ilman vasta-ainetta. Kummassakaan
naytteessa ei saanut esiintyd spesifia varjaytymista seka taustan kasvun tuli

olla vahaista.
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Varsinaisen varjayksen jalkeen leikkeet siirrettiin kelatinoiduille (Liite 2) ob-
jektilaseille (SuperfrostO) PBS-liuoksen kautta ja annettiin kuivua yon yii.
Leikkeiden kuivuttua ne dehydratoitiin alkoholisarjalla, jossa ne upotettiin
ensin tislattuun veteen ja sitten eripitoisiin alkoholiliuoksiin, ja lopuksi ksy-
leeniin. Heti dehydratoinnin jalkeen leikkeet viela kiinnitettiin. Nama tyon vai-

heet mahdollistivat leikkeiden sailymisen.
13. Leikkeiden dehydratointi:

1. Tislattu vesi 1x1min
2. 70%etanoli 1 x2 min
3. 96 % etanoli 2 x2 min
4. 99 % etanoli 2 x5 min
5. Ksyleeni 1x5min

14. Leikkeiden kiinnitys. Lasit peitettiin peitinlaseilla, jotka kastettiin ensin ksy-
leeniin. Objektilasin p&alle tiputettiin pieni méard Pertex-kiinnitysainetta (Per-
tex mounting medium; Histolab, #00801) ja peitinlasi painettiin sen paalle.
Mahdolliset ilmakuplat poistettiin painelemalla peitinlasia kevyesti pinseteilla.

Kiinnitysaineen annettiin kuivua muutaman paivan.

3.4.4 Aivoleikkeiden varjays

Varjayksissa kaytettiin primaarisind vasta-aineina vuohessa tuotettuja mo-
noklonaalisia vasta-aineita (IgG) hiiren leptiinille ja leptiinireseptorille. Vasta-
aineet oli valmistettu kayttamalla immunogeeneiné hiiren rekombinanttiprote-
iineja, jotka oli tuotettu gramnegatiivisissa bakteereissa. Sekundaarinen vas-
ta-aine oli biotinyloitu hevosessa tuotettu vasta-aine (IgG) vuohen vasta-

aineelle (IgG) (H+L). Seerumina kaytettiin hevosen normaaliseerumia.

Taulukosta 1 n&dhd&én varjaysprosessien eteneminen. Varjaykset aloitettiin
valmistajan suosittelemalla alhaisimmalla primaarisen vasta-aineen pitoi-
suudella (5 pg/ ml) immunohistokemialliseen maaritykseen. Liséksi katsottiin
leptiinin ja sen reseptorin esiintymista eri aivoalueilla. Kohteena oli kuitenkin
hypotalamuksen eri alueet, koska niiden tiedettiin liittyvan oleellisesti ruoka-
halun saatelyyn ja energiatasapainoon. Spesifinen varjaytyminen aivoalueilla

havaittiin heti, ja siitd saatiin hyvat lahtdkohdat maarityksien optimoimiseksi.
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Optimointikohteita olivat immunohistokemiallisen maarityksen primaarisen

vasta-aineen pitoisuus ja DAB-reaktion kesto.

Taulukko 1. Leptiinin ja leptiinireseptorin immunohistokemiallisten menetelmien op-
timointi.

Primé&arisen
Proteiini | Aivot Maarityksen laatu vasta-aineen DAB-reaktion kesto
pitoisuus [s]
. . - [ug/ml]
LR Rotta2 |CSiNywyserai- g, 30
voalueilla
LR Rotta2 |DAB-vaste 5,0 30, 60 ja 120
Leptiini |Rotta?2 |DAB-vaste 50 30,60ja 120
Leptiini Rotta 2 Esuntyyyys eri ai- 50 30
voalueilla
Leptiini Rotta 1 Konsentraatiovaste %25 8’5’ 2.0, 30
Leptiini |Rotta3 | DAB-vaste 2,0 30, 45, 60 ja 120
Leptiini |Rotta 3 | Konsentraatiovaste 10,20, 3,0, 30
P 4,0ja 5,0
. . 1,0, 2,0, 3,0,
Leptiini |Rotta 3 | Konsentraatiovaste 4.0ja’5.0 30
. . 1,0, 2,0, 3,0,
Leptiini |Rotta 2 | Konsentraatiovaste 4.0ja5.0 30
. . |Rottal |Konsentraatio-ja |[1,0, 2,0, 3,0 .
Leptiini DAB-vaste ia 4,0 30, 45 ja 60
LR Rottal | Konsentraatiovaste 1’0’.2’0’ 3.0, 45
4,0ja5,0
LR Rottal |DAB-vaste 3,0 fgb“S’ 60,90 ja

Maéaritykset aloitettiin leptiinireseptorista, josta paadyttin testaamaan lep-
tiinia. Maarityksissa vaihdettiin primaarisen vasta-aineen pitoisuutta ja DAB-
reaktioiden kestoa ja katsottiin niiden vaikutusta varjaytymisiin. Maarityksien
edetessa todettiin leptiinin ja leptiinreseptorin immunohistokemiallisen ku-
vantamisen olevan ldhelld toisiaan. Maarityksien tulokset antoivat viitteita
toistensa onnistumisesta. Tyossa keskityttiin kokeilemaan alhaisempia pri-
maarisen vasta-aineen pitoisuuksia, koska ne silméamaaraisesti tarkasteltui-
na nayttivat antavan hyvia tuloksia. Lisaksi DAB-reaktioajan kasvattaminen

naytti tuottavan parempia tuloksia alhaisemmilla pitoisuuksilla.

Taulukosta 1 nahdaan maarityksien eteneminen ja onko méaarityksen koh-
teena ollut leptiini vai leptiinireseptori. Lisaksi maarityksiin kaytettyjen rottien
aivot on esitetty. Seuraavaksi taulukossa on esitetty maarityksen laatu el
onko niiden tarkoitus ollut maarittda proteiinien esiintymisalueita, primaéari-

sen vasta-aineen sitoutumista antigeeneihin, vai testata DAB-reaktion vaiku-
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tusta varjaytymiseen. Maarityksessa kaytetyt primaaristen vasta-aineiden pi-
toisuudet ja DAB-reaktioajat on esitetty omissa sarakkeissaan. Valomikro-
skooppisiin tarkasteluihin Stereo Investigatorilla valittin maarityksien kannal-
ta edustavimmat varjaykset, mitka on esitetty taulukossa alleviivattuina. Nai-

ta varjayksia kasitellddn tuloksissa tarkemmin.

3.5 Aivoleikkeiden tutkiminen

Valittujen maarityksien aivoleikkeita tarkasteltiin lahemmin kuvaamalla ne
valomikroskooppiin liitetyll& Stereo investigator-ohjelmalla. Liséksi kuvatuista

leikkeistd maaritettiin optiset tiheydet.

