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Neuronaaliset seroidilipofuskinoosit, eli NCL-taudit, ovat joukko geneettisesti periytyvid her-
morappeumasairauksia, joille yhteisid oireita ovat epileptiset kohtaukset, psykomotoristen tai-
tojen taantuminen, sokeutuminen ja ennenaikainen kuolema. Sairauksien taustalla olevat gee-
nimutaatiot tunnetaan hyvin, mutta niiden roolia neuronien surkastumisessa ja oireiden syn-
nysséd ei tunneta. Hermokantasolujen toiminnassa on havaittu muutoksia monissa hermorap-
peumasairauksissa ja on saatu viitteitd, ettd NCL-tauteihin liittyvit geenit voivat osallistua uu-
sien neuronien tuotannon eli neurogeneesin sditelyyn. Neurogeneesi on voimakkainta sikion-
kehityksen aikana, mutta se hidastuu syntymén jdlkeen eiké se pysty korjaamaan sairauden ai-
heuttamaa neuronien surkastumista aivoissa.

Téassd tyOssd tutkittiin aivojen kantasolujen toimintaa ja neurogeneesid CLNS5-taudissa,
joka on lapsuusidssi alkava NCL-tautimuoto ja kuuluu suomalaiseen tautiperintoén. Cln5~"~
-hiirimallin avulla tutkittiin, kuinka tauti vaikuttaa sikion kehityksen loppuvaiheessa hippo-
kampuksesta eristettyjen kantasolujen jakautumiseen, litkkumiseen ja erilaistumiseen soluvil-
jelmissd. Menetelmind kéytettiin in vitro -soluviljelytekniikoita ja solujen ominaisuuksia ana-
lysoitiin immunosytokemiallisilla vasta-ainevérjayksillé, joissa madritettiin uusien neuronien,
kypsien neuronien ja astrosyyttien immunoreaktiivisuutta. Lisdksi tutkittiin CLN5-taudissa
héiriintyneiden soluprosessien — tulehdusvasteen ja lipidimetabolian — osuutta neurogeneesiin
altistamalla soluja interleukiini 33:lle sekd synteettisille GW0742- ja HX600-molekyyleille.
Interleukiini 33 on solujen luonnollinen sytokiini, joka sditelee Th2/M2-tulehdusvastetta.
HX600 toimii retinoidihapon tavoin RXR-tumareseptorin agonistina ja osallistuu tulehdusvas-
teen sddtelyn lisdksi muun muassa solujen erilaistumisen ja jakautumisen ohjaamiseen.
GWO0742 aktivoi PPARS-tumaresepetoria, jonka oletetaan osallistuvan lipidimetabolian, tuleh-
dusvasteen ja aivojen kehityksen sditelyyn.

Tutkimustulosten perusteella neurogeneesi on muuntunut CLNS5-taudissa siten, ettd solujen
jakautuminen ja neuronaalinen erilaistuminen ovat kiithtyneet. Yhdessa voimistuneen solukuo-
leman kanssa ndmi huomiot viittaavat hermokantasolujen solusyklin nopeutumiseen CLNS5-
taudissa. Lisdksi interleukiini 33:n havaittiin tukevan hermokantasolujen neuronaalista erilais-
tumista ja lisddvédn solujen migraatiota. Sitd vastoin tumareseptoreita aktivoivien GW0742:n
ja HX600:n vaikutus oli vaihteleva ja genotyypistd riippuvainen, joten osa niiden useista koh-
deprosesseista voi olla muuntunut CLNS5-taudissa. Kaiken kaikkiaan tulokset viittaavat siihen,
ettd hermokantasolujen toiminta on muuntunut CLNS5-sairaudessa ja neurogeneesiin osallistu-
vat signalointireitit ovat potentiaalisia varhaisen hoidon kohteita tulevaisuudessa.
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Neuronal ceroid lipofuscinoses (NCL diseases) are a group of genetically inherited neurode-
generative diseases which share common symptoms including seizures, retardation of psy-
chomotor skills, blindness and premature death. Although the underlying gene mutations of
the diseases are known, their role in neuronal atrophy and occurrence of symptoms is not
clear. New neurons are constantly being formed from neural stem cells in a process of neuro-
genesis. Neurogenesis is most efficient during embryonic development, but it slows down af-
ter the birth and can not compensate for the damage caused by the disease. Furthermore, in
many neurodegenerative diseases the function of neural stem cells is altered, and the genes
that are mutated in NCL diseases may normally participate in the regulation of neurogenesis
during embryonic development.

In this master's thesis, neurogenesis and the properties of brain stems cells were studied in
CLNS5 disease, which is a childhood variant of NCL diseases and is considered to belong to
the Finnish heritage diseases. Cln57" knockout mouse model was used to study how the dis-
ease affects proliferation, migration and differentiation of neural stem cells isolated from hip-
pocampus during the final stages of fetal development. Immunocytochemistry techniques
were used for analysing the differentiation of cells. In addition, the role of inflammation and
lipid metabolism — dysfunctional cellular processes in CLN5 disease — were studied by
exposing cell cultures to interleukin 33 and to synthetic nuclear receptor agonists GW0742
and HX600. Interleukin 33 is a natural cytokine involved in Th2/M2 inflammatory response.
HX600 functions similarly as a retinoic acid by activating RXR nuclear receptor that is
involved not only in inflammatory response but also cell differentiation and proliferation.
GWO0742 activates PPARS nuclear receptor, which presumably is involved in lipid
metabolism, inflammatory response, and regulation of brain development.

The results obtained in this thesis indicate that neurogenesis is altered in CLNS5 disease,
since the proliferation of stem cells and their differentiation into the neuronal lineage were in-
creased Cln5~"~ genotype compared to the wild type. Together with the implications of acceler-
ated cell death in the CIn5”" genotype, these observations suggest that the cell cycle is faster in
Cln5" genotype. Furthermore, interleukin 33 was found to support neuronal differentiation
and migration in both Cln5" and wild type cells. By contrast, nuclear receptor agonists,
GWO0742 and HX600, had inconsistent genotype dependent effects, which could indicate that
these substances may have an effect on various signaling pathways and some of them may be
altered in CLNS disease. Altogether, these results suggest that the function of neural stem cells
is altered in the CLNS5 disease, hence signaling pathways related to neurogenesis may be po-
tential targets of treatment in the future.
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1 JOHDANTO

Hermosolujen tuotanto ja kuolema ovat keskeisessd osassa hermoston ja aivojen erilaistumi-
sessa sikionkehityksen aikana, mutta myds niiden ylldpidossa aikuisena (Winner ym. 2011).
Uusia hermosoluja muodostuu neurogeneesiksi kutsutussa prosessissa. Neurogeneesissd ha-
vaitaan muutoksia hermorappeumasairauksien yhteydessd ja muutokset liittyvét jo varhaisiin
oireisiin, kuten masennukseen, ahdistuneisuuteen ja hajuaistin héiridihin (Sahay & Hen 2007,
Simuni & Sethi 2008). Neurogeneesin hiiridilld ndyttiddkin olevan rooli kroonisissa keskus-
hermostoa vaurioittavissa sairauksissa (Arvidsson ym. 2002, Rice ym. 2003, Parent 2003).

Hermorappeumasairauksissa hitaasti etenevét prosessit johtavat aivojen ja selkdytimen
neuronien ja hermotukisolujen toiminnan hdiriintymiseen ja surkastumiseen (Glass ym. 2010).
Vaikka sairauksien kirjo on laaja ja neuronien surkastuminen alkaa yleensd sairaudelle omi-
naisista solupopulaatioista (dopaminergisistd neuroneista Parkinsonin taudissa, aivojuovion
neuroneista Huntingtonin taudissa, litkeneuroneista ALS-taudissa ja kortikaalisista ja hippo-
kampuksen neuroneista Alzheimerin taudissa), on hermorappeumasairauksilla monia yhteisid
piirteitd, joihin kuuluvat muun muassa tulehdusvaste, epdnormaalit proteiinikertymat ja solu-
kuolema (Winner ym. 2011). Liséksi neurogeneesi on vidhentynyt ja hdiriintynyt, minka vuok-
si hermosoluja tuottavat alueet ovat erityisen alttiita rappeumalle.

Hermokantasolujen toimintaa sdételevdt mekanismit ovat edelleen huonosti tunnettuja, eika
tiedetd, kuinka hermorappeumasairaudet vaikuttavat kantasolujen toimintaan. Joissakin tauti-
malleissa mutatoituneiden geenien on kuitenkin havaittu osallistuvan neurogeneesin sditelyyn
(Luo & O’ Leary 2005, Paridaen & Huttner 2014). Neurogeneesin ymmartdminen voi johtaa
hermorappeumasairauksille ominaisten signalointireittien ja niitd muokkaavien molekyylien
tunnistamiseen. Lisdksi hermokantasoluja stimuloimalla voidaan tulevaisuudessa kenties lisé-
td sisdsyntyistd neurogeneesid ja siten jopa kumota sairauksien aiheuttamia vaurioita.

Tédsséd tutkielmassa tarkastellaan hermosolujen uusiutumista suomalaiseen tautiperintéon
kuuluvassa lasten hermorappeumasairaudessa, CLN5-taudissa, joka on CLNS5-variantin ai-
heuttama mydhéinen infantiili neuronaalinen seroidilipofuskinoosi (INCL). Hermosolujen ja-
kautumista (proliferaatio), vaellusta (migraatio) ja erilaistumista tutkitaan hiirimallien ja solu-
viljelmien avulla. Liséksi tarkastellaan kolmen mahdollisesti terapeuttisen yhdisteen, interleu-

kiini 33:n, GW0742:n ja HX600:n, vaikutusta neurogeneesiin.



2 NCL-TAUTI

Neuronaaliset seroidilipofuskinoosit eli NCL-taudit ovat ryhmé usein lapsuusidssd ilmenevia
keskushermostoa rappeuttavia sairauksia, jotka johtavat kehitysvammaisuuteen ja varhaiseen
kuolemaan (Mole ym. 2011, www.ucl.ac.uk/ncl). Tyypillisid oireita ovat henkinen ja motori-
nen taantuminen, dementia, epileptiset kohtaukset sekd silminpohjan rappeutuminen ja siitd
johtuva sokeutuminen (Boustany, Alroy ja Kolodny 1988, Rider & Rider 1988). Vaikka NCL-
taudit ovat oirekuvaltaan samankaltaisia, ne eroavat oireiden vakavuuden, alkamisién ja etene-
misnopeuden suhteen. Suomessa NCL-taudit ovat yleisimpid progressiivisia lasten aivosai-
rauksia ja ne kuuluvat tautiperintoémme (Mole ym. 2011).

Kaikissa tautimuodoissa kudoksiin, erityisesti neuroneihin, kerdéntyy aineita, jotka muis-
tuttavat ulkonddltdan ikddntymisen seurauksena kertyvid lipopigmenttejd, seroidia ja lipofus-
kiinia (Palmer ym. 2013). Neuronaaliset seroidilipofuskinoosit -nimi on séilynyt, vaikka tek-
niikan kehittymisen myotd kertymien koostumuksen on havaittu poikkeavan ikddntymisen
seurauksena muodostuvista kertymisté (Boustany 2013). Oirekuvan perusteella NCL-taudit on
luokiteltu yhteen myds Niemann-Pickin ja Tay—Sachsin tautien kanssa. Liséksi sairautta tutki-
neiden henkildiden — Batten, Vogt, Jansky ja Bielschowsky — nimid on kiytetty kuvaamaan
tautien eri muotoja. Nykyisin kaikki edelld mainitut sairaudet luokitellaan lysosomaalisten
kertymaisairauksien kattotermin alle, koska niissd haitalliset aineet kerddntyvét solunsiséisesti
erityisesti lysosomeihin, jotka ovat kalvon ympérdimid soluorganelleja (Boustany 2013).

NCL-taudeille ei ole parantavaa hoitoa ja nykyisilld hoitomuodoilla voidaan l&hinni lie-
ventdd taudinoireita. Muiden lysosomaalisten kertymasairauksien ja joidenkin NCL-tautimuo-
tojen hoidossa on kuitenkin saatu lupaavia tuloksia entsyymikorvaushoidolla, geeniterapialla
ja kantasoluterapialla (Wong ym. 2010). NCL-tautien taustalla olevat geenimutaatiot tunne-
taan melko hyvin ja niitd hyddynnetddn varsinkin sairauden diagnosoinnissa. Tautigeenien
koodaamien proteiinien toimintaa ei kuitenkaan tunneta tarkasti, minkd vuoksi tarvitaan edel-
leen tutkimusta sairauksien molekyylipatologian ymmartdmiseksi ja parempien hoitomuotojen

kehittdmiseksi.


http://www.ucl.ac.uk/ncl

2.1 Esiintyvyys ja genetiikka

NCL-tauti luokitellaan harvinaiseksi sairaudeksi ja sen keskiméidrdinen maailmanlaajuinen
esiintyvyys on 1:12 500 syntynyttd lasta kohden (Rider & Rider 1988, Mole ym. 2011). Sai-
rautta tavataan kaikkialla maailmassa, mutta esiintyvyys vaihtelee maantieteellisen sijainnin
mukaan ja Suomessa NCL-taudit ovat yleisimpid etenevid lasten aivosairauksia (Varilo ym.
1996, Mole ym. 2011). My6s muualla Skandinavian alueella tavataan runsaasti tiettyja tauti-
muotoja (CLN1, 3, 5 ja 8), mutta esimerkiksi Islannissa taudin yleisyys on vain 1:14 000.
Muualla Euroopassa taudin ilmeneminen on harvinaisempaa ja esimerkiksi Italiassa ja Saksas-
sa esiintyvyys on 1:67 000. NCL-tauti ei ole rajoittunut vain thmisiin, vaan sitd esiintyy myos
eldaimilla kuten koirilla ja lampailla (Jalanko & Braulke 2009).

Geneettisesti NCL-taudit ovat monimuotoisia (taulukko 1). Tdlla hetkelld tunnetaan aina-
kin 14 geneettisesti erillistd tautimuotoa, jotka johtuvat eri kromosomeissa sijaitsevien CLN-
geenien (ceroid-lipofuscinosis, neuronal) mutaatioista (Boustany 2013). Historiallisten nimi-
tysten kirjavuuden vuoksi tautimuotoja kutsutaan nykyisin niiden geenipaikan mukaisilla
symboleilla: CLN1-CLN14. Niissd neljidssdtoista geenissd on tunnistettu yli 400 taudin ai-
heuttavaa mutaatiota ja saman geenin erilaiset mutaatiot, riippuen mutaation sijainnista pro-
teiinituotteen aktiiviseen kohtaan verrattuna, voivat aiheuttaa eri idssi alkavia tai toista tauti-
muotoa vastaavia oireita (Warrier ym. 2013). Lisdksi on olemassa epityypillisid tautimuotoja,
kuten CLNO, joiden genetiikkaa ei ole vield selvitetty. Suurin osa CLN-geeneistd on autoso-
maalisia ja ne periytyvét resessiivisesti, mutta aikuisidssd puhkeava CLN4-tautimuoto on do-
minoivasti periytyva (Haltia & Goebel 2012).

Vaikka CLN-geenit ja niiden mutaatiot tunnetaan suhteellisen hyvin, niiden proteiinituot-
teiden tehtdvit ovat suurelta osin tuntemattomia (taulukko 1). CLN-proteiinit voidaan jakaa
karkeasti kahteen luokkaan: liukoisiin lysosomaalisiin proteiineihin ja kalvoproteiineihin
(Hughes ym. 2014). Liukoisten proteiinien (CLN1, 2, 4, 5, 10, 11, 13, 14) toiminta tunnetaan
ainakin osittain ja monet niistd osallistuvat proteiinien entsymaattiseen hajotukseen. Kalvo-
proteiinien (CLN3, 6, 7, 8, 12) toimintaa ei tunneta yhtd hyvin, mutta niissd on kalvon ldpéise-
vid domeeneja, jotka ovat kiinnittyneet endoplasmiseen solulimakalvostoon (ER) tai kalvon
ympardimiin soluorganelleihin, kuten endosomeihin, lysosomeihin tai synapsirakkuloihin

(Kollmann ym. 2013). Kalvoproteiinien arvellaan osallistuvan kuljetusvesikkelien ja kalvojen



Taulukko 1: NCL-tautimuodot, niihin liittyvdt proteiinit ja ndiden tehtdvdt, kertyvdin aineen
pddkomponentit ja kliininen fenotyyppi. SAP = saposiini, SCMAS = mitokondrion ATP
syntaasin alayksikko c. llmeneminen: C = syntymdssd, I = infantiili (6-18 kk), LI =
myohdinen infantiili (2-4 v.), vLI = vaihteleva myéhdinen infantiili, J = juveniili (5-10v.), A =
aikuisidn. (Muokattu: Mole ym. 2005, Kollmann ym. 2013, Boustany 2013, Shacka 2012,
Smith ym. 2012).
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(lipidimetabolia)

Tuntematon
(keramidisynteesi)

Aspartyyliendopeptidaasi

Tuntematon (tulehdusvaste,
embryogeneesi, solujen
liikkuvuus, tuumorigeneesi)

Tuntematon
(ionihomeostasia)

Kysteiiniproteaasi

Tuntematon
(ionikanavat)

Kertyva
aine
SAP
SCMAS

SCMAS

SCMAS

SCMAS

SCMAS

SCMAS

SCMAS

SCMAS

SAP

Muita nimityksia ja yleisin alkamisika

Santavuori—Haltian tauti / INCL (6-18 kk)

Jansky-Bielschowskyn tauti / LINCL (2-4 v.)

Battenin / Spielmeyer-Sjégrenin / Vogt-

Spielmeyerin tauti / JNCL (4-10 v.)

Kufsin tauti / Parryn tauti / Aikuisian
autosomaalinen dominantti / CLN4B /
ANCL (15-50 v.)

Suomalainen mydhainen infantiili variantti /
VLINCL (4-7 v.)

CLNG6 vLINCL (2-6 v.) ; CLN4A/ aikuisian
autosomaalinen resessiivinen Kufsin taudin

tyyppi A

Turkkilainen mydhainen infantiili variantti /
VLINCL (2-7 v.)

Pohjoinen epilepsia (EPMR) / vLINCL (3-7
V.)

JNCL

Synnynnainen / CNCL

Aikuisian /ANCL

Kufor—-Rakeb syndrooma / Parkinsonin
tauti 9 (PARK9) / vJNCL /ANCL

Aikuisian Kufsin taudin tyyppi B /ANCL

Progressiivinen myokloninen epilepsia 3
(EPM3)/INCL



transportterien toimintaan seka lipidimetaboliaan (Haltia & Goebel 2012). CLN-proteiinien on
havaittu vuorovaikuttavan keskenddn, mutta ei tiedetd, mikd on mahdollinen yhteinen signa-
lointireitti, joka selittdisi useiden eri geenien mutaatioiden aiheuttamat samankaltaiset patolo-

giset fenotyypit (Persaud-Sawin ym. 2007).

2.2  CLNS5-tautimuoto

CLNS5-tauti on myohdiselld lapsuusidlld ilmeneva ja hitaasti etenevd NCL-muoto (VLINCLEin),
jonka aiheuttaa suomalainen valtamutaatio CLN5-geenissd (CLNSrin major) (Savukoski ym.
1998). Suomessa taudin esiintyvyys on yksi 2.6 miljoonaa asukasta kohden ja viallisen geenin
kantajien osuus on 1:100, mutta Lénsi-Suomessa esiintyvyys on jopa 1:1500 ja viallisen gee-
nin kantajien osuus on 1:24 (Varilo ym. 1996, Mole ym. 2011). Tautia on tavattu myds muual-
la maailmassa lukuisten mutaatioiden aiheuttamana, mutta usein vain muutamissa perheissa.

Yleensd CLNS5-taudin ensimmaiisend oireena havaitaan psykomotorisen kehityksen hidas-
tuminen 4-7-vuoden idssd (Santavuori ym. 1982, 1993, Tyyneld ym. 1997, Xin ym. 2010).
Kuten muissakin NCL-tautimuodoissa, oireiden ilmaantumisikd ja jdrjestys vaihtelee jonkin
verran. Kognitiivisten kykyjen heikkeneminen ilmenee dementiana ja dlykkyysosamédirén ale-
nemisena. Motoristen taitojen taantumiseen liittyy aluksi kompelyyttd, hallitsemattomia lihas-
nykéyksid ja ataksiaa eli tahdonalaisten liikkeiden koordinaation hiiriotd, joka voi ilmetd esi-
merkiksi tasapainovaikeutena, haparointina ja levedraiteisena kévelynd (Santavuori ym.
1991). Myohemmin lihasjdykkyys lisddntyy eikd potilas kykene endéd kévelemdidn. Myds pu-
heen tuottaminen vaikeutuu ja nielemisen vaikeutuminen voi johtaa painon laskuun ja ravin-
nonsaannin alentumiseen. Lisdksi taudille ovat tyypillistd epileptiset oireet sekd sokeuteen
johtava nopeasti etenevé silmidnpohjan rappeuma ja ndkdhermon surkastuminen. Suurimmalla
osalla CLN5-potilaista ei ole kdytdksen héiriditd, mutta univalverytmin muutokset ovat ylei-
sid. Sairaus johtaa ennenaikaiseen kuolemaan 14-36 -vuoden ikd4n mennessa.

CLN5-geeni ilmentyy kaikissa kudoksissa, mutta sairauteen liittyvdt makroskooppiset
poikkeavuudet rajoittuvat ldhinné aivoihin, silménpohjaan ja nidkohermoon (Savukoski ym.
1998, Birch 1999, Jardim 2010). Aivoissa esiintyy vakavaa aivokuoren ja pikkuaivojen sur-
kastumista sekd muutoksia hippokampuksen eli aivoturson neuronien selviytymisessd (Autti

ym. 1992, Savukoski ym. 1998, Haltia 2003, Tyyneld ym. 2004). Neuronikato on runsasta



myds talamuksissa, mutta muissa aivokuoren alapuolisissa kerroksissa se on vihdisempaa.
Surkastumisen seurauksena aivokammiot suurentuvat ja niihin voi kertyd nestettd (Tyyneld
ym. 1997). Silménpohjan rappeumaa havaitaan varsinkin keltatidplidn eli makulan kohdalla,
jossa ndkdaistinsolujen tiheys on suurin (Birch 1999, Mole ym. 2011). Silménpohjan soluker-
rosten paksuus ohenee ja neuronien médrd vihenee gangliokerroksessa. Sen sijaan valoresep-
torikerroksessa ja pigmenttiepiteelissd on vain vihdisid muutoksia. Lisdksi aivojen valkoisen
aineen eli aksonien mééré ja niiden myelinaatio vihentyy, kun taas tuledusvasteesta ja immuu-
nipuolustuksesta vastaavien astrosyyttien, mikrogliasolujen ja makrofagien maéra lisdéntyy

(Tyyneld ym. 1997).

2.2.1 CLN5-geeni ja proteiinituotteet

Ihmiselld CLN5-geenti sijaitsee 13q21-q32 kromosomissa ja koostuu neljistd eksonista (Savu-
koski ym. 1994, 1998, Varilo ym. 1996). Se koodaa 407 aminohapon polypeptidid, jonka mo-
lekyylimassa on 46 kDa (kuva 1) (Savukoski ym. 1998, Schmiedt 2012). Geenin koodaama
CLNS5-proteiini ei ole homologinen minkéédn tunnetun proteiinin kanssa, eikd sen tarkkaa teh-
tdvédd tunnetta. Alun perin se kuvattiin joko kalvon lapéiseviksi tai liukoiseksi proteiiniksi, sil-
12 siind on kaksi hydrofobista jaksoa, jotka voidaan madrittdd kalvon ldpdiseviksi helikseiksi
(Savukoski ym. 1998, Vesa ym. 2002, Kyttdld ym. 2006, Bessa ym. 2006). Sittemmin proteii-
nin on osoitettu olevan liuokoinen lysosomaalinen glykoproteiini eli glykaani (Isosomppi ym.
2002, Holmberg ym. 2004, Sleat ym. 2006, Schmiedt ym. 2010, Larkin ym. 2013).
CLNS5-proteiini syntetisoidaan prekursorimuodossa, jolloin sen N-terminaalisessa padssd
oleva kalvon ldpdisevd domeeni on kiinnittynyt lysosomin kalvoon. Prekursori kuitenkin gly-
kosyloituu nopeasti ja se katkaistaan kalvon ldpdisevin domeenin kohdalta, minka seuraukse-
na lopullinen proteiinituote vapautuu lysosomiin. C-terminaalisen hydrofobisen jakson on
puolestaan osoitettu ottavan amfipaattisen muodon, joten se ei ole kalvon ldpdisevd. Amino-
happojarjestyksen perusteella CLNS5-proteiinissa on kahdeksan N-glykolysaatiokohtaa, ja so-
lumalleilla on havaittu 60-75 kD painoisen glykosyloituneen polypeptidin olemassaolo (Iso-
somppi ym. 2002, Vesa ym. 2002). Kolmen glykaanin on havaittu sisiltdvin mannoosi-6-fos-
faattia (MP) kohdissa N320, N330 ja N401 (Isosomppi ym. 2002, Sleat ym. 2006, Schmiedt

ym. 2010). Mannoosin lisdksi CLN5-proteiiniin voi liittyd my6s monimutkaisempia sokereita.



Muita mahdollisia proteiinin modifikaatioita ovat fosforylaatio ja myristoylaatio eli myris-

toyyli-rasvahapon kovalenttinen liittyminen proteiiniin.

