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Alzheimerin tauti on globaalisti suurin dementian aiheuttaja, joka on taustalla noin 50-70 % kaikista
dementiatapauksista. Alzheimerin taudille tyypillisia piirteitd ovat ekstrasellulaaritilaan muodostuvat
AB- plakit, fosforyloitunut tau ja neuroinflammaatio. Taudin patologiassa on tyypillistdi myos
keskushermoston immuunipuolustuksesta vastaavien mikrogliasolujen kertyminen plakkien
ympdrille. Mikrogliasolut eivit kuitenkaan kykene tehokkaasti poistamaan tita ylimaarista plakkia.
Liséksi ndiden solujen tuottamat sytokiinit saavat aikaan neuroinflammaatiota, joka pahentaa
hermosolujen vaurioita ja heikentdd niiden fysiologista toimintaa.

MikroRNA, eli miRNA, on nimitys RNA-juosteille, jotka vaikuttavat solun geenien ilmentymiseen
transkription jilkeen. Tamin ne tekevit estimélld geenien ilmentymistd erilaisten inhiboivien
mekanismien kautta.

Téassd opinndytetydssd tutkittiin mikrogliasolujen tuottamien miRNA- molekyylien pitoisuuksien
muutoksia, ja missd solutyypeissd ne tutkimuksessa kiytettyjen hiirimallien aivokudoksessa
ilmentyvit.
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IN ENGLISH:

Alzheimer’s disease is the biggest cause of dementia globally. It causes 50-70 % of all dementia
cases. Extracellular amyloid beta plaques and neuroinflammation are characteristic for Alzheimer’s
disease. One typical feature is gathering of microglia immune cells around the plaques. Microglia are
not able to effectively dispose this excessive plaque. Also cytokines released by microglia cause
neuroinflammation which aggravate damage to neurons and impair their physiological activity.

MicroRNA, or miRNA, is RNA strand which impacts gene impression after transcription. They do
this gene silencing by different kinds of inhibiting mechanisms.

In this thesis we investigated specific miRNA concentrations and their changes in different cell types.
We also studied where these miRNAs are expressed in specific mouse models brain tissues.
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1 JOHDANTO

Alzheimerin taudille tyypillisid piirteitd ovat ekstrasellulaaritilaan muodostuvat AB- plakit,
fosforyloitunut tau ja neuroinflammaatio. Taudin patologiassa on tyypillistd myds keskushermoston
mikroglia- immuunisolujen kertyminen plakkien ympdrille. (Scheltens et al. 2016; Malm, Jay ja

Landreth 2015)

Mikrogliat tarkkailevat aivojen parenkyymid prosesseillaan, joita ne jatkuvasti laajentavat ja
supistavat. Ne ovat samalla yhteydessd naapurisoluihin, kuten astrosyytteihin ja neuroneihin,
mahdollistaen esimerkiksi neuronien synapsien toiminnan tarkkailun (Nimmerjahn et al. 2005).
Tdmédn synaptisen toiminnan on havaittu olevan térkedssd roolissa komplementtivilitteisessé
synapsien karsinnassa, joka liittyy seké kehitykseen ettd oppimiseen (Ransohoff et al. 2011). Jatkuva
tarkkailu mahdollistaa my6s mikrogliojen nopean vasteen erilaisille vaurioille. Mikrogliat vaeltavat
vauriopaikalle ja aloittavat kudosten korjauksen, kuten kuolleiden solujen ja muun jitteen

fagosytoinnin. (Malm, Jay ja Landreth 2015)

Alzheimerin taudin kannalta mikrogliojen merkitys on niiden kykeneméttomyydessa poistaa syntyvii
beta-amyloidi plakkeja ja toisaalta ndiden plakkien indusoimassa mikrogliojen muuttumisessa
proinflammatorisempaan fenotyyppiin. (Ferrera et al. 2014) Mikroglioissa tapahtuu tilldin
morfologisia muutoksia, kuten sooman kasvamista ja prosessien paksuuntumista. Lisdksi solut
lisddvat inflammatoristen vélittdjdaineiden tuotantoa ja niiden solukalvon reseptorien ilmentymisessa

tapahtuu muutoksia. (Malm, Jay ja Landreth 2015)

Alzheimerin tautiin sairastuneilla potilailla on havaittu myds inflammatoristen sytokiinien
pitoisuuksien kasvua. On myos esitetty viitteitd, ettd neuronien kuoleman taustalla olisivat mikroglia-
vilitteiset sytokiinit. (Liao et al. 2004) Joka tapauksessa liiallinen inflammatoristen vélittdjdaineiden
tuotanto nostaa beta-amyloidi tasoja sekd lisddmailld amyloidi -prekursori proteiinin tuotantoa etté

vihentdmailld beta-amyloidia hajottavien entsyymien pitoisuuksia. (Malm, Jay ja Landreth 2015)