3.5.1 Kuvaaminen Stereo Investigator -ohjelmalla

Varjaysprosessien suorittamisen jalkeen valittiin koko méaarityksia parhaiten
edustavimmat aivoleikkeet, joiden varjaytymista lahdettiin tarkastelemaan.
Ne kuvattiin valomikroskoopilla, johon oli liitetty stereotaso (Lep Biopoint 2
Ludl Electronic Products 995201, Lep MAC5000, 73005020 DS-System) ja
tietokeohjelma (Mbf Stereoinvestigat™ 6 1995-2005 MicrobrightField.Inc,
Stereo Investigator Confucal virtual Slice MRI). Stereo Investigator -ohjelma
mahdollisti leikkeiden tutkimisen X, y, z -koordinaatistossa. Siin& mikroskoo-
pilla paastiin kulkemaan kudosten sisdén ja tarkastelemaan sekd maaritta-
maan haluttuja tekijoitd. Menetelmien optimoinnin kannalta oli tarkeaa tar-
kastelle proteiinien spesifista varjaytymista aivokudoksissa. Tydssa kaytettiin

10-kertaisesti suurentavaa mikroskoopin linssia.

3.5.2 Optisen tiheyden mittaaminen Image Pro Plus -tietokoneohjelmalla

Kuvaamisen jalkeen mitattiin varjaytymisen optinen tiheys (Image-Pro Plus.
version 3. Ink Novell®) leikkeista, joista oli maaritetty leptiinia. Tiheyksien
avulla pystyttiin vertailemaan tarkasti konsentraatioiden ja DAB-reaktioiden
vaikutuksia ja varjaytymisen suuntaa leikkeissa. Liséksi silla voitiin tarkastel-
la spesifistd ja epaspesifistd varjaytymistd sek& kontrollien aiheuttamaa
taustaa. Lisaksi eri maarityksien tuloksia pystyttiin vertaamaan luotettavasti
toisiinsa. Leikkeiden optisten tiheyksien mittaaminen ja vertaaminen mahdol-
listi leptiinin ja leptiinreseptorin immunohistokemiallisen maérityksen mene-
telmien optimoinnit, mink& perusteella laadittiin lopulliset immunohistokemi-

alliset varjdysmenetelmét osaston kayttoon.
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4 TULOKSET

Varjayksien perusteella todettiin, ettd leptiinin ja leptiinireseptorin  im-
monohistokemiallinen kuvantaminen Wistar-rottien aivoista onnistuu. Kayte-
tyt menetelmat tuottivat hyvia tuloksia. Seuraavista kuvasarjoista nédhd&én
primadristen vasta-aineiden sitoutuminen seka DAB-reaktioajan vaikutus
varjaytymiseen. Liséksi kuvista oli tarkasteltavissa spesifinen sitoutuminen
myo6s kvantitatiivisesti, mikd yhdessd optisen tiheyden mittausten kanssa

johti lopullisten immunohistokemiallisten menetelmien pystyttdmiseen.

4.1 Leptiinin kuvantaminen

Leptiinin varjaysmenetelmasta esitetddn ensin primaarisen vasta-aineen pi-
toisuuden vaikutus varjaytymiseen, minka jalkeen esitetddn DAB-reaktion
vaikutus varjaytymiseen seka primaarisen vasta-aineen pitoisuuksilla 2 pg/
ml ettd 5 pg/ ml. Mukaan on liitetty kontrollit, joista nahd&aén vasta-aineista

aiheutuva epdaspesifinen sitoutuminen.

4.1.1 Primaarinen vasta-aine

Maaritys, jossa katsottiin primaarisen vasta-aineen pitoisuuden vaikutusta
leptiinin immunohistokemialliseen kuvantamiseen, suoritettin vasta-aineen
pitoisuuksilla 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ja 5,0 pg/ ml (kuva 6A). DAB-reaktioaika ol
maarityksessa 30 sekuntia. Leikkeet on esitetty kuvasarjoissa pienimméasta
pitoisuudesta lahtien. Epaspesifisen varjaytymisen kontrollindytteet ovat ku-

van kohdissa B ja C.



29

Kuva 6. Primadrisen vasta-aineen vaikutus leptiinin immunohistokemialliseen kuvan-
tamiseen primaarisen vasta-aineen pitoisuuksilla 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ja 5,0 pg/ ml.
DAB-reaktioaika 30 sekuntia. (A) Maaritys, (B) priméaariset kontrollit ja (C) sekundaa-
rinen kontrolli.

4.1.2 DAB-reaktioaika

Maaritykset, joissa katsottiin DAB-reaktioajan vaikutusta leptiinin varjaytymi-
seen, suoritettiin priméarisen vasta-aineen pitoisuuksilla 2 pg/ ml ja 5 pg/ mi.
DAB-reaktioajat olivat 2 pg/ ml -pitoisuudelle 30, 45, 60 ja 120 sekuntia, ja 5
Hg / ml -pitoisuudelle 30, 60 ja 120 sekuntia. Varjatyt leikkeet on esitetty ku-
vasarjoissa (kuva 7A ja 8A) lyhyimmasta reaktioajasta lahtien. Epaspesifisen
varjaytymisen kontrollinaytteet ovat kuvien kohdissa B ja C. Kontrollit esitta-
vat vasta-aineista johtuvaa epaspesifia sitoutumista. Kontrollien kuvasarjois-
ta nahdaan, ettd DAB-reaktion pituus ei saa ylittdd 60 sekuntia, koska silloin

tausta kasvaa liikkaa, mik& hairitsee maaritysta.

Kuvan 7 kuvasarjoista ndhdadan DAB-reaktion pituuden vaikutus leikkeiden
varjaytymiseen, kun primaarisen vasta-aineen pitoisuus on 2 pg/ ml. Sekun-
daarisid kontrolleja esittdvasta kuvasarjasta (7C) puuttuu kuva, joka esittaa
30 sekunnin DAB-reaktioaikaa, koska leike oli pddssyt ilman kanssa tekemi-

siin ja mennyt kuvaamiskelvottomaksi.
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Kuva 7. DAB-reaktioajan vaikutus leptiinin immunohistokemialliseen kuvantamiseen
primaarisen vasta-aineen pitoisuudella 2 pg/ ml. DAB-reaktioajat 30, 45, 60 ja 120
sekuntia. (A) Maaritys, (B) Priméaariset kontrollit ja (C) sekundaariset kontrollit (DAB-
reaktioajat 45, 60 ja 120 s).

Kuvan 8 kuvasarjoista nahdaan DAB-reaktioajan vaikutus leikkeiden varjay-

tymiseen, kun prim&érisen vasta-aineen pitoisuus on 5 pg/ ml.