CLM5-proteiini

H.sapiens MRRNLRLGPSSGADAQGQGAPRPGLAAPRMLLPPASQASRGSGSTGCSLMAQEVDTAQGA 60
M.MUSCULUS s s e oo e e e e bbb iiimoccmncacicaian
H.sapiens EMRRGAGAARGRASWCWALALLWLAVVPGWSRVSGIPSRRHWPVPYKRFDFRPKPDPYCQ 120
M.musculus MLRGGPCGAHWRP - - ALALALLGLAT ILGASPTSGQ- - - - RWPVPYKRESFRPKTDPYCQ 54
:* *‘ .*: *. . EE 2+ %] **.: +* x .*i :********.+***.*****
179
H.sapiens AK?TFEPTGSPIPUMEGDDDIEUFRLQAPHNEFKTGDLLGHLKIMHDAIGFRSTLTG*H 180
M.musculus AKYTFCPTGSPIPYMKDNDVIEVLRLQAPIWEFKYGDLLGHFKLMHDAVGFRSTLTGHNY 114
***************:I:* ***:*****:***********:*:****:***********
192 227
H.sapiens TMEWYEL FQL TFPHLRPEMDAPFHCNQGAACFFEGIDDVHHK:H TLVQVATISGNM 240
M.musculus TIEWYELFQLANETFPHLRPDKSAPFWCNQGAACFFEGIDDKHWKENETLSVVATISGNT 174
*:*************%****: 1*************%**** wkddddhd kdddhdd
252
H.sapiens FNQMAKWVKQONETGTYYETWNVKASP EKGAETWFDSYDCSKFVLRTFNKLAEFGAEFKN 300
M.musculus ENKVAEWVKQONETGIYYETWTVRAGPGQGAQTWFESYDCSNFVLRTYKKLAEFGTEFKK 234
**: :k:*****t*t*t***t*r*:*r* :**:**t:*****:*****: :***ft**:'}r**:
304 320 330
H.sapiens TETNYTRIFLYSGEPTYLANETSVFGPTANKTLGLATKRFYYPFKPHLPTKEFLLSLLQT 360
M.musculus TETNY TKIFLYSGEPTYLANETSIFGPKANKTLALAIKKFYGPFRPYLSTKDFLMNFLKI 294
t*****:***#**** ***i*t*:*t*r**i#*r*#**:'.\"k **:*:*r**:#*: . :*:*
Yag2x 401
H.sapiens FDAVIVHKQFYLFYNFEYWFLPMKFPFIKITYEEIPLPIANKTLSGL 407
M.musculus FDTVIIHRQFYLFYNFEYWFLPMKPPFVKITYEETPLPTRHTTFTOL 341

FH Rk AR REEFEEAERAEAREAERE R R Rk ITR AEE K. ke &
" a . &

Kuva 1: Ihmisen (H. Sapiens NP _006484.1) ja hiiren (M.Musculus NP_001028414.1) ortolo-
gisten CLN5-proteiinien aminohapposekvenssien vertailu ClustalW2-ohjelmalla. Ennustettu
hydrofobinen signaalisekvenssi on merkitty yhtdisuuruusmerkilld (=), mahdollinen N-termi-
naalinen leikkauskohta katkoviivalla (-) ja suomalaisen valtamutaation sijainti Y392X-mer-
kinndlld. Mustat laatikot osoittavat konservoituneet N-glykosylaatiokohdat. Identtiset amino-
hapot (*), vahvasti samankaltaiset aminohapot (:), heikosti samankaltaiset aminohapot

(Holmberg ym. 2004, Moharir ym. 2013).

CLNS5-taudin aiheuttava suomalainen valtamutaatio on kahden emiksen deleetio neljannes-
sd eksonissa (c.1175delAT) ja se aiheuttaa muutoksen vastaavassa polypeptidin kohdassa
p-Tyr392X (Savukoski ym. 1998, Holmberg ym. 2000). Deleetio johtaa lukukehyksen muu-
tokseen ja geenin koodaaman polypeptidiketjun lyhentymiseen 407 aminohaposta 391 amino-
happoon. CLN5-geenistd on raportoitu yhdeksédn luonnollisesti esiintyvdd polymorfismia,

joista osaa on tavattu myds CLN6 ja CLN7 tautimuodoissa (Savukoski ym. 1998, Xin ym.



2010). Lisdksi geenissd on havaittu useita muita mutaatioita, joista ainakin 35 on tunnistettu
(Savukoski ym. 1998, Holmberg ym. 2000, Bessa ym. 2006, Sleat ym. 2006, Lebrun ym.
2009, Xin ym. 2010, http://www.ucl.ac.uk/ncl/CLN5mutationtable.htm). Mairitettyihin mu-
taatioithin kuuluu missense-mutaatioita, jossa kodoni koodaa eri aminohappoa, lukukehyksen
muutoksen aiheuttavia pienid deleetioita tai insertioita, laajoja deleetioita ja nonsense-mutaa-
tioita, joissa mutaatio aiheuttaa polypeptidiketjun syntetisoinnin pééttavén stop-kodonin.
CLNS5 ilmenee normaalisti lysosomeissa, mutta myds muualla solussa (Isosomppi ym.
2002, Vesa ym. 2002, Holmberg ym. 2004). Sairauteen liittyvdt mutaatiot eivdt vaikuta
CLNS5-proteiinin sijaintiin, mutta ne héiritsevét proteiinin kuljetusta lysosomeihin ja joissakin
tapauksessa aiheuttavat proteiinin palautumisen ER:lle tai Golgin laitteelle (Lebrun ym. 2009,
Schmiedt ym. 2010, Isosomppi ym. 2002). Tdma viittaa sithen, ettd mutaatio ei valttimatti ai-
heuta proteiinin vdédranlaista laskostumista, vaan voi suoraan vaikuttaa sen toimintakykyyn.
CLNS5-proteiinin kuljetusmekanismia lysosomeihin ei tunneta, mutta koska CLN5-proteii-
nin on osoitettu sitovan MP:td, on mannoosi-6-fosfaattireseptori (MPR) vilitteistd kuljetus-
reittid ehdotettu siirtomekanismiksi (Sleat ym. 2006). Yleensd liukoiset proteiinit kuljetetaan
lysosomeihin MPR-reittid kdyttden, ja tdlloin MP-merkitty proteiini tunnistetaan Golgin lait-
teella ja ohjataan endosomin kautta lysosomille (Rouille ym. 2000, Pohl ym. 2009). Toisaalta
CLNS-proteiinin on havaittu vuorovaikuttavan my0s toisen lysosomaalisen sortiliini-kulje-
tusproteiinin kanssa. Kummankaan mekanismin ei ole kuitenkaan todistettu siirtdvin CLN5-
proteiinia lysosomiin, minké lisdksi CLNS siirtyy lysosomiin myos niistd kuljetusproteiineista
riippumattomalla, edelleen tuntemattomalla tavalla (Schmiedt ym. 2010, Mamo ym. 2012).
Lysosomaalisten kuljetusproteiinien ja CLNS5:n vilille onkin ehdotettu vaihtoehtoista vuo-
rovaikutusmekanismia. CLNS5-proteiinin on esitetty ohjaavan MPR:n ja sortiliinin kuljetusta
sadtelemilld retromeerien kdyttdonottoa endosomeissa (Mamo ym. 2012). Retromeerit siirtd-
vit molekyylejd endosomeista Golgin laitteelle. Tédtd mallia tukee se, ettd soluissa, joissa
CLNS5:n toiminta on estetty, sortiliini ja MPR hajotetaan lysosomeissa, koska retromeerin
kayttoonotto on estynyt ja siten reseptoreja ei voida palauttaa Golgin laitteelle. My0s retro-
meerejd aktivoivassa jirjestelméssd on havaittu hiirioitd sairauden yhteydessd. CLN5:n muita

mahdollisia tehtdvii soluissa ei tunneta.


http://www.ucl.ac.uk/ncl/CLN5mutationtable.htm

2.2.2 Cln5-hiirimalli

NCL-tauteja tavataan ihmisen lisdksi myods muilla selkdrankaisilla eldimilld ja nisdkkéilla
Cin5-geenisekvenssi on melko konservoitunut (http://www.ucl.ac.uk/ncl/animal.shtml). Sai-
rauden aiheuttavia luonnollisesti esiintyvid mutaatioita on havaittu Cln5-geenin ortologeissa
muun muassa koirilla, lampailla ja muilla sorkkaeldimilld (Melville ym. 2005, Houweling
2006, Frugier ym. 2008). Eldinmallit ovat korvaamattomia NCL-tautien mekanismien selvitté-
misessd ja useille tautimuodoille on kehitetty transgeenisia hiirimalleja, joiden avulla aivojen
hermorappeuman syitd voidaan tutkia. My0s CLNS5-taudille on kehitetty poistogeeninen
CIn5~-hiirimalli (Kopra ym. 2004).

Hiiren Cln5-geeni koodaa 341 aminohapon mittaista polypeptidid, jonka sekvenssi on hy-
vin samanlainen ihmisen CLNS-proteiinin kanssa 102:sta aminohaposta ldhtien (kuva 1)
(Holmberg ym. 2004, Kopra ym. 2004). Liséksi hiiren CLN5-proteiini on toiminnaltaan sa-
mankaltainen kuin ihmiselld, silld se on liukoinen, siind on havaittu vaihtoehtoista silmukoin-
tia ja se ilmentyy samoilla aivojen alueilla (Autti ym. 1992, Heinonen ym. 2000, Holmberg
ym. 2004). CIln5"-hiirimallissa CIn5-geeni on tehty toimimattomaksi siirtiméalld kolmanteen
eksoniin neomysiini-geenisegmentti (Kopra ym. 2004). Tdma aiheuttaa geenin lukukehyksen
muutoksen ja ennenaikaisen stop-kodonin muodostumisen, miki johtaa lyhentyneen proteiini-
tuotteen syntymiseen. Mutaatio muistuttaa ihmisen CLN5-geenin Glu253Stop-mutaatiota
(Holmberg ym. 2000).

““_hiirimallissa on suhteellisen hidasta, misti

Neurologisen fenotyypin kehittyminen Cln5
poikkeuksena on jo varhaisessa vaiheessa alkava ndkokyvyn heikkeneminen, joka johtaa no-
peasti sokeuteen (Kopra ym. 2004, Shacka 2012). Hiirilld ei ole raportoitu poikkeavaa kayt-
tdytymistd, motoristen kykyjen heikkenemisti tai epileptisid kohtauksia, eikd niiden elinikda
ole raportoitu kirjallisuudessa, vaikkakin fenotyyppid on kuvattu 12 kuukauden ikiisissa yksi-
16issd (Kopra ym. 2004, von Schantz ym. 2009). Cln5-geenin puuttuminen aiheuttaa kuitenkin
useiden immuunipuolustukseen, tulehdusvasteeseen ja neurodegeneraatioon liittyvien geenien
voimistunutta ilmentymistd hiirten aivoissa (Kopra ym. 2004). Lisdksi havaitaan myelinaa-
tion, lipidimetabolian, fosforylaation, RNA-prosessoinnin, sytoskeletonin ja soluadheesion

héiriintymistd (von Schantz ym. 2008, Schmiedt ym. 2010).

Aivojen surkastuminen on merkittivii vasta idkkailld Cln5~-hiirilli, mutta muutoksia so-
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lujen toiminnassa havaitaan jo varhaisessa vaiheessa (Kopra ym. 2004, Shacka 2012). Autof-
luoresoivaa ainetta kertyy perifeerisiin kudoksiin ja keskushermostoon samoille alueille kuin
CLNS5-potilailla. Erityisesti GABAergisten vélineuronien tuhoutuminen on voimakasta
CIn57-hiirten aivokuorella, hippokampuksessa, keskiaivoissa ja pikkuaivoissa. Jéljelle ja-
vien GABAergisten vilineuronien kasvu voimistuu ja niiden dendriittien morfologia muuttuu
(Cooper 2003). Pikkuaivojen Purkinjen solujen katoon saattaa liittyd glutamaattireseptorien
aktivoitumista ja synapsien patologiaa (Yue ym. 2002, Mennini ym. 2002, von Schantz ym.
2009). Kudospatologia talamokortikaalisilla alueilla tapahtuu CIn5™-hiirilld pdinvastaisessa
jarjestyksessd verrattuna muihin NCL-tautimalleihin, silld kortikaaliset neuronit surkastuvat
ennen kuin vaikutukset talaamisissa neuroneissa nékyvét (von Schantz ym. 2009).

Kaiken kaikkiaan Cln5”-hiirten patologia vastaa CLN5-taudin potilaiden kliinisti taudin-
kuvaa (Kopra ym. 2004, Autti ym. 1992, Haltia 2003, von Schantz ym. 2009). Verrattuna esi-

merkiksi CLN1-tautimuodon hiirimalliin, Cln5"

-hiiret osoittavat lievdd sairauden fenotyyp-
pid (Gupta ym. 2001). Cln5"-hiirimallissa havaittavia muutoksia esiintyy myos ikdantymisen
myo6ti, ja koska Cln57-hiirilld ei havaita merkittivii aivojen atrofiaa, on sitd ehdotettu myos

ikddntymiseen liittyvien molekulaaristen prosessien tutkimukseen (Kopra ym. 2004).

2.3 Keskeiset patologiset piirteet

Useat solujen prosessit ovat héiriintyneet NCL-taudeissa ja yhdessd hiiri6t saavat aikaan neu-
ronien kuolemaan johtavien signalointireittien aktivoitumisen, misti seuraa aivokudoksen sur-
kastumista (Puranam 1999, Persaud-Sawin ym. 2002, Persaud-Sawin 2007, Ballabio & Gie-
selmann 2009). CLN-geenien koodaamat proteiinit eivit itse muodosta kertymid lysosomei-
hin, miki viittaa sithen, ettd proteiinit osallistuvat prosesseihin, kuten kalvojen uusiutumiseen
tai endosomien ja lysosomien toimintaan, miké johtaa toissijaisten aineiden kertymiseen (Bal-
labio & Gieselmann 2009, Schultz ym. 2011). Suuri osa tautimuodoista aiheutuukin kalvopro-
teiinien toiminnan hairiintymisestd. Tyypillisid hiirioitd ovat myds tulehdusvaste ja solutason
stressi (Jalanko ym. 2005, Maiuri 2007, Schultz ym. 2011). Lisdksi NCL-tautien yhteydessa
on havaittu hdiriditd lipidien kuljetuksessa ja kalsiumin homeostasiassa ER:lla (Ciechanover
2012, Platt & Lachmann 2009). My06s neuronien viestintdd nopeuttavien myeliinituppien ra-

kenteessa tapahtuu muutoksia, miké aiheuttaa aksonien surkastumista.
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2.3.1 Lysosomaaliset proteiinikertymét

Keskeisin patologinen piirre NCL-taudeissa on post-mitoottisten solujen lysosomeihin muo-
dostuvat kertymdt (Mole ym. 2011, Palmer ym. 2013). Kertymid muodostuu kaikkialle ke-
hoon, mutta erityisen runsaasti aivojen neuroneihin ja silmdnpohjan pigmenttiepiteelisoluihin.
Kertymét havaitaan kellertdvan ruskeina, autofluoresoivina ja elektronitiheind jyvésind ja ne
muistuttavat histokemiallisesti rasvojen hapettumisessa muodostuvia lipopigmenttejd, seroidia
ja lipofuskiinia, jotka koostuvat lipideistd, sokereista ja metalleista (Mole ym. 2011, Palmer
ym. 2013, Palmer ym. 2013, Petkau & Leavitt 2014). Seroidia ja lipofuskiinia kertyy soluihin
myo6s muissa lysosomaalisissa kertymasairauksissa, aliravitsemuksen ja kasvainten yhteydes-
sd, sekd normaalin ikddntymisen my6td (Porta 2002, Boustany 2013).

NCL-taudeissa kertyvd aine koostuu piidasiassa proteiineista, joita ovat 1) mitokondrion
ATP-syntaasin alayksikk6 C (SCMAS) ja 2) saposiinit (SAP) eli sfingolipidien aktivaattorip-
roteiinit A ja D (Tyyneld ym. 1993, Goebel ym. 1996, Elleder ym. 1997). Kertyvén aineen
merkittdvin komponentti miérad kertymien hienorakenteen ulkondon, jota voidaan kiyttdd
tautimuodon tunnistamisessa. Saposiinit muodostavat rakeisia osmiofiilisia (osmiumtetroksi-
dilla vérjdytyvid) saostumia, joita kutsutaan GROD:ksi, kun taas ATP-syntaasin alayksikot
muodostavat kaarevia, suoria ja sormenjilked muistuttavia kuvioita (kuva 2). CLN5-taudissa
esiintyy niitd kaikkia (Tyyneld ym. 1997).

Neuroneissa kertymien padkomponentti on SCMAS, mutta niissd on jonkin verran myds
SAP:ja (Goebel ym. 1996, Tyyneld ym. 1997). Osa kertymista sisdltdd runsaasti proteolyyttis-
td katepsiini D:té, joka estdd autofluoresenssin. Neuroneissa tapahtuu lisdksi kertymien tiivis-
tymistd, jolloin niihin kertyy laktosyylikeramidia eli vahamaista sfingolipidid, johon on kiin-
nittynyt laktoosimolekyyli ja sokereita sitovan konkanavaliini A -glykoproteiinin reaktiivisia
yhdisteitd (Elleder 1989, Hulkova ym. 2005). Lysosomeihin muodostuvien proteiinikertymien
lisdksi neuroneihin kerdintyy nestettd ja mitokondrioita, minkéd seurauksena neuronit suuren-
tuvat ja kuolevat (Kimura & Goebel 1987, Walter & Goebel 1988, Mole ym. 2011, Palmer
ym. 2013).
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2.3.2 Apoptoosi ja autofagia

Lysosomien toiminta on keskeisessd roolissa CLNS5-taudin patogeneesissa. Normaalisti toi-
miessaan ndmé kalvon ympérdimét soluorganellit varastoivat ja hajottavat solujen makromo-
lekyyleja entsymaattisesti uudelleen kéytettdivadn muotoon (Maiuri 2007). Siten lysosomit
auttavat yllapitdmiin solujen homeostaasia ja sditelevit tulehdusvastetta muun muassa hajot-
tamalla immuunipuolustukseen liittyvid molekyylejd (Boustany 2013). Lisédksi lysosomit osal-
listuvat yhdessd endosomien eli solun aktiivisesta aineenotosta huolehtivien kalvorakkuloiden

kanssa autofagian ja apoptoosiin sddtelyyn. Lysosomi—endosomi -jérjestelma osallistuu myos

neurotransmission sdételyyn kierrdttdmalla reseptoreja.

b r
Toamreny ] e

NCL-tauteihin liittyvien kertymien hienorakenteita. (A) Osmiofiilisia saostumia
(GROD) silmdnpohjan pigmenttiepiteelisoluissa, INCL. (B) Kaarevia kuvioita verisuonen si-
ledn lihaksen solussa, LINCL. (C) Sormenjdlkikuvioita lymfosyytissd,vLINCL. (D) Sormenjdil-
kikuvioita lymfosyytin lysosomissa, JNCL. (Muokattu Mole ym. 2005)

Neuronien tiarkeimmét kuolemaan johtavat prosessit ovat apoptoosi, autofagia ja nekroosi
(Fayaz ym. 2014). Apoptoosissa eli ohjelmoidussa solukuolemassa aktivoidaan proteolyyttisid
kaspaaseja joko ulkosyntyisesti solukalvon reseptorien vilitykselld tai sisdsyntyisesti mito-
kondrioista vapautuvien pro-apoptoottisten entsyymien, kuten sytokromi-c:n, vapautumisen
seurauksena (Mattson 2000, Yuan ym. 2003, Danial & Korsmeyer 2004). Autofagiassa eli so-
lujen omien osien syonnissd lysosomaaliset entsyymit hajottavat solun rakenneosia uudelleen
kaytettavadn muotoon (B’chir ym. 2013). Autofagia toimii selviytymiskeinona stressitilanteis-
sa, kuten ravinnonpuutteen aikana, mutta solun kuolemaan johtavassa autofagiassa normaali
molekyylien hajotus kiihtyy ja soluun muodostuu lysosomaalista alkuperdé olevia vakuoleja,

minkd lisdksi mitokondriot, ER ja Golgin laite laajentuvat. Kolmanteen solukuolematyyppiin,
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nekroosiin, ei liity lysosomaalista toimintaa, vaan siind soluorganellit laajentuvat muodostaen
lopulta aukkoja soluun. NCL-taudeissa lipidimetaboliaan liittyvdt apoptoosi ja autofagia vai-
kuttavat olevan padasialliset neuronien kuolemaan johtavat mekanismit, minka lisdksi aivojen
tulehdusvaste aktivoi prosesseja (Puranam 1999, Wyss-Coray & Mucke 2002, Koike 2005,
Persaud-Sawin & Boustany 2005, Kim ym. 2006).

2.3.3 Tulehdusvaste ja immuunipuolustus

Neuronien degeneraation liséksi NCL-taudeille ovat tyypillisid pitkittynyt tulehdusvaste ja im-
muunipuolustuksen aktivoituminen (Boustany 2013). Neuronien vaurioituminen saa aikaan
keskushermoston immuunipuolustuksesta vastaavien hermotukisolujen (astrosyyttien ja mik-
rogliasolujen) aktivaatioon, jolloin ne vapauttavat tulehdusvilittdjdaineita eli sytokiineja. Tu-
lehdusvaste voimistuu entisestdén kidynnistyvien singalointikaskadien seurauksena (Czeh ym.
2011). Gliasolujen aktivaatio on selviytymiskeino, ja joissakin tapauksissa kuten aivokalvon-
tulehduksessa tai pdédn vammassa, prosessi pysdhtyy kun haitta poistuu. NCL-taudeissa havai-
taan jatkuvaa gliasolujen aktivaatiota ja tulehdusta, jotka edistévit neuronien tuhoutumista.
Vaikka tulehdus saattaa olla toissijainen oire NCL-taudeissa, se vaikuttaa hermorappeumaan
ja on siten lupaava hoidon kohde (Seehafer ym. 2011).

Astroglioosissa hermotukisolut eli astrosyytit aktivoituvat ja lisddntyvéit. Astroglioosia ta-
pahtuu jo neljan kuukauden ikéisten Cln5 " -hiirten aivoissa, etenkin talamuksessa, ennen kuin
neuronien surkastuminen on merkittivdd (von Schantz ym. 2009). Vaikka astroglioosia on
kauan pidetty hermorappeumasairauksien merkkini, gliasolujen vaste ennakoi neuronien ka-
toa ja se voi olla neuronien toiminnan héiriintymisen seurausta (Raivich ym. 1999). Useissa
NCL-taudeissa ja muissa lysosomaalisissa kertymésairauksissa varhain ilmeneva gliavaste en-
nustaakin tarkasti, missd neuronikatoa tulee tapahtumaan (von Schantz ym. 2009).

Mikrogliojen aktivaatio on voimakkainta myo6hdisessd vaiheessa 12 kuukauden ikdisten
Cln5-hiirten talamuksissa, mutta ilmid on havaittavissa jo kolmen kuukauden ikéisilla hiiril-
14 (Kielar ym. 2007, von Schantz ym. 2009, Schmiedt 2012). Lisdksi kymmenien immuuni-
puolustukseen ja tulehdusvasteeseen osallistuvien geenien (muun muassa interleukiini 16,
beeta-2-mikroglobuliini ja gliaalinen fibrillaarinen hapan proteiini, GFAP) ilmentymisen on

havaittu lisdéntyvin jo kolmen kuukauden ikiisilli CIn5~"-hiirilld, miki viittaa siihen, etti tu-
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lehdusvaste ennakoi myohemmin tapahtuvaa neuronien surkastumista (Kopra ym. 2004). Ris-
tiriitaisesti CIn5~-hiirten aktiivisten mikrogliojen ei ole havaittu tuottavan sytokiineja poik-
keavia madrid in vitro -kokeissa, mutta mikrogliojen aktivoitumisen on osoitettu lisddvin

Cln5-geenin ilmentymistd myds normaalisti toimivissa soluissa (Schmiedt 2012).

2.3.4 Oligodendrosyyttien hypomyelinaatio

NCL-taudeissa neuronien viestintdd nopeuttavien myeliinituppien rakenteessa tapahtuu muu-
toksia, mikd aiheuttaa valkoisen aineen vihenemisti ja aksonien kuolemaa (Kopra ym. 2004,
Schmiedt ym. 2010). Myeliinié tuottavat oligodendrosyytit ja niiden erilaistumisen ja kehitty-
misen on havaittu olevan hitaampaa Cln5~-hiirilli. Myeliinin vihentyminen tapahtuu samaan
aikaan kuin astroglioosi voimistuu, mutta ei tiedetd liittyvdtké ndma prosessit toisiinsa. Toi-
saalta on osoitettu, ettd reaktiivinen astroglioosi lisdd myelinaatiota ja etti GFAP-proteiinin
mutaatiot aitheuttavat hypomyelinaatiota (Shields ym. 2000, Talbott ym. 2005). Joka tapauk-
sessa astroglioosi ja oligodendrosyyttien erilaistumisen hairiintyminen ennakoivat neuronien

katoa Cln5-hiirimallissa.

2.3.5 CLN-proteiinien vuorovaikutus

NCL-tautien yhteiset piirteet viittaavat sithen, etti CLN-proteiinit toimivat samalla signaloin-
tireitilld tai osallistuvat samoihin solun prosesseihin, vaikka tautien molekyylitason mekanis-
meja ei tunnetakaan tarkasti (Suopanki ym. 2000, Lyly ym. 2009). CLN5-taudilla on yhteisia
piirteitd varsinkin nuoruusidn CLN3-tautimuodon kanssa ja niiden proteiinien toiminta liittyy
keramideihin eli vahamaisiin sfingolipideihin (Haddad 2012). CLN3-proteiinin toiminta tun-
netaan melko hyvin ja sen viallisuus aiheuttaa apoptoosia lipidilauttojen keramidien valityk-
selld (International Batten Disease Consortium 1995, Lane ym. 1996, Kyttidla ym. 2006). Nor-
maalisti toimiva CLN3 avustaa a-galaktosyylikeramidin (GalCer) siirrossa Golgin laitteelta li-
pidilautoille (Rusyn 2003). Viallisen CLN3:n seurauksena GalCer:n méérd vidhenee, mika ai-
heuttaa proteolyyttisia kaspaaseja aktivoivan keramidin muodostumisen, ja johtaa apoptoo-
siin. Siirtdmallda CLN3 cDNA:ta tai GalCer:id viallisiin soluihin voidaan apoptoosi pysayttaa

ja palauttaa solujen kasvu normaaliksi (Boustany 2013). Myds CLNS5- ja CLN8-taudeissa so-
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lukuolema voi olla keramideihin liittyvé ja sfingolipidiaktivoitu (Haddad 2012). CLN6 ja
CLN8 ovat endoplasmakalvoston proteiineja, joiden mutaatiot aiheuttavat erilaisia tautimuo-
toja, kuten Kuffsin taudin tyyppid A ja Pohjoisen epilepsiaa (Haltia & Goebel 2012).

Hairiot SCMAS:n hajotuksessa yhdessd mitokondrioiden médrén lisdéntymisen kanssa voi-
vat olla syynd SCMAS:n kertymiin lysosomeissa (Sikora ym. 2007). Synnynnéisessd CLN10-
ja aikuisidn CLN13-tautimuodoissa mutatoituneet geenit koodaavat katepsiineja D ja F, jotka
ovat kysteiiniproteaaseja ja merkittdvid lysosomien protealyyttisen jdrjestelmin komponentte-
ja (Nagler ym.1999, Tyyneld ym. 2004, Arsov 2011, Haltia & Goebel 2012, Haddad 2012,
Repnik 2012, Smith ym. 2013). Katepsiini D aktivoituu pro-apoptoottisen keramidin ja tuu-
morinekroositekijan (TNF) vaikutuksesta, mikd saa aikaan muiden pro-apoptoottisen tekijoi-
den ja sytokromi c:n vapautumisen sekd kaspaasien aktivoitumisen. Lapsuusidan CLN2-taudin
aiheuttavat puolestaan muutokset tripeptidyylipeptidaasi 1 proteiinisssa (TPP1), joka on pepti-
dien kataboliaan osallistuva karboksyylipeptidaasi (Ezaki ym. 1999). Normaalisti TPP1 aloit-
taa SCMAS:n hajotuksen ja katepsiini D viimeistelee sen.