Mikrogliasolut eivit pysty poistamaan beta-amyloidia tehokkaasti aivoista, mika johtaa kehittyvdin
ekstrasellulaariseen akkumulaatioon. On vield epdselvdd, miksi mikrogliat ei kykene poistamaan tata

kasautuvaa toksista plakkia pois aivoista. (Malm, Jay ja Landreth 2015)

Mikroglian aktivoitumisen kaksi pdéfenotyyppid on klassisesti aktivoitunut (M1) ja vaihtoehtoisesti

aktivoitunut (M2). M1- mikrogliat erittdvit useita erilaisia proinflammatorisia sytokiineja, kuten



TNF-a, IL-1, IL-6, IL-12, IL-18, typpioksidia ja prostaglandiineja. Kuitenkin niiden fagosytoosikyky
toimii verraten huonosti. M2- mikroglia taasen on piinvastainen fenotyyppi, erittden anti-
inflammatorisia sytokiinejé, kuten IL-4, IL-10, IL-13 ja TGFp, timén lisdksi ne ovat hyvin potentteja
fagosyyttejd. On kuitenkin syytd huomata tdméan jaon olevan yksinkertaistus, silld fenotyyppierittely
on tehty tutkimuksissa perifeerisilld makrofageilla. (Malm, Jay ja Landreth 2015) Nykyisin ajatellaan
mikrogliojen M1/M2 polarisaation olevan pikemminkin jatkumo, jossa toisessa pddssd ovat M1 -
proinflammatoriset ja toisessa taas anti-inflammatoriset M2-mikrogliat. Ndiden vilille mahtuu myds
molempia fenotyyppejd ilmentdvid soluja. (Franco ja Fernandez-Suarez 2015) Mikrogliojen
fagosytoosikykyd ja inflammatorista aktiivisuutta pystytdén vaihtamaan erilaisilla stimulaatioilla.
Yksi tillainen on heterodimeeristen tyypin II tumareseptorien aktivaatio, erityisesti PPARy:RXR
(peroxisome proliferator activated receptor: Retinoid X receptor), PPARS:RXR ja LXR:RXR (Liver

X Receptor) reseptoriaktivaatioiden kautta. (Savage et al. 2015)



2 MITA MIKRORNA ON?

MikroRNA:ksi (MiRNA) sanotaan RNA-juosteita, jotka ovat karkeasti 22-nukleotidin kokoisia ja
joita ei itsessddn lueta translaatiossa proteiineiksi, vaan ne vaikuttavat geenien ilmentymiseen
transkription jédlkeen. MiRNA:n biogeneesiin siséltyy monta eri vaihetta ja useita eri entsyymejé.
Priméari miRNA (pri-MiRNA) valmistetaan eli transkriptoidaan kyseisen miRNA:n informaation
sisdltdmdn geenin intergeeniselta tai introgeeniselta alueelta. Tama tapahtuu joko RNA polymeraasi
IL:n tai [II:n avustamana. Tdma4 transkriptoitu pri-miRNA pilkotaan tumassa RNAasi III- proteiineihin
kuuluvan endoribonukleaasi Droshan toimesta. Pri-miRNA:sta tulee tdlloin noin 70-nukleotidin
kokoinen hiuspinni -lenkin siséltdvé prekursori -miRNA (pre-miRNA). Tdmai pre-miRNA siirretdin
tumasta sytoplasmaan exportin5-Ran-GTP- kompleksin avustamana ja muokataan sitten RNAasi I1I-
proteiineihin kuuluvan Dicer:n kautta noin 22 emaésparia sisdltdviksi MiRNA/MiRNA dupleksiksi.
Yleensd tdstdi MiRNA/MiRNA- dupleksista ohjaava MiRNA- juoste, eli se, jolla pienempi
termodynaaminen vakaus, tulee selektiivisesti upotetuksi argonautti- proteiiniin (AGO). Télloin
muodostuu miRNA-induced silencing protein complex (miRISC), jonka kolmantena osana toimii
GW182 (182 KDa:n glysiini-tryptofaani —proteiini). Syntynyt miRISC sitoutuu kohteena olevaan
mRNA:han (Léhetti-RNA) epatdydelliselld eméaspariutumisella, jolloin pre-miRNA:n matkustaja-
juoste hajoaa. (Cao, Li ja Chan 2016)