Kuva 8. DAB-reaktioajan vaikutus leptiinin immunohistokemialliseen kuvantamiseen
primaarisen vasta-aineen pitoisuudella 5 pg/ ml. DAB-reaktioajat 30, 60 ja 120 se-
kuntia. (A) Méaaritys, (B) Prim&ariset kontrollit ja (C) sekundaariset kontrollit.
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4.1.3 Spesifinen varjaytyminen

Tassa osiossa keskitytddn vertaamaan kesken&an maarityksien kahta leik-
kett&, joissa on kaytetty primaérisen vasta-aineen pitoisuutena 5 pg/ ml. Ta-
man pitoisuuden havaittiin olevan ainoa pitoisuus, joka aiheutti kvantitatiivi-
sesti havaittavaa spesifistéa sitoutumista varjatyissa aivoleikkeissa naisséa
olosuhteissa. Vertailussa kdytetdan priméarisen vasta-aineen pitoisuusmaa-
rityksen (kuva 6A; 5 pg/ ml, 30 s) ja DAB-reaktioaika maarityksen (kuva 8; 5
pg/ ml, 60 s) leikkeita, joita vertaillaan toisiinsa. Kuvat ovat eri maarityksista,
joten ne eivat ole taysin verrattavissa keskendan, mutta niistd nahdaan
DAB-reaktioajan vaikutus spesifiseen varjaytymiseen. Kuvat ovat isompia ja
tarkempia kuin koko aivoleikkeistad otetut kuvat ja niissa esitetddn hypotala-
muksen liséksi alueita, joissa huomattiin esiintyvan spesifista varjaytymista
kuvaamisen aikana. Naméa aivojen alueet ovat hippokampus ja cortex eli ai-

vokuori.
Aivokuoren varjaytyminen

Kuvan 9 kohdissa A ja B esitetddn DAB-reaktioajan vaikutus leikkeiden spe-
sifiseen vérjaytymiseen aivokuoressa. Kuvasta ndhdaan, ettd 60 sekunnin
DAB-reaktiolla saadaan kvantitatiivisempia tuloksia. TAma on havaittavissa,
kun verrataan aivokuorten alaosia tosiinsa. Leike on 30 sekunnin DAB-
reaktiolla lahes tasaisesti varjaantynyt, mutta 60 sekunnin reaktiossa huo-
mataan eriasteista varjaytymista, mik& osoittaa 60 sekunnin DAB-reaktion
olevan parempi vaihtoehto menetelméén, jossa leptiinia kuvannetaan immu-

nohistokemiallisesti.
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Kuva 9. Aivokuori. DAB-reaktioajan vaikutus leptiinin immunohistokemialliseen ku-
vantamiseen. (A) Prim&érisen vasta-aineen pitoisuus -maarityksen aivokuori vasta-
aineen pitoisuudella 5 pg/ ml. DAB-reaktioaika 30 sekuntia. (B) DAB-reaktioaika -
maarityksen aivokuori vasta-aineen pitoisuudella 5 pg/ml. DAB-reaktioaika 60
sekuntia.

Hippokampuksen varjaytyminen

Kuvan 10 kohdissa A ja B esitetddn DAB-reaktioajan vaikutus leikkeiden
spesifiseen varjaytymiseen hippokampuksessa. Molemmista on havaittavis-
sa spesifista varjaytymista hippokampuksen alueella, mutta kohdassa B var-
jaytyminen on selkeampaa.

Kuva 10. Hippokampus. DAB-reaktioajan vaikutus leptiinin immunohistokemialliseen
kuvantamiseen. (A) Primadrisen vasta-aineen pitoisuus -maarityksen hippokampus
vasta-aineen pitoisuudella 5 pg/ ml. DAB-reaktioaika 30 sekuntia. (B) DAB-
reaktioaika -maarityksen hippokampus vasta-aineen pitoisuudella 5 pg/ ml. DAB-
reaktioaika 60 sekuntia.

Hypotalamuksen varjaytyminen

Kuvasta 11 nahdaan DAB-reaktioajan vaikutus leikkeiden spesifiseen varjay-
tymiseen hypotalamuksessa. Kohdista A ja B on molemmista havaittavissa
spesifista varjaytymista ja hypotalamus on selkedasti erottunut. Kuitenkin
kohdasta B varjaytyminen on havaittavissa kvantitatiivisemmin ja kuvasta

havaitaan varjaytymisen olevan tummempaa kolmannen aivokammion vie-
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reiseltd alueelta ja aivan leikkeen alaosista, joissa Arc:n alueet sijaitsevat

(vertaa kuvaan 3).

Kuva 11. Hypotalamus. DAB-reaktioajan vaikutus leptiinin immunohistokemialliseen
kuvantamiseen. (A) Primaarisen vasta-aineen pitoisuus -maadrityksen hypotalamus
vasta-aineen pitoisuudella 5 pg/ ml. DAB-reaktioaika 30 sekuntia. (B) DAB-
reaktioaika -maarityksen hypotalamus vasta-aineen pitoisuudella 5 pg/ ml. DAB-
reaktioaika 60 sekuntia.

Edella esitettyjen kuvien perusteella tultiin siihen johtopaatokseen, etté lep-
tiinin immunohistokemiallinen kuvantaminen rotan aivoista onnistuu parhai-
ten primaarisen vasta-aineen pitoisuudella 5 pg/ ml ja 60 sekunnin DAB-
reaktioajalla kaytetyissa maaritysolosuhteissa.

4.2 Leptiinireseptorin kuvantaminen

Leptiinireseptorin varjayksessa esitetddn ensin primaarisen vasta-aineen
konsentraation vaikutus varjaytymiseen (kuva 12), minka jalkeen esitetdan
DAB-reaktioajan vaikutus (kuva 13). Mukaan on liitetty kontrollit, joista n&h-

daan vasta-aineista aiheutuva epéaspesifinen sitoutuminen.

4.2.1 Primaarinen vasta-aine

Maaritys, jossa katsottiin primaarisen vasta-aineen pitoisuuden vaikutusta
leptiinireseptorin  immunohistokemialliseen kuvantamiseen, suoritettiin pri-
maarisen vasta-aineen pitoisuuksilla 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ja 5,0 pg/ ml (kuva
12A). DAB-reaktioaika oli maarityksessa 45 sekuntia. Leikkeet on esitetty
kuvasarjoissa pienimmasta pitoisuudesta lahtien. Epéspesifisen varjaytymi-
sen kontrollindytteet ovat kuvan kohdissa B ja C. Kuvasta huomataan, etta
priméarisen vasta-aineen pitoisuus ei 45 sekunnin DAB-reaktiolla vaikuta
epaspesifiseen sitoutumiseen kontrolleissa.
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Kuva 12. Prim&éarisen vasta-aineen vaikutus leptiinireseptorin immunohistokemialli-
seen kuvantamiseen primaarisen vasta-aineen pitoisuuksilla 1,0, 2,0, 3,0, 4,0 ja 5,0
pg/ ml. DAB-reaktioaika 45 sekuntia. (A) Maaritys, (B) primaariset kontrollit ja (C)
sekundaérinen kontrolli.

4.2.2 DAB-reaktioaika

Maaritys, jossa katsottiin DAB-reaktioajan vaikutusta leptiinireseptorin var-
jaytymiseen, suoritettiin primaarisen vasta-aineen pitoisuudella 5 pg/ ml.
DAB-reaktioajat olivat 30, 60 ja 120 sekuntia. Varjatyt leikkeet on esitetty ku-
vassa 13 (A) lyhyimmasta reaktioajasta |ahtien. Epaspesifinen varjaytyminen
nakyy kontrolleista, jotka ovat kuvan kohdissa B ja C.
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Kuva 13. DAB-reaktioajan vaikutus leptiinireseptorin immunohistokemialliseen ku-
vantamiseen primaarisen vasta-aineen pitoisuudella 5 pg/ ml. DAB-reaktioajat 30,
60 ja 120 sekuntia. (A) Maaritys, (B) primaariset kontrollit ja (C) sekundaariset kont-
rollit.