Solujen lipidimetaboliassa ja lipidien kuljetuksessa havaitaan muutoksia CLNS5-taudissa.
Esimerkiksi seerumin kolesterolin haitallisen HDL-muodon on osoitettu kohonneen kuukau-
den ikdisilla Cln5~-hiirilld (Schmiedt ym. 2010). Paremmin tunnetaan lapsuusiin CLN1-tau-
dissa havaittavat lipidimetabolian muutokset, jotka liittyvat apoptoosin aktivoitumiseen (Hof-
mann ym. 2002, Wei ym. 2008). Normaalisti toimiessaan palmitoyyliproteiinitioesteraasi 1 -p-
roteiini (PPT1) pilkkoo rasvahappoja irti proteiineista, mutta mutaatio estdd rasvahappojen
pilkkomisen, mistd seuraa hiiriditd kalvojen uusiutumisessa (Koike 2005). Lisdksi CLN1-po-
tilaiden soluissa on havaittu ER-kalvoston kalsium-tasapainon hiiri6itd, joiden syytd ei tunne-
ta, mutta jotka aiheuttavat kiihtynyttd laskostumattomien proteiinien hajotusta (UPR). Tdma
puolestaan laukaisee ER-stressin ja apoptoosin (Kim ym. 2006).

Muiden tautimuotojen yhteys CLNS5-tautiin ei ole yhtd selked. Aikuisiin dominantissa
CLN4-tautimuodossa DNAJCS-geeni on mutatoitunut (Noskova ym. 2011). Normaalisti toi-
miessaan sen koodaama CSPa-proteiini osallistuu muun muassa neuronien synaptisten vesik-
kelien toimintaan. Aikuisiin CLN11-tautimuotoon liittyvédn liukoisen proteiinin, progranulii-
nin (GRN), tehtdvai ei tunneta tarkkaan, mutta sen on havaittu osallistuvan useisiin solujen
prosessethin (Smith ym. 2012). Mydskddn progressiiviseen epilepsiaan eli CLN14-tautimuo-

toon liittyvén liukoisen KCTD7-proteiinin tehtdvii ei tiedetd, joskin sen on havaittu osallistu-
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van ionikanavien toimintaan (Kousi ym. 2012). Turkkilaiseen tautimuotoon on yhdistetty
CLN7-geeni, joka koodaa mahdollisesti kalvotransportterina toimivaa MFSDS8-proteiinia
(Ranta ym. 2004, Siintola ym. 2007). CLN12-taudissa on mutatoitunut ATPaasia koodava
ATP13A2-geeni, jonka mutaatiot aiheuttavat myds Kufor-Rakeb syndroomaksi kutsutun var-
haisen Parkinsonin taudin tyypin (Bras ym. 2012). CLN9-taudin aiheuttavaa geenid ja sen
koodaamaa proteiinia ei ole karakterisoitu, mutta sen arvellaan osallistuvan kalvojen lipidien
synteesiin (Schulz ym. 2006).

CLNS5-proteiinin saattaa muodostaa toiminnallisia komplekseja muiden NCL-proteiinien
kanssa ja sen on havaittu vuorovaikuttavan varsinkin CLN1, 2, ja 3 proteiinien kanssa (Lyly
ym. 2009). Proteiinien yhteistd metaboliareittid tukee se, ettd 1) niiden mutaatiot aiheuttavat
NCL-taudin puhkeamisen kutakuinkin samassa idssd, 2) CLNS5-potilailla on havaittu edella
mainittujen proteiinien aktiivisuuden kasvua, 3) muut proteiinit kompensoivat CLN5-valtamu-
taation aiheuttamia hairiditd, ja 4) CLNS ja PPT1 vuorovaikuttavat molemmat F1-ATP-syn-
taasin alayksikdiden kanssa (Sleat ym. 1997, Vesa ym. 2002, Lyly ym. 2009). Tautimuotojen
patologiassa voi kuitenkin olla suuriakin eroja, silld yhtdldisyyksistd huolimatta geenien il-
mentyminen ja niiden vaikutukset aivoissa vaihtelevat voimakkaasti neuronien, astrosyyttien

ja mikrogliojen valilla (Cooper 2010, Sharifi ym. 2010 ).

3 AIVOJEN KANTASOLUT

NCL-taudeissa hermosolut rappeutuvat, mikd on erityisen vahingollista aivoille, sillda hermo-
solujen uusiutumiskyky on rajoittunutta (Collins ym. 1989, Huebner & Strittmatter 2009,
Boustany 2013). Vaikka uusien neuronien muodostuminen jatkuu koko eldmén ajan tietyilld
aivojen alueilla, neurogeneesi ei pysty korvaamaan hermorappeumasairauksissa menetettyjd
soluja (Alvarez-Buylla & Lim 2004, Lie ym. 2004). Neuronikadon hoidossa on saatu toivoa
kantasoluterapioista, joissa uusia kantasoluja siirretddn vaurioituneelle alueelle, tai aivojen
omia kantasoluja indusoidaan ld&keaineiden avulla jakautumaan ja korjaamaan vaurioituneita
alueita (Teknologiakatsaus 148/2003: Viinédnen). Kantasolujen toiminnasta ja aivojen uusiu-
tumisen sddtelyyn liittyvistd kudosspesifisistd olosuhteista tarvitaan kuitenkin lisdi tietoa, jot-
ta kantasoluja voitaisiin kayttdd potilaiden hoitoon. Erityisesti tarvitaan parempaa ymmaérrysta

sekd kantasolujen jakautumista stimuloivista tekijoistd ettd erilaistumisen sdételysta.
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3.1 Kantasolujen ldhteet ja tyypit

Kantasoluja voidaan eristdd alkiosta, sikidstd, napaverestd, luuytimestd ja pienid mairid myos
verestd ja muista kudoksista (Gage 2000, Kornblum 2007). Alkion kantasoluista (ES), joita
saadaan thmiselld noin 5 vuorokauden ikdisen alkion rakkulavaiheen eli blastokystin sisdsolu-
massasta, voidaan edelleen erilaistaa hermokantasoluja. Hermokantasoluja voidaan eristda
my0s suoraan abortoitujen sikididen kudoksista; tai niitd voidaan tuottaa ohjelmoimalla so-
maattisia soluja indusoiduiksi pluripotenteiksi kantasoluiksi (iPS) (Kérkkéinen 2012). Abor-
toitujen sikididen ja ES-kantasolujen saanti voi olla hankalaa, minka lisdksi kantasolujen eris-
tdminen ja tuottaminen herdttdd eettisid kysymyksid. Kdytdnnon tutkimuksen kannalta aikui-
sen solujen kdytto on helpointa, koska niitd saadaan suuria méaarié aikuisilta yksiloilta.

Kantasolut jaotellaan niiden erilaistumiskyvyn mukaan totipotenteiksi, pluripotenteiksi ja
multipotenteiksi (Teknologiakatsaus 148/2003: Lehenkari & Oikarinen). Embryonaaliset kan-
tasolut syntyvit alkiovaiheessa hedelmdittyneen munasolun jakautuessa ja ne ovat totipotent-
teja, kaikkikykyisid, eli ne kykenevit muodostamaan kaikkia elimiston solutyyppeji. Sikion
liséksi ES-solut muodostavat myds istukan rakenteita. Muutaman péivian idssd ihmisen alkion
solut eivit endd pysty kasvamaan uudeksi yksiloksi, mutta ne voivat edelleen muodostaa kaik-
kia solutyyppejd, jolloin ne ovat pluripotentteja, tdyskykyisid, kantasoluja. Aikuisen kantaso-
lut ovat yleensd multipotentteja eli monikykyisié, jolloin ne voivat muodostaa useiden, mutta
eivit kaikkien, kudostyyppien soluja.

Aivojen monikykyiset hermokantasolut (neural stem cell, NSC) tuottavat jakautuessaan
kahdenlaisia tytdrsoluja, uuden monikykyisen hermokantasolun ja pidemmaille erilaistuneen
hermosolun esiastesolun (neural progenitor cell, NPC), joka voi erilaistua neuroniksi tai glia-
soluiksi (Gage ym. 2002, Galli ym. 2003, Bull & Bartlett 2005, Kornblum 2007). NPC-solut
menettivit kyvyn muodostaa teratoomia eli kasvaimia. Ensimmaistd kertaa hermokantasoluja
eristettiin aikuisten hiirten aivoista vuonna 1992, minké jdlkeen havaittiin, ettd viljeltdessd

NPC-solut kykenevit muodostamaan pallomaisia vapaasti kelluvia solurykelmid, neurosfeere-

ja (Reynolds & Weiss 1992, Doetsch ym. 2002).
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3.2 Neurogeneesi

Hermokantasolut saavat alkunsa neuroepiteelisoluista, joita muodostuu nisdkkadan alkionkehi-
tyksen alkuvaiheessa ektodermista (Kriegstein & Alvarez-Buylla 2009, Barry ym. 2014). neu-
roepiteelisolut jakautuvat symmetrisesti ja muodostavat hermostolevyn, joka taipuu sisddnpéin
hermostoputkeksi neurulaatioksi kutsutussa prosessissa. Kehityksen jatkuessa neuroepiteeliso-
lut muodostavat keskushermoston neurogeeniset eli hermosoluja tuottavat alueet. Neuroge-
neesin alkuvaiheessa neuroepiteelisolut muuttuvat radiaaligliasoluiksi, jotka toimivat hermo-
kantasoluina ja laajentavat keskushermostoa uusiutumalla ja muodostamalla aluksi neuroneita
ja myO6hemmin gliasoluja (Paridaen & Huttner 2014). Neuroepiteeli- ja radiaaligliasoluja kut-
sutaan my0s hermokantasoluiksi ja NPC-soluiksi.

Neurogeneesi koostuu useista vaiheista, joihin kuuluvat hermokantasolujen lisddntyminen,
erilaistuminen, liikkkuminen ja neuronien vilisten synaptisten yhteyksien muodostuminen
(Kriegstein & Alvarez-Buylla 2009, Kirkkdinen 2012, Barry ym. 2014, Paridaen & Huttner
2014). Hermokantasolut ja niistd erilaistuvat solutyypit voidaan tunnistaa immunohistoke-
miallisesti vasta-ainemerkkiaineiden avulla, silld solujen pinnalla tai niiden sisdlld ilmenne-
tadn kehitysvaiheelle tyypillisid proteiineja, joihin vasta-aineet sitoutuvat (liitel).

Neuronaalisen erilaistumisprosessin alkuvaiheessa hermokantasolut tuottavat nopeasti ja-
kautuvia NPC-soluja, jotka ilmentdvit radiaaligliasolujen morfologiaa ja jakautuvat epdsym-
metrisesti tuottaen uuden radiaaligliasolun ja erilaistuvan solun (kuva 3). Radiaaligliasolut
ovat bipolaarisia ja niiden solukeskuksesta ldhtee pitkd uloke, jonka arvellaan ohjaavan uusien
neuronien litkkumista aivokammiosta aivokalvolle (Rakic 1972, Xu ym. 2013, Barry ym.
2014). Radiaaligliasluista saavat alkunsa lukuiset neuroni- ja gliasolutyypit, minka lisdksi ra-
diaaligliasolujen arvellaan osallistuvan my0s aivojen kehityksellisiin prosesseihin, mutta nii-
den kaikkia tehtdvii ei tunneta tiysin (Noctor ym. 2004, Lui ym. 2011, Franco ym. 2012, Ma-
latesta & Gotz 2013, Pilz ym. 2013, Barry ym. 2014). Radiaaligliasolut ilmentavét tyypillisid
Nestin-, Sox2-, GFAP- ja GLAST-proteiineja, mutta NPC-soluista kehittyy nopeasti ei-radiaa-
lisia soluja, jotka eivét endd ilmennd GFAP:ta (Levitt & Rakic 1980, Kriegstein & Alvarez-
Buylla 2009).

19



A Oligodendro- B

NeLrani Astrosyytt syytt
¥
K . =~ | e JEE ol gt
‘\ > . < cP . 5}&:

J
d by
Meurablast| ‘ D« bé"‘

NEC ri,-—t “\0 éo_pé ',}Qfl i / SVZ
D/}—* D) % ——/ﬁ Ependyymisalu  ¥Z

Meurcepiteeli  Meurogenees! Gliogeneesi Syntyman jalkeen

Kuva 3: Hermokantasolujen erilaistuminen aivojen soluiksi. (A) Neuroepiteelisolut (NEC) ja-
kautuvat ja muodostavat neuronien esiasteita ja varhaisia hermosoluja, neuroblasteja. Myo-
hemmin erilaistuvat radiaaligliasolut (RGC) jakautuvat ja kasvavat pituutta. Ne osallistuvat
neurogeneesiin joko suoraan tai neuronien vdlimuotoisten esiastesolujen (IP) kautta. Radiaa-
ligliasolut osallistuvat myos gliogeneesiin muodostaen astrosyyttejd ja mahdollisesti myés oli-
godendrosyyttejd. Osa radiaaligliasoluista erilaistuu ependyymisoluiksi, jotka reunustavat ai-
vokammioita. (B) Aivokammion reunalla radiaaligliasolut jakautuvat ventrikulaarisen alueen
(VZ) pinnalla ja toimivat uusien neuronien migraatioreitteind subventrikulaarisen alueen
(SVZ) lipi kuorikerrokseen (CP). Myds astrosyytit saattavat hyodyntdd titd migraatioreittid
(Muokattu: Barry ym. 2014).

NPC-soluista kehittyvit varhaiset hermosolut eli neuroblastit, jotka kulkeutuvat méératyille
aivojen alueille ja erilaistuvat sielld alueelle tyypillisiksi neuroneiksi. Neuroblastit ilmentévit
muun muassa doublecortin-proteiinia (DCX), joka sditelee ja vakauttaa mikrotubulusten jar-
jestystd solulimassa ja ohjaa siten solujen liikkkumista (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
1641, Seki & Arai 1993, Francis ym. 1999, Gleeson ym. 1999, Fukuda ym. 2003, Seri ym.
2004). Liséksi tietyilld aivojen alueilla, kuten nisékkédiden neokorteksilla, muodostuu tarkem-
min médrdytyneitd neuronien vilimuotoisia esiastesoluja (intermediate progenitor, IP), jotka
jakautuvat symmetrisesti tuottaen joko kaksi neuronia tai gliasolujen ominaisuuksia ilmenti-
vid uusiutumiskykyistd esiastesolua.

Uudet neuronit muodostavat véhitellen toiminnallisesti kypsidn hermoverkoston luomalla
synaptisia yhteyksid ympéroiviin soluihin. Vain pieni osa tuhansista paivittdin muodostuvista
neuroneista jdd henkiin ja yhdistyy hermoston toimivaksi osaksi. Pidemmalle kehittyneet neu-
ronit ilmentdvét mikrotubulusten luokan III B-tubuliineja (TUJ1) ja neuro- ja aktiinifilament-
teihin liittyvad proteiinia (MAP-2), jonka lokalisaatio rajoittuu solunsiséisesti neuronin solu-

keskukseen ja dendriitteihin (Caceres ym. 1986, Dotti ym. 1987, von Bohlen Und Halbach
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2007, Jouhilahti ym. 2008, Winner ym. 2002, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/10381). Eri-
laisia neuronityyppejd on yli 200 ja ne ovat erilaistuneet tiedon siirtoon neurotrasmission vali-

tykselld (Zhao ym. 2006).

3.2.1 Gliogeneesi

Hermokantasoluista erilaistuvat my0s neuronien toimintaa avustavat hermotukisolut eli glia-
solut, joiden pidityypit ovat astrosyytit ja oligodendrosyytit (Kriegstein & Alvarez-Buylla
2009). Tata prosessia kutsutaan gliogeneesiksi ja se alkaa myohemmaéssé sikionkehityksen
vaiheessa kuin neurogeneesi ja jatkuu pidempddn syntymin jélkeen. Aluksi kantasoluista
muodostuu hermotukisolujen esiasteita eli glioblasteja, jotka erilaistuvat edelleen kypsiksi
gliasoluiksi (Kriegstein & Alvarez-Buylla 2009, Barry ym. 2014, Paridaen & Huttner 2014).
Samasta kantasolusta voi muodostua ensin hermosoluja ja sitten gliasoluja.

Astrosyytit antavat hermokudokselle mekaanista tukea ja ovat osa veri-aivoestettd. Ne
osallistuvat myds ionien ja kemiallisen tasapainon sddtelyyn. Hermokudoksen vaurioituessa
astrosyytit vaeltavat paikalle ja muodostavat arpikudosta, minka lisdksi ne fagosytoivat kuol-
leita neuroneita (Lu ym. 2014). Astrosyyttejd luonnehditaan usein tdhdenmuotoisiksi soluiksi,
mutta ne koostuvat joukosta morfologisesti erilaisia soluja, joihin luetaan kuitumaiset valkoi-
sen aineen ja protoplasmiset harmaan aineen astrosyytit sekéd radiaaligliasolut (Fiacco ym.
2014, Moraga-Amaro ym. 2014). Astrosyyttien tunnistamiseen kiytetddn yleensd sytoplasmis-
ta vilikokoista sdieproteiinia, GFAP:ia (gliaalinen fibrillaarinen hapan proteiini), joka on osa
astrosyyttien tukirankaa (Eng ym. 2000, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2670). GFAP:n on
havaittu kuitenkin ilmenevén useissa solutyypeissd, kuten kantasoluina toimivissa NPC-so-
luissa, joten GFAP:hen perustuva tunnistaminen niputtaa yhteen erilaisia gliasoluja.

Oligodendrosyytit tukevat hermoimpulssin nopeaa etenemistd neuroneissa muodostamalla
aksonien ympdrille eristivin myeliinitupen (Szuchet 1995). My0s oligodendrosyyttien ala-
tyyppien morfologia ja tehtdvit ovat moninaisia. Oligodendrosyyttejd tavataan erityisesti ai-
vojen valkoisessa aineessa, missd ne muodostavat myeliinid, mutta myds harmaassa aineessa
havaitaan satelliittioligodendrosyytteja”, joiden tehtdvand voi olla tuottaa neuroneille sopiva
mikroympéristd ja toimia tarpeen vaatiessa myeliinin tuottajina (Dewar ym. 2003). Oligo-

dendrosyyttien pinnalla olevaan antigeeniin sitoutuvaa O4-vasta-ainetta kiytetdan solujen tun-
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nistamiseen varhaisessa kehityksen vaiheessa (Behar 2001). Myo6s oligodendrosyyttispesifi-

nen proteiini (Olig) sijaitsee solukalvolla, ja se osallistuu solujen véliseen tiiviiseen liitokseen.

3.2.2 Neurogeneesin ilmentyminen aikuisen aivoissa

Aikuisen nisdkkéddn aivoissa uusia hermo- ja gliasoluja muodostuu padasiassa kahdella aivo-
jen alueella: sivukammioissa ja hippokampuksessa (Reynolds & Weiss 1992, Richards ym.
1992, Gage 2002). Myds muualta aivoista kuten aivojuoviosta, aivokuorelta, nikéhermosta,
aivojen véliseinéstd, aivokurkiaisesta, selkdytimestd, silminpohjasta, hypotalamuksesta ja
jopa alueilta, joissa ei esiinny neuroneja, on eristetty soluja, jotka ovat erilaistuneet neuroneik-
si in vitro, mutta ndiden alueiden in vivo neurogeneesi on edelleen kiistanalainen aihe (Gage
2002, Weiss ym. 1996, Shihabuddin ym. 2000, Kondo & Raff 2000, Lie ym. 2004).

Aikuisilla neurogeneesi on nopeinta sivukammioiden reunalla sijaitsevalla subventrikulaa-
risella (SVZ) alueella, jossa nuorilla aikuisilla rotilla muodostuu jopa 30 000 neuroblastia
vuorokaudessa (Alvarez-Buylla ym. 2000). Neuroblastit kulkeutuvat SVZ:lta rostraalista mig-
raatioreittid pitkin hajukdimille, jossa ne muodostavat uusia vélineuroneita korvaamaan kuo-
levia soluja (Reynolds & Weiss 1992, Richards ym. 1992, Alvarez-Buylla ym. 1994, Doetsch
& Alvarez-Buylla 1996, Gage 2002). Toiseksi eniten neuroneita tuotetaan hippokampuksen
pykéldpoimun (gyrus dentatus, DG) subgranulaarisella alueella (SGZ) — nuorilla aikuisilla ro-
tilla noin 9 000 neuroblastia vuorokaudessa (Cameron & McKay 2001). SGZ:Ita neuroblastit
vaeltavat vain lyhyen matkan sisemmaélle granulaariselle solukerrokselle, jossa ne erilaistuvat

alueelle tyypillisiksi glutamatergisiksi jyvdishermosoluiksi.

3.3 Neurogeneesin sdétely

Neurogeneesid sddtelevit geneettiset, farmakologiset ja ympériston tekijat. Sikionkehityksen
aikana neurogeneesid ohjaavat solun sisédiset ja ympdariston tekijét, jotka osallistuvat aivojen
kehityksen séételyyn (Paridaen & Huttner 2014). Naitd tekijoitd ovat solusyklin ja solun ja-
kautumisen siételijét, transkriptiotekijét, epigeneettinen sddtely ja niihin liittyvit signaalinvé-
litysreitit (Zhao ym. 2008). Solun ulkoisten morfogeenien eli kasvutekijoiden jakaumat ai-

heuttavat hienovaraisia alueellisia eroja, joiden seurauksena solut reagoivat eri tavoin myo-
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hempiin signaaleihin (Paridaen & Huttner 2014). Neurogeneesin kannalta tirkeitd kasvuteki-
joitd ovat Notch, Wnt, Shh, FGF, BDNF ja VEGF, mutta solun polaarisuuden saitelyyn osal-
listuu paljon muitakin molekyyleja.

Notch- ja Wnt-signalointireitit ylldpitdvit radiaaligliasolujen kantasoluominaisuuksia.
Notch-ligandit (Delta ja Jagged) aktivoivat viereisten solujen Notch-reseptoreja, mikd aiheut-
taa NICD-transkriptiotekijdn vapautumisen ja HES-geenien transkription. Ndmé puolestaan
inhiboivat neuronaalista erilaistumista tukevia geenejd (Ngn ja Ascl) ja sdilyttdvit ndin solun
jakautumiskykyisend. Ristiriitaisesti Notch-molekyylin on havaittu olevan aktiivinen myds
uusissa neuroneissa, miké voi selittyéd epigeneettiselld sdételylld, silld esimerkiksi Bel6-transk-
riptiotekijdn on havaittu estdvian solujen jakautumista Notchin ldsndollessa. Wnt:11d puoles-
taan on kaksijakoinen tehtdvd neurogeneesin sditelyssd. Neurogeneesin alkuvaiheessa Wnt-
signalointireitti lisdd radiaaligliasolujen symmetristd jakautumista ja hidastaa vilineuronien
erilaistumista, mutta myShemmassd vaiheessa Wnt voimistaa vélineuronien muodostumista.
Neuronaalista erilaistumista tukeva vaikutus perustuu siihen, ettd Wnt lisdd Notch-signalointia
inhiboivan N-myc-transkriptiotekijan maaraa.

Keskushermoston suuntautumisessa Shh (sonic hedgehog) ja FGF (fibroblastikasvutekijé)
ovat oleellisessa osassa (Paridaen & Huttner 2014). Shh maaraa dorsoventraalia suuntautumis-
ta ja osallistuu radiaaligliasolujen solusyklin sditelyyn. Sen inhibitio on tarpeen vilineuronien
erilaistumisessa. FGF ohjaa aivojen etu—takaosien muodostumista ja my0ds se osallistuu ra-
diaaligliasolujen symmetriseen jakautumiseen. Lisdksi BDNF (aivoperdinen hermokasvuteki-
jd) tukee neuronien selviytymisté ja edistdd uusien neuronien ja synapsien erilaistumista (Na-
katomi ym. 2002, Blurton-Jones ym 2009). Poistogeeniset hiiret, jotka eivét tuota BDNF:aa,
karsivit aivojen kehityshéiriostd ja kuolevat pian syntymin jdlkeen. VEGF (verisuonen endo-
teelin kasvutekijd) lisdd angiogeneesid eli uusien verisuonten muodostumista, mink lisdksi
sen on havaittu olevan my0s neuroprotektiivinen ja tukevan neurogeneesid. Morfogeenit vuo-
rovaikuttavat keskenddn, minkd vuoksi neurogeneesin ymmartdminen haasteellista.

Morfogeenien lisdksi myds muut tekijit vaikuttavat radiaaligliasolujen jakautumiseen. So-
lujen vilisiin liitoksiin osallistuvat adheesioproteiinit, kadheriinit ja kateniinit, sekd niiden
sadtelijat, joita ovat RhoA, cdc4?2 ja Racl, ovat tirkedssi osassa solujen erilaistumisessa (Pari-
daen & Huttner 2014). Kadheriinit sijaitsevat solun pinnalla ja ne muodostavat soluliitoksen

kiinnittymélld samanlaiseen molekyyliin toisen solun pinnalla. Kateniini puolestaan sijaitsee
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solun sisdpuolella ja se kiinnittdd kadheriinin solun tukirankaan. Liséksi mitoosisukkulan ja
sentrosomin orientaatio sekd muiden solun sisdisten komponenttien jakautuminen aiheuttavat
eroja muodostuvien tytirsolujen viélille. Solusyklin G1-S-G2-M -vaiheiden keston on myds
arveltu vaikuttavan erilaistumiseen. Esimerkiksi S-vaihe, jolloin DNA replikoidaan, on pi-
dempi radiaaligliasolujen jakautuessa uusia kantasoluja tuottaen verrattuna neuronaaliseen ja-
kautumiseen (Arai ym. 2011, Paridaen & Huttner 2014).

Kasvutekijoiden alueelliset pitoisuudet vaikuttavat NPC-solujen erilaistumista ohjaavien
transkriptiotekijoiden ilmenemiseen (Paridaen & Huttner 2014). Esimerkiksi Pax6-transkrip-
tiotekija lisdd solujen jakautumista ja ohjaa mitoosisukkulan orientaatiota. Toisaalta Pax6:n
vaihtoehtoinen silmukointi ja vuorovaikutus muiden transkriptiotekijoiden, kuten Sox2 ja
Hesl1, kanssa aktivoi myos neuronaaliseen erilaistumiseen osallistuvia geenejé, kuten neuroge-
niinejd. Muita neuronaalisia transkriptiotekijoitd ovat Pou-homeodomeenit (Brn1/2) ja SoxC:t
(Sox4, Sox11), jotka aloittavat neuronaalisen erilaistumisen ja estdvdt muita prosesseja. Lisdk-
si neurogeneesin kannalta oleellisten geenien ilmentymiseen vaikuttavat epigeneettiset tekijét,
kuten DNA metylaatio, histonien modifikaatio ja kromatiinien pakkautuminen, sekd post-
transkriptionaalinen sdétely, johon kuuluvat mRNA:n vaihtoehtoinen silmukointi, miRNA:t ja

IncRNA:t.