Jos kohde mRNA:ta ei ole ollenkaan ilmentynyt tai sitd on hyvin vdhin, ylimdérdiset miRNA:t
irtoavat miRSIC:std ja hajoavat. MiRNA:n pitoisuus siis sddtyy sekd niiden biogeneesin, ettd
hajoamisen nopeuden kautta. Huomattava on myds valmiin miRNA:n ilmentymisen vaihtelun solujen
eldmain eri vaiheissa olevan varsin harvinaista, silld pitoisuuden vaihteluja ei tapahdu pri-miRNA:1la
eikd pre-miRNA:1la. Neuroneilla valmiin miRNA:n hajoamisen on huomattu olevan vaihtelevampaa
kuin muilla solutyypeilld. MiRNA:n nopea hajoaminen erilaisille fysiologisille drsykkeille, kuten
valaistuksen muutoksille ja synaptisille &drsykkeille, voi antaa viitteitd MiRNA-metabolian

osallistumisesta neuronien toimintaan ja plastisuuteen. (Cao, Li, and Chan 2016)



2.1 Kuinka miRNA:t saiteleviit geenien ilmentymisti?

MiRNA:jen on havaittu sdételevén ainakin osittain kantasolujen erilaistumisen aikaista geenien
ilmentymistd. Yleisesti ajatellaan yksittdisen miRNA:n kykenevén sitoutumaan jopa tuhansiin eri
mRNA:hin, kunhan vain miRNA:n 5’-pdd ja mRNA:n transloitumaton 3’-pddn sekvenssit ovat
toisiinsa ndhden komplementaarisia. MiRNA:n tiedetddn sdidtelevdn geenien ilmentymistd
inhiboimalla sitd kolmella tapaa: 1.) indusoimalla mRNA:n deadenylaatiota. 2.) indusoimalla
mRNA:n hajoamista ja 3.) indusoimalla translaation repressiota. Kun miRNA on ohjannut miRSIC:n
kohteena olevan mRNA:n luo, AGO pilkkoo mRNA:n, mikéli emdspariutuminen on tiydellinen.
Mikili emdspariutuminen jai epdtdydelliseksi, tapahtuu deadenyloituminen ja dekapitaatio, jossa
mRNA:n poly(A) —hintd hdvidd ja 5’-p’° hatutetaan. Tdmad mRNA lopulta hajotetaan joko

eksonukleaasien tai endonukleaasien toimesta. (Cao, Li, ja Chan 2016)

Vaihtoehtoisesti miRNA:t voivat estdd translaation tapahtumista AGO:n ja translaation
initiaattoreiden vuorovaikuttaessa toistensa kanssa. Lisdksi proteiini GW182 (182 kDa:n glysiini-
tryptofaani —proteiini) on havaittu olevan mukana miRSIC:ssd, vuorovaikuttaen PABP (poly(A)-
binding protein) kanssa. Télloin rekrytoituu useita avustavia proteiineja, jotka yhdessd inhiboivat
translaation kdynnistymistd. Esimerkiksi miRSIC:n sitoutuessa mRNA:aan, se estii mRNA:n
translaatiolle tirkeén el[F4F —kompleksin ja 43SPIC:n (43S Pre-initiation complex) muodostumisen,
jolloin mRNA:n translaatio estyy. Jos PABP:a ei ole, miRSIC toteuttaa translationaalisen
aktivoitumisen toiminnon, jolloin GW182 ei vuorovaikuta AGO2:n kanssa ja antaa FXR1 —proteiinin
(Fragile X mental retardation protein 1) muodostaa microRNP (Micro-ribonucleoprotein) kompleksin
kéyttdd sen translationaalista aktivaatiota. MiRSIC:n on néytetty myds estivin mRNA:n translaatiota
tehostamalla P-bodien toimintaa. Nidmad P-bodyt eristivdat kohteena oleva mRNA:n
translaatiokisittelystd ja joko tuhoavat tai sédilyttdvdat myShempéa kisittelyé varten. (Cao, Li, ja Chan

2016)

Edella esitelty tapa miRNA:n vaikutuksesta on tiedetty jo verraten pitkddn ja osoitettukin, mutta se
el ndyttdisi olevan ainoa vaikutusmekanismi, silld myos erilaisia sddntelymekanismeja miRNA:lle on
16ydetty. Edellisessd kappaleessa kerroin mRNA:ssa sitoutumiskohteena miRSIC:lle olevan 3° UTR-
pdd. Mahdollista on my6s miRSIC:n sitoutuminen 5’UTR-pddhédn, promoottorialueelle, seki

koodaavalle sekvenssille. (Cao, Li ja Chan 2016)

