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Abstract:

Cholesterol is essential for brain development syihptogenesis. Apart from supporting normal bzt
functions, cholesterolk a potent playem many neurodegenerative disorders. In this thé#sshuman SH-
SY5Y neuroblastoma and U373-MG astrocytoma celedinvere used as models to study cholesterol
localization in neuronal and glial tumour cells.eT¢ells were induced to differentiate with retinaimid (RA)

for seven days, after which the cellular distribatiof free cholesterol was visualized with steriolding
fluorescent dye filipin and confocal microscopy. digrupt the intracellular cholesterol homeostaisis, cells
were grown in the presence of exogenous choles@raholesterol was depleted using metBrdyclodextrin
(MBCD) or cholesterol synthesis inhibitor lovastati

Based on the phase contrast microscopgrghtions, RA induced the differentiation of néalastoma
cells into distinct neuronal and non-neuronal plgpes but had little effect on astrocytoma cell praniogy.
The 48 hour lovastatin-treatment caused stellatioastrocytoma cells, a phenomenon usually obseafted
brain trauma. The differentiation seemed most pnemi when the cells were treated simultaneousli Rk
and lovastatin. In addition, this drug combinatioduced apoptotic effects in the astrocytoma cells

The amount of cholesterol was larger in #strocytoma cells compared to the neuroblastortia. ce
Nevertheless, filipin staining pattern was quitmitar in both cell lines: most of the cholesterchsvfound
inside and around the nucleus. Neither culturing tiells in the presence of exogenous cholesterol no
inhibiting cholesterol synthesis with lovastatindiced marked changes in the cholesterol distributio
Moreover, none of the treatments caused accumalaficholesterol in late endosomal structures, twhiere
visualized by immunofluorescense labeling of Lanmp@tein. This can be considered as an indicaticacte
regulation and fast turnover rate of cholesteralrtiier evidence supporting this view came from the
observation that blocking the cholesterol biosytithpathway with lovastatin resulted in an increasehe
amount of total cellular cholesterol. The MBCD haml profound effect on total amount of cholestebat it
induced cholesterol aggregation in the long nesirivé differentiated neuroblastoma cells, reflectithg
importance of plasma membrane cholesterol balantteeiformation and maintenance of neurites.

Cholesterol may also regulate movemenfusion events of late endosomes and lysosomes since
lovastatin, RA and U18666A, a drug altering lysoabroholesterol content, caused clustering of late
endosomes and lysosomes in the neuroblastoma ©&lkervations also support a role for cholesteroldural
cancer cell adhesion, as cholesterol was foundggremates at potential focal adhesion sites. Furtbee,
cholesterol and lovastatin treatments changed xpeession of ADAM 23, a member of the disintegrimda
metalloproteinase-family, earlier reported to mezlithe adhesion of neuroblastoma cells.

All in all, the SH-SY5Y and U373-MG neuredncer cells are rich in cholesterol, which appdarbe
dynamically regulated in both cell lines. The cdnition of the cholesterol biosynthetic pathwayémcer cell
function, and the observed effect of lovastatirttendifferentiated neuroblastoma and astrocytortia skould
encourage researchers to develope statin-basethéneis for neural tumors and various neurodegemerat
conditions.

Keywords: Cholesterol, brain, morphology, neuroblastomaoagtoma, lovastatin, lysosome
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1. Johdanto

Kolesteroli on eldinsoluissa esiintyva kalvolipigihnka runko koostuu neljasta toisiinsa
littyneesta hiilirenkaasta. Steroidirungon hiil@s3 on kiinni hydroksyyliryhma, hiilien 5
ja 6 valilla on kaksoissidos ja hiilessa 17 on hiirso-oktyyli-hiilivetyketju (Kuva 1A).
Sivuketjua lukuun ottamatta kolesterolimolekyylakenne on jaykka ja tasomainen.

26

A 25 27

sivuketjL

polaarinen 4 6 steroidirunk

paa

B

glykolipideja

sfingomyeliini

fosfolipideja

;

solulime

OH-ryhma
kolesterol

1
lipidilautta

Kuva 1. Kolesterolin rakenne ja sijoittuminen solukalvos$g. Kolesterolin rakenne. B) Kolesterolin
sijoittuminen solukalvolla ja lipidilautassa. Lifigutoissa fosfo- ja sfingolipidien rasvahappokefjaalean
vihred) ovat tyydyttyneita ja suoria, minka seursera ne pakkautuvat tiiviisti. Lipidilautassa omsaasti
kolesterolia sekd GPI (glykosyyli-fosfatidyyli-iniésli) -ankkuroituneita proteiineja. Kuvattuna onydrs
solukalvon lapéisevia proteiineja. Solukalvon I#agin osan pituus ohjaa néiden proteiinien sijoitsta.
Src-kinaasi on ankkuroitunut lipidilauttaan tyydyteilla rasvahappoketjuilla.



10

Kasveissa kolesterolia vastaavana sterolina tostigmasteroli ja hiivalla ergosteroli.
Eldinsoluissa kolesterolia tarvitaan paitsi solukal ja muiden kalvorakenteiden
rakenneosaksi, my0ds sappihappojen, lisddntymishaemo ja kortikosteroidien

valmistukseen.

1.1 Solukalvon kolesteroli ja lipidilautat

Kalvolipidit kuuluvat kolmeen paaluokkaan: fosfotipihin, sfingolipideihin ja steroleihin.
Kolesteroli muodostaa solutyypista riippuen noitnkasosan solukalvon lipideista (Lange
ym., 1989). Kolesteroli jaykistdd ja vahvistaa &aluon rakennetta, véhentdaa sen
juoksevuutta ja vaikuttaa esimerkiksi polaaristeolekyylien kykyyn lapaista solukalvo
(Ks. vyleiskatsaus Ohvo-Rekila ym., 2002). Koledierolekyylin vesihakuinen
hydroksyyliryhma suuntautuu kohti kalvon ulkopintga maaraa siten lipidin asennon
kaksoiskalvossa (Kuva 1B). Kolesterolin steroidgan ja hiilivetysivuketjun
metyyliryhmat muodostavat padasiassa heikkoja flghdisia ja van der Waalsin
vuorovaikutuksia muiden kalvolipidien kanssa. Hipn valiset vuorovaikutukset eivat ole
tasavertaisia, mika johtaa solukalvolla toisistgamikkeavien lipidialueiden syntyyn.
Fosfolipidien tyydyttyneet, suorat hiilivetyketjytakkautuvat kalvon tasossa tiivimmin
kuin tyydyttyméattomat hiilivetyketjut, jotka pystgv taipumaan hiilten valisten
kaksoissidosten  ansiosta. Fosfolipideja  pienemmatungoltaan  tasomaiset
kolesterolimolekyylit tayttavat tehokkaasti suoridmilivetyketjujen valiset tilat ja
tiivistavat siten tyydyttyneiden lipidien pakkaantista (Smaby ym., 1996; Samsonov ym.,
2001 ja Kuva 1B).

Sfingomyeliinin,  tyydyttyneen fosfagiikoliinin - ja  kolesterolin  tiivis
vuorovaikutus muodostaa pohjan myds lipidilauttadtgesille (Ks. yleiskatsaukset
Simons ja lkonen, 1997 seka Brown ja London, 19%)lun kalvoille muodostuvien
lipidilauttojen uskotaan osallistuvan muun muasgmnaointiin, soluadheesioon seka
lipidien ja proteiinien kalvoliikenteen s&aéatelyyrSolun Kkalvoilta voidaan eristéaa
lipidilauttoja muistuttavia rakenteita kasitteletddl soluja matalassa lampétilassa
pintajannitystd alentavilla aineilla. Nama detettgjaa kestavat kalvot (DRM, engl.
Detergent Resistant Membranes) sisaltdvat myos proteiineja, jotka joko lapaigekaivon
tai kiinnittyvat siihen erilaisilla lipidiankkurdd (Kuva 1B): glykosyyli-fosfatidyyli-
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inositoli-molekyylit ankkuroivat proteiineja solukan ulommalle lehdelle, ja
rasvahappoketjut, kuten muyristiini- ja palmitiingo, kiinnittdvat muun muassa Src-
perheen tyrosiinikinaasit solukalvon sisemmallaltdie (Ks. yleiskatsaus Simon ja lkonen,
1997). On huomattava, ettd eri olosuhteissa sal@sstettyjen DRM:ien koostumus voi
vaihdella, eivatkd namé rakenteet valttamattd aastavien solujen kalvoilla esiintyvia
lipidilauttoja. TiedeyhteisO ei myoskaan ole yksefimen lipidilauttojen koosta, eliniasta
tai biologisesta merkityksesta. Tassa tutkielmagkségtetty lipidilautta-termi viittaa
tarkemmin erottelematta kaikkiin solukalvon pienimajallisiin, runsaasti kolesterolia ja

tyydyttyneita fosfolipideja sisaltaviin alueisiin.

1.2 Kolesterolin kasittely kudoksissa

Elimistén keskimaarainen kolesterolipitoisuus oreiosnilla lajeilla 2,2 mg/g kudosta.
Hyvin runsaasti kolesterolia, hiirella noin 10 mg/ytyy lisdmunuaisista, joiden
steroidihormoneja tuottavissa soluissa suurin osdeskerolista on varastoituneena
estereina solulimaan. Keuhkoissa ja munuaisisssst@iblia on lajista riippuen 4 - 5 mg/g
ja lahes kaikissa muissa kudoksissa, my6s koko rkekalesteroliaineenvaihduntaa
ohjaavassa maksassa, vain 1,5 - 4 mg/g kudostasdN&udoksissa padosa kolesterolista
sijaitsee parenkyymisolukon solukalvoissa. Aivoabselvasti elimiston kolesterolirikkain
elin, silla ne siséaltdvat kolesterolia noin 15 - 2@g/g. Huomattava osa aivojen
kolesterolista sijaitsee hermosolujen aksoneitagdndipassa myeliinissa (Ks. yleiskatsaus
Dietschy ja Turley, 2004).

1.2.1 Kolesterolia kasittelevat solut ohutsuolgasaaksassa

Veren lipoproteiinit huolehtivat ravinnosta saadpan soluissa valmistetun kolesterolin
oikeasta jakautumisesta kolesterolia eri maarintaneen ja kayttavien kudosten valilla.
Lipoproteiinien sisaltamat apolipoproteiinit saételt lipoproteiinien aineenvaihduntaa ja
toimivat esimerkiksi solujen lipoproteiinireseptamiligandeina.

Ravinnon sisaltaméa kolesteroli ja #sgridit imeytyvat ohutsuolessa
enterosyyttien apikaaliselta pinnalta soluihin. deasyytit kokoavat kolesteroliesterit ja
triglyseridit apolipoproteiini B 48:n kanssa kyldtmoneiksi. Lapimitaltaan 100 - 200 nm:n
kokoiset kylomikronit eritetdan enterosyyttien Haseraaliselta pinnalta lymfateiden

kautta vereen ja kuljetetaan lihas- rasva- ja makdeksiin. Lihas- ja rasvakudoksissa
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kylomikroneiden triglyseridit kaytetaan energiakai varastoidaan, jonka jalkeen jaljelle
jadéneet, runsaasti kolesteroliestereita sisalja@snekylomikronit kuljetetaan maksaan.
Maksasolut erittavat kolesterolia sappsellaisenaan ja sappihapoiksi muunnettuna,

tai valmistavat siitd apolipoproteiini B:n kanssd.DL:aa (engl. Very Low Density
Lipoprotein). L&pimitaltaan 20 - 70 nm:n kokoiset VLDL-hiukles kypsyvat
verenkierrossa LDL:ksi (engLow Density Lipoprotein), joka kuljettaa kolesterolia sita
tarvitseviin kudoksiin. Maksasolut voivat valmistag/6s apolipoproteiini Al:ta sisaltavia
HDL-hiukkasia (engl. High Density Lipoprotein), jotka vastaanottavat kudoksista
ylimaaraista kolesterolia ja kuljettavat sen takaisnaksasoluihin sappihappojen, tai
steroideja valmistaviin kudoksiin steroidihormoniemaka-aineeksi.

1.2.2 Kolesteroli aivoissa

Veri-aivoeste rajoittaa valikoivasti makromolekli vaihtoa aivojen ja muun elimiston
verenkierron valilla. Veri-aivoesteen muodostaviabjgn hiusverisuonten endoteelisolut
ja astrosyyttien ulokkeet estavat muun muassa igiepnien kulun hiusverisuonten
seindmien |api (Reese ja Karnovsky, 1967; ks. myéskatsaus Wolburg ym., 2008).
Tasta johtuen aivot ovat taysin paikallisen koledigynteesin varassa. Kolesterolin
kuljetus aivosolujen vélilla tapahtuu ainoastaamigisa esiintyvien, HDL:&& muistuttavien
lipoproteiinien ja naiden sisaltdmien tyypin Ealj apolipoproteiinien avulla.
Astrosyyttien uskotaan ohjaavan aindjelesteroliaineenvaihduntaa (Mauch ym.,
2001; Gong ym., 2002). My6s hermosolut valmistanatsaasti kolesterolia varsinkin
aivojen kehityksen alkuvaiheessa. Taman lisaksiskyat hermosolut ovat riippuvaisia
astrosyyttien tuottamasta ja erittdmasta kolesstegl jota tarvitaan muun muassa
kasvavien aksonien ja dendriittien solukalvoihink&etoimivan synapsiverkoston
muodostamiseen (Jurevics ja Morell, 1995; Mauch,y®001; Goéritz ym., 2005).
Hermoston kehittyessd oligodendrosyytit tuottavaikallisesti kaiken aksoneiden

myelinaatioon tarvittavan kolesterolin (Saher ya005).

1.2.3 Kolesterolin merkitys aivosolujen toiminngterakenteelle

Aktiopotentiaalien muodostuminen ja hermosignaaleteneminen perustuu aksonien
ionikanavien toimintaan. Hermosolujen aksoneissa @soitettu olevan runsaasti
kolesterolia sisaltavia lipidilauttoja (Ledesma yri998), jotka voivat ohjata ionikanavien

sijoittumista ja toimintaa. Esimerkiksi syklisterukbeotidien saatelemien ionikanavien
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CNGAZ2-alayksikdiden on todettu sijoittuvan hajuheswlujen lipidilauttoihin sek& rotan
hajuepiteelissa etta transfektoiduissa soluviljgbai Kun hajuhermosolujen solukalvon
kolesterolipitoisuutta pienennetdan, ionikanavieykyk sitoa ligandiaan heikkenee ja
kanavien lapi kulkeva ionivirta pienenee (Brady yg203).

Suurin osa keskushermoston syndpsesgaitsee hermosolujen dendriittien
okamaisissa ulokkeissa (engldendritic spines). Hippokampuksesta eristetyissa
neuroneissa solukalvon kolesterolipitoisuuden almmen johtaa dendriittien
okahaarakkeiden romahtamiseen. Myds syy ilmi6orseuilla: okahaarakkeiden muotoa
yllapitavat aktiinifilamentit kiinnittyvat solukabn runsaasti kolesteroli siséltaviin
lipidilauttoihin (Hering ym., 2003).

Synapseissa solukalvon koostumaiguttaa hermovalittgjaaineita sisaltavien
synaptisten vesikkelien kykyyn fuusioitua synapsia rajaavaan kalvoon (vesikkelien
eksosytoosi). Pre-synaptisen péaatteen solulimarlejpetia kaksoiskalvon lehdella on
erityisen runsaasti kolesterolia (Igbavboa ym., 7)99Nailla kalvoilla kolesterolia
siséltavien lipidilauttojen on osoitettu keraavahtegen monia valittdjaainevesikkelien
eksosytoosiin tarvittavia ja prosessia ohjaavidgireeja (Jia ym., 2006). Post-synaptisella
kalvolla kolesteroli ohjaa valittajaainereseptorieasimerkiksi AMPA §{-amino-3-
hydroksi-5-metyyli-4-isoksatsolipropionihappo) -pim glutamaattireseptorien,
sijoittumista. Kolesterolin vaheneminen epavakaugatyisesti lipidilauttoihin liittyneita
AMPA-reseptoreja ja lisda niiden kierratysta soiséisen varaston ja solun pinnan valilla
(Hering ym., 2003).

Synaptisten valittdjaainevesikkelidkalvolla kolesteroli sitoo vesikkelien
kierratystd ohjaavaa synaptofysiinid. Kolesterotin havaittu lisddvan synaptofysiini-
positiivisten vesikkelien maarad erilaistetuissa -S¥bY neuroblastooma-soluissa
(Sarkanen ym., 2007). Edelleen kolesterolin vahksely on osoitettu pysayttavan
synaptisten kaltaisten vesikkelien (enghynaptic-like microvesicles) valmistuksen
neuroendokriinisissd PC-12 -soluissa (Thiele yd0Q®.
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1.3 Kolesterolin solunsisainen kuljetus

Aitotumalliset solut valmistavat kolesterolia samidkalvostossa (ER, endkndoplasmic
Reticulum) ja vastaanottavat kolesterolia myos veren liptgpimeilta reseptorivalitteisella
endosytoosilla. Solussa kolesteroli kiertaa jatlstivasoluliman kalvorakenteiden ja

solukalvon valilla (Slotte ym., 1987 ja Kuva 2).
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Kuva 2. Kolesterolin kuljetus hermosolussa. Kolesterolin Imiatuksen nopeuden mé&aaréaa
solulimakalvostossa (ER) sijaitseva 3-hydroksi-3yykiglutaryyli-koentsyymiA-reduktaasi (HMG-KoA-
reduktaasi). Vastavalmistettu kolesteroli paatyllsalvolle ja lipidilauttoihin Golgin laitteen katat (1) tai
heikommin tunnettua, suoraa kuljetusreittia pitKi2). Solut ottavat lipoproteiineja sisddnsa Kklatii
paallysteisissa vesikkeleissa (3A). Endosomeisgarhdipaasi hydrolysoi lipoproteiinien kolesterstierit
vapaaksi kolesteroliksi, joka paatyy lajitteluenoloihin (ERC, endosyyttinen lajitteluosastmdocytic
recycling compartment) (3A ja 3B). Kolesteroli voidaan lajitella kuljdtavaksi takaisin solukalvolle (4,6) tai
ER:8an (5). LDL low density lipoprotein) -reseptori palautetaan solukalvolle kierratysesashoeissa (7).
Lajitteluendosomista kolesterolin kuljetus voi edetinyds mydhaisiin endosomeihin (8), joissa NPC
(Niemann-Pick type C) -proteiinit poistavat suurimman osan kolestetalissnnen sen pé&éatymista
lysosomeihin (9). Kaiken aikaa Golgin laite valittiolesterolin sijoittumista endosomien ja ER:rlN(10).
ER:ssa ylimaarainen kolesteroli voidaan estertgiglakoentsyymiA-kolesteroliasyylitransferaasin@QAT)
toimesta ja varastoida lipidipisaroiksi solulimgdmn). Kolesterolia p&atyy soluihin myds kaveoleidamitta
(3B, 12). Ylimaarainen kolesteroli poistetaan ssthi lipoproteiineille ABC ATP binding casette) -
kuljettajien avulla (13). Kolesterolia voidaan kg muiden steroidien valmistukseen tai se voideguettaa
kolesteroli-24-hydroksylaasin (CYP46) avulla (1flloin syntyvat oksisterolit eritetdan ulos solugib).
Steroidihormonien valmistukseen kaytettava koleditestetaan soluun SR-Bl:nsdavenger receptor Bl)
valityksella HDL:Ita high density lipoprotein) (16). Hermosolun soomassa valmistettu kolestegftyy
kuljettaa aksoneiden ja dendriittien paissa siga&ifa synapseihin (17). Kuvassa on esitetty mydsdterolin
saatelyyn osallistuvat SREBPstdrol regulatory element-binding protein), SCAP GREBP cleavage-
activating protein) ja Insig-proteiinit. Runsaasti kolesterolia sigé@ét lipidilautat on kuvattu solukalvon
paksunnoksina. (Kuvassa esitetyt solun rakentegit edle todellisessa mittakaavassa). Kuva perustuu
yleiskatsaukseen Simons ja lkonen, 2000.