3.3.1 Neurogeneesin séitely aikuisidlla

Aikuisidlld neurogeneesid sdételevit pitkalti samat tekijit kuin sikionkehityksen aikana, mutta
neurogeneesi on hitaampaa ja myos olemassa oleva neuronaalinen verkko osallistuu sdételyyn
(Duan ym. 2008). Aikuisidlld neurogeneesin sddtelyyn vaikuttaa voimakkaimmin NPC-solu-
jen vélitdn ympdristd eli niin sanottu neurogeeninen niche. Se muodostuu useista eri solutyy-
peistd (endoteelisolut, astrosyytit, ependymaalisolut, mikrogliat, neuronit, verisuonen solut
jne.), niiden erittdmistd aineista, paikallisen neuroniverkon aktiivisuudesta ja ndiden kaikkien
vuorovaikutuksesta (Ming & Song 2011, Piatti ym. 2011). Ympardivdan kudoksen erittimiin
kaan lukien neurotrofiinit (Emerit ym. 1992, Gould ym. 1999, Nquyen ym 2001, Sahay &
Hen 2007, Warner-Schmidt & Duman 2006, Hagg 2009, Platel ym. 2010, Pathania ym. 2010).

Nichen neurogeneettisen kapasiteetin madradvit a) hermokantasolujen alkuperdinen mééra,
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b) uusien neuronien tuotantotahti, joka perustuu hermokantasolujen solusyklien médrdén tai
uusien NPC-solujen muodostumiseen, ja c¢) neurogeenisen jakson pituus (Paridaen & Huttner
2014). Aikuisidn neurogeneesi ja sitd sddtelevit tekijét ja niiden hienovaraiset muutokset ovat

edelleen huonosti ymmarrettyja.

3.4 Kantasolujen héiriintynyt toiminta

Neurogeneesi hidastuu ikddntymisen mydtd samaan aikaan kun kognitiiviset taidot heikenty-
vat (Winner ym. 2011). My®0s stressi, tulehdukset, masennus ja toksiinit heikentdvét neuroge-
neesid (Kuhn ym. 1996, Lemaire ym. 2000, Ekdahl ym. 2003, Sahay & Hen 2007). Toisaalta
neurogeneesid kithdyttdvid tekijoitd ovat esimerkiksi litkunta, oppiminen, virikkeellinen ym-
péristd ja masennuksen hoitoon kdytetyt ladkkeet (Kempermann ym. 1997, Gould ym. 1999,
van Praag ym. 1999, Malberg ym. 2000, Manev ym. 2001, Zhao ym. 2006, Wang ym. 2008).
Neurogeneesin voimistuminen johtaa muistitoimintojen paranemiseen, minké perusteella neu-
rogeneesin on arveltu olevan yhteydessd oppimiseen ja muistiin (Kemperman ym. 1997,
Gould ym. 1999, Imayoshi ym. 2008).

Aivojen vaurioituessa NPC-solut voivat vihaisissd méérin aktivoitua, vaeltaa kohti vaurioi-
tunutta aluetta ja erilaistua neuroneiksi (Arvidsson ym. 2002, Nakatomi ym. 2002, Parent
2003, Yoneyama ym. 2011). Monet akuutit patologiset tilat, kuten epileptiset kohtaukset, ai-
voiskemia ja aivoinfarkti aiheuttavat neurogeneesin voimistumista (Kokaia & Lindvall 2003).
Iskemiaa ja aivoinfarktia seuraa kithtynyt NPC-solujen jakautuminen hippokampuksen pyké-
lapoimussa (gyrus dentatus) ja sivukammion SVZ-alueella, mutta uusia neuroneita havaitaan
my0s muilla aivojen alueilla, mikd voi olla seurausta neuronien vaeltamisesta vaurioituneille
alueille, tai patologisen tilan laukaisemasta neurogeneesisté alueilla, joissa sitd ei normaalisti
esiinny (Kokaia & Lindvall 2003, Rice ym. 2003, Zhang ym. 2004, Ming & Song 2005).

Useissa hermorappeumasairauksissa on havaittu muutoksia uusien neuronien muodostumi-
sessa. Esimerkiksi Alzheimerin taudissa (AD) NPC-solujen jakautumisen on havaittu lisddnty-
vian (Nagy ym. 1997, Gould ym. 1999, Haughey 2002, Jin ym. 2004, Wharton ym. 2005,
Ziabreva ym. 2006). Toisaalta uusien neuronien selviytyminen ja liikkkuminen ovat heikenty-
neet, minkd vuoksi lisddntynyt solujen jakautuminen ei riitd kompensoimaan sairauden aiheut-

tamaa neuronien surkastumista, ja lopputuloksena on neuronikato. Neurodegeneraation on ha-
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vaittu lisddntyneen myds muissa dementian oireita ilmentévissd sairauksissa, kuten Downin
syndroomassa ja Pickin taudissa (Nagy ym. 1997). Huntingtonin taudissa (HD) neurogeneesin
on puolestaan havaittu vihentyneen joidenkin eldinmallien hippokampuksessa, mutta tuloksia
ei ole pystytty luotettavasti toistamaan, ja toisaalta NPC-solujen jakautumisen on havaittu li-
sdantyneen SVZ-alueella HD-potilailla (Curtis ym. 2003, Lazic ym. 2004, Gil ym. 2005, Gil-
Mohapel ym. 2011). Myo6s Parkinsonin taudissa (PD) on havaittu vihentynyttd neurogeneesia
ja NPC-solujen jakautumista, mutta my0s ristiriitaisia tuloksia on saatu, eikd neurogeneesin
muutoksia taudissa ymmarretd taysin (Hoglinger ym. 2004, Winner ym. 2004, Marxreiter ym.
2013). Poikkeavuudet eldinmallien avulla ja potilaita tutkimalla saatujen tulosten viélilla voi-
vat johtua tutkittujen kantasolupopulaatioiden ja niiden vélittdbmén ympériston eroista.
Neurogeneesi on muuntunut useissa hermorappeumasairauksissa, mutta muutosten yksi-
tyiskohdat eroavat toisistaan sairaudesta riippuen (Glass ym. 2010). Lisdksi tulehdusvasteen
aktivoitumisen on havaittu vaikuttavan neurogeneesiin. NCL-taudilla on monia yhteisid piir-
teitd muiden hermorappeumasairauksien kanssa, minkd vuoksi neurogeneesi voi olla muuntu-

nut myoOs tdssd sairaudessa.

4 HOITOMUODOT JA TERAPEUTTISET YHDISTEET

Haastavinta NCL-tautien hoidossa on se, ettd ne aiheuttavat kudosvaurioita aivoissa, minké
vuoksi neuronien tuho ja kudoksen arpeutuminen ovat jo kdynnissd sairauden diagnosoinnin
hetkelld (Hobert & Dawson 2006, Wong ym. 2010). Lisdksi veri—aivoeste asettaa rajoitteen
ladkkeiden kuljetukselle vauriopaikalle. Suoraan aivokudokseen annettavilla 144kkeilld on saa-
tu positiivisia tuloksia eldinkokeissa, mutta menetelmien invasiivinen luonne ja mahdolliset
kirurgiset komplikaatiot vdhentdvét niiden soveltuvuutta ihmisten hoidossa. NCL-tautia pa-
rantavaa hoitomuotoa ei ole, mutta kehitteilld olevia hoitomuotoja ovat entsyymikorvaushoito,

kantasoluterapia ja muihin farmakologisiin menetelmiin perustuvat hoidot.

4.1 NCL-tautien hoitomuodot

NPC-soluihin perustuvalla hermokantasoluterapialla on saatu lupaavia tuloksia eldinmalleilla.

Terapiassa aivojen neurogeneesikykya pyritdén lisidmain siirtdimalla terveitd NPC-soluja suo-
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raan vaurioituneella alueelle, jolloin kantasolut voivat joko suoraan korvata menetettyja soluja
tai tukea olemassa olevia soluja, ja siten lisdta sisdsyntyistd neurogeneesid (Hobert & Dawson
2006, Wong ym. 2010, Park ym. 2010). Lisdksi NPC-solut soveltuvat neurogeneesin tutkimi-
seen yksittdisten geenimutaatioiden aiheuttamien sairauksien kuten CLN5-taudin yhteydessa.
Télloin solujen ldahteend voidaan kéyttdd geneettisesti muunneltuja hiirimalleja, joista eristet-
tyja NPC-soluja viljelldédn in vitro, ja joita voidaan késitelld erilaisilla yhdisteilld ja siten tutkia
ladkkeiden vaikutusta neurogeneesiin. Hermokantasoluterapiaa tutkitaan esimerkiksi CLN3-
taudin hoidossa (Kohan ym. 2011).

Eldinmalleilla on saatu lupaavia tuloksia myos entsyymikorvaushoidosta CLN1- ja CLN2-
tautimuodoissa, jotka aitheutuvat liukoisten PPT1- ja TPP1-proteiinien héiriintyneestd toimin-
nasta (Koike 2005). Kuten kantasoluterapiassa myds entsyymikorvaushoidossa on ongelmia,
silld molemmat voivat aiheuttaa immuunipuolustuksen aktivoitumista. Hoidon tehon alenemi-
nen on kuitenkin usein ohimenevii ja vastetta voidaan vdhentdd immuunipuolustusta muok-
kaavilla ladkkeilld. Entsyymikorvaushoito vaatii lisdksi toimivia reseptoreita, mikd voi olla
ongelmallista, mikéli kudostuho on jo ehtinyt pitkédlle. Kyseenalaisia tuloksia on saatu myds
virusvilitteisestd geeninsiirrosta, jonka soveltaminen ihmisten hoitoon on osoittautunut hanka-
laksi, kuten CLN2-potilaiden hoitoyritykset ovat osoittaneet (Crystal 2004, Schultz ym. 2011).

Geeniterapia ja kantasoluhoito ovat ongelmallisia CLN3, CLN5, CLN6 ja CLN8 tautimuo-
doissa, joissa viallinen proteiini on integraalinen kalvoproteiini. Ndiden tautimuotojen hoidos-
sa voivat olla merkittdvid antiapoptoottiset ja anti-inflammatoriset ldékeaineet, jotka ldpdise-
vit aivo—veriesteen. Anti-apoptoottiset l1ddkeaineet perustuvat siihen, ettd apoptoitaviksi mii-
ratyt neuronit voidaan vield pelastaa, mikéli véliintulo tapahtuu ennen kuin mitokondrion kal-
vojen vilistd vapautuu apoptoosia indusoivia proteiineja (Dhar ym. 2002, Maiuri 2007, Seeha-
fer ym. 2011). Antiapoptoottista ladkettd, flupirtiinimaleaattia, on kdytetty CLN3-taudin hoi-
toon ja koekiytOssd oleva tulehdusta vihentdva lddkeaine, mykofenolaatti mofetil, on osoit-
tautunut hyddylliseksi Cln3-hiirimallissa (Dhar ym. 2002, Seehafer ym. 2011).

Aivoen sisdsyntyisen neurogeneesin aktivoiminen voi olla yksi mahdollisuus neuronien
rappeuman hoidossa. Téllin aivojen omia NPC-soluja stimuloidaan farmakologisesti lisdan-
tyméén, erilaistumaan ja korvaamaan vaurioituneita neuroneita (Ma ym. 2009, Mu & Gage
2011). Neurogeneesin stimulaatio tarjoaa monia hyvid puolia verrattuna solusiirtoihin, koska

sen avulla voidaan vélttda hylkimisreaktiot, paikkakohtainen kéytté on helpommin saavutetta-
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vissa ja tuotetut NPC-solut kypsyvit ja integroituvat luultavasti paremmin. Esimerkiksi
BDNF:std on todettu olevan hydtyd AD:n eldinmalleissa (Blurton-Jones ym. 2009). Kasvute-
kijoiden lisdksi myos sytokiinit ja muut neurogeneesiin vaikuttavat aineet voisivat olla hyo-
dyllisid stimuloivassa hoidossa (Mu & Gage 2011). Ennen ndiden hoitomuotojen toteutumista

taytyy kuitenkin ymmaértad paremmin neurogeneesin mekanismeja.

4.2 Terapeuttiset yhdisteet

Téssd pro gradussa tutkittiin kolmen mahdollisesti terapeuttisen yhdisteen — interleukiini 33,
GW0742 ja HX600 — vaikutusta NPC-solujen kasvuun, litkkumiseen ja erilaistumiseen (kuva
4). Interleukiini 33 (IL-33) on solujen luonnollinen sytokiini, joka sddtelee tulehdusvastetta
(Yasuoka ym. 2011). GW0742 on synteettinen PPAR-reseptoria aktivoiva molekyyli, jolla on
havaittu olevan neuroprotektiivisia vaikutuksia (Kuang ym. 2012). Synteettinen HX600 puo-
lestaan aktivoi retinoidihapporeseptoria, joka osallistuu solujen erilaistumisen ja jakautumisen
sekd sikionkehityksen sddtelyyn (Umemiya ym. 1997). CLN5-taudissa havaitaan muutoksia,

jotka voivat olla yhteydessd ndiden molekyylien sdételemiin prosesseihin (Mole ym. 2011).

Kuva 4. Altistuskokeissa kéytettyjen yhdisteiden rakenteet. (A) Nauhamallina esitetty IL-33 on
solujen luonnollinen sytokiini. (B) Tikkumallina esitetty GW0742 on synteettinen PPAR-resep-
torin agonisti. (C) Tikkumallina esitetty HX600 on synteettinen retinoidihapporeseptorin ago-
nisti. (RCSB PDB ID 2KLL, PubChem Compound CID 9934458, Chemidplus RN 172705-89-

4)
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4.2.1 Interleukiini 33

IL-33 on IL1-perheeseen kuuluva sytokiini, jonka vaikutus keskushermoston sairauksiin on
kiistanalainen (Schmitz ym. 2005, Hudson ym 2008, MIM: 608678). Sytokiinit ovat hormo-
nien kaltaisia polypeptidejd, jotka osallistuvat immuunisolujen viliseen viestintdén sitoutu-
malla kohdesolun reseptoriin ja saaden aikaan muutoksen kohdesolun toiminnassa (Tirri ym.
2001). Interleukiinit ovat leukosyyttien erittdmid sytokiineja, jotka edistdvat tulehdusreaktiota
ja aiheuttavat suurina mairind kuumeen. IL-33 toimii sekd sytokiinina ettd geeniekspressiota
sddteleviand tumatekijand (Yasuoka ym. 2011, Ali ym. 2011). Sitd ilmennetdin runsaimmin
epiteeli- ja endoteelisoluissa. IL-33 vapautuu solukuolemassa ja sen arvellaan varoittavan im-
muunipuolustusta kudosvauriosta.

IL-33 sitoutuu kohdesolun pinnalla sijaitseviin ST2- ja IL-1RAcP-reseptoreihin (Yasuoka
ym. 2011). Molempia reseptoreita esiintyy useissa solutyypeissd, mutta erityisen runsaasti nii-
td tavataan immuunipuolustuksen tyypin 2 T-auttajasoluissa (Th2). IL-33:n sitoutuminen akti-
voi NF-kB- ja MAPK-signaalireittejd, jotka saavat aikaan Th2-sytokiinien (IL-4, IL-5, IL-6,
IL-9, IL-13 ja IL-17) vapautumisen ja immuunivasteen aktivoitumisen (kuva 5) (Schmitz ym.
2005, Liu ym. 2013). Lisdksi IL-33 voi houkutella Th2-soluja vauriopaikalle (Komai-Koma
ym. 2007, Moussion ym. 2008). IL-33:n on osoitettu edistdvidn patogeneesid Th2-vélitteisissi

sairauksissa kuten astmassa, reumassa ja atooppisessa ihottumassa (Kakkar & Lee 2008).
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Kuva 5: IL-33 aktivoi ST2/IL-1RAcP -reseptorikompleksia, minkd seurauksena MyDSS,
IRAK-1/4 ja TRAF-6 aktivoituvat. Tdmd johtaa transkriptiotekijind toimivan NF-kB:n ja
MAPK-proteiinikinaasin (p38, JNK) signalointireittien aktivoitumiseen ja saa aikaan Th2-sy-
tokiinien ja kemokiinien tuotannon. (Muokattu: Miller 2011, Palmer & Gabay 2011)

29



IL-33:1la on havaittu kuitenkin my0s suojaavia vaikutuksia sydén- ja verisuonisairauksissa,
kuten valtimonrasvoittumistaudissa ja tyypin 2 diabeteksessd. Suojaavaa mekanismia ei tun-
neta, mutta tiedetdén, ettd solunsisdinen IL-33:n muoto voi hiljentdd NF-xB-vilitteistd tuleh-
dusta (Ali ym. 2011). Hiljentdminen tapahtuu ST2-reseptorista riippumattomasti siten, ettd IL-
33 liittyy kromatiiniin ja estéa transkription. Solun sisdinen muoto katoaa nopeasti esimerkiksi
angiogeenisessa ja tulehduksen yhteydessd (Kuchler ym. 2008). Toisaalta myds solun ulkoi-
sella IL-33:1la on havaittu suojaavia vaikutuksia. IL-33:n vaikutus on joko tulehdusta lisdéva
tai hillitseva riippuen sairaudesta.

Keskushermoston tuottama IL-33 aktivoi mikrogliasoluja ja voi toimia hermosolujen tuleh-
duksen vilittdjdnd hermorappeumasairauksissa (Yasuoka ym. 2011). 1L-33 indusoi mikroglia-
solujen jakautumista, fagosytoosia ja tulehdusta edistdvien sytokiinien (IL-1p ja TNFa), ke-
mokiinien ja typpioksidin (NO) tuotantoa. Toisaalta IL-33 lisdd myds mikrogliojen tulehdusta
vihentdvén IL-10-sytokiinin tuotantoa. Mikroglioissa ja astrosyyteissd ilmennetéén sekd ST2-
ettd IL-1RAcP-alayksikoitd (in vitro), mutta neuroneissa vain IL-1RAcP-alayksikkod, mikéd
viittaa sithen, ettd mikrogliat ja astrosyytit ovat IL-33:n padasiallisia kohdesoluja (Yasuoka
ym. 2011). Lisdksi IL-33:a tuottavat aivojen endoteelisolut ja astrosyytit, mutta eivit mikro-
gliasolut ja neuronit (Hudson ym. 2008, Yasuoka ym. 2011). Hiiren keskushermostossa ilmen-
netddn runsaasti [L-33:a, mutta sen sijainti soluissa on kiistanalainen (Schmitz ym. 2005).

IL-33:n ilmentymisen on osoitettu alentuneen AD:ssa, mutta lisddntyneen MS-taudin poti-
lailla ja hiirimalleissa (Chapuis ym. 2009, Christophi ym. 2012). Toisaalta IL-33:n on osoitet-
tu suojaavan sydén- ja hermosoluja sydén- ja verisuonisairauksissa, AD:ssa, MS:ssi ja selké-
ydinvammassa (Kazufumi & Tomohiro 2014, Pomeshchik ym. 2014). Suojaavan vaikutuksen
on esitetty perustuvan tulehdusta vdhentdvien Th2-sytokiinien tuotantoon ja makrofagien
muutokseen neurotoksisesta M1-tyypistd tulehdusta hillitsevdin M2-tyyppiin (Miller ym.
2010, Pomeshchik ym. 2014). Koska CLN5-taudissa havaitaan tulehdusvasteen aktivoitumis-

ta, voi IL-33 suojata hermosoluja my0s tdssd sairaudessa.

4.2.2 Tumareseptorit PPAR ja RXR

GW0742 ja HX600 ovat tumareseptorien toimintaa aktivoivia agonisteja. Tumareseptorit ovat

ligandien aktivoimia transkriptiotekijoitd, jotka séételevét erilaisia homeostaasin prosesseja
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(Castrillo & Tontonoz 2004, Chawla ym. 2001). Tyypin I tumareseptoreihin kuuluvat muun
muassa estrogeeni- ja progesteronireseptorit (Skerrett ym. 2014). Tyypin II reseptorit puoles-
taan toimivat lipidi- ja energiametaboliassa ja ne ovat tarkeitd aivojen biologiassa, koska aivot
ovat metabolisesti aktiivisin kehon elin ja niissd on runsaasti lipidejd. Aivojen merkittdvimmat
tyypin II reseptorit ovat peroksisomien proliferaattoriaktivoidut reseptorit (PPAR) a, B/ ja v,
sekd maksan-X-reseptorit (LXR) a ja . PPAR:t toimivat lipidisensoreina ja LXR:t kolestero-
lisensoreina. Ne yhdistdviat metabolisen koneiston metaboliseen tarpeeseen toimimalla yhdes-
sd geenien promoottorielementtien kanssa.

Tyypin II tumareseptorit muodostavat heterodimeerejd retinoidihappo-X-reseptorien
(RXR) a, B ja vy kanssa, jolloin ne voivat toimia transkriptiotekijoind (kuva 6) (Skerrett ym.
2014). Dimeeriset reseptorit, joihin ei ole sitoutunut ligandia, ovat transkription kannalta hil-
jennettyjd, koska ne ovat yhteydessd ko-repressoreihin. Ligandin sitoutuminen saa aikaan ko-
repressorikompleksin irtoamisen, jolloin ko-aktivaattorikompleksit pddsevit sitoutumaan di-
meeriseen reseptoriin, mikd saa aikaan kohdegeenien transkription (Saijo ym. 2013). Tastd
mekanismista poikkeavat kuitenkin NR4A-reseptorit, jotka voivat toimia myds pelkkdni

RXR-heterodimeerind ilman ligandin sitoutumista.
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Kuva 6: Tumareseptorit ovat ligandin aktivoimia transkriptiotekijoitd. (4) Tyypin Il tumare-
septorit (NR) muodostavat heterodimeerejd retinoidihappo-X-reseptorien (RXR) kanssa. (B)
Dimeeriset reseptorit, joihin ei ole sitoutunut ligandia, ovat ko-repressorien (NCoR tai SMRT
ja HDAC3) hiljentimid. Ligandien sitoutuminen saa aikaan ko-repressorikompleksin irtoami-
sen ja ko-aktivaattorikompleksin sitoutumisen, mikd johtaa kohdegeenien transkriptioon. (D)
Sumoylaatio saa aikaan liittymisen NF-kB:aan (p50 ja p65), joka sijaitsee tulehdusta edistd-
vien geenien kohdalla, mikd estdd ko-repressorien irtoamisen ja siten transkription. (Muokat-
tu: Skerrett ym. 2014) .
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423 GWO0742

GWO0742  (4-[[[2-[3-fluoro-4-(trifluorometyyli)-fenyyli]-4-metyyli-5-tiatsolyyliJmetyyli]tio]-
2-metyylifenoksi]-etikkahappo) on selektiivinen agonisti transkriptiotekijdnd toimivalle pe-
roksisomin proliferaattoriaktivoidulle reseptorille 6 (PPARS) (Sznaidman ym. 2003). Toisin
sanoen GWO0742:n sitoutuminen PPARGJS-reseptoriin saa aikaan reseptorin aktivoitumisen.
PPAR:ja on kolmea isotyyppié (o, 0 ja v ) ja ne toimivat heterodimeereind 9-cis-retinoidihap-
poreseptorin (RXR) kanssa toimien lipidisensoreina ja sdddellen lipidi- ja hiilihydraattimeta-
boliaa (Heneka & Landreth 2007). PPAR:t osallistuvat geeniekspression sédételyyn ja voivat
suojata neurotoksisuudelta esimerkiksi estdmaélld tulehdusta edistdvien geenien ilmentymista.
PPAR:eja ilmennetddn sikionkehityksen aikana ja ne voivat osallistua rasvakudoksen, ihon ja
aivojen kehitykseen ja toimintaan (Desvergne & Wahli 1999).

PPAR:t osallistuvat useiden keskushermoston sairauksien patogeneesiin ja erityisesti
PPARGS isotyyppi vaikuttaa aivoissa (Heneka & Landreth 2007). Koska PPAR:it vihentivat
perifeerisisten makorofagien vilittdimaa ja autoimmuunisairauksiin liittyvéa tulehdusta, on nii-
den vaikutusta tutkittu my6s tulehduksellisissa aivosairauksissa. Reseptorien aktivaation on
havaittu olevan eduksi AD:ssa, PD:ssa, MS:ssa ja ALS:ssa (Iwashita ym. 2007). PPARS:n on
arveltu osallistuvan erityisesti aivojen lipidimetabolian sdételyyn ja aksonien myelinaatioon
(Cimini ym. 2003, Saluja ym. 2001).

GWO0742 on neuroprotektiivinen lyhyilld vaikutusajoilla, mutta pidempi aikainen altistus
aiheuttaa neurotoksisuutta (Smith ym. 2004). Neuroneita suojaavan vaikutuksen on havaittu
olevan merkittivé ja tapahtuvan PPARG-aktivaation vilitykselld rottien globaalissa aivoinfark-
tissa, minké liséksi sen tulehdusta lieventdvén vaikutuksen on havaittu perustuvan NF-xB-sig-
naalireitin inhibiitioon hippokampuksessa (Kuang ym. 2012). GW0742:n on havaittu vihenta-
véin tulehdusvastetta myds AD:n hiirimalleissa (Kalinin ym. 2009). Liséksi se on vdhentdnyt
hippokampuksen mikroglia-aktivaatiota hiirten aivojen siteilytyksen jdlkeen palauttamatta
kuitenkaan neurogeneesid ennalleen (Schnegg ym. 2013). MS:n hiirimallissa GW0742 on lie-
ventdnyt taudin oireita ja vihentdnyt astrosyyttien ja mikrogliasolujen aktivaatiota (Polak ym.

2005).
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4.2.4 HX600

HX600 (4-[5H-2,3-(2,5-dimetyyli-2,5-heksano)-5-metyylidibentso[b,e][ 1,4]diatsepiini-11-yy-
li]-bentsoehappo) on dibentsodiatsepiinin synteettinen johdannainen, joka sitoutuu retinoidi-
hapon tavoin tumareseptoreihin ja aktivoi niitd (Umemiya ym. 1997). Retinoidihapot sditele-
viat monia biologisia toimintoja kuten solujen erilaistumista, jakautumista ja sikionkehitysti
aktivoimalla retinoidihapporeseptoreita (RAR a, B, y) ja retinoidi-X-reseptoreita (RXR a, B,
v). RAR:t aktivoituvat sekd trans-retinoidihappojen (RA), ettd 9-cis-retinoidihapon (9cRA)
ansiosta, kun taas RXR:t aktioivoituvat vain 9cRA:n sitoutumisen seurauksena. Aktivoituneet
reseptorit dimerisoituvat joko homo- tai heterodimeereiksi ja toimivat transkription siételijoi-
nd. Heterodimerisaatio tehostaa reseptorien toimintaa ja RXR dimerisoituu RAR:n liséksi
my0s muiden tumareseptorien kuten kilpirauhashormonin ja D-vitamiinin sekd PPAR, LXR ja
FXR- reseptorien kanssa (Ishizawa ym. 2012).