Tavanomainen miRNA:jen vaikutustapa geenien ilmentymiseen ndyttéisi olevan inhibitorinen, mutta
MiRNA:lla néyttdisi olevan myds pdinvastainen vaikutus, eli niilld ndyttdisi olevan osansa my0s

translaation aktivoinnissa. (Cao, Li ja Chan 2016



3 ALZHEIMERIN TAUTI

Alzheimerin taudin kuvasi ensimmadistd kertaa neuropatologi Alois Alzheimer, hidnen kuvatessaan
aivokudoksessa havaitsemansa histopatologiset muutokset vuonna 1906. (Lage 2006.) Nykyisin
Alzheimerin tauti on tavallisin etenevd muistisairaus, joka aiheuttaa noin 60 % kaikista
dementiatapauksista. Muita yleisimpid muistisairauksia ovat Lewyn kappale- tauti, vaskulaarinen
enkefalopatia, frontotemporaalinen degeneraatio, alkoholidementia ja Wernicken oireyhtyma.
(Duodecim Muistisairaudet 2015) Alzheimerin tauti on yleisin muistisairaus késittden 50-70 %
maailmanlaajuisista tapauksista. Sairauden yleisimpénd ensioireena on vaikeus muistaa dskettdisid
tapahtumia. Taudin kehittyessd oireina voi olla disorientaatiota, mielialanvaihtelua, sekavuutta,
vakavampia muistihdirioitd, kéayttdytymisen muutoksia, vaikeuksia puheessa ja nieltdessd, ja
ongelmia kivelemisessid. Sairauden edetessd potilaan kognitiivinen toiminta heikkenee, titen
vaikeuttaen paivittdistd selviytymistd niin itsendisesti, kuin sosiaalisessa ymparistosséakin.
Alzheimerin taudin maailmanlaajuisten kustannusten arveltiin olevan vuonna 2015 noin 818
miljardia Yhdysvaltain dollaria. Tautiin ei télld hetkelld ole taudinkulkua palauttavaa, tai estivéa

hoitoa. (Winblad et al. 2016)

3.1 Epidemiologia

Alzheimerin taudin esiintyvyys kasvaa nopeasti ihmisen vanhetessa, ja se on myds suurin riskitekija
Alzheimerin taudille. (Winblad et al. 2016) On arvioitu, ettd vuonna 2015 dementiaa sairasti noin
46.8 miljoonaa ihmistd, ja médrin ennustetaan nousevan 74.7 miljoonaan vuoteen 2030, ja vuonna
2050 dementiaa sairastavia arvioidaan olevan jo 131.5 miljoonaa, jolloin maaréllisesti suurin lisdys
tapahtuu pieni- ja keskituloisissa maissa. (Prince M. et al. 2016) Alzheimerin tauti on nykyisin
globaalisti dementian pdiasiallinen aiheuttaja kisittden noin 50-70 % kaikista dementiatapauksista.

(Winblad et al. 2016.)

Kahdella prosentilla 65- vuotiaista on Alzheimerin tauti, mutta tautia sairastaa yli 85 -vuotiaista jo 25

%. Vuonna 2010 Alzheimer potilaita oli Suomessa noin 55 000. (Duodecim Geriatria 2016)



3.2 Etiologia ja patogeneesi

Alzheimerin taudissa tyypillisid neuropatologia 16ydoksid ovat poikkeavasti laskostuneen beta-
amyloidin ja tau -proteiinin kertyminen amyloidiplakkeihin ja neurofibrillimuutoksiin. (Scheltens et

al. 2016)

Vuosikymmenia vallalla olleen perinteisen amyloidikaskadi -hypoteesin mukaan neurodegeneraation
aiheuttajana on ndiden proteiinien kertymisen jdlkeen erityisesti beta-amyloidin kertyminen. Se
kdynnistdd tapahtumaketjun, joka aiheuttaa muutoksia neurosdievyyhtien muodossa, yleisessé
synaptotoksisuudessa, mitokondrioiden toiminnassa ja neuroinflammaation synnyssd johtuen
tilanteeseen ndhden poikkeavasta mikrogliojen sekd astrosyyttien aktivaatiosta. (De Stooper ja
Karran 2016) Beta-amyloidi itsessddn muodostuu amyloidin esiasteproteiinista (amyloid precursor
protein (APP)) Beta- ja gamma -sekretaasien proteolyysin seurauksena. (Zhang et al. 2011) APP:n
fysiologista merkitystd ei vield tiedetd, mutta silld vaikuttaisi olevan merkitystd kalsiumin
metaboliassa, aksonaalisessa proteiinien kuljetuksessa, transmembraani -signaalin transduktiossa
sekd neuronien aksonien ja dendriittien kasvussa. Beta-amyloidin vdhentimisen on ajateltu
mahdollisesti hidastavan tai jopa pysdyttdvin taudinkulun sithen ajoissa puututtacssa, mutta
toistaiseksi kokeet beta-amyloidin pysédyttdmiseksi eivdt ole onnistuneet. Téten katseet ovat
kddntyneet myds muihin patogeneesin mekanismeihin, kuten synapsien toimimattomuuteen, Taun

hyperfosforylaatioon ja aggregaatioon, sekéd neuroinflammaatioon. (Marttinen et al. 2018)