4.2.3 Leikkeiden varjaytyminen

Verrattaessa leptiinireseptorin immunohistokemiallista varjaytymista leptiinin
varjaytymiseen naytti ensin silta, etta leptiinireseptorin varjdysmenetelma ei
toimisi yhta hyvin, tai sita ei esiintyisi leikkeissé yhta paljon. Tarkasteltaessa
samoja leikkeitd mikroskoopilla hypotalamuksen alueelta 3. aivokammion
vierestd (kuvat 14 ja 15), havaittiin, ettd vaaleampi varjaytyminen johtuu lep-
tiinireseptorin erilaisesta esiintymisestd aivokudoksessa. Leptiinireseptorin
sitoutuminen on pistemaista eli se saattaa esiintya tietyissd neuroneissa tai
soluryhmissé voimakkaammin kuin toisissa. Lisaksi kuvista on havaittavissa
rihmoja, jotka saattaisivat olla hermoratoja. Etenkin kuvan 15 kohdasta C
nahdaan, etta leptiinireseptoria esiintyy voimakkaimmin Arc:n alueilla (vertaa
kuvaan 3).

Seuraavien kuvien leikkeissd on primaarisen vasta-aineen pitoisuus 5 pg/
ml, koska sen todettiin, kuvien perusteella, olevan paras pitoisuus lep-
tiinireseptorin immunohistokemialliseen kuvantamiseen. Tama pitoisuus oli
ainut joka naytti antavan kvantitatiivisesti tarkasteltavia tuloksia. Kuva 14 on
leptiinireseptorin prim&&risen vasta-aineen pitoisuus -maarityksesta (vertaa

kuvaan 12A) ja siind DAB-reaktioaika on 45 sekuntia.
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Kuva 14. Leptiinireseptorin esiintyminen hypotalamuksessa 3. aivokammion vieres-
sé primaérisen vasta-aineen pitoisuus -madrityksessa. Primaarisen vasta-aineen
pitoisuus 5 pg/ ml. DAB-reaktioaika 45 sekuntia. (Suurempi kuva liitteessa 3.)

Kuva 15 on DAB-reaktioaika -maarityksesta ja siind DAB-reaktioajat olivat
30, 60 ja 120 sekuntia (vertaa kuvaan 13A). Kuvat on esitetty jpg-muodossa,
ja niistad on tarkemmat tiff-kuvat liitteissa 3 ja 4 (1,2 ja 3), mista leptiiniresep-
torin esiintymista voidaan tarkastella.

Kuva 15. Leptiinireseptorin esiintyminen hypotalamuksessa 3. aivokammion vieres-
sé DAB-reaktiaika -maarityksessé. Primaarisen vasta-aineen pitoisuus 5 pg/ ml.
DAB-reaktioajat 30, 60 ja 120 sekuntia. (Liite 4, s. 1 - 3)

Naiden kuvien perusteella leptiinireseptorin sitoutuminen on selkeimmin ha-
vaittavissa kuvan 15 kohdasta C. Kuvan perusteella 120 sekunnin DAB-
reaktioaika on paras leptiinireseptorin kuvantamiseen talla menetelmalla,
kun primaarisen vasta-aineen pitoisuutena kaytetaan 5 pug/ ml. Vertailtaessa
leptiinin DAB-reaktioaika -maaritysta ja leptiinireseptorin DAB-reaktioaika -
madritysta toisiinsa primadrisen vasta-aineen pitoisuudella 5 pug/ ml havai-
taan, ettd kontrollit aiheuttavat l&ahes yhtd tummaa epéaspesifisté varjaytymis-
ta leptiinimaarityksen DAB-reaktioajalla 60 sekuntia (kuva 8) ja leptiiniresep-
torimaarityksen DAB-reaktioajalla 120 sekuntia (kuva 13). Leptiinireseptorin
maaritykseen kaytettavaa 120 sekunnin DAB-reaktioaikaa on yleensa pidetty
lian pitkédnd, mutta talle vasta-aineelle talla menetelmalld se nayttaa toimi-
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van parhaiten. Jo 30 sekunnin DAB-reaktioaikakin ndyttda antavan tarkastel-
tavia tuloksia, kuten kuvan 15 kohdasta A on havaittavissa. Kuitenkin katsot-
taessa kuvaa 13, jossa esitetdan DAB-reaktioaikasarja, huomataan, ettd 30
sekunnin DAB-reaktioaika ei anna tarpeaksi selkeaa tulosta. Liitteista 3 ja 4
nahdaan vield kyseiset kuvat tarkempina, jolloin leptiinireseptorin vérjayty-
minen nahdaan selkeammin. Edella esitettyjen kuvien perusteella tultiin sii-
hen tulokseen, etté leptiinireseptorin immunohistokemiallinen kuvantaminen
onnistuu parhaiten primaarisen vasta-aineen pitoisuuden ollessa 5 pg/ ml ja

DAB-reaktioajan ollessa 120 sekuntia kaytetyissd méaaéaritysolosuhteissa.

4.3 Leptiinimenetelmien optinen tiheys

Optisen tiheyden mittaaminen otettiin tueksi osoittamaan leptiinin immuno-
histokemiallisen kuvantamisen onnistumista sek& osoittamaan menetelman
optimoitavien kohtien vaikutus véarjaytymiseen. Optinen tiheys on mitattu
edella esitetyista kuvasarjoista (kuvat 6, 7 ja 8). Primaarisen vasta-aineen pi-
toisuuden (kuva 6A) ja DAB-reaktioajan (kuvat 7A ja 8A) vaikutukset immu-
nohistokemiallisen varjaytymisen optiseen tiheyteen osoitetaan kuvaajilla.
Kuvaajista on tarkasteltavissa optimoitavien olosuhteiden muutoksien vaiku-
tus méaaritykseen. Optinen tiheys eli absorbanssi [A] kuvaa valon imeytymis-
td aineeseen ja tiheys on mitattu hypotalamuksesta, varjaytymista edusta-
vasta kohdasta. Kuvaajissa esitetdan optisen tiheyden muutos seké suoraan
kuvasta etta tausta védhennettyna, jolloin saadaan varjaytymisen spesifisen
optinen tiheys ja pystytddn minimoimaan vérjayksista johtuvaa vaihtelua.
Tausta on mitattu alueelta, jolla ei pitéisi esiintya leptiinin spesifista sitoutu-
mista. Optista tiheyttd kaytetdan vain leptiinimenetelman optimoimiseen,
koska leptiinin varjaytyminen on tasaista ja leptiinireseptorin esiintyminen

pistemaista aivokudoksissa.