HX600 on selektiivinen RXR-agonisti heterodimeereille Nur77/RXR ja Nurrl/RXR (Mori-
ta ym. 2005). Nur77 ja Nurrl kuuluvat NR4A-tumareseptorien perheeseen. Perheen molekyy-
lejd ilmennetddn useissa kudoksissa, erityisesti hermostossa, ja niiden on osoitettu sdételevin
geeniekspressiota  hypotalamus—aivolisdke—lisamunuainen -akselilla. Téstd huolimatta
Nur77/RXR- ja Nurrl/RXR-heterodimeerien kohdegeenejd ei tunneta tarkasti. HX600:n on
havaittu indusoivan karnitiinipalmitoyylitransferaasi 1A:ta (CPT1A), joka osallistuu rasva-
happojen B-oksidaatioon, joten Nur77/RXR ja Nurr/RXR saattavat sdddelld timén geenin il-
mentymistd (Ishizawa ym. 2012).

Hermorappeumasairauksissa RXR-tumareseptorien agonisteja tutkimalla on saatu ristirii-
taisia tuloksia (Skerrett ym. 2014). Monet tutkimukset varsinkin AD:hen ja PD:hen liitteyn
viittaavat kuitenkin positiiviseen vaikutukseen, vaikka mekanismit, joilla tumareseptorien
agonistit vaikuttavat sairauksien patologiaan ovat edelleen epéselvid. Kaiken kaikkiaan tuma-
reseptorien toiminta on liitetty pddasiassa aivojen lipidimetaboliaan, mutta niiden on arveltu

osallistuvan myds hermosolujen erilaistumiseen ja surkastumiseen seki tulehdusvasteeseen.
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5 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET JA HYPOTEESIT

Tamin pro gradun tavoitteena on tutkia neurogeneesid NCL-taudin myohaislapsuuden CLNS-
tautimuodossa. Tarkoitus on selvittdi, kuinka tauti vaikuttaa Cln5~" -hiirimallista sikion kehi-
tyksen loppuvaiheessa eristettyjen hermokantasolujen jakautumiseen, litkkkumiseen ja erilais-
tumiseen. Ensimmadisen hypoteesin mukaan neurogeneesi on muuntunut Cln5~" kantasoluissa
verrattuna villityypin soluihin. Liséksi pyritdén selvittdmdian tulehdusvasteen ja lipidimetabo-
lian osuutta mahdollisesti héiriintyneeseen neurogeneesiin altistamalla soluja kolmelle poten-
tiaalisesti terapeuttiselle aineelle, jotka ovat IL-33, GW0742 ja HX600. Toisen hypoteesin
mukaan nidméi terapeuttiset yhdisteet vaikuttavat neurogeneesiin Cln57" kantasoluissa, mikéi
viittaisi niiden kohdeprosessien héiriintyneen taudissa.

Hermokantasolujen toiminnan ja CLN5-taudin mekanismien ymmaértdminen on tarked uu-
sien ladkkeiden kehittimiseksi, silld vaikka taudin aiheuttavat geenimutaatiot on nykydin ka-
rakterisoitu, ei niiden koodaamien proteiinien tehtdvid ja siten taudin mekanismeja tunneta.
Liséksi mekanismien tunnistaminen jo varhaisessa kehityksen vaiheessa voi nopeuttaa sairau-
den diagnosointia, jolloin hoito voidaan aloittaa ennen kuin hermorappeuma on edennyt liian
pitkélle. Tulevaisuudessa hermokantasolujen avulla voidaan kenties korjata jopa rappeutuneita

aivojen alueita.

6 AINEISTO JA MENETELMAT

Aineistona kaytettiin hermokantasoluja ja hermosolujen esiastesoluja (NPC), jotka eristettiin
hiirten sikididen hippokampuksista. Hiirimalleina kéytettiin villityypin C57BL/6JRcc -kantaa
ja téistd kehitettyd poistogeenistd Cln5~-kantaa, joka ilmentdd lievdd CLN5-sairauden feno-
tyyppid (Kopra ym. 2004). Kantasoluja pidettiin ylld soluviljelmissd neurosfeerimenetelmalla
ja niitd sdildttiin pakastamalla. 1L-33-sytokiinin seké synteettisten GW0742- ja HX600-yhdis-
teiden vaikutusta tutkittiin soluviljelmissé péddasiassa 3 ja 7 pdivan pituisissa erilaistumisko-
keissa ja jakautumista tutkittiin BrdU-kokeella. Lopuksi kokeiden tuloksia analysoitiin immu-

nosytokemiallisilla vasta-ainevirjayksilla.
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6.1 Hermokantasolujen eristys ja viljely

Kantasoluja kasvatettiin primiériviljelmidnd neurosfeerimenetelmélld (Reynolds & Weiss
1992, Gritti ym. 1996). Hiirten solut eristettiin sikididen hippokampuksista kehityspdivani
E15 tai E18. NPC-viljelmissa (I-VI) kdytettyjen solujen alkuperd on esitetty taulukossa 2.

Taulukko 2: Viljeltyjen NPC-solujen alkuperd ja jakoerien lukumdcdra.

Vilielma  Laiji Genotyyppi Kudos k& Jakoera (Ikm)
| Mus Musculus Cln5" Hippokampus E18 4
Mus Musculus C57BL/6JRcc Hippokampus E18 4
Il Mus Musculus C57BL/6JRcc Hippokampus E18 3
11 Mus Musculus Cln5"- Hippokampus E18 6
Mus Musculus C57BL/6JRcc Hippokampus E18 6
\Y Mus Musculus C57BL/6JRcc Hippokampus E15 3
V Mus Musculus C57BL/6JRcc Hippokampus E15 7
Mus Musculus Cln5" Hippokampus E15 7
VI Mus Musculus C57BL/6JRcc Hippokampus E18 2
Mus Musculus Cln5" Hippokampus E18 2

Hermokantasolujen eristdmiseksi tiineend olevan hiiren kohdusta poimittiin 3-5 siki6ta. Si-
kioiden aivoista irrotettiin hippokampukset ja kudoskappaleet siirrettiin solujen erottamiseksi
entsyymiliuokseen, joka sisdlsi 1.33 mg/ml trypsiinid (Sigma T4665), 0.7 mg/ml hyaluroni-
daasia (Sigma H3884) ja 0.2 mg/ml kynereenihappoa (Sigma K3375) liuotettuna 30 mM glu-
koosia sisdltavddn HBSS:44n (Hank's balanced salt solution, Gibco 14060). Kudoksia inku-
boitiin enstyymiliuoksessa 15 minuuttia +37 °C:ssa, minka jdlkeen kudospartikkeleita hajotet-
tiin pienemmiksi pipetoitoimalla liuosta varovasti edestakaisin 10 kertaa 5 ml pipetilld ja in-
kubaatiota jatkettiin vield 15 minuuttia. Liuokseen erottuneita soluja sentrifugoitiin 1500 rpm,
5 min, minka jdlkeen supernatantti poistettiin ja solupelletti liuotettiin 4 ml:aan 0.9 M sakka-
roosi-HBBS:d4 (ICN-Biomedicals 821713 ja Gibco14060). Soluja sentrifugoitiin 2000 rpm,
10 min, supernatantti poistettiin ja solupelletti liuotettiin 2 ml:aan EBSS:44 (Earl's balanced
salt solution, Gibco 24010) ja sentrifugoitiin 4 % naudan seerumialbumiinia sisdltivin EBSS-

gradientin ldpi 1500 rpm, 7 min. Supernatantti poistettiin ja solut resuspensoitiin kasvatus-
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liuokseen (DMEM/F-12, GlutaMAX™-1, Gibco 21331-028), johon oli lisdtty 15 mM HE-
PES:id (Sigma HO0887), 100 U/ml penisiliinid ja 100 mg/ml streptomysiinid (Penicillin-Strep-
tomycin, Gibco 15140-122), 1 % B-27 -ravintolisdd (Gibco 17504-044), 20 ng/ml epidermaa-
likasvutekijda (EGF, PeproTech 100-15) ja 10 ng/ml fibroblastikasvutekijaa (FGF, PeproTech
100-18B).

6.1.1 Neurosfeerien viljely

Kudoksesta eristetyt yksittdiset solut siirrettiin kasvamaan priméériviljelmina 10 cm:n kasva-
tusmaljoille (Sarstedt, 83.1802) tiheyteen 10° solua/10 ml DMEM/F-12/B27-liuoksessa. Solu-
viljelmid kasvatettiin 37 °C:n ldmpdtilassa ja 5 %:n hiilidioksidipitoisuudessa soluviljelykaa-
pissa (Thermo Scientific Steri-Cycle® CO; Incubator 371, Ohio, USA), jonka ilmankosteutta
pidettiin ylla kaappiin sijoitetulla vesiastialla. Soluviljelmille lisdttiin kasvutekijoitda (EGF 20
ng/ml ja FGF 10 ng/ml) joka kolmas péivé ja kasvatusliuosta joka 3-4 pdivi. Kasvutekijoiden
lasnd ollessa hermokantasolut jakautuvat erilaistumatta muodostaen vapaasti kelluvia solury-
kelmid, neurosfeerejd, jotka koostuvat pluripotenteista hermokantasoluista, multipotenteista
NPC-soluista ja kuolleista tai kuolevista soluista (kuva 7) (Reynolds & Weiss 1992, Galli ym.
2003).

100 pm

Kuva 7: Valomikroskooppikuvat 10x suurennoksella hiirestd eristetyn yksittdisen hermokanta-
solun kasvusta neurosfeeriksi. Sfeerit vasemmalta oikealle on kuvattu 1-6 pdivind jakamisen
Jjdlkeen. Oikeanpuoleisin sfeeri on kasvanut jo liian suureksi, minkd erottaa sen tummasta vd-
ristd. Mittakaavajana = 100 um.
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Kasvaneet neurosfeerit hajotettiin eli dissosioitiin joka 5-10 pdivé kéyttden trypsiinin kal-
taista entsyymid TrypLE:4 (Gibco 12604-013). Neurosfeerit siirrettiin 15 ml:n koeputkeen,
sentrifugoitiin 1000 rpm, 1 min ja supernatantti poistettiin. Neurosfeeripelletti resuspensoitiin
varovasti 200 pl:aan TrypLE:d ja neurosfeerejd inkuboitiin entsyymiliuoksessa 37 °C:ssa vesi-
hauteella 3-5 minuuttia. Kasvatusliuosta liséttiin 1 ml, sentrifugoitiin 1000 rpm 1 min, ja su-
pernatantti poistettiin. Kasvatusliuosta lisittiin 1 ml ja suspensiota pipetoitiin edestakaisin va-
rovasti 200 pl:n pipetilld yksittdisten solujen erottamiseksi. Solususpension annettiin tasoittua
noin 30 sekunnin ajan, minka jélkeen solutiheys laskettiin Biirkerin kammiota kdyttden. Uusil-
le 10 ml:n kasvatusmaljoille siirrettiin 10° solua. Hermokantasolut jatkoivat jakautumista uu-
silla maljoilla muodostaen uuden neurosfeeriviljelmén. Neurosfeerien dissosiaatio voidaan
toistaa useita kertoja eksponentiaalisesti kasvavan solupopulaation saavuttamiseksi (Galli ym.

2003). Jakokerrat on esitetty taulukossa 2.

6.1.2 Neurosfeerien pakastus

Hiiren neurosfeerien pakastamista testattiin kdyttden kahta erilaista kasvatusliuosta. Molem-
missa liuoksissa kdytettiin normaalia kasvatusliuosta (DMEM/F12/B27), johon oli lisétty so-
luja vahingoittavien jadkiteiden muodostumista estdvdad 10 % DMSO:ta (Dimethyl Sulfoxide
Hybri-Max™, Sigma D2650). Liséksi vain toiseen kasvatusliuokseen liséttiin 10 % naudan si-
kion seerumia (FBS, Gibco 10270-106). Pakastuksen testaamiseen kéytettiin neurosfeereja I1-
viljelmén (C57BL/6JRcc) jakoerdstd P3.

Kahdelta kasvatusmaljalta kerdttiin neurosfeerit 15 ml:n koeputkiin, jotka sentrifugoitiin
1100 rpm, 5 min. Supernatantit poistettiin, koeputkiin liséttiin erilaiset kasvatusliuokset ja
neurosfeerit suspensoitiin uudelleen liuokseen, minka jélkeen suspensiot siirrettiin kierrekor-
killisiin 2 ml pakastusputkiin (Cryo.s™, Greiner Bio-One). Putket asetettiin isopropanolilla
tiaytettyyn 18-paikkaiseen Mr. Frosty -jdddyttimeen (Nalgene™ 5100-0001, Nalge Company),
joka siirrettiin heti -70 °C:een pakastimeen. Jdddyttimessd solujen ldmpotilan pitdisi laskea
noin 1 °C minuutissa. Seuraavana pdivana solut siirrettiin nestetyppeen pidempéd varastointia
varten.

Naytteet sulatettiin 33 vuorokautta myohemmin siirtdmalld nestetypesté otetut pakastusput-

ket nopeasti +37 °C:n vesihauteeseen, jossa putkia kddnneltiin varovasti, jotta sulaminen ta-
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pahtuisi nopeasti ja tasaisesti. Putkiin lisittiin hitaasti 1 ml kasvatusliuosta, johon oli lisdtty
kasvutekijiat (EGF 20 ng/ml ja FGF 10 ng/ml). Solususpensiot siirrettiin 15 ml:n koeputkiin ja
ne sentrifugoitiin 1100 rpm, 3 min. Supernatantit poistettiin ja solut suspensoitiin 2 ml:aan
kasvatusliuosta ja soluja eroteltiin toisistaan pipetoimalla edestakaisin kolme kertaa. Kasva-
tusmaljoille lisattiin 8 ml kasvutekijoitéd sisdltdvad kasvatusliuosta, minki jdlkeen solususpen-
siot pipetoitiin maljoille ja maljat siirrettiin solukasvatuskaappiin. Seuraavana pédivdnd mal-
joilla oli runsaasti kuolleita soluja ja osa neurosfeereisti oli epdsymmetrisen muotoisia. Mo-
lemmilta maljoilta siirrettiin parhaimman muotoiset neurosfeerit uusille maljoille 200 pl:n pi-
petilld, mutta kaikki maljat jitettiin vield kasvamaan ja niille liséttiin normaalisti kasvutekijoi-
td ja kasvatusliuosta. Neurosfeerit kuvattiin ja niiden kasvatus lopetettiin 12 vuorokauden ku-

luttua.

6.2 Terapeuttisten yhdisteiden altistuskokeet

Altistuskokeita varten 10° yksittdistd solua tai 10 halkaisijaltaan keskikokoista (@& 200-400
um) neurosfeerid siirrettiin 48-kuoppalevyille (Thermo Scientific Nunc® 150687), jotka oli
paillystetty steriiliin veteen laimennetulla 0.5 mg/ml poly-DL-ornitiinilla (Sigma P8638). Yk-
sittdisid soluja kéytettiin erilaistumisen kvantitoimiseen. Neurosfeereistd tutkittiin erilaistumi-
sen lisdksi sfeerien morfologiaa seki solujen kulkemaa etdisyyttd neurosfeerin reunasta. Solu-
jen annettiin erilaistua kuoppalevyilld ilman kasvutekijoitd kasvatusliuoksessa, joka sisilsi tut-
kittavaa yhdistettd. Kasvutekijoiden puuttuessa solut kiinnittyivit kuopan pohjaan, erilaistui-
vat ja alkoivat litkkua neurosfeereistd poispdin. Kasvatusliuosta lisdttiin tai osa siitd vaihdet-
tiin joka kolmas péiva. Tutkittavia yhdisteitd lisdttiin joko pelkdstddn késittelyn alussa tai
my0s kolmantena pdivand. Solutyyppien erilaistumisen ja kehittymisen seuraamiseksi altistus-
ten ajalliseksi kestoksi valittiin 3 ja 7 paivii.

Altistuksissa kaytettiin kolmea mahdollisesti solujen kasvuun ja erilaistumiseen vaikutta-
vaa yhdistettd: IL-33 (hiiren interleukiini 33 -proteiini, Biorbyt Ltd. orb82806), HX600 (4-
[SH-2,3-(2,5-dimetyyli-2,5-heksano)-5-metyylidibentso[b,e][ 1,4 ]diatsepiini-11-yyli]-bentsoe-
happo) ja GW0742 (4-[[[2-[3-fluoro-4-(trifluorometyyli)-fenyyli]-4-metyyli-5-tiatsolyyli]me-
tyyliJtio]-2-metyylifenoksi]-etikkahappo, Cayman Chemical Company). IL-33-sytokiinin vai-

kutuksia tutkittaessa kdytettiin pitoisuuksia 10 ng/ml ja 100 ng/ml, joita verrattiin kontrolliin,
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johon lisittiin sytokiinin sijasta vastaava tilavuus DPBS-liuosta (Dulbecco’s Phosphate Buffe-
red Saline, Sigma D8537). HX600:n vaikutuksia tutkittiin 100 nM:n pitoisuudella, mutta ko-
keiden edetessd kokeiltiin myds 10 nM:n pitoisuutta. Myos GW0742:n vaikutuksia tutkittiin
aluksi suuremmilla 10 nM:n ja 100 nM:n pitoisuuksilla, mutta myos pienempid 1 ja 10 nM:n
annoksia kokeiltiin. HX600 ja GW0742 liuotettiin DMSO:hon (Dimethyl Sulfoxide Hybri-
Max™, Sigma D2650), minkd vuoksi kontrollisoluille liséttiin tutkittavan yhdisteen sijasta
DMSO:ta. Kéytetyt pitoisuudet on esitetty taulukossa 3 ja ne perustuivat Katja Kannisen ja

Tarja Malmin aikaisemmin tekemiin kokeisiin.

Taulukko 3: Altistuskokeissa kdytettyjen yhdisteiden pitoisuudet.

Koeaine Kontrolli Pitoisuus 1 Pitoisuus 2 Pitoisuus 3
IL-33 0 10 ng/ml 100 ng/ml -

HX600 0 10 nM 100 nM -

GWO0742 0 1 nM 10 nM 100 nM

6.3 BrdU-proliferaatiokoe

BrdU (5-bromo-2'-deoxyuridine) on synteettinen nukleosidi, joka on tymidiinin analogi. Se
voi sitoutua solusyklin S-vaiheessa DNA:han korvaten tymidiinin solujen jakautuessa (Lehner
yms. 2011). BrdU voidaan paikantaa spesifiselld BrdU-vasta-ainevérjdykselld ja siten voidaan
arvioida solujen jakautumisen nopeutta. Koetta varten neurosfeerit dissosioitiin normaalisti.
Yksittdisid soluja siirrettiin 1.5x10° solua/kaivo 24-kuoppalevylle ja inkuboitiin 24 h 3 ug/ml
BrdU:ta (Roche Diagnostics), tutkittuja yhdsteitd ja kasvutekijoita sisdltdvissd kasvatusliuok-
sessa, jotta BrdU sitoutuisi jakautuvien solujen DNA:han. Suhteellisen lyhyen (2-4 h) BrdU-
altistuksen aikana vain osa soluista ehtii M-vaiheeseen, minka pitéisi estdd uudelleen jakautu-
neiden tumien vérjdytyminen. Soluerd, jolle BrdU-koe suoritettiin, oli kuitenkin jakautunut
alusta saakka hitaasti, minkd vuoksi inkubaatioaikaa pidennettiin 24 tuntiin. Seuraavana péi-
vénd soluille vaihdettiin tuore kasvatusliuos, joka ei sisédltinyt BrdU:ta, tutkittuja yhdisteitd tai
kasvutekijoitd. Solujen annettiin kiinnittyd vuorokauden ajan kuopan pohjaan, minka jdlkeen

solut fiksoitiin 4 % paraformaldehydilla.
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BrdU-immunovérjdysti varten solukalvo tehtiin puolildpiiseviksi eli permeabilisoitiin me-
tanolilla 30 minuutin ajan, minka jilkeen soluja pestiin kolme kertaa 0.1 M fosfaattipuskurilla,
eli PBS (phosphate-buffered saline) -liuoksella pH 7.4, kuten téstd eteenpéin jokaisen vaiheen
jalkeen. Soluja kasiteltiin 2 N HCIL:114 DNA:n denaturomiseksi yksijuosteiseksi, jotta primaa-
rinen BrdU-vasta-aine péésisi sitoutumaan. Vasta-aineen epaspesifinen sitoutuminen estettiin
inkuboimalla soluja 10 % normaalilla vuohen seerumilla (NGS, Chemicon/Millipore S26)
PBS-liuoksessa 2h huoneenldmmdossd. Taman jdlkeen solut immunovérjdttiin kdyttden pri-
maarista BrdU-vasta-ainetta (Roche 11170376001, 1:50) ja sekundaarista goat anti-mouse
IgG-vasta-ainetta (Molecular Probes A-11004, 1:300) sekd Hoechst-tumavirid. Immunovir-

jdys-menetelmi on esitetty tarkemmin seuraavassa kappaleessa.

6.4 Solujen immunovirjiys

Altistuskokeiden jédlkeen neurosfeerit ja yksittdiset solut fiksattiin 4 % paraformaldehydilld 20
minuutin ajan. Tdman jilkeen paraformaldehydi huuhdeltiin pois 3 x 5 min kéyttden 0.1 M
PBS-liusota ja solukalvo permeabilisoitiin 20 minuutin metanolikdsittelylld. Myods metanoli
huuhdeltiin PBS-liuoksella, minka jdlkeen vasta-aineiden epéspesifinen sitoutuminen estettiin
késittelemalld soluja 10 % NGS-liuoksella 1-2 tunnin ajan huoneenldmmassa.

Seuraavaksi solut immunovérjittiin lisddmélld niille 5 % NGS-liuokseen laimennettu pri-
maarinen vasta-aine, jonka annettiin sitoutua tutkittuun antigeeniin yon yli +4 °C:ssa. Primaa-
risina vasta-aineina kaytettiin DCX:44 (Cell Signaling Technology, 1:200) uusien neuroneiden
tunnistamiseen, TUJ1:a (Covance, 1:2000) kypsien neuronien tunnistamiseen ja GFAP:ta
(DAKO, 1:500) astrosyyttien méaérittdimiseen. Lisdksi testattiin oligodendrosyyttimarkkeria
04 (R&D Systems) ja oligodendrosyyttispesifistd proteiinia Olig (Abcam) sekd neuronimark-
keria MAP-2 (Merck Millipore). Kéytetyt vasta-aineet, laimennokset ja valmistajien tiedot on

esitetty taulukossa 4.
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Taulukko 4: Primaariset ja sekundaariset vasta-aineet, niiden valmistajat, alkuperd,
spesifisyys ja vasta-aineen merkitsemdn solun fenotyyppi.

Primaariset vasta-aineet

Vasta-aine Valmistaja (koodi)

TUJ

DCX

GFAP

MAP-2

04

Olig

BrdU

Covance
(#MMS-435P)

Cell Signaling
Technology, Inc.
(#4604)

DAKO
(Z0334)

Merck Millipore
(MAB3418)

R&D Systems, Inc.

(MAB1326)

Abcam
(ab53041)

Roche Diagnostics

(11170376001)

Sekundaariset vasta-aineet

Vasta-aine

Alkupera

Monoclonal
mouse

Polyclonal
rabbit

Polyclonal
rabbit

Monoclonal
mouse

Monoclonal
mouse

Polyclonal
rabbit

Monoclonal
mouse

Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Mouse 1gG (H+L

Alexa Fluor® 568 Goat Anti-Mouse 1gG
Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Rabbit IgG

H+L

(
(
(H+L
(

Alexa Fluor® 568 Goat Anti-Rabbit IgG (H+L

)
)

Laimenn Spesifisyys
0s
1:2000 Neuroniluokan IlI

B-tubuliini

1:100 Mikrotubuluksiin
1:200 liittyva proteiini
1:400 doublecortin
1:500
hapan proteiini
1:200 Mikrotubuluksiin
liittyva proteiini 2
1:200 Oligodendrosyytti-
spesifinen proteiini
1:200 Oligodendrosyytti-
1:2000 spesifinen proteiini
1:50 Bromodeoksiuridiini

Valmistaja (koodi)

Molecular Probes (A-11001)
Molecular Probes (A-11004)
Molecular Probes (A-11008)
Molecular Probes (A-11011)

Solutyyppi

Neuroni

Uusi neuroni

Gliaalinen fibrillaarinen  Astrosyytti

Neuroni

Oligodendrosyytti

Oligodendrosyytti

Jakautunut solu

Laimennos
1:500
1:500
1:500
1:500

Seuraavana pdivind sitoutumaton primaarinen vasta-aine pestiin pois PBS-liuoksella (3 x 5

min) ja soluille lisdttiin 5% NGS-liuokseen 1:500 laimennettu fluoresoiva sekundaarinen vas-

ta-ainevdri, jonka annettiin sitoutua kahden tunnin ajan huoneenldmmdssé valolta suojattuna.

Sekundaarisina vasta-aineina kéytettiin goat anti-rabbit tai goat anti-mouse IgG -vasta-aineita

(Molecular Probes), jotka oli leimattu Alexa Fluor® 488 (vihred) tai 568 (punainen) fluoresoi-

villa vériaineilla. Lisdksi sekundaarinen vasta-aine liséttiin kontrollikuopalle, johon ei ollut li-

stty primaarista vasta-ainetta, jolloin pystyttiin identifioimaan mahdollinen sekundaarisesta

vasta-aineesta johtuva epéspesifinen sitoutuminen eli taustakohina. Sitoutumattomat sekun-

daariset vasta-aineet huuhdeltiin pois pesemilld soluja 3 x 5 min PBS-liuoksella.

Tumat varjattiin lisddmalla DNA:han sitoutuva Hoechst-vdriaine (Sigma-Aldrich, bisBen-
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zimide 33342, 2.5pug/ml, 1:2000) 5 minuutiksi. Bisbenzimide ldpdisee solukalvon ja sitoutuu
A-T -rikkaille DNA-alueille muodostaen siniselld aallonpituudella fluoresoivan yhdisteen (Aex
346 nm, Aen 460 nm) (Sigma-Aldrich). Sitoutumaton bisbenzimide huuhdeltiin PBS-liuoksella
kolme kertaa. Lopuksi kuoppiin lisdttiin PBS-liuos séilytystd varten ja kuoppalevyt sdilytettiin

jadkaapissa.

6.5 Analysointi ja tilastollinen kisittely

Kvantitatiivista analysointia varten immunovarjétyt solut kuvattiin fluoresenssimikroskoopilla
(Olympus Ix70 S8-F2, Japani), joka oli yhdistetty valaistusjérjestelmiin (Olympus U-RFL-T)
ja digitaaliseen kameraan (Nikon, DS-U2/L2 USB). Kuvien ottamiseen kéytettiin NIS Ele-
ments (v. AR 4.00.07) ohjelmaa. Erilaisia suodattimia kdyttien saatiin kuvat eri aallonpituuk-
silla fluoresoivista vériaineista, jotka olivat sitoutuneet eri solutyyppeihin kiinnittyneisiin vas-

ta-aineisiin.

6.5.1 Liikkuminen

Solujen liikkkumisen arvioimiseksi immunovarjityt neurosfeerit kuvattiin kiyttden 4x-objektii-
via ja solujen Hoechst-virjdytyneiden tumien etiisyys neurosfeerin reunasta mitattiin. Yhdesta
kuopasta laskettiin keskiarvot kolmen neurosfeerin 30:n kauimmaksi vaeltaneiden solujen

etdisyyksille. Kutakin konsentraatiota kohden laskettiin 3—4 rinnakkaista kuoppaa.