Hermosolujen synapsien epdilldén nykytietdimyksen mukaan olevan ensimmadisid kohteita, joissa
Alzheimerin taudille tyypillinen patologia nékyy. Alentuneen synaptisen aktiivisuuden on huomattu
parhaiten korreloivan kognition heikentymisen kanssa Alzheimerin taudissa (Coleman ja Yao 2003).
Kuitenkin beta-amyloidin ajatellaan sopivina pitoisuuksina olevan vélttimétontd presynaptiselle
sadtelylle (Abramov et al. 2009). Synapsien aktiivisuudella nidyttdisi olevan vaikutusta beta-
amyloidin pitoisuuksiin. Synapsien lisdéntyneen aktiivisuuden epdilldédn lisddvin APP:n
endosytoosia, mikd mahdollistaa beta-amyloidin kasvaneen tuotannon samalla lisdten beta-amyloidin
eritystd (Cirrito et al. 2008). Tdmén pienen beta-amyloidi pitoisuuden kasvun on huomattu lisddvan
synaptisten vesikkelien kierrétystd, joka todenndkoisimmin johtuu alfa7-nikotiiniasetyylikoliini-

reseptorin aktivaatiosta (Lazarevic et al. 2017).

Beta-amyloidin aikaansaama eksitotoksisuus néyttdisi johtuvan poikkeavasta N-Metyyli-D-
Aspartaatti -reseptorien (NMDAR) stimulaatiosta (Li et al. 2011). Synapsiraon liiallinen
glutamaattipitoisuus voi totuttaa NMDAR:t, mikd estdd riittivdn Ca2+-ionien sisddnvirtauksen ja

Long-term potentiation (LTP) -ilmion induktion. (Shankar et al. 2007) Liialliset glutamaatti-
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pitoisuudet voivat saada aikaan NMDAR:n ylistimulaation, joka johtaa redox- reaktioiden
sadtelemien reaktioiden poikkeavaan aktivaatioon, kuten Ca2+-ionien homeostaasista poikkeavaan
tilaan (Hardingham ja Baking 2010). NMDAR:n ylistimulaation merkitystd Alzheimerin taudissa
tukevat tutkimukset, joissa osittaisilla NMDAR antagonisteilla estettiessi NMDAR:n ylistimulaatio,
huomattiin neurodegeneraation eldinmalleissa lievenevan (Ronicke et al. 2011). Juuri tdmén
osittaisen NMDAR-antagonismin epdilldéin olevan lddkeaine memantiinin kliinisten tulosten yksi syy

(Danysz et al. 2000).

Tau- proteiini normaaliolosuhteissa translokoidaan dendriitistd postsynaptisiin alueisiin synapsien
aktivaatiossa. Samanaikaisesti Fyn kinaasi fosforyloi postsynaptisessa osassa NMDAR:n. Tami
johtaa post-synaptic density protein 95:n (PSD-95:n) ja NMDAR:n vuorovaikutukseen ja siten
NMDAR:n stabilisaatioon. Témid NMDAR:n stabilisaatio vaikuttaisi olevan vilttiméton LTP:hen
liittyvddn synaptiseen potentoitumiseen. Beta-amyloidi pitoisuuden kasvu lisdd taun, Fyn ja PSD-95
esiintymistd postsynaptisissa osissa, riippumatta synaptisesta aktivaatiosta. Pdinvastoin kasvanut
beta-amyloidi pitoisuus taas heikentdd Taun, Fyn ja PSD-95:n translokaatiota synaptisen aktivaation
aikana, ja voi mahdollisesti héiritd LTP- riippuvaista synaptista potentiaatiota. (Frandemiche et al.

2014)

Tau/Fyn/PSD-95/NMDAR - kompleksi ndyttdisi vilittivan beta-amyloidiin liittyvai eksitotoksisuutta
(Ittner et al.2010). Oligomeerisen beta-amyloidin lisddntymisen on osoitettu vdhentdvén taun
tretioniini 205 (T205) fosforylaatiota, joka on -kompleksin stabiliteetin tdrkein fosforylointikohde.
Normaalissa synapsien aktivaatiossa post-synaptisesti sijoittunut tau fosforyloituu treoniini 205:een
P38y vaikutuksesta, erottaen PSD-95/Tau/Fyn/NMDAR -kompleksin. Kun taas beta-amyloidia on
runsaasti, tuo P38y vilitteinen taun fosforylaatio vihenee suuresti. (Ittner et al. 2016) Beta-amyloidi
voi olla vilttimdton synapsien tiedonvilitykselle, mutta sen liiallisen kertymisen aikaansaamat
muutokset NMDAR:n aktivaatiossa ja dendriittien Tau-proteiinin translokaatiossa ja fosforylaatiossa

johtavat lopulta LTP/LTD induktion sditelyn vadristyneeseen toimintaan. (Marttinen et al. 2018)
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3.3 Oireilu ja ennuste