1.3.1 Kolesterolin valmistus ja kuljetus solukaleol

Kolesterolin synteesireitti on monivaiheinen jaem osallistuu yli 30 entsyymia, joista osa
on ankkuroitunut ER:n kalvolle (Reinhart ym., 198Rolesterolisynteesin nopeutta
saateleva entsyymi orB-hydroksi-3-metyyliglutaryyli-koentsyymiA—reduktsia(HMG-

KoA-reduktaasi), joka katalysoi mevalonaatin muddossta. Tatd seuraava kuuden
entsymaattisen reaktion sarja johtaa triterpeenvalslenin syntyyn. Skvaleeni on
kolesterolin lisdksi my6s isoprenoidien esiaste.leKrolin valmistuksessa seuraava
tarkea valituote on lanosteroli. Kolesterolisyntemtlla toimii takaisinkytkeva saately:

lanosterolin tai sen hapettuneiden muotojen suildiguus ER:ssé& johtaa HMG-KoA-
reduktaasin proteolyyttiseen pilkkoutumiseen (Soyrg., 2005; Lange ym., 2008).
Lanosterolista syntyy useiden perakkéaisten dematigiden ja kaksoissidosten
pelkistyksien jalkeen kolesterolia. Soluissa kaeslista voidaan edelleen valmistaa

kolesteroliestereitd, hydroksyylikolesterolia tersidihormoneja (Kuva 3).
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Kuva 3. Kolesterolin valmistus eldinsolussa sekad synteitisirgdrkeita sivutuotteita. Entsyymit on
alleviivattu:  3-hydroksi-3-metyyliglutaryyli-koenggmiA-reduktaasi  (HMG-KoA-reduktaasi), asyyli-
koentsyymiA-kolesteroliasyylitransferaasi (ACAT) 50 sivuketjun pilkkova entsyymi (P450SCC). Kuva
perustuu yleiskatsaukseen lkonen, 2008.

ER:n kolesterolipitoisuus on hyvin matala, mikéd whallistaa reagoimisen pieniinkin
muutoksiin lipidin maarassa. Matalan pitoisuuddapito edellyttdd kolesterolin tehokasta
poistoa ER:|ta: vastasyntetisoidun kolesterolinraportoitu saavuttavan solukalvon noin
20 - 30 minuutissa (Heino ym., 2000; Sugii ym., @0Qipidin kuljetukselle on kuvattu
kaksi vaihtoehtoista reittid. Pieni osa syntetisetd kolesterolista kulkeutuu ER:lta
vesikkeleissa Golgin laitteetrans-puolen kautta solukalvolle. Tata reittia kayttava
kolesteroli liittyy usein lipidilauttoihin, joidefkokoaminen saattaa alkaa jo ER:lla (Heino
ym., 2000). Paaosa kolesterolista kuitenkin ohimdgin laitteen ja paatyy solukalvolle
toistaiseksi tuntemattomalla, ei-vesikulaarisellgdtusmekanismilla (Baumann ym., 2005
ja Kuva 2).

Lahes kaikki tumalliset solut kykenevatimstamaan kolesterolia l&htien vain
muutamasta hiiliatomista koostuvasta asetaatistaolegterolin  monimutkainen
synteesireitti kuluttaa kuitenkin runsaasti eneagja vaatii useita, eri puolilla solua

sijaitsevia entsyymeja. Tasta johtuen muun muasdhkdsseen viestinvalitykseen
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erikoistuneiden hermosolujen on osoitettu suoseagergiaa tuhlaavan biosynteesin sijaan

kolesterolin reseptorivalitteista sisdanottoa (Bdhilling ym., 2007).

1.3.2 Ulkopuolelta otetun kolesterolin endosomaalikuljetus soluissa

Reseptorivalitteisessa endosytoosissa solukahkultautuu proteiinipeitteisia rakkuloita.
Solussa rakkulat menettdvat nopeasti proteiingaitt ja yhdistyvat, jolloin syntyy
l&pimitaltaan 50 - 100 nm:n kokoisia varhaisia esudoeja. Varhaisten endosomien sisaltd
lajitellaan ja kuljetetaan tarvittaessa myo6haigmdosomeihin. Myodhaisten endosomien
matala pH saa aikaan kuljetettavien molekyylieroamisen reseptoreistaan, jolloin
reseptorit voidaan kierrattdd takaisin solukalvolldappamin ympaéristd vallitsee
lysosomeissa, jotka ovat reseptorivalitteisen eyibosin paatepisteitd. Solun sisaansa
ottamia molekyyleja lajitellaan liséksi erilaisissandosyyttisissa kalvorakkuloissa,
esimerkiksi monivesikkelisissa rakenteissa (engiultivesicular bodies). Erilaiset
lajittelukeskukset ja niiden siséiset osat erodwaistaan paitsi pH:n, myds vesikkeleita
ymparoéivan kalvon proteiini- ja lipidikoostumukssuhteen.

LDL:n ja sen reseptorin sisaanotto oralliesimerkki klatriinivalitteisesta
endosytoosista. Endosomin siséisen pH:n lasku ikaaraLDL:n irtoamisen reseptorista,
joka kierratetdan nopeasti takaisin solukalvolkdjelle jaényt lipoproteiini hajotetaan ja
sen sisaltamat kolesteroliesterimolekyylit hydroigaan vapaaksi kolesteroliksi
padasiassa myohaisissa endosomeissa. Muun mudsstgetain hydrolyysista vastaava
hapan lipaasi -entsyymi toimii aktiivisesti jo varsissa endosomeissa (Sugii ym., 2003).
LDL:Ita peréisin olevaa kolesterolia on todettuvale runsaasti kierratysendosomeissa
sekd monivesikkelisissa rakenteissa, mutta hyvimédmaysosomeissa (Hao ym., 2002;
Mobius ym., 2003). Lysosomien kolesterolipitoisupgsyy pienend, silla suurin osa
kolesterolista poistuu myohaisistd endosomeista MRCNPC 2 (Niemann-Pick tyyppi C)
-proteiinien valityksella ennen lysosomeihin paastén (Kuva 2).

NPC-proteiinit sisaltavat samanlaiseekterolia sitovan domeenin (engterol
sensing domain) kuin HMG-KoA-reduktaasi ja monet kolesteroliaingaihdunnan
saatelyyn osallistuvat molekyylit (Ohgami ym., 2D09¥aikka NPC-proteiinien toimintaa
ei tunneta yksityiskohtaisesti, on jo kauan tiegedttd mutaatio naissa proteiineissa on syy

Niemann-Pick-sairauden C-tyyppiin, jossa LDL:ltargsin oleva kolesteroli kertyy
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sfingolipidien kanssa myo6haisiin endosomeihin jaits&e kolesterolin kuljetusta solussa
(Liscum ja Faust, 1987, teVruchte ym., 2004).

Steroideja tuottavilla soluilla on jatleu tarve kolesterolille, silla kolesterolista
valmistettuja steroidihormoneja ei varastoida dofui Steroidien muodostamiseen
kykenevid soluja 16ytyy ainakin lisamunuaisestarg¢adliini ja muut steroidihormonit),
kiveksistd ja munasarjoista (lisaantymishormongké aivoista (neurosteroidit). Rotan
munasarjan granuloosasolut ottavat HDL:n kuljett@rkalesteroliesteria siséansa SR-BI-
reseptorin (englScavenger Receptor Bl) kautta ja kayttavat tata progestiinin valmistukse
paaasiallisena kolesterolin lahteena (Reaven ym95J1 SR-Bl on ensimmainen
tunnistettu HDL:n reseptori solun pinnalla, mutn digandeiksi kelpaavat myds muut
lipoproteiinit. SR-BI:n aloittamaa kolesterolin fetusreittia kutsutaan valikoivaksi reitiksi,
silla se ei vaadi kokonaisen lipoproteiinin ottoalus siséan. HDL-lipoproteiineilta
kaapatut kolesteroliesterit eivat myoskaan kaytdssaendosomaalista kuljetusreittia kuin
LDL:Ita peraisin oleva kolesteroli (Reaven ym., $98 Kuva 2).

1.3.3 Kolesterolin poisto soluista

Kolesteroli on lilan suurina pitoisuuksina soluilleaitallista, siksi sen poistoon on
kehittynyt monta mekanismia. Kolesterolia esterivéa asyyli-koentsyymiA-
kolesteroliasyylitransferaasin (ACAT) lisdksi tamk@ia solun kolesterolipitoisuutta
alentavia molekyyleja ovat SR-BI, solukalvon ABCljkttajaproteiinit (englATP Binding
Casette transporters) seka kolesterolioksidien muodostumista katalyesoantsyymit.

SR-BI vadlittda paitsi kolesteroliegtielen sisdanottoa, myo6s ylimaaraisen
kolesterolin siirtoa veren HDL:lle. Maksasolujen, akmofagien ja lisamunuaisen
kuorikerroksen solujen on osoitettu ottavan SR&gktkolesterolikbyh&a HDL:&& sisdansa
endosytoosilla, lisaavan kolesterolia HDL:aan jdtaran lipoproteiinia uudelleen noin
seitseman tunnin sisalla (Pagler ym., 2006). Kele$ia poistavat soluista myés ABC-
kuljettajat, jotka ovat moninkertaisesti kalvon &#gevid proteiineja (Kuva 2). ABCAl
sijoittuu soluissa paitsi solukalvolle myds varliaiga myohaisiin endosomeihin (Neufeld
ym., 2001). ABCA1l sitoo apolipoproteiini Al:td taapolipoproteiini E:t&, jonka
seurauksena kolesterolia siirtyy solukalvolta mstdmaan kiekkomaisia HDL-hiukkasia
(Kim ym., 2007). Toinen ABC-perheen proteiini, ABCGosallistuu muodostuneiden
HDL-hiukkasten kypsyttdmiseen lisaamalla partikkete lipideja (Karten ym., 2006).
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Myds solukalvon DRM:hin lukeutuvat kaveolit saatavedistdd kolesterolin poistoa
toimimalla alustoina, jotka helpottavat kolestamobiirtymista soluilta lipoproteiineille
(Frank ym., 2001; Storey ym., 2007).

Solut pystyvat hapettamaan kolestarojolloin syntyy 24(S)-, 25- tai 27-
hydroksyyli-kolesterolia. Hapetetut sterolit ovablésterolia polaarisempia ja pystyvat
siksi kulkeutumaan spontaanisti ulos soluista saidn |&pi (Bjorkhem ym., 1998 ja
Kuva 2). Kolesterolia hapettavat entsyymit ovat akdindrion kalvolla sijaitsevia
sytokromi P450 -perheen proteiineja (Lund ym., )99@yds tarkeimmat eritettéavien
steroidihormonien valmistuksesta vastaavat entsyyesimerkiksi pregnenolonia tuottava
P450 sivuketjun pilkkova entsyymi (endt450 side chain cleavage enzyme), sijaitsevat
mitokondriossa. Maksasoluissai-fydroksylaasi katalysoi lisdksi kolesterolin hajsta
7o-hydroksyylikolesteroliksi, joka on tarkea valiteaappihappojen valmistuksessa.

Kolesteroli-24-hydroksylaasi (CYP46) ilmentyy l&hes yksinomaan
keskushermostossa ja erityisesti neuroneissa (kon@d1999). Kolesterolista syntyva 24-
hydroksyylikolesteroli paéatyy suoraan veri-aivoestelapi verenkiertoon ja sielta
hajotettavaksi maksaan. Taman mekanismin oletetéaran tarkein yksittainen aivojen
kolesterolipitoisuutta pienentavad tekija (Bjorkhergm., 1997 ja 1998). 24-
hydroksyylikolesterolilla on myds tarkeé rooli aj@n kolesterolitasapainon yllapidossa.
Neuronien valmistama ja erittamd 24-hydroksyyliktéeoli lisaa astrosyyteissa
apolipoproteiini E:n ja ABCAL:n ilmentymista ja &kautta kolesterolin eritysta aivojen
lipoproteiineille (Liang ym., 2004; Abildayeva ym2006). Lipoproteiinien kuljettama
kolesteroli on taas kaytettavissd synapsien tai riitteen muodostamiseen ja

muokkaukseen neuroneissa.

1.4 Kolesteroliaineenvaihdunnan saately

Kolesteroliaineenvaihduntaa saatelevat SREB-protgiengl. Serol Regulatory Element-
Binding protein), jotka ohjaavat kolesterolin ja rasvahappojen synbeesia seka
kolesterolin reseptorivalitteistd sisddnottoa. Ksafussa on runsaasti kolesterolia, SREBP
on ankkuroituneena ER:lle kofaktorinsa SCAP:n (erf§REBP Cleavage-Activating
Protein) kanssa. SCAP sisaltdd kolesterolia sitovan domega reagoi solun
alentuneeseen kolesterolipitoisuuteen edistam&BERP/SCAP-kompleksin vesikulaarista
kuljetusta Golgin laitteeseen (Nohturfft ym., 199Gplgin laitteessa SREBP:sta pilkotaan
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kahdessa entsymaattisessa reaktiossa 0sa, jokgy sitmaan. Tumassa aktivoitunut
transkriptiotekija lisda esimerkiksi HMG-KoA-redalgtsin, LDL-reseptorin ja ACAT:n
iimentymista. Kolesteroli estdé naiden geenien tagesitoutumalla SCAP:iin, joka tdman
seurauksena muodostaa yhdistyman Insig-proteiiaisga. Insig-proteiinin sitoma SCAP
ei voi kuljettaa SREBP:td Golgin laitteeseen, jossanskriptiotekijana toimiva osa
pilkotaan (Radhakrishnan ym., 2007). Kolesterokamvaihduntaa ohjaavat myos
hapetetut sterolit, jotka soluun kertyessdan edistinsig-SCAP -yhdistyman syntya ja
lisddvat HMG-KoA-reduktaasin proteolyyttista pilkkamista (Lange ym., 2008).
Kolesteroliaineenvaihduntaa séétdiséksi kaksi tuman hormonireseptorien
superperheeseen kuuluvaa jasenta: maksan X-resdpXét, engl. Liver X Receptor) ja
retinoidi X-reseptori (RXR, englRetinoid X Receptor). Nama proteiinit muodostavat
toiminnallisen heterodimeerin, joka sitoutuu kohelgin promoottorissa sijaitsevaan
LXR-reagoivaan elementtiin (endLXR responsive element) ja aktivoi geenin luennan.
LXR- ja RXR-reseptorien ligandeja ovat retinoidiapettuneet lipoproteiinit ja sterolit,
esimerkiksi 25-hydroksyylikolesteroli, jotka sa@&wet LXR/RXR:n valityksella muun
muassa kolesterolia hapettavien entsyymien, apmigteiini E:n ja ABC-kuljettajien

geenien ilmentymista (Liang ym., 2004; Quinn yn@02; Abildayeva ym., 2006).

1.5 Verenkiertoelimist6, kolesteroli ja statiinit

Veren kohonnut LDL-kolesterolipitoisuus altistaaltvaonkovettumataudille, joskaan
kolesterolin osuus tapahtumissa ei ole yksiseligiei Oksidaatio-hypoteesin mukaan
LDL:n kolesterolin ja proteiiniosasten hapettumingrisuonten seinamissa lisdad LDL:n
hallitsematonta fagosytoosia valtimon seinan mageihin. Hapettuneiden lipidien
kertyminen makrofageihin saa ne muuttumaan vaahiiksq jotka yhdessa paikallisen
tulehdusreaktion kanssa aloittavat valtimon tukkivaerooman muodostamisen (Yl&-
Herttuala ym., 1989; ks. my6s yleiskatsaus HeinetR68).

Koska veren korkea LDL-kolesterolipitais lisaa verisuonisairauksien riskia,
kohonnutta  kolesterolipitoisuutta  pyritadn  alentama statiineilla.  Statiinien
farmakologinen kohde-elin on maksa, jossa statiioinivat kolesterolin biosynteesin
nopeutta maaraavan entsyymin, HMG-KoA-reduktaakilpailevina estajina (Istvan ja
Deisenhofer, 2001 ja Kuva 1). HMG-KoA-reduktaasimtinnan esto johtaa paitsi maksan

kolesterolisynteesin hidastumiseen, myds LDL-res@pttranskription lisdantymiseen,



21

mika lisda LDL:n sisddnottoa maksasoluihin ja tédesveren kolesterolin alentumista
(Salter ym., 1989).

Ensimmainen HMG-KoA-reduktaasin gsténevastatiini, eristettiiPenicillium-
suvun sieniviljelmastd 1970-luvun alussa. Myb6hemnmsamankaltaisia yhdisteita
(lovastatiini) on eristettyAspergillus-suvun sienista (Endo ym., 1976). Kliinisessa kég#o
on myoOs puolisynteettisid lovastatiinin johdoksm@raf/astatiini, simvastatiini) ja taysin
synteettisia statiineja (atorvastatiini, fluvastaji Lovastatiini koostuu
heksahydronaftaleenirenkaasta sekad metyyliestarihydroksihapposivuketjuista, jotka
voivat muodostaa laktonirenkaan. Lovastatiinin lokdihapposivuketju matkii HMG-
KoA-reduktaasin luonnollisen substraatin rakennettavastatiinin laktonimuoto on
inaktiivinen aihiolddke, joka muuttuu biologisestktiiviseksi ladkemolekyyliksi, kun
laktonirengas hydrolysoidaan maksasoluissa (Alberts 1980).

Statiinit katkaisevat kolesterolisygdg@eitin suhteellisen varhaisessa vaiheessa.
Taman takia statiineilla on veren kolesterolin tdemsen ohella myds monimuotoisia eli
pleiotrooppisia vaikutuksia, jotka johtuvat kolesiesynteesireitin valituotteiden tarkeista
fysiologisista rooleista. Mevalonaatista valmiséetamuun muassa isoprenoideja, jotka
toimivat pienten monomeeristen G-proteiinien, kuteas:n ja Rho:n, lipidiankkureina
(Roy ym., 1999; Cordle ym., 2005). Nama signalonaiekyylit ovat inaktiivisina
solulimassa, mutta ankkuroituvat solukalvolle as@uttuaan. Pienet G-proteiinit
saatelevat muun muassa solusyklid, mitoosia, dalangan muutoksia ja solunsisaista
likennettd. Muita kolesterolin valmistuksen tatieisivutuotteita ovat mitokondrion
elektroninsiirtoketjussa toimiva ubikinoni ja pritgen glykosylaatiosta huolehtiva
dolikoli (Kuva 3).

Statiinien ateroskleroosia estaviin ei@rooppisiin  vaikutuksiin  kuuluvat
tulehduksen hillitseminen, endoteelisolujen  typgidikuoton lisaéaminen ja
siledlihassolujen lisdantymisen esto. Statiinedfa myos joitain suhteellisen harvinaisia
haitallisia sivuvaikutuksia. Naihin kuuluvat lihdggn vauriot sek& masennus ja unihairiot
(Ks. yleiskatsaus De Angelis, 2004). Hermostollisatuvaikutukset antavat viitteita

kolesterolin tarkeasta roolista aivojen toiminnassa
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1.6 Kolesterolin rooli sairauksissa

Kolesterolin valmistusta, kuljetusta ja varast@nthjaavien geenien mutaatiot aiheuttavat
monia periytyvid sairauksia. Lisaksi kolesteroleenvaihdunnan hairiét voivat olla

osallisia monissa keskushermoston sairauksissasyék@n synnyssa.