6.5.2 Erilaistuminen

Immunovérjityt neurosfeerit ja yksittdiset solut kuvattiin kdyttden 20x-objektiivia. Kutakin
konsentraatiota kohden laskettiin 4 rinnakkaista kuoppaa ja yhdesti kuopasta kuvattiin kolme
ndkymadd sattumanvaraisista kohdista. Neurosfeeri sijoitettiin kuvan reunaan siten, ettd kuvaan
saatiin mahdollisimman monta erilleen vaeltanutta solua. My0s yksittdiset solut kuvattiin vali-
koiden ndkyméd satunnaisesti kuitenkin vélttden solurykelmid. Kuvista médritettiin kullekin
vasta-aineelle positiivisten solujen lukuméérd tai immunoreaktiivisen alueen pinta-ala suh-

teessa vastaavaan Hoechst-arvoon (tumien lukumadird tai pinta-ala) kdyttden CellCounterl.2,
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Image] tai Image Pro Plus (Media Cybergenics, Silver Spring, MD) ohjelmia. Epédspesifisen
sitoutumisen atheuttama taustakohina poistettiin sddtdmalld vérikanavan kynnysarvoja sopi-

viksi negatiiviseen kontrolliin vertaamalla.

6.5.3 Toksisuus

Altistuskokeissa kdytettyjen yhdisteiden toksisuutta madritettiin Hoechst-positiivisten tumien
koon perusteella, koska solujen kuollessa nekroottisesti niiden tumat pienentyvit ja tiivistyvit.
Siten solut, joilla oli suuri tuma luokiteltiin eldviksi. Kuolleiksi puolestaan luokiteltiin solut,
joiden tuma oli pieni ja kirkas. Toksisuutta arvioitiin vertaamalla kuolleiden solujen mééraa
kaikkien solujen méadrddn. Menetelmélld saatiin suuntaa antava arvio toksisuudesta, mutta
koska soluissa on my6s muuta kuin tuman DNA:ta, esimerkiksi mitokondrion DNA:ta, ovat
pienet Hoechst-positiiviset keskittymait voineet siséltdd myos tuman ulkopuolista DNA:ta. Té-
maén vuoksi saadut tulokset tulisi varmistaa vield sytotoksisuuden kvantitoimiseen tarkoitetulla

kohdennetulla testilld, kuten propidiumjodidi-, sytol3- tai resatsuriini-varjayksella.

6.5.4 Tilastollinen késittely

Tulokissa on esitetty keskiarvo £ keskivirhe (SEM). Tilastollinen analysointi suoritettiin
GraphPad Prism -ohjelmalla (GraphPad Software, San Diego, CA). Genotyyppien vilistd eroa
tai kontrollin ja késittelyn eroa verrattiin Studentin t-testilld. Tutkittujen yhdisteiden eri pitoi-
suuksien vaikutusta verrattiin yksisuuntaisella ANOVA:lla kdyttden lisdksi Tukeyn post-hoc
testid. Altistusaineiden ja genotyyppien yhteisvaikutusta analysoitiin kaksisuuntaista ANO-
VA:a ja Bonferronin post-hoc testid kdyttden. Tilastollinen merkitsevyys on ilmaistu seuraa-

vasti: *p<0.05, **p<0.01 ja ***p<0.001.
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7 TULOKSET

7.1 Neurosfeerien viljely ja pakastaminen

Hiiren sikididen hippokampuksista eristetyt NPC-solut jakautuivat bFGF- ja EGF-kasvuteki-
joiden ldsnéollessa ja muodostivat noin viikossa jaettavissa olevia vapaasti kelluvia neurosfee-
rejd. Neurosfeerien kasvu kuitenkin hidastui jakokertojen myo6td ja viljely lopetettiin ennen
kymmenettd jakokertaa. Lisdksi III-viljelmén neurosfeerit kasvoivat huomattavan hitaasti ver-
rattuna muihin viljelmiin ja maljoilla oli runsaasti yksittdisid kuolleita soluja. Parhaimpia neu-
rosfeerejd siirrettiin uusille maljoille, jotta solujen laatu olisi parantunut. Tdma ei kuitenkaan
nopeuttanut kasvua. Heikon kasvun lisdksi I1I-viljelmin immunovérjdykset poikkesivat muis-
ta viljelyeristd, silld niissd oli runsaasti kuolleita soluja, neurosfeerit olivat suuria ja epdsym-
metrisid, ja solut olivat litkkuneet vain lyhyen matkan neurosfeerien reunasta. Timén koe-erin
poikkeavuuden vuoksi siitd saadut tulokset hylittiin ja kokeet toistettiin uusista sikidistd eris-
tetyilld soluilla.

Koska neurosfeerien kasvu hidastui jakokertojen myotd, testattiin solujen pakastamista pi-
dempiaikaista sdilytystd ja kayttod varten. Neurosfeeriviljelmid pakastettiin kahdessa eri
liuoksessa, joissa molemmissa oli kasvatusliuosta, kasvutekijoitd ja 10 % DMSO:ta. Toisessa
liuoksessa oli ndiden lisdksi 10 % FBS-liuosta. Sulatuksen jélkeisend pdivdnd molemmissa
viljelmissé oli runsaasti kuolleita soluja ja jonkin verran epdsymmetrisen muotoisia neurosfee-
rejid. Epasymmetristen sfeerien méaré oli kuitenkin selvisti pienempi FBS-liuoksen kanssa pa-
kastetuissa viljelmissi. Ero neurosfeerien muodossa ei ollut endé selked 12 vuorokauden kas-
vatuksen kuluttua, jolloin neurosfeerit kuvattiin (kuva 8). Pakastuksen todettiin soveltuvan
neurosfeerien pitkdaikaiseen sdilyttimiseen ja FBS-liuosta sisdltivén pakastusliuoksen todet-

tiin ylldpitdvén neurosfeerien kuntoa parhaiten pakastuksen aikana.
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Kuva 8: Valomikroskooppikuva pakastetuista hiiren NPC-neurosfeereistd 12 vuorokautta su-
latuksen jdlkeen. Yksittdiset solut ovat kuolleita. (A) Neurosfeerit, jotka pakastettiin 10 %
DMSO-liuosta sisdltivdssd kasvatuslivoksessa, poikkeavat selvisti normaalista pallomaises-
ta muodosta. (B) Neusofeerit, jotka pakastettiin 10 % DMSO-liuosta ja 10% FBS-liuosta si-
sdltavissd kasvatusliuoksessa ovat muodoltaan pallomaisempia. Mittakaavajana = 200 um.

7.2 Genotyypin vaikutus solujen kasvuun, litkkkumiseen ja erilaistumiseen

Hiiren NPC-solujen selviytymisti, jakautumista, erilaistumista ja liikkkumista tutkittiin kahdes-
sa rinnakkaisessa kokeessa (koe I ja koe V), joista ensimmaisessa kdytettiin sikiopdivind E18
ja toisessa sikiOpdivdnd E15 eristettyjd soluja. Kummassakin kokeessa ylldpidettiin ja késitel-
tiin yhtd aikaa villityypin ja Cln5"-genotyypin soluja samalla tavalla, minkd vuoksi ndiden

kokeiden tuloksia on vertailtu rinnakkaisina ja ne on yhdistetty normalisoimalla.

7.2.1 Solujen selviytyminen ja kuolleisuus

Solujen selviytymistd erilaistuskokeissa tarkasteltiin tumien ulkonddn perusteella. Eldviksi
luokiteltiin solut, joiden Hoechst-varjdytyneet tumat olivat suuria ja sdvyltdédn tummia, kun
taas kuolleiksi mddritettiin solut, joiden tumat olivat pienid, kondensoituneita ja kirkkaita
(kuva 9). Kaikista kokeista yhteen kootuissa normalisoiduissa tuloksissa havaittiin kuolleisuu-

e

den olevan merkitsevisti pienempi Cln5™ -genotyypin kolmen péivin yksittdisten solujen vil-

jelmissé verrattuna villityypin viljelmiin, mutta kolmen ja seitsemén pdivian neurosfeeriviljel-

“~-genotyypin viljelmissi verrattuna villityypin viljelmiin.

missd kuolleisuus oli suurempi Cln5
Molemmissa genotyypeissd kuolleiden solujen osuus oli merkitsevdsti suurempi seitsemén

paivén neurosfeeriviljelmissd verrattuna kolmen péivén viljelmiin.
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Kuva 9: Genotyypin ja ajan vaikutus kuolleiden solujen mdcdrdcdn. (A) Fluoresenssimikros-
kooppikuva Hoechst-vdirjdtyistd (sininen) tumista yksittdisten solujen kolmen pdivdn viljel-
mdssd, jossa a = kuolleen solun pieni ja kirkas tuma, ja b = eldvdin solun suuri ja sdvyltidn
tumma tuma. Mittakaavajana = 50 um. (B) Rinnakkaisten kokeiden kuolleiden solujen osuus
verrattuna kaikkien solujen lukumdcdrdcdn on yhdistetty normalisoimalla kunkin viljelmdn vil-
lityypin tulos arvoon 1, joista pylvdind esitetyt Cln5~" -viljelmien tulokset poikkeavat. Cln5~"
-genotyypissd kuolleiden solujen osuus on merkittivdsti pienempi kolmen pdivin soluviljel-
missd, mutta neurosfeeriviljelmissd niiden osuus on merkitsevdsti suurempi. (C) Neurosfeeri-
viljelmissd kuolleiden solujen osuus oli molemmissa genotyypeissd suurempi seitsemdn pdi-
vdn viljelmissd verrattuna kolmen pdivdn viljelmiin, joiden villityypin tulos normalisoitiin ar-
voon 1. Tilastollinen merkitsevyys *p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.

7.2.2 Solujen jakautuminen ja liikkkuminen

Solujen jakautumista tutkittiin BrdU-vérjdykselld. Siind eldvid soluja altistettiin 24 tunnin ajan
BrdU-viriaineelle, joka sitoutuu jakautuvien solujen DNA:han. Altistuksia tehtiin kokeen I'V-
soluille, joiden kasvussa havaittiin poikkeavuuksia verrattuna muihin viljelmiin. Villityypin
soluista oli jakautunut keskimédrin 46.5 + 2.42 %, kun taas CIn5" -solut olivat jakautuneet
hieman vihemmaén 43.6 £ 2.25 % (kuva 10). Genotyyppien vililld ei havaittu merkitsevaa

eroa solujen jakautumisessa (p=0.4102).

Hoechst BrdU Hoechst BrdU BrdU-24 h
C 604
9
£ 40
c
2
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Kuva 10: Genotyypin vaikutus solujen jakautumiseen. Fluoresenssimikroskooppikuvat
Hoechst (sininen) ja BrdU (punainen) -immunoviirjdtyistdi (4) villityypin (WT) ja (B) Cln5~"-
genotyypin soluviljelmisti 24 h BrdU-inkubaation jdlkeen. Mittakaavajana = 100 um. (C) Ja-
kautuneiden solujen osuudessa ei ollut eroa genotyyppien vdlilld .
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Solujen liikkumista tutkittiin mittaamalla solujen kulkema etéisyys neurosfeerin reunasta ja
samalla mitattiin neurosfeerin halkaisija ensimmaéisessd kokeessa (n=15) (kuva 11). Solujen
liikkuma etidisyys oli sekii kolmen péivin ettd seitsemin péivin kokeissa suurempi Cln57"-ge-
notyypissd, mutta ero oli merkitsevé vain seitsemén pdivéin kokeessa (p= 0.0282). Neurosfee-
rien halkaisija oli puolestaan pienempi Cln5"-genotyypissi sekd kolmen (p=0.0200) etti seit-
semdn pdivan (p=0.0336) aikapisteissd. Negatiivinen korrelaatio solun litkkuman matkan ja

neurosfeerin koon vililla voi johtua siitd, ettd reunimmaiset solut ovat siirtyneet neurosfeerin

ulkopuolelle.
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Kuva 11: Genotyypin vaikutus neurosfeerien kokoon ja solujen kulkemaan etdisyyteen. (4)
Neurosfeerin halkaisijan ja vaeltaneiden solujen etdisyyden mddritystapa. Mittakaavajana =
200 um. Kolmen pdivdn kokeessa (B) solujen kulkemassa etdisyydessd ei ollut merkitsevdd
eroa, mutta (C) neurosfeerien halkaisija oli merkitseviisti pienempi Cln5~-genotyypissd. Seit-
semdn pdivin kokeessa (D) solujen vaeltama matka oli merkitsevdsti pidempi ja (E) neuros-
feerien halkaisija pienempi Cin5"-genotyypissd. Tilastollinen merkitsevyys: *p<0.05, n=15.

7.2.3 Kantasolujen erilaistuminen

Hermokantasolujen erilaistumista eri solutyypeiksi tutkittiin immunovérjayksillé, joissa kiy-
tettiin DCX-vasta-ainetta uusien neuronien, TUJ1-vasta-ainetta kypsien neuronien ja GFAP-
vasta-ainetta astrosyyttien tunnistamiseen. DCX-vasta-aineesta ei ollut aikaisempaa kokemus-

ta, joten immunovérjdystd testattiin kolmella primaarisen vasta-aineen laimennossuhteella,
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joita olivat 1:100, 1:200 ja 1:400. Néistd 1:200 osoittautui parhaaksi, silld immunoreaktiivi-
suus oli riittdvdn voimakasta ja samalla taustakohina véhaistd, joten DCX-positiiviset solut
erottuivat selkedsti. Lisdksi kokeiltiin erilaisia sekundaaristen vasta-aineiden laimennoksia,
joista 1:500 todettiin soveltuvan parhaiten.

Solujen erilaistumista kvantitoitiin fluoresenssimikroskooppikuvista aluksi kahdella taval-
la: a) laskemalla kullekin vasta-aineelle positiivisten solujen lukumiirid suhteessa kaikkien
Hoechst-positiivisten tumien lukumdarddn, ja b) madrittdmalld kunkin vasta-aineen immuno-
reaktiivisen alueen osuutta Hoechst-positiivisten tumien immunoreaktiivisen alueen osuudes-
ta. Immunoreaktiivinen alue ei suoraan ilmaise solujen lukuméérii, silld solujen koko ja vas-
ta-aineen intensiteetti voi vaihdella huomattavasti. Kummallakin tavalla saatiin kuitenkin sa-
mansuuntaisia tuloksia, joten immunoreaktiivisen alueen katsottiin korreloivan myos solujen
lukumédrdn kanssa. Lisdksi immunoreaktiivisen alan méiérittiminen oli huomattavasti no-

peampaa kuin solujen manuaalinen laskeminen, joten se valittiin kvantitointimenetelmaksi.

7.2.3.1 Villityypin viljelmit

Villityypin kokeissa solut erilaistuivat kaikissa viljelmityypeissd voimakkaimmin GFAP-posi-
titvisiksi soluiksi. GFAP-positiivisen immunoreaktiivisen alueen osuus suhteessa Hoechst-po-
sitiivisten tumien alaan oli jopa kymmenié kertoja suurempi verrattuna vastaavaan DCX- tai
TUJ1-positiiviseen alaan. Joskin viljelméstd V tehdyssd kolmen piivén erilaistuskokeessa
GFAP-positiivisten solujen médrd oli huomattavan alhainen ja DCX-positiivisten solujen mai-
rd oli niitd runsaampi. Tdm4a oli kuitenkin yksittdinen poikkeus ja yhdistettdessd kaikkien ko-
keiden tulokset normalisoimalla GFAP-positiivisten solujen mééra oli selkedsti suurin tutki-
tuista solutyypeista.

DCX-positiivisia uusia neuroneita oli runsaimmin kolmen péivin aikapisteissd seki yksit-
tdisten solujen ettd neurosfeerien viljelmissd (kuva 12). Seitsemén pédivdn neurosfeeriviljel-
massd uusien neuronien maard oli sen sijaan laskenut verrattuna kolmen péivén aikapisteisiin.
TUJ1-positiivisia kypsid neuroneja ei sitd vastoin ollut juuri lainkaan kolmen péivin viljelmis-
sd, mutta seitsemin pdivdn neurosfeeriviljelmissd niitd oli runsaammin. Uusien neuronien
midrdn vaheneminen ja samalla kypsien neuronien méirin lisdéntyminen ajan myd6téd luulta-

vasti viittaa siihen, ettd hermokantasolut kehittyvét ensin DCX-immunoreaktiiviksi uusiksi
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neuroneiksi, joista osa kehittyy seitseméén pédivddn mennessd TUJ1-reaktiivisiksi kypsiksi

neuroneiksi.
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Kuva 12: Villityypin NPC-solujen erilaistuminen neuroneiksi ja astrosyyteiksi. Immunofluore-
senssikuvat hiiren E18 sikiéiden hippokampuksen solujen NPC-soluviljelmistd, jotka ovat eri-
laistuneet ilman kasvutekijoitd (A) yksittdisind soluina kolmen pdivin ajan sekd (B) neuros-
feereind kolmen ja (C) seitsemdn pdivin ajan. (1) DCX-vasta-aineella (punainen) vdrjdtyt uu-
det neuronit, (2) TUJI- vdirjdtyt (punainen) kypsdt neuronit, (3) GFAP-vdrjdtyt (vihred) astro-
syytit. Tumat on vdrjdtty Hoechst-viriaineella (sininen). Mittakaavajana = 100 um. (D) Yh-
distetyt tulokset eri kokeiden vasta-aineelle immunoreaktiivisen alueen osuudesta Hoechst-po-
sitiivisten tumien alaan, joissa DCX:n saama arvo on normalisoitu 1:ksi. Astrosyyttien osuus
oli kaikissa erilaistuskokeissa suurin. Uusien neuronien osuus oli kolmen pdivin kokeissa
suurempi kuin seitsemdn pdivin kokeissa. Tilastollinen merkitsevyys: ***p<0.001.
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7.2.3.2 Cln5"-viljelmét

Cln5-hiirten hermokantasolujen erilaistuminen neuroneiksi ja astrosyyteiksi oli samankal-
taista kuin villityypin soluviljelmissd, mutta joitakin merkitsevid eroja oli havaittavissa. Nor-
malisoiduissa tuloksissa TUJ1-positiivisten kypsien neuronien méérd oli suurempi ja GFAP-
positiivisten astrosyyttien méaéré oli pienempi Cln5"-genotyypissi kolmen pdivin yksittiisten
solujen viljelmisséa (kuva 13). Kolmen péivdn neurosfeereissd DCX-positiivisten uusien neu-
ronien maéra oli merkitsevisti suurempi, mutta seitsemén péivan neurosfeeriviljelmissi ei ol-

lut merkitsevié eroja genotyyppien vililla.
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Kuva 13: Ero villityypin ja Cln5"~ NPC-solujen erilaistumisessa uusiksi ja kypsiksi neuroneik-
si sekdi astrosyyteiksi. Fluoresenssimikroskooppikuvat (1) villityypin ja (2) Cln5" genotyypin
viljelmistd. (A) TUJI-vdrjdtyt (punainen) kypsdt neuronit ja (B) GFAP-vdrjdtyt (vihred) ast-
rosyytit yksittdisten solujen kolmen pdivdn viljelmissd. (C) DCX-vdrjdtyt (punainen) uudet
neuronit kolmen pdivdin neurosfeeriviljelmdssd. Tumat on vdrjdtty Hoechst-virilld (sininen).
Mittakaavajana = 100 um. (E-F) Vasta-aineen immunoreaktiivisen alueen osuus on normali-
soitu villityypissd arvoon yksi (katkoviiva). Kuvaajissa on esitetty pylviind Cln5-genotyypin
saamat arvot. Tilastollinen merkitsevyys verrattuna villityyppiin: **p<0.01, ***p<0.001.
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7.2.3.3 Muut vasta-ainevérjdykset: MAP-2, O4 ja Olig

DCX:n, TUJI:n ja GFAP:n lisdksi testattiin kypsien neuronien tunnistamiseen kaytettya
MAP-2 vasta-ainetta sekéd kahta oligodendrosyyttien tunnistamiseen kiytettyd vasta-ainetta,
04 ja Olig (kuva 14). MAP-2:1la saatiin samanlaisia tuloksia kuin TUJ1:1la, joten ndisti vain
jalkimmdiinen valittiin kvantitatiivisiin kokeisiin. Oligodendrosyyttivasta-aineilla (O4 ja Olig)
havaittiin voimakasta epaspesifistd sitoutumista tai ei lainkaan positiivisia soluja, minka vuok-

si niitd ei kdytetty varsinaisissa kvantitatiivisissa kokeissa.

7 pv WT
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Kuva 14: Muut testatut vasta-ainevdrjdykset, joita ei kdytetty epdspesifisen sitoutumisen
vuoksi kvantitointiin. MAP-2 kdytetddn kypsien neuronien tunnistamisessa ja O4 sekd Olig
kéytetdidn oligodendrosyyttien tunnistamisessa.

7.3 Terapeuttisten yhdisteiden vaikutukset

Altistuskokeissa tutkittiin IL-33-sytokiinin sekd HX600- ja GW0742-aineiden vaikutuksia yk-
sittdisten solujen ja neurosfeerien erilaistumiseen kolmen ja seitsemén pdivén aikapisteissi sa-
moin kuin tutkittaessa villityypin ja Cln5'-genotyypin eroja. Lisiksi tutkittiin IL-33:n vaiku-

tusta solujen jakautumiseen 24 tunnin BrdU-kokeessa.

51



7.3.1 1IL-33-sytokiinin vaikutus hiiren kantasoluihin

Immuunivasteeseen osallistuvan sytokiinin, IL-33:n, vaikutuksia tutkittaessa kéytettiin ensim-
madisessd kokeessa konsentraatioina 10 ng/ml ja 100 ng/ml. Koska pienemmalld konsentraa-
tiolla ei havaittu selvdi vastetta erilaistumisessa ja koska kumpikaan konsentraatio ei ollut
merkittdvin toksinen, kaytettiin toisessa kokeessa vain 100 ng/ml konsentraatiota. 1L-33-ka-
sittelyd verrattiin kontrollikdsittelyyn, johon lisdttiin sytokiinin sijasta vastaava tilavuus
DPBS-livosta. Kaikista kokeista yhdistettiin tulokset normalisoimalla kontrollikésittely ar-

voon yksi —ndin 100 ng/ml IL-33-késittely sai yhdestd poikkeavan arvon.

7.3.1.1 Toksisuus

IL-33-késittelyjen toksisuutta arvioitiin vertaamalla kuolleiden solujen lukumairéa eldvien so-
lujen midrdadn. Ensimmaéisessd kokeessa tarkasteltiin 10 ng/ml ja 100 ng/ml pitoisuuksien vai-

kutusta kuolleiden solujen osuuteen (kuva 15). Villityypin viljelmissd kuolleiden solujen
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Kuva 15: IL-33-sytokiinin toksisuus NPC-viljelmissd. Kuolleiden solujen tumien immunoreak-
tiivisen alueen osuus kaikkien tumien alasta verrattuna kontrollikdsittelyyn (0) villityypin (A)
kolmen pdivdin yksittdisten solujen, (B) kolmen pdivin neurosfeerien ja (C) seitsemdn pdivin
neurosfeerien erilaistuskokeissa. Normalisoimalla yhdistetyt rinnakkaisten kokeiden tulokset,
Jjoissa esitetty kontrollin arvosta 1 poikkeavat 100 ng/ml saamat arvot (D) villityypin ja (E)
Cln5"-genotyypin viljelmissi.
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osuus oli noin 20 % yksittdisten solujen viljelmissé ja 10-15 % neurosfeeriviljelmissd. Mis-
sddn kokeista ei havaittu merkitsevdd eroa IL-33 késittelyjen ja kontrollin valilld.Mydskdin
normalisoiduissa tuloksissa ei ollut merkitsevdd eroa kuolleiden solujen osuudessa 100 ng/ml
IL-33-kisittelyn ja kontrollin vélilld. Mielenkiintoisesti kuolleiden solujen osuus normalisoi-
duissa IL-33-késitellyissd villityypin viljelmissd oli pienempi seitsemdn pdivén neurosfeerivil-
jelmissd verrattuna kolmen péivén viljelmiin, mikd voisi merkitd sitd, ettd eldvien solujen
madrd kasvoi ajan ja IL-33 késittelyn myd6té ndissd viljelmissd. Tama voisi tarkoittaa sité, ettd

IL-33 lisisi solujen jakautumista villityypin neurosfeeriviljelmissa.

7.3.1.2 Solujen jakautuminen ja litkkuminen

IL-33-sytokiinin vaikutusta solujen jakautumiseen tutkittiin 24 tunnin BrdU-kokeessa, joka
tehtiin II-viljelman soluille (kuva 16). BrdU-immunovirjiyksessé villityypin jakautuneiden
solujen osuus vaikutti olevan pienempi 100 ng/ml IL-33-pitoisuudella, kun taas CIn5~" -viljel-
missd jakautuneiden solujen osuus vaikutti suuremmalta 100 ng/ml pitoisuudella. Erot eivit

kuitenkaan olleet merkitsevia.
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Kuva 16: IL-33-sytokiinin vaikutus NPC-solujen jakautumiseen pitoisuudella 100 ng/ml.
Fluoresenssimikroskooppikuvat Hoechst (sininen) ja BrdU (punainen) -immunovdrjdtyistd (A,
B) villityypin (WT) ja (D, E) Cln5"-genotyypin soluviljelmisti 24 h BrdU-inkubaation jdl-

keen kokeessa I11. IL-33-kdsittely (C) vdhentdd villityypin jakautuneiden solujen osuutta (%)
kaikista soluista, mutta (F) liscid Cln5" -solujen jakautumista. Mittakaavajana = 100 um.
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Solujen vaeltamaa matkaa ja neurosfeerien kokoa verrattaessa ei havaittu merkitsevéa eroa
villityypin kontrollin tai IL-33 késittelyjen vélilld. Kolmen péivén aikapisteessd 10 ng/ml pi-
toisuus vaikutti lisddvin seké liikutun matkan pituutta ettd sfeerien kokoa, mutta ero ei ollut
merkitsevd kummassakaan (kuva 17). Seitsemén péivin aikapisteessa tutkittiin vain 100 ng/ml
pitoisuuden vaikutusta, mutta sytokiinilla ei havaittu olevan merkitsevd vaikutusta solujen
litkkkumiseen eikd sfeerin kokoon.