4.3.1 Konsentraatiovasteen vaikutus optiseen tiheyteen

Taulukosta 2 ndhdaan primaarisen vasta-aineen pitoisuuden vaikutus var-
jaytymisen optiseen tiheyteen, kun DAB-reaktioaika on 30 sekuntia. Taulu-
kossa on ilmoitettu myds taustan tiheys seké varjayksen spesifinen optinen

tiheys.
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Taulukko 2. Primaarisen vasta-aineen pitoisuuden vaikutus leptiinimaarityksen opti-
seen tiheyteen.

spesifinen tiheys
c(ug/ml) Optinen tiheys [A] taustan tiheys [A] | [A]
1 1560,4 1227,7 332,7
2 1720,9 1271,6 449,2
3 1918,9 1269,1 649,9
4 2171,0 1410,2 760,8
5 2328,3 1409,7 918,6

Taulukosta 2 ndhdaan, etté taustan tiheys ei merkittavasti muutu primaari-
sen vasta-aineen pitoisuuksien vaikutuksesta. Kuvassa 16 on esitetty varja-

yksen optinen tiheys ja spesifinen tiheys priméérisen vasta-aineen funktiona.

Leptiini: prim&arisen vasta-aineen pitoisuuden vaikutus
optinen tiheys

2500

R? a= 0,9942

2000 / R? b= 0,9931
< / & Varjayksen intensiteetti
g 1500 S
< B Spesifinen intensiteetti
5 .
£ 1000 Lin. (Véarjayksen
g /./. intensiteetti)
== Lin. (Spesifinen
500
/ intensiteetti)

0 1 2 3 4 5 6

Primaérisen vasta-aineen pitoisuus [ug/ ml]

Kuva 16. Primé&&risen vasta-aineen pitoisuuden vaikutus leptiinin varjaytymisen opti-
seen tiheyteen.

Taulukosta 2 ja kuvaajista (kuva 16) nahdaan, etta varjayksen tiheys para-
nee lineaarisesti kaytettdessa korkeampia primadarisen vasta-aineen pitoi-
suuksia, mikad ilmenee korrelaatiokertoimen suuruutena. Taman perusteella
5 pg/ ml on paras primaarisen vasta-aineen pitoisuus kaytetyista pitoisuuk-
sista leptiinin immunohistokemialliseksi kuvantamiseksi, mika osoittaa kuvi-

en tarkastelun johtaneen oikeaan tulokseen.

4.3.2 DAB-reaktioajan vaikutus optiseen tiheyteen

Taulukoissa 3 ja 4 on esitetty DAB-reaktioajan vaikutus leikkeiden varjayty-
misen optiseen tiheyteen primdarisen vasta-aineen pitoisuuksilla 2 ja 5 pg/

ml. Taulukoissa on liséksi esitetty taustan tiheys seka spesifinen tiheys.
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Taulukosta 3 nahdaan, ettd varjayksen optinen tiheys kasvaa reaktioajan
kasvaessa primaarisen vasta-aineen pitoisuudella 2 pg/ ml. Taulukosta on
my6s nahtavissa, etta taustan tiheys kasvaa 120 sekunnin kohdalla verrat-
taessa muiden reaktioaikojen aiheuttamaan taustan tiheyteen. Liséksi taulu-
kosta ndhdaan, etta DAB-reaktioaika ei vaikuta merkittavasti spesifiseen véar-
jaytymiseen primaarisen vasta-aineen pitoisuudella 2 pg / ml, mika osoittaa

pitoisuuden olevan lilan pieni.

Taulukko 3. DAB-reaktioajan vaikutus leptiinimaarityksen optiseen tiheyteen. Pri-
maadrisen vasta-aineen pitoisuus 2 pg / ml.

t/DAB(S) Optinen tiheys taustan tiheys spesifinen tiheys
30 1668,8 1468,7 200,1
45 1981,1 1622,1 359,0
60 2021,4 1737,8 283,7
120 2526,7 2124,5 402,2

Kuvaajista ndhd&an (Kuva 17), ettd maarityksessa leikkeiden optinen tiheys
kasvaa ldhes lineaarisesti, mutta spesifinen tiheys ei, mika osoittaa, etta
DAB-reaktioajan kasvattaminen ei paranna maarityksen laatua talla primaa-

risen vasta-aineen pitoisuudella.

Leptiini: DAB-reaktioajan vaikutus optiseen tiheyteen.
Prim&arisen vasta-aineen pitoisuus 2 pug/ ml.
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Kuva 17. DAB-reaktioajan vaikutus leptiinin varjaytymisen optiseen tiheyteen pri-
maadrisen vasta-aineen pitoisuudella 2 pg/ ml.

Taulukosta 4 nahdaan, ettd varjayksen optinen tiheys kasvaa DAB-
reaktioajan kasvaessa primaarisen vasta-aineen pitoisuudella 5 pg/ ml. Tau-

lukosta ndhdaan myags, ettd taustan intensiteetti kasvaa huomattavasti 120
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sekunnin kohdalla 30 ja 60 sekunnin reaktioihin verrattuna, missa taustan in-
tensiteetti pysyy lahes muuttumattomana. Liséksi nahdaan, ettda DAB-
reaktioaika vaikuttaa spesifiseen varjaytymiseen talla prim&arisen vasta-
aineen pitoisuudella (5 pg/ ml), mita ei ollut havaittavissa pienemmilla pitoi-

suuksilla.

Taulukko 4. DAB-reaktioajan vaikutus leptiinimaarityksen optiseen tiheyteen. Pri-
maadrisen vasta-aineen pitoisuus 5 pg / ml.

t/DAB(S) Optinen tiheys taustan tiheys spesifinen tiheys
30 2131,7 1689,9 441.8
60 2586,8 1628,0 958,8
120 3140,0 2067,9 1072,2

Kuvaajista (kuva 18) on havaittavissa, etta varjaytymisen intensiteetti kasvaa
lahes lineaarisesti. Kuvaajasta ndhdaan myads, etta varjaytyminen on spesi-
fistd varjaytymistd. Taulukon 4 ja kuvan 18 perusteella voidaan todeta, ettd
DAB-reaktio vaikuttaa spesifiseen varjaytymiseen 60 sekuntiin asti, mink&

jalkeen spesifinen sitoutuminen ei endd merkittavasti kasva.

Leptiini: DAB-reaktioajan vaikutus optiseen tiheyteen.
Primaarisen vasta-aineen pitoisuus 5 pg/ ml.

3500

3000 —*

/ R b=0,7319
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/ intensiteetti)
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intensiteetti)
0 : :
0 50 100 150

DAB-reaktioaika, t[s]

Kuva 18. DAB-reaktioajan vaikutus leptiinin varjaytymisen optiseen tiheyteen pri-
maadrisen vasta-aineen pitoisuudella 5 pg/ ml.

4.3.3 Optinen intensiteetti -paatelmat

Optisen tiheyden mittaukset tukevat leikkeisté otettujen kuvien tarkasteluista
saatuja tuloksia siitd, ettd leptiinin immunohistokemiallisessa kuvantamises-

sa tulee kayttaa primaarisen vasta-aineen pitoisuutena 5 pg/ ml. Liséksi 60
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sekunnin DAB-reaktiaika on maarityksen kannalta sopivin, koska tdman ajan

jalkeen spesifinen varjaytyminen ei enda parane.