Tutkimusten mukaan odotettavissa oleva elinikd 65- ikdvuoden jilkeen diagnosoidulla taudilla on 3-
9 vuotta. Kuitenkin osa sairastuneista elda tatidkin pidempii aikoja, jopa 20 vuotta sairastumisestaan.
WHO:n mukaan taudin kehittyminen voidaan jakaa kevyeen vaiheeseen (unohtelu, joitakin kielellisia
ongelmia, ja mielialanvaihteluita), keskivaikeaan (vaikea unohtelu, lisdéntyneitd ongelmia
puheentuotossa ja avuntarve arkipdivédn selviytymisessd) ja vaikeaan (vakavia muistiongelmia, ja
taydellinen tai ldhes tidydellinen riippuvaisuus huolenpidosta). Kungsholmen- projektista saatujen
tulosten mukaan hyvin lievien oireiden vaihe kesti muutaman kuukauden, lievien oireiden 2 vuotta,
keskivaikeat oireet 1-2 vuotta ja vaikeat oireet noin vuoden ajan. Naiset ndyttdisivit eldvin
diagnoosin jilkeen pidempéén kuin miehet, heidén vaikean vaiheen elinaikansa ollessa pidempi kuin

miehilld. (Winblad et al.2016)

On my0s syytd huomata, ettei Alzheimerin tauti ja dementia ole vddjaddméaton lopputulos
vanhenemisen seurauksena. Yhdysvaltalaisessa 90+ -tutkimuksessa, jossa tutkittiin yli 90- vuotiaiden
aivoja, huomattiin ettd ldhes puolella dementiapotilaista neuropatologiset muutokset aivoissa olivat
niin vdhiisid, ettei niilld voi selittda kognitiivisia oireita. Lisdksi kolmasosalla 90 vuotiaista havaittiin
keskimddriistd enemmin Alzheimerin taudille tyypillisid patologisia oireita ilman vaikutusta
kognitiivisiin kykyihin. Samaisessa tutkimuksessa huomattiin Alzheimerin tautiin sopivan patologian
olevan vihemmin yhteydessd varsinaiseen Alzheimerin tautiin, mitd vanhempana Alzheimerin

taudille tyypillistd neuropatologiaa ilmeni. (Winblad et al. 2016.)
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4 MIKROGLIA

Mikrogliasolut ovat keskushermoston paikallisia makrofageja ja ne pitdvat ylld hermokudoksen
homeostaasia. Mikrogliasoluja on keskushermoston soluista vain yksi kahdeskymmenesosa, mutta
niilld on silti merkittédva rooli hermokudoksen tukemis-, puolustus- ja muokkaustehtévissi. (Grubman
et al. 2016) Mikrogliasolut ovat perdisin ruskuaispussin myeloidisesta solulinjasta. Muut aivojen
solut ovat perdisin hermoston kantasoluista. (Grubman et al. 2016) Kehittyviin aivoihin ne
kulkeutuvat leptomeningeaalisesti ja lateraaliventrikkelien kautta. Tdma siirtyminen tapahtuu ennen
keskushermoston muiden solujen erilaistumista. Mikrogliasolut viettdvét koko elinaikansa aivojen

alueella rajautuneena veriaivoesteen taakse ja ne uusiutuvat jakautumalla. (Grubman et al. 2016)

Aivojen mikroympdristd vaikuttaa suuresti mikroglian kypsymiseen, fenotyyppiin ja toimintoihin.
Tiettyjen molekyylien tiedetdén vaikuttavan mikroglian tulevaan fenotyyppiin ja sitd kautta
toimintoihin. Nditd ovat mm. CSF-1R (Colony Stimulating factor 1 receptor) ja TGF (Transforming
growth factor P). (Grubman et al. 2016) TGFB:n on havaittu olevan vélttiméton mikroglian

fenotyypin esiasteiden muutoksille. (Gosselin et al. 2014)

Terveissd aivoissa mikrogliasolut ovat litkkeelld jatkuvasti etsien ympéristostddn merkkeja
hajoamistuotteista, vaurioista tai synaptisesta toiminnasta. Solujen pinnalla on lukuisia molekyyleji,
joiden avulla ne vastaavat nopeasti ympéristdssd tapahtuviin muutoksiin. Immuunisoluina ne eivit
kuitenkaan pelkdstddn ole aktiivisia infektioissa ja kudosvaurioissa, jotka ne aistivat sytokiinien
avulla, vaan ovat lisdksi my06s osallisia verisuonten muodostumisessa ja ylldpidossa, sekd kuona-
aineiden, kuten my0s vaurioituneiden, kuolevien tai liiallisten solujen fagosytoinnissa. (Grubman et

al. 2016)