Cln5-genotyypin neurosfeereissi havaittiin sitd vastoin merkitsevii eroja IL-33-késittely-
jen ja kontrollin vililld kolmen pidivén aikapisteessd (kuva 17). IL-33 néytti lisddvén solujen
litkkkumista molemmilla pitoisuuksilla, mutta ero oli merkitseva vain suuremmalla 100 ng/ml
pitoisuudella verrattuna kontrolliin (p=0.0499). My0s sfeerien koossa havaittiin kasvava tren-
di pitoisuuden kasvaessa, mutta jélleen ero oli merkitsevé vain suuremmalla pitoisuudella 100
ng/ml verrattaessa kontrolliin (p=0.0001). Seitsemén péivin aikapisteesséd verrattiin vain suu-
rempaa pitoisuutta kontrolliin, mutta merkitsevié eroa ei havaittu solujen kulkemassa etdisyy-

dessa eikd sfeerien koossa.
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Kuva 17: IL-33-kdsittelyn vaikutus neurosfeerien kokoon ja solujen kulkemaan etdisyyteen.
(A) Kolmen pdivdn villityypin neurosfeerit. (B) Seitsemdn pdivdn villityypin neurosfeerit. (C)
Kolmen piiiviin Cln5"-genotyypin neurosfeerit. (D) Seitsemdin péiiviin Cln5~"-genotyypin neu-
rosfeerit. Tilastollinen merkitsevyys: *p<0.05, ***p<0.001. n=15.
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7.3.1.3 Erilaistuminen

IL-33:n vaikutusta solujen erilaistumiseen tutkittiin immunovarjdyksilld, joissa kaytettiin
DCX-, TUJ1- ja GFAP-vasta-aineita. Ensimmaiisessd kokeessa havaittiin 1L-33-késittelyn li-
sdadavian DCX-positiivisten uusien neuronien mairdé kaikissa villityypin viljelmissa (kuva 18).
Merkitsevésti uusien neuronien méérd kasvoi kolmen ja seitsemédn péivdn neurosfeeriviljel-
missd IL-33-konsentraatiolla 100 ng/ml. Myo6s TUJ1-positiivisten kypsien neuronien mééra
kasvoi IL-33-altistuksen myotd, mutta muutos ei ollut merkitsevd. GFAP-positiivisten solujen
miird sen sijaan vaikutti vihenevéin kolmen pdivén aikapisteissi 1L-33-kisittelyn seuraukse-
na, ja merkitsevasti niidden maird viaheni yksittiisten solujen viljelmissd 10 ng/ml 1L-33-altis-
tuksessa. Seitsemin pdivan neurosfeeriviljelmissa IL-33-kasittelylld ei ollut vaikutusta GFAP-

positiivisten solujen madraan.
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Kuva 18: IL-33-sytokiinin vaikutus villityypin NPC-soluviljelmien erilaistumiseen uusiksi
neuroneiksi (DCX), kypsiksi neuroneiksi (TUJI) ja astrosyyteiksi (GFAP) 10 ng/ml ja 100
ng/ml pitoisuuksilla kokeessa 1. Solujen mddrd on ilmaistu vasta-aineen immunoreaktiivisen
alueen osuutena tumien alasta. IL-33 (A) vihentdd astrosyyttien mddrdd 10 ng/ml pitoisuu-
della kolmen pdivdin yksittdisten solujen viljelmdssd ja lisdd uusien neuronien mdcdrdd (B)
kolmen pdivin ja (C) seitsemdn pdivin neurosfeeriviljelmdssd 100 ng/ml pitoisuudella. Tilas-
tollinen merkitsevyys: *p<0.05, ***p<0.001.
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Rinnakkaisessa kokeessa saadut tulokset villityypin viljelmien erilaistumisesta IL-33-altis-
tuksissa poikkesivat ensimmadisen kokeen tuloksista. Pdinvastoin kuin ensimmdisessi kokees-
sa DCX-positiivisten solujen madrd ndytti vihenevén ja GFAP-positiivisten solujen méaara
kasvavan neurosfeeriviljelmissd. Médrissd ei kuitenkaan ollut merkitsevéd eroa. Sitd vastoin
TUJ1-positiivisten solujen madrd kasvoi merkitsevésti kolmen pdivdn neurosfeereissd, minka
lisdksi kasvava trendi oli havaittavissa myos seitsemén padivian neurosfeereissa.

Ensimmaisessi kokeessa IL-33-altistuksen vaikutus oli Cln57-genotyypin viljelmissé sa-
mansuuntainen kuin villityypin viljelmissd, mutta vaikutus oli neurosfeeriviljelmissd voimak-
kaampi, silld ldhes kaikkien tutkittujen solutyyppien médrdssd havaittiin merkitseva ero (kuva
19). Rinnakkaisessa kokeessa 100 ng/ml IL-33-késittely ei vaikuttanut merkitsevisti Cln5~"~
-solujen erilaistumiseen, mutta kaikkien tutkittujen solutyyppien mairéssa ndytti olevan laske-

va trendi seitsemédn pédivin neurosfeeriviljelmissa.
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Kuva 19: IL-33-kdsittelyn vaikutus CIn5~"-genotyypin solujen erilaistumiseen kolmen pdivin
neurosfeeriviljelmissd kokeessa 1. Fluoresenssimikroskooppikuvat neurosfeereistd kontrollikd-
sittelyssd (0) sekd IL-33-kdsittelyissd pitoisuuksilla 10 ng/ml ja 100 ng/ml. (A) DCX-vdryjditty-
jen (punainen) uusien neuronien immunoreaktiivisen alan osuus kasvaa IL-33 pitoisuuden
myotd. (B) TUJI- varjdttyjen (punainen) kypsien neuronien osuus lisddntyy IL-33-pitoisuuden
kasvaessa. (C) GFAP- vdrjdttyjen (vihred) astrosyyttien osuus vihenee IL-33-pitoisuuden
kasvaessa. Mittakaavajana = 100 um. Tilastollinen merkitsevyys: *p<0.05, **p<0.01.
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Rinnakkaisten kokeiden tulokset yhdistettiin normalisoimalla kunkin vasta-aineen kontrol-
likdsittelyn saama tulos arvoon 1, jolloin 100 ng/ml IL-33-kisittely poikkesi tdstd arvosta
(kuva 20). Normalisoitujen tulosten perusteella IL-33-késittely pitoisuudella 100 ng/ml lisdsi
merkitsevasti DCX- ja TUJ1-positiivisten solujen osuutta kaikista soluista villityypin neuros-
feeriviljelmissd kolmen pdivén erilaistuskokeissa. Lisdksi seitsemdn pdivén villityypin neuros-
feeriviljelmissd havaittiin 1dhes merkitsevd (p= 0.0502) DCX-positiivisten solujen mairian
kasvu. CIn5""-genotyypin normalisoiduissa tuloksissa puolestaan havaittiin merkitsevi lasku
TUJ1- ja GFAP-positiivisten solujen médrissa verrattuna kontrollikésittelyyn seitsemén péi-

vin neurosfeeriviljelmien erilaistuskokeissa.
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Kuva 20: Normalisoidut rinnakkaisten kokeiden tulokset kolmen ja seitsemdn pdivin neuros-
feeriviljelmien erilaistumisesta uusiksi neuroneiksi (DCX), kypsiksi neuroneiksi (TUJI) ja
astrosyyteiksi (GFAP). Kunkin vasta-aineen immunoreaktiivisen alueen osuus kontrollikdsitte-
lyssd on normalisoitu arvoon yksi, johon kuvaajissa esitettyja 100 ng/ml IL-33-kdsittelyn saa-
mia arvoja verrataan. (4) Kolmen pdivdn villityypin viljelmissd IL-33-kdsittely lisdid DCX:n
ja TUJI:n mddrdd. (B) Seitsemdn pdivdn villityypin viljelmissd IL-33-kdsittely lisdd DCX:n
mdidirdd lihes merkitsevdsti. (C) Kolmen pdiviin Cln5" -genotyypin viljelmissd ei havaita vai-
kutusta IL-33-kdéisittelylld. (D) Seitsemdin pdivin Cln5~ -genotyypin viljelmissi TUJI- ja
GFAP-positiivisten solujen mddrd vihenee IL-33-kdsittelyn seurauksena. Tilastollinen merkit-
sevyys verrattuna kontrolliin: *p<0.05, **p<0.01.

Kaiken kaikkiaan IL-33-sytokiinin vaikutus oli samansuuntainen villityypin ja Cln5"-ge-
notyypin viljelmissd, mutta kaikissa tapauksissa ei havaittu merkitsevié eroja. Sytokiinin tok-
sisuus kasvoi ajan my6ti ja sen havaittiin olevan lieviisti toksinen seitsemin péivin Cln57-
viljelmissd. Solujen jakautumiseen IL-33:Ila ei havaittu olevan vaikutusta, mutta erilaistumi-
seen se vaikutti. IL-33 vaikutti suotuisasti uusien ja kypsien neuronien erilaistumiseen kolmen
péivan aikapisteissd, mutta vaikutti epdedullisesti astrosyyttien erilaistumiseen seitsemén péi-

viin aikapisteessd varsinkin Cln5”-genotyypissa.
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7.3.2 GWO0742:n vaikutus hiiren kantasoluihin

NPC-soluja altistettiin mahdollisesti neuroprotektiiviselle PPARS-tumareseptoria aktivoivalle
GWO0742:1le samalla periaatteella kuin IL-33-sytokiinille, mutta konsentraatioina kdytettiin 10
nM ja 100 nM. My®0s pienempid 1 ja 10 nM:n pitoisuuksia testattiin kokeessa III, mutta timén
kokeen tulokset hylattiin, silld solut eivdt kasvaneet normaalisti. Kontrollikdsittelyyn lisdttiin

vastaava tilavuus DMSO:ta, koska GW0742 oli livotettu tdhan.

7.3.2.1 Toksisuus

Molemmissa rinnakkaisissa kokeissa havaittiin GW0742:n olevan toksinen, eli lisddvan kuol-
leiden solujen osuutta verrattuna kontrollikésittelyyn. Toksisuudessa oli kuitenkin vaihtelua
eri viljelmien vilill4, joten tulokset yhdistettiin normalisoimalla kontrollikésittely arvoon yksi,
johon GW0742-kisittelyjen saamia arvoja verrattiin. Normalisoiduissa tuloksissa havaittiin
GWO0742:n lisddvin kuolleiden solujen madrda kaikissa villityypin viljelmissd molemmilla pi-
toisuuksilla (kuva 21). Cln5"-genotyypin viljelmissi GW0742 oli merkitsevisti toksinen vain
kolmen piivén neurosfeerien viljelmissd pitoisuudella 100 nM, mutta ei endi seitsemin pii-

vin altistuksissa, miké voi tarkoittaa sité, ettd soluja suojaava vaikutus ilmeni viiveella.
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Kuva 21: GW0742:n toksisuus 10 nM ja 100 nM pitoisuuksilla hiiren NPC-solujen kolmen
pdivin yksittdisten solujen viljelmissd sekd kolmen ja seitsemdn pdivin neurosfeeriviljelmis-
sd. Kunkin viljelmdn kontrollikdsittelyn kuolleiden solujen osuus on normalisoitu arvoon yksi
Jja tihdn verratut GW0742-kdsittelyjen saamat arvot on esitetty kuvaajissa (A). GW0742 on
merkitseviisti toksinen kaikissa villityypin viljelmissd. (B) Cln5"-genotyypin viljelmissd
GW0742 on merkitsevdsti toksinen vain kolmen pdivin neurosfeeriviljelmdssd pitoisuudella
100 nM. Tilastollinen merkitsevyys verrattuna kontrolliin: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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7.3.2.2 Liikkuminen

Solujen vaeltamaa etdisyyttd ja neurosfeerien kokoa tarkasteltaessa ei havaittu merkitsevaa
eroa villityypin kontrollin ja GW0742-kisittelyjen vélilld. Kummassakin aikapisteessd 10 nM
pitoisuus vaikutti lisdédvin sfeerien kokoa, mutta ero ei ollut merkitsevi, eikd samaa vaikutusta
ollut havaittavissa suuremmalla pitoisuudella (kuva 22). Seitsemén pdivan aikapisteessd kont-
rollisolujen liikkkuma etdisyys oli 307+£35 um (n=12), mika oli huomattavasti alhaisempi ver-
rattuna aikaisempien kokeiden tulokseen 679443 (n=15), jossa verrattiin genotyypin ja IL-33-
kasittelyn vaikutusta (kuva 11 ja 17). Liséksi kontrollikésittelyn sfeerien koko tdssé aikapis-
teessd oli keskimddrin 1758 pm (n=12), miké oli myos pienempi verrattuna aikaisempien ko-
keiden kontrollikésittelyyn 318+11 (n=15). CIn5"-genotyypissi neurosfeerien kokoa ja solu-
jen liikkkumaa etdisyyttd mitattiin vain kolmen pdivén aikapisteessd ja GW0742-késittely vai-
kutti positiivisesti molempiin muuttujiin. Vaikutus oli kuitenkin merkitsevéd ainoastaan 100

nM pitoisuudella neurosfeerien kokoa tarkasteltaessa (p=0.0055).
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Kuva 22: GW0742-kdsittelyn vaikutus neurosfeerien kokoon ja solujen kulkemaan etdisyyteen
neurosfeerin reunasta mitattuna. (A) Kolmen pdivin villityypin neurosfeerit. (B) Seitsemdn
pdivdn villityypin neurosfeerit. (C) Kolmen pdivin Cln5~-genotyypin neurosfeerit. Tilastolli-
nen merkitsevyys: **p<0.01, n=12.
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7.3.2.3 Erilaistuminen

GWO0742:n vaikutusta solujen erilaistumiseen tutkittiin immunovérjayksin samoin kuin IL-33-
sytokiniin vaikutusta. Ensimmaéisessd kokeessa havaittiin TUJ1-positiivisten kypsien neuro-
nien miéran laskevan villityypin viljelmissd (kuva 23). Rinnakkaisessa kokeessa ei tutkittu
lainkaan yksittdisten solujen viljelmid, joten néitd tuloksia ei voitu normalisoida. Ensimmai-
sen kokeen kolmen péivédn neurosfeerien tuloksissa ei ndhty GW0742-kisittelylla olevan vai-
kutusta DCX-positiivisten uusien neuronien miédradn, mutta rinnakkaisessa kokeessa DCX-
positiivisten solujen maard viheni. Samalla TUJ1-positiivisten solujen méara kasvoi merkitse-
vasti ja GFAP-positiivisten solujen maéard kasvoi, mutta ei merkitsevisti. Molemmissa rinnak-
kaisissa kokeissa TUJ1-positiivisten kypsien neuronien maird kasvoi seitsemén pdivan neu-
rosfeeriviljelmissd GW0742:n vaikutuksesta, mutta DCX- tai GFAP-alueessa ei havaittu mer-

kitsevdd muutosta.

=

3 pv solut
TUI

- ‘
0 10 100

GWO742 (nM)
3 pv sfeerit

- 8

Hoechst TUJ1
3

Immunoreaktviinen alue %

-3

w
o

@
i

M
'y

-
5
=]
[=
"
i
=
s
0
o
T

Normalisoitu
immuncreaktviinen alue %
s

-3
T

DCX TUH GFAP
Immunoviirjiys
7 pv sfeerit
N 10nM
100 nM

Hoechst DCX
"

Normalisoitu
immunoreaktviinen alue %
Y

e
T

DCX TUM GFAP
Immunovarjiys

Kuva 23: GW0742:n vaikutus villityypin NPC-solujen erilaistumiseen. Fluoresenssimikros-
kooppikuvat TUJ1-vasta-aineella (punainen) ja Hoescht-tumavdrilld (sininen) vdrjdtyistd so-
luviljelmistd 0 nM, 10 nM ja 100 nM pitoisuuden GW0742-kdsittelyissd. (A) Kolmen pdivin
Vksittdisten solujen viljelmdssid GW0742 vihentdd kypsien neuronien immunreaktiivista
osuutta. Normalisoiduissa neurosfeeriviljelmien tuloksissa GW0742-kdsittely lisdd kypsien
neuronien osuutta (B) kolmen ja (C) seitsemdn pdivdn aikapisteissd. Mittakaavajana =
200um. Tilastollinen merkitsevyys verrattuna kontrolliin: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Rinnakkaisten kokeiden kolmen ja seitsemén péivin neurosfeeriviljelmien tulokset norma-
lisoitiin siten, ettd kontrollikésittely sai aina arvon yksi, johon 10 ja 100 nM pitoisuuksien
GWO0742-kasttelyja verrattiin (kuva 23). Villityypin viljelmissd GW0742 lisdsi kypsien neuro-
nien madradd merkitsevisti sekd 10 nM ettd 100 nM pitoisuuksilla molemmissa aikapisteissa.
Uusien neuronien mdard kasvoi 10 nM pitoisuudella seitsemén pdivin neurosfeeriviljemissa,
mutta muutos ei ollut merkitsevd. GFAP-positiivisten solujen mééra kasvoi puolestaan kolmen
paivin erilaistumiskokeissa altistuksen myd6td, mutta muutos ei ollut merkitseva.

CIn57-genotyypin kolmen pdivin yksittdisten solujen viljelmissi ei havaittu GW0742-ki-
sittelylld olevan vaikutusta TUJ1-positiivisten solujen mairdan (kuva 24). Ensimmaéisessd ko-
keessa kolmen péivin neurosfeereissid nédhtiin vastaava tulos kuin villityypin soluissa, mutta

TUJ1-positiivisten neuronien méiri kasvoi huomattavasti voimakkaammin Cln5~"-genotyypin
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Kuva 24: GW0742:n vaikutus Cln5"-genotyypin solujen erilaistumiseen NPC-viljelmissii.
Fluoresenssimikroskooppikuvat DCX- (punainen), TUJI- (punainen) ja GFAP-vasta-aineilla
vdrjatyistd neurosfeereistd 0 nM, 10 nM ja 100 nM GW0742-pitoisuuksilla. (1) Kolmen pdi-
vdn viljelmissd GW0742 lisdid GFAP-positiivisten astrosyyttien mddrdd 10 nM pitoisuudella.
Seitsemdn pdivdn viljelmissd GW0742-kdsittely (B) vihentdd astrosyyttien mddrdd 10 nM pi-
toisuudella ja (C) lisdid TUJI-positiivisten kypsien neuronien mddrdd molemmilla pitoisuuk-
silla. Mittakaavajana = 100 um. (D) TUJI -immunoreaktiivisen alueen osuus tumien alasta
kolmen pdivdin yksittdisten solujen viljelmissd. Normalisoidut tulokset DCX-, TUJI- ja GFAP-
vasta-aineille immunoreaktiivisen alueen osuuksista tumien alasta (E) kolmen ja (F) seitse-
mdn pdivan neurosfeeriviljelmissd. Tilastollinen merkitsevyys verrattuna kontrolliin: *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001.
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viljelmissd. Rinnakkaisessa kokeessa saatiin kuitenkin villityypin tuloksiin verrattaessa pdin-
vastaisia tuloksia, joiden mukaan DCX-positiivisten solujen maird kasvoi 100 nM pitoisuu-
della ja TUJI-positiivisten solujen madrd viheni merkitsevasti 10 nM pitoisuudella. GFAP-
positiivisten solujen maird kasvoi 10 nM pitoisuudella, mikd puolestaan oli samansuuntainen

tulos kuin ensimmaisessi kokeessa. Cln5~"~

-genotyypin seitsemédn pdivan neurosfeeriviljelmis-
sd havaittiin merkittdvdd kasvua TUJ1-positiivisten solujen midrdssd. DCX-solujen méaréassa

havaittiin pienté viitettd kasvusta ja GFAP-positiivisten solujen mééra viheni merkitsevasti.

7.3.3 HX600:n vaikutus hiiren kantasoluihin

Solujen erilaistumiseen, jakautumiseen ja sikionkehitykseen osallistuvan retinoidihappo-tuma-
reseptorin synteettisen agonistin HX600:n vaikutuksia NPC-soluihin tutkittiin 100 nM:n pitoi-
suudella. My6s pienempédd 10 nM:n pitoisuutta testattiin kokeessa III, mutta tulokset joudut-
tiin hylkddmaén, koska solut eivit kasvaneet normaalisti. Muuten késittelyt suoritettiin samal-

la tavalla kuin GW0742-altistuksissa.

7.3.3.1 Toksisuus

HX600:n toksisuutta tarkasteltiin kuolleiden solujen lukuméirén perusteella vertaamalla 100
nM pitoisuutta kontrollikésittelyyn. HX600:n havaittiin lisddvin kuolleiden solujen osuutta
etenkin Cln5"-genotyypin neurosfeeriviljelmissi. Rinnakkaisista kokeista normalisoimalla
yhdistetyistd tuloksista havaittiin, ettd HX600 lisdsi merkitsevésti kuolleiden solujen maéraa
molempien genotyyppien kolmen pdivan neurosfeeriviljelmissé (kuva 26). Kolmen péivan yk-
sittdisten solujen viljelmissé ja seitsemin péivin neurosfeeriviljelmissé aine ei kuitennkaan ol-

lut toksinen. HX600:n vaikutus oli samansuuntainen kummassakin genotyypissa.
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Kuva 25: Normalisoitu HX600:n toksisuus 100 nM pitoisuuksilla hiiren NPC-solujen yksit-
tdisten solujen ja neurosfeeriviljelmissd. Kunkin viljelmdn kontrollikdsittelyn kuolleiden solu-
Jjen osuus on normalisoitu arvoon yksi, johon kuvaajissa esitettyji 100 nM kdsittelyn arvoja
on verrattu. HX600 on toksinen (A) villityypin ja (B) Cln5"-genotyypin kolmen pdiviin neu-
rosfeeriviljemissd. Tilastollinen merkitsevyys verrattuna kotrolliin: *p<0.05.

7.3.3.2 Liitkkuminen

HX600-késittelylld ei havaittu olevan merkitsevédd vaikutusta solujen liikkkumiseen tai neuros-
feerien kokoon (kuva 26). Vaikka merkitsevié eroja ei ollut havaittavissa, oli solujen kulkema
matka lyhyempi HX600-késitellyissd neurosfeereissd verrattuna kontrolliin villityypin kolmen

ja seitsemén pdivan kokeissa.
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Kuva 26: HX600-kdsittelyn vaikutus neurosfeerien kokoon ja solujen kulkemaan etdisyyteen
neurosfeerin reunasta mitattuna. (A) Kolmen pdivin villityypin neurosfeerit. (B) Seitsemdn
pdivin villityypin neurosfeerit. (C) Kolmen pdivin Cln5~-genotyypin neurosfeerit. n=12.

7.3.3.3 Erilaistuminen

HX600:n vaikutusta erilaistumiseen tutkittiin kdyttden 100 nM pitoisuutta ja samoja immuno-

varjdyksid kuin muidenkin yhdisteiden vaikutusta tutkittaessa. Yksittdisten solujen kolmen
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pdivén viljelmid immunovirjéttiin pelkdstddn ensimmaisessd kokeessa ja vain TUJ1-vasta-ai-
neella. Téssd vérjayksessd havaittiin kypsien neuronien mééran laskevan villityypin viljelmis-
sd, joskin vaikutus ei ollut tilastollisesti merkitseva (kuva 27). TUJ1-positiivisten solujen méaa-
rd kuitenkin kasvoi merkitsevésti rinnakkaisten kokeiden normalisoiduissa tuloksissa kolmen
ja seitsemdn pdivdn neurosfeeriviljelmissid kuten GW0742-kisittelyssdkin. DCX-positiivisten
uusien neuronien madrd viheni kolmen péivédn neurosfeeriviljelmissd HX600:n vaikutuksesta,
mutta seitseméan paivén viljelmissd oli havaittavissa pieni kasvava trendi pitoisuuden kasvaes-
sa. GFAP-positiivisten solujen méddrd kasvoi molemmissa aikapisteissd, mutta merkitsevisti

vain seitsemén pdivéan kohdalla.
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Kuva 27: HX600 n valkutus vzllllyypm solu]en erllalstumlseen NPC-viljelmissd. Fluoresenssi-
mikroskooppikuvat DCX- (punainen), TUJI- (punainen) ja GFAP-vasta-aineilla (vihred) sekd
Hoescht-tumavdrilld (sininen) immunovdrjdtyistd soluviljelmistd 0 nM ja 100 nM pitoisuuden
HX600-kdsittelyissd. (A) Kolmen pdivin neurosfeeriviljelmdssd HX600 vihentdd DCX-posi-
tiivisten uusien neuronien immunoreaktiivisen alueen osuutta. (B) HX600-kdsittely lisdd (B)
TUJI-positiivisten kypsien neuronien ja (C) GFAP-positiivisten astrosyyttien osuutta seitse-
mdn pdivdan neurosfeeriviljelmissd. Mittakaavajana = 200um. Tilastollinen merkitsevyys ver-
rattuna kontrolliin: *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Cln5"-genotyypin solujen erilaistuminen oli samankaltaista kuin villityypin viljelmissé
(kuva 28). Kolmen piivén yksittdisten Cln5"-soluviljelmien TUJ1-positiivisten solujen méai-
rd laski, muttei merkitsevisti, samoin kuin villityypin viljelmissékin. Ensimmaisessi kokeessa
my0s DCX-positiivisten solujen médrd viheni kolmen pdivén neurosfeeriviljelmissd, ja TUJ1-
positiivisten solujen mééra kasvoi seitsemén péivan neurosfeeriviljelmissd samoin kuin villi-

tyypin viljelmissa.
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Kuva 28: HX600:n vaikutus Cln5"-solujen erilaistumiseen NPC-viljelmissd. Fluoresenssi-
mikroskooppikuvat DCX- (punainen), TUJI- (punainen) ja GFAP-vasta-aineella (vihred) sekd
Hoescht-tumavdrilld (sininen) immunovdrjdtyistd seitsemdn pdivin neurosfeeriviljelmistd 0
nM ja 100 nM pitoisuuden HX600-kdsittelyissd. HX600 (A) vihentdd DCX-positiivisten uu-
sien neuronien mddrdd, (B) lisdd TUJI-positiivisten kypsien neuronien mddrdd ja (C) vihen-
tad GFAP-positiivisten astrosyyttien mddrdd. Mittakaavajana = 100um. Kuvaajissa (E-D)
vasta-aineiden immunoreaktiivisen alueen osuus tumien alasta rajatulla alueella kolmen pdi-
vdn yksittdisissd soluviljelmissd sekd normalisoiduissa (E) kolmen ja (F) seitsemdn pdivin
neurosfeeriviljelmien tuloksissa. Tilastollinen merkitsevyys verrattuna kontrolliin: *p<0.05,
**p<0.01.
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Rinnakkaisessa kokeessa ei kuitenkaan havaittu HX600:1la olevan lainkaan vaikutusta kol-
men pdivdn neurosfeeriviljelmien solujen erilaistumiseen. Seitsemdn pdivan viljelmissé sen si-
jaan oli viitteitd DCX- ja TUJ1-positiivisten solujen vihenemisesti ja GFAP-positiivisten so-
lujen méérd viaheni merkitsevisti. Normalisoimalla yhdistetyissd tuloksissa havaittiin merkit-
sevid muutoksia vain seitsemin paivin viljelmissé, joissa TUJ1-positiivisten neuronien maira

kasvoi ja GFAP-positiivisten solujen mééra viheni.

8 TULOSTEN TARKASTELU

Vaikeaan vammaisuuteen, sokeuteen ja ennenaikaiseen kuolemaan johtava CLNS5-tauti on
yleisin suomalaiseen tautiperintoon kuuluva lasten aivosairaus (Mole ym. 2011). Uusien hoi-
tomuotojen kehittiminen on tirkedd, koska neuronaalisiin seroidilipofuskiineihin ei ole paran-
tavia hoitomuotoa. CLN5-taudin oireet johtuvat aivojen neuronien ja gliasolujen surkastumi-
sesta, mikd on erityisen vahingollista ndiden solujen rajoittuneen uusiutusmikyvyn vuoksi.
Surkastumista tapahtuu varsinkin hippokampuksessa, jossa muodostetaan normaaleissa olo-
suhteissa uusia neuroneita hermokantasoluista. Taémén pro gradun tavoitteena oli tutkia, onko
poistogeenisen Cln5"-hiirimallin hippokampuksesta eristettyjen kantasolujen neurogeneesi
muuntunut solujen jakautumisen, erilaistumisen tai liikkkumisen suhteen. Tulosten perusteella
vaikuttaa siltd, ettd ndimi neurogeneesin ensimmadiset vaiheet ovat voimistuneet CLN5-taudis-
sa sikion kehityksen aikana, mutta samalla solukuolema on myds kiihtynyt.

Neuronien surkastumista lisddvidt hdiriintyneet soluprosessit ovat mahdollisia hoidon koh-
teita CLNS-taudissa. Tulehdusvasteen ja lipidimetabolian yhteyttd neurogeneesiin selvitettiin
kantasolujen in vitro-altistuskokeilla. Tulehdusvasteen osuutta tutkittiin altistamalla soluja
luonnolliselle IL-33-sytokiinille, jonka tiedetdédn muun muassa sdételevin Th2/M2-tulehdus-
vastetta, ja silld havaittiin olevan positiivinen vaikutus neurogeneesiin molemmissa genotyy-
peissd (Schmitz ym. 2005). Tumareseptoreja aktivoivien synteettisten GW0742:n ja HX600:n,
vaikutusta tutkittiin, koska ne voivat ohjata lipidien metaboliaa ja solujen erilaistumista seké
suojata neuroneita solukuolemalta (Sznaidman ym. 2003, Morita ym. 2005). Niilld aineilla
saatiinkin genotyyppiriippuvaisia tuloksia, mika viittaa sithen, ettd ne voivat vaikuttaa solu-

prosessethin, jotka ovat héiriintyneet CLN5-taudissa.
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8.1 Menetelmien rajoitteet

Materiaalina kiytettiin Cln5™"

-hiirikantaa, joka ilmentdd CLNS5-taudin potilailla havaittavia
oireita ja aivojen patologiaa (Kopra ym. 2005). Solujen eristyksessd, viljelyssd ja kokeissa
kéytettiin menetelmid, jotka ovat yleisesti hyviksyttyjd hermokantasolujen tutkimuksessa,
minka lisdksi rinnakkaisissa kokeissa noudatettiin samoja protokollia ja pyrittiin minimoi-
maan mahdollisia muuttujia (Reynolds & Weiss 1992, Gritti ym. 1996). Siitd huolimatta tu-
loksissa havaittiin runsaasti vaihtelua. Vaihtelua ovat voineet aiheuttaa hiiriyksildéiden erot ja
vaihtelun vaikutusta tuloksiin voitaisi vahentdd suuremmalla otoskoolla, miké ei ollut timén
gradun puitteissa mahdollista. Liséksi kokeissa kaytettiin eri ikdisid sikiOitd, joita eristettiin
kehityspédivind E15 ja E18. Naméd ajankohdat valittiin siksi, ettd CLN5-geenid ilmennetidin
hiiren aivoissa tasaisesti E14.5-pdivéstd syntymén jélkeiseen pdivddn saakka (Fabritius ym.
2014). My®s solujen eristyksen tilannekohtaiset vaihtelut, kuten toimenpiteiden kesto ja vuo-
rokauden aika ovat voineet vaikuttaa solujen kasvuun. Lisdksi solujen pakastus ja neurosfee-
rien jakaminen voivat muuttaa geenien ilmentymistd. Pakastusmenetelmien havaittiinkin vai-
kuttavan muun muassa solujen selviytymiseen ja neurosfeerien kasvuun.
Immunosytokemiallisissa vérjayksissd tutkittiin pidasiassa kolmen vasta-aineen, DCX:n,
GFAP:n ja TUJ1:n immunoreaktiivisuutta, silld niitd kdytetdén yleisesti uusia neuronien, ast-
rosyyttien ja kypsien neuronien tunnistamisessa (von Bohlen Und Halbach 2007). Vasta-aineet
ovat kuitenkin harvoin tdysin spesifisid vain yhdelle solutyypille ja myds muut solutyypit voi-
vat ilmentdd vasta-aineen antigeenid. Esimerkiksi GFAP:ia kéytetdédn astrosyyttien tunnistami-
sessa, mutta myos kantasoluina toimivat radiaaligliasolut ovat immunoreaktiivisia GFAP:lle,
joten osa positiivisista soluista on voinut olla erilaistumattomia radiaaligliasoluja. Tdmén
vuoksi solujen tunnistamisen varmistamiseksi olisi hyvé kayttda vasta-aineiden yhdstelmid, ja
esimerkiksi astrosyyttien tunnistamiseen voitaisi kdyttdd GFAP:n lisdksi CD44-vasta-ainetta.
Liséksi solujen morfologian muuttumista ja kehitystd voitaisi seurata tarkemmin reaaliaikai-
sella videokuvaamisella ja kvantitointi voisi olla tehokkaampaa esimerkiksi virtaussytomet-

rian avulla.
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8.2 CLNS5-taudin vaikutus hiiren kantasoluihin

CLNS5-taudin havaittiin aiheuttavan muutoksia aivojen kantasolujen toiminnassa jo sikidvai-
heessa. Neuronien apoptoosi on merkittdvin CLNS5-sairauden patologinen piirre, mutta yleen-
sd se havaitaan vasta oireiden ilmaannuttua (Mole ym. 2011, Haddad ym. 2012). Tamén tutki-
muksen perusteella on mahdollista, ettd solukuolema ja kantasolujen jakautuminen ovat voi-
mistuneet jo sikion kehityksen aikana. CLNS5-geenid ilmennetddn sikionkehityksen aikana
neurogeenisten alueiden hermokantasoluissa (Heinonen ym. 2000, Fabritius ym. 2014). Yh-
dessd ndmi huomiot viittaavat siithen, ettdi CLN5-geeni saattaisi osallistua hermokantasolujen
toiminnan sditelyyn ja sen viallisuus voisi atheuttaa solusyklin nopeutumista. Tama puoles-
taan voisi saada aikaan solun metabolian ja mitokondrioiden toiminnan voimistumista, minka
seurauksena muodostuisi mitokodrion ATPsyntaasin C alayksikdiden kertymid. Toisaalta
CLNS5-geenin toiminnan on esitetty olevan suoraan yhteydessd voimistuneeseen metaboliaan
ja mitokondrioiden toimintaan (Jolly ym. 2002).

Myo6s Alzheimerin taudissa kantasolujen jakautuminen on voimistunut, mutta neuronien
selviytyminen heikentynyt (Nagy ym. 1997, Gould ym. 2009, Haughey 2002, Jin ym. 2004,
Wharton ym. 2005, Ziabreva ym. 2006). Tassd tyOsséd seurattiin solujen toimintaa pisimmil-
lddn seitsemin pdivan ajan, joten solujen selviytymisestd tdmén jidlkeen ei saatu tietoa. Lisdksi
muiden hermorappeumasairauksien, kuten Huntingtonin ja Parkinsonin tautien yhteydessi on
havaittu hermokantasolujen toiminnan hdirioitd, mutta tuloksien yksiselitteinen toistaminen on
ollut vaikeaa (Curtis ym. 2003, Lazic ym.2004, Gil ym. 2005, Gil-Mohapel ym. 2011, Hoglin-
ger ym. 2004, Winner ym. 2004, Marxreiter ym. 2013).

CLNS5-geenin puuttumisen havaittiin vaikuttavan kantasolujen erilaistumiseen siten, ettd
solut erilaistuvat vahvemmin neuroneiksi, kun taas GFAP-positiivisten solujen kunto huono-
nee ja niiden méérd viahenee. Loydos viittaa sithen, ettd astrosyyttien erilaistuminen ja toimin-
ta ovat hdiriintyneet. Astrosyyttien toiminnan onkin havaittu hériintyneen CLNS5-taudissa var-
sinkin syntymain jdlkeen, mutta muutos on ollut pédinvastainen, silld gliogeneesi ja astrosyyt-
tien tulehduksellinen toiminta ovat lisdéntyneet (Jalanko ym. 2004). Toinen tulkintavaihtoehto
onkin, ettd GFAP-positiiviset solut edustavat ainakin osittain kantasoluina toimivia radiaalig-
liasoluja. Tamai tarkoittaisi sitd, ettd kantasolut menettiviat jakautumiskykynsi ja erilaistuvat

neuroneiksi CLNS5-taudissa. Tdtd tukee myos se, ettd solusykli on nopeampi neuronaalisessa
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erilaistumisessa verrattuna proliferatiiviseen jakautumiseen (Arai ym. 2011). Lisdksi CLNS5-
geenin ilmeneminen voimistuu sikion kantasolujen erilaistuessa neuroneiksi (Fabritius ym.

2014). Tama johtopéitds tukee CLNS5-geenin merkitysté sikionkehityksen séételyssa.

8.3 Interleukiini 33

Altistuskokeissa saatiin viitteitd siitd, ettd IL-33:n sddtelema tulehdusvaste ei ole merkittivas-
sd roolissa sikion kantasolujen hédiridissd CLNS5-poistogeenisissd hiirissd, silld 1L-33 vaikutti
molempiin genotyyppeihin samalla tavalla vihentden GFAP-positiivisten solujen osuutta ja li-
sdten neurogeneesid. IL-33 on solujen oma sytokiini, jonka tiedetddn osallistuvan Nf-KB-tu-
lehdusvasteen aktivoimiseen immuunisoluissa, jotka ilmentivét runsaasti ST2/IL-1RAcP -re-
septoreja (Schmitz ym. 2005, Hudson ym 2008, Yasuoka ym. 2011, Liu ym. 2013). Téssd
tyossd kantasolut erilaistuivat pddasiassa astrosyytteiksi tai neuroneiksi, eikd immuunisoluja
tutkittu.

Pédasiallisten kohdesolujen puuttumisesta huolimatta IL-33:1la havaittiin neuroneita tukeva
vaikutus ja samalla se ei vaikuttanut lisddvin tulehduksen aktivoitumiseen liittyvdi astroglioo-
sia. Aikaisemmissa tutkimuksissa on havaittu, ettd hiiren neuroneissa ilmennetddn IL-1RAcP-
reseptoria, kun taas astrosyyteissd ja mikrogliasoluissa ilmennetidin sekd ST2- ettd IL-1RAcP-
alayksikoitd (Yasuoka ym. 2011). Keskushermoston tuottaman IL-33:n on havaittu aktivoiv-
van mikrogliasolujen jakautumista, fagosytoosia ja pro-inflammatoristen sytokiinien, kemo-
kiinien ja typpioksidin (NO) tuotantoa, ja siten vélittdvén tulehdusta. Tassé tyosséd [L.-33 ndyt-
tdisi toimivan kantasoluissa vaihtoehtoisella tavalla mahdollisesti hilliten tulehdusvastetta.
Myo6s muissa tutkimuksissa on havaittu, ettd 1L-33 voi lisdtd myos tulehdusta vdhentdvien sy-
tokiinien, kuten IL-10 tuotantoa ja, ettd solun sisdinen IL-33:n muoto voi hiljentdd NF-xB-vi-
litteistd tulehdusta ST2-reseptorista riippumattomasti kromatiiniin liittyneend transkriptiota
repressoivana tumatekijdna (Yasuoka ym. 2011, Ali ym. 2011). Lisdksi muissa hermoston sai-
rauksissa, kuten AD:ssa ja MS:ssa seké selkdydinvauriossa on IL-33:1la havaittu olevan suo-
jaavia vaikutuksia, joiden tosin on ehdotettu perustuvan tulehdusta véhentdvien Th2-sytokii-
nien tuotantoon ja makrofagien muutokseen neurotoksisesta M1-tyypistd tulehdusta hillitse-
vaidn M2-tyyppiin (Miller ym. 2010, Kazufumi & Tomohiro 2014, Pomeshchik ym. 2014).

Téassd tyOssi ei tutkittu tarkemmin mekanismia, jolla IL-33 signaloi solussa, mutta vaikut-

69



taa silté, ettd IL-33 voi hillitd tulehdusta aktivoivia signalointireittejd kantasoluissa, neuroneis-
sa ja astrosyyteissd ja siten tukea neuronien selviytymistid. Taéméan johtopddtoksen varmistami-
seksi voitaisi tutkia solujen sytokiinien tuotantoa ja selvittidd tulehdusta lisdédvien ja sité hillit-
sevien sytokiinien osuuksia soluviljelmissd. Mielenkiintoisena huomiona IL-33:n havaittiin li-
sadvan solujen liikkkumiskykyé vain CLNS5-genotyypissi, mika viittaisi sen mahdollisiin hoito-
vaikutuksiin. Kenties tulehdusvasteen aktivoima taudin patologia on merkittivimmassi roo-
lissa vasta kantasoluvaiheen jdlkeen. Téssé tutkimuksessa havaittin kuitenkin, ettd CLN5-tau-
dissa solukuolema on voimistunut jo kantasoluvaiheessa, miké viittaa siihen, ettd se voi olla

seurausta muista hdiriintyneista prosesseista kuin tulehdusvasteesta.

8.4 GWO0742

GWO0742 on selektiivinen agonisti transkriptiotekijand toimivalle PPARS-tumareseptorille
(Sznaidman ym. 2003). PPARS osallistuu lipidimetabolian, myelinaation, tulehdusvasteen ja
aivojen kehityksen sditelyyn, minka lisdksi silld on havaittu olevan pienind pitoisuuksina neu-
roprotektiivinen vaikutus (Desvergne & Wahli 1999, Saluja ym. 2001, Cimini ym. 2003,
Smith ym. 2004, Heneka & Landreth 2007). Edelld mainitut prosessit ovat héiriintyneet
CLNS5-taudissa ja tdssd tyossd GW0742:n vaikutuksen havaittiin olevan genotyyppiriippuvai-
nen, mikd viittaa sithen, ettd PPARO voi indusoida prosesseja, jotka olisivat hdiriintyneet
CLN5-taudin patologiassa. Cln5"-genotyypissd GW0742:n havaittiin tukevan aluksi kantaso-
luominaisuuksia ja mydhemmin solujen selviytymistd sekd vdhentdvén astroglioosia. Hoito-
vaste voi perustua kahteen PPARGS:vilitteiseen mekanismiin joko a) estiden kaspaasi-valitteistad
apoptoosia aktivoimalla keramidien ja sfingolipidien hajotusta, tai b) vihentden tulehdusta in-
hiboimalla NF-«xB -vilitteistd tulehdusta.

Villityypin viljelmissd GW0742 oli lievisti toksinen kaikissa kokeissa, kun taas CIn5"-ge-
notyypissd sen havaittiin lisddvan kuolleiden solujen osuutta vain kolmen paivan neurosfeeri-
viljelmissd. Tama voi tarkoittaa sitd, ettd GW0742 lisdd kantasolujen jakautumista ja tukee
viiveelld solujen selviytymistd CLN5-taudissa. Lisdksi PPAR-reseptorien aktivaation on ha-
vaittu olevan eduksi my0s muissa aivojen tulehduksellisissa sairauksissa, kuten AD:ssa, PD:s-
sa, MS:ssa ja ALS:ssa sekd aivoinfarktissa (Iwashita ym. 2007, Kalinin ym. 2009, Kuang ym.

2012). Toisaalta tutkittavaa yhdistettd lisdttiin vain kokeen alussa, jolloin sen solukuolemaa li-
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sddva vaikutus saattoi vihentya ajan kuluessa. Télloin kuolleiden solujen osuuden olisi kuiten-
kin pitdnyt viahentyd ajan myo6td myos villityypin viljelmissa.

GW0742:n vaikutus solujen erilaistumiseen oli ristiriitainen eika silld havaittu olevan yksi-
selitteistd vaikutusta solujen litkkumiseen. GW0742 lisdsi kypsien neuronien osuutta villityy-
pin neurosfeeriviljelmissd, mutta vdhensi niiden osuutta yksittdisten solujen viljelmissd. Taméa
viittaa siihen, ettd solujen vilinen signalointi ja ymparistd vaikuttavat GW0742:n toimintaan.
Cln57-genotyypin neurosfeeriviljelmissi GWO0742 puolestaan vihensi kypsien neuronien
madrdd ja lisdsi GFAP-positiivisten solujen midrdd kolmen pidivan kokeissa, mutta seitsemén
pdivén aikapisteessi tulos oli pdinvastainen. Tama voi tarkoittaa sité, ettd kolmen paivén aika-
pisteessd GFAP-positiiviset solut ovat radiaaligliasoluja, jotka seitsemin pdivéin aikapisteessi
ovat erilaistuneet neuronaaliselle linjalle. Siten GW0742 tukisi aluksi kantasoluominaisuuksia
ja, kuten muiden sairauksien yhteydessd on havaittu, ja myohemmin lisdisi neurogeneesié ja
vihentiisi astroglioosia (Smith ym. 2004, Kuang ym. 2012, Schnegg ym. 2013).

GWO0742:n neuroprotektiivisen vaikutuksen on esitetty perustuvan PPAR6-aktivaation seu-
rauksena tapahtuvaan NF-kB-vilitteisen tulehdusvasteen hiljentimiseen (Kalinin ym. 2009,
Kuang ym. 2012). Lisdksi GW0742:n osoitettu vaikuttavan hippokampuksen tulehdukseen va-
hentdmaélld astrosyyttien ja mikrogliojen aktivaatiota (Polak ym. 2005, Schnegg ym. 2013).
Naméi mekanismit voisivat selittdd yhdisteen suojaavia vaikutuksia myos CLN5-poistogeeni-
sisten hiirten yhteydessd, mutta teorioiden soveltuvuuden selvittdmiseksi tulisi tutkia esimer-
kiksi solujen erittimien sytokiinien maérid.

GWO0742:n positiiviset vaikutukset voisivat toisaalta perustua myos lipidimetabolian akti-
vaatioon, silld PPARO-reseptorien on esitetty suojaavan astrosyyttejd ja neuroneita keramidien
indusoimalta solukuolemalta (Alehsin & Reiser 2014). Keramidien ylimdarén on arveltu lisda-
vén kaspaasien ja muiden apoptoosia tukevien tekijoiden aktivoitumista, kun taas PPARS-re-
septorin aktivaation on esitetty lisddvdn keramidien hajotusta sfingosiineiksi, jolloin kerami-
dien méara vihenee. Tdma teoria vaikuttaa lupaavalta myos siksi, ettd CLNS-proteiinin toimi-
mattomuuden on havaittu aiheuttavan lipidimuutoksia, joiden on ehdotettu olevan yhteydessa
keramidien ja sfingolipidien kierrdtyksen hdiriintymiseen (Schmiedt ym. 2010, Haddad 2012).
Lisdksi CLNS-proteiinin on arveltu toimivan samalla signalointireitilld kuin paremmin tunnet-
tu CLN3-proteiini, jonka toimimattomuus johtaa keramidivélitteisen apoptoosin aktivoitumi-

seen (Rusyn 2003). Myos katepsiini D, joka toiminta on rajoittunut CLN10-tautimuodossa,
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aktivoituu keramidien vaikutuksesta (Repnik ym. 2012).

8.5 HX600

HX600 on retinoidihapon tavoin toimiva synteettinen agonisti, joka aktivoi selektiivisesti he-
terodimeerisid Nur77/RXR- ja Nurrl/RXR -reseptorikomplekseja, joiden kohdegeeneji ei tun-
neta tarkasti (Morita ym. 2005). Tdssd tyossd HX600:n havaittiin lisdédvén kuolleiden solujen
osuutta kolmen pidivdn neurosfeeriviljelmissd molemmissa genotyypeissd, mutta seitsemén
pdivén kokeissa vaikutusta ei ollut havaittavissa, miké viittaa siihen, ettd HX600 on voinut li-
sétd solujen jakautumista ja selviytymistd ajan myota. Lisdksi HX600 lisdsi kypsien neuronien
madrdd kaikissa neurosfeeriviljelmissd. Namé 16ydokset tukevat aikaisempia ehdotuksia, joi-
den mukaan HX600:n aktivoimat reseptorit osallistuva solujen jakautumisen, hermosolujen
erilaistumisen ja solukuoleman séditelyyn (Umemiya ym. 1997, Morita ym. 2005, Ishizawa
ym. 2012). Solukuoleman sédtely voi tapahtua tulehduksen aiheuttamaa apoptoosia vahenti-
malla, silla HX600:n sitoutumisen on arveltu estdvan tulehdusaineiden aikaansaaman Nur77:n
siirtymisen tumasta mitokondrioon, missd se kdynnistdisi kaspaasi-vilitteisen apoptoosin
(Mathisen ym. 2011).

HX600:n vaikutus oli osittain genotyyppiriippuvainen, joten se voi vaikuttaa CLNS5-taudis-
sa hairiintyneisiin soluprosesseihin. Villityypin viljelmissd HX600 véhensi uusien neuronien
méidrad kolmen péivin kokeissa ja lisdsi GFAP-positiivisten solujen madrdé seitsemén paivin
neurosfeeriviljelmissd, mika voisi viitata sithen, ettd HX600 yllapitdd solujen kantasoluomi-
naisuuksia. Johtopdétds on kuitenkin ristiriitainen aiempien tulosten kanssa, silld HX600:n on
osoitettu edistdvan hermosolujen erilaistumista (Umemiya ym. 1997). Toisaalta vaikutus oli
painvastainen CIn5”-viljelmissd ja HX600 vidhensi GFAP-positiivisten solujen osuutta ja si-
ten mahdollisesti edisti kantasolujen erilaistumista muiksi solutyypeiksi seitsemin péivan vil-
jelmissa. Lisdksi GFAP-positiiviset solut voivat edustaa kantasolujen sijasta astrosyytteji, jol-
loin niiden mairdn lisddntyminen voisi tarkoittaa tulehdusreaktioiden aktivoitumista. Talloin
HX600 véhentiisi tulehdusvastetta CLN5-genotyypissd. Tama tukisi teoriaa, jonka mukaan
Nurrl-reseptorin aktivaatio saisi aikaan NF-KB-signalointireitin inhibition ja siten tulehdus-
vasteen vaimenemisen (Saijo ym. 2009). Toisaalta tdma tarkoittaisi sitd, ettd HX600 lisdisi tu-

lehdusvastetta villityypin soluissa.
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Edelld mainittujen toimintatapojen lisdksi HX600:n reseptorien on arveltu lisdévin aivojen
lipidimetaboliaa indusoimalla rasvahappojen B-oksidaatiota ja osallistuvan toistaiseksi tunte-
mattomiin soluprosesseihin (Ishizawa ym. 2012). RXR-tumareseptorien agonisteja tutkimalla
on saatu ristiriitaisia tuloksia my6s muissa hermorappeumasairauksissa (Skerrett ym. 2014).
Vaikuttaakin siltd, ettd HX600 osallistuu useiden soluprosessien sditelyyn ja voi vuorovaikut-

taa muiden molekyylien kanssa saaden aikaan tilannekohtaisia vasteita.

9 JOHTOPAATOKSET

Tamén pro gradun tavoitteena oli tutkia neurogeneesid mydhiislapsuusidn NCL-tautimuodos-
sa CIn57" -hiirimallia kdyttien. Yhteni hypoteesina oli, ettdi CLN5-tauti vaikuttaa hermokanta-
solujen jakautumiseen, liikkkumiseen ja erilaistumiseen sikion kehityksen loppuvaiheessa. So-
luviljelmien avulla havaittiinkin neurogeneesin muuntuneen CLNS5-taudin hiirimallissa siten,
ettd hermokantasolujen jakautuminen ja neuronien erilaistuminen olivat kiihtyneet. Lisdksi
saatiin viitteitd solukuoleman voimistumisesta. Yhdessa tulokset viittaavat solusyklin nopeu-
tumiseen Cln5"-genotyypissi.

Toisena hypoteesina oli, ettd IL-33-sytokiini sekd synteettiset tumareseptorien antagonistit
GWO0742- ja HX600 vaikuttivat neurogeneesiin mahdollisesti sddtelemélld soluprosesseja, ku-
ten tulehdusvastetta ja lipidimetaboliaa, jotka ovat hiiriintyneet CLN5-taudissa. Tulehdusvas-
teeseen osallistuvan IL-33:n havaittiin tukevan hermokantasolujen erilaistumista neuronaali-
selle linjalle ja lisddvian solujen liikkkumista molemmissa genotyypeissd. Tumareseptoreja akti-
voivien GW0742:n ja HX600:n vaikutus oli puolestaan genotyypistéd riippuvainen, mika viit-
taa sithen, ettd niiden kohdeprosessit voivat olla muuntuneet CLNS5-taudissa. Lisdksi GW0742
ja HX600:n vaikutus oli vaihteleva, miké voi tarkoittaa sitéd, ettd ne voivat osallistua useisiin
soluprosesseihin, joiden toimintaa ohjaavat samanaikaisesti myos muut molekyylit.

Tulosten perusteella vaikuttaa silta, ettd CLNS-taudissa héiriintyneet soluprosessit ovat yh-
teydessd aivojen neurogeneesiin. Edelleen on kuitenkin selvittimittd taudissa mutatoituneen
CLNS5-proteiinituotteen tehtdvd soluissa ja, kuinka se on yhteydessd neuronien kuolemaan ja
uusiutumiseen. Tulevaisuudessa hermokantasolujen toiminnan ja CLNS5-taudin mekanismien
parempi ymmartdminen toivottavasti viitoittavat uusien hoitomuotojen kehittdmiseen ja mah-

dollistavat jopa surkastuneiden neuronien korvaamisen.
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KIITOKSET

Tein tdimén pro gradu -tutkielman Itd-Suomen yliopiston biologian koulutusohjelman loppu-
tyond A.IL. Virtanen -instituutissa vuonna 2014. Haluan kiittdd ohjaajiani Katja Kannista, Kata-
rina Lejavovaa, Matti Vornasta ja Jari Koistinahoa heidén tuestaan tutkielman teossa. Erityi-
sesti kiitdn Katja Kannista mielenkiintoisesta aiheesta ja antoisasti vuorovaikutuksesta koko
prosessin aikana. Kiitdn Katarina Lejavovaa tutkimusmenetelmiin perehdyttimisesté ja opas-
tuksesta, Matti Vornasta kirjallisen osuuden kommentoinnista ja Jari Koistinahoa mahdolli-
suudesta suorittaa tutkielma hidnen tutkimusryhméssdén. Liséksi haluan kiittdd Tarja Malmia
ja kaikkia muita tutkimusryhmén henkil6itd, jotka ovat osallistuneet pro graduni ohjaukseen ja
kiytannon tyoskentelyyn. Kiitos kuuluu myds ldheisilleni, jotka ovat auttaneet minua monin
tavoin tyOn eri vaiheissa.
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