1.6.1 Kolesterolin kasittelyn geneettiset hairitt

Familiaalinen hyperkolesterolemia on yleisimmin Ldseptorin tai tdman ligandin,
apolipoproteiini B:n, mutaatiosta johtuva, vallissti periytyva sairaus, jossa veren LDL-
kolesterolitaso on pysyvasti suurentunut (Inneyamtm., 1987). llman ld&kehoitoa
seurauksena on valtimonkovettumatauti jo varhassésssa. Mutaatiot ihmisen ABCA1-
geenissa aiheuttavat puolestaan Tangierin taudlie, tyypillinen I16ydds on veren erittain
pieni HDL-pitoisuus (Rust ym., 2000). Koska kolesteei paase siirtyméaan soluista ulos,
taudille on ominaista kolesterolin kertyminen nredoihin, lymfosyytteihin seka
valtimoiden seinamien soluihin, mika johtaa mydsaskleroosin kehittymiseen (Clee ym.,
2000).

Kolesterolin valmistuksen héairiot ovayysa ainakin seitsem&an erilaiseen
periytyvdan sairauteen. Yleisin naista sairauksastesmith-Lemli-Opitz syndrooma, joka
aiheutuu kolesterolin biosynteesin viimeista reatktikatalysoivan, 7-dehydrokolesteroli-
7-reduktaasin  puutoksesta. Syndroomasta johtuvaestablin puute ja 7-
dehydrokolesterolin kertyminen soluissa voi aiheattakavia epamuodostumia ja henkista
jalkeenjaaneisyytta (Fitzky ym., 2001).

Kolesterolin varastoinnin ongelmat t@eesiin muun muassa Wolmanin taudissa,
jossa kolesteroliestereita kertyy erityisesti lymogihin. Wolmannin tauti ja sen lievempi
muoto, kolesteroliesterien varastointisairaus (embblesteryl ester storage disease),
aiheutuvat mutaatioista kolesteroliestereita pilkdko lysosomaalisen hapan lipaasi -
entsyymin geenissa (Anderson ym., 1994). Kun soluilipoproteiinireseptorien
valityksella otettua kolesterolia ei voida hyodyint&olujen toiminta vaikeutuu. Wolmanin
taudin kliinisiin oireisiin lukeutuvat maksan laajaminen, suoliston toiminnan hairiét ja
lis&munuaisten kalkkeutuminen. Sairaus johtaa upeitiaan kuolemaan ennen yhden

vuoden ikda (Anderson ym., 1999).
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1.6.2 Kolesteroli ja keskushermoston sairaudet

Kolesterolilla on kiistaton epidemiologinen yhteysepelvaltimotautiin. Sen sijaan
kolesterolin osuus aivojen patologisiin tiloihin graljon epaselvempi. Kolesterolia on
esitetty osalliseksi muun muassa Alzheimerin, Padiin ja Huntingtonin taudin syntyyn
tai etenemiseen (DelLau ym., 2006; Leoni ym., 2008).

Parhaiten ymmarretty keskushermostakuitava kolesterolitasapainon hairiétila
on Niemann-Pick sairauden C-tyyppi (NPC). Tama sanwaalinen, resessiivisesti
periytyvd sairaus aiheuttaa dementiaa sekd muitaologisia oireita, ja johtaa usein
kuolemaan varhaisessa idssd. NPC-potilaista efistét soluissa ulkopuolelta otetun
kolesterolin kuljetus pysahtyy myohaisiin  endosdmrei ja lysosomeihin. Koska
kolesteroli ei paase ER:lle, solujen kolesterokaimvaindunnan saately hairiintyy. NPC-
fibroblasteille tyypillisia piirteitd ovat LDL-reggorin vaimennussaatelyn toimimattomuus,
kolesterolin normaalia hitaampi esterdinti sekgpeattoman runsas kolesterolin valmistus
(Liscum ja Faust, 1987). Hermosoluissa NPC1-pnoiteiimutaatio estaa erityisesti
kolesterolin kuljetusta aksoneihin (Karten ym., 2P0

Toinen keskushermoston sairausa jofi havaittu vahva yhteys kolesteroliin, on
Alzheimerin tauti. Tama hermostonrappeumasairabisuip muun muassa myrkyllisten
amyloidiplakkien kertymisesta, liiallisesta tau-f@imnin fosforylaatiosta ja aivokudoksen
kroonisesta tulehduksesta. Kohonnut veren koldgtémsuus voi lisatd Alzheimerin
taudin riskia, ja statiinien kaytdon on todettu mrtédvan dementian todennakoisyytta
(Wolozin ym., 2000). Geneettinen Alzheimerin talgdilaltistava tekija on lipideja
kuljettavan apolipoproteiini E:n alleeli 4, jonkan otodettu lisdaavan amyloidi-beta-
peptidikertymien syntyd aivoissa (Dolev ja Michaels 2004). Apolipoproteiini E4:4a
iimentavissa astrosyyteissa tuotettu HDL ei ehk§etai kolesterolia neuroneille yhta
tehokkaasti kuin muita apolipoproteiini E:n allgelsisaltavat lipoproteiinit (Gong ym.,
2002). Taméan liséksi amyloidi-beta-esiasteprotriipilkkomisesta vastaavan gamma-
sekretaasi-yhdistymé& toimii aktiivisesti hermosetujsolukalvolla runsaasti kolesterolia
sisaltavissa lipidilautoissa (Urano ym., 2005; Hym., 2008). Edelleen solukalvon
kolesterolin vahennyksen on huomattu lisddvan aithybeta-esiasteproteiinin normaalia
pilkkoutumista ja vahentavan soluille myrkyllistamyloidi-beta-peptidien syntya (Kojro
ym., 2001).
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1.6.3 Kolesterolin yhteys syopaan

On ehdotettu, etta ylivilkas kolesteroliaineenvaihth voi olla syopasoluille tyypillinen
ominaisuus. Kaytannossa kokeelliset tulokset owuatekkin osoittaneet, etta solujen
kolesteroliaineenvaihdunnan nopeus ja saately elavat solulinjan ja syodpatyypin
mukaan: Paksusuolen sydpasoluissa on selvasti eaeiMG-KoA-reduktaasia ja LDL-
reseptoreja kuin terveissa suolen soluissa (Hentash2001). Samoin leukemiasolujen on
osoitettu paitsi valmistavan, myos ottavan nornjaateonosyytteja enemman kolesterolia
ymparistostaan (Vitols ym., 1994). Naissa syopasséu  ylivilkas
kolesteroliaineenvaihdunta saattaa ainakin osakshtup kolesterolitasapainon
takaisinkytkevan saatelyn heikosta toiminnastaantie voi kuitenkin olla painvastainen
esimerkiksi kohdunkaulan syodpéasoluissa, joissa k&deptorin valityksella tapahtuva
kolesterolin sisddnotto on poikkeuksellisen hidé&al ym., 1982). Syopasolut jakautuvat
nopeasti ja tarvitsevat runsaasti kolesterolia lsmlwjen valmistukseen. Solukalvon
lipidien valmistuksen ja solun jakautumisnopeudéétalylld on havaittu yhteys ainakin
CHO (engl. Chinese Hamster Ovary) -syopéasoluissa, joissa fosfatidyyli-inositoli-3-
kinaasi/Akt -signalointireitin eston on havaittugayttavan SREBP:n kuljetuksen ER:n ja
Golgin laitteen valilla. Solun jakautumista saatéle signalointireitin aktivoituminen
saattaa siis suoraan saadella solukalvon lipidiatessinopeutta (Du ym., 2006).
Kolesteroliaineenvaihdunnan hairiotvwatiolla myos osallisena syévan synnyssa,
silla kolesterolin tiedetddn epasuorasti vaikuttavaonen karsinogeneesiin liittyvan
signaalireitin  toimintaan. Solun Kkolesterolipitaisu saattaa muovata esimerkiksi
Hedgehog-reseptorikompleksin toimintaa, silla Héagesitoo kovalenttisesti kolesterolia
ja sijoittuu Pathed ja Smoothened -reseptoreidekaassa solukalvolla runsaasti
kolesterolia ja kaveoliinia siséltaville alueill&grpen ym., 2001). Todisteita on 16ytynyt
my0Os kolesterolin kyvysta saadella Ras-proteiinBjay ynna muut (1999) havaitsivat H-
Ras ja K-Ras-proteiinien siséltdvan erilaiset igondkkurit, ja sijoittuvan taman
seurauksena valikoivasti solukalvon lipidilauttoittiai ndiden ulkopuolelle. Kaveoliinin
mutatoinnin ja kolesterolin vdhennyksen havaitdgtavan lipidilauttoihin liittyvaa H-Ras-
proteiinia aktivoimasta Raf-signaalinvalittdjaa.steavasti kolesterolin lisays solukalvolle

johti Ras-signaloinnin lisaantymiseen (Roy ym., 909
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1.6.4 Neuroblastooma- ja astrosytooma-kasvaimalgsteroli

Neuroblastooma on erityisesti lasten ja nuortenpaattisen hermoston kasvain, joka saa
yleisimmin alkunsa lisamunuaisten ydinkerroksesan selkdytimessad. SH-SY5Y on
kolmas alaklooni 1970-luvulla ihmisen luuytimen nadlastoomasta eristetysta SK-N-SH-
solulinjasta (Biedler ym., 1973 ja 1978). SH-SY5Mtdinja koostuu solutyypeistd, jotka
eroavat toisistaan muun muassa morfologiansa sék#ofysiologisten ja adheesio-
ominaisuuksiensa perusteella (Walton ym., 2004giBta ym., 2006; Marzi ym., 2007;
Roiha, 2008). N-tyypin (engNeuronal) solut ovat muun muassa noradrenaliinia tuottavia
neuroblasteja. Soluilla on suuri tuma, vdhan salad ja ne kasvattavat spontaanisti
lyhyité neuriitteja. N-tyypin solut Kiinnittyvat dkasti toisiinsa ja kasvavat heikosti
alustaan tarttuvina ryppaina. S-tyypin (en8lbstrate adherent) solut ovat tyypiltddn
epiteelimaisia ja niilla on useita Schwannin sééuja muille hermotukisoluille tyypillisia
ominaisuuksia. S-tyypin solut ovat suuria ja ohygtkasvavat tiukasti kiinni alustassaan
(Biagiotti ym., 2006; Marzi ym., 2007). Seka N-&8-tyypin neuroblastooma-solut ovat
erilaistuneet kasvaimen kantasoluista. Vilkkaastikaptuvia SH-SY5Y-solulinjan
kantasoluja on luonnehdittu myo6s valimuotoisiksyypin (engl. Intermediate) soluiksi,
silla niissa on piirteitd seka N- etta S-tyypinwssia (Walton ym., 2004).

SH-SY5Y neuroblastooma-solujen kykg&itella kolesterolia on tutkittu jonkin
verran, mutta kokonaiskuva solujen kolesteroliamvaghdunnan piirteistd puuttuu. SH-
SY5Y-solujen tiedetdédn valmistavan nopeasti jakkhasti kolesterolia asetaatista, mutta
siséltdvan kokonaisuudessaan vahemman valmistiatkuin fibroblasti-tyyppiset solut
(Porn ja Slotte, 1990). SH-SY5Y-solulinjaa on usekdytetty hermosolumallina
tutkittaessa amyloidiplakkien ja kolesterolin r@oliAlzheimerin taudin etenemisessa
(Famer ja Crisby, 2004; Cole ym., 2005; Cecchi y2008).

Astrosyyttien muodostamat kasvaimettakat noin 60 % kaikista aikuisilla
esiintyvistd aivokasvaimista. Astrosytoomat saavsein alkunsa pikkuaivoissa tai
selkadytimessa. Astrosytoomat ja viela pahanlaatuisat glioblastoomat ovat
yleisyydestaan huolimatta heikosti luokiteltuja. sk@imia muodostavat solut voidaan
jaotella karkeasti kolmeen tyyppiin: glioblastoomii gliosarkoomiin ja jattisolu-
glioblastoomiin (Ks. yleiskatsaus Miller ja PergQQ7).

U373-MG astrosytooma-glioblastooréit edustavat kahta morfologiatyyppié:
Valtaosa soluista on pienida, fibroblasteja muisiitt, sdikeisia soluja, joilla on muutamia
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ulokkeita. Liséksi solulinjassa saattaa esiintyaituonaisia jattisoluja, joiden alkupera on
epavarma. Astrosytooma-solut ovat myds kolestendenvaihduntansa suhteen
neuroblastooma-soluja heikommin tunnettuja. U373-M@Glujen on osoitettu sisaltavan
ainakin LDL-reseptoreja ja kolesterolin biosynteesavainentsyymia, HMG-KoA-
reduktaasia (Kikuchi ym., 1997). Yleisesti primaai astrosyytteja ja astrosytooma-
syopasolulinjoja vertailemalla on todettu, ett&@sttooma-solut ovat saattaneet menettaa
eraita astrosyyteille tyypillisia kolesterolin kéislyd ohjaavia mekanismeja. Ainakin GA-1
astrosytooma-soluissa kolesterolisynteesi on asttieshin verrattuna hitaampaa ja
heikommin sdadeltyd. Nama syodpasolut myds erittdeoéinaaleihin soluihin verrattuna
runsaammin kolesterolia siséltavia HDL-hiukkasta ¢im., 1999; Zhang ym., 2000).
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2. Tutkimuksen tarkoitus

Riittava kolesterolipitoisuus on edellytys hermastotoimintakyvylle.  Aivojen
kolesterolitasapaino  riippuu  hermosolujen ja  heuksblujen  keskindisesta
vuorovaikutuksesta, ja kolesterolitasapainon héivigivat johtaa hermoston patologisiin
tiloihin. Lovastatiini on laajassa kliinisessad k#sga oleva veren kolesterolia alentava
la&ke, jonka vaikutusta syodpékasvaimiin on viime&oeia tutkittu tiiviisti. Useat
selvitykset osoittavat, etta kolesterolin biosyttiaen reitti on keskeinen sydpasolujen
toiminnalle. U18666A puolestaan on hydrofobinen iamijonka vaikutus jaljittelee
hermostoon keskeisesti vaikuttavaan NPC-sairaulegyvad kolesterolin kertymista

lysosomeihin.

Taman tutkimuksen tarkoituksena ol

1. Havainnoida, missa kolesteroli sijaitsee SH-SYB¥uroblastooma- ja U373-MG
astrosytooma-soluissa, ja muuttuuko KkolesterolifoiteRiminen tai mé&ard solujen
erilaistuessa retinoidihapon vaikutuksesta.

2. Selvittdd kyseisten sydpasolujen kykya kasitgllmaaraista kolesterolia ja toisaalta
tutkia solujen kykya selvita tilanteesta, jossaekttrolia on poistettu soluista. Kolesterolin
maara vahennettiin kasittelemalla soluja kolesigynteesia estavalla lovastatiinilla seka
solukalvolta kolesterolia poistavalla metyyli-betygklodekstriinill&.

3. Tutkia, miten solun kolesterolilikennettéd htievd U18666A vaikuttaa kolesterolin
sijoittumiseen neuroblastooma- ja astrosytoomajsollysosomeihin.

4. Selvittaa, vaikuttavatko kolesterolia muokkaavdtsittelyt muun muassa solujen
kiinnittymista valittavan ADAM 23:n ilmentymiseerearoblastooma-soluissa.
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3. Materiaalit ja menetelmét

3.1 Solulinjat

Tutkimuksessa kaytettiin kahta hermostollista sgopiinjaa: SH-SY5Y-soluja (ihmisen
neuroblastooma-solulinja, American Type Culture |€xlon, Manassas VA, USA) ja
U373-MG -soluja (ihmisen astrosytooma-solulinjaydfean Collection of Cell Cultures,
Wiltshire, UK). Molemmat solulinjat oli saatu lalijoksena Tampereen yliopiston
Solubiologian ja Ymparistotoksikologian laitoksilta

SH-SY5Y-soluja kasvatettin medissa, joka koostui 1:1 MEM (Modified
Eagle Medium) ja F-12 Kaighn's Nutrient mixture skatusmediumeista (Gibco
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Mediumiin liséttiib0 % loppupitoisuuteen vasikan
sikion seerumia (Fetal Bovine Serum, PAA LaborarBasching, Itdvalta) sekd 1mM L-
glutamiinia (Gibco Invitrogen), 0,5 % aminohappagao(MEM Non Essential Amino
Acids, PAA Laboratories) ja 1 % antibioottiseostafibiotic/antimycotic solution, PAA
Laboratories). Antibioottien loppupitoisuudet madigsa olivat 10 U/ml penisilliinia, 0,1
mg/ml streptomysiinisulfaattia ja 0,2f/ml amfoterisiinia.

U373-MG -soluja kasvatettiin MEMsdvatusmediumissa (Gibco Invitrogen),
johon lisattiin 10 % loppupitoisuuteen vasikan @ikiseerumia (PAA Laboratories), 2 mM
L-glutamiinia (Gibco Invitrogen), 1 mM natrium-pyaattia (Fluka, Buchs, Sveitsi), 1 %
aminohapposeosta (PAA Laboratories) ja 1 % antibeeosta (PAA Laboratories).
Molempia solulinjoja kasvatettin +37 °C lampotdas inkubaattorissa, jossa

hiilidioksidipitoisuus oli 5 %.

3.2 Solujen kasittelyt

Soluja erilaistettiin seitseman péaivan ajan lisd&nénediumiin retinoidihappoa (RA,
Retinoic Acid alltrans isomer, MP Biomedicals, Solon, USA) 5 uM loppupstuteen.

Osaa soluista kasiteltiin seitsemén paivan kassatulajan myos 10 pg/ml kolesterolilla
(3B-hydroksi-5-kolesteeni, Merck, Whitehouse Statiad), USA). Nama kasittelyt
perustuvat SH-SY5Y neuroblastooma-solujen erileisgaen aiemmin kehitettyyn
menetelmaan (Sarkanen ym., 2007). Lovastatiinia[2{@}-hydroksi-6-okso-oksaani-2-
yyli)etyyli]-3,7-dimetyyli-1,2,3,7,8,8a-heksahydraftaleeni-1-yyli]2-metyylibutanoaatti,

Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA) lisattiin sollél 0,8 uM loppupitoisuuteen 48
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tunniksi, ja U18666A:ta (3b-[2-(dietyylilamino)etsik-androst-5-en-17-oni-
monohydrokloridi, Calbiochem, La Jolla, CA, USA)50ug/ml loppupitoisuuteen 18
tunnin ajaksi. Kaikkien edellda mainittujen aineideantaliuokset valmistettiin puhtaaseen
etanoliin (96 % w/v), ja kontrollisoluille lisattiietanolia 0,25 % loppupitoisuuteen. Beta-
syklodekstriinit ovat glukoosimonomeereista koogiusyklisia polymeereja. Kolesterolin
poistoon solukalvoilta kaytettiin metyyli-beta-sgklekstriinia (MBCD, Sigma), joka
liuotettiin mediumiin 5 mM loppupitoisuuteen. Saukasiteltin MBCD:ta sisaltavalla

mediumilla 30 minuuttia (+37 °C).