5 YHTEENVETO

Tassa opinnaytetydssa kehitettiin immunohistokemialliset menetelmat leptii-
nin ja leptiinireseptorin kuvantamiseksi rotan aivoista. Leptiinin ja sen resep-
torin spesifinen maarittdminen aivokudoksista onnistui hyvin ja menetelmat
niiden maarittdmiseksi saatiin pystytettyd. Menetelmat saatiin optimoitua so-

piviksi suoritettaessa maarityksia laboratorio-olosuhteissa.

Leptiinin immunohistokemialliseksi kuvantamiseksi rotan aivoista kaytetaan
menetelm&&, jossa primaarisen vasta-aineen (AF498, R&D Systems) pitoi-
suus on 5,0 pg / ml ja DAB-reaktion kesto on 60 sekuntia. Menetelméohje

esitetaan liitteessa 5.

Leptiinireseptorin  immunohistokemialliseksi kuvantamiseksi rotan aivoista
kaytetdan menetelmad, jossa primaarisen vasta-aineen (AF497, R&D Sys-
tems) pitoisuus on 5 pg/ ml ja DAB-reaktion kesto on 120 sekuntia. Mene-

telméohje esitetaan liitteessa 6.

Leptiinid ja leptiinireseptoria esiintyy samanaikaisesti tietyilla aivoalueilla
odotusten mukaisesti. Varjaysten spesifisyys ja paikallistuminen niille alueil-
le, joilla leptiinia ja leptiinireseptoria tiedetaan esiintyvan, tukee sita johto-
paatosta, ettd pystytetyilla varjdysmenetelmilla voidaan maarittda lep-

tiinihormonia ja sen reseptoria.

Menetelmia on tarkoitus kayttaa ruokahalun séatelyn fysiologisten ja farma-
kologisten mekanismien tutkimisessa Helsingin Yliopiston Farmasian tiede-

kunnan Farmakologian ja toksikologian osastolla.
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LITE 1

PERFUUSIOLIUOKSET
- 0,1 Mfosfaattipuskuri pH 7,4 (4°C) (=PB)
1. Na,HPO, x 2 H,0O 35,6 g/ 2,01 Ti-H,O
2. NaH,PO,4 x H,O 13,8 g/l Ti-H,0O

1. liuoksen pH saadetaan 2. liuoksella 7,4:48n samalla pH-mittarilla.

Magneettisekoitus.
- 0,9% NaCl fosfaattipuskurissa (=Phosphate buffered saline =PBS)

1000 ml:aan fosfaattipuskuria (PB) liuotetaan 9 g natriumkloridia (NaCl). Sai-

lytetdan jadkaapissa (4 °C).

- 20 % paraformaldehydiliuos

100 g paraformaldehydia sekoitetaan noin 300 ml:aan tislattua vetta. Lammi-
tetddn 60 - 70 °C. 1 M NaOH-liuosta lisataan tipoittain kunnes liuos tulee
kirkkaaksi. Lisatdan tislattua vettd 500 ml:aan ja suodatetaan ruskeaan pul-

loon. Sailytetaan jadkaapissa (4 °C).
- 4% paraformaldehydiliuos

20 % kantaliuosta laimennetaan fosfaattipuskurilla juuri ennen kayttoa.
- 20 % sukroosiliuos fosfaattipuskurissa

200 g sakkaroosia liuotetaan 1,0 l:aan fosfaattipuskuria (PB).



LIITE 2

OBJEKTILASIEN KELATINOINTI

Objektilasit (Superfrost) paallystetaan kelatiinilla, jotta leikkeet pysyvéat laseil-
la dehydratoinnin aikana. DAB-véarjatyt leikkeet polymerisoituvat kela-

tinoiduille objektilaseille.

- Kelatiiniliuos:
o 5,0 g kelatiinia
o 0,5 g kaliumkromisulfaattia (KCR(SO,) x 12 H,0)
o 500 mlH,O

o Kelatiini ja kaliumkromisulfaatti liuotetaan 500 ml:aan noin 60 - 70
°C:sta tislattua vettd koko ajan sekoittaen. Liuos suodatetaan

kuumana objektilasitelineiden altaisiin.

- Levyjen paallystys: Puhtaat objektilasit upotetaan objektilasitelineissa 50
°C:een kelatiiniliuokseen. Telineitd pidetd&dn altaissa 30 sekunnin ajan,

jonka jalkeen ne jatetd&n kuivumaan huoneenlamp6én yoksi.

o Jos kelatiiniliuos on liian lammintd, laseille tulee liian vahan kela-

tiinia ja leikkeet irtoavat varjayksessa.



LITE 3

LEPTIINIRESEPTORIN KONSENTRAATIOMAARITYS (TIFF.-KUVA)

- Primaarisen vasta-aineen pitoisuus 5 pg/ml

- DAB-reaktio 45 sekuntia

Kuva 19. Leptiinireseptori. Priméérisen vasta-aineen konsentraatio 5 pg/ ml. Vertaa
kuvaan 14.
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LEPTIINIRESEPTORIN DAB-REAKTIOAIKAMAARITYS (TIFF. — KUVAT)

- DAB-reaktio 30, 60 ja 120 sekuntia

- Primaarisen vasta-aineen pitoisuus 5 pg/ mi

Kuva 1. Leptiinireseptori. DAB-reakion pituus 30 sekuntia. Vertaa kuvaan 15a.
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Kuva 2. Leptiinireseptori. DAB-reaktion pituus 60 sekuntia. Vertaa kuvaan 15b.
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Kuva 3. Leptiinireseptori. DAB-reaktio 120 sekuntia. Vertaa kuvaan 15c.
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LEPTIININ IMMUNOHISTOKEMIALLINEN KUVANTAMINEN (MONOKLONAALISELLA

VASTA-AINEELLA)
VARIREAKTIO)

ROTAN KIINNITETYSTA AIVOKUDOSLEIKKEESTA (DAB-

Turvallisuus:

Lue DAB:n (3", 3 -diaminobentsidiini tetrahydrokloridi) kayttdturvallisuustie-

dote.

Tarvikkeet:

Ravistelija: nopeus 300 rpm
30 ml koepurkki
24-kuoppalevy

Siveltimia

Reagenssit:

Metanoli
30 % vetyperoksidi

Normaaliseerumi: Hevosen normaaliseerumi (Normal Horse Serum;
Vector Laboratories, S-2000)

Primaarinen vasta-aine: Vuohessa tuotettu vasta aine (IgG) hiiren
leptiinille (goat-anti-mouse Leptin; R&D Systems, AF498). Kantaliu-
oksen pitoisuus 1,0 mg/ ml.

Sekundaarinen vasta-aine: Biotinyloitu hevosessa tuotettu vasta-aine
(IgG) vuohen vasta-aineelle (IgG) (Biotinylated horse-anti-goat; Vec-
tor, BA-9500). Kantaliuoksen pitoisuus 1,5 mg/ ml.