Mikrogliasoluilla on keskeinen rooli neurogeneesissd, synapsien kehittymisessd, kypsymisessa,
aktiivisuudessa ja synapsien liittymisissd. Kehittyvassd keskushermostossa mikrogliat kontrolloivat
hermoston tiheyttéd ja avaruudellista kuviointia, myelinaatiota ja hermoverkkojen muodostumista ja
kokemuksesta riippuvaista uudelleenmuokkautumista. (Grubman et al. 2016) Synapseja muodostuu
ylimddrin yksilon kehityksen aikana ja Mikrogliat fagosytoivat pois turhat synapsit (Grubman et al.
2016). Jos tdmé toiminta on heikentynyt, on eri tutkimuksissa havaittu merkkeja heikosta synapsien
transmissiosta ja alentuneesta toimivien aivojen verkottuneisuudesta, kuin myds puutoksia
sosiaalisessa kanssakdymisessd (Zhan et al. 2014.) Mikrogliojen synapsien kappaleiden fagosytointi

jatkuu koko ihmiselon ajan ja mikrogliat ovatkin suorassa dynaamisessa kontaktissa synapseihin.
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(Wake et al. 2009; Tremblay et al. 2010) Korkeasta neuronien aktiivisuudesta vapautuvalla ATP:114
vaikuttaisi olevan suurin vaikutus mikroglian solujalkojen ympériston tunnustelun lisddntymiseen.
Néiden lisdksi terveelld yksilolld mikrogliat vaikuttavat sédételevin pitkékestoista neuronien
potentiaatiota ja basaalista neurotransmissiota. Aktiivisuudesta riippuvaista synapsien voimakkuuden
muokkausta mikrogliat ndyttdisivdat sddtelevin kemokiinireseptori CX3CRI1:n, sekd BDNF

signaloinnin kautta. (Grubman et al. 2016)

Mikrogliasolujen ylldpitiméén homeostaasiin ndyttiisi vaikuttavan myds elimiston oma mikrobiomi.
Hiirilld, jotka elivét steriileissd olosuhteissa, oli tiheimmin mikroglia -soluja, ja ne olivat
kehittymattomampid. Tama viittaisi myos periferian signaalien vaikuttavan mikroglian kypsymiseen.

(Erny et al. 2015)

Mikrogliasoluilta on tunnistettu geenejd, joiden tiedetddn vaikuttavan Alzheimerin taudin
kehittymisen riskiin. Néisti tunnetuimmat ovat apolipoproteiini E4 (APOE4) ja Triggering Receptor
Expressed on Myeloid cells 2 (TREM?2). Apolipoproteiinista tunnetaan kolme eri alleelia; E2, E3 ja
E4. APOE4:n kantajilla on havaittu suurempi riski Alzheimerin tautiin, seké taudin puhkeamisen
aikaistumiseen. E2- alleelin on taas havaittu pienentévin riskid sairastumiseen. TREM2 on myos
liitetty vahvasti Alzheimerin tautiin. TREM2 geenin koodaama transmembraaniproteiini edistda
solun fagosytoosia. Sen yleisin geenimuunnos (R47H) vaimentaa TREM?2 toimintaa, ja sen on
havaittu korreloivan taudin hankaluuden kanssa. APP23- mallin hiirilld TREM2 ilmentyminen kasvoi
beta-amyloidi plakkien ymparilld olleissa myeloidisissa soluissa, ja In Vitro -tutkimuksessa lisési

beta-amyloidin puhdistumista. (Mhatre et al. 2015)

4.1 Mikroglia ja Alzheimerin tauti

Alzheimerin taudille tyypillisen neuroinflammaation térkein aiheuttaja ovat mikrogliasolut, jotka
ovat painottuneet proinflammatoriseen M1- fenotyyppiin. Beta-amyloidi -oligomeerit ja -sdikeet
kykenevit mikroglian reseptorien kautta virittdimaddn mikrogliasolut tuottamaan inflammatorisia
sytokiineji ja kemokiinejd, kuten interleukiini-1, interleukiini-6, tuumorinekroositekiji alfaa (TNF-
alfa), Clq, jne. Lisdksi ne tekevit mikrogliasoluista herkempid sekundaarisille drsykkeille, mika
my06s nostaa mikrogliasolujen aktiivisuutta. (Heppner et al. 2015) Beta-amyloidin kertyminen johtaa
lopulta mikrogliasolujen krooniseen aktivaatioon, joka edesauttaa inflammatoristen sytokiinien ja
kemokiinien tuotantoa, joka taas lisdd edelleen virittyneiden mikrogliasolujen aktiivisuutta (Stewart

et al. 2010).
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Mikroglian vapauttamat ASC -hiukkaset (Apoptosis-associated speck-like protein containing a
CARD (Caspase activation and recruitment domain)) kiithdyttdvét beta-amyloidin aggregaatiota ja
levidmistd, sekd ndyttdisivit ylldpitdvin toiminnassa olevaa immunologista reaktiota aktivoimalla

ympérdivid immuunipuolustuksen soluja. (Venegas et al. 2017)

