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1 Alkusanat

Tadmaén pro gradu-tutkielman empiirinen osuus on tehty Tampereen yliopiston Ladketieteen
laitoksen solubiologian osastolla ja solututkimuskeskuksessa vuoden 2004 maaliskuun ja
syyskuun vilisend aikana. Kirjoitustyd ja osittain my0s tulosten analysointi on tehty timan

jalkeen Jyviéskylédn yliopiston Bio- ja ympdaristitieteiden laitoksella.

Haluan kiittad FM, solubiologi Riina Sarkasta kdytinnon tyovaiheiden ohjauksesta ja
opastuksesta, ohjaajiani FT, dosentti Tuula Jalosta ja FT, dosentti Varpu Marjoméked
hyvistd neuvoista ja pitkdmielisyydestd. LT, FT, professori Timo Ylikomia kiitdn
mahdollisuudesta tydskennelld solubiologian osastolla ja solututkimuskeskuksessa. Lisdksi
haluan kiittdd LT, professori Markku Pelto-Huikkoa fluoresenssimikroskoopin
kayttomahdollisuudesta ja FT, lehtori Heimo Syvildi imagelJ -ohjelman 16ytymisen
avustamisesta. Suuren kiitoksen ansaitsevat laboratoriomestarit: Mirja Hypponen, joka
valmisti retinolihapon sekd auttoi loputtomissa kdytdnnon ongelmissani, Ulla Jukarainen,
tyydyttdessddn ainaisen moémmon tarpeeni ja Hilkka Mékinen joka teki SDS-PAGE:n ja
Western Blotting ' n raskauteni aikana. Haluaisin liséksi vield kiittdd koko
solututkimuskeskuksen, solubiologian, kehitysbiologian ja anatomian osaston

henkilokuntaa avusta ja kaikista neuvoista, jotka todella tulivat tarpeeseen.

Tamaén lisdksi kiitin fil.yo Mette Toikkasta ja yht.yo Marko Haapaméiked avusta kemian ja
tilastotieteen kiemuroissa. Haluan myd0s kiittdd FM Sanna Harjulaa avusta englannin
kielisen tiivistelmédn teossa. Merkonomi Sirpa Oikuri puolestaan on jaksanut itsekin
lopputyotd tehneend kuunnella ja ymmartda huokailujani tyon vaikeina hetkind. Jo
edesmennyttd isddni, psykologi Jouko Haapaméked, kiitdn niistd sanoista, jotka hdn timén
tyon kirjoittamisen avuksi osasi sanoa jo yli seitsemin vuotta sitten. Lopuksi haluan
erityisesti kiittdd miestidni Mika Siikasta jaksamisesta ja tukemisesta ja appivanhempiani

Kauko ja Elina Siikasta kirjoitustydon mahdollistamisesta.

Veetille ja Lennille erityiskiitos olemassaolosta ja hermoston kehityksen ihmeen esille

tuomisesta.



2 Tiivistelma

Jyvaskylén yliopisto Pro gradu —tutkielman tiivistelma
Matemaattis-luonnontieteellinen tiedekunta

Tekija: Jutta Siikanen

Tutkielman nimi: Monimuotoisia hermosolun kaltaisia soluja SH-SY5Y-solulinjasta.
English title: Multiform neuron-like cells from SH-SY5Y cell line.
Paivamaaréa: 21.12.2006 Sivumaara: 58

Laitos: Bio- ja ympdristdtieteiden laitos

Oppiaine: Solubiologia

Tutkielman ohjaajat: ~ Tuula Jalonen, Varpu Marjomaki

Tiivistelma:

Neurobiologinen tutkimus tarvitsee solulinjoja perustutkimukseen, kantasolujen kayton kehitykseen ja
ladketieteen ongelmien ratkaisemiseen. Tassé tutkimuksessa kuvataan eri yhdisteiden vaikutuksia SH-SY5Y-
solulinjan erilaistumiseen. Vaikka solulinjaa on kdytetty runsaasti hermoston mallina, ei yhdisteiden vertailua
ole juurikaan tehty. Yhteni vaikuttavana yhdisteend kaytettiin kolesterolia. Kolesterolin vaikutuksista
hermosoluihin ei juurikaan ole tietoa, vaikka kolesterolin vaikutukset ovat suuren kiinnostuksen kohteena.
Tutkimus tarjoaa uuden ndkokulman SH-SY5Y-solulinjaan ja jatkotutkimushaasteita
neuroblastoomakasvaimen hoitoon ja ihmisen hermoston kehityksen tutkimiseen.

Tutkimuksen tarkoituksena oli kuvata eri yhdisteilld erilaistettujen SH-SYS5Y-solujen morfologiaa ja
kayttdytymistd kahden viikon viljelyn aikana. Tutkimus oli osa laajemmasta hermosolujen erilaistamiseen ja
hermoverkkojen kayttdytymiseen liittyvéstd tutkimuksesta. Tadman tutkimuksen tarkoituksena on kehittda
solumalleja kdytettdviksi mm. toksisuus- ja lddkeainekokeissa.

Ihmisen neuroblastooma SH-SY5Y-soluja kasvatettiin kymmenen vuorokautta. Kasvatuksen aikana soluja
kasiteltiin all-trans-retinolihapolla, dibutyryyli sykliselld adenosiinimonofosfaatilla, kolesterolilla, 12-O-
tetradekanoyyliforboli-13-asetaatilla ja all-trans-retinolihapon ja kolesterolin yhdistelmalld. Taman jélkeen
soluja tutkittiin faasikontrasti- ja immunofluoresenssimikroskopialla, sekd morfometria-analyysilla.
Morfometria-analyysissd mitattiin neuriittien lukumaérit solukeskusta kohden. Tilastollinen merkitsevyys
arvioitiin yksisuuntaisella varianssianalyysilld ja sitd seuranneella Dunnetin monivertailulla. Liséksi solut
kasiteltiin viimeisessd toistossa fraktalkiiniliuoksella, jonka jélkeen ne valokuvattiin ja niista tehtiin
proteiinieristys, SDS-PAGE ja Western Blotting.

Tutkimus osoitti, ettd arvioitaessa hermosolun erilaistumisastetta eri menetelmilld, all-trans-retinolihapolla ja
sen sekd kolesterolin yhdistelmalld késitellyt solut néyttivat erilaistuneen eniten kypsén neuronin kaltaiseksi.
Solujen morfologia muistutti eniten hermolua ja synapsirakkuloita osoittavaa synaptofysiinid havaittiin
immunofluoresenssimikroskopialla soluissa. Lisdksi neuriittien lukuméairé solukeskusta kohden kasvoi néilla
soluilla eniten ja my®0s tilastollinen ero kontrollisoluihin oli merkitsevd. Kisittelyn todettiin siis vaikuttavan
neuriittien lukuméérién ja kolesteroli lisdsi titd vaikutusta. Saatiin my0s viitteitd siité, ettd fraktalkiini saattaa
lisétd ndiden solujen elinkelpoisuutta, mutta asia vaatii vield lisdtutkimuksia.

Tulevaisuudessa olisi hyodyllistd vertailla solujen sdahkdistd toimintaa ja apoptoottisten solujen maaraa
loppukasvatuksen aikana eri tavoin erilaistetuilla soluilla. Ndin saataisiin lisdtietoa synapsien aktiivisuudesta
jaeri yhdisteiden vaikutuksista apoptoosiherkkyyteen. Koska synteettisid A-vitamiinijohdannaisia kéytetdan
my0s neuroblastoomakasvaimen hoitoon, olisi mielenkiintoista tietdd, voisiko kolesteroli lisitd ndiden
ladkkeiden tehoa, kuten se lisdsi all-trans-retinolihapon aiheuttamaa neuriittien kasvua. My®ds fraktalkiinin
vaikutuksien tutkimista kasvaimeen kannattaisi harkita timén ja aikaisempien tutkimuksien valossa.

Avainsanat: SH-SY5Y, Neuroblastooma, Erilaistuminen, Neuriittien kasvu, Retinolihappo, Kolesteroli
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Abstract:

Neurobiological research needs cell lines for basic study, development of stem cells and solving medical
problems. The purpose of this study is to describe the impacts of different compounds on the differentiation
of SH-SYS5Y cell line. Even though the cell line has been widely used as the model for the nerve system,
much research on comparison of different compounds has not been carried out. One of the affecting
compounds in this study was cholesterol. Even though the impacts of cholesterol on nerve cells are under
great interest, there is not a lot of information available on cholesterol. This study gives new insight on SH-
SYS5Y cell line. Furthermore, it offers challenges for further study on treating the neuroblastoma tumor and
on the development of the human nerve system.

The purpose of the study is to describe the morphology of SH-SYSY cells, which are differentiated with
various compounds, and behaviour during two weeks" culture. The study was part of a larger study on
differentiation of nerve cells and behaviour of nerve systems. The purpose of the larger study is to create cell
models to be used, among other things, in toxic and medical substance trials.

Human's neuroblastoma SH-SYSY cells were cultured for 10 days. They were treated with all- trans retinoic
acid, dibutyryl cyclic adenosine monophosphate, cholesterol, 12-0- tetradecanoyl-phorbol-13-acetate, and
with the combination of all- trans retinoic acid and cholesterol. After treating, the cells were studied both
with phase-contrast and immunofluorecence microscope and morphometric analysis. This measured the
number of neuritis per cell soma. The statistical significance was measured with one- way variance analysis
and with Dunnets’ multiple comparison. In addition, the cells were treated in the last repeat with fractalkine
solution. After this, they were photographed and a protein isolation, SDS-PAGE, and Western Blotting were
made.

The study showed that the treated cells seemed to differentiate more like a mature neuron when differentiate
stage of nerve cell was measured with retinoic acid, the combination of all- trans retinoic acid and
cholesterol. The morphology of cells was more like a neuron and synaptophysin, which shows synaptic
vesicles, was found with immunofluorecence microscope in the cells. Moreover, the number of neuritis/ cell
soma grew the most with these cells. The statistical difference with the control cells was significant, i.e. the
number of neurites was affected by the treating. The effect was emphasized by cholesterol. The study also
showed evidence that fractalkine might add to the survival of these cells. However, this needs further study.

In further study, it would be useful to study the electrical activity of cells and the number of apoptotic cells of
the cells, which are differentiated during the final culturing. This would offer further information on the
activity of synapsis and the effect of different combinations on apoptotic sensitivity. Because synthetic
vitamin A- derivatives are also used in treating neuroblastoma tumor, it would be interesting to know if
cholesterol could add the power of these medicines. This is because, it added neuritogenesis caused by all-
trans retinoic acid. Moreover, it could be advantageous to study, based on this and earlier studies, the impacts
of fractalkine on tumor growth.

Keywords: SH-SY5Y, Neuroblastoma, Differentiation, Neurite outgrowth, Retinoic acid, Cholesterol
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5 Lyhenteet

Abs

BSA
CHOL
dBcAMP
FITC

FTK

IgG

PBS

RA
RA+CHOL

Syp
TPA

6 Johdanto

etanoli

naudan seerumin albumiini

kolesteroli

dibutyryyli syklinen adenosiinimonofosfaatti
fluoreskeiini-isotiosyanaatti

fraktalkiini

immunoglobuliini G

fosfaattipuskuroitu fysiologinen suolaliuos
all-trans-retinolihappo
all-trans-retinolihappo ja kolesteroli
synaptofysiini

12-O-tetradekanoyyliforboli-13-asetaatti

Voidaanko tuhoutuneet hermosolut korvata tulevaisuudessa solusiirteilld? Loydetddnko

parannuskeinoja vaikeisiin ja kuolemaan johtaviin sairauksiin kuten Alzheimerin ja

Parkinsonin tauti tai Multippeliskleroosi? Voiko kdvelykykynsi halvauksessa menettinyt

saada uudet toimivat hermot tuhoutuneiden tilalle? Selvidvétko paljon inhimillistd tuskaa

aitheuttavien erilaisten hermoston kehityshairididen syyt ja voidaanko niitd ehkaistd?

Nykypiivind puhutaan paljon kantasoluista ja niiden mahdollisuuksista, kun

kehitetddn uusia hoitokeinoja parantumattomiin sairauksiin. Kantasoluja on kuitenkin vain

rajallinen méérd ja ne ovat niin kallisarvoisia, ettd niiden laajamittainen kaytto

tutkimukseen on mahdotonta. Tarvitaan muita solulinjoja, joiden avulla voidaan tehda

perustutkimusta, jonka pohjalta on mahdollista kehittdd kantasolujen kayttdd. Tarvitaan



myo6s mallisolulinjoja, joiden avulla voidaan tutkia esimerkiksi lddkkeiden ja myrkyllisten

aineiden vaikutuksia, sekd kehitysbiologisia tapahtumia.

Téssd tutkimuksessa kuvaillaan eri yhdisteiden vaikutuksia SH-SY5Y-solulinjan
varhaishermosolujen erilaistumiseen. Se on tarkedd, silld vaikka solulinjaa on kiytetty
runsaasti hermoston mallisolulinjana, ei eri yhdisteiden vertailua ole juurikaan tehty.
Lisdksi tutkimuksessa on kisitelty soluja myds kolesterolilla, jonka vaikutuksista SH-
SY5Y-soluihin ei ole saatavilla tietoa, vaikka kolesterolin vaikutukset hermosoluihin ovat
tutkimuspiireissa juuri nyt suuren kiinnostuksen kohteena. Tutkimus tarjoaa uuden
ndkokulman SH-SY5Y -solulinjaan ja toisaalta my6s mahdollisia jatkotutkimushaasteita

neuroblastoomakasvaimen hoitoon ja thmisen hermoston kehityksen tutkimiseen.

6.1 Hermosto ja hermosolu

6.1.1 Hermoston ja hermosolun rakenne

Neuronit eli hermosolut ovat hermokudoksen erilaistuneita soluja, joiden erityistehtdvina
elimistosséd on viestinvilitys. Viesti kulkee hermosoluissa sdhkdisessa muodossa
solukalvon jénnitetilan muutoksina eli aktiopotentiaaleina. Hermokudoksessa on
neuroneiden lisdksi myds muita soluja, kuten astrosyyttejd ja oligodendrosyyttejé jotka
eivit johda aktiopotentiaaleja vaan osallistuvat esimerkiksi hermokudoksen

aineenvaihduntaan ja tarjoavat kudokselle tukirakenteita.

Hermosolussa voidaan erottaa rakenteellisesti erilaisia osia. Neuronin sooma, eli
solukeskus on pyoredhkd solun keskus, jossa sijaitsevat mm. tuma, solulimakalvostoa ja
Golgin laite. Solun proteiinituotanto tapahtuu pidasiassa soomassa. Soomasta eroaa
ulokkeita eli neuriitteja, joita pitkin viestit kulkevat eri hermosolujen vélilld. Neuriiteissa
on runsaasti solutukirankaa jota pitkin rakkulaliikenne, esimerkiksi synapsirakkulat,
etenevit. Pisin haarake, aksoni, kuljettaa viestejd hermosolusta pois toisiin soluihin ja silld

voi olla yhteyksid useisiin muihin soluihin. Lyhyemmét haarakkeet, eli dendriitit



kuljettavat viestejé toisista soluista hermosolulle. Dendriittien lukumiird on useimmiten
suurempi kuin aksonien. Neuriitti on yhteisnimitys aksoneille ja dendriiteille siind
vaiheessa kun mikroskooppisesti ei vield voida tehda eroa ndiden vélilld. Neuronissa
voidaan vield erottaa synapsi, joka muodostuu aksonin péétehaarasta, synapsiraosta ja
toisen hermo-, lihas- tai rauhassolun solukalvosta. Synapsien kautta sdhkdiset viestit

siirtyvit solusta toiseen kemiallisesti.

Hermosolun kaavamainen rakenne esitetdfin monesti kuvan 1. kaltaisesti ja

tallainen mielikuva meilla useimmilla varmasti on hermosolusta.

ST

kuva 1. Kaavamainen esitys hermosolusta kuva 2. Thmisen SH-SY5Y
(mukailtu perustuen Hirano ja Llena, 2006, kuva 1.). -neuroblastoomasolu 200-krt suurennos
(Siikanen 2004).

Taytyy kuitenkin muistaa, ettd erotuksena tdhén mielikuvaan, esimerkiksi Hiranon
ja Llenan mukaan dendriitit ja aksoni valtaavat paljon suuremman tilan kuin solun sooma
ja onkin laskettu, ettd aksonin ja dendriittien sytoplasman tilavuus on huomattavasti

suurempi kuin sooman (ks. yleiskatsaus Hirano ja Llena 2006).

Hermosto voidaan jakaa rakenteellisesti keskushermostoon (aivot ja selkdydin) ja
adreishermostoon (johon kuuluvat kaikki kallon ja selkdydinkanavan ulkopuolella
sijaitsevat hermot), sekd toiminnallisesti tahdon alaiseen (mm. litkehermot) ja tahdosta
riippumattomaan hermostoon (esim. syddmen toiminnan hermotus). Tahdosta riippumaton
hermosto jakaantuu vield sympaattiseen ja parasympaattiseen osaan. Tahdosta riippumaton
hermosto séditelee kaikkien sileiden lihasten, rauhasten ja sydénlihaksen toimintaa. Se
vaikuttaa mm. syddmen sykintddn, hien eritykseen, ruoansulatuselinten toimintaan ja
vaikkapa adrenaliinin erittymiseen pelkotilanteessa. Hermostossa on seké vievia

hermosiikeiti, jotka kuljettavat toimintakéskyja kohde-elimiin, ettd tuovia sdikeité, jotka
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kuljettavat aistitietoa hermostolle esimerkiksi veren kemiallisesta koostumuksesta.
Sympaattinen osa autonomista hermostoa toimii esimerkiksi dkillisessd “taistele tai
pakene” tilanteessa, kuten opiskelijan tullessa jdnnittidvaén tenttiin. Se saa verenpaineen ja
syddmen sykkeen nousemaan, verisuonet supistumaan, keuhkoputket laajenemaan,
hengityksen kiihtyméén ja ruoansulatuselimiston rauhoittumaan. Parasympaattinen osa taas
toimii pdinvastoin, eli pddasiassa levossa ja rentoutuneena, jolloin syddmen syke ja

verenpaine laskevat ja ruoansulatus alkaa toimia.

6.1.2 Hermosolun toiminta

Hermosolujen solukalvolla vallitsee lepotilassa kalvojénnite joka on suuruusluokaltaan
noin -70 —-90 mV. Kalvojénnite muodostuu solukalvon eripuolilla olevien sdhkdisesti
varautuneiden ionien, kuten Na™ ja K", vaikutuksesta. Soluliman puolella on pienempi
positiivinen varaus kuin kudosnesteessé ja siksi solun sisdosan sanotaan olevan
negatiivisesti varautunut suhteessa ulkopintaan. Erilaiset drsykkeet, esimerkiksi
elektromagneettinen sdteily silméin verkkokalvolla tai kipudrsyke ihon vapaassa
hermopaitteessi, voivat muuttaa kalvojannitettd positiiviseen suuntaan ja ndin aiheuttaa

sdhkoisen drsykkeen joka levidé solukalvolla ja tunnetaan aktiopotentiaalin nimella.

Aktiopotentiaalin syntyessi solukalvon lipiisevyys Na' -ioneille lisdintyy
arsykkeen vaikutuksesta ja ioneita virtaa soluun solukalvolla sijaitsevien ionikanavien lépi
atheuttaen solukalvon jdnnitteen muuttumisen positiiviseen suuntaan. Tétd kutsutaan
depolarisaatioksi. Ionikanavien aukeneminen johtaa myds viereisten ionikanavien
aukenemiseen ja nédin depolarisaatioaalto johtuu pitkin aksonin solukalvoa kohti
padtehaaraa. Lisdantynyt Na' -virtaus soluun johtaa solukalvolla my6s K -kanavien
aukenemiseen, jolloin lisdintynyt K" -ionien ulosvirtaus solusta johtaa kalvojinnitteen
alentumiseen ja puhutaan repolarisaatiosta. Lopulta kalvojdannite muuttuu hieman
ldhtdtasoa negatiivisemmaksi, jolloin puhutaan hyperpolarisaatiosta. Tdmén jélkeen

kalvojénnite palautuu lepotilaan.
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Aktiopotentiaalin saapuessa pédédtehaaraan, se aiheuttaa kalsiumin valitykselld
vilittdjdaineen vapautumisen synapsirakkuloista synapsirakoon, joka on ohut tila kahden
solukalvon vilissd. Synapsiraossa vélittdjdaine sitoutuu seuraavan solukalvon reseptoreihin
vaikuttaen solukalvon ominaisuuksiin. Jos rakkuloista vapautuva vilittdjdaine on
kiihottavaa, niin solukalvon lipdisevyys Na' -ioneille lisdéntyy ja pyritdin synnyttimasan
aktiopotentiaali, jos se taas on estivid, niin Na' -kanavia sulkeutuu ja aktiopotentiaalin on
vaikeampi muodostua. Jatkossa solukalvon entsyymit hajottavat vilittdjdaineen, jolloin
tilanne purkautuu ja hajotettu vélittdjdaine palaa osittain takaisin endosytoosin avulla
synapsirakkuloihin ja osittain diffusoituu verenkiertoon. Myos synapsirakkuloiden
rakenneproteiineja kierrdtetddn tilla tavoin. Yhdelld neuronilla on kidytdssdédn vain yhtd
vilittdjdainetta, joko kiihottavaa tai estdvii, joten yksi synapsi on téll6in aina joko
kiihottava tai estédvi. Esimerkiksi autonomisen sympaattisen hermoston solut kayttavit
vilittdjdaineina niin sanottuja katekoliamiineja, eli dopamiinia, adrenaliinia ja
noradrenaliinia. Vastaavasti solujen sanotaan olevan dopaminergisia, adrenergisia ja
noradrenergisia. Koska hermosolulla on sadoista tuhansiin kappaletta synapseja, niiden

yhteisvaikutus médrié vaikutuksen koko solun tasolla.

Synaptofysiini (Syp) on synapsirakkuloissa esiintyvd 38 kDa:in proteiini, joka
muodostaa noin seitsemin prosenttia rakkulan proteiineista. Siind on neljd solukalvon
lapéisevid osaa: solulimassa sijaitsevat NH,- ja COOH-osat ja nédiden vililld kaksi
hydrofiilisti rakkulan sisilld olevaa silmukkaa. Synaptofysiinid on yleisesti kiytetty
synapsirakkuloita osoittavana proteiinina ja sen avulla on mahdollista seurata
synapsirakkuloiden liikettd hermosolussa. (ks. yleiskatsaus Valtorta ym., 2004). Thomas
ym. ovat todenneet kokeellisesti, ettd Syp esiintyy ei -kovalenttisend homomultimeerisena
kompleksina siséltden kahdesta kuuteen Syp molekyylid. Liséksi Syp hexameerimuodon
on huomattu muodostavan kanavan kun se upotetaan lipidikaksoiskalvoon. (Thomas ym.,
1988). Koska Syp my0s muistuttaa jonkin verran rakenteeltaan konneksiinia, joka
muodostaa konneksoni kanavat gap- eli aukkoliitoksissa, jotka ovat aukkoliitoksia kahden
solukalvon vililld, on ajateltu ettd se voisi osallistua mahdollisen synapsirakkulan ja
solukalvon fuusion ja eksosytoosin aloittavan fuusiokanavan muodostukseen (Ginsel ja
Shoshan-Barmatz, 2002). Synaptofysiinistd kdytetdéin myds nimityksid Syp, P38 ja SVP38.

Kun hermosolu on séhkoisesti aktiivinen, eli siind liikkkuu aktiopotentiaaleja, kulkee
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aksoneissa myos paljon synapsirakkuloita, silld valittdjdainetta tiytyy kuljettaa synapsin
lahelle, aksonin padtehaaraan. Talloin myos synapsirakkuloissa esiintyvaa proteiinia
synaptofysiinid nakyy paljon aksoneissa esimerkiksi immunofluoresenssileimauksen

avulla.

6.1.3 Hermoston kehitys

Yksilonkehityksen alkuvaiheessa alkion solut muodostavat kolme kerrosta: ektodermin,
mesodermin ja endodermin. Keskushermosto kehittyy ektodermisti, josta muodostuu ensin
pitkdnomainen neuraalilevy, jonka reunat eli neuraalipoimut kohoavat ja viimein yhtyvét
alkion keskiviivassa. Ndin muodostuu neuraaliputki jonka péét sulkeutuvat ja

keskushermoston kehitys on alkanut.

Hermostopienan (engl. neural crest) solut muodostuvat ektodermissa
hermostolevyn ja epidermin véliin. Hermostopienan solut kykenevit muodostamaan monia
solutyyppeji, mm. hermosoluja, seké pigmenttii ja rustoa muodostavia soluja. Ne 1dhtevit
liikkeelle joko juuri ennen hermostoputken sulkeutumista tai heti sen jilkeen ja vaeltavat
alkion eri osiin. Soluvéliaineen molekyylit vaikuttavat sithen mihin solut vaeltavat. mutta
hermostopienan solujen erilaistumiseen vaikuttavia tekijoité ei tarkkaan tunneta.
Ympirdivien solujen ldhettamat viestit sdédtelevit hermostopienan eri solujen jakautumista
tai eloonjdamistd. (ks. mm. Helsingin yliopiston Biolddketieteen laitoksen kehitysbiologian

lukupaketti, 2006 ja Nienstedt ym., 2004)

6.1.4 lhmisen neuroblastooma SH-SY5Y-solulinja: hermosolujen mallilinja

Neuroblastooma on tavallisin pikkulasten ja imeviisikdisten kiinted pahanlaatuinen
kasvain, joka 16ytyy keskushermoston ulkopuolelta. Se saa alkunsa alkeellisesta
hermokudoksesta ja esiintyy yleensd autonomisessa hermostossa esimerkiksi

lisémunuaisen ytimessé ja sympaattisissa hermosolmukkeissa. Neuroblastoomat ovat hyvin
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monimuotoisia ja karkeasti yleistden voidaan sanoa, ettd mitd erilaistuneempia kasvaimen
solut ovat, sitd parempi on taudin ennuste. Jos taas solut ovat hyvin monikykyisid, on
kasvain yleensd aggressiivisempi ja ennuste huonompi. Hoitokeinoina neuroblastoomaan
kéaytetddn padasiassa kasvaimen kirurgista poistoa, sidehoitoa ja sytostaattihoitoja, mutta
tietyissa tilanteissa myos esimerkiksi retinoideja, eli A-vitamiinijohdannaisia. (Pihkala

ym., 2001; Edsjo ym. 2006).

SH-SY5Y-solulinja on neuroblastoomasta eristetty solulinja. Se on SK-N-SH-
solulinjan, joka perustettiin vuonna 1970 neljavuotiaan tyton luuydinbiopsiasta 16ytyneesté
neuroblastooman etdpesédkkeestd, alalinja. Solut kasvavat osittain alustaansa kiinnittyneind
ja osin kelluvina ja ne muodostavat rykelmid (The American Culture Collection, eli

ATCC).

Koska neuroblastooma saa alkunsa kehittyvistd ddreishermostosta eli
hermostopienasta, jonka solut vield ovat monikykyisid, kasvaimen solut ovat yleensi
vaihtelevia ilmiasultaan. Siksi my6s SK-N-SH-linjan solut jakaantuvat kolmeen erilaiseen
solutyyppiin. N-tyypin (engl. neuroblast like) solut muistuttavat varhaishermosoluja, niissé
on lyhyitd neuriitteja, ne kasvavat ryppdina ja tarttuvat heikosti alustaan. Ne ovat ns.
sympatoblasteja, eli pluripotentteja soluja, jotka voivat kehittyd sympaattisen hermoston
neuroneiksi tai lisimunuaisen ytimen kromaffiinisoluiksi. S-tyypin (engl. substrate
adherent) solut ovat schwannin-solujen, gliasolujen ja melanoblastien esiasteita, ovat
litistyneitd ja suuria, ja ne kasvavat tiukasti kiinnittyneind alustaansa. I-tyypin
(intermediate type) solut ovat niin sanottuja prekursorisoluja, joista edelld mainitut solut
kehittyvit sekd kasvaimessa, ettd kehittyvissd alkiossa. Ulkomuodoltaan ne ovat N- ja S-
tyypin vilimuotoja, eli pienid, litteitd ja kiinnittyvit suhteellisen tiukasti alustaansa. N- ja
S-tyypin solujen on lisdksi todettu muuntuvan viljelmaissa toisikseen. (ks. yleiskatsaus
Ross ym. 2003; Walton ym. 2004). Muun muassa Encinas ym. ovat todenneet, etti myds
SH-SY5Y-linjan soluilla on jdljelld kyky jakaantua ndihin kolmeen solutyyppiin (mm.
Encinas ym. 2000). 12-O-tetradekanoyyliforboli-13-asetaatilla (TPA) erilaistettujen SH-
SYS5Y-solujen on myds todettu olevan sédhkoisesti aktiivisia ja niissd esiintyy useita
hermosoluille tyypillisid ionikanavia (Jalonen ja Akerman 1986, Jalonen 1988, Jalonen ja

Akerman 1988).
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SH-SY5Y-solulinjaa on kéytetty runsaasti mallisolulinjana hermosoluille ja

sympaattisten hermosolujen erilaistumiselle ja téti tarkoitusta varten sitd on késitelty mm.
all-trans retinolihapolla (kuva 3.), josta tarkemmin kappaleessa 6.2.2. Yhtend ongelmana
linjan kohdalla on ollut solujen taipumus pitkdn kasvatusajan jilkeen muuntua S-tyypin
soluiksi, jonka esimerkiksi Encinas ym. ovat ratkaisseet kdyttimalla erilaistamisen
yhteydessa aivoista johdettua hermokasvutekijda (engl. Brain-derived neurotrophic factor)
(Encinas ym. 2000). Linjan kdytettavyyttd on myds koko ajan pyritty parantamaan, mutta

erilaisten yhdisteiden vaikutuksia ei ole juurikaan vertailtu keskendén.

6.2 Solujen jakaantuminen, erilaistuminen ja apoptoosi

Solujen elinkaaren aikana ne jakaantuvat, erilaistuvat, litkkkuvat eri paikkoihin elimistdssi
ja viimein kuolevat. Monisoluisilla eldimilld juuri tasapaino ndiden toimintojen kesken on
elintdrked tekija koko elion eliménkaaren toteutumisessa ja pdivittdisen tasapainon
ylldpitamisessd ulkoisesti muuttuvissa tilanteissa. Téllaisia tilanteita ovat esimerkiksi

ravinnon puute, tai elimiston ulkoisen suojan (iho tai nahka) rikkoontuminen.



15

6.2.1 Solusykli

Solusykliksi kutsutaan niitd tapahtumia, joiden tuloksena solu jakaantuu ja syntyy kaksi
tytirsolua aitotumallisilla soluilla. Sykli voidaan jakaa mitoosiin, eli solun jakaantumiseen
ja interfaasiin, eli vilivaiheeseen. Mitoosi voidaan edelleen jakaa mikroskooppisten
tapahtumien perusteella profaasiin, metafaasiin, anafaasiin ja telofaasiin, seki timéan
jélkeiseen sytokineesiin, jossa solulima jakaantuu tytirsolujen kesken. Interfaasi voidaan
puolestaan jakaa G1-, S- ja G2-vaiheisiin. Syklin aikana on useita ns. tarkastuskohtia
joiden aikana solussa tarkistetaan, ettd asiat ovat edenneet niin kuin pitdi ja ettd ulkoiset
olosuhteet ovat solun jakaantumiselle otolliset. Solusyklin sditelyyn osallistuukin
monimutkainen joukko erilaisia proteiineja mm. sykliini-CDK-pareja ja kinaasi-

inhibiittoreita. (ks. mm. Heino ja Vuento 2004, Lammi 1999 ja Solunetti, 2006).

Sykli alkaa G1-vaiheella, joka voi kestdd pitkddnkin. Tédssd vaiheessa solu tekee
padtoksen siitd, jakaantuuko se vai siirtyyko ns. GO-vaiheeseen jolloin se irtoaa
solusyklisté ns. lepovaiheeseen. Solu varmistaa, ettd se on saavuttanut riittdvén suuren
massan, DNA:ssa ei ole vaurioita ja ettd solun ympéristd on suosiollinen jakaantumiselle
esimerkiksi ravinteiden suhteen. Postmitoottiset solut ovat pysyvésti GO-vaiheessa. S-
vaiheessa (engl. synthesis, joka viittaa DNA-synteesiin) solu kahdentaa DNA-
materiaalinsa, eli solun kromosomiluku lisddntyy 2N:std 4N:ddn. G2-vaiheessa solu
valmistautuu mitoosiin. Mitoosi alkaa profaasilla jonka aikana keskusjyvinen kahdentuu,
sentrosomit liikkuvat solun eri paihin, tumakotelo hajoaa ja DNA kondensoituu
kromatideiksi. Metafaasin aikana sisarkromatidit asettuvat solun keskitasoon ja
tumasukkulan mikrotubulukset kiinnittyvét sentromeereihin. Anafaasin aikana
sisarkromatidit erotellaan solun eri paihin mikrotubulusten vetimana ja telofaasissa
kromatidien superkiertisyys purkautuu ja tumakotelo rakentuu uudelleen. Vélittomasti
tdmain jalkeen seuraa sytokineesi, jossa solulima ja -organellit jactaan kahden tytdrsolun
kesken ja aktiinirengas kuristaa muodostuvat solut erilleen. (ks. mm. Heino ja Vuento

2004, Lammi 1999 ja solunetti 2006).
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6.2.2 Erilaistuminen

Solujen erilaistuessa ne kehittyvit yksilon kantasoluista johonkin tiettyyn suuntaan
keskittydkseen tietyn tyyppiseen toimintaan. Monisoluisilla eldimilld solujen
erilaistuminen ja kudosten seké elimien muodostuminen auttaa niitd sopeutumaan
ympdariston vaatimuksiin. Solujen erilaistuminen perustuu pohjimmiltaan geenien
toiminnan sdételyyn. Nykykésityksen mukaan solujen geenit jakaantuvat ns. house-
keeping-geeneihin jotka toimivat jatkuvasti kaikissa soluissa ja liittyvit esimerkiksi
solukalvon proteiinien valmistukseen, ja soluspesifisiin geeneihin, jotka ovat aktiivisia
vain niissé soluissa jotka ovat erilaistuneet suorittamaan tiettyd tehtdvaa ( esim. Lammi

1999).

Hermosolut erilaistuvat jo sikiokaudella synnyttiméain aktiopotentiaaleja, jolloin ne
menettivit ainakin padosin kykynsa uusiutua. Ne lisddntyvit nopeasti kolmannelta —
neljanneltd raskausviikolta alkaen niin, ettd sikiokauden lopussa hermokudokseen on
muodostunut noin 10'? solua. Hermosolujen erilaistuessa ne kasvattavat dendriitteji ja
aksonin, sekd luovat uusia synapseja ja karsivat turhia. (Nienstedt ym., 2004). Tama
dendriittien ja aksonin kasvaminen nékyy mikroskooppisesti neuriittien kasvamisena.
Erilaiset ulkoiset vihjeet (esim. hormonit, kasvutekijét ja soluviliaineen tuottamat

yhdisteet) ovat keskeisessd osassa tdssd prosessissa.

Neuriittien kasvaminen tapahtuu aktiinitukirangan ja mikrotubulusverkoston avulla.
Kasvualueella (kuva 4. seuraavalla sivulla), voidaan erottaa mikrotubuluksia siséltavi
keskusalue ja ulommainen aktiinipohjaisia rakenteita sisdltdva alue. Aktiinin muodostamia
rakenteita ovat mm. laakea lamellibodi ja sormimaiset ulokkeet eli filobodit. (ks.

yleiskatsaus Cladett-Dame ym. 2005).
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Lamelkbod:

Mikrotubuluksia

Kuva 4. Neuriitin kasvualue eli growth cone neuriitin paéssé (Siikanen 2006).

Kasvaessaan neuriitti “etsii” kohdesolua johon se muodostaa yhteyden. Téssa
tehtavissa tirkedlla sijalla ovat monet solukalvon reseptorit growth cone -alueella. (ks.

yleiskatsaus Tanaka ja Sabry 2005).

A-vitamiinin aineenvaihduntatuote all-trans retinolihappo (RA), on merkittdvissa
roolissa hermoston solujen erilaistumisessa ja neuriittien kasvussa. RA:n on osoitettu
lisddvin neuriittien kasvua useilla eri soluilla ja varsinkin ithmisen
neuroblastoomasolulinjoilla. RA on rasvaliukoinen aine, joten se kulkeutuu solukalvon lipi
kohdesoluun ja vaikuttaa tarttumalla tuman retinoidihapporeseptoriin. Reseptori-RA-
kompleksi muodostaa heterodimeerin retinoidi-x-reseptorin kanssa, jonka jdlkeen
kompleksi tarttuu DNA:han ja vaikuttaa kohteena olevien geenien luentaan. (ks.
yleiskatsaus Cladett-Dame ym., 2005). Synteettisté retinoidia, 13-Cis retinolihappoa,
kiytetddn myos neuroblastooman hoidossa erilaistamaan kasvaimen solukkoa vihemméin
pahanlaatuiseen suuntaan. Synteettiselld retinoidilla on RA:ta parempi vaste hoidossa, joka

luultavasti johtuu aineen paremmasta farmakokinetiikasta elimistdssé. (Edsjé ym. 2006).

Dibutyryyli syklinen adenosiinimonofosfaatti (1BcAMP) on toinen yleisesti
kaytossa ollut hermosolujen erilaistamiseen kéaytetty yhdiste. Solun morfologiaan

yhdisteen on todettu vaikuttaneen niin, etti solun koko on kasvanut ja haarautuminen
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neuriiteissa lisdéntynyt. Katekoliamiinit, mm. dopamiini, syntyvit tyrosiinista.
Tyrosiinihydroksylaasientsyymin pitoisuus on synteesin nopeutta rajoittava tekija
katekoliamiinien biosynteesissd. Tyrosiinihydroksylaasin fosforylaatio lisdé sen
aktiivisuutta ja PKA, eli syklisesti AMP:sté riippuvainen proteiinikinaasi A lisda
entsyymin fosforylaatiota. dBcAMP:n on todettu lisddvéin
tyrosiinihydroksylaasiaktiivisuutta katekoliamiineja tuottavissa hermosoluissa. Ndiden
tulosten pohjalta on ehdotettu, ettdi dBcAMP erilaistaisi hermosoluja dopaminergisiksi

neuroneiksi. (Roskoski ja Roskoski, 1987; Mena ym., 1995; Sanchez ym., 2001).

12-O-tetradekanoyyliforboli-13-asetaatti (TPA) on yleisesti erilaistamiseen kdytetty
yhdiste. On todettu ettd sen avulla erilaistuneisiin SH-SY5Y-soluihin kasvaa haaroittuneita
neuriitteja ja solut tuottavat monia sympaattisen hermoston merkkiaineita, kuten
tyrosiinihydroksylaasia. On luultavaa, ettd TPA:n erilaistumisvaikutukset vilittyvat PKC:n,
eli proteiinikinaasi C:n, eri muotojen vélitykselld. Forboliestereiden vaikutukset vélittyvét
pddosin PKC:n kautta ja altistettaessa neuroblastoomasoluja suurille annoksille yhdistetta
ne kdyttavit vaimennussédtelyé (engl. downregulation), joka johtaa vihemmén

erilaistuneisiin soluihin. (Parrow ym. 1992 ja yleiskatsaus Edsjo ym. 2006).

Kolesteroli (CHOL) on steroleihin kuuluva kiteinen, rasvaliukoinen yhdiste. Sitd
valmistetaan pddasiassa maksassa ja saadaan myos jonkin verran ravinnon kautta.
Kolesterolia tarvitaan elimistossd mm. solukalvojen rakennerasvaksi, jossa se vaikuttaa
solukalvoa jaykistdvasti. Liséksi se on ohutsuolessa rasvoja emulgoivan sappinesteen osa
ja steroidihormonien, esim. estradioli ja testosteroni, esiaste. Kolesterolisynteesi alkaa
asetyylikoentsyymi A:sta, kun kolme siitd irronnutta asetyyliryhmida muodostaa
mevalonaatin, josta muodostuu aktivoitu isopreeniyksikko. Tamén jalkeen kuusi
1sopreeniyksikkod muodostaa lineaarisen skvaleeni rakenteen. Skvaleenista muotoutuu
nelirenkainen steroidikeskus, josta muodostuu lanosterolin kautta kolesteroli. Kolesterolin
jaykistavé vaikutus johtuu juuri sen nelirenkaisesta jiykéstd rakenteesta, jossa nelja

sitoutunutta hiilirengasta sijaitsevat avaruusrakenteessa miltei tasomaisesti.

Kolesterolilla on suuri osuus synapsirakkuloiden rasvakoostumuksessa, jossa

synaptofysiini muodostaa kompleksin yhdessé sen kanssa (ks. yleiskatsaus Huttner ja
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Schmidt 2000). On my®0s esitetty, ettd kolesteroli auttaisi synapsirakkulan proteiinien
kierrdtyksessd neuronin presynaptisella kalvolla ja Jia ym. ovatkin todenneet, ettd kalvolla
sijaitsevat mikrodomeenit eli lautat (engl. rafts), jotka sisdltdvit paljon kolesterolia, voivat
avustaa synapsirakkulan proteiinien spatiaalisessa kierrdtyksessé (Jia ym. 2006). My6s
muut tutkimukset todistavat, ettd synaptisen kalvon kolesterolipitoisuus on merkittava
tekijd synapsirakkulan proteiinien kierratyksessa (ks. yleiskatsaus Huttner ja Schmidt
2000). Lisiksi kolesteroli mahdollisesti osallistuu pre- ja postsynaptisten neuronien
aktiinisolutukirangan rakentamiseen (ks. yleiskatsaus Murthy ja De Camilli 2003). Ndiden
syiden takia voidaan epdill4, ettd kolesterolilla on merkittdva osa hermosolujen
synaptisessa aktiivisuudessa. Sarkanen ym. ovat huomanneet kolesterolin suojaavan RA:lla
erilaistettuja SH-SY5Y-soluja Golgin laitteen hajoamiselta, jota RA-késittely aiheuttaa
(Sarkanen ym. 2004).

6.2.3 Apoptoosi

Apoptoosi, eli ohjattu solukuolema on tapahtumaketju, jossa solu tarkoituksenmukaisesti
tuhoaa itsensd. Apoptoosin avulla tuhotaan esimerkiksi turhat solut yksilonkehityksen
aikana, sekd DNA-vaurioisia ja virusten infektoimia soluja. Mikroskooppisella tasolla
voidaan apoptoosissa néhdé ajallisesti erilaisia vaiheita: aluksi DNA kondensoituu
tumakotelon laidoille, timén jdlkeen tumakotelo osittuu, seuraavaksi solu pirstoutuu
pieniksi kappaleiksi joita ympéroi solukalvo ja viimeiseksi toiset ldheiset solut fagosytoivat

apoptoottiset kappaleet.

Jos apoptoosia verrataan toiseen solun kuolinmekanismiin, nekroosiin, jossa solu
kuolee suoran ulkoisen tekijdn seurauksena, huomataan monia eroja. Apoptoosiin ei liity
tulehdusreaktiota joka aina on mukana nekroosissa, vaan apoptoosissa solun sisdisten
molekyylien kosketus immunologisen jarjestelmén kanssa estyy, jolloin autovasta-aineita
el muodostu. Apoptoosi koskee yleensd yksittiisid soluja, kun taas nekroosissa tuhoutuu
joukko soluja. Apoptoosi on solun aktiivinen tapahtumasarja, joka vaatii energiaa ja siithen

liittyy lisddntynyt makromolekyylien synteesi, kun taas nekroosissa
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makromolekyylisynteesi vihenee ja ATP-varastot ovat tyhjentyneet. (ks. yleiskatsaus

Sastry ja Rao 2000).

Apoptoosin indusoitumiseen tarvitaan aina jokin signaali, joka kdynnistda
reaktiosarjan. Signaali voi tulla solun ulko- tai sisdpuolelta. Solukalvoilla sijaitsee niin
sanottuja kuolemanreseptoreja eli Fas-reseptoreja, jotka aktivoituessaan aloittavat
apoptoosiin johtavat tapahtumat. Kun esimerkiksi tappajasolu kohtaa kohdesolunsa, sen
solukalvolla sijaitseva Fas-ligandi sitoutuu kuoleman reseptoriin, jolloin muodostuu
reseptoriklusteri ja reseptorin solun sisdiset kuolemandomeenit aktivoituvat.
Kuolemandomeenit aktivoivat puolestaan edelleen kaspaasiproteiineja, jotka aiheuttavat
apoptoosiin johtavan tapahtumasarjan. Solun sisdisend signaalina voi puolestaan toimia
esimerkiksi DNA-vaurio, tai puuttuva kasvusignaali. Tilanne johtaa mitokondrioiden H' -
tasapainon muuttumiseen, jolloin apoptoosin aloittajat padsevét ulos mitokondrioista (esim.

sytokromi c) ja aktivoivat kaspaasit.

Tuli signaali sitten ulko- tai sisdpuolelta, ovat tapahtumat jatkossa solussa
samanlaisia, eli kaspaasiproteiinien signaalinsiirtokoneisto kdynnistyy. Kaspaasit ovat
jatkuvasti solussa esiintyvid proteiineja, mutta ne syntetisoidaan inaktiivisina
prekursoreina, jotka toimivat vasta kdytyddn lépi proteolyyttisen kypsymisen, jonka aikana
proteiinien pro-domeenit poistetaan ja ne dimerisoituvat. Signaalinsiirtokoneistossa
aktivoituvat ensin aloitteentekijdkaspaasit, jotka aktivoivat suorittajakaspaasit, jotka
lopulta ovat vastuussa apoptoosin tapahtumista, eli hajottavat apoptoosia estdvia
proteiineja ja solun rakenteita, seké aktivoivat ja inhiboivat muita proteiineja. Kaspaasien
ja sytokromi c:n lisdksi tdrkeitd proteiineja apoptoosin signaalinsiirtokoneistossa ovat bcl-

2-geeniperheen jdsenet, joista toiset estivit ja toiset edistdvit apoptoosia.

Apoptoosi kuuluu luonnollisena osana myds neuronin elinkaareen ja hermoston
kehitykseen. Suurissa osissa hermostoa, jopa noin puolet hermoston neuroneista tuhoutuu
apoptoottisesti hermoston kehityksen aikana. Toisaalta moniin neurologisiin sairauksiin,
kuten Parkinsonin ja Alzheimerin tautiin, on yhdistetty asteittainen hermosolujen
tuhoutuminen liiallisen ja vdarddn aikaan tapahtuvan apoptoosin seurauksena. Apoptoosia

aiheuttavia tekijoitd on 16ydetty monia, kuten esimerkiksi erilaiset hermomyrkyt ja DNA:ta
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vahingoittavat aineet. (ks. yleiskatsaus Sastry ym., 2000). SH-SY5Y -solulinjalle on
kaytetty apoptoottisina aineina mm. typpioksidia (Kamoshima ym., 1997; Uehara ym.,
1999) ja staurosporiinia (Nath ym., 1996). Toisaalta myos esimerkiksi all-trans-
retinolihapon on todettu aiheuttavan apoptoosia alkion kantasoluissa niiden erilaistuessa
neuroneiksi (Okazawa ym., 1996). Nykyéén on saatu my0s todisteita siitd, etti
postmitoottisissa hermosoluissa, jotka ovat erilaistuneet niin pitkélle etteivét enda
jakaannu, apoptoosi saattaisi liittyd epdonnistuneeseen yritykseen palata mitoottisen syklin

S-vaiheeseen (Encinas ym. 2000; Nuydens ym. 1998).

R. Sarkasen mukaan (henkilokohtainen tiedonanto 15.11.2006) RA:lla,
RA+CHOL:lla ja CHOL:lla késitellyt kymmenen pdivdé kasvatetut SH-SY5Y-solut ovat
vihemman herkkid staurosporiinilla aiheutetulle apoptoosille kuin erilaistamattomat tai

dBcAMP:lla késitellyt saman ajan kasvaneet SH-SYS5Y-solut.

On olemassa suuri joukko yhdisteitd ja molekyylejd jotka vaikuttavat
antiapoptoottisesti, eli estdvét apoptoottisia tapahtumia soluissa. Kemokiinit ovat joukko
proteiineja joiden nimi perustuu niiden kemotaksista aikaansaavaan ominaisuuteen, jonka
perusteella ne alun perin tunnistettiin. Kemokiinit luokitellaan ja nimetédén C, CC, CXC,
CXXXC perheisiin riippuen siitd, missé proteiinin N-terminaalinen kysteiini sijaitsee.

Kemokiinit aktivoivat G-proteiinireseptoreihin kuuluvia kemokiinireseptoreja.

Kemokiinireseptorien aktivaatio johtaa useissa tapauksissa ensimmaéiseksi nopeaan
ja tilapdiseen solun sisdisen kalsiumtason nousuun, jonka jialkeen muut signaalinsiirtoreitit
aloittavat toimintansa. Niité signaalinsiirtoreittejd ovat ainakin fosfatidyyli-inositoli 3-
kinaasi, joka aktivoi proteiinikinaasi B:n ja MAPK (engl. mitogen activated protein
kinases) -reitti. Viimeaikoina on my0s esitetty, ettd kemokiinit signaloisivat liséksi
JAK/STAT-signaalinsiirtoreitin kautta. Kemokiinien tiedetdén osallistuvan mm.
leukosyyttien migraatioon, T-lymfosyyttien aktivaatioon, fagosytoosiin, apoptoosiin,
angiogeenesiin, sytokiinien eritykseen ja viruspatogeneesiin. Niiden epanormaali toiminta
on liitetty useisiin sairauksiin, varsinkin kroonisen tulehduksen pohjalta syntyviin ja
autoimmuunisairauksiin. Sekd kemokiineja ettd niiden reseptoreita esiintyy paljon

keskushermostossa. Niiden epdilldén liittyvdn mm. erilaistumiseen, organogeneesiin,
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erilaisiin patogeenisiin tiloithin kuten Multippeliskleroosiin ja toimivan myos
neuromodulaattoreina, eli synapsien toimintaa sditelevind aineina. (ks. yleiskatsaukset

Asensio ja Campbell, 1999; Bacon ja Harrison, 2000; Bonavia ym., 2003).

Fraktalkiini on kemokiineihin kuuluva molekyyli, jota esiintyy enemmaén keskus- kuin
adreishermostossa. Vaikka suurin osa kemokiineistd on kooltaan pienid, noin 8-14 kDa:ia,
Fraktalkiini esiintyy 95 kDa:in kokoisena liukoisena proteiinina ja myos solukalvoon
ankkuroituneena muotona. Siitd kdytetddn my0ds nimityksid CX3CL1 ja neurotaktiini. (Pan
ym. 1997 ja yleiskatsaukset Bacon ja Harrison, 2000; Bonavia ym., 2003). Fraktalkiinilla
on todettu olevan suojaavia vaikutuksia keskushermostossa (Mizuno ym., 2003; Limatola
ym., 2005), jossa sen on todettu esimerkiksi estdvédn apoptoosia (Boehme ym., 2000; Deiva

ym., 2004).

Fraktalkiinin reseptori on nimeltddn CX3CRI1 ja se esiintyy runsaasti ainakin ihmisen
keskushermoston neuroneissa ja mikrogliasoluissa (Hatori ym. 2002). T. Jalosen
(henkilokohtainen tiedonanto 31.08.2006) mukaan on myds osoitettu RT-PCR-kokeiden
avulla, ettd fraktalkiinia ilmenee SH-SY5Y-soluissa. Vaikka fraktalkiinireseptorin ei ole
todettu ilmentyvin SH-SY5Y-soluissa, ovat Pulkkinen ym. todenneet fraktalkiini
késittelyn aiheuttavan CCRS- ja CXCRS5-kemokiinireseptorien ilmentymistd RA:1la
erilaistetuissa SH-SY5Y-soluissa, joka voi tarkoittaa sitd, ettd fraktalkiini pystyy
kayttimadn myds muita reseptoreja (Julkaisematon tieto. Pulkkinen, K., I. Kérkkdinen, K.
Kurppa, H. Téhti ja T.O. Jalonen. 2006. Fractalkine differentially affects the expression of
HIV chemokine co-reseptors in human neuroblastoma and astrocytoma cells. J.
Neuroimmunol.). Fraktalkiinia on my®s tutkittu mahdollisena neuroblastooman
hoitokeinona (Zeng ym. 2005) hiirimallia kdyttden, muokkaamalla geneettisesti
neuroblastoomasolut tuottamaan fraktalkiinia. Tutkimuksissaan huomattiin hoidon

pienentdvin kasvaimen kokoa ja vihentdvin maksametastaasien maaraa.



23

7 Tutkimuksen tarkoitus

Tutkimuksen tarkoituksena oli kuvata eri yhdisteilld erilaistettujen SH-SY5Y-solujen
morfologiaa ja kédyttdytymistd kahden viikon viljelyn aikana. Tutkimus oli osa laajemmasta
hermosolujen erilaistamiseen ja hermoverkkojen kayttdytymiseen liittyvésta tutkimuksesta.
Tamain tutkimuksen tarkoituksena on kehittdd solumalleja kéytettdvéaksi mm. toksisuus- ja

ladkeainekokeissa.

Solujen erilaistumista selvitettiin hakemalla vastauksia seuraaviin kysymyksiin:
Millainen morfologia soluilla on eri kisittelyjen jdlkeen ja onko eri tavoin késitellyilla
soluilla téssd eroja? Erilaistuvatko solut neuronien kaltaisiksi erityisesti jotakin yhdistetta
kéytettdessd? Onko eri tavoin kasitellyilld soluilla eroa neuriittien kasvussa? Missi
vaiheessa synapsirakkulat tulevat nikyviin ja missi osissa solua niitd havaitaan? Mita
tapahtuu, kun fraktalkiini ja kolesteroli ovat mukana vaikuttamassa solujen

erilaistumiseen?

8 Materiaalit ja menetelmat

8.1 Solujen viljely ja kasittelyt

8.1.1 Soluviljely

Kokeessa kaytettiin ihmisen neuroblastooma SH-SY5Y-solulinjaa joka oli tilattu
ATCC:Ita. Siirrostuksen jarjestysnumerot olivat sulatuksen jilkeen 33 — 35. Kédytetyn
elatusaineen ohje 16ytyy liitteeni (liite 1.). Sulatuksen jilkeen soluja kasvatettiin 75 cm*:n
pulloissa (Nunclon EasYFlasks) kolmesta viiteen vuorokautta, ennen niiden jakamista

kokeita varten. Epdsuoraa immunofluoresenssimikroskopiaa varten soluja siirrostettiin
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Lab-Tek Chamber PERMANOX-kammioiduille peitinlaseille, joiden reunat ovat helposti
poistettavissa. Talloin solut voidaan kasvattaa, kiinnitti, leimata ja mikroskopoida samalla
levylld. Yhdelld levylld oli neljd kuoppaa ja eri yhdisteilld kisiteltyjd soluja kasvatettiin
sivulla 25. olevan kuvan (kuva 5.) mukaan, jokaisesta levystd ollen kaksi rinnakkaista
levya. Etanoli (Abs) ja RA+CHOL-kammioita oli kaksi kertaa enemmén kuin muita sen
vuoksi, ettd kammiolaseilla oli kahdeksan kuoppaa ja néin elatusaineen vaihto kivi
helpommin ja kaikki lasit olivat ulkonid6ltddn samanlaisia, jolloin inhimillisen virheen
mahdollisuus vaihdettaessa elatusainetta, joka sisdlsi vaikuttavan aineen, pieneni. Soluja
siirrostettiin 3500 solua/cm? eli 6300 solua/kuoppa ja kasvatettiin +37°C:een

inkubaattorissa viiden prosentin hiilidioksidipitoisuudessa.

Liséksi soluja kasvatettiin 6-kuoppamaljoilla, 33600 solua/kuoppa valokuvausta
varten, joka oli helpompi suorittaa isommalta astialta. Soluja kasvatettiin
kokonaisuudessaan viisi toistoa, eli viisi kertaa edelld mainitulla tavalla. Viimeisessa
toistossa soluja kasvatettiin myos 25 cm”:n solukasvatuspulloissa (Nunclon EasYFlasks)
Western Blotting-analyysia varten, silld toivottiin ettd ndin saataisiin eristettyd tarpeeksi
suuri méard synaptofysiinid. Soluja kasvatettiin 10 vuorokautta, silld edeltdvissa
kokeiluissa huomattiin, ettd 14. kasvatuspdivina solut alkoivat jo olla huonokuntoisia ja S-
tyypin solujen osuus oli kasvanut, kuten aiemmissakin tutkimuksissa on todettu (mm.
Encinas ym. 2000 ). Toisaalta tutkimuksen mielenkiinnon kohteena olevaa synaptofysiinid
alkoi esiintyd immunofluoresenssindytteiden neuriiteissa vasta 1dhinnd kymmenentend
kasvatuspdivéni. Toistoista 1-4 tehtiin immunofluoresenssindytteet, joista kolmannen
toiston ndytteet kuitenkin epdonnistuivat, ja toistoista 3.-5. solut kuvattiin ja tehtiin

morfometria-analyysi neuriittien kasvun arvioimiseksi.
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8.1.2 Solujen erilaistaminen

Siirrostuksen jélkeisend paivand (pdiva 0.) soluille liséttiin elatusaineen mukana
erilaistumiseen vaikuttavat yhdisteet: RA 5 pM, dBcAMP 50 uM, CHOL 10 pg/ml, TPA
20 nM ja yhdistelmad, jossa RA pitoisuus oli 5 uM ja CHOL pitoisuus oli 5 pg/ml. TPA:n ja
dBcAMP:n mukana annettiin etanolia, silld muut vaikuttavat yhdisteet oli liuotettu
etanoliin ja tdima vaikutus haluttiin samankaltaistaa. Samasta syystd negatiiviseksi
kontrolliksi kasvatettiin soluja, jotka kisiteltiin vain etanolilla. Etanolin lopullinen
konsentraatio liuoksissa ei ylittdnyt 0,1 prosenttia, joka on yleisesti todettu myrkylliseksi
pitoisuudeksi. Vaikuttavan aineen sisiltdva elatusaine vaihdettiin kolmantena,

seitsemintend ja kymmenentend kasvatuspdivina.

Peitinlasi 1. Peitinlasi 2.

RA Abs

TPA Abs

CHOL RA+CHOL

dbcAMP  [RA+CHOL

Kuva 5. Eri tavoin kisiteltyjen SH-SYSY-solujen kasvatus peitinlaseilla.

8.1.3 Fraktalkiinikasittely

Tutkimuksessa oletettiin, ettd fraktalkiini saattaisi lisétd solujen elinkykyisyytti
erilaistumisen edetessd. Solut késiteltiin 100 nM:1la fraktalkiiniliuoksella, jota on my0s
aiemmin kéytetty tutkimuksissa (julkaisematon tieto. Pulkkinen, K., I. Kérkkdinen, K.
Kurppa, H. Téhti ja T.O. Jalonen. 2006. Fractalkine differentially affects the expression of
HIV chemokine co-reseptors in human neuroblastoma and astrocytoma cells. J.

Neuroimmunol.).
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Solujen kisittelyé varten fraktalkiini liuotettiin steriiliin fosfaattipuskuroituun
fysiologiseen suolaliuokseen (PBS) ja sekoitettiin heti solujen kasvatusliuokseen.
Fraktalkiinikésittely tehtiin yhden kerran RA-, TPA- ja Abs-kisitellyille soluille
viidennessa toistossa. Kontrollikdsittelyné kéytettiin solukasvatusliuosta, johon oli lisétty
PBS:44 samassa suhteessa kuin sitd oli fraktalkiini-PBS-kasvatusliuos-sekoituksessa. Kun
solut olivat kasvaneet kymmenen piivéi, ne valokuvattiin, kasvatusliuos imettiin pois ja
tilalle lisdttiin kasvatusliuosta jossa fraktalkiinin pitoisuus oli 100 nM. Fraktalkiinin (tai
kontrolliliuoksen) annettiin vaikuttaa kaksi tuntia, jonka jilkeen solut valokuvattiin ja

niisté tehtiin proteiinieristys, SDS-PAGE ja Western Blotting.

8.2 Mikroskooppiset menetelmat

8.2.1 Faasikontrastimikroskopia ja valokuvaus

Soluja tarkasteltiin késittelyn eri vaiheissa faasikontrastimikroskopialla (200-kertainen
suurennos). Huomio kiinnitettiin neuriittien lukumiéréén ja pituuteen, solujen runsauteen,
sooman muotoon ja S-tyypin solujen esiintymiseen. Lisdksi solut kuvattiin 3. — 5. toistoissa
0., 3., 7.ja 10. kasvatuspdivind morfometria-analyysia varten. Solut kuvattiin myos
fraktalkiinikdsittelyn yhteydessd ennen késittelya ja heti kahden tunnin késittelyn jalkeen.
Mikroskooppijarjestelmind oli Olympus CK40-kdinteisfaasikontrastimikroskooppi, jossa
Olympus DP10-digitaalinen kamera (Olympus, Tokyo, Japan).

8.2.2 Immunofluoresenssimikroskopia

Soluista tehtiin immunofluoresenssindytteet ensimmaisessd, toisessa, kolmannessa ja
neljannessé toistossa. Ensimmaisessa toistossa 0., 3., 7. ja 10. kasvatuspdivind ja toisessa
toistossa 7. ja 10. kasvatuspaivin, silld oli selvaa ettei synaptofysiinid esiinny neuriiteissa

vield kolmantena pdivdni. Kolmatta toistoa tehdessé tapahtui inhimillinen virhe ja
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kaytettdvd sekunddirivasta-aine oli pddssyt loppumaan. Tilalle ei saatu tarpeeksi nopeasti
uutta vasta-ainetta joten paddyttiin kokeilemaan virtaussytometriaan optimoitua vasta-
ainetta, joka oli lisdksi hieman vanhaa. Kokeilu kuitenkin epdonnistui eikd néytteissi

ndkynyt mitdén. Neljdnnessa toistossa keskityttiin tutkimaan 10. pdivaa.

Solujen kisittely mikroskopointia varten tapahtui normaalin immunofluoresenssi
késittelytavan mukaan. Priméérivasta-aineena kéytettiin SIGMAn hiiren monoklonaalista
anti-synaptofysiinid, joka tarttuu myos ihmisen synaptofysiiniin. Sekunddérivasta-aineena
kéytettiin SIGMAn vuohen anti-hiiri immunoglobuliini-G (IgG) fluoreskeiini-
isotiosyanaatti (FITC)-yhdistelmii. Vasta-aineista kokeiltiin ensin erilaisia laimennoksia
yhdistelmind, joista pdddyttiin kdyttdmiin anti-synaptofysiinille 1:1000 ja FITC-
yhdistelmaélle 1:150. Kuitenkin my6hemmin kolmannessa ja neljannessa toistossa
kéytettiin 1:200 anti-synaptofysiinille ja 1:100 FITC-yhdistelmaélle, silld vaikutti siltd ettd
kaytetyt laimennokset olivat liian laimeita. Solut pestiin PBS:114 ja kiinnitettiin nelja
prosenttisella paraformaldehydilld. Permeabilisointiin kdytettiin 0,5 prosenttista Triton X-
100:aa ja laseille piirrettiin rajat rasvatussilla. Epéspesifiset sitoutumispaikat suljettiin
kymmenen prosenttisella vuohen seerumilla. Priméarivasta-ainetta inkuboitiin yon yli ja
sekundddrivasta-ainetta 1,5 tuntia pimedssd. Tdmaén lisdksi kdytettiin tumavéri Hoechst-
33258:aa 1:10000 laimennoksena auttamaan mikroskopoinnissa ja tumien paikannuksen
todentamisessa. Néytteistd tehtiin my0s negatiiviset kontrollit kdyttimalla pelkkaa
sekundédrivasta-ainetta eri laimennoksilla (1:50, 1:80, 1:100 ja 1:150). Naytteiden
petausaineena kéytettiin vesipitoista petausainetta (nimeltdén "moémmo”) joka valmistettiin
laboratoriomestari Ulla Jukaraisen avustuksella viereiselld kehitysbiologian osastolla, ohje
liitteend. Néytteet esitarkastettiin samana péivina ja sdilytettiin -20°C:een lampotilassa
pakastimessa ja tarkasteltiin tarkemmin kahden viikon aikana. Mikroskooppijarjestelméani
oli kdytossd IBM PC, Nikon Mikrophot-FXA mikroskooppi, jossa SensiCam digitaalinen
kamera (PCO Computer Optics GmbH).
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8.3 Morfometria-analyysi

8.3.1 Neuriittien mittaus

Morfometrialla tarkoitetaan kudoksen tai solujen rakenteiden mittaukseen perustuvaa
menetelmad. Tassd tutkimuksessa laskettiin neuriittien suhteellista osuutta yhta solua
kohden ja kdytettiin sitd erilaistumista kuvaavana suureena. Menetelméa kehitettiin
yhteenvetona yleisesti kdytettyjen morfometristen analyysimenetelmien ja kdytossa

olleiden vilineiden pohjalta.

Analyysi tehtiin kolmannesta, neljinnesta ja viidennesté toistosta. Neuriittien ja
solukeskusten laskenta suoritettiin manuaalisesti kdyttden hyviksi Image-J-ohjelmistoa.
Laskuja varten eri tavoin késitellyt solut kuvattiin 0. (kontrolli), 3., 7. ja 10.
kasvatuspdivind. Jokaisesta eri tavoin kisitellystd solujoukosta otettiin satunnaisesti eri
kohdista maljaa nelja kuvaa ja kuvista laskettiin seké solukeskukset, ettd ulokkeet. Samalla
ulokkeet mitattiin pixeleind ja neuriiteiksi hyvéksyttiin ne, joiden pituus ylitti

keskimédrdisen feretin halkaisijan, joka oli laskettu kontrollipdivén soluista.

Feretin halkaisija on yksi tilastollisista halkaisijoista, joita kdytetdan
mikroskooppisissa menetelmissd, kun mitataan sellaisten kappaleiden kokoa jotka eivit ole
symmetrisen pydreitd. Tilastollinen halkaisija saadaan, kun partikkeli mitataan useaan
suuntaan ja lasketaan ndiden halkaisijoiden keskiarvo. Halkaisija laskettiin mittaamalla
Image-J-ohjelmiston avulla ympérysmitta kaikista kontrollipdivan neljdn kuvan soluista,
jolloin ohjelma laski automaattisesti keskiméarédisen halkaisijan jokaiselle kuvan solulle.
Niéistd neljan kuvan halkaisijoista laskettiin vield keskiarvo, jolloin saatiin mittaluku, jota
pidemmat ulokkeet voitiin hyvéksyé neuriiteiksi. Kaikkia ulokkeita ei hyvaksytty
neuriiteiksi, silld varhaishermosoluissa esiintyy lyhyitd ulokkeita jo hyvin varhaisessa

vaiheessa, ja tarkoitus oli tehdd ero pidemmiélle erilaistuneisiin soluihin.

Kirjallisuudessa esiintyy erilaisia keinoja tehdd tima ero neuriitin pituuden

perusteella. On kaytetty esimerkiksi méériteltyd solun standardildpimittaa jota pidemmat
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on laskettu neuriiteiksi (Adlerz ym., 2003). Ladhtokohtana on my0s voinut olla
kontrollisolujen ulokkeiden pituus, joita pidemmaét on laskettu mukaan (Miloso ym., 2004)
tai solukeskuksien keskiméérdinen pituus (Héraud ym., 2004). On myds tutkimuksia joissa
erottelua ei ole haluttu tehdéd (Encinas ym., 1999 ja Vu ym., 2003). Paadyttiin kdyttiméain
feretin halkaisijaa, silld neuroblastien sooman muoto oli niin vaihteleva, ettd kayttdmalla
suurta madrdd kontrollisoluja ja niistd laskettua feretin keskiarvoa ajateltiin sen olevan
kattava suunnanniyttdji keskimdardisessd solun halkaisijan koossa. Kuten edell
mainittiin, oli tdrkead tehdé ero erilaistuneiden ja alkuvaiheessa olevien hermosolujen

vililld ja siksi neuriittien rajaaminen tietyn pituisiin oli tissd tutkimuksessa tirkeda.

Neuriitit ja solukeskukset laskettiin seuraavien periaatteiden mukaan: jos neuriitti
haarautui, se mitattiin pidemmén haaran mukaan, S-tyypin soluja ei laskettu ja vain ne
solut laskettiin jotka nékyivit kokonaan kuvan sisélld. Kuvien analysoinnin jilkeen
jokaisesta neljan kuvan ryhmaésta (esim. RA-kisitellyt solut seitseméntend
kisittelypdivand) laskettiin neuriittien ja solukeskusten vélinen suhde, eli kuinka monta
neuriittia keskiméérin oli solukeskusta kohden. Solujen méiré neljdn kuvan ryhmaéssa

vaihteli 89-269 vililla.

8.3.2 Tilastolliset menetelmat

Tutkimuksessa haluttiin tietdd, onko eri tavoin késiteltyjen neuroblastoomasolujen
neuriittien kasvussa eroavaisuutta. Tima suoritettiin vertaamalla kolmessa eri toistossa
keskiméadriisid neuriittien lukumiirid solukeskusta kohden seitseméntend kasvatuspdivina
eri tavoin késitellyilld soluilla. Tilastollinen merkitsevyys arvioitiin yksisuuntaisella
varianssianalyysilld (ANOVA) ja sitd seuranneella Dunnetin monivertailulla. Analyysi
tehtiin Microsoft” Office Excel-taulukkolaskentaohjelmalla, joka oli tiydennetty tutkijoille

suunnatulla Analyse-it osiolla.
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Tutkimuksen hypoteesit olivat: Hy = Késittely ei vaikuta neuriittien lukumaarain
solukeskusta kohden. H; = Kisittely vaikuttaa neuriittien lukumairiain solukeskusta

kohden.

8.4 SDS-PAGE ja Western Blotting

Tutkittiin synaptofysiinin ilmentymistd kymmenentend kasvatuspdivdand RA-, TPA- ja

kontrollisoluilla, joista osaa vield késiteltiin kaksi tuntia fraktalkiinilla.

Proteiinieristys tehtiin kayttamalli M-PER® Mammalian Protein Extraction
Reagent-liuosta (nro 78501), joka on suunniteltu viljeltyjen nisdkdssolujen soluliman ja
tuman proteiinien eristykseen. Jokaiseen pulloon liséttiin solujen pesun jilkeen 500 ul
livosta ja sen annettiin vaikuttaa viisi minuuttia. Kevyen raapimisen jilkeen soluja
sentrifugoitiin kymmenen minuuttia 12000 rpm ja supernatantti otettiin talteen

immunoblottausta varten.

Proteiinimadritykseen kaytettiin BCA Protein Assay Reagent-pakkausta (nro
23225), Microplate-menettelyn mukaan. Taustafluoresenssin mittaamiseen kéytettiin edelld
mainittua M-PER ®-reagenssia, sill proteiinit oli liuotettu siihen. Standardisuoran
mittaamiseen kiytettiin BSA(naudan seerumin albumiini)-standardia. BSA-pitoisuudet
standardisuoralla olivat: 0 pg/ml, 25 pg/ml, 125 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml, 750 pg/ml,
1000 pg/ml ja 1500 pg/ml. Proteiinimaaritys tehtiin kahteen kertaan. Ensin laimennoksella
1:5 ja sitten suoraan laimentamattomalla supernatantilla, sill4 proteiinin maara
supernatantissa oli niin pieni, ettei se riittdnyt laimentamiseen. Kaikista néytteistd ja
standardeista tehtiin kaksi rinnakkaista mittausta joista laskettiin keskiarvo. Mittaus
suoritettiin Labsystems Multiskan MS:114. Koska matalin konsentraatio oli noin 0,23
mg/ml = 0,23 pg/ul, ja yhteen SDS -PAGEn nédytekaivoon mahtuu 50 pl, josta puolet on
ndytepuskuria, niin kaivoihin, joihin kaikkiin tulee sama mééri proteiinia, voidaan laittaa

sitd: 25 ul x 0,23 pg/ul =5,75 pg.
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SDS-PAGE suoritettiin kdyttden nelja prosenttista yldgeelid ja kaksitoista
prosenttista erottelugeelid. Geelien ja kéytettyjen puskureiden ohjeet 16ytyvit liitteend (liite
3.). Proteiininauhojen paikantamiseen kéytettiin low molecular weight-standardia. Geelid

ajettiin 200V/ 70mA:n sdhkdvirrassa noin 30 minuuttia.

Tyossd kdytettiin Amersham Biociences Western Blotting-pakkausta.
Immunoblottauksessa kéytettyjen puskureiden ja blokkausliuosten ohjeet 16ytyvit liitteend
(liite 4.). Priméérisend vasta-aineena kéytettiin hiiren monoklonaalista anti-synaptofysiinid
1:100 laimennoksena yksi prosenttisessa maito-TBS-tweenissé ja sen annettiin vaikuttaa
yon yli. Sekunddirisend vasta-aineena oli kdytdssd peroksidaasi-konjugoitu vuohen IgG
hiiren IgG:té vastaan (koko molekyyli) cappel-55550. Laimennoksena kéytettiin 1:10000
yksi prosenttisessa maito-TBS-tweenissd ja sen annettiin vaikuttaa yksi tunti
huoneenlammossi. Peroksidaasireaktiota varten kalvoa inkuboitiin osoitusliuoksessa yksi
minuutti huoneenlammossé ja tdmén jialkeen autoradiografiafilmi valotettiin kalvon

kemiluminesenssin avulla sulkemalla kalvo ja filmi rontgenfilmikasettiin.

9 Tulokset

9.1 Morfologiset muutokset

Yleisesti voidaan sanoa, ettd morfologian perusteella RA- ja RA+CHOL-kasitellyt solut
ndyttivit erilaistuneen eniten kypsén neuronin kaltaiseksi. Lisdksi myos TPA-késitellyt
solut ndyttivit erilaistuvan hieman kontrollisoluja enemmaén, mutta niiden morfologia erosi
huomattavasti RA- ja RA+CHOL-kaésitellyistd. Sen sijaan dBcAMP- tai CHOL-késitellyt

solut eivdt mikroskooppisessa tarkastelussa eronneet merkittavasti kontrollisoluista.
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kuva 6. SH-SY5Y-soluja ilman kisittelyé ja kasvatusta 200-krt. suurennos.

Ensimmadisend pdivénd, kun soluja ei vield ollut késitelty millddn yhdisteelld, niiden
solukeskus oli suhteellisen pyored tai kolmiomainen ja neuriitit olivat lyhyiti (kuva 6.).

Solut muistuttavat ulkomuodoltaan hermosolujen esiasteita, eli neuroblasteja.

Kun tarkasteltiin kontrollikésiteltyjd soluja (Abs), niin solujen lukumééra lisddntyi
kasvatuksen edetessé ja solukeskuksen muoto sdilyi samanlaisena. Neuriittien pituus
kasvoi hieman silmdmaéériisesti arvioiden ja my0s niiden lukumééra solukeskusta kohden
kasvoi morfometria-analyysisséd. Toisin sanoen solut ndyttivit erilaistuneen hieman
spontaanisti neuronin kaltaiseksi. Kuitenkin neuriitit olivat lyhyitd verrattuna esim. RA-

késiteltyihin soluihin. Soluja esiintyi runsaasti (kuva 7.).
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kuva 8. S—SYSYsoluja O péiiéiéi kasvatettuna ja TPA-késiteltynd 200-krt. suurennos.

TPA-késiteltyjen solujen ulkomuoto erosi RA- ja RA+CHOL-késitellyisté selvisti.
Niiden solukeskus oli huomattavan pyorei ja pallomainen ja neuriitit olivat lyhyita.
Monilla ndytti esiintyvén yksi selked neuriitti, joka saattaisi muistuttaa aksonia. Solujen

madrd oli keskimdardinen (kuva 8.).

kuva 9. SH—SYSY—sluja 10 paivad kasvatettuna ja CHOL-késiteltynéd 200-krt. suurennos.

Kolesterolikasiteltyjen solujen ulkomuodossa ei ndkynyt selkedd eroa verrattuna

Abs-kisiteltyihin soluihin. Kuvassa nikyy myds kolesterolikiteitd (kuva 9.).
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kuva 10. SH-SY5Y-soluja 10 pédivai kasvatettuna ja dBcAMP-kisiteltynd 200-krt suurennos.

dBcAMP -kisitellyt solut eivit sen sijaan juurikaan eronneet kontrollisoluista, vaan
niiden ulkoinen muoto muistutti kontrollisoluja kun verrattiin 10. kasvatuspdivén soluja

(kuva 10.).

kuva 1 1 SH-SY5Y-soluja 7. pdivda kasvatettuna ja RA-késiteltynd 200-krt suurennos.

RA-késitellyillad soluilla neuriitit olivat erityisen pitkié ja soluja oli véhemmén
verrattuna kontrolli- (Abs) ja muihin soluihin (kuva 11.). Solut muistuttivat selkedsti

hermosoluja.
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RA+CHOL-késitellyt solut muistuttivat morfologialtaan RA-késiteltyja soluja.
Niissé oli runsaasti pitkid neuriitteja. Myos tissd kuvassa nékyy kolesterolikiteitd (kuva

12.).

Solut erilaistuivat morfologisesti eniten neuronin kaltaiseksi kdytettdessd RA:ta.
Liséksi kolesteroli mahdollisesti lisdsi niiden elinkykyisyytta ja erilaistumista.
Kasvatuksen edetessd 14. kasvatuspdivadn solut vaikuttivat jo huonokuntoisemmilta ja S-

tyypin solujen mééra lisdéntyi.

9.2 Neuriittien kasvu

9.2.1 Neuriittien maarat solukeskusta kohden

Kaikissa kolmessa toistossa neuriittien lukuméérd solukeskusta kohden kasvoi eniten RA-
ja RA+CHOL-kaésitellyill4 soluilla (taulukko 1 ja kuvat 13.-15.). Kun vertailtiin RA-
kisiteltyjd ja RA+CHOL-késiteltyjd soluja huomattiin, etti neuriittien lukumééara oli
padsaintdisesti kaikissa kolmessa toistossa suurin soluilla, jotka oli késitelty RA:n lisdksi
my0s kolesterolilla. Oheisessa taulukossa on esitetty neuriittien lukumaaérét kaikissa

toistoissa eri tavoin kasiteltyjen solujen ja eri kasvatuspéivien kohdalla. Kolmannen toiston
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kohdalla puuttuvat kolmannen kasvatuspéivén ja viidennen toiston kohdalla kymmenennen

péivéan tulokset, kuten edelld mainittiin.

| ‘ Abs ‘ TPA | dBcAMP ’ CHOL ‘ RA ‘ RA+CHOL ‘
| 0 ‘ 0,35 | 0,35 | 0,35 | 0,35 ‘ 0,35 ‘ 0,35 | 3.toisto
| 0 ‘ 0,24 ‘ 0,24 | 0,24 ’ 0,24 ‘ 0,24 ‘ 0,24 ‘ 4 toisto
| 0 ‘ 0,35 | 0,35 | 0,35 | 0,35 ‘ 0,35 ‘ 0,35 | 5.toisto
|3 ‘x ‘x |x ’x ‘x ‘x ‘3.toisto
3 0,37 0,27 0,56 0,70 0,86 0,92 4 toisto
| | | | | | | |
| 3 ’ 0,44 | 0,37 | 0,58 | 0,67 ’ 0,81 ’ 1,02 | 5.toisto
| 7 ‘ 0,52 ‘ 0,50 | 0,39 ’ 0,35 ‘ 0,92 ‘ 0,92 ‘ 3.toisto
| 7 ‘ 0,33 | 0,24 | 0,34 | 0,40 ‘ 0,98 ‘ 0,91 | 4 toisto
| 7 ‘ 0,57 ‘ 0,39 | 0,52 ’ 0,64 ‘ 0,99 ‘ 1,08 ‘ 5.toisto
| 10 ‘ 0,32 | 0,34 | 0,42 | 0,54 ‘ 1,00 ‘ 1,10 | 3.toisto
| 10 ‘ 0,30 ‘ 0,22 | 0,53 ’ 0,56 ‘ 1,20 ‘ 0,98 ‘ 4 toisto

‘ X

‘ X

| X

’ X

‘ X

‘ X

‘ 5.toisto

Taulukko 1. Neuriittien maara kpl/solukeskus eri kasvatuspdivini eri toistoissa.

Seuraavissa kaavioissa on esitetty neuriittien lukuméérit eri toistoissa (kuvat 13.-

15.). Kasvatuspéivit ndkyvit erivdrisind pylvéind. Kaavioissa dBcAMP on lyhennetty

AMP:ksi.
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Kuva 13. Neuriittien méara kpl/solukeskus eri kasvatuspéivind 3. toistossa

0,8

Kpl neuriitteja /
solukeskus 0,6
keskimaarin

0,4

0,2
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Kuva 14. Neuriittien maéra kpl/solukeskus eri kasvatuspéivind 4. toistossa
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Kuva 15. Neuriittien méara kpl/solukeskus eri kasvatuspéivind 5. toistossa.

Seitsemdnnen kasvatuspdivén neuriittien lukumaérid vertailtaessa huomattiin, ettd
vahiten vaihtelua eri toistojen vélilld oli RA- ja RA+CHOL-kasitellyilld soluilla. CHOL-,

dBcAMP-, TPA- ja kontrollikésiteltyjen solujen neuriittien lukuméérissé vaihtelu oli
suurempaa eri toistoissa.
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9.2.2 Tilastolliset tulokset

Tutkittaessa neuriittien lukumairid solukeskusta kohden seitseméntend kasvatuspéivana
kolmessa toistossa, voitiin jo kuvailevien tilastollisten menetelmien avulla ndhdi, ettd RA -

ja RA+CHOL-kisitellyilld soluilla neuriitteja esiintyi selvdsti enemman (kuva 16.).

Vertailevat kuvailut
Meuriittien
MNeuriitte:

Siikanen T joulukuu 2005

1,4 4
124
1 $
08 4
05 4 H
041 E (— ] —
02 '
o T T T T T
Ahs AP CHO RA RA+CHD TPA
Newriittejakasittely| n | KA 1 sD i SE | 95%L gili Mediaani | 10R |
Abs 3 0,473; 0,1266 0,0731; 0,159 to 0,788 0,520; 0,120!
(BcAMP 3 0417 0,0929; 00536 0,186 to 0,647 0,390; 0,080
CHOL 3 0,463; 0,1550; 0,0895: 0,078 to 0,848 0,400; 0,145
RA 3 0,963 0,0379; 00219 0,869 to 1,057 0,980; 0,035
RA+CHOL 3 0.970; 0,0954; 00551 0,733 01,207 0,920; 0,085
TPA 3 0,377 0,1305; 0,0754; 0,052 10 0,701 0,390; 0,130

Kuva 16.Vertailevat kuvailut neuriittien keskimériisesti lukumésristi/solukeskus seitseménteni
kasvatuspdivini. Kuva Excel tiedostosta.

Yksisuuntaisen varianssianalyysin ja sitd seuranneen Dunnetin monivertailun
perusteella todettiin, ettd ero neuriittien lukumaérassé eri tavoin késitellyilld soluilla oli
tilastollisesti merkittava (p< 0.05) RA-kisitellyilld ja RA+CHOL-késitellyilld soluilla.
dBcAMP-, TPA- ja CHOL-késiteltyjen solujen neuriittien lukumaiéré ei eronnut

tilastollisesti merkittavassd madrin kontrollisoluista (taulukko 2.).
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1-suuntainen varianssianalyysi ANOVA
Neuriittien méara/solukeskus keskimaarin 7. kasvatuspaivana

Neuriitteja/Kasittely: Abs, dBcAMP, CHOL, RA, RA+CHO, TPA
Siikanen 7 joulukuu 2005

n 18
Neuriitteja/Kasittely n Keskiarvo SD SE
Abs 3 0,473 0,127 0,0731
dBcAMP 3 0,417 0,093 0,0536
CHOL 3 0,463 0,155 0,0895
RA 3 0,963 0,038 0,0219
RA+CHOL 3 0,970 0,095 0,0551
TPA 3 0,377 0,131 0,0754
Variaation lahde SSq DF MSq | F | p
Kasittely 1,159 5 0,232 18,24 | <0.0001
Toisto 0,153 12 0,013
Yhteensa 1,312 17
Dunnett
Kontrasti Ero 95% Luottamusvali
dBCAMP vs Abs -0,057 -0,324 100,210
CHOL vs Abs -0,010 -0,277 to 0,257
RA vs Abs 0,490 0,223 to 0,757 (merkittava)
RA+CHOL vs Abs 0,497 0,230 to 0,764 (merkittava)
TPA vs Abs -0,097 -0,364 to0 0,170

Taulukko 2. 1-suuntaisen varianssianalyysin ja Dunnetin monivertailun tulokset.

Tamaén perusteella hypoteesi Hy = Kiésittely ei vaikuta neuriittien lukumééraan
solukeskusta kohden hyldtadn ja hypoteesi H; = Késittely vaikuttaa neuriittien lukumééraan

solukeskusta kohden, jdi voimaan.
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9.3 Synapsirakkuloiden esiintyminen

0., 3. ja 7. kasvatuspdivind soluissa nékyi vain vidhdn synaptofysiinid tumissa. Varsinaisesti
synaptofysiinid alkoi ndkyd vasta 10. kasvatuspdivéni, jolloin sitd ndkyi myos RA- ja
RA+CHOL-késiteltyjen solujen neuriiteissa. 14. kasvatuspédivani solut néyttivét jo

huonokuntoisemmilta ja S-tyypin solujen osuus oli lisdéntynyt, kuten jo edelld mainittiin.

Negatiivisissa kontrollindytteissd, eli ndytteissé jotka oli kédsitelty vain
sekundiérivasta -aineella, ei ndhty mitdan (kuvat 17. ja 18.). RA- ja RA+CHOL-
kasitellyissd soluissa nikyi selkeésti synaptofysiinid (joka osoittaa synapsirakkuloita)

tuman liséksi my0s neuriiteissa kymmenentend kasvatuspdivéini (kuvat 21. ja 22.).

Kuvat 17. ja 18. Negatiivinen kontrollindyte primiérivasta-aineen pitoisuus 1:100 (vasemmalla) ja tumat
(oikealla) kisitteleméttomissé soluissa 0. kasvatuspdivand 100-krt. suurennos.

Kuvat 19. ja 20. Synaptofysiinid (vasemmalla) ja tumat (oikealla) CHOL-kasitellyissi soluissa 10.
kasvatuspdivini ensimmaéisessd toistossa 100-krt. suurennos.
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Kuvat 21. ja 22. Synaptofysiinid ja tumat RA+CHOL-késitellyissé soluissa 10. kasvatuspdivéni neljainnessi
toistossa 400- ja 200-krt. suurennos.

Kuvat 23. ja 24. Synaptofysiinid ja tumat kontrollisoluissa 10. kasvatuspéivina neljannessé toistossa 200-krt.
ja 100-krt. suurennos.

Kuva 25. ja 26. Synaptofysiinid ja tumat TPA-késitellyissé soluissa 10. kasvatuspdivénd neljdnnessa toistossa
200-krt. suurennos.
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Kuva 27. ja 28. Synaptofysiinid ja tumat dBcAMP-kisitellyissd soluissa 10. kasvatuspdivini neljannessé
toistossa 200-krt. suurennos.

9.4 Fraktalkiinin vaikutus

9.4.1 Morfologiset muutokset

Silmédmaariisesti arvioiden RA + fraktalkiini-késitellyt solut ndyttivat hieman
elinkelpoisemmilta kuin ilman fraktalkiinia olleet ja RA-késitellyt solut. Sen sijaan TPA-
késitellyissa soluissa eroa ei huomattu ja kontrollisoluissa vaikutus ndytti silmdmaéaardisesti

olevan kuin edelld mainittujen vélilta.

Kuvat 29. 30. ja 31. Kontrollikasiteltyjd soluja ennen Ly (
(oikealla), sekd kontrollikasittelyn jdlkeen (vasemmalla), 10. kasvatuspdivand neljdnnessa toistossa
(ensimmdinen rinnakkainen néyte). 100-krt. suurennos.
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Kuvat 32.33. Ja 34, Kontrolhkas1teltyja soluja ennen fraktalknnl-ka51ttelya (keskella) -kas1tte1yna1keen
(oikealla), seka kontrollikédsittelyn jalkeen (vasemmalla), 10. kasvatuspéivand neljannessa toistossa (toinen
rinnakkainen ndyte). 100-krt. suurennos.

Kuvat 35 36 Ja 37 RA- ka51telty]a soluja ennen fraktalkum kasrctelya (keskella) -ka51ttelyn ]alkeen
(oikealla), sekd kontrollikasittelyn jilkeen (vasemmalla), 10. kasvatuspdivand neljannessi toistossa
(ensimmdinen rinnakkainen néyte). 100-krt. suurennos.

Kuvat 38 39 ja 40 RA- kas1telty]a soluJa ennen fraktalkiini- kas1ttelya (keskella kasrrtelyn jélkeen
(oikealla), seka kontrollikdsittelyn jalkeen (vasemmalla), 10. kasvatuspdivané neljannessé toistossa (toinen
rinnakkainen ndyte). 100-krt. suurennos.
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Kuvat 41. 42 ja 43 TPA-kasneltyja solujaennen fraktalknm kas1ttelya (keskella) -kasrctelyn _]alkeen
(oikealla), sekd kontrollikasittelyn jdlkeen (vasemmalla), 10. kasvatuspdivand neljdnnessa toistossa
(ensimmdinen rinnakkainen néyte). 100-krt. suurennos.

Kuvat 44. 45. ja 46 TPA-kaSneltyja soluja ennen fraktalknm kas1ttelya (keskella) -kasrctelyn Jalkeen
(oikealla), seki kontrollikédsittelyn jalkeen (vasemmalla), 10. kasvatuspéiviand neljannessa toistossa (toinen
rinnakkainen néyte). 100-krt. suurennos.

9.4.2 SDS-PAGE ja Western Blotting

Tutkimuksessa ei saatu nékyviin proteiininauhaa synaptofysiinin (38 kDa:in) kohdalle
(kuva 47.). Sen sijaan 66 kDa:in ja 97 kDa:in kohdalla nékyvét nauhat, jotka ovat
voimakkaimmat seitseménnessé, kahdeksannessa ja yhdeksdnnessa ndytteessd, jotka
sisédlsivét ndytteet kontrollikdsitellyistd soluista (Abs) fraktalkiini-késiteltyini (7. ja 8.) ja
kontrollikdsiteltyind (PBS, niyte 9.). Lisdksi ndkyy nauha noin 57-59 kDa:in kohdalla ja
ehké heikko nauha myos 45 kDa:in kohdalla.
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Kuva 47. Western Blotting kalvo.
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Seuraavassa taulukossa esitetdin ndytteiden proteiinipitoisuudet ja pipetointimaarét

SDS-PAGE-geelille kun kdytettiin laimentamatonta supernatanttia.

NAYTENUMERO | KASITTELY PROTEIINIKONSENTRAATIO | PIPETOITU MAARA
mg/ml

1 RA +FTK 0,269857 43 ul
1. ndyte

2 RA +FTK 0,256286 44 ul
2. ndyte

3 RA 0,235571 48 ul

4 TPA + FTK 0,290929 40 pl
1. nédyte

5 TPA + FTK 0,229857 50 pl
2. ndyte

6 TPA 0,295214 39 ul

7 Abs + FTK 0,456286 25 ul
1. néyte

8 Abs + FTK 0,444143 26 ul
2. ndyte

9 Abs 0,472357 24 ul

Taulukko 3. Néaytteiden proteiinipitoisuudet ja pipetointiméaérét eri tavoin késitellyistd soluista.
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10 Tulosten tarkastelu

Tutkimuksen tarkoituksena oli kuvata eri yhdisteilld erilaistettujen SH-SY5Y-solujen
ilmentymié, niiden morfologiaa, silmin nihtdvii erilaistumista, neuriittien kasvua,
synapsirakkuloiden lokalisaatiota ja fraktalkiinin seka kolesterolin vaikutuksia.
Tutkimuksessa huomattiin, ettd solut erilaistuvat morfologisesti eniten neuronin kaltaiseksi
kiytettdessd RA:ta. Lisdksi kolesteroli mahdollisesti lisdsi niiden elinkykyisyyttd ja
erilaistumista. Tutkimuksessa saatiin myds viitteitd siitd, ettd fraktalkiini voisi lisita

solujen elinkykyisyyttd, mutta asia vaatii vield lisdselvityksia.

Kun tarkasteltiin solujen morfologian muutosta tutkimuksen aikana, huomattiin etta
kasvatuksen aikana solut erilaistuivat hieman jo pelkén kontrollikésittelyn johdosta.
kuitenkin ero késittelyiden avulla erilaistuneisiin oli selvd. Tutkimuksessa tdmé pieni
spontaani erilaistuminen otettiin huomioon hyvéaksymalla neuriiteiksi vain keskimaaraista
kontrollisolujen sooman feretin halkaisijaa pidemmat neuriitit. Varsinkin RA- ja
RA+CHOL-késitellyilld soluilla solujen lukuméérd viheni samalla kun ulkomuoto
muuntui enemmain neuronia muistuttavaksi. Tdméa onkin johdonmukaista, silld yleensa
erilaistumisen edetessa solujen jakaantuminen vihenee. RA- ja RA+CHOL-késiteltyjen
solujen ulkomuoto muistutti selkeésti erilaistunutta hermosolua pitkine neuriitteineen.
Kasvatuksen edetessd 14. kasvatuspdivédn solut vaikuttivat jo huonokuntoisemmilta ja S-
tyypin solujen mairé lisddntyi. Samanlaisia tuloksia onkin saatu myds muiden tutkijoiden

toimesta, joten tdtd osattiin myds odottaa (ks. esim. Encinas ym. 2000 ).

My0s neuriittien lukumaarda tarkasteltaessa RA- ja RA+CHOL-kasitellyt solut
ndyttivét erilaistuneen eniten neuronin kaltaiseksi, eli ndilld soluilla esiintyi eniten
neuriitteja solukeskusta kohden. Olisi ollut hyddyllistd ja mielenkiintoista tarkastella myos
neuriittien haarautumista ja erityisen pitkien neuriittien esiintymistd, mutta tdimén
tutkimuksen puitteissa aika ei tdhén riittdnyt. Jatkossa asia siis kaipaisi lisdselvityksié.
Neuriittien lukumaiarié laskettaessa valokuvista, kolmannen toiston (eli ensimmadinen josta
laskettiin neuriitit) kolmannen kasvatuspéivén kuvat otettiin vahingossa liian pienella

suurennoksella. Koska neuriittien lukumééra laskettiin pituuden perustuessa pixeleihin,
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olisi timé antanut vaardn tuloksen joten ne jitettiin laskematta. Kéaytossa ollut
mikroskoopin kamera oli sellainen, ettei sithen ollut mahdollista asettaa mittatikkua, jolla
pituus olisi voitu laskea esimerkiksi mikrometreini. Viidennessa (kolmas josta laskettiin
neuriitit) toistossa puolestaan solut olivat jo miltei kuolleet kymmenentena
kasvatuspdivind, joten tima péiva jai myos laskuista pois. Neuriittien lukumééran suhteen
kuitenkin saatiin kolmen toiston ajalta lukumaiirit seitseméntend kasvatuspdivénd. Lisédksi
neljdnnessé toistossa pystyttiin laskemaan neuriitit kaikkina kasvatuspéivini, ja toisaalta
vertaamaan kokonaiskuvaa neuriittien lukumééran lisddntymisestd kymmenen
kasvatuspdivén aikana kolmessa toistossa. Seitseménnen kasvatuspéivin neuriittien
lukumaiirid vertailtaessa huomattiin, etti CHOL-, dBcAMP-, TPA- ja kontrollikésiteltyjen
solujen neuriittien lukuméérassa vaihtelu oli suurempaa eri toistoissa, kuin RA- ja
RA+CHOL-kaésitellyilld soluilla. Vaihtelu saattaa johtua siitd, ettd tutkimuksen tekijd on
vield tutkimusty0Ossé aloittelija, jolloin tarkkuus pikkutarkassa tyoskentelyssd, kuten

neuriitteja laskettaessa paranee vuosien kokemuksen myota.

Synapsirakkuloita osoittavaa synaptofysiinid tutkittaessa huomattiin, ettd sitd alkoi
nikya neuriiteissa vasta kymmenentend kasvatuspdiviand. Tdma saattaa viitata siithen, etti
télld tavalla soluja kédsiteltdessd, niistd tulee sdhkdisesti aktiivisia, eli aktiopotentiaaleja
muodostavia, vasta tissd vaiheessa. Synaptofysiinid havaittiin 1dhinnd vain RA- ja
RA+CHOL-késitellyissé soluissa, joten voi olla, ettd muut késittelytavat eivit saa SH-
SY5Y-soluja erilaistumaan niin hyvin toiminnallisiksi neuroneiksi, eli soluiksi jotka
omaavat kyvyn sidhkodiseen toimintaan, sen liséksi ettd ndyttiavit kypsiltd hermosoluilta.
Negatiivisissa kontrollindytteissd, eli ndytteissd jotka oli késitelty vain sekunddirivasta-

aineella, ei ndhty mitéén.

Tutkimuksessa kokeiltiin myds fraktalkiinin vaikutusta loppuvaiheen solujen
elinkykyisyyteen. Rahoituksen puitteissa oli mahdollisuus kokeilla titi vain kerran, silld
fraktalkiini on melko kallista. Silmédmaérdisesti ja valokuvista arvioiden RA:1la erilaistetut
solut ndyttiviat hieman elinkykyisemmilta fraktalkiini késittelyn jdlkeen, mutta TPA:1la ei
ndkynyt tillaista eroa. Koska Pulkkinen ym. ovat todenneet fraktalkiinikésittelyn
aiheuttavan CCR5- ja CXCR5-kemokiinireseptorien ilmentymistd RA:lla erilaistetuissa,

mutta ei TPA:lla erilaistetuissa soluissa (Julkaisematon tieto. Pulkkinen, K., I. Karkkdinen,
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K. Kurppa, H. Téhti ja T.O. Jalonen. 2006. Fractalkine differentially affects the expression
of HIV chemokine co-reseptors in human neuroblastoma and astrocytoma cells. J.
Neuroimmunol.), heréttdd tima kysymyksen siitd onko fraktalkiini toiminut ndiden
reseptorien kautta ja aiheuttanut jonkin elinkykyisyytté lisddvén reaktiosarjan SH-SYS5Y-
soluissa ja mikd tima reaktiosarja ja sen vaikutukset ovat? Olisi mielenkiintoista myos
selvittdd auttaisiko fraktalkiinikédsittely solujen jatkokasvatuksessa niin, ettd ne selvidisivat
pidemmin kasvatuksen, esimerkiksi neljantoista pdivén ajan. Olisi varmasti hyddyllista
tutkia my0s se, miten fraktalkiinikdsittely vaikuttaa S-tyypin solujen ilmenemiseen

kyseisessi tapauksessa.

Western Blottingia tehtdessd proteiinipitoisuus oli jo alun perinkin néytteissa hyvin
matala. Tutkimuksen aikataulun puitteissa ei kuitenkaan ollut mahdollisuutta kehittia
protokollaa paremmaksi. Proteiinin mairéa olisi voinut kasvattaa esimerkiksi lisidmalla tai
vahentdmalld reagenssien madrid, pidentdimailld inkubointiaikaa lisddmalla ravistelua tai
lisaamalld solujen madrdd. Mahdollisesti eristysliuosta olisi my6s voinut vaihtaa, silld nyt
kéaytossa ollut oli suunniteltu sytoplasmisille ja tuman proteiineille, kun taas synaptofysiini

on rakkulaproteiini.

Tutkimuksen aikana huomattiin, ettd soluviljelyyn kaytettdvat kammioidut
peitinlasit vuotivat vililld, joka johti sithen, ettd viereisissd kammioissa sijaitsevat eri
tavoin késitellyt solut mahdollisesti saivat myds viereisen kammion solujen vaikuttavaa
ainetta. Tdllaiset peitinlasit pyrittiin poistamaan, mutta on myods mahdollista, ettd jokin
tarpeeksi pieni vuoto jdi huomaamatta. Mietittiin myds voiko synaptofysiinid poistua litkaa
soluista kun permeabilisointiin kdytetdén Triton X-100:aa. Toisin sanoen: Permeabilisoiko

Triton X-100 liikaa solukalvoa, niin ettd osa synaptofysiinistd ’karkaa” soluista?

Jos tutkimuksen tekemiseen olisi ollut enemmaén aikaa, olisi ollut hyvd mitata
esimerkiksi neurofilamenttien proteiineja tai jotain solujen tuottamaa vélittdjdainetta, joko
proteiinien tai geenien ilmentymisen tasolla ja ndin todentaa paremmin minké tyyppisiksi
solut eri késittelyissd tarkemmin ottaen muodostuvat. Olisi ollut myos mielenkiintoista
mitata eri solujen sdhkdistd toimintaa patch-clamp -tekniikan avulla ja mitata

apoptoottisten solujen méarad loppukasvatuksen aikana eri tavoin erilaistetuilla soluilla.
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Namaé kuitenkin jadvit tulevaisuudessa tutkittaviksi, silld Pro gradu-tutkielman puitteissa ei

ndin laajaan asioiden selvittelyyn ole mahdollisuuksia.

Tutkimuksessa huomattiin, ettd kolesteroli auttoi soluja kasvattamaan enemmén
neuriitteja solukeskusta kohden ja liséksi silloin neuriiteissa ndkyi enemmaén
synapsirakkuloita osoittavaa synaptofysiinid, jolloin ne luultavasti olivat myos
toiminnallisesti aktiivisia hermosoluja. Tétd voidaan pitdd osoituksena pidemmadlle
edenneesti erilaistumisesta, tosin asia vaatii vield lisdselvityksid. Koska synteettisié
retinoideja kdytetddn myoOs joissain tapauksissa neuroblastoomakasvaimen hoitoon, olisi
mielenkiintoista tietdd, voisiko kolesteroli lisdtd ndiden ladkkeiden tehoa kasvainta
erilaistettaessa. Varmasti myos fraktalkiinin vaikutuksia kasvaimeen kannattaisi tutkia

tdmén ja aikaisempien (kuten Zeng ym. 2005) tutkimuksien valossa.

Tatd tutkimusta oli mielenkiintoista ja innostavaa tehdd. Ajan, laitteiden ja rahan
rajallisuus kuitenkin harmitti monesti. [hmisen hermosolujen kehityksen, toiminnan ja
rakenteen tutkiminen on kuin ihmisen hermosto itsessddn: kun yhden oven aukaisee, uusia

reittejd ja polkuja 16ytyy aina liséa.
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12 Liitteet

12.1 LIITE 1: Kasvatusliuos SH-SY5Y soluille

200 ml kasvatusliuosta:

87 ml Minimum Essential Medium w Earle’s salts w/o L-Glutamine (Gibco 21127-022)
1 ml L-Glutamiinia (Gibco 25030-024)
1 ml Non-essential Amino acids (Gibco 11140-035)

sekoitetaan ja joukkoon lisdtdan:
89 ml Nutrient Mixture Kaighn’s modification w L-Glutamine (Gibco 21127-022)

20 ml Foetal Bovine Serum (Gibco 10106-169)
2 ml Antibiotic-Antimycotic (Gibco 15240-062)
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12.2 LIITE 2: Petausaine fluoresenssimikroskopiaa varten

50 mg p-fenyleenidiamiinia liuotetaan 5 ml:aan PBS:44. Seos suodatetaan tummaan
foliolla peitettyyn pulloon pimeéssi ja lisdtdan 45 ml glyseriinid. Sdddetédén pH 8:aan 0,5

M karbonaattipuskurilla pH 9,0

Sekoitus tapahtui niin, ettd laboratoriomestari Ulla Jukarainen oli tehnyt valmiiksi
100 pl:n annoksia PBS:één liuotetusta ja suodatetusta p-fenyleenidiamiinista jotka
sdilytettiin pakastimessa -70°C:ssa ja yhteen annokseen liséttiin tarvittaessa 900 ul
glyseriinid, ja 12 pl 0,5 M Natrium karbonaattia pH 9,0. Foliolla peitetty 1,5 ml:n
eppendorf-putkilo siilytettiin pakastimessa -20 °C:ssa ja heitettiin pois jos liuos oli

tummunut, sill silloin se oli vanhentunut.



12.3 LIITE 3: SDS-PAGE-liuokset

Ylageeli:

6,1 ml tislattua vettd

2,5ml 0,5 M Tris-HCI pH 6,8
100 pul 10 % SDS

1,3 ml akryyliamidi/Bis

100 pl 10 % APS

10 ul TEMED

Alageeli:

3,35 ml tislattua vettd

2,5ml 1,5 M Tris-HCI pH 8,8
100 ul 10 % SDS

4 ml akryyliamidi/Bis

50 ul 10 % APS

5 ul TEMED

Ajopuskuri:
Laimennettiin 5x ajopuskurista
80 ml 5x ajopuskuri

320 ml tislattu vesi
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Siirtopuskuri:
3,03 g TRIS
14,4 g glysiini
200 ml metanoli

tislattua vettd ad 1000 ml

Naytepuskuri:

4,0 ml tislattu vesi

1.0 ml 0,5 M Tris-HCI pH 6,8
0,8 ml glyserolia

1,6 ml 10 % SDS

0,2 ml bromifenoli sininen

Ennen kéyttod lisdttiin 5 % 2-b-merkaptoetanolia 100 pl 1ml:aa kohden
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12.4 LIITE 4: Western Blotting-liuokset

TBS-kayttéliuos:

Laimennettiin 10x tiivisteesti

TBS-0,05% tween:
1000 ml TBS-kayttoliuosta
500 pl tween

5% Maito-TBS-tween:
50 ml TBS-0,05% tween + 2,5 g maitojauhetta

1% Maito-TBS-tween:
100 ml TBS-0,05% tween + 1 g maitojauhetta
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