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Tutkimuksessa tarkastellaan assosiatiivista oppimista ja unen patologisia piirteitd Alzheimerin taudin
APP/PS1 -hiirimallissa. Koe-eldimind oli kolme 10-11 kuukauden ikaistd C57BL/6 -hiirt, joista yksi
oli transgeeninen APP/PS1 -hiiri ja kaksi perimaltdan tavallista hiirtd. Assosiatiivisen oppimisen
mallina k&ytettiin  silmaniskuehdollistamisen aikavdliasetelmaa. El&imiltd mitattiin  liséksi
hippokampuksen CAl-alueen aktiivisuutta luonnollisen unen aikana kroonisesti implantoiduilla
tetrodeilla. Unesta tarkasteltiin hippokampuksen aktivaatiopurskeita ja REM-unijaksojen pituutta.
Silméaniskuehdollistamisessa koulutettiin yksi transgeeninen ja yksi ei-transgeeninen hiiri.
Transgeeninen hiiri suoriutui silmaniskutehtdvassa heikommin kuin ei-transgeeninen hiiri.
Koulutuksen lopussa transgeenisen hiiri tuotti opitun vasteen 38% koulutuskerran toistoista ja ei-
transgeeninen 85% toistoista. Tutkimuksessa kéaytetty silmaniskuehdollistamisen asetelma voi
paljastaa transgeenisten APP/PS1 -hiirten kognitiivisen heikentymisen, mutta ero tulee varmistaa
suuremmalla maééralla koe-eldimid. Unta mitattiin yhdeltd transgeeniselta ja kahdelta ei-
transgeeniselta hiireltd. Elainten vélilla oli keskindisia eroja aktivaatiopurskeiden esiintymisessa:
toisella ei-transgeenisista hiirista esiintyi vahemman aktivaatiopurskeita verrattuna kahteen muuhun
eldimeen. Eroja havaittiin myés REM-unijaksojen pituudessa: transgeenisen hiiren REM-unijaksot
olivat lyhyempié kuin ei-transgeenisten hiirten. Transgeenisen ja ei-transgeenisten hiirten unessa
nahdyt erot tulisi varmistaa suuremmalla maéralla koe-eldimid. APP/PS1-hiirilla nahtévien unen
patologisten piirteiden yhteytta oppimistehtavassa suoriutumiseen tulisi myds tutkia tulevaisuudessa.
Alzheimerin tautiin liittyvien neuraalisen ja kayttdytymisen tason patologisten piirteiden
tunnistaminen on térkeéa taudin diagnostiikan ja hoidon kehittdmisen kannalta.

Avainsanat: Alzheimerin tauti, amyloidipatologia, silméniskuehdollistaminen, episodinen muisti,
uni
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1. JOHDANTO

Alzheimerin tauti on rappeuttava aivosairaus, joka edetessddn johtaa laajaan kognitiiviseen
heikentymiseen (Braak & Braak, 1997). Rappeutumista tapahtuu erityisesti isoaivokuorella ja
hippokampuksessa (Braak & Braak, 1997), mik& osaltaan selittdd Alzheimerin taudissa tapahtuvaa
hippokampuksesta riippuvan episodisen muistin heikkenemistd. Muistin lisdksi heikkenemisté
tapahtuu kielellisissa kyvyissa, liikkeiden suorittamisessa, paikan ja ajan tajussa seka
monimutkaisessa padttelyssa (Holtz, 2010). Ennen kognitiivisten oireiden ilmaantumista voidaan
Alzheimer-potilailla joissain tapauksissa nahdd unen hairiintymistd (Brzecka ym., 2018). Unen
hairiintyminen voi olla osatekija Alzheimerin taudille ominaisissa muistihairioissa, silld unen
hairiintyessa myos unen aikana tapahtuva muistiin painaminen hdiriintyy (Rauchs, Harand, Bertran,
Desgranges, & Eustache, 2010). Yhteydet Alzheimerin taudissa ilmenevien unihdirididen ja
kognition oireiden valilla ovat kuitenkin monisuuntaisia eikd kausaalisuudesta ole selkedd tietamysta
(Bubu ym., 2017). Alzheimer on tyypillisesti ikd&ntyneiden sairaus, mutta tautiin liittyvia neuraalisia
muutoksia on mahdollista havaita jopa vuosikymmenid ennen ensimmadisid oireita (Bateman ym.,
2012). Alzheimerin taudin taustalla olevia patologisia mekanismeja olisi tarkeé tunnistaa, jotta niitéa
voitaisiin hyodyntdd hoidossa ja diagnostiikassa ennen taudille ominaisten kognition muutosten

tapahtumista.

1.1. Alzheimerin taudin etiologia

Nykytiedon valossa vaikuttaa siltd, ettd Alzheimerin taudin péaasiallinen tautimekanismi liittyy
beeta-amyloidin (AB) epatavallisen korkeaan pitoisuuteen aivokudoksessa. Sairaudelle tyypillisten
kognitiivisten oireiden ajatellaan syntyvan ApB:n kertymisen saadessa aikaan toiminnallisia ja
rakenteellisia muutoksia aivoissa hermosolu- ja synapsitasolla. (Selkoe & Hardy, 2016). Havainto
AB:n roolista Alzheimerin taudissa ei ole uusi — Alzheimer-potilaiden aivoista l6ytyvét
amyloidikertyméat kuvattiin ensimmaisen kerran jo vuonna 1906 (Hippius & Neundorfer, 2003).
Amyloidikertymien maaré ei kuitenkaan korreloi vahvasti kognitiivisten oireiden vakavuuteen, mika

on aiheuttanut epailystd Ap:n osuudesta Alzheimerin taudin kulussa (Hardy & Selkoe, 2002).
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Uudemman tutkimuksen perusteella AP on rappeutumisen kaynnistdva tekija, mutta
amyloidikertymien sijaan liukoisat Ap-oligomeerit saavat aikaan aivoissa tapahtuvat haitalliset
muutokset (Mucke & Selkoe, 2012). Amyloidikertymaét sen sijaan saattavat olla inaktiivisia varastoja,
jotka pitavét sisalldén toksisia AP-oligomeereja. Tama ajatus on saanut tukea Alzheimerin taudin
hAPP-hiirimallissa, jossa hiirilla on B-amyloidin syntymisté edistdvd mutaatio. Mallissa ndhddén
synapsien toiminnan hairiintymistd ja kognitiivista heikkenemisté jo ennen kuin amyloidikertymia
voidaan havaita. (Mucke & Selkoe, 2012). Ap-oligomeerit héiritsevat synapsien toimintaa, kuten
oppimiselle merkityksellistd kestokorostumista, sekd@ vaurioittavat solujen dendriitteja (Selkoe &
Hardy, 2016).

1.2. Uni ja hippokampuksesta riippuva muisti

Uni koostuu erilaisista vaiheista, jotka ovat eri tavoin merkityksellisid& muistin toiminnan kannalta
(Stickgold & Walker, 2007). Nisékkdiden unessa esiintyy NREM- ja REM -jaksoja, jotka voidaan
erottaa toisistaan aivoissa tapahtuvan sahkodisen aktiivisuuden perusteella. NREM-uni jaetaan
ihmisella edelleen univaiheisiin 1-4. (Stickgold & Walker, 2007). Hippokampuksesta riippuvan
muistin toiminnan kannalta térkeind on pidetty etenkin univaiheita 3-4, joita kutsutaan myos
hidasaaltouneksi (Rauchs ym., 2010). Hidasaaltounelle ominaista aktiivisuutta ovat hitaat (0.25-4
Hz), suuriamplitudiset delta-aallot (Petit, Gagnon, Fantini, Ferini-Strambi, & Montplaisir, 2004).
Hidasaaltounen aikana esiintyy liséksi tiettyjd neuraalisia tapahtumia, joiden ajatellaan liittyvén
muistiin painamiseen (Buzsaki, 1989). N&itd muistiin painamiseen liittyvia tapahtumia ovat
hippokampuksen aktivaatiopurskeet seké pykalapiikit.