Komplementtijdrjestelmédn proteiini Clq:n pitoisuuden on osoitettu nousevan jopa 80 -kertaiseksi
Alzheimerin tautia sairastavien potilaiden aivoissa ja aktivoivan komplementtikaskadin beta-
amyloidi -oligomeerien vaikutuksesta. (Kolev et al. 2009) Alzheimerin taudin hiirimalleilla
komplementtijarjestelma kidynnistyy joko klassista-, lektiini- tai vaihtoehtoista reittid pitkin, mika
aiheuttaa C3 jakautumisen, mikrogliasolulle spesifisen synapsien peittymisen, mikroglian
inflammatorisen  signaloinnin  aktivoitumisen ja  synapsien  tuhoutumisen = C5b-C9
membraanihy6kkiys -kompleksin (membrane attack complex) kautta. (Hong et al. 2016) Tdma johtaa
mikroglia vilitteiseen synapsien tuhoutumiseen, mikéd lisdd neurodegeneraatiota. I&kkailld beta-
amyloidi transgeenisilli APP/PS1 hiirilld C3- osan poistaminen suojasi neurodegeneraatiolta (Shi et
al. 2017). Lisdksi Britschgi ja kumppanit havaitsivat ikdantyneilld P301L tau -transgeenisilla hiirilla
tehdysséd tutkimuksessaan CD59- proteiinin poistamisen lisddvin taun patologia. CD59- proteiini

inhiboi C5b-C9 membraanihyokkdys -kompleksia. (Britschgi et al. 2012)

Mikroglian lisdksi myds astrosyyttien ajatellaan aiheuttavan negatiivisia vaikutuksia beta-amyloidin
puhdistukseen ja synaptisiin toimintoihin. Astrosyytit mm. muuttavat neurotransmitterien
ekstrasellulaarisia pitoisuuksia sisdénotollaan ja kierrdttdvat glutamaattia Na+- riippuvaisten
glutamaatti- transportterien kautta. (Andersson ja Swanson 2000) Astrosyyttien on havaittu
atrofioituvan  beta-amyloidien akkumuloituessa, johtaen puutteelliseen glutamanergiseen
akkumulaatioon, joka taas voi johtaa eNMDAR ylistimulaatioon. (Olabarria et al. 2010) Lisdksi
astrosyytit osallistuvat beta-amyloidin proteolyyttiseen poistamiseen (Medeiros ja Laferla 2013).
Astrosyyttien aktivoituessaan vapauttama APOE néyttdisi olevan vilttimétontd mikrogliasolujen
kyvylle poistaa sdikeistd beta-amyloidia. (Terwel et al. 2011) Lisdksi altistuminen itse beta-
amyloidille néyttdisi lisdévin astrosyyttien beta-amyloidia hajottavien entsyymien tuotantoa.
(Heppner et al. 2011) Toisaalta Alzheimerin taudin hiirimalleilla astrosyyttien aktivoinnin
inhiboinnin havaittiin parantaneen Alzheimerin tautiin liittyvdd patologiaa. (Furman et al. 2012)
Tama ristiriitaisuus saattaa selittyd astrosyyttien kahdella eri fenotyypilld, jotka mdiéritelldén
reaktiivisuutensa mukaan reaktiivisuutensa mukaan joko Al- tai A2- astrosyytteiksi. (Clarke et al.
2018). Mikroglian vapauttamat sytokiinit, kuten IL-1a, TNF-a, Clq, indusoivat Al astrosyyttejd,
joilta puuttuu normaaleilla astrosyyteilli olevia toimintoja, kuten neuronien selviytymisen

edistdminen, neuronien kasvu, synaptogeneesi ja fagosytoosi (Marttinen et al. 2018). A1 -astrosyytit
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aikaansaavat neuronien ja oligodendrosyyttien kuolemia. Néiden astrosyyttien lisddntyneitd méaaria
on kuvattu Alzheimerin taudissa, Huntingtonin taudissa, Parkinsonin taudissa, ALS:ssa, sekd MS-

puoltaisi A2- astrosyyttien hermostoa suojelevaa roolia. (Liddelow et al. 2017)

TREM2 -signaloivilla mikroglioilla erilaiset sddtelykohtien mekanismit, kuten irrottautuminen
verenkierrosta, liukoiset pidittdytymistekijdt, solujen véliset vuorovaikutukset ja transkriptionaaliset
sadtelytekijat hillitsevdt mikrogliasolujen immuunivasteen aktiivisuutta niiden elinidn ajan, siten
lisdten mikrogliasolujen homeostaattista roolia keskushermostossa. (Deczkowska et al. 2018) Naméa
sadtelykohdat saattavat myos olla haitallisia rajoittaecssaan mikrogliasolujen toimintaa
keskushermoston suojelussa silloin, kun voimakasta immuunivastetta tarvittaisiin (Marttinen et al.
2018). Keren-shaul ja kumppanit 16ysivét 2017 julkaistussa