ABC-kitti (Vector Elite Kit, PK-6100)

PBS (0,9 % NaCl fosfaattipuskurissa; Phosphate buffered saline)

Triton X-100 (Sigma X-100; kayttoliuos 10% Triton X-100 PBS-
liuoksessa)

DAB (Sigma; 3", 3-diaminobentsidiini tetrahydrokloridi)
Etanoli
Ksyleeni (Xylen)

Pertex-kiinnitysaine (Pertex mounting medium [Histolab, #00801])
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Muuta huomioitavaa:

- Menetelmé kehitettiin kahdelle leikkeelle.

- Maaritettavistd leikkeista tulee tehdd prim&arinen ja sekundaarinen
kontrolli.

- Prim&arinen kontrolli ei sisalla sekundaarista vasta-ainetta

- Sekundaarinen kontrolli ei sisalla primaarista vasta-ainetta

- Kontrolleiksi riittdd yhdet leikkeet maaritysta kohden. Kontrollileikkeet
inkuboidaan muuten samoissa liuoksissa kuin varsinaiset leikkeet,
mutta ilman vasta-aineita.

- Menetelméassa kaytetadn 30 ml:n purkkeja sekd 24-kuoppalevya pri-
madrisen vasta-aineen inkubaatioon. Kaytettavan liuoksen tilavuus

on viallissa 1 ml ja 24-kuoppalevylla 300 pl.

- Inkuboinnit suoritetaan astiat suljettuina. Huuhtelut avonaisissa asti-
oissa.

- Kaikki menetelmén liuokset valmistetaan PBS-liuokseen, koska se
stabiloi vasta-aineita.

- Kaikki menetelman kohdat suoritetaan ravistelijassa (300 rpm) lu-
kuun ottamatta DAB-reaktiota, mik& suoritetaan vetokaapissa kades-
sa ravistellen.

- Leikkeiden siirtoon purkkien valilla kaytetaan siveltimia.

- Maaritys suoritetaan huoneenlammaossa (RT).

Menetelméan toteutus:

1. Jaatymisenestoaineesta otetut leikkeet tulee huudella 3 x 10 min
PBS-liuoksessa sailytyspuskurin poistamiseksi.

0 Leikkeet siirretaan PBS-liuosta sisaltdvan petri-maljan kautta vial-
leihin.

2. Endogeenisten entsyymien sammutus: 10 % metanoli + 3 % vety-
peroksidi PBS-liuoksessa.

o Esim.: 1 ml: 100 pyl MeOH, 100 pl 30 % H,O,, 800 pl PBS
H,O; juuri ennen kayttoa
Inkuboi 5 minuuttia ravistelijassa

3. Huuhtele 3 x 10 min PBS-liuoksella.
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4. Esi-inkubointi: 2 % Hevosen normaali seerumi (NHS) + 0,3 % Triton
X-100 PBS-liuoksessa.

o Esim.: 1 ml: 20 pul NHS, 30 ul 10 % Triton X-100, 950 pl PBS
Inkuboi 1 tunti huoneenlammossa

5. Primaarinen vasta-aine: AF498 1:200 (5 pg/ ml) + 2 % NHS + 0,3 %
Triton X-100 PBS-liuoksessa.

o Esim.: 300 pl: 1,5 pl AF498, 300 pl esi-inkubointi-puskuria
0 Laitetaan myo6s primaariin kontrolliin.
0 Sekundéaéariseen kontrolliin laitetaan esi-inkubointi-puskuria.
Inkuboi 18 tuntia
6. Huuhtele 3 x 10 minuuttia PBS-liuoksella.

7. Sekundaarinen vasta-aine: BA9500 1:200 (7,5 pg/ ml) + 0,3 % Triton
X-100 PBS-liuoksessa.

0o Esim.: 1 ml: 5 pl BA9500. 30 pl 10 % Triton X-100, 1 ml PBS

Sekundaarisen vasta-aineen pitoisuudeksi laimennokses-
sa tulee 7,25 pg / ml, jos ei kompensoida.

0 Laitetaan myos sekundaariseen kontrolliin.

o0 Primaariseen kontrolliin liuosta, jossa on 0,3 % Triton X-100
PBS:ssa.

Inkuboi 2 tuntia
8. ABC-liuoksen valmistus (Vector Elite Kit)

o Esim.: 5 ml: Lisda 1 tippa reagenssia A 5 ml.aan PBS-liuosta, se-
koita. Liséa 1 tippa reagenssia B liuokseen ja sekoita uudelleen.

0 Valmistettava 30 minuuttia ennen kayttoa
o0 Valmista liuos juuri ennen PBS-huuhtelua
9. Huuhtele 3 x 10 min PBS-liuoksella.
10. ABC-reaktio (Vectoe Elite Kit, PK-6100)
Inkuboi 1 tunti ravistelijassa

11. Huuhtele 3 x 10 min PBS-liuoksella.
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DAB-reaktio

o DAB-kanta-liuos (5 g/ | H,O MilliQ)

o Kayttéliuos (0,54g/1), 5 ml:
500 ul DAB-kantaliuosta, 4,5 ml PBS, 5 pl 30 % H,0,
H,O; juuri ennen kayttoa

o DAB-reaktion pituus 60 sekuntia

0 Huuhtele heti kahdesti PBS-liuosella (1,5 ml/vialli) ja siirrd PBS:a
sisaltaviin vialleihin

Leikkeitd voidaan sailyttaa + 4 °C useita tunteja, mutta se
ei ole suositeltavaa.

Leikkeiden siirto objektilaseille
o0 Kaada leikkeet purkeista PBS-liuosta sisaltavélle petrimaljalle
1 purkki kerrallaan

Kayta ohuita siveltimia leikkeiden oikomiseen ja asettami-
seen objektilasille

0 Anna kuivua yon yli
Leikkeiden dehydratointi ja kiinnitys:

o Dehydratointi

MQ 1x 1 min
70 % EtOH 1x 2 min
96 % EtOH 2X 2 min
99 % EtOH 2x 5 min
Ksyleeni 1x 5 min

o Kiinnitys Pertex mounting mediumilla (Histolab, #00801)
o Kiinnitys heti dehydratoinnin jalkeen

Kastele peitinlasi ksyleenissé ja paina se odjektilasin p&al-
le, johon on lisatty tippa pertexia.

Poista varovasti pinseteilla painellen mahdolliset ilmakup-
lat.

Anna kuivua muutamia vuorokausia.

0 Muitakin ksyleenid sisaltavia Kkiinnitysaineita voidaan kayttaa.
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LEPTIINIRESEPTORIN IMMUNOHISTOKEMIALLINEN KUVANTAMINEN (MONOKLO-
NAALISELLA VASTA-AINEELLA) ROTAN KIINNITETYSTA AIVOKUDOSLEIKKEES-
TA (DAB-VARIREAKTIO)

Turvallisuus:

Lue DAB:n (3", 3 -diaminobentsidiini tetrahydrokloridi) kayttdturvallisuustie-

dote.

Tarvikkeet:

Ravistelija: nopeus 300 rpm

30 ml koepurkki

24-kuoppalevy

Siveltimia

Reagenssit:

Metanoli

- 30 % vetyperoksidi

- Normaaliseerumi: Hevosen normaaliseerumi (Normal Horse Serum;
Vector Laboratories, S-2000)

- Primaarinen vasta-aine: Vuohessa tuotettu vasta aine (IgG) hiiren
leptiinireseptorille (goat-anti-mouse Leptin R; R&D Systems, AF497).
Kantaliuoksen pitoisuus 1,0 mg/ ml.

- Sekundaarinen vasta-aine: Biotinyloitu hevosessa tuotettu vasta-aine
(IgG) vuohen vasta-aineelle (IgG) (Biotinylated horse-anti-goat; Vec-
tor, BA-9500). Kantaliuoksen pitoisuus 1,5 mg/ ml.

- ABC-kitti (Vector Elite Kit, PK-6100)

- PBS (0,9 % NaCl fosfaattipuskurissa; Phosphate buffered saline)

- Triton X-100 (Sigma X-100; kayttdliuos 10% Triton X-100 PBS-
liuoksessa)

- DAB (Sigma; 3", 3-diaminobentsidiini tetrahydrokloridi)
- Etanoli
- Ksyleeni (Xylen)

- Pertex-kiinnitysaine (Pertex mounting medium [Histolab, #00801])
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Muuta huomioitavaa:

- Menetelmé kehitettiin kahdelle leikkeelle.

- Maaritettavistd leikkeista tulee tehdd prim&arinen ja sekundaarinen
kontrolli.

- Prim&arinen kontrolli ei sisalla sekundaarista vasta-ainetta

- Sekundaarinen kontrolli ei sisalla primaarista vasta-ainetta

- Kontrolleiksi riittdd yhdet leikkeet maaritysta kohden. Kontrollileikkeet
inkuboidaan muuten samoissa liuoksissa kuin varsinaiset leikkeet,
mutta ilman vasta-aineita.

- Menetelméassa kaytetadn 30 ml:n purkkeja sekd 24-kuoppalevya pri-
madrisen vasta-aineen inkubaatioon. Kaytettavan liuoksen tilavuus

on viallissa 1 ml ja 24-kuoppalevylla 300 pl.

- Inkuboinnit suoritetaan astiat suljettuina. Huuhtelut avonaisissa asti-
oissa.

- Kaikki menetelmén liuokset valmistetaan PBS-liuokseen, koska se
stabiloi vasta-aineita.

- Kaikki menetelman kohdat suoritetaan ravistelijassa (300 rpm) lu-
kuun ottamatta DAB-reaktiota, mik& suoritetaan vetokaapissa kades-
sa ravistellen.

- Leikkeiden siirtoon purkkien valilla kaytetaan siveltimia.

- Maaritys suoritetaan huoneenlammaossa (RT).

Menetelméan toteutus:

1. Jaatymisenestoaineesta otetut leikkeet tulee huudella 3 x 10 min
PBS-liuoksessa sailytyspuskurin poistamiseksi.

0 Leikkeet siirretaan PBS-liuosta sisaltdvan petri-maljan kautta vial-
leihin.

2. Endogeenisten entsyymien sammutus: 10 % metanoli + 3 % vety-
peroksidi PBS-liuoksessa.

o Esim.: 1 ml: 100 pyl MeOH, 100 pl 30 % H,O,, 800 pl PBS
H,O; juuri ennen kayttoa
Inkuboi 5 minuuttia ravistelijassa

3. Huuhtele 3 x 10 min PBS-liuoksella.
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4. Esi-inkubointi: 2 % Hevosen normaali seerumi (NHS) + 0,3 % Triton
X-100 PBS-liuoksessa.

o Esim.: 1 ml: 20 pul NHS, 30 ul 10 % Triton X-100, 950 pl PBS
Inkuboi 1 tunti huoneenlammossa

5. Primaarinen vasta-aine: AF497 1:200 (5 pg/ ml) + 2 % NHS + 0,3 %
Triton X-100 PBS-liuoksessa.

o Esim.: 300 pl: 1,5 pl AF497, 300 pl esi-inkubointi-puskuria
0 Laitetaan myo6s primaariin kontrolliin.
0 Sekundéaéariseen kontrolliin laitetaan esi-inkubointi-puskuria.
Inkuboi 18 tuntia
6. Huuhtele 3 x 10 minuuttia PBS-liuoksella.

7. Sekundaarinen vasta-aine: BA9500 1:200 (7,5 pg/ ml) + 0,3 % Triton
X-100 PBS-liuoksessa.

0o Esim.: 1 ml: 5 pl BA9500. 30 pl 10 % Triton X-100, 1 ml PBS

Sekundaarisen vasta-aineen pitoisuudeksi laimennokses-
sa tulee 7,25 pg / ml, jos ei kompensoida.

0 Laitetaan myos sekundaariseen kontrolliin.

o0 Primaariseen kontrolliin liuosta, jossa on 0,3 % Triton X-100
PBS:ssa.

Inkuboi 2 tuntia
8. ABC-liuoksen valmistus (Vector Elite Kit)

o Esim.: 5 ml: Lisda 1 tippa reagenssia A 5 ml.aan PBS-liuosta, se-
koita. Liséa 1 tippa reagenssia B liuokseen ja sekoita uudelleen.

0 Valmistettava 30 minuuttia ennen kayttoa
o0 Valmista liuos juuri ennen PBS-huuhtelua
9. Huuhtele 3 x 10 min PBS-liuoksella.
10. ABC-reaktio (Vectoe Elite Kit, PK-6100)
Inkuboi 1 tunti ravistelijassa

11. Huuhtele 3 x 10 min PBS-liuoksella.



12.

13.

14.
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DAB-reaktio

o DAB-kanta-liuos (5 g/ | H,O MilliQ)

o Kayttéliuos (0,54g/1), 5 ml:
500 ul DAB-kantaliuosta, 4,5 ml PBS, 5 pl 30 % H,0,
H,O; juuri ennen kayttoa

o DAB-reaktion pituus 120 sekuntia

0 Huuhtele heti kahdesti PBS-liuosella (1,5 ml/vialli) ja siirrd PBS:a
sisaltaviin vialleihin

Leikkeitd voidaan sailyttaa + 4 °C useita tunteja, mutta se
ei ole suositeltavaa.

Leikkeiden siirto objektilaseille
o0 Kaada leikkeet purkeista PBS-liuosta sisaltavélle petrimaljalle
1 purkki kerrallaan

Kayta ohuita siveltimia leikkeiden oikomiseen ja asettami-
seen objektilasille

0 Anna kuivua yon yli
Leikkeiden dehydratointi ja kiinnitys:

o Dehydratointi

MQ 1x 1 min
70 % EtOH 1x 2 min
96 % EtOH 2X 2 min
99 % EtOH 2x 5 min
Ksyleeni 1x 5 min

o Kiinnitys Pertex mounting mediumilla (Histolab, #00801)
o Kiinnitys heti dehydratoinnin jalkeen

Kastele peitinlasi ksyleenissé ja paina se odjektilasin p&al-
le, johon on lisatty tippa pertexia.

Poista varovasti pinseteilla painellen mahdolliset ilmakup-
lat.

Anna kuivua muutamia vuorokausia.

o0 Muitakin ksyleenia sisaltavia kiinnitysaineita voidaan kayttaa.