Eldintutkimuksessa l0ydetyt aktivaatiopurskeet (engl. sharp-wave ripple) ovat
hippokampuksen CAl-alueen pyramidikerroksessa ndhtavia nopeita varahtelyitd, joita syntyy CA3-
alueelta tulevan eksitaation seurauksena. Niitd esiintyy kaikista eniten hidasaaltounen aikana, kun
hippokampusta inhiboivat, aivokuoren alaiset nousevat yhteydet hellittavat hippokampusta
vaimentavaa vaikutustaan. (Buzsaki, 2015). Aktivaatiopurskeiden on ehdotettu olevan osa
kaksivaiheista muistiin painamisen prosessia, jossa hippokampuksen yhteydet muovautuvat
kestokorostumisen seurauksena (Buzsaki, 1989). Kestokorostuminen on synaptisen muovautuvuuden
mekanismi, joka syntyy voimakkaan ja korkeataajuisen aktivaation vaikutuksesta ja johtaa
korostuneiden hermosolujen parempaan laukeamisvalmiuteen. Muistiin painamisen kaksivaiheisen

mallin  mukaan kestokorostumista tapahtuu ensiksi CA1-CA3-alueelle syotettd antavassa



pykéaldpoimussa ja myohemmin CAl-alueella. Pykaldpoimussa kestokorostumista tapahtuu
todenndkoisimmin valvetilassa toimintojen suorittamiseen liittyvan theetarytmin aikana, sill& alueen
jyvéissolut ovat tallgin aktiivisimmillaan. CAl-alueella tilanne on péinvastainen: pyramidisolujen
aktiivisuus on voimakkainta theetarytmin havitessd, etenkin hidasaaltounen aikana, jolloin alueella
esiintyy aktivaatiopurskeita. Kaksivaiheisessa mallissa muistiin painamisen ensimméinen vaihe
tapahtuu  pykaldpoimussa, jossa luodaan alustava muistijalki valvetilassa tapahtuvan
kestokorostumisen aikana. Tama muistijalki painetaan muistiin pysyvésti hidasaaltounen aikana, kun
aktivaatiopurskeet laukaisevat CAl-alueella kestokorostumista. (Buzsaki, 1989).

Aktivaatiopurskeiden lisdksi hidasaaltounen aikana esiintyy nk. pykalapiikkeja (engl. dentate
spike). Pykalapiikit ovat suuriamplitudisia, nopeita heilahduksia, joita nahd&an mitattaessa
kenttapotentiaalia hippokampuksen pykalapoimun hiluksesta (Bragin, Jando, Nadasdy, van
Landeghem, & Buzsaki, 1995). Aktivaatiopurskeiden ja pykalapiikkien esiintyminen on
vuorovaikutteista: pykalapiikkien aikana CA3-alueen pyramidisolujen laukeaminen harvenee ja
aktivaatiopurskeiden maara laskee, kun taas pykaldpiikkien poistaminen aiheuttaa
aktivaatiopurskeiden maardn moninkertaistumisen. Pykaldpiikkien tehtdvd saattaakin olla
hippokampuksen CA1-CA3-yhteyden vaimentaminen. (Bragin ym., 1995). Pykalapiikkien
merkitystda hippokampuksen toiminnalle on tutkittu aktivaatiopurskeita vahemman, mutta ne
nayttavat niin ikdan liittyvan hippokampuksesta riippuvan muistin toimintaan: eldinten oppiminen
pelkoehdollistamistehtévéssa estyy, kun pykalapiikkeihin kohdistetaan hairio (Nokia, Gureviciene,
Waselius, Tanila, & Penttonen, 2017).

Muistin ja unen valistd yhteyttd koskeva tutkimus on viime vuosikymmeninad keskittynyt
NREM- ja hidasaaltouneen, jonka seurauksena REM-unen merkitys muistiin painamiselle on jaényt
vahemman tunnetuksi (Rasch & Born, 2015). REM-unen aikana aivojen séhkdinen aktiivisuus paan
pinnalta mitattuna on nopeaa ja matala-amplitudista, muistuttaen valvetilan aikana nahtavaa
aktiivisuutta (Peever & Fuller, 2016). Hippokampuksesta mitattuna vallitseva rytmi REM-unen
aikana on theetavarahtely (4-12 Hz) (Li ym., 2017). Kokeellisissa asetelmissa REM-unen maaran ja
eheyden on havaittu liittyvan kognitiiviseen suoriutumiseen, mika viittaisi myés REM-unen olevan
merkityksellistd muistin toiminnan kannalta (Barsky ym., 2015; Lee ym., 2016). Toistaiseksi ei

kuitenkaan tiedetd, mika REM-unen rooli muistiin painamisessa on tarkalleen (Rasch & Born, 2015).



1.3. Unen patologia Alzheimerin taudissa

Terveelld aikuisella univaiheet vaihtelevat noin 90 minuutin mittaisissa sykleissé noudattaen
ennustettavaa rakennetta (Stickgold & Walker, 2007). Normaaliin ikaéntymiseen kuuluu unen
rakenteen muuttuminen niin, ettd unen kokonaismaard ja hidasaaltounen suhteellinen maaré
véhenevat ja kevyen unen suhteellinen maara kasvaa (Peter-Derex, Yammine, Bastuji, & Croisile,
2015). Alzheimerin tautiin liittyy unen muutoksia, jotka ovat osin samankaltaisia kuin normaalin
ikd&dntymisen myo6td tapahtuvat muutokset: unen kesto lyhenee, hidasaaltounen méaré véhenee ja
kevyen unen maara lisaantyy (Petit ym., 2004). Alzheimerin taudissa ndmé muutokset ovat normaalia
ikdantymistd voimakkaampia. Lisdksi Alzheimerin tautiin liittyy REM-unen kokonaismadrén
vaheneminen, mika ei selkeasti liity normaaliin ikddntymiseen. REM-unijaksoja esiintyy Alzheimer-
potilailla ja verrokeilla yhtd usein, mutta ne ovat Alzheimer-potilailla keskimadrin lyhyempié kuin
verrokeilla. (Petit ym., 2004).

Alzheimerin taudin ja siihen liittyvan unen héiriintymisen vélinen yhteys on kaksisuuntainen
(Holth, Patel, & Holtzman, 2017). Aivojen rappeutuminen todennédkdisesti vaurioittaa unesta
vastaavia aivorakenteita ja ratoja, mik& hairitsee unta, kun taas unen hairiintyminen lisd4 seka
liukoisen AB:n ettd AB-kertymien maéraa aivoissa. (Holth, Patel, & Holtzman, 2017). Unen
hairiintyminen puolestaan pahentaa Alzheimerin taudin kognitiivisia oireita (Bubu ym., 2017).
Unihairididen yhteys kognition heikentymiseen voi liittyd unen aikana tapahtuvaan muistiin
painamiseen (Rauchs ym., 2010): unen patologiset muutokset todennakdisesti hairitsevat muistin
kannalta olennaisia neuraalisia tapahtumia, kuten hidasaaltounen aikaisia aktivaatiopurskeita, jolloin

normaalia muistiin painamista ei paése tapahtumaan.

Toiminnalliset ja ‘ Unen L

Ap:n kertyminen - rakenteelliset . hiiriintyminen

aivoihin l muutokset aivoissa l

KUVIO 1. Alzheimerin taudin amyloidipatologiaan liittyvét aivojen muutokset aiheuttavat unen

Episodisen muistin
heikentyminen

héiriintymistd, mikd vuorostaan kiihdyttdd AP:n kertymistd aivoihin. Yhdessd ndmi johtavat

episodisen muistin heikentymiseen.



1.4. Alzheimerin taudin vaikutus kognitioon: oppimisen mallina silméniskuehdollistaminen

Alzheimerin tautiin liittyvan kognitiivisen heikentymisen tutkimuksessa hyddylliseksi malliksi on
osoittautunut  silméniskuehdollistaminen (Woodruff-Pak & Papka, 1996). Té&ssa klassisen
ehdollistamisen asetelmassa neutraaliin ehdolliseen drsykkeeseen yhdistetadn refleksiivisen
silmanrdpaytyksen aikaansaava, silmaan kohdistettu ilmapuhallus. Asetelmassa oppiminen ilmenee
ilmapuhallusta ennakoivana silméan sulkemisena. Silméaniskuehdollistaminen voidaan tehd4 aikavali-
tai viiveasetelmana. Viive-ehdollistamisessa ehdoton ja ehdollinen &rsyke esitetdan osittain
padllekkaisesti siten, ettd ehdottoman vasteen aikaansaava ilmapuhallus esiintyy ehdollisen
arsykkeen vield tapahtuessa. Viive-ehdollistamisen aivoperusta on hyvin tunnettu (Thompson &
Steinmetz, 2009): Oppimisen kannalta olennaisia rakenteita ovat pikkuaivojen kuorikerros ja
tumakkeet, seka niiden yhteydet sensorisiin ja motorisiin tumakkeisiin. Aikavaliehdollistaminen
eroaa viive-ehdollistamisesta drsykkeiden esittdmisen suhteen: ehdollista ja ehdotonta &rsyketta ei
esitetd péallekkaisesti, vaan niitd erottaa lyhyt aikavéli. Tehtdv&n oppimisen aivoperusta on
heikommin tunnettu (Thompson & Steinmetz, 2009). Kokeelliset havainnot viittaavat siihen, etta
aikavéliehdollistamisen oppimiseen tarvitaan pikkuaivojen liséksi hippokampuksen aktiivisuutta
(Takehara, Kawahara, Takatsuki, & Kirino, 2002; Tseng, Guan, Disterhoft, & Weiss, 2004).
Hippokampuksen vaurioittaminen heti aikavéliehdollistamisen opetuksen jélkeen poistaa opitut
vasteet hiirilla (Takehara ym., 2002), ja kaneilla, joiden hippokampus on vaurioitunut, oppiminen
aikavéliehdollistamisessa on verrokkeja huonompaa (Weiss & Disterhoft, 2015).

Kishimoto ja kollegat (2012) vertailivat aikavéli- ja viiveasetelman silmaniskuehdollistamista
Alzheimerin taudin Tg2576-hiirimallissa (Kishimoto, Oku, Nishigawa, Nishimoto, & Kirino, 2012).
Tg2576-hiirilla on mutaatio, joka aiheuttaa amyloidiproteiinin esiasteen amyloidiprekursoriproteiinin
(APP) liikatuotantoa. Taméa johtaa amyloidikertymien kehittymiseen eldinten ikaantyessa. (Hsiao
ym., 1996). Ennen amyloidikertymien syntymistd, noin 6 kuukauden iasta alkaen, liukoisen beeta-
amyloidin maara Tg-2576-hiirten aivoissa kasvaa (Lesné ym., 2006). Kishimoton ja kollegoiden
(2012) tutkimuksessa aikavaliehdollistumisen oppiminen oli selvasti heikompaa Tg2576-hiirilla
verrattuna ei-transgeenisiin hiiriin 6 kuukauden idssa. Ryhmien valistd eroa ei nahty enaa eldinten
ollessa 12 kuukauden ikéisia — suoriutuminen heikkeni ikadntymisen myotd molemmissa ryhmissa.
Viive-ehdollistamisessa ei havaittu eroa ryhmien vélilla missaan vaiheessa. (Kishimoto ym., 2012).

Alzheimer-potilailla tehdyt havainnot silméniskuehdollistamisessa eivat ole taysin
samansuuntaisia eldaintutkimuksen kanssa: Alzheimer-diagnoosin saaneet koehenkil6t oppivat viive-

ehdollistamisen verrokkeja huonommin kun tarkastellaan ensimmaistd opetuskertaa (Solomon ym.,
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1995). Woodruff-Pakin ja Papkan (1996) tutkimuksessa viive-ehdollistaminen liséksi erotteli
aikavaliehdollistamista paremmin todennékdiset Alzheimer-potilaat saman ika&isistd verrokeista:
viive-ehdollistamisen perusteella tunnistettiin  95% Alzheimer-ryhman koehenkildistd kun
aikavaliehdollistamisen perusteella tunnistettiin 54%. Kuitenkin myds aikavaliehdollistamisen
oppimisessa oli eroa Alzheimer- ja verrokkiryhmien valilla. Alzheimer-ryhmén koehenkildt oppivat
tuottamaan ehdollistuneen vasteen keskimaarin 27.6% kokeen toistoista, kun vastaava luku
verrokkiryhméssa oli 42.6%. (Woodruff-Pak & Papka, 1996). El&in- ja ihmistutkimuksen tulosten
epayhtenevaisyydestd huolimatta aikavaliehdollistaminen nayttaisi siis toimivan hippokampuksen

toimintaan perustuvan oppimisen mallina.

1.5. Silméaniskuehdollistamisen oppiminen ja uni Alzheimerin taudin hiirimallissa

Tassa tutkimuksessa selvitetddn, onko Alzheimerin tautia mallintavilla transgeenisilla APP/PS1 -
hiirilla  ja ei-transgeenisilla  hiirilla eroja silméniskuehdollistamisen oppimisessa. Hiirten
silmaniskuehdollistamiseen ei ole saatavilla kaupallista laitteistoa, joten tutkimuksen ensimmaisena
tavoitteena on pystyttda jarjestelma ehdollistamiseen. Silmaniskuehdollistaminen toteutetaan
aikavéliasetelmana, joka on hippokampuksen toiminnasta riippuva tehtdva (Tseng ym., 2004).
Tutkimuksen toisena tavoitteena on tarkastella eroja ei-transgeenisten hiirten ja transgeenisten hiirten
unenaikaisessa aivojen aktiivisuudessa. Eldinten unesta tutkitaan hippokampuksen CAZl-alueen
aktivaatiopurskeita. Transgeenisilla hiirillda tapahtuvan aivokuoren rappeutumisen odotetaan
vaikuttavan aktivaatiopurskeiden esiintymiseen, silla entorinaaliaivokuoren tuhoamisen on aiemmin
havaittu johtavan aktivaatiopurskeiden lisdédntymiseen ja pykalapiikkien vahenemiseen (Bragin ym.,
1995). Transgeenisilla hiirilld oletetaan ndhtdvan enemmaén aktivaatiopurskeita kuin ei-
transgeenisilla hiirilla. Elainten unesta tarkastellaan liséksi REM-unijaksojen pituutta. Oletuksena on,
etta transgeenisilla hiirilla esiintyy lyhyempind REM-unijaksoina verrattuna ei-transgeenisiin hiiriin,
silla yksi Alzheimerin tautiin liittyva unen patologinen piirre on REM-unijaksojen lyhentyminen
(Petit ym., 2004).



2. MENETELMAT

2.1. Eettinen lupa

Kaikki kokeet tehtiin Suomen eldinkoelautakunnan luvalla (UEF/Tanila/Lipponen/ESAVI1-9282-
04.10.07-2015) ja noudattaen Euroopan parlamentin ja neuvoston direktiivia 2010/63/EU tieteellisiin
tarkoituksiin kaytettavien eldinten suojelusta.

2.2. Koe-eldimet

Koe-eldimind kéytettiin 3 C57BL/6 hiirtd (UEF, Kuopio), jotka olivat samasta poikueesta. Niista 1
oli transgeeninen APP/PS1 -hiiri ja 2 ei-transgeenisia hiirid. Transgeeniset APP/PS1-hiiret ilmentéavat
amyloidiprekursoriproteiinin (APP) ja preseniliini 1-proteiinin (PS1) mutatoituneita muotoja, jotka
aiheuttavat Ap-proteiinin Kkertymista aivoihin. APP/PS1-hiirille kehittyy amyloidikertymia 6
kuukauden ikd&n mennessa (Jankowsky ym., 2004). 9 kuukauden i&ssd amyloidikertymia nahdaan
runsaasti aivokuorella ja hippokampuksessa (Jankowsky ym., 2004). APP/PS1 -hiirilla on havaittu
heikentymistd erilaisissa kognitiota mittaavissa kayttaytymistehtdvissd. Ne suoriutuvat ei-
transgeenisia hiirid heikommin pelkoehdollistamistehtdvassa 8 ja 13 kuukauden iassa (Janus, Flores,
Xu, & Borchelt, 2015), seka 12 kuukauden idssé Morrisin vesisokkelotehtdvan osatehtévassd, jossa
eldimen tulee l16ytaa veteen piilotettu taso (Lalonde, Kim, Maxwell, & Fukuchi, 2005).

Koe-eldimida pidettiin Jyvaskylan yliopiston elaintutkimusyksikon tiloissa tutkimuksen keston
ajan. Ennen kokeiden aloittamista hiiret asuivat hakeissa ryhmittain. Implantoinnin jalkeen kukin hiiri
siirrettiin asumaan omaan hékkiinsa. Hékkien pohjalla oli puulastuja (Tapvei, Kaavi, Suomi) seké
pehmopaperia (Kimtech Science Precision Wipes, KCP, USA) pesdmateriaalina. Eldinten saatavilla
oli ruokaa ja vetta rajoittamattomasti. Huoneen lampdtila oli 21 + 2°C ja ilmankosteus 50 + 10%.
Elainten vuorokausirytmina pidettiin 12 tunnin valoisa/pimea -jaksoja, joissa valoisa jakso alkoi kello
8 aamulla. Kokeet suoritettiin valoisan jakson aikana. Elainten koulutus aloitettiin niiden ollessa 10-

11 kuukauden ikaisia. Eldimet painoivat 33-39 grammaa lopetettaessa.



2.3. Leikkaus

Hiiret nukutettiin isofluraanilla (0.9 I/min) ja kiinnitettiin stereotaktiseen laitteeseen (Kopf, USA).
Nukutusta pidettiin ylla 0.4-0.8 I/min isofluraanivirtauksella. Ennen leikkauksen alkua hiirille
annettiin intraperitoneaali-injektiona deksametasonia (0.2 mg/kg, 0.1 ml/10 g) estdm&&n mahdollista
aivoturvotusta seka kivun poistoon karpforeeniliuosta (5mg / kg, 0.01 ml/10 g). Leikkaus aloitettiin
poistamalla karvat p&én alueelta. Seuraavaksi kallo paljastettiin tekemalld viilto paanahkaan. Kalloon
porattiin 4 reik&&, joihin Kkiinnitettiin ruuvielektrodit. Sitten kalloon tehtiin avanne 2.1 mm
posteriorisesti ja 0.8-2.8 mm lateraalisesti bregmasta, josta hippokampukseen laskettiin 15 tetrodia
(ks. Kuva 1). Taman jalkeen pa&héan rakennettiin implantti kylmaakryylista (Selectaplus, Denstply,
USA). Implantin takaosaan Kiinnitettiin nylonista valmistettu ruuvi, jonka avulla hiiri pystyttiin
my6hemmin kiinnittdmain mittauslaitteistoon silmaniskuehdollistamisen ajaksi. Leikkauksen
jalkeen hiirten hakkien pohjalle annettiin ruokaa ja vetta. Hiiret toipuivat leikkauksesta noin viikon

ajan, jonka jalkeen aloitettiin mittauslaitteistoon totutus.

Bregma -3.8 mm

KUVA 1. Hippokampukseen implantoitiin 15 tetrodia, joilla mitattiin sahkofysiologisia vasteita
CAl-alueelta.



2.4. EEG-mittaus

Sahkofysiologinen data keréttiin kroonisesti implantoiduilla tetrodeilla, jotka oli liitetty 16-
paikkaiseen flexDrive -tetrodikuljettimeen (Voigts, Siegle, Pritchett, & Moore, 2013). Tetrodit tehtiin
HML-eristetystd, halkaisijaltaan 30 pm volframilangasta (Tungsten 99.95% CS, California Fine Wire
Company, USA) Tetrode Spinner 2.0 -laitteella (Neuralynx, USA). Yksi tetrodeista korvattiin 4
ruuvielektrodilla (DIN 84 A2 M1X2, Screwsandmore, Saksa). Ruuvielektrodeihin oli juotettu
halkaisijaltaan 200 pm kuparinen eristetty kaamilanka (Elfa, Suomi), jolla ne liitettiin
tetrodikuljettimeen.

EEG-mittauksessa flexDrive kytkettiin kahteen 32-kanavaiseen A/D-muunnin-vahvistimeen
(RHD2132, Intan Technologies, USA). Kummassakin vahvistimessa oli 3 kiihtyvyysanturia. Signaali
johdettiin tiedonkeruuyksikkdon (Open Ephys) ja tallennettiin Open Ephys GUI-ohjelmalla kayttéden
30 kHz kerdystaajuutta. Ohjelma tallensi samalla analogiset merkkipulssit ilmapuhallusta séatavasta
solenoidista, LED valosta ja kameran sulkimesta. Kokeenohjaukseen kéytettiin Arduino Nano -
prosessoria ja arduino-cc-experiment-controller -ohjelmaa (https://github.com/lauritk/arduino-cc-

experiment-controller/blob/master/cc-experiment-controller/cc-experiment-controller.ino).

2.5. Silmaniskuehdollistaminen

Ehdollistaminen tehtiin 76x84x65 cm metallikehikkoon rakennetulla areenalla. Kehikon vasemmassa
kulmassa oli lasinen alusta, jossa oli eldimen pa&han implantoituun ruuviin sopivat tapit. Tappien
avulla eldin kiinnitettiin alustaan siten, ettei se pystynyt liikuttamaan paataan koulutuksen aikana.
Ehdottomana arsykkeena kaytettiin vasempaan silméan 20 G metalliputken kautta kohdistettua
paineilmapuhallusta. llmavirran antava metalliputki kohdistettiin kunkin koulutuskerran alussa
eldimen silméan niin, ettd ilmapuhallus sai aikaan silman tdyden sulkemisen. llmapuhallusta
séadeltiin solenoidilla (121K01 P14 A, Parker Lucifer, Sveitsi). Ehdollisena &rsykkeend kaytettiin
sinistd LED valoa, joka sijaitsi 3-5 cm pééssa eldimen vasemman silman edesta. LED-valo oli alun
perin sijoitettu elaimen paan eteen, kiinni lasialustaan. Valo siirrettiin vasemman silman eteen, silla
alustaan kiinnitettynd valo ei tuottanut herédtevastetta nakdaivokuorella ja eldimet eivét oppineet
asetelmassa. LED-valon siirtdmisen jalkeen varmistettiin, ettd valo sai aikaan herédtevasteen

nékoaivokuoren lahelld (ks. kuva 2).



Silmanrapaytysten havaitsemiseksi eldimen silméa kuvattiin USB-kameralla (Basler acA640-750um,
Basler, Saksa), jossa oli 1:1.6/35mm objektiivi (HF35HA-1B, Fujifilm, Kiina). Kameran kuvan
valaisemiseen kaytettiin kahta infrapunavaloa (RM25-120, Raytec Ltd, Yhdistynyt kuningaskunta),
joista toinen oli asetettu alustan ylapuolelle, kehikon vasempaan sivuun ja toinen alustan viereen.
Koulutuksen ajaksi kehikko peitettiin kankaalla sen edesté seké& vasemmalta sivulta. Koulutus tehtiin
hamaréssa huoneessa. Areena ja siihen kuuluva laitteisto on esitetty kuviossa 2.

76 cm

infrapunavalo

65 cm

kamera

LED- ‘ilma
valo

infrapunavalo

M

KUVIO 2. Silmaniskuehdollistaminen tehtiin areenalla, jossa oli elaimen Kiinnittdmiseen kaytettava

alusta, silmaan kohdistettu LED-valo, ilmapuhalluksen ldhde, kaksi infrapunavaloa ja kamera, jolla

kuvattiin elaimen silmaa.

Ennen koulutuksen aloitusta eldimet totutettiin kiinnitettyind olemiseen kerran paivassa, 3 péivan
ajan. Totutuksessa eldin Kiinnitettiin alustaan kuten koulutustilanteessa, mutta arsykkeita ei esitetty.
Elaimelle annettiin tipoittain juotavaksi ajoittain makeaa nestettd (Mantelijuoma Original, Alpro,
Belgia) sen rauhoittamiseksi. Totutuksen jalkeen suoritettiin yksi mittauskerta, jonka aikana esitettiin
ainoastaan ehdollista arsykettd. Tasta mitattiin valoarsykkeen itsendinen vaikutus silméanrépyttelyyn.

Koulutuskerrassa oli yhteensa 60 toistoa. Yhdessa toistossa elaimelle esitetiin ensiksi 50 ms

pituinen sininen valonvalahdys ja 250 ms intervalliajan jalkeen 100 ms ilmapuhallus. Toistojen

10



vélissa oli 15-30 sekunnin mittainen satunnaisesti méaaraytyva tauko. Eladimet koulutettiin kerran
paivéssa siihen asti, ettei niiden oppimistulos endd parantunut, kuitenkin enintd&n 15 pdivan ajan.
Oppimisen kriteeriksi méaariteltiin ehdollistuneen vasteen esiintyminen véhintd&n puolessa (50%)
koulutuskerran toistoista. Ehdollistunut vaste on silménrapaytyksen alkaminen ehdollisen arsykkeen
esittdmisen jalkeen, ennen ehdottoman darsykkeen alkua (esimerkki ehdollistuneesta vasteesta
kuvassa 3 B).

Silméniskuehdollistamisen oppimista tarkasteltiin ehdollistuneiden vasteiden esiintymisesta.
Silmanrapaytykset madritettiin  koulutuskerrasta kuvatusta videosta, joka rajattiin kuvaamaan
koulutettua silméa. Video analysoitiin ensiksi kustomoidulla ohjelmalla (Blinky), jolla muunnettiin
videokuvan pikselit joko mustiksi (iho) tai valkoisiksi (silma) (https://github.com/lauritk/blinky). Sen
jalkeen laskettiin valkoisten pikseleiden maara suhteessa taustaan, josta saatiin tietdd, kuinka suuri
osuus silmastd oli silmaluomen peitossa. Silmaniskut etsittiin MatLab:lla maarittamalla silman
avoimuuden perustaso ja etsimalla kohdat, joissa silman avoimuus poikkesi perustasosta vahintadan 5
keskihajonnan verran. Tuloksena saatu tiedosto synkronoitiin séhkdfysiologiseen mittaukseen, jonka
jalkeen tarkasteltiin silméanrépdytysten esiintymistd intervalliajan viimeisen 125 ms aikana
(ehdollistuneet vasteet). Analyysista poistettiin toistot, joissa eldin liikutti silmaluomea juuri ennen
toiston alkua. Téalla pyrittiin minimoimaan oppimistulosta sekoittavien toistojen vaikutus analyysiin.

Ei-transgeenisen hiiren silmaniskuehdollistamisen mittaustiedostoista 5 ensimmaista oli

viallisia, minka vuoksi niité ei voitu analysoida. Hiirelt4 on dataa 7 viimeiselta koulutuskerralta.

2.6. Unimittaus

Unimittauksessa eldin asetettiin kotihakkiin, jossa se sai liilkkua vapaasti ja nukahtaa spontaanisti.
Aivojen sahkoistd aktiivisuutta mitattiin samoin kuin silmaniskuehdollistamisen aikana. Elainta
kuvattiin mittauksen ajan hakin ylapuolelle sijoitetulla kameralla. Mittaus tehtiin valoisassa
huoneessa.

Unimittauksista méaaritettiin ensiksi aika, jonka eldain pysyi liikkumatta kiihtyvyysantureista
saadun signaalin perusteella. Tasta ajasta tarkasteltiin aktivaatiopurskeiden seka REM-unijaksojen
esiintymistd. REM-unijaksot etsittiin MatLab:lla theeta-aktiivisuuteen (4-12 Hz) perustuen. Kullekin
mittaukselle laskettiin keskimaardinen REM-unijakson pituus sekd REM-unen osuus unen
kokonaismé&éarastad. Aktivaatiopurskeet etsittiin MatLab:lla suodattamalla signaali 150-250 Hz

taajuudella (Zhurakovskaya ym., 2019) ja etsimélla kohdat, joissa signaali poikkesi 7 keskihajontaa
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keskiarvosta. Loydetyista aktivaatiopurskeista laskettiin niiden keskimé&&rdinen esiintyminen

mitattua minuuttia kohti.

2.7. Tilastollinen analyysi

Hiirten 1, 2 ja 3 valisid eroja aktivaatiopurskeiden esiintymisessd ja REM-jaksojen pituudessa
testattiin yksisuuntaisella varianssianalyysilla. Varianssianalyysissé luokittelevaksi tekijéksi valittiin
hiiren tunnus ja riippuviksi muuttujiksi aktivaatiopurskeiden esiintyminen minuutissa sekd REM-
unijaksojen pituus. Ei-transgeenisten hiirten (hiiret 1 ja 2) ja transgeenisen hiiren (hiiri 3) vélisia eroja
aktivaatiopurskeiden esiintymisessé ja REM-jaksojen pituudessa testattiin riippumattomien otosten
t-testilla. Tilastollisten testien merkitsevyystasoksi asetettiin 0,05. T-testeille madaritettiin efektikoot
laskurilla (https://www.socscistatistics.com/effectsize/default3.aspx).

3. TULOKSET

3.1. Silmaniskuehdollistaminen

Silméniskuehdollistamisessa koulutettiin kaksi hiirtd. Niista toinen oli ei-transgeeninen ja toinen
transgeeninen hiiri. Toista ei-transgeenisista hiirista ei pystytty kouluttamaan, silla ilmapuhallus
aiheutti sen silméassa arsytysté ja silman vuotamista.

Koulutettavilta hiirilta tarkasteltiin ensiksi heratevasteita ehdolliseen valoarsykkeeseen, jotta
voitiin varmistaa niiden havaitsevan arsykkeen. Valoarsykkeen aikaiset vasteet keskiarvoistettiin
nakoaivokuoren lahelle implantoidulla ruuvielektrodille mitatusta signaalista. Molemmilla hiirilla
nahtiin vaste valoarsykkeeseen. Myos ilmapuhalluksen havaittiin aiheuttavan vasteen. Kuvassa 2 on
esimerkki yhden koulutuskerran toistoista keskiarvoistetusta heratevasteesta valodrsykkeeseen ja

ilmapuhallukseen.
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KUVA 2. Herétevasteet valoarsykkeeseen ja ilmapuhallukseen mitattuna nakoaivokuoren lahella
sijaitsevalla ruuvielektrodilla. VValodrsyke on kuvattu sinisell viivalla, ilmapuhallus punaisellla.

Hiiret ehdollistettiin kerran paivéssa, ei-transgeeninen hiiri yhteensd 12 kertaa ja transgeeninen hiiri

yhteensa 14 kertaa. Esimerkit ehdottomasta ja ehdollisesta silmaniskuvasteesta on esitetty kuvassa 3.
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KUVA 3. Ehdoton ja ehdollinen silméniskuvaste ajoittuvat eri tavoin suhteessa ehdolliseen ja

ehdottomaan arsykkeeseen. A) Ehdoton silménisku, joka alkaa heti ilmapuhalluksen esittamisen

jalkeen. B) Ehdollistunut silméanisku, jossa silma alkaa sulkeutua valoarsykkeen jalkeen arsykkeiden

vélisen tauon aikana, ilmapuhallusta ennakoivasti. Valoarsykkeen ja ilmapuhalluksen ajoitukset on

merkitty kuviin palkkeina. Katkoviivalla on rajattu drsykkeiden valisen tauon viimeinen 125 ms, josta

etsittiin ehdollistunutta vastetta. X-akseli kuvaa aikaa millisekunteina ja Y-akselilla on luotu asteikko,
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joka kuvaa silman sulkeutumista: silma on auki asteikon kohdassa O ja maksimaalisesti suljettu
asteikon kohdassa 1. Valoarsykkeen kohdalla signaalissa on hairidpulssi, silla valonvalahdykset
tallentuivat videokuvaan.

Ei-transgeeninen hiiri saavutti ennalta madritetyn oppimiskriteerin (ehdollinen vaste vahintdan 50%
koulutuskerran toistoista). Se antoi ehdollisen vasteen 100% koulutuskerran analyysiin siséllytetyista
toistoista 12. koulutuskerralla, jonka jalkeen koulutus lopetettiin. Ei-transgeenisen hiiren kolmesta
viimeisestd koulutuskerrasta laskettu lopullinen oppimistulos oli 85%. Transgeeninen hiiri ei
saavuttanut oppimiskriteerid. Sen lopullisena oppimistuloksena oli ehdollinen vaste 38% toistoista.
Ei-transgeenisen ja transgeenisen hiiren 7 viimeiseltd koulutuskerralta koostetut oppimiskayrat on
esitetty kuviossa 3.
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KUVIO 3. Ehdollistettujen hiirten oppimiskayrat 7 viimeiselté koulutuskerralta. Ohut viiva kuvaa ei-
transgeenisen hiiren (1) oppimista ja paksu viiva transgeenisen hiiren (3) oppimista. Tarkastelussa on
molempien hiirten 7 viimeistd koulutuskertaa siksi, ettd ei-transgeenisen hiiren ensimmaisia

koulutuskertoja ei pystytty analysoimaan mittaustiedostojen viallisuuden vuoksi.
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3.2. Unimittaukset

Unta mitattiin kolmelta eldimeltd, joista kaksi oli ei-transgeenisia hiirid ja yksi transgeeninen hiiri.
Kaikilta eldaimiltd analysoitiin 10 mittausta. Mittauksista analysoitiin aktivaatiopurskeiden kesto, ja
niiden keskimé&é&rdinen esiintyminen minuutissa sekd REM-unijaksojen kesto ja REM-unen osuus

kokonaisunen maarasta.

Aktivaatiopurskeet

Hiirella 1 (ei-transgeeninen) esiintyi aktivaatiopurskeita keskiméérin 13,4 minuutissa. Sen
aktivaatiopurskeen keskimadrainen kesto oli 80,4 millisekuntia. Hiirell& 2 (ei-transgeeninen) esiintyi
keskimé&érin 18,8 aktivaatiopursketta minuutissa, ja niiden kesto oli keskiméaarin 78,1 millisekuntia.
Transgeeniselld hiirella (hiiri 3) esiintyi keskimadrin 19,1 aktivaatiopursketta minuutissa.
Aktivaatiopurskeen kesto oli transgeenisella hiirelld keskiméérin 87,4 millisekuntia. Kuvassa 4 on

esimerkit ei-transgeenisen hiiren ja transgeenisen hiiren aktivaatiopurskeista.
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KUVA 4. Kuvissa on esimerkit ei-transgeenisen hiiren ja transgeenisen hiiren unen aikaisista
aktivaatiopurskeista. A) Ei-transgeenisen hiiren aktivaatiopurskeita. B) Transgeenisen hiiren
aktivaatiopurskeita. Ylakuvissa on esitetty raaka kenttdpotentiaali: X-akseli kuvaa aikaa
millisekunneissa ja Y-akseli sighaalin amplitudia mikrovolteissa. Aktivaatiopurskeet on merkitty
kuvaan nuolilla. Alakuvissa on suodatettu signaali: X-akselilla on aika millisekunneissa, Y -akselilla

signaalin amplitudi luodulla asteikolla. Suodatetussa signaalissa aktivaatiopurske nakyy perustasosta
poikkeavana korkeataajuisena varahtelyna.
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Hiirten 1, 2 ja 3 vélisia eroja aktivaatiopurskeiden esiintymisessé tarkasteltiin ensiksi yksisuuntaisella
varianssianalyysilla.  Varianssianalyysin  tuloksena oli, ettda hiirten Vvélilla oli eroa
aktivaatiopurskeiden esiintymisessa (F [ 2, 27 ] = 13,536, p < 0,001). Post Hoc -testit osoittivat, etta
hiirella 1 (ei-transgeeninen) esiintyi vahemmaén aktivaatiopurskeita minuutissa kuin hiirilla 2 (ei-
transgeeninen) ja 3 (transgeeninen) (p < 0,001). Varianssianalyysin tulos on esitetty taulukossa 1.

Ei-transgeenisten hiirten ja transgeenisen hiiren aktivaatiopurskeiden esiintymisen eroa
testattiin riippumattomien otosten t-testilld. Riippumattomien otosten t-testin tuloksen mukaan
transgeenisen ja ei-transgeenisten hiirten valilla oli eroa aktivaatiopurskeiden esiintymisessa (t [28]
= 2,165, p = 0,039). T-testille laskettu efektikoko (Cohen’s d) oli 0,009.

REM-unijaksot

Ei-transgeenisten hiirten (hiiret 1 ja 2) REM-jaksot kestivét keskiméaarin 2,16 ja 2,05 sekuntia. Niiden
REM-unen osuudet unen kokonaismaarésta olivat keskimaarin 47,0% ja 41,6% (hiiri 1; hiiri 2).
Transgeenisen hiiren (hiiri 3) REM-jaksojen keskimaaréinen kesto oli 1,73 sekuntia. Sen unesta
REM-unta oli keskimaarin 20,3%. Esimerkit ei-transgeenisen hiiren ja transgeenisen hiiren REM-

unijaksoista on esitetty kuvassa 5.
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KUVA 5. REM-unijaksot etsittiin unidatasta theeta-aktiivisuuteen perustuen. A) Ei-transgeenisen
hiiren REM-unijakso. B) Transgeenisen hiiren REM-unijakso. Ylemmissa kuvissa nakyy
raakasignaali, alemmissa kuvissa on theetataajuudelle (4-12 Hz) suodatettu signaali. X-akselit

kuvaavat aikaa millisekunneissa. REM-jaksot on rajattu kuviin pystyviivoin.

Hiirten valisi4 eroja REM-jaksojen pituudessa tutkittiin ensin yksisuuntaisella varianssianalyysillé.

Varianssianalyysin tuloksen mukaan hiirten vélilla oli eroa REM-jaksojen pituudessa (F [2,27] =
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7,091, p = 0,003). Post Hoc -testit osoittivat, ettd transgeenisen hiiren (hiiri 3) REM-jaksot olivat

kestoltaan lyhyempia kuin ei-transgeenisten hiirten (hiiret 1 ja 2) REM-jaksot (p = 0,004; p = 0,032).

Varianssianalyysin tulos on esitetty taulukossa 1.

Ei-transgeenisten hiirten (hiiret 1 ja 2) ja transgeenisen hiiren (hiiri 3) REM-jaksojen

pituuksien eroa tarkasteltiin lisaksi riippumattomien otosten t-testilld. Riippumattomien otosten t-

testin tuloksen mukaan transgeenisen (hiiri 3) ja ei-transgeenisten hiirten (hiiret 1 ja 2) vélilla oli eroa
REM-jaksojen pituudessa (t [27,998] = 4,554, p < 0,001). Efektikoon suuruus (Cohen’s d) oli 0,157.

Hiiri 1 | Hiiri 2 | Hiiri 3 | F-arvo Efektikoko | Parivertailut
(ei-tg) | (ei-tg) | (t9) (Partial eta | (Post Hoc -testit)
squared)
Aktivaatiopurskeet/ | 13,4 18,8 19,1 13,536*** | 0,501 1<2, 3***
minuutti (2,52) |(3,22) |(2,45)
REM-jakson pituus 2,16 2,05 1,73 7,091** 0,344 I<1**
(sekunteja) (0,30) |(0,32) |(0,15) 3<2*

*p < 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,001

TAULUKKO 1. Taulukossa on hiirten 1, 2 (ei-transgeeniset hiiret) ja 3 (transgeeninen hiiri)

aktivaatiopurskeiden esiintymisen ja REM-jaksojen pituuksien keskiarvot ja keskihajonnat seka

varianssianalyysien F-arvot, efektikoot ja parivertailujen tulokset.
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4. POHDINTA

Tutkimuksen tavoitteena oli pystyttaa jarjestelmé hiiren silméniskuehdollistamiseen seka vertailla
transgeenisten ~ APP/PS1  -hiirten  oppimista  ei-transgeenisten  hiirten  oppimiseen
silmaniskuehdollistamisen aikavaliasetelmassa. Silmaniskuehdollistamisessa koulutettiin lopulta 1
transgeeninen ja 1 ei-transgeeninen hiiri. Transgeeninen hiiri ei oppinut tehtdvaé ennalta méaritetyn
oppimiskriteerin (ehdollisten vasteiden osuus vahintadn 50%) mukaisesti. Koulutuksen lopussa se
antoi opitun vasteen 38% toistoista. Ei-transgeeninen hiiri taas oppi tehtdvéan tuottaen ehdollisen
vasteen 85% toistoista koulutuksen lopussa. Oppimisen liséksi tavoitteena oli tutkia transgeenisen ja
ei-transgeenisten hiirten mahdollisia eroja unen aikana esiintyvissé aktivaatiopurskeissa seké unessa
esiintyvien REM-jaksojen pituudessa. Hiirilld oli  keskindisid eroja aktivaatiopurskeiden
esiintymisessa. Toisella ei-transgeenisista hiirista esiintyi véhemman aktivaatiopurskeita minuutissa
kuin kahdella muulla hiirelld.  Hiirilld oli keskindisid eroja myds REM-jaksojen pituuksissa:
transgeenisella hiirelld oli lyhyempia REM-jaksoja kuin ei-transgeenisilla hiirilla. Vertailtaessa
transgeenista hiirtd kahteen ei-transgeeniseen hiireen nahtiin, etta transgeenisen ja ei-transgeenisten

hiirten vélilla oli eroja aktivaatiopurskeiden esiintymisessé ja REM-jaksojen pituudessa.

4.1. Silmaniskuehdollistaminen

Transgeenisen APP/PS1-hiiren suoriutuminen silméniskutehtavéssa oli tassa tutkimuksessa selvasti
heikompaa kuin ei-transgeenisen hiiren. Aiemmissa tutkimuksissa amyloidipatologiaa ilmentévien
transgeenisten  hiirten oppimisen ei ole havaittu eroavan ei-transgeenisista hiirista
silmaniskuehdollistamisen aikavéliasetelmassa eldinten ollessa 12 kuukauden ikaisia (Kishimoto
ym., 2012; Ewers, Morgan, Gordon & Woodruff-Pak, 2006). Aiempien tutkimusten tulokset
poikkeavat taman tutkimuksen tuloksista, mutta ovat myds keskendan erisuuntaisia. Ewersin ja
kollegoiden (2006) tutkimuksessa seké verrokkihiiret ettd transgeeniset hiiret oppivat tehtdvan hyvin
— ehdollisten vasteiden osuus oli keskimaarin 68% ei-transgeenisilla ja 73% transgeenisilla hiirilla —
kun taas Kishimoton ja kollegoiden (2012) tutkimuksessa oppiminen oli huonoa seka verrokkihiirten
ettda transgeenisten hiirten ryhmissa. Toisistaan eroavia tuloksia voivat selittdd erot

silméniskuehdollistamisen menetelmissa.
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Tassa tutkimuksessa silméniskuehdollistaminen toteutettiin  50-250 -aikavéliasetelmana, jossa
esitettiin ensiksi 50 ms ehdollinen valodrsyke, seuraavaksi 250 ms aikavali ja viimeisend
ehdottomana arsykkeend toimiva ilmapuhallus. Edelld mainitut tutkimukset eroavat t&sté ensinnékin
siing, etté niissa ehdollinen arsyke oli merkkidaani (Kishimoto ym., 2012; Ewers, Morgan, Gordon &
Woodruff-Pak, 2006). Merkkiadnen kéyttd voi saada aikaan séik&hdysrefleksin hiirissa, mika
puolestaan voi tehdd oppimisesta nopeampaa (Siegel ym., 2015). Useissa tutkimuksissa, joissa
ehdollisena  drsykkeend on  kéytetty = merkkiddntd, hiiret ovat oppineet nopeasti
aikavéliehdollistamisen 50-250 -asetelmassa (Siegel ym., 2015). Nain oli myods Ewersin ja
kollegoiden (2006) tutkimuksessa, jossa 12 kuukauden ikéiset transgeeniset ja ei-transgeeniset hiiret
oppivat tehtdvdn 3 koulutuskerrassa (Ewers ym., 2006). Tutkimuksissa, joissa ehdottomana
arsykkeend on kaytetty valoa, hiirten oppiminen silmaniskuehdollistamisessa on ollut hitaampaa
(Heiney, Wohl, Chettih, Ruffolo, & Medina, 2014; Siegel ym., 2015). Toiseksi, molemmissa
tutkimuksissa enhdottomana arsykkeené toimi ilmapuhalluksen sijasta silman sahkéstimulaatio. Tama
voi myos johtaa nopeampaan oppimiseen verrattuna asetelmaan, jossa ehdoton darsyke on
ilmapuhallus (Oswald, Knuckley, Mahan, Sanders, & Powell, 2006). S&hkdstimulaation oppimista
tehostava vaikutus voi liittya siihen, ettd se on &rsykkeené voimakkaampi kuin ilmapuhallus. (Oswald
ym., 2006).

Kishimoton ja kollegoiden (2012) tutkimuksessa 12 kuukauden ikaiset hiiret eivat paasseet
hyvaan oppimistulokseen, vaikka arsykkeet olivat laadultaan samanlaisia kuin Ewersin ja kollegoiden
(2006) kayttamat. Heikkoja oppimistuloksia voi selittaa se, ettd koe-eldimina kaytetyilla C57BL/6 -
hiirilla esiintyy kuulon heikentymista ikdantymisen myoéta (Galvez, Cua, & Disterhoft, 2011). Toinen
mahdollisesti vaikuttava tekija on tutkimuksessa kéytetty 500 ms aikavali ehdollisen ja ehdottoman
arsykkeen valissa. Pidempi aikavali tekee tehtavésta vaikeamman oppia: 3-4 kk ikéisista hiirista 75%
oppii silméniskuehdollistamisessa aikavélin ollessa 250 ms, mutta vain kolme kahdeksasta hiiresta
oppii 450 ms aikavélia kaytettdessd (Siegel ym., 2015). Oppiminen aikavéliehdollistamisessa
heikkenee ikadntymisen myota (esim. Graves & Solomon, 1985; Galvez ym., 2011), joten 500 ms
aikavali voi tehd tehtdvasta liian haastavan 12 kuukauden ikaisille hiirille.

Tassa tutkimuksessa kaytetty silmaniskuehdollistamisen asetelma voi tehdd nakyvaksi
transgeenisen hiiren kognitiivisen heikentymisen verrattuna samanikéiseen ei-transgeeniseen hiireen.
Ehdollista ja ehdotonta arsyketté erottavan aikavélin ollessa 250 ms tavallisesti ik&antyvilla hiirilla
ei ndy heikentymistd assosiaation muodostamisessa 6-12 kuukauden idssa (Galvez ym., 2011).
Kaytetyt arsykkeet voivat kuitenkin vaikeuttaa tehtavaa niin, ettd transgeenisen hiiren oppimistulos

jaa heikoksi. S&hkostimulaatio sekd aaniarsykkeen aiheuttamat séikahdysrefleksit voivat tehostaa
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oppimista silméniskuehdollistamisessa (Oswald ym., 2006; Siegel ym., 2015), ja ndma tekijat
puuttuivat tassa tutkimuksessa kéytetysté asetelmasta.

4.2. Unenaikainen aivojen aktiivisuus

Unen osalta ensimméiinen oletus oli, ettd transgeenisella hiirelld esiintyisi enemmén
aktivaatiopurskeita ~ verrattuna  ei-transgeenisiin  hiiriin  amyloidipatologiaan liittyvén
entorinaaliaivokuoren rappeutumisen vuoksi. Varianssianalyysi osoitti transgeenisella hiirelld
esiintyvdn enemman aktivaatiopurskeita kuin toisella ei-transgeenisista hiiristd. Eroa toiseen ei-
transgeeniseen hiireen sen sijaan ei havaittu. Hiiren tunnus selitti 50,1% vaihtelusta
aktivaatiopurskeiden esiintymisessd (partial eta squared = 0,501). Transgeenisen hiiren
aktivaatiopurskeiden esiintymistd verrattiin viel& kahteen ei-transgeeniseen hiireen t-testilld, jonka
tuloksen mukaan transgeenisen ja ei-transgeenisten hiirten valilla oli eroa aktivaatiopurskeiden
esiintymisessa. T-testille laskettu efektikoko oli kuitenkin hyvin pieni (d = 0,09). Vastikaan
julkaistussa tutkimuksessa (Zhurakovskaya ym., 2019) 4 transgeenisen APP/PS1 -hiiren ja 5 ei-
transgeenisen hiiren vélill4 ei havaittu eroa aktivaatiopurskeiden esiintymisessa. Tutkimuksessa
kaytetyt eldimet olivat 5-6 kuukauden idssd, joten niiden amyloidipatologia ei ollut taysin kehittynyt
(Zhurakovskaya ym., 2019). Kaikkiaan ndiden tulosten perusteella ei ole selvéd, vaikuttaako
amyloidipatologia aktivaatiopurskeiden esiintymiseen.

Toinen oletus oli, ettd transgeenisen hiiren REM-unijaksot olisivat keskiméérin lyhyempia
verrattuna ei-transgeenisten hiirten REM-jaksoihin. REM-jaksojen pituuksissa havaittiin oletusten
mukaiset erot sekd varianssianalyysissa etta t-testissad. Varianssianalyysin efektikoko oli 0,304
(partial eta squared) ja t-testin 0,157 (cohen’s d). Tiedossamme ei ole, ettd aiemmissa tutkimuksissa
olisi tutkittu REM-unijaksojen kestoa Alzheimerin taudin hiirimalleissa. REM-unen maaréé sen
sijaan on tutkittu amyloidipatologiaa ilmentévilla hiirilla. Erééssé tuoreessa tutkimuksessa 8-10
kuukauden ikaisilla APP/PS1-hiirilla tai 12 kuukauden ikaisilld Tg2576-hiirilla ei havaittu eroa
REM-unen maarassa verrattuna kontrollieldimiin (Kent, Strittmatter, & Nygaard, 2018). On
kuitenkin olemassa aiempia tutkimustuloksia APP/PS1 -hiirten (Roh ym., 2012) ja Tg-2576 -hiirten
(Zhang ym., 2005) vahentyneestd REM-unen méaarasta verrattuna kontrolleihin.

REM-unijaksojen lyhentymisen tiedetdan liittyvan Alzheimerin tautiin (Petit ym., 2004),
mutta ei ole selvadd, mika vaikutus REM-unen hairiintymiselld on kognitioon (Scullin & Bliwise,

2015). Unijaksojen lyhentymistd voidaan kuitenkin pitdd merkkind unen fragmentoitumisesta eli
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katkonaisuudesta (Wimmer ym., 2013), joka puolestaan on yhteydessa kognitiiviseen
heikentymiseen (Saper ym., 2012). Unijaksojen lyhentymisen yhteydesta kognitiiviseen
heikentymiseen on myds kokeellista ndyttod. Erdassd tutkimuksessa (Lee ym., 2016) rottien
vuorokausirytmin hairitseminen johti niiden unessa esiintyvien REM- ja NREM-jaksojen
Iyhentymiseen ilman unen kokonaismaaran vahentymistd. Molempien univaiheiden lyhentyminen
taas oli yhteydesséa huonompaan oppimiseen hippokampuksesta riippuvassa kéyttaytymistehtévassa.
(Lee ym., 2016). Samalla tavoin tassa tutkimuksessa transgeenisella hiirelld oli lyhyempida REM-
unijaksoja kuin ei-transgeenisilla hiirill&, ja sen suoriutuminen oppimistehtavassa oli heikompaa kuin

ei-transgeenisella hiirella.

4.3. Tutkimuksen rajoitukset

Tutkimukseen liittyy myos joitain rajoituksia. Naistd huomattavin on koe-eldinten pieni maaré.
Transgeenisia eldimid oli tutkimuksessa vain yksi, mik& heikent&dd luotettavuutta arvioidessa
amyloidipatologian vaikutusta tutkittaviin muuttujiin. Lisaksi silmaniskuehdollistamisessa pystyttiin
kouluttamaan lopulta vain kaksi eldintd, mika tekee koulutettujen eldinten keskindisesté vertailusta
epéluotettavaa. Silméniskuehdollistamisen oppimisessa on keskindisia eroja myos ei-transgeenisten
hiirten vélilla — eldinten oppimisnopeus on vaihtelevaa (Heiney, Wohl, Chettih, Ruffolo, & Medina,
2014), ja osa elaimista ei opi tehtavaa koskaan (esim. Siegel ym., 2015). Taman tutkimuksen kohdalla
ei voida sulkea pois mahdollisuutta, ettd transgeenisen ja ei-transgeenisen hiiren erot oppimisessa
johtuisivat muista tekijoistd kuin transgeenisen hiiren amyloidipatologian aiheuttamista aivojen
muutoksista.

Koulutetut hiiret saivat osittain eri késittelyn, silla ei-transgeenista hiirta koulutettiin
aluksi jarjestelmassa, jossa ehdollisena érsykkeena toimiva valo oli sijoitettu hiiren eteen ja sen paan
alapuolelle. Hiiri ei alkanut antaa ehdollisia vasteita asetelmassa, jolloin tutkittiin valon aiheuttamat
herétevasteet nakdaivokuoren lahelle implantoidulla ruuvielektrodilla keratysta signaalista. Valon ei
havaittu aiheuttavan herétevastetta, mista tulkittiin arsykkeen olevan intensiteetiltdén liian heikko.
Taman jalkeen valodrsyke kohdistettiin koulutettavaa silméén, jolloin valo sai aikaan herétevasteen
nakdaivokuoren laheltd mitattuna. Kun valonlahteen paikka muutettiin, ei-transgeeninen hiiri alkoi
my0s oppia asetelmassa. Transgeeninen hiiri koulutettiin alusta asti jarjestelméssd, jossa valoarsyke
kohdistettiin koulutettavaan silmaan. Ei-transgeeninen hiiri oli siten kaikkiaan useamman kerran

kiinnitetty koulutuslaitteistoon kuin transgeeninen hiiri. Ei ole todennédkdistd, etta ei-transgeeninen
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olisi oppinut koulutuskerroilla, joissa valo oli kiinnitetty alustaan, koska silla ei talloin esiintynyt
ehdollistuneita vasteita eikd heratevastetta valodrsykkeeseen. On kuitenkin mahdollista, ettd ei-

transgeeninen hiiri oli paremmin tottunut kiinnitettyné olemiseen koulutuksen alkaessa.

4.4, Jatkotutkimustarpeet

Tassd tutkimuksessa néhtiin ero transgeenisen ja ei-transgeenisen hiiren oppimisessa
ehdollistamisasetelmassa, jossa ehdoton é&rsyke oli ilmapuhallus, ehdollinen &rsyke valo ja
arsykkeiden valinen aika 250 ms. Asetelma voi paljastaa erot kognitiivisessa suoriutumisessa
transgeenisten APP/PS1 -hiirten ja ei-transgeenisten hiirten vélilla eldinten ollessa noin 11 kuukauden
ikdisid. Tama mahdollinen ero tulisi varmistaa suuremmalla méaardlla koe-eldimid, ja
jatkotutkimukset ovat juuri kdynnissé.

Loydetyt erot aktivaatiopurskeiden esiintymisessda ja REM-unijaksojen pituudessa tulisi
varmentaa tutkimalla useampia transgeenisia APP/PS1-hiiri& ja ei-transgeenisia hiirid.
Aktivaatiopurskeiden liséksi mahdollinen tutkimuskohde ovat hippokampuksen pykalapiikit, joiden
esiintyminen on vuorovaikutteista aktivaatiopurskeiden kanssa (Bragin ym., 1995). Unen
patologisten piirteiden yhteyttd silmaniskutehtdvassa suoriutumiseen olisi hyddyllistd tutkia
tulevaisuudessa. Yksi APP/PS1 -hiirilla havaittu aivotoiminnan poikkeavuus on aivokuorella ndhtava
yliaktiivisuus (Gurevicius, Lipponen, & Tanila, 2012), ja tdman piirteen yhteys oppimistehtévéssa

suoriutumiseen olisi niin ikaan kiinnostava tutkimuskohde.
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