3.3. Elinkykyisyystestit

Trypaanisininen (engl.trypan blue, Cs4H23NeO12S8Nay) on  diatsovari  (tolueenin
johdannainen, Fluka, Sigma-Aldrich, Seelze, Saksaka lapaisee kuolleen tai
vahingoittuneen solun solukalvon ja vérjaa soluhrsaiseksi. Elinkykyisyystesteja varten
soluja siirrostettiin halkaisijaltaan 3,5 cm:n kaditbe maljoille (Nalge Nunc International,
Naperville, IL, USA ja Sarstedt, Niumbrecht, Sak&agvatettiin seitseman vuorokautta ja
kasiteltin tand aikana edella mainituilla tavaill&olujen morfologiaa tarkasteltiin
Olympuksen (Tokio, Japani) CX 40 faasikontrastimgioopilla, ja soluja kuvattiin
mikroskooppiin liitetylla Artcam-300MI kameralla (@npus) ja QuickPhoto 2.2 -
ohjelmistolla (Promicra, Praha, Tsekin tasavalt&)inkykyisyystestia varten solut
irrotettiin - maljoilta 3-4 minuutin trypsiinikasittdla (Gibco Invitrogen; +37 °C),
sentrifugoitiin pohjaan ja resuspensoitiin huotabti sopivaan maaraan (0,5 - 2 ml)
PBS’A:ta. 20 ul soluliuosta ja 20 pl 0,4 % Trypaaminen -variliuosta (Fluka, laimennettu
PBS:&aan) sekoitettin Eppendorf-putkessa, ja véammettiin tarttua soluihin kolmen
minuutin ajan huoneenlammossa (+22). Taman jalkeen elavét ja kuolleet (sinisiksi
varjaytyneet) solut laskettin hemosytometrissa riptd#eld Laboratory, Saksa). Solujen
elinkykyisyys maaritettiin laskemalla elinkykykygst solujen prosenttiosuus kaikista

soluista.

3.4 Vapaan kolesterolin varjays filipiinilla

Filipiini on antibiootteihin luokiteltava polyeenjoka sitoo vapaata (esterbitymatdnta)
kolesterolia ja fluoresoi spontaanisti UV-valolks#oitaessa. Kolesterolin varjaysta varten

solut kasvatettiin lasisilla peitinlaseilla (MenZzeinbH & Co., KB, Braunschweig, Saksa).
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Ennen kiinnitysta solut pestiin kolmesti PBS’A:lfosfaattipuskuroitu suolaliuos). Solut
kiinnitettiin upottamalla peitinlasit PBS:aan lainmettuun 4 % paraformaldehydiin (PFA,
Merck) 30 minuutiksi, jonka jalkeen peitinlasit pes kolmasti (5 minuuttia/pesu)
PBS’'A:lla. Kaikki tyovaiheet suoritettin huoneenmi@édssa. Kiinnityksen ja pesujen
jalkeen soluja kasiteltiin 10 minuuttia 1,5 mg/nygini-PBS-liuoksella ja tAméan jalkeen
60 minuuttia PBS:aan laimennetulla filipiinilla @Oug/ml, laimennettu metanoliin
tehdysta 10 mg/ml kantaliuoksesta, Sigma). Sopi@iri-pitoisuus (50 - 125 pg/ml) ja
kasittelyaika (30 - 120 min) selvitettiin testaalaannen varsinaisten kokeiden aloitusta.
Lopuksi soluja pestiin kolmasti PBS:lla (5-10 mittia/pesu). Peitinlasit pedattiin
objektilaseille Mowiol-DABCO-seoksen avulla (20 md/ Mowiol, jossa 25 mg/mi
DABCO, Sigma). Filipiini-varjayksen lisdksi solusst varjattin  epéasuoralla
immunofluoresenssimenetelmalla lysosomeihin lidtykalvoproteiini 2 (Lamp2, engl.

Lysosome associated membrane protein 2).

3.5 Epasuora immunofluoresenssivarjays ja tumieecHst-varjays

Filipiinilla k&siteltyjen naytteiden immunofluorasssivarjays voitiin aloittaa ilman
permeabilisointia, silla filipiini lissi solukalvolapaisevyytta. Solut huuhdeltiin kerran
PBS:lla. Lamp2-proteiinin tunnistava primaarinestaaaine (hiiren H4B4, Developmental
Studies Hybridoma Bank, lowa University, lowa CitySA) laimennettiin 1:100 3 %
naudan seerumin albumiini (BSA, Sigma) -PBS -sesksga soluja kasiteltiin vasta-
aineella 60 minuuttia. Ennen sekundaarisen vasteai lisdysta solut pestiin kolmasti (5
minuuttia/pesu) PBS:lla. Sekundaarinen, hiirtd aastsuunnattu Alexa 555:een liitetty
vasta-aine (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) Nai 557:een liitetty aasin
immunoglobuliini G (R&D Systems, Minneapolis, USRimennettiin 1:200 3 % BSA-
PBS:dan. Soluja kasiteltin sekundaarisella vastaedla 30 minuuttia. Lopuksi
peitinlaseja pestiin kolmasti PBS:lla (5 minuupesu) ja ne siirrettiin objektilaseille
Mowiol-DABCO:on. Soluja tarkasteltiin ja kuvattii6Ox 6ljy-objektiivilla Olympuksen
IX81-konfokaalimikroskoopilla (jossa ohjelma Flugw 1000).
U373-MG -soluille suoritettin GFARgteiinin (engl. Glial Fibrillary Acidic

Protein) epasuora immunovarjays. Solut kiinnitettiin kutsella ja niitd permeabilisoitiin
0,5 % Triton X:ll& (Sigma, laimennettu PBS:aan)mibuuttia huoneenlammaossa. Pesujen
jalkeen epdaspesifiset sitoutumiskohdat tukittin %8 BSA-PBS:lla (30 minuuttia
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huoneenlammdsséd). Primaari-vasta-aineen (kanisseettw anti-GFAP, Sigma, 1:100
laimennus 3 % BSA-PBS:ss&d) annettiin vaikuttaa 8tuattia, jonka jalkeen solut pestiin
kolmasti PBS:lla. Sekundaarivasta-aineena toimi  NA93:een liitetty aasin
immunoglobuliini G (R&D Systems), joka laimennettiil:200 3 % BSA-PBS:aan.
Pesujen jalkeen soluille liséttiin viela Hoechs238 -tumavari (Sigma, laimennettuna
1:1000 PBS:aan) 10 minuutiksi. Lopuksi soluja pesthteensa puoli tuntia, ja peitinlasit
asetettin  objektilaseille kuten edella. Naytteitéarkasteltin  Axiovert 25 -
fluoresenssimikroskoopilla (Zeiss, Jena, Saks&ujattiin mikroskooppiin liitetylla Leizt

DMRPE -kameralla (Leica, Solms, Saksa).

3.6 Solujen kolesterolipitoisuuden maaritys

Solujen sisaltaméan vapaan kolesterolin maara séiuit spektrofotometrisesti. Kaytetty
menetelma perustuuorto-ftaalialdehydin ja kolesterolin reaktioon, joka otiaa
reaktioseokseen nakyvalla aallonpituudella abswgeoi varin. Yhdisteen tuottama
absorbanssi on lineaarisesti riippuvainen nayttees@ltamasta kolesterolin maarasta
(Rudel ja Morris, 1973). Standardisuoran avullavisettiin eri tavoin kasiteltyjen,
homogenisoitujen ja  kuivattujen  solunaytteiden I&igd8  kolesterolimaara.
Homogenisointia varten solut pestiin kolmasti PB3& jonka jalkeen ne irrotettiin
maljalta mekaanisesti ja siirrettiin maljan huubtel kaytetyn PBS’A:n tai veden kanssa
Eppendorf-putkeen. Solut hajotettiin 23 G neul@lauiskulla vetdmalla soluliuos noin 40
kertaa neulan lapi. Solulysaatteja sailytettiin

-80 °C lampdtilassa. Solulysaatit kuivattiin lyofilisoatla ja standardit (10 — 50 pg
kolesterolia) haihduttamalla liuottimena kaytettjorbformi. Naytteille lisattin 2 ml
etikkahappoon (CECOOH) liuotettuaorto-ftaalialdehydia (0,5 mg/ml, Fluka) ja seosta
pidettiin jailla noin 10 minuuttia. Taman jalkeentkiin liséttiin 1 ml vahvaa rikkihappoa
(H2SOy) ja vérin annettiin kehittya sekoituksen jalkeesimntunnin ajan. Kuoppalevylle
pipetoitujen naytteiden ja standardien absorbanksttiin aallonpituudella 550 nm
spektofotometrisella levylukijalla (LabSystems Oielsinki, Suomi). Standardipisteet
sovitettiin suoralle, jolta luettiin kolesterolin &&ra naytteissd. Kolesterolin maara

suhteutettiin solujen maaraan naytteissa (solketisrn hemosytometrissa).
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3.7 BODIPY-kolesteroliesterin sisaanotto soluihin

Lasisilla peitinlaseilla kasvatetuille soluille digiin 10 pg/ml BODIPY-kolesteroliesteria
(Molecular Probes, liuotettu 96 % etanoliin) 15 mutiksi, jonka jalkeen solut pestiin
neljasti PBS:lla (5 minuuttia/pesu). Kiinnitys jaeipnlasien asetus objektilaseille
suoritettin -~ kuten filipiini-varjayksissa. Nayttéit tarkasteltin Axiovert 25 -

fluoresenssimikroskoopilla (Zeiss).

3.8 RNA:n eristys ja kaanteistranskriptaasipolyrasiieetjureaktio (RT-PCR)

RNA-eristysta varten soluja kasvatettiin halkaitan 3,5 cm:n maljoilla seitsemén
vuorokauden ajan. RNA:n eristykseen kaytettiin Eotageagenssia (EuroClone, Milano,
Italia), jota lis&ttiin 1 ml noin miljoonalle soligl. Viiden minuutin jalkeen solut sekoitettiin
pipetoimalla ja siirrettin Eppendorf-putkiin. Putk lisattin 100 pl kloroformia, ja
ravistelun jalkeen putkien annettiin seisoa jalaminuuttia. Taman jalkeen putkia
sentrifugoitiin 15 minuuttia +4C:ssa (12 00@). Syntyneesta gradientista otettiin talteen
ylin fraktio. RNA saostettiin isopropanolilla, joteséttiin 1:2 Eurozolin maardan nahden.
Huolellisen ravistelun jalkeen putkia inkuboitii@ilja 5 minuuttia. RNA pelletoitiin
sentrifugoimalla putkia 10 minuuttia +4 °C:ssa Q@0 g). Pelletti pestiin 75 %:een
dietyylipyrokarbonaatilla kasiteltyyn veteen lainmetulla etanolilla ja sentrifugoitiin
pohjaan (15 minuuttia) +4C:ssa (9600g). RNA-pelletin kuivatuksen jalkeen RNA
liuotettiin sopivaan maaraan dietyylipyrokarbonidati kasiteltya vetta +60°C:ssa
lampdblokissa (10 min). Lopuksi RNA-pitoisuus jaytiéen puhtausaste maaritettiin
NanoDrop ND-1000 spektofotometrilla (NanoDrop, Wihgton, USA).

Eristetty kokonais-RNA k&&nnettiinste@avaksi cDNA:ksi kaupallisella Kkitilla
(High Capacity cDNA Reverse Transkription Kit, Ama Biosystems, CA, USA)
valmistajan ohjeiden mukaan. Reaktio suoritetti®RPlaitteella (GeneAmp PCR System
9700, Applied Biosystems) seuraavalla ohjelmal@:minuuttia +25°C, 120 minuuttia
+37 °C ja 7 minuuttia +£C. Reaktiota varten 5 pg RNA:ta laimennettiin 5Cagh vetta.
Reaktioseoksen (tilavuus 100 pl) lopullinen nukidietonsentraatio oli 4 mM ja
entsyymin (Multiscribe Reverse Transcriptase, AgupliBiosystems) aktiivisuus 2,5
U/reaktio.

RT-PCR-reaktioseoksen tilavuus oli|H0 Tassa tyossa kaytettyjen ADAM 23-
geenin tunnistavien alukkeiden (TAG Copenhagen AV&nska) sekvenssit |oytyvat
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l&hteesta Teppola, 2008. PCR-reaktioseoksessa eadlgtk loppupitoisuus oli 0,4 uM,
nukleotidien loppupitoisuus 50 pM/nukleotidi, ja BNbolymeraasin (Biotools DNA
polymerase tai F-501L DynaZyme Il DNA polymerasenngZymes, Espoo, Suomi)
aktiivisuus 1 Ulreaktio. PCR-reaktioseokseen lisattc pl cDNA-liuosta suoraan
kaanteiskopiointireaktioseoksesta. ADAM 23 -geefimentymista vertailtin TATA-
elementtiin sitoutuvan proteiinin (TBP, endlATA-box Binding Protein) ilmentymiseen.
TBP-alukkeiden (Proligo, Sigma) sekvenssit |oytyvéiihteestd Teppola, 2008.
Negatiivisesta kontrollireaktiosta jatettiin poiDA. PCR-ohjelma oli seuraava ADAM
23:lle / TBP:lle: Alkudenaturaatiota (94/98C, 5 minuuttia) seurasi 31 syklid, joista
jokainen koostui alukkeiden kiinnittymisvaiheesta53/67 °C, 50 sekuntia),
pidennysvaiheesta (70/72C, 1 minuutti 20 sekuntia) ja denaturaatiosta. éisen
pidennysreaktion pituus oli 10 minuuttia.

PCR-tuotteet analysoitiin elektrofamila 1 %:ssa agaroosigeelissa, jossa oli 0,5
png/ml  etidiumbromidia. Ajopuskurina oli yksinkema&n Tris-etanoliamiini. Geeliin
pipetoitiin  naytteiden lisdksi DNA:n molekyylipaistandardi (1 kb DNA-ladder,
Fermentas, Ontario, Kanada). Geeleja ajettiin 9@invgannitteella noin tunti. Lopuksi

geelit kuvattiin UV-valossa digitaalikameralla (@ipus).

3.9 Tilastolliset analyysit ja kuva-aineiston ket

Mikroskooppikuvia analysoitiin ja kasiteltiin Image-ohjelmalla (Rasband, W.S. Image J,
U.S. National Institute of Health, Bethesda, MandaUSA). Kuvissa 9 — 12 filipiinin
fluoresenssi on esitetty intensiteettivarjaykseogari hot, Image J), jossa suurimman
intensiteetin pikselit ovat vaaleimpia.

Fluoresenssikuvista suoritettin  seui@a analyyseja: Astrosytooma-solujen
Hoechst-varjatyt tumat laskettiin kasin. lImoitetutokset (Taulukko 1) ovat erityyppisten
tumien prosenttiosuudet sadasta tumasta/kasittelymp2-positiivisten rakenteiden
kasautumista eri kasittelyjen vaikutuksesta andtiysdaskemalla sellaisten solujen osuus,
joissa  vesikkelit ovat selvdna rykelmand solussa.uvuL on laskettu
konfokaalimikroskooppikuvista yhteensd 100 - 150lusta/kasittely, ja ilmoitettu
keskihajonta kuvaa 5 - 7 eri kuvasta laskettujeskieevojen poikkeamia (Kuva 15A).
Jotta eri solutyyppien osuudet olisivat samat, kuxadittiin niin, ettd N-tyypin solujen

osuus oli kasittelysta riippumatta 60 — 80 % ka&kisnalysoiduista soluista. Lisaksi
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konfokaalimikroskooppikuvista mitattiin vesikkeliepinta-alaa Image J — ohjelmalla
(Kuva 16). Analyysiin valittiin sattumanvaraise0 - 32 solua/kasittely. Naita tuloksia
seka elinkykyisyysmaarityksien ja kolesterolin n@émittausten tuloksia analysoitiin
tilastollisesti yksisuuntaisella varianssianalyigs((ANOVA) SPSS-ohjelmalla (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). Tukeyn monivertailutestin antamaulosta P < 0,05 pidettiin
tilastollisesti merkitsevana. Kuvissa 6, 7, 14jd37 taman P-arvon alittaneet kasittelyt on

osoitettu tahdilla.
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4. Tulokset

4.1 Solujen morfologia

SH-SY5Y neuroblastooma- ja U373-MG astrosytoomaisal erilaistumista tutkittiin
kasvattamalla soluja seitseman vuorokauden ajdtagttelemalla viljelmia tand aikana
RA:lla, kolesterolilla, lovastatiinilla, tai n&aideryhdistelmilla. Solujen erilaistumista
arvioitin morfologian lisdksi yleisen kasvunopeundga solujen elinkykyisyyden

perusteella.

4.1.1 SH-SY5Y neuroblastooma-solut

Seitsemén paivan kasvatuksen jalkeen kasittelemés@ kontrolliviljelmissa oli
erotettavissa spontaanisti lyhyita neuriitteja ledaneita N-tyypin soluja seka yksittaisia,
suuria S-tyypin soluja. RA-k&sittely lisasi solujenlaistumista, mika ilmeni N-tyypin
solujen kasvattamien neuriittien pituuden kasvudavé 4E) ja solujen jakautumisen
hidastumisena. S-tyypin solujen suhteellinen ostijedmissa kasvoi RA-kasittelyn myota,
ja seitseman paivan viljelyn jalkeen osa N-tyypatugsta kasvoi jattisolujen paalla (Kuva
4: E ja F). Osaa soluviljelmista kasiteltiin seftge paivan ajan myos kolesterolilla, jonka
on raportoitu tukevan SH-SY5Y-solujen RA-valitté@igrilaistumista. Lisatty kolesteroli ei
tuonut esiin uusia piirteité solujen morfologiassa.

HMG-KoA-reduktaasin estajana toimiadibvastatiinilla ei ollut selvaa vaikutusta
neuroblastooma-solujen morfologiaan. Sen sijaaradt@tiini naytti lisdavan N-tyypin
solujen kasvattamien pitkien neuriittien maaraa Rpkolesteroli-kasittelyiden yhteydessa:
Image J-ohjelmalla neljasta mikroskooppikuvastaatiujen, 20 - 24 pisimman neuriitin
pituus oli kontrollisoluilla keskimaarin 47um, RAHaistetuilla soluilla 88 pm,
RA+lovastatiini-kasitellyilla soluilla 90 pm ja RAevastatiini+kolesteroli-kasitellyilla
soluilla 92 um. Neuriittien pituuden lisdyksen daedlovastatiini sai RA-erilaistetut N-
tyypin solut muodostamaan soluketjuja, ja osan nwéditoisista soluista kasvamaan
muodoltaan palkkimaiseksi (Kuva 4: G ja H)olesterolin poistoon kéaytetylla MBCD:ll&
ei ollut vaikutusta solujen morfologiaan, mutta ikkéby lisasi huomattavasti maljalta

irronneiden solujen maaraa.
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Kuva 4. RA:n, kolesterolin ja lovastatiinin vaikutus SH-S¥%olujen morfologiaan. Soluja viljeltiin
seitseman paivaa ja kasiteltin seuraavasti: A) tiadin B) kolesteroli, C) lovastatiini, D)
lovastatiini+kolesteroli, E) RA, F) RA+kolesterol;) RA+lovastatiini ja H) RA+kolesteroli+lovastatii
Mittajana 20pum, kaikissa kuvissa on sama suurennos.
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4.1.2 U373-MG astrosytooma-solut

U373-MG -solujen morfologia vaihteli selvasti kasteyden ja kasvualustan mukaan.
Harvemmassa kasvavat, kasittelemattomat solut tojilesesti kooltaan ja muodoltaan
vaihtelevampia kuin hyvin tihedssd kasvavat solliiysilla maljoilla kasvaneet

astrosytooma-solut muistuttivat morfologialtaarrditasteja.

Seitseman paivan viljelyn jalkeen sdasvoivat maljoilla pdasaéantdisesti erittain
tihedssa (Kuva 5). RA hidasti solujen jakautumisndfa lievasti, minka seurauksena
RA:lla kasitellyt solut jaivat morfologialtaan hiem kontrollisoluja pyéreammiksi (Kuva
5C). Kasvatuksen ajaksi mediumiin lisétty koledslier juuri aiheuttanut muutoksia
solujen lisddntymisnopeudessa tai morfologiassa.

48 tunnin lovastatiini-kasittely sakaan selkedn muutoksen astrosytooma-solujen
morfologiassa: Kasittelyn seurauksena solujen sosatanuuttuivat pallomaisiksi ja solut
kasvattivat ohuita ulokkeita. Vaikka enemmistd sl muuttui muodoltaan tahtimaisiksi
(engl. stellated), osassa lovastatiinilla kasitellyista viljelmis@di havaittavissa myos
morfologialtaan fibroblastimaiseksi jaaneitd sol@faiva 5E). Tahtimaisiksi muuttuvien
solujen osuus oli suurin viljelmissa, joita oli kaédy RA:lla tai kolesterolilla ennen

lovastatiini-kasittely aloitusta (Kuva 5: F, G ja.H
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Kuva 5. RA:n, kolesterolin ja lovastatiinin vaikutus U373@M-solujen morfologiaan. Soluja viljeltiin
seitseman paivaa ja kasiteltin seuraavasti: A)tidadiih B) kolesteroli, C) RA, D) RA+kolesteroli, )E
lovastatiini, F) lovastatiini+kolesteroli, G) RA-+astatiini ja H) RA+kolesteroli+lovastatiini. Mifna
20um. Kaikissa kuvissa on sama suurennos.
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4.2 Solujen elinkykyisyys

RA:lla, kolesterolilla, lovastatiinilla ja MBCD:ll&sek&a naiden yhdistelmilla kasiteltyjen
SH-SY5Y- ja U373-MG -solujen elinkykyisyys méaarttet trypaanisini-varjayksen avulla.
Ehyt solukalvo estda varin paasyn solulimaan, jon vahingoittuneet tai kuolevat solut
varjaytyvat sinisiksi. 30 minuutin MBCD-ka&sittelyhautti huomattavaa neuroblastooma-
solujen irtoamista kasvualustasta, joten kyseinénitlely jatettiin pois astrosytooma-
soluilta. Elinkykyisyystestit suoritettiin kahtef8H-SY5Y, Kuva 6) tai kolmena (U373-

MG, Kuva 7) taysin erillisené kokeena.

4.2.1 SH-SY5Y neuroblastooma-solut

SH-SY5Y-solujen erilaistaminen RA:lla tai solujerasivatus ylimaaraisen kolesterolin
lasna ollessa ei vaikuttanut solujen elinkykyisgyte Lovastatiini-kasittely heikensi
lievasti solujen elinkykyisyytta, mutta ero kontiebluihin ei ollut tilastollisesti
merkitseva (Kuva 6A). Lovastatiinilla kasitellyill@euroblastooma-soluille suoritettiin
lisdksi Hoechst-tumavarjays, jonka perusteella $tatdini ei heikentanyt tumien kuntoa
(Kuva 6B).

Puolen tunnin ka&sittely MBCD:ll& hefieg2 solujen elinkykyisyytta selvasti.
Kaikkien MBCD:lla kasiteltyjen viljelmien solut vgaytyivat tilastollisesti merkitsevalla
erolla kontrolleihin ndhderP(< 0,001, n = 2 — 6, tilastollisesti merkitsevéttetmttaneet
kasittelyt on osoitettu tahdilla kuvassa 6). Estamattomien solujen elinkykyisyys laski
eniten lovastatiini+MBCD  -yhdistelmakasittelyn sauksena, kun taas RA:lla
erilaistetuille soluille pelkkda MBCD-kasittely olihaitallisempi. Solujen kasvatus
ylimaaraisen kolesterolin lasna ollessa ei menkdséi suojellut soluja pelkdn MBCD:n
vaikutukselta, mutta paransi solukalvon kuntoa MB@GDastatiini -yhdistelmakasittelyn
aikana P = 0,02, n = 4 verrattaessa MBCD+lovastatiini ja MB#&ovastatiini+kolesteroli
-kasittelyja jaP = 0,006, n = 4 verrattaessa samoja kasittelyjall®Aerilaistetuissa
soluissa).

Kokonaisuudessaan tulokset antoivateitd siitd, etta erilaistamattomat solut
saattavat olla hieman herkempia lovastatiinill®RCD:lle, tosin erot RA:lla kasiteltyihin

soluihin eivat olleet tilastollisesti merkitsevia.
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Kuva 6. SH-SY5Y-solujen elinkykyisyys.A) Kolesterolin (KOL), RA:n sekd kolesterolin poistoon
kaytettyjen lovastatiinin ja MBCD:n vaikutus solojelinkykyisyyteen trypaanisini-varjayksen peruitee
Palkit edustavat elinkykyisyytensé sailyttineidetujgn prosenttiosuutta. Vahintddn kahdessa erdfa
kokeessa saatujen tulosten keskihajonta on ilnoiteirhepylvailla. Tahdet osoittavat kasittelyt,tka
poikkesivat kontrollista tilastollisesti merkitsest& (P < 0,001, n = 2 - 6) B) Lovastatiinilla ei juuri otl

vaikutusta neuroblastooma-solujen tumien morfolagiaMittajana 20 um. Suurennos on sama molemmissa
kuvissa.

4.2.2 U373-MG astrosytooma-solut

RA tai kolesteroli eivat trypaanisini-varjayksen rpsteella vaikuttaneet suuresti
astrosytooma-solujen elinkykyisyyteen. Lovastatiniolestaan lisasi maljalta irtoavien,
kuolleiden solujen maaraa, ja heikensi myos kdgittglkeen yha kasvualustassa kiinni
olevien solujen solukalvon kuntoa jonkin verran.vastatiini+kolesteroli -kasiteltyjen
solujen elinkykyisyys laski tilastollisesti merlatglla erolla kontrollisoluihin nahdeR &
0,03, n = 4 ja 6, osoitettu tahdilla kuvassa 7Agtrésytooma-solujen tilaa eri kasittelyiden
jalkeen analysoitiin myds tuman Hoechst-varjaykserusteella. Selvasti poikkeavia tumia
l6ytyi RA:lla ja lovastatiinilla k&sitellyista nagista paljon enemman kuin kontrolleista tai
pelkalla kolesterolilla kasitellyistd viljelmistaTé@ulukko 1). Osiin pilkkoutuneita,
apoptoottiselta vaikuttavia tumia oli havaittavissasinkin RA -kasittelyssa. Lovastatiinin

vaikutus ilmeni puolestaan tumien tiivistymisenaid 7B ja Taulukko 1).
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Kuva 7. Kolesterolin (KOL), RA:n ja lovastatiiniin vaikutuseitseman paivan ajan kasvatettujen U373-MG-
solujen elinkykyisyyteen. A) Trypaanisinen-elinkysyystestien tulokset. Palkit edustavat elinkykynsa
sailyttdneiden solujen osuutta keskiarvona vahintédmesta erillisesta kokeesta. Havaintojen keghitta

on ilmoitettu virhepylvailla. Téhdet osoittavat késlyt, joiden vélille syntyi tilastollisesti meitseva ero P

= 0,03, n = 4 ja 6). B) Kasittelyjen vaikutus asytmoma-solujen tumien morfologiaan. Mittajana 28.p
Suurennos on kaikissa kuvissa sama.

Taulukko 1. RA:n, kolesterolin ja lovastatiinin vaikutus U373@wsolujen tumien morfologiaan Hoechst-
varjayksen perusteella (n = 100 solua/kasittely).

Kasittely Fragmentoituneet Tiivistyneet tumat Muodoltaan poikkeavat
tumat (%) (%) tumat yhteensa (%)

Kontrolli 2,0 3,0 5,0

Kolesteroli 3,0 3,0 6,0

RA 5,0 3,0 8,0

RA + kolesteroli 14,0 2,0 16,0

Lovastatiini 2,0 7,0 9,0

Kolesteroli+ lovastatiini 2,0 9,0 11,0

RA+ lovastatiini 13,0 9,0 22,0

RA+ kolesteroli+ lovastatiini 8,0 13,0 21,0

4.3 Retinoidihapon ja lovastatiinin vaikutus U3735Mastrosytooma-solujen

valimuotoisiin filamentteihin

U373-MG -soluista varjattin epasuoralla immunoflegenssimenetelmalla GFAP-
proteiini, joka on astrosyyteille tyypillisten viéluotoisten filamenttien rakenneproteiini.
Varjayksella pyrittiin - selvittdmaan GFAP:n osuuttéovastatiinin - aiheuttamassa

morfologian muutoksessa.
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Vajaa viidesosa U373-MG -soluista ®@FAP-negatiivisia. Hoechst-varjattyjen
tumien perusteella hyvinvoivissa kontrollisoluis§sFAP erottui tyypillisesti ympari
solulimaa levittaytyvind saikeind (Kuva 8A). Pies&sosassa soluista GFAP oli
keraantynyt tuman laheisyyteen kirkkaasti fluoreaksi kasaumaksi. U373-MG -solut
jakautuivat tihed&n tahtiin, joten GFAP-filamenttiemuodon vaihtelu selittyy
luultavimmin kontrollisolujen sijoittumisella eriaheisiin solusyklia.

RA:lla kasitellyisséa soluissa GFAPimautui tyypillisesti tasaisempana ja
haaleampana kuin kontrolleissa tai kolesterolidedlyissa soluissa: GFAP:n saikeinen
rakenne oli vaikeammin erotettavissa, mik& kay &slvilmi vertailemalla kuvassa 8
kohdissa A, C, D ja H esiintyvien monitumaistentigatiujen soluliman filamentteja.
Osassa RA:lla kéasitellyista soluista filamentitvati hajonneet ja GFAP oli kertynyt
kirkkaammin fluoresoivaksi kohdaksi tuman ldhelkkuya 8: C ja D). Kuvassa 8D on
osoitettu nuolella RA:lla kasitellyissa viljelmisggtypillisesti esiintynyt apoptoottiselta
vaikuttava solu, jossa tuma ja GFAP-filamentit dvajpamassa.

Lovastatiinin vaikutuksesta tahtinekisi muuttuneiden solujen soomaosissa ja
ulokkeissa GFAP varjaytyi kirkkaana ja melko tasas (Kuva 8: E ja F). Kuten
suurimmassa osassa RA:lla kasitellyista soluistaménttien saikeinen rakenne néaytti
puuttuvan myo6s tahtimaisista soluista. Osassa sgttoma-solujen muodostamista
ulokkeista GFAP keraantyi kirkkaiksi kasoiksi. Tarwvastatiinin aiheuttama GFAP:n
fluoresenssin kasautuminen oli voimakkainta sohyigsita oli kasvatettu RA:n ja lisatyn

kolesterolin lasna ollessa (Kuva 8: G ja H).
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Kuva 8. Kolesterolin, RA:n ja lovastatiinin vaikutus U373@M-solujen solutukirankaan. Vihrea GFAP,
sininen tumavari Hoechst. Soluja kasvatettiin sei&n paivaa ja kasiteltin seuraavasti: A) konitrds)
kolesteroli, C) RA D) RA+kolesteroli, nuoli osoittamahdollisesti apoptoottista solua, E) lovastiti)
lovastatiini+kolesteroli, G) RA+lovastatiini ja HYA+kolesteroli+lovastatiini. Mittajana 25um. Suunes
on kaikissa kuvissa sama.
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4.4 Kolesterolin sijoittuminen

Kolesterolin  sijoittumista soluissa analysoitiin lésteroliin  sitoutuvan filipiinin
fluoresenssin perusteella. Kolesterolin sijainniiutoksia seurattiin  neuroblastooma-
soluilla erityisesti RA-vélitteisen erilaistumiseja astrosytooma-soluilla lovastatiinin

aiheuttaman morfologiamuutoksen jalkeen.

4.4.1 Kolesterolin sijoittuminen SH-SY5Y neurobtasina-soluissa

Erilaistamattomissa N-tyypin neuroblastooma-soluigdipiini varjasi melko tasaisesti
koko soluliman. Kirkkain fluoresenssi naytti kesydn erityisesti tumaan ja sen
laheisyyteen. Filipiinin tarkasteluun kaytetty U&skr saa soluissa helposti aikaan
autofluoresenssia, siksi tumien autofluoresenssimahdullisuus suljettin  pois
varjaamattomilla kontrollinaytteilla. Solukalvon lesteroli varjaytyi selvimmin N-tyypin
solujen neuriittien sooman l&heisissa alkuosisam kaas itse soomissa solukalvon
fluoresenssi oli vaikeammin erotettavissa. SuuBeyypin solujen solulimassa filipiinin
fluoresenssi oli yleisesti N-tyypin soluihin vettata haaleampaa. Myods S-tyypin soluissa
solukalvon fluoresenssi oli hyvin heikkoa, silla&p&a kolesterolista sijoittui tuman
ymparistdon erilaisiin rakenteisiin (Kuva 9).

Neuroblastooma-kasvaimissa ja niigtétetyissa solulinjoissa on mukana myos
valimuotoisia I-tyypin soluja, jotka luultavasti estavat kasvainten kasvua yllapitavaa
kantasolupopulaatiota. Tamén tyyppisissa soluisdigiirfin  fluoresenssi oli hyvin
voimakasta tuman ymparilla, mutta myds solukalvolueila, jotka muodostivat
lamellipodeja muistuttavia rakenteita. Lahella &aluon etenevéaa reunaa kolesteroli
keraytyi tyypillisesti tiiviiksi alueiksi. Kolestetin poisto solukalvolta MBCD:lla ei
estanyt kolesterolin keraantymista lamellipode{saava 10).

N-tyypin neuroblastooma-solut reagoi®fA:han muun muassa kasvattamalla
pitempia neuriitteja. RA:lla erilaistaminen ei larikaan muuttanut kolesterolin
sijoittumista soluissa tai vaikuttanut filipiinifubresenssiin neuriiteissa. Myoskéaan solujen
kasvatus ylimaaraisen kolesterolin lasna ollessasilenamaaraisen arvion perusteella
vaikuttanut filipiinin fluoresenssin voimakkuute&an sijoittumiseen missaan solutyypissa
(Kuvat 9 ja 10).
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4

RA + KOL

Kuva 9. Kolesterolin sijoittuminen seitseman paivaa viljedba, kasittelemattdmissd sekd RA:lla
erilaistetuissa ja kolesterolilla (KOL) kasitellgis N- ja S-tyypin neuroblastooma-soluissa. Filipiin
fluoresenssi on esitetty intensiteettivarjayksgodsa voimakkaimman fluoresenssin alueet ovat irapie.
Mittajanat 20 pum.

kontrolli RA+lova+MBCD

kontrolli

Kuva 10. Kolesterolin keraantyminen solukalvolle [-tyypin urteblastooma-soluissa, joita on viljelty
seitseman paivan ajan. Filipiinin fluoresenssi aitedty intensiteettivarjayksend, jossa voimakkaanm
fluoresenssin alueet ovat vaaleimpia. Nuolet ceedtt kolesterolikertymid lamellipodeissa. Mittajag@ pum.
Lova on lyhennys lovastatiinista.



46

4.4.2 Kolesterolin sijoittuminen U373-MG astrosytea-soluissa

My6s astrosytooma-soluissa filipiinin vahvin flusemssi keskittyi tumaan seka sen
ymparistossa erityisen kirkkaana erottuviin pisieigKuva 11). RA:la ka&sitellyissa
soluissa, jotka olivat usein muodoltaan kontrolligm py6reampia, filipiinin fluoresenssi
oli vahvaa tuman lahella, mutta erottui vain heik&kcsolukalvolla (Kuva 11C). Solujen
kasvatus ylimaaraisen kolesterolin lasnaollessa markittavasti lisannyt filipiinin
fluoresenssia tai muuttanut kolesterolin sijoittstaisoluissa.

Lovastatiini-kasittelyn seurauksendaipiinin  fluoresenssi voimistui solujen
pallomaisiksi muuttuneissa soomaosissa, minka sksema kolesterolin jakaantuminen
soluliman eri osiin ei enda erottunut selkeasti y&W1D). Kolesterolia oli néhtavissa
my0s tahtimaisten solujen ulokkeissa, joissa soomaheiset osat fluoresoivat
suhteellisesti voimakkaimmin. RA+lovastatiini ja RKolesteroli+lovastatiini -
yhdistelmékasittelyt aiheuttivat kolesterolin kassmista ndissé ulokkeissa (Kuva 11: E ja
F).

4.4.3 Lovastatiinin ja MBCD:n vaikutus kolesterolsijoittumiseen SH-SY5Y

neuroblastooma-solujen neuriiteissa

Lovastatiinilla tai solukalvolta kolesterolia pastlla MBCD:lla ei ollut suurta vaikutusta
fluoresenssin jakautumiseen neuroblastooma-solgeomaosissa. Sen sijaan RA:lla
erilaistettujen solujen kasvattamissa pitkissa irteigsa kolesteroli kasautui MBCD-
kasittelyn seurauksena. Myo6s lovastatiini lisaankja verran kolesterolin epatasaista
jakaantumista neuriiteissa, ja kolesterolin kasairten olikin selvasti voimakkainta
lovastatiini+MBCD -yhdistelmakasittelysséd. Solujekasvatus ylimaarin kolesterolia
siséltdvassa mediumissa ennen MBCD- tai lovast&iisittelyja ei estanyt tai lisannyt

filipiinin fluoresenssin kasautumista (Kuva 12).
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Kuva 11. Kolesterolin sijoittuminen U373-MG -soluissa. Filipn fluoresenssi on esitetty
intensiteettivarjayksend, jossa voimakkaimman #senssin alueet ovat vaaleimpia. Mittajanat 20 pm.
Soluja kasvatettiin seitseman paivan ajan ja Kéigiteseuraavasti: A) kontrolli, B) kolesteroli, G}A, D)
lovastatiini, E) RA+lovastatiini ja F) RA+kolestérdovastatiini. Kohdissa E ja F erottuu selvasti
kolesterolin kertyminen pistemaisiin alueisiin §eluulokkeissa.

.

Kuva 12. MBCD:n ja lovastatiinin aiheuttamkolesterolin kasautuminen seitseméan péaivaa vijettyRA:lla
erilaistettujen SH-SY5Y -solujen neuriiteissa. fitiin fluoresenssi on esitetty intensiteettivakggna, jossa
voimakkaimman fluoresenssin alueet ovat vaaleimyditajanat 20 pm.
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4.5 Kolesterolin maara

RA:lla sekd solujen kolesterolitasapainoa koetiev yhdisteillda ké&siteltyjen
neuroblastooma- ja astrosytooma-solujen siséltimérlesterolin  kokonaismaara

selvitettiin spektrofotometrisesti.

4.5.1 SH-SY5Y neuroblastooma-solut

Kasitteleméattomissa neuroblastooma-soluissa kotdigeoli maarityksen perusteella noin
11 pg/solu. Kolesterolin maara oli keskimaarin 3 @gurempi RA:lla erilaistetuissa
soluissa, mutta hajonta tuloksissa oli suurta, @inékia erot eivat ole tilastollisesti
merkitsevia. Kolesterolin lisays mediumiin kasvaek ajaksi ei merkittdvasti nostanut
solujen sisaltaman kolesterolin maaraa. Lovastdtisittely naytti lisdavan kolesterolin
maaraa erilaistamattomissa soluissa (keskimaasirpg:lla/solu), ja laskevan sita RA:lla
erilaistetuissa soluissa (keskimaéarin 2 pg:lla/sdhwolen tunnin kéasittely MBCD:Il& poisti

kolesterolia soluista, mutta myds naiden tulost@oriita oli suurta (Kuva 13).

20 Kolesterolin poisto

[l kontrolli
[ lovastatiini
154 {‘
10— {»

] MBCD
O lovastatiini+
MBCD

—_—

Kolesteroli (pg/solu)

Kontrolli KOL RA RA+KOL
Erilaistamiskasittely

Kuva 13. Kolesterolin maaréd SH-SY5Y-soluissa kolesterolirojto-ftaaliadehydin kolorimetrisen reaktion

Kolesterolin poistoon kaytettiin lovastatiinia @/tMBCD:té. Palkit edustavat keskiarvoa véhintadahden
spektrofotometrisen maarityksen tuloksista. Hagént keskihajonta on ilmoitettu virhepylvailla.
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4.5.2 U373-MG astrosytooma-solut

Maaritysten perusteella astrosytooma-solut sisdtisweuroblastooma-soluja enemmaén
kolesterolia, keskimaarin noin 16 pg/solu. Pelkisitty kolesteroli tai RA-kasittely ei

nostanut kolesterolin maaraa soluissa (Kuva l4yaktatiini-kasittely sen sijaan naytti
lisddvan kolesterolin maarda, varsinkin jos sokgavatettiin ylimaarassa kolesterolia.
Selkein ero kontrolliin syntyi RA+kolesteroli+lovasiini -yhdistelmakasittelyssa (eron
tilastollinen merkitsevyys? = 0,046, n = 3 ja 2, merkitty tahdella kuvassa 14)

30_ H e e
% | M eilovastatiinia

[llovastatiini

20

Kolesteroli (pg/solu)

Kontrolli KOL RA RA+KOL

Kuva 14. Kolesterolin maéra astrosytooma-soluissa, joitavétestiin seitsemén paivan ajan RA:n tai
kolesterolin (KOL) lasna ollessa (tumman harmadkipaja joiden kolesterolisynteesi estettiin I®tatiinilla
(vaalean harmaat palkit). Palkit edustavat keskiarvahintddn kahden spektrofotometrisen méaéarityksen
tuloksista. Tahdet osoittavat kasittelyt, joidetilleisyntyi tilastollisesti merkitseva erd®(= 0,046, n = 3 ja

2). Havaintojen keskihajonta on ilmoitettu virheyailla.

4.6 Kolesterolin sijoittuminen endosomaalisen ngiidtepisteeseen

Kolesterolin sijoittumista myoOhaisten endosomaaligekenteiden yhteyteen tutkittiin
varjgamalla neuroblastooma- ja astrosytooma-saluistyohdisten endosomien ja
lysosomien kalvolla sijaitseva Lamp2-proteiini. La2mn ja filipiinin fluoresenssien

sijoittumista tarkkailtiin konfokaalimikroskoopilla

4.6.1 Myobhaisten endosomien ja lysosomien sijainti

Lamp2-positiivisten rakenteiden m&ara ja sijoittmem vaihtelivat solutyypista riippuen.
N-tyypin neuroblastooma-soluissa lysosomit keraaétyusein yhdelle alueelle tuman

laheisyyteen, kun S-tyypin neuroblastooma- sekéosgboma-soluissa nama rakenteet
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olivat tyypillisesti enemman hajallaan (Kuvat 15B j16A). Lamp2 -positiivisten
rakenteiden taipumus kertya yhteen osaan solua mdytittuvan neuroblastooma-soluissa
kasittelyjen myota. RA-kasittely (tilastollinen etmntrollin: P = 0,02, n = 5) seka
erilaistamattomien solujen lovastatiini-kasitte® € 0,01, n = 5) lisasivat vesikkeleiden
kasautumista soluissa (Kuva 15).

Astrosytooma-soluissa RA- tai lovastakasittelyilla ei ollut selvda vaikutusta
Lamp2:ta kalvollaan kantavien vesikkelien sijamtiNéiden solujen Lamp2-positiiviset
rakenteet olivat myds kooltaan ja esiintymiseltjfiasesti vaihtelevampia (Kuva 16A alin

rivi).
A B
Kasittely kontrolli
[l kontrolli
flf [ kolesteroli
60— [ lovastatiini
% | Uwmecp

RAHovastatiin

L ysosomit kasautunee% soluiste

0_
Erilaistamaton RA-erilaistettu

Kuva 15. Lamp2-positiivisten vesikkelien kasautuminen éleistooma-soluissa. A) Kuvassa on vertailtu
kasautuneet Lamp2-rakenteet sisaltavien solujenukssa erilaistamattomissa ja RA-erilaistetuissa
viljelmissa, joita on kasitelty kolesterolilla, lastatiinilla tai MBCD:lla. Palkit edustavat keskiaja ja
virheené on ilmoitettu keskihajonta 5-7 kuvastalyswitujen solujen (n = 100-150) valilla. Tahdebitgvat
kasittelyt, jotka tuottivat tilastollisesti merkitgan eron erilaistamattomiin kontrollisoluihin n&nd B)
Lamp2-positiivisten vesikkeleiden (punainen) stiaminen N- ja S-tyypin neuroblastooma-soluissa, ja
vesikkeleiden kasautuminen RA:n ja lovastatiinitkmtuksesta S-tyypin solussa. Soluja viljeltintseman
paivan ajan. Mittajanat 20 um.
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4.6.2 Kolesterolin sijoittuminen mydhaisiin endossin ja lysosomeihin

Konfokaalimikroskooppikuvissa filipiinin fluoresesis oli sek& neuroblastooma- etta
astrosytooma soluissa voimakkaan pistemaista Eygililla oli runsaasti myds Lamp2-
positiivisia vesikkeleita. Varsinkin solujen reunden fluoresoivat alueet pysyivat
kuitenkin erillisind (Kuva 16A), eli ndma Lamp2-piigiset rakenteet olivat suhteellisen
kolesterolikbyhia. Yleisesti fluoresenssien padibakyys vaihteli solukohtaisesti, eikd se
nayttanyt lisdantyvan tai vahentyvan erilaistamjis@esterolin lisdyksen tai lovastatiinilla

ja MBCD:lla suoritetun kolesterolin poiston seuraeka (Kuva 16A).

4.6.3 U18666A:n vaikutus SH-SY5Y neuroblastoomasygol lysosomeihin

U18666A on hydrofobinen amiini, jota kaytetddn sda Niemann-Pick -fenotyypin
jaljittelyyn. 18 tunnin kasittely U18666A:lla ei leuttanut havaittavaa muutosta
kolesterolin sijoittumisessa neuroblastooma-sofuigkuva 16C). Kasittely kuitenkin
kaksinkertaisti Lamp2-positiivisten rakenteiden Kiggiaraisen pinta-alan (Kuva 16B).
Tilastollisesti kontrolleja suuremmat rakenteetaliU18666A:lla kasittelyissa (kaikillg

< 0,001, n = 20 — 21, Kuva 16B) seka RA!lla eriletigsissa, lovastatiinilla kasitellyissé
neuroblastooma-soluiss® & 0,015, n = 24, Kuva 16B). Solujen kasvatus yldnd&sa
kolesterolia tai kolesterolin poisto solukalvoltaBRD:Il& U18666A-kasittelyn péatteeksi
ei muuttanut U18666A:n vaikutusta lysosomien kok@oava 16B).

Myds  astrosytooma-soluissa  U18666A svk#i Lamp2-positiivisten
endosyyttisten vesikkelien keskimaaraista kokoa,skijp selvasti vahemman:
neuroblastooma-soluissa vesikkelirykelmien keskn@ia&n pinta-alan lisays oli noin 1
unt (Kuva 16B), mutta astrosytooma-soluissa vain rigthpnf (n = 15, tuloksia ei ole

esitetty tassa).
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Kuva 16. RA:n, kolesterolin, lovastatiinin, MBCD:n jBJ18666A:n vaikutus seitseman péaivaa viljeltyjen
SH-SY5Y- ja U373-MG-solujen lysosomeihin (Lamp2:npinen) ja kolesteroliin (filipiini: sininen). A)
Kolesterolin ja Lamp2-positiivisten rakenteidenog&tuminen SH-SY5Y- ja U373-MG-soluissa. Nuolet
osoittavat alueita, joilla Lamp2:n ja filipiinindbresenssi on selvésti kolokalisoitunut. Yhdessédska on
rajattuna viisinkertaiseksi suurennettu alue SH-%¥blun neuriitista, jossa Lamp2:n ja filipiinin
fluoresenssit ovat vierekkdin. B) Lamp2-positiieist rakenteiden keskimaarainen pinta-ala kolestieoli
RA:lla, lovastatiinilla tai MBCD:lla (vaalean harm@apalkit) seka U18666A:lla (tumman harmaat palkit)
kasitellyissa SH-SY5Y-soluissa: 1. kontrolli, 2. lésteroli, 3. MBCD, 4. lovastatiini, 5. RA, 6.
RA+lovastatiini, 7. U18666A, 8. U18666A+kolesterdi 9. U18666A+MBCD. Virheena keskihajonta 20 -
32 analysoidusta solusta/kasittely. Kasittelyt 68 Ja 9 (merkitty tahdilld) tuottivat tilastollisgé merkitsevat
erot kontrolliin (1) ndhden. C) Lamp2-positiivistersikkelien koon kasvu U18666A:lla kasitellyissél-S
SY5Y-soluissa. Mittajanat kaikissa kuvissa 20pum.
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4.7 Kolesteroliesterit SH-SY5Y-soluissa

Kolesteroliestereiden kuljetus on erityisen villkassteroidigeenisissad soluissa, joihin
kuuluvat myds neurosteroideja tuottavat SH-SY5Y rablastooma-solut. BODIPY-
kolesteroliesterin avulla voidaan seurata valikoiveeitin kautta soluun kulkevaa
kolesterolia, silla hapan lipaasi hajottaa endosbimgaatyneet BODIPY-molekyylit.
BODIPY-kolesteroliesteri kertyi solinh nopeasti ja 15 minuutin kasittelyn
jalkeen kolesteroliesterid oli nahtavissa solulisaaseka heikosti solukalvon laheisyydessa
(Kuva 17 A). Eniten fluoresenssia oli havaittavisseman ymparistossa seka hyvin
kirkkaissa pisteissa, jotka ovat luultavasti lipidaroiksi solulimaan varastoitunutta
kolesteroliesteria. Fluoresenssikuvien perustegia 50 % N- ja I-tyypin soluista (n = 47)
ja noin 15 % S-tyypin soluista (n = 14) sisalsi BIBM-kolesteroliesterin muodostamia

lipidipisaroita. Kuvassa 17 B on esitetty vertagukapaan kolesterolin sijoittuminen SH-
SY5Y soluissa.

B

Kuva 17. A) BODIPY-kolesteroliesterit ja B) kolesteroli (filii-varjays) seitseman paivaa viljellyissa SH-
SY5Y-soluissa. Mittajanat 25 pum.

4.8 ADAM 23:n ilmentyminen SH-SY5Y-soluissa

ADAM 23 on aivoissa esiintyva disintegriini ja mib@roteinaasi, jonka on raportoitu
osallistuvan neuronaalisten solujen adheesiooré péiteiinia koodittavan lahetti-RNA:n
maaraa neuroblastooma-soluissa tutkittin RT-PC&ulla. Kaanteiskopioidun cDNA:n
laatu ja PCR-reaktion toiminta varmistettiin komiireaktioilla, joissa alukkeet sitoutuivat

soluissa jatkuvasti ilmentyvdaan TBP:n lahetti-RN&nh Kontrollireaktiot tuottivat
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odotetun, noin 236 emasparin kokoisen DNA:n jokaisenaytteesta (Kuva 18, alaosa).
Soluissa ilmentyneen ADAM 23 lahetti-RNA:n koko ssimman vaihteli eri kasittelyjen
vaikutuksesta. Solut, joita oli kasitelty lovasiatia tai kolesterolilla tuottivat hieman
suuremman DNA:n (noin 230 emasparia) kuin muullavoita kasitellyt tai
kasittelemattomat solut (noin 220 emasparia). L@atasi el kuitenkaan vaikuttanut RA:lla
erilaistettujen solujen tuottaman ADAM 23:n |ahd&NA:n kokoon (Kuva 18, ylaosa).

ADAM23 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

230 bp
220 bp —

TBP

236 bp

Kuva 18. ADAM 23:n (yldosa) ja positiivisena kontrollina Kaéyyn TATA-elementtiin sitoutuvan proteiinin
(TBP) lahetti-RNA:n (alaosa) ilmentyminen SH-SY5¥hdissa. Kasittelyt: 1. kontrolli, 2. lovastatiing.
MBCD, 4. lovastatiini, 5. kolesteroli, 6. kolestére lovastatiini, 7. RA, 8. RA + lovastatiini, RA +
MBCD, 10. RA+lovastatiini ja 11. RA + kolesteroBp = emaspari.
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5. Tulosten tarkastelu

5.1 Retinoidihappo ja lovastatini SH-SY5Y- ja U3NB5 -solujen
erilaistajina
RA on morfogeeni, joka osallistuu keskushermostehitgksen saatelyyn esimerkiksi
ohjaamalla erilaistumattomien solujen kehittymist@uroneiksi ja hermotukisoluiksi
aivojen eri alueilla (Werner ja Deluca, 2002; Faigim., 2008). A-vitamiinin johdokset
ovat myds potentiaalisia syopalaakkeita, silldn@tit kykenevat pysayttamaan solusyklin
ja aiheuttamaan apoptoosia kasvainsoluissa (Ksskg@tsaus Miller, 1998; Encinas ym.,
2000). RA:n vaikutukset soluihin valittyvat tumassigaitsevien alfa-, beta- ja gamma-
retinoidihapporeseptorien seka retinoidi-X-reseptokautta (Cheung ym., 1996).
Lovastatiini puolestaan toimii kolestiespnteesin nopeuden maaraavan entsyymin,
HMG-KoA-reduktaasin, kilpailevana estajana. Taggiésa soluja kasvatettiin mediumissa,
jossa oli 10 % seerumia. Taten soluilla oli ainasfitelyista riippumatta) kaytettavissaan

seerumin siséltamaa vapaata ja lipoproteiineiltoutiinutta kolesterolia.

5.1.1 Retinoidihapon vaikutus morfologiaan ja estiamiseen

RA:n on osoitettu erilaistavan SH-SY5Y-soluja kohdiuronaalista solutyyppia (Pahlman
ym., 1984; Sarkanen ym., 2007; Roiha, 2008). Tass@muksessa SH-SY5Y-solulinjan

N-tyypin solut reagoivat seitsemdn vuorokauden RW&ikelyyn hidastamalla

jakautumistaan ja kasvattamalla pitkia neuriittejaté pidetdan merkkind hermosolujen
erilaistumisesta.

Myds SH-SY5Y-solulinjaan kuuluvat Apin solut reagoivat RA:han.
Morfogeenilla kasitellyissa viljelmissa suurten y§gin solujen osuus kasvoi selvasti
viljelyjakson loppupuolella. Sama havainto on yelmyds aiemmin, mutta S-tyypin
solujen osuus on lisdantynyt vasta viikon pituisef-kasittelyn jalkeen (Encinas ym.,
2000; Sarkanen ym., 2007). S-tyypin jattisoluja ep@din kaikkein erilaistuneimpana
solutyyppina SH-SY5Y-solulinjassa (Marzi ym., 200Pjtka RA-kasittely saattoi lisata
sekd S-tyypin solujen erilaistumista etta N-tyypomlujen muuttumista S-tyypin soluiksi,
tosin kaikki havainnot eivat tue tata teoriaa (2agn ym., 2007). Neuroblastooma-solujen

eri solutyyppien osuuksien
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muutoksilla on merkitysta syopahoitojen kannaliid dN-tyypin solut ovat luonteeltaan
selvasti tuumorigeenisempia kuin S-tyypin solue{®ym., 1988).

RA:lla ei ollut laheskaan yhtd selvadikutusta U373-MG astrosytooma-solujen
jakautumisnopeuteen tai morfologiaan. Aikaisempietutkimusten perusteella
hermotukisolujen herkkyys RA:lle vaihtelee: Ihmiseriljeltyjen astrosyyttien seka
muutaman transformoidun solulinjan on raportoitag@van retinoideihin. Esimerkiksi
U343-MG, U87-MG ja T98G astrosytooma-solujen on itestn erilaistuvan
retinoidikasittelyn vaikutuksesta. RA:n vaikutus réiissa soluissa ilmeisesti kuitenkaan
valittynyt tuman retinoidireseptorien kautta, sitdseptorien ilmentyminen ei muuttunut
kasitellyissa soluissa (Bouterfa ym., 2000; Haquen.,y 2007). Esimerkiksi
neuroblastooma-soluilla retinoidireseptorien ilnyamisen on osoitettu lisdantyvan aina
RA-kasittelyn seurauksena (Joshi ym., 2006).

RA:n apoptoottinen vaikutus syopadaluivaihtelee erityyppisissé soluissa. Tassa
tutkimuksessa RA ei juuri heikentanyt SH-SY5Y- t8873-MG -solujen elinkykyisyytta.
Hoechst-tumavarjays osoitti vain lievaa apoptooks@antymista U373-MG -soluilla

pelkan RA kasittelyn seurauksena (Taulukko 1).

5.1.2 Lovastatiinin vaikutus morfologiaan ja elikliisyyteen

Astrosyytit kasvattavat ulokkeita erilaistuessamarma aivojen normaalia kehitystd seka
aktivoituessaan reaktiiviseksi astroglioosiksi kiissa prosessissa. Reaktiiviselle
astroglioosille on tyypillistd valimuotoisten séiten rakenneproteiinin, GFAP:n,
lisddntyminen soluissa. Aktivoituneita astrosyyitepn |Oydetty aivoista neurologissa
sairauksissa, kuten Alzheimerin taudissa, sekaaistéin vaurioiden yhteydestd ja
kasvaimien ympariltd. Kuitenkin hermotukisolujentia&ation fysiologinen merkitys on
vielA huonosti tunnettu, ja reaktiivinen astrogibovoi olla sekd hyodyllinen etta
haitallinen reaktio (Ks. yleiskatsaus Pekny ja $bis, 2005). Viljeltyjen astrosyyttien on
havaittu muuttuvan reaktiivisiksi muun muassa manga  syklisen
adenosiinimonofosfaatin ja amyloidi-beta-proteiinmaikutuksesta (Jalonen ym., 1997;
Liao ja Chen, 2001; Marz ym., 2007). Myods kolesieropuutteen aiheuttama
aktiinifilamenttien hajoaminen muuttaa astrosyyttimorfologiaa (Tsai ym., 2006). Tassa
tutkimuksessa lovastatiini-kasittely sai aikaan BBIG astrosytooma-solujen

morfologian muuttumisen. Soluille lisatty kolestierei estanyt lovastatiinin vaikutusta,
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vaan naytti jopa vahvistavan sitd. Taman perustéellesterolin vahentyminen soluissa ei
luultavasti ollut padasiallinen syy morfologian nakseen.

Lovastatiinin vaikutukset solujen nuddgiaan johtuvat todennékdisimmin
kolesterolisynteesireitin  vélituotteiden, gerangghanyylipyrofosfaatin (GGPP) ja
farnesyylipyrofosfaatin (FPP) vahentymisesta ssli@&ubins ym., 1998; Jiang ym., 2004;
Marz ym., 2007). Nama lipidit osallistuvat pient&iproteiinien, esimerkiksi RhoA:n
isoprenylointiin. Ras-sukuisen Rho-proteiiniperhge2il jasenet RhoA, Rac ja Cdc42
saatelevat solujen aktiinitukirankaa ja ohjaavaumwmuassa lamellipodien, filopodien ja
neuriittien muodostumista. Mikroglia-soluja tutkit@a on osoitettu, ettd isoprenyyli-
lipidiankkurin puuttuessa Rac ei paase sitoutunreggatiiviseen saatelijddnsd, Rho-GDP-
irtoamisen estgjaan (Rho GDI). Talldin Rac jaa leolaan GTP:ta sitovaksi muodoksi,
mika aiheuttaa muutoksia mikroglia-solujen aktikitankaan (Cordle ym., 2005).
Lovastatiinin ~ vaikutus  astrosytooma-solussa  johtusiis  todenn&kdisimmin
kolesterolisynteesireitin toiminnan hidastumiseheattamasta isoprenoidien puutteesta.
Tama teoria selittdd myods, miksi lisatty kolesterghhvisti lovastatiini-kasittelyn
vaikutuksia: ylimaarainen kolesteroli voi toimia HBKoA-reduktaasin negatiivisena
saatelijand SREBP:n kautta (Nohturfft ym., 1999) nain ollen hidastaa edelleen
kolesterolisynteesia ja isoprenoidien tuottoa.

Lovastatiinin aiheuttama RhoA:n inak&tia stimuloi neuriittien kasvua
esimerkiksi neuronaalisiksi erilaistetuissa PC-@Rissa (Fernandez-Hernando ym., 2005),
kun taas Rac:n ja Cdc42:n aktivaation on todettsdadvan neuriittien kasvua
neuroblastooma-soluissa (Kozma ym., 1997; Joshi, y007). Tassa tutkimuksessa
lovastatiini-kasittely ei selvasti lisannyt neuren maaraa erilaistamattomissa SH-SY5Y-
soluissa. Tyodssa kaytetty matala lovastatiinipitoss saattaa osaltaan selittdd heikon
vaikutuksen SH-SY5Y neuroblastooma-soluissa. R@rastatiinipitoisuus riitti kuitenkin
aktivoimaan astrosytooma-solut, minka perusteelbd tehdad paatelmia isoprenoideja
tuottavan reaktioketjun aktiivisuudesta erityypgssi soluissa: Jos nakyvaan morfologian
muutokseen johtavan isoprenoidivajeen oletetaavaolesamaa luokkaa molemmissa
solulinjoissa, tuloksesta voi paatella, ettd agtamsma-soluissa lovastatiini-molekyylit
estivdt suuremman osan kaikista solun HMG-KoA-reédagi-molekyyleista.
Astrosytooma-soluissa saattaa siis olla erilaistomain neuroblastooma-soluihin

verrattuna vdhemman HMG-KoA-reduktaasia ja tateeng@inpi kapasiteetti valmistaa



58

kolesterolia. Ainakin rotan GA-1 astrosytooma-ssedai kolesterolisynteesin on todettu
olevan normaaleja astrosyytteja hitaampaa (Zhang, y@001). Toisaalta on myds
mahdollista, ettd U373-MG -soluissa kolesterolisgsireitti on SH-SY5Y-soluihin
verrattuna tiukemmin saadelty. Talloin U373-MG tgeh HMG-KoA-reduktaasin méaara
on voinut vahentya seerumin kolesterolin aiheuttataliaisinkytkevan saatelyn takia.
Lovastatiinin on raportoitu aiheuttavapoptoosia, mutta toisaalta toimivan myos
hermosoluja suojaavana tekijana (Kumano ym., 2d@@co ym., 2003; Famer ja Crisby
2004; Jiang ym., 2004). Tassa tutkimuksessa kdytsbjulinjat karsivat selvasti
voimakkaasta statiini-kasittelysta. Koska tutkimertkpaaasiallinen tarkoitus ei ollut tutkia
lovastatiinin aiheuttamaa apoptoosia, kokeissadtliyt matalaa statiinikonsentraatiota,
mika ei trypaanisini-varjayksen perusteella megkiisti heikentanyt neuroblastooma- ja
astrosytooma-solujen elinkykyisyyttéa. Hoechst-tuar@yksen perusteella lovastatiini
aiheutti kuitenkin pienendkin pitoisuutena tumiaivistymistd astrosytooma-soluissa.
Vastaavaa vaikutusta ei ollut havaittavissa neasibbma-soluissa. Lovastatiinin on
aiemmin raportoitu aiheuttavan apoptoosiin liitfiveuman ja kromatiinin tiivistymista
ainakin  pahanlaatuisessa mesoteliooma-solulinjassekd neuroektodermaalisissa

kasvainsoluissa (Rubins ym., 1998; Kim ym., 2000).

5.1.3 Retinoidihapon ja lovastatiinin yhteisvaikaitu

Mielenkiintoista oli, ettd RA:n erilaistamat SH-SY%Solut reagoivat morfologiallaan
lovastatiiniin selkedmmin kuin kasittelemattomatusoRA:n tiedetaan vahentavan HMG-
KoA-reduktaasin ilmentymista SK-N-SH-soluissa eliamé retinoidi vaikuttaa
neuroblastooma-soluihin statiinien tavoin (Dimiti@kos ja Yeger, 1996). Edelleen
lovastatiinin vaikutusta mukaillen RA:n on osoitetfisaavadn Racl:n ja Cdc42:n
aktiivisuutta SH-SY5Y-soluissa (Joshi ym., 2007)anMa havainnot saattavat selittaa,
miksi lovastatiini naytti lisddvan neuriittien pitita ja aiheuttavan morfologiamuutoksia
erityisesti RA:lla erilaistetuissa SH-SY5Y-soluissa

MyOs astrosytooma-soluilla lovastati@sittelya seurannut aktivaatio naytti
voimakkaammalta RA:lla kasitellyissa viljelmissdisdksi Hoechst-tumavarjays paljasti,
ettA RA ja lovastatiini aiheuttivat yhteiskasitiedly astrosytooma-solujen tumien
pilkkoutumista, mitd pidetaan yleisesti apoptoosmerkkind. Apoptoosin vaikutus ei

kuitenkaan nakynyt trypaanisinisella tehdyissa kglyisyysmittauksissa, silla solut,
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joiden tumat olivat Hoechst-varjayksen perustealkaneet hajota, olivat luultavasti vasta
apoptoosin alkuvaiheessa, jolloin solukalvo on &iegbkenteeltaan ja toiminnaltaan
suhteellisen normaali.

Statiinien syOpéavastaisten vaikutustamvellaan johtuvan kasvutekijoiden
aktivoimiin signalointireitteihin osallistuvien mekyylien isoprenylaation estymisesta
(Rubins ym., 1998; Agarwal ym., 1999). Statiinejankin tutkittu mahdollisina
syopalaakkeind yksin ja yhdistelmand muiden kerapiahoitojen kanssa. Lovastatiinin
on huomattu tehostavan yleisten solunsalpaajierfludseurasiilin ja sisplatiinin,
apoptoottista vaikutusta paksusuolensyopasolujassimvastatiinin on osoitettu tukevan
N,N’-bis(2-kloroetyyli)-N-nitrosurean (BCNU) syOpastaista vaikutusta rotan glioomiin
(Soma ym., 1995; Agarwal ym., 1999). Edelleen ltaisini ja PPAR-gamman (engl.
peroxisome proliferator-activated receptor gamma) estdja troglitazoni muokkaavat
yhdessa (mutta eivat yksindan) solusyklia séataldgneiston toimintaa muun muassa
ihmisen keuhkosyopé- ja glioblastooma-soluissa (Ymo, 2006). Myds lovastatiinista ja
RA:sta koostuva yhdistelmahoito saattaisi olla iwanlaédke esimerkiksi hermoston
syopiin, silla molemmat laékeaineet ovat kohtuirls annoksina turvallisia ja hyvin
siedettyjd. Naiden suhteellisen yleisten, eri tadksiin suunniteltujen laakeaineiden
yhteisvaikutusta aivoissa on syytd tutkia tarkemnsilla sek& RA etta lovastatiini
kykenevét siirtym&an verenkierrosta aivoihin vevieasteen lapi (Saheki ym., 1994;
Werner ja Deluca, 2002), mikd saattaisi helpottasimerkiksi syopalaakityksen

kohdistamista.

5.2 Kolesterolin sijoittuminen ja méaara SH-SY5Y{&873-MG -soluissa

Kolesterolin sijoittuminen neuroblastooma- ja asytooma-soluissa oli filipiinin
fluoresenssin perusteella yllattdvan samankaltaik@hesterolia 16ytyi runsaasti solujen
keskiosista ja varsinkin tuman ymparistosta, mubdujen reunamilla ja solukalvolla

fluoresenssi oli heikompaa.

5.2.1 Kolesteroli sijoittuu solun keskiosiin sek@aan ja lamellipodeihin

Filipiinin  kirkkain fluoresenssi sijoittui molemnsa solulinjoissa tumaan ja sen
ymparistéon. Tuman rakenteissa, kuten tumajyvasessaajal-rakenteissa, ei ole rajaavaa
kalvoa, vaan tuman sisdista rakennetta yllapitéd@atu matriisi. Tuman tiedetddn liséksi

siséltdvan fosfolipideja ja kolesterolia, jotka af#igevat paitsi tumakalvolla, myo6s
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kromatiiniin sitoutuneena sek& tuman matriisissaaiK ja Folch-Pi, 1967; Micheli ym.,
1998; Albi ja Magni, 2002; Albi ym., 2003). Kromitiin sitoutuneet lipidi-proteiini-
kompleksit saattavat osallistua nukleiinihappojeiminnan saatelyyn: esimerkiksi tuman
sfingomyeliinin on ehdotettu ohjaavan entsymaaitigpilkkoutumista vastustavan
kaksijuosteisen RNA:n syntyd maksasoluissa (Mickeli, 1998; Albi ja Magni, 2002).
Maksasolujen tuman matriisissa on todettu olevapa j@nemman kolesterolia kuin
kromatiinissa. Kolesterolin uskotaan jaykistavantrisan rakennetta, milla voi olla
vaikutusta pakkaantuneen DNA:n avaamiseen replitaaikana (Albi ym., 2003). Myos
tassd ty0ssd solujen tumissa havaituilla, noin jywéAgen kokoisilla tiiviilla
kolesterolikasaumilla saattaa olla jokin merkityaman siséiselle rakenteelle tai
toiminnalle.

Filipiinin fluoresenssi oli tyypillesti voimakasta ja pistemaista tuman
ymparistosséa. Filipiinin ja Lamp2:n fluoresenssitsyivat useimmiten erillisind, mika
saattaa tarkoittaa, ettd padosa kolesterolistatgijonyohaisid endosomeja ja lysosomeja
aikaisempiin rakenteisiin. Filipiinin ei pitdisi ragkaan sitoutua lipidipisaroihin, silla
naiden sisaltama kolesteroli on yleensa esterdelysee muodossa. Koska myds ER:n
kolesterolipitoisuus on yleensd matala, tuman ymsfiir vahva fluoresenssi on
todennékdisesti peraisin  Golgin laitteen, varhaistendosomien sek& erilaisten
endosyyttisten lajitteluvesikkelien ja monivesikketn rakenteiden sisaltdmaan runsaaseen
kolesteroliin sitoutuneesta filipiinista (Hao yraQ02; Mébius ym., 2003).

Myds solujen lamellipodeissa kaodestia 10ytyi erityisind kasaumina.
Kirjallisuuden mukaan solukalvon kolesterolipitaisu ohjaa solujen adheesiota:
Kolesterolin on osoitettu rikastuvan endoteelisatujamellipodeissa, joissa lipidi sdatelee
muun muassa aktiinin polymerisaatiota (Vasanji y2904). Samoin kolesterolin maaran
lisdys rotan fibroblastien solukalvolla vahvistadugen kiinnittymista kasvualustaan alfa-
1-beta-5-integriinin valityksellad, ja kasvattaa &akadheesiokohtien kokoa (Gopalakrishna
ym., 2000). Tassa tyossa havaitut kolesterolikestysolujen lamellipodeissa saattoivat
hyvinkin olla kohtia, joissa solun eteneva reurni&kihnittynyt maljaan. Adheesiokohdissa
solukalvolta vaaditaan erityistd jaykkyyttd, jokaoidaan saavuttaa muokkaamalla
solukalvon lipidikoostumusta (Ramprasad ym., 200@)staavasti kolesterolin poiston on
raportoitu heikentavan hiiren sarkooma-solujenrktiymistéa alustaansa (Ramprasad ym.,

2007). Sama ilmié nakyi myos tassa tutkimuksessarafastooma-soluilla: MBCD-
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kasittely irrotti runsaasti soluja maljalta mahdsabkti juuri solukalvon kolesterolin
vahenemisen takia.

Vaikka solun kolesterolista jopa @0 % on arvioitu sijaitsevan solukalvolla
(Warnock ym., 1993), solukalvot fluoresoivat filipirk&sittelyn jalkeen vain heikosti. Eras
ongelma filipiinin kaytdossa kolesterolin sijoittusein tutkimisessa onkin sen vaikutus
solun kalvorakenteisiin: Molekyyli sitoo kolestemol ja rikkoo samalla solukalvon
jarjestysta aiheuttaen sen heikkenemisen. Filipipds tuhoaa mahdollisten lipidilauttojen
rakenteen (Ks. yleiskatsaus Gimpl ja Gehrig-Bur@®07). Vaikka tassa tutkimuksessa
filipiini-varjays suoritettiin  kiinnitetyille soldie, pitkan vaikutusajan ja suurehkon
pitoisuuden takia filipiini saattoi muuttaa solwkah rakennetta ja heikentad siten
leimaantumista. Varjaysten tulkinnassa on mydstatat huomioon, etta filipiini on
verrattain heikko fluorofori ja sen fluoresenssvilid nopeasti UV-laserin vaikutuksesta.
Tama oli havaittavissa kirkkaasti fluoresoivien ealen nopeana himmenemisena

naytteiden ensimmaisen tarkastelun aikana.

5.2.2 Lovastatiinin ja retinoidihapon vaikutus ksikrolin maaraan

Kasitteleméattomissa neuroblastooma-soluissa filigeimasi kirkkaimmin N-tyypin seka

valimuotoisten I-tyypin solujen soluliman, mika vaielittyd ainakin osaksi solujen
jakautumisnopeudella: Kantasoluiksi luonnehditiyylpin solut ja hyvin tuumorigeeniset
N-tyypin solu jakautuvat paljon S-tyypin neurobtasha-soluja nopeammin (Ciccarone
ym., 1989; Walton ym., 2004), ja saattavat kasitgkkuvan lipidikalvojen valmistuksen

takia erityisen runsaasti kolesterolia.

Kolesterolisynteesin esto lovastatimiki vahentanyt kolesterolin maaraa, vaan
naytti jopa nostavan sita astrosytooma- ja erdamstttomissa neuroblastooma-soluissa.
My6s muut ovat todenneet, ettd statiini-k&sittelyarvioin  laskee solujen
kokonaiskolesterolipitoisuutta (Kirsch ym., 2003jg8 ym., 2006). llmi6 selittyy solujen
kyvylla vastustaa statiinin vaikutusta lisdamallBLL:-reseptorin maaraa ja kolesterolin
sisdanottoa solukalvolla (Marz ym., 2007). L&akkeekaytetyilla statiineilla on
samanlainen vaikutus maksasolujen kolesterolin &astioon, minkd ansiosta veren
kolesterolipitoisuus laskee.

Astrosytooma-solut nayttivat koloritmeen maarityksen perusteella sisaltdvan

hieman enemmé&n kolesterolia kuin neuroblastoomat-s@ro voi johtua pelkastaan
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astrosytooma-solujen suuremmasta koosta, tosin nfjipgnin fluoresenssi vaikutti
silmamaaraisesti arvioituna voimakkaammalta astomsya-soluissa. Astrosyyteilla
oletetaan olevan hyvin keskeinen rooli hermosolujéarvitseman kolesterolin
tuottamisessa (Mauch ym., 2001; Goritz, 2005), notevainto astrosytooma-solujen
suuremmasta kolesterolipitoisuudesta on uskottava.

Lovastatiinin aktivoimissa astrosytoosmtissa oli filipiinin fluoresenssin ja
kolorimetrisen  maarityksen  perusteella kontroligal enemman kolesterolia.
Morfologiavaikutuksen perusteella lovastatiini tstda tehokkaasti naiden solujen
kolesterolisynteesia, joten ylimaaraisen kolesteradn oltava perdisin ymparistosta.
Kolesterolin maara olikin suurin niissa lovastatiinaktivoimissa soluissa, joiden
kasvuymparistoon oli lisatty ylimaaraista kolestieroOn otettava huomioon, ettad kauan
vitro -kasvatetut glioblastooma-solut poikkeavat useitteninaisuuksiltaan aivojen
astrosyyteista. Myoskaan patologisiin tiloihin t@vovaurioon liittyvalla reaktiivisella
astroglioosilla ei valttamatta ole mitdéan tekemistéastatiini-valitteisen aktivaation kanssa.
Tasta huolimatta havaintoja voi pohtia aivojen toinan kannalta: Jos reseptorivalitteisen
kolesterolin sisaanoton lisdantyminen on tyyp#lisivovaurion seurauksena aktivoituville
astrosyyteille, vaurioalueen neuroneille jaa& vahé@mrkolesterolia. Hermosolut kuitenkin
tarvitsevat runsaasti ylimaaraista kolesteroliacalen uudelleenkasvatukseen (deChaves
ym., 1997). Lisaantynyt kilpailu kolesterolista #aei ainakin osaksi selittdd, miksi
astrosyyttien aktivoitumisen on havaittu hidastav&keskushermoston vaurioiden
parantumista (Bush ym., 1999).

RA voi saadella solujen lipidiaineenvdiintaa tuman LXR- ja RXR-reseptorien
kautta. Tassé tutkimuksessa RA ei yksindan juurkweanut kolesterolin ma&araan
astrosytooma-soluissa. RA:lla erilaistetuissa niglasiooma-soluissa naytti sen sijaan
olevan kontrollisoluja enemman kolesterolia. Tukisvalttamatta ole kovin luotettava
havaintojen suuren hajonnan takia. Liséksi kigallidessa on ehdotettu, etta RA-kasittely
ja neuroblastooma-solujen erilaistuminen vahemaisisolujen kolesterolin maaraa:
Petroni (2002) kumppaneineen on todennut, ettd &#entdd kolesterolin valmistusta SK-
N-BE neuroblastooma-soluissa. Fukumoto ynnd mu@Zpja Fabrizi ynnd muut (1997)
puolestaan raportoivat, ettd RA lisaa kolestersbduista poistavan ABCA1l-kuljettajan
maaradd ja alentaa kolesterolin endosytoosiin gsallan LDL-reseptorin sukuisen
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proteiinin (engl. LDL receptor related protein) ilmentymistd hiiren ja ihmisen
neuroblastooma-soluissa.

RA:lla erilaistetuissa neuroblastoosaddissa lovastatiini-kasittely — naytti
vahentdvan kolesterolin maardd. Edes solujen kasvgtimaarassa kolesterolia ei
kumonnut vaikutusta. Tulokset vihjaavat, ettd rdissoluissa kolesterolisynteesin
vahenemisen kompensointi mediumista otettavan teol@sn maardd lisdamalla ei
toiminut yhtd tehokkaasti kuin erilaistamattomissaeuroblastooma-soluissa tai
astrosytooma-soluissa. Tulosten tulkinta ei kuitenk ole yksioikoista, silla pelkastaan
RA-kasittelyn aiheuttamat S- ja N-tyypin solujenh&ellisten osuuksien muutokset
saattavat selittdd osan syntyneistd eroista. Lisiskesterolin valmistusta ja eritysta
saadellaan soluissa yleensa itsendisilla mekarismdAbildayeva ym., 2006).
Erilaistumisen ja kolesterolin yhteyden tarkemplvis&minen edellyttaisi SH-SY5Y-
solulinjan eri solutyyppien erottelua sek&a solujeaimistaman, sisddnsa ottaman ja
erittAman kolesterolin yhtdaikaisia maarityksia.

5.2.3 MBCD:n vaikutus SH-SY5Y -solujen neuriitteiha elinkykyisyyteen

MBCD on syklinen oligosakkaridi, joka kykenee almbBan solukalvon
kolesterolipitoisuutta sitomalla kolesterolia sisé@ syntyvaan vesipakoiseen onteloon.
Vaikka tadssa tyossa MBCD:n vaikutusta solukalvoresirolipitoisuuteen ei mitattu,
kirjallisuuden tarjoamat todisteet MBCD:n solun déstierolia vahentavasta vaikutuksesta
ovat vakuuttavat (Ks. yleiskatsaus Zidovetzki jaitan, 2007).

MBCD-kasittely sekd RA- tai kolestesdsittelyyn yhdistetty lovastatiini saivat
aikaan kolesterolin kasautumisen neuroblastoomgegolneuriiteissa. Tastd MBCD:n
aiheuttamasta erikoisesta ilmiésta |0ytyy mainimygds toisen tutkimusryhman raportista
(Yip ym., 2001). Kuten lovastatiini, myoskaan MBdasittely ei vahentanyt solujen
kokonaiskolesterolipitoisuutta, mika saattoi johtsalujen menettdman kolesterolin
nopeasta korvaamisesta. Seka lovastatiinin ettd MB®@aikutus neuriittien kolesteroliin
on luultavimmin peraisin solukalvon paikallisistalé&sterolipitoisuuden muutoksista, joita
ei pystynyt erottamaan filipiini-varjayksen perwgdte. Muun muassa lipidilautoilla
kolesterolin maara saatelee useiden signalointijeetjaynnistavien reseptorien toimintaa
(Roy ym., 1999; Guirland ym., 2004), joten kolester kertyminen neuriiteissa saattoi

olla seurausta solukalvolta sadadeltdvan signaloimmuutoksesta. MBCD:lla on havaittu
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olevan selva vaikutus myo6s rotan viljeltyjen herolagen kasvattamiin neuriitteihin:

kolesterolin vahennys solukalvolta MBCD:ll& lis&véisti hippokampuksen hermosolujen
neuriittien pituutta ja solujen polaarisuutta kéyia seuraavien kolmen vuorokauden
aikana (Ko ym., 2005). Olisi mielenkiintoista se@aranyds neuroblastooma-soluja ja
naiden neuriittien muotoa MBCD-kasittelyn jalkeea pgelvittdd, ovatko havaitut

kolesterolikertymat kenties kohtia, joista neuriifihtevat haaroittumaan edelleen.

MBCD heikensi selvéasti neuroblastoomisn elinkykyisyyttd. Solujen kasvatus
ylimaaraisen kolesterolin lasna ollessa vahenskijprerran MBCD:n vaikutusta, mika
johtui todennakoéisimmin yhdisteen tehon heikkenesti sen sidottua mediumiin lisattya
kolesterolia. MBCD:n haitallisuutta on tutkittu kasti muun muassa PC-12- ja
transformoiduissa Schwannin soluissa. 24 tunniittefispienellédkin MBCD-pitoisuudella
aiheuttaa naissa neuraalisiksi muunnetuissa sala@geptoosia, jonka oletetaan johtuvan
kolesterolin vahentymisesté solukalvon lipidilatigo{Ulloth ym., 2007). Sen sijaan lyhyt
MBCD-kasittely ei useimpien raporttien mukaan haik& solujen elinkykyisyytta. Tassa
tyossa kaytetty trypaanisiniseen perustuva menét@nvalttamatta ole paras vaihtoehto
solujen elinkykyisyyden maarittamiseen silloin, kidsittelyt vaikuttavat solukalvon
kolesterolin maaraan. MBCD:n aiheuttama kolestarolidheneminen voi muuttaa
solukalvon juoksevuutta (Yip ym., 2001) seka kalN@paisevyyttd, mika saattoi aiheuttaa
solujen elinkykyisyyteen nahden liiallista trypasinisen siirtymista MBCD:lla
kasiteltyjen solujen sisaan.

Trypaanisinisen siirtymistd solulimaankim kaytetty indikaattorina tutkittaessa
MBCD:n ja kolesterolipitoisuuden vaikutusta solwkal lapaisevyyteen (Ottico ym.,
2003). Tassa valossa neuroblastooma-solujen elymygsmaarityksissa saaduista
tuloksista (Kohta 4.2.1) voi tehda edella esitéttifpavaintoja tukevia paatelmia: RA:lla
kasitellyissa soluissa selvimmin solukalvon lap&ys&ta lisdsi pelkkda MBCD, kun taas
kontrollisoluissa suurin vaikutus oli MBCD+lovasiat-yhdistelmakasittelylla. Edelleen
lisatty kolesteroli vahensi solukalvon lapaisevitygnemman MBCD+lovastatiini- kuin
pelkan MBCD-kasittelyn yhteydessa. Nama havainntgbavat, ettd MBCD:n ohella seka
RA ettad lovastatiini muokkasivat jollain tavallalskalvojen koostumusta. TAméa voi auttaa
selittamaan, miksi kolesteroli kasautui solujenkidlissa myos lovastatiinin vaikutuksesta
ja erityisesti RA:lla erilaistetuissa soluissatgooli kasitelty MBCD:lI&.
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5.3 Kolesterolin vaikutus SH-SY5Y -solujen endosahsin vesikkeleihin

Kolesterolin siirtyminen ulos myo6haisista endosasteeija lysosomeista on tarkea vaihe
lipidin solunsisaisen kierratyksen kannalta. RAHW&hen erilaistaminen, lovastatiini tai
kolesterolin poisto solukalvolta MBCD:lla eivat sé@issuhteessa heikentaneet solujen kykya
kasitelld kolesterolia, silla kasittelyt eivat aiitianeet silminnéhtavaa kolesterolin
kertymistd Lamp2-positiivisiin rakenteisiin. Ede$?@-fenotyypin jaljittelyyn kaytettava
hydrofobinen amiini U18666A ei filipiinin fluoresemin perusteella aiheuttanut
kummassakaan kaytetyssa solulinjassa selkeda éwmlst kasautumista lysosomeihin.
Tama poikkeaa aikaisempien, muun muassa fibrolilasig SK-N-SH neuroblastooma-
soluilla suoritettujen tutkimusten tuloksista (Luse ja Faust, 1989; Liscum ja Collins,
1991; Sparrow ym., 1999). Koska U18666A:n on raptrtestavdn nimenomaan LDL-
reseptorin valityksella soluun otetun kolesterdtmjetusta (Liscum ja Collins, 1991),
aineen heikko vaikutus saattoi ainakin teorias$dup siita, ettd solut valmistivat kaiken
kolesterolin itse. Tama on kuitenkin epatodenndkdisilla U18666A ei nayttanyt
aiheuttavan kolesterolin kasautumista edes lovaslat kasitellyissd astrosytooma- tai
neuroblastooma-soluissa. Heikko vaikutus saattditug ainakin osittain kaytetyn
U18666A-reagenssin tehokkuuden heikkenemisestampgkilytysajan takia.
U18666A-kasittely lisasi kuitenkin La@rpositiivisten vesikkelikasaumien
keskim&araista kokoa sekd neuroblastooma- ett®dsggioma-soluissa. U18666A on
heikko emas, joten myodhaisten endosomien ja lys@somH:n nousu saattaa selittda
rakenteiden koon kasvun. Toisaalta Sobo ynna m@007) raportoivat, ettd koon
lisdyksen ohella U18666A estdd lysosomien liikgdad muuttaa niiden proteiini- ja
lipiditasapainoa. Tutkimuksissa selvisi, etta lysogen sisaista pH:ita saateleva
protonipumppu, vakuolaarinen ATPaasi, sijoittuu og@mien kalvolla DRM:hin.
U18666A:n aiheuttama, mahdollisesti kolesterolisadintymisesta aiheutuva kalvojen
ominaisuuksien muutos heikentdéd vakuolaarisen AJiRaaktiivisuutta, mika johtaa
lysosomien sisdisen pH:n nousuun (Sobo ym., 20@fpurcade ym., 2008). Filipiinin
fluoresenssin perusteella nakymétén, mutta lysosentoiminnan kannalta merkittava
kolesterolin kertyminen ja sen aiheuttama pH:n ndysosomeissa saattaa olla osallisena
myO0s meidan havaitsemaamme Lamp2-positiivisten ntak#en koon kasvuun.

Mekanismin monimutkaisuudesta antaa viitteita $& suora kolesterolin lisdys tai sen



66

poisto neuroblastooma-solujen solukalvolta MBCDelignuuttanut U18666A:n vaikutusta
Lamp2-positiivisten vesikkelikasaumien kokoon.

Mielenkiintoista kylla, lovastatiital oli U18666A:ta muistuttava vaikutus RA:lla
erilaistettujen solujen lysosomien kokoon. RA javdstatiini-kasittelyt lisasivat myos
Lamp2-positiivisten rakenteiden keraytymista yhteenroblastooma-solujen solulimassa.
Vaikutelma kasautumisesta aiheutui todenndkoisimiggnsomien koon kasvusta, niiden
likkeiden hidastumisesta ja mahdollisesti vesikidén maaran samanaikaisesta
lisdantymisestd. RA:n on havaittu lisddvan lysostisi@n entsyymien kuljetusta
lysosomeihin (Kang ym., 1998), ja statiinien onettd hidastavan vesikkelien liikkeité.
Sugii (2006) on kollegoineen todennut solussa \&tktulla kolesterolilla olevan tarkean
roolin endosyyttisessa liikenteessa. Kirjoittajatae kuitenkaan pystyneet selvittamaan,

miten endogeenisen kolesterolin puute muuttaa @miles ja hidastaa niiden liikkeita.

5.4 Kolesterolin vaikutus ADAM 23:n ilmentymiseerl$Y5Y -soluissa

ADAM (engl. A Disintegrin And Metalloproteinase) -geeniperheen tuotteet toimivat
soluissa tarttumista saatelevind disintegriineirkkiaskudosta hajottavina ja solukalvon
proteiineja muokkaavina metalloproteinaaseina. ADpidteiinit ovat verrattain suuria ja
koostuvat erillisista pro-, metalloproteinaasi-, sidiegriini-, kysteiinirikkaasta,
epidermaalisen kasvutekijan kaltaisesta ja solukalNapaisevasta domeenista seka
soluliman puoleisesta hannastd. Tahan mennessé&egsedn kuuluvia proteiineja on
kuvattu yli 30 erilaista. Vahan aikaa sitten loydetsamaan alaperheeseen kuuluvat
ADAM 11, 22 ja 23 ilmentyvat lahes ainoastaan hewmumksessa, ja niilla uskotaan
olevan merkitysta keskushermoston normaalille kkkélle ja toiminnalle (Karkkainen
ym., 2000; Sagane ym., 2005; Sun ym., 2007). Hijoelta puuttuu toimiva ADAM 22-
geeni, karsivat aareishermoston myelinaation penttaiheuttamista hermostollisista
ongelmista ja kuolevat nuoressa idssa (Sagane25). Aivojen normaalin kehityksen
ohjaamisen lisaksi ADAM-proteiineilla uskotaan dev vaikutusta sydvan syntyyn:
solujen kiinnittyminen soluvéliaineeseen ja toisaaloluvaliaineen hajotus ovat tarkeita
prosesseja pahanlaatuisten kasvaimien synnyss@den retapeséakkeiden levidmisessa.
ADAM 11:n, 22:n ja 23:n sisaltdma metalloproteinazsan on todettu olevan inaktiivinen,
ja nama proteiinit toimivatkin lahinna solujen kittymisessa. ADAM 23:n on jo aiemmin

osoitettu ilmenevan neuroblastooma- ja astrosytesohzissa ja valittdvan muun muassa
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NB100 ja SH-SY5Y neuroblastooma-solujen kiinnittgtéi kasvualustaan alfa-v-beta-3-
integriinin valityksella (Cal ym., 2000).

RT-PCR -tulosten perusteella SH-SY®YWt iimensivat ADAM 23:n lahetti-
RNA:ta, mutta geenituotteen koko vaihteli eri td\okasitellyissa soluissa. Kayttamamme
alukkeet oli suunniteltu niin, etta ne sitoutuvateksoneihin. Taten suurempi geenituote
saattoi olla peraisin silmikoitumattomasta RNA:&a RNA-eristystuotteeseen jaddneesta
genomisesta DNA:sta. Tassa tapauksessa lovastatikolesteroli estivat oikean lahetti-
RNA:n synnyn. Kolesterolin onkin aiemmin todetttheatavan ADAM 23:n ilmentymista
SH-SY5Y-soluissa (Teppola, 2008). Toisaalta hiidreishermossa, selkaytimessa ja
viljellyissa Schwannin soluissa tiedetaan kaikisisaenevan erikokoinen ADAM 22-
muoto (Sagane ym., 2005). My6és ADAM 23:a on loygdiiiren aivoista ainakin neljana
eri lahetti-RNA-muotona (Karkkdinen ym., 2000). jellisuuden valossa nayttaisi siis
my0s mahdolliselta, ettéa lovastatiini- ja kolestekasitellyissa soluissa havaittu suurempi
geenituote on syntynyt tarkoituksenmukaisesti ghtoisten eksonien silmikoinnin
kautta. Tulosten selventdminen edellyttaisi kokeidésatoistoja ja PCR-tuotteiden
sekvensointia.

Seka lovastatiini- etta kolesterdisktelyt oletettavasti vahensivat kolesterolin
biosynteesid ja lisasivat ulkopuolelta otetun kigedin m&aarda soluissa. Poikkeuksen
muodostivat RA:lla erilaistetut solut, joissa lotatBni ei nayttanyt lisdavan ulkopuolisen
kolesterolin sisaanottoa tai aiheuttavan ADAM 28eldi-RNA:n koon kasvua. Solun
ulkopuolelta otetun kolesterolin suurempi maarauissh voisi siis olla suuremman
geenituotteen ilmenemiseen johtava tekija. Ajategd solun kayttdman kolesterolin
l&hteelld voi olla merkitystda ADAM-perheen lahd®NA:n silmikoinnille ja toiminnalle ei
ole taysin perusteeton, silla kolesterolin biosgsie eston on havaittu lisadavadn ADAM
10:n ilmentymista hermostollisissa soluissa (Kgjno., 2001).

Jos kolesterolilla todella on vaikutugsimerkiksi ADAM-proteiinien toimintaan
disintegriining, statiinit voisivat tarjota keinogdéadella syopien etdpesakkeiden syntya.
Lovastatiinin onkin jo todettu estdvan ainakin asyovan ja keuhkon kasvainten

etapesakkeiden syntya hiirissa (Farina ym., 2002).
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5.5 Yhteenveto: kolesteroli SH-SY5Y- ja U373-M®Gltgssa

Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittad kolestardijoittumista ihmisen hermostollisissa
SH-SY5Y- ja U373-MG -sydpdasolulinjoissa. Syopadtduon usein omat kolesterolin
kasittelyyn liittyvat erikoisuutensa, joita pyritti valaisemaan erilaistamalla tutkittavia
soluja ja muuttamalla solujen kolesterolitasapainoa

Solujen ensisijaisena erilaistajangtdd@iin RA:ta, joka onnistuneesti muutti SH-
SY5Y-solujen morfologiaa ja hidasti solujen jakautsnopeutta. Hieman yllattaen myos
lovastatiini osoitti kykynsa solujen erilaistajarja, sai astrosytooma-solut kasvattamaan
ulokkeita tavalla, joka muistuttaa suuresti muunagssa aivovaurioiden yhteydessa
esiintyvdd astroglioosia. Aivoissa reaktiiviseentragioosiin liittyy usein GFAP:n
iImentymisen lisaantyminen. Immunofluoresenssiyig&n perusteella GFAP:n maaré ei
kuitenkaan nayttanyt lisaantyvan aktivoituneiss& 881G -soluissa, vaan muutos ilmeni
ainoastaan valimuotoisten filamenttien rakentei@istymisena.

Kolesteroli  sijoittuminen sekd erdf@tuissa etta erilaistamattomissa
neuroblastooma- ja astrosytooma-soluissa oli g\ yhtenainen. Kolesterolin kierratys
ja ohjaus soluissa vaikutti toimivalta, silla kagsaylimaaraisen kolesterolin lasna ollessa
ei merkittavasti muuttanut kolesterolin maaraa dgoittumista soluissa. Ylimaaraista
kolesterolia ei mydskaan kertynyt Lamp2-positiivisimyohaisiin endosomeihin tai
lysosomeihin.

Lovastatiinin aktivoimat astrosytomsolut nayttivat sisaltavan kontrollisoluja
enemman kolesterolia, joka on oletettavasti peré&siun ulkopuolisista lahteistd. Myos
erilaistamattomat SH-SY5Y-solut vastasivat koledtersynteesireitin estoon lisdamalla
kolesterolin ottoa mediumista. Ainoastaan RA:lldagstetuissa neuroblastooma-soluissa
kolesterolin kokonaismaara laski lovastatiini-kiidyin seurauksena. Erilaistamattomissa
soluissa havaittu kolesterolisynteesin eston yligensaatio saattaa olla osoitus solujen
ylikierroksilla toimivasta kolesteroliaineenvaihcasta.

Kolesteroliaineenvaihdunta on ilnesis vilkasta molemmissa tutkituissa
solulinjoissa. SH-SY5Y neuroblastooma-soluissa $tel®lin synteesireitti saattoi toimia
astrosytooma-soluja nopeammin, mutta astrosytoahd-sisalsivat kokonaisuudessaan
neuroblastooma-soluja enemman kolesterolia. SH-S¥&Mjen tiedetdan myos
valmistavan neurosteroideja, mika edellyttdd keledin tehokasta, reseptorivélitteista

sisdanottoa soluihin (Guarneri ym., 2000). Neurstblama-solujen kyky tehokkaaseen
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kolesterolin kasittelyyn ilmeni BODIPY-kolesterddterin nopeana sisdanottona ja
kolesteroliestereiden kertymisena lipidipisaroikasityisesti N- ja I-tyypin SH-SY5Y-
soluissa. Nopea kolesterolin solunsisainen liikersgattaa osaltaan selittdada, miksi
kolesterolin sijoittuminen tai maara ei muuttunuH-SY5Y-solujen soomaosissa
kolesterolia tehokkaasti solukalvolta poistavan MBK&sittelyn seurauksena.
Kolesterolitasapinon koettelu sdattiheuttaa muutoksia SH-SY5Y- tai U373-
MG -solujen solukalvoissa: MBCD lisasi huomattavasteuroblastooma-solujen
solukalvon lapaisevyytta trypaanisiniselle, ja MBC&eka lovastatiini-kasittelyt johtivat
kolesterolikasaumien ilmaantumiseen erilaistettuigi-SY5Y-solujen neuriiteissa seka
aktivoituneiden astrosytooma-solujen ulokkeissa. ikMasten takana  on
todennakoisimmin lipidilauttojen kolesterolipitoigden muuttuminen, minka tiedetaan
vaikuttavan muun muassa neuriittien kehitystd ohgaa signalointiketjujen toimintaan.
Myds neuroblastooma-solujen Lamp2-positiivistenasunaalisten vesikkeleiden koossa
ja sijainnissa esiintyi muutoksia U18666A-, RA-Igxastatiini-kasittelyiden seurauksena.
Se, johtuivatko vaikutukset suoraan myohaisia eowhesa ja lysosomeja rajaavan kalvon
kolesterolipitoisuuden muutoksesta, ei tdssa tutksessa selvinnyt.

Taman tutkimuksen tulosten perusteetadaan siis todeta, ettd SH-SY5Y- ja
U373-MG -solut sisaltdvat runsaasti kolesterolia jeykenevat sailyttamaan
kolesterolitasapainonsa myds muuttuvassa ympasetdsolesterolin synteesireitin esto
lovastatiinilla muuttaa kuitenkin erityisesti RAallkasiteltyjen neuraalisten sydpasolujen
toimintaedellytyksia, mika kannustaa jatkamaanistah tutkimista mahdollisina sydpien

ja hermostoa rappeuttavien sairauksien hoitona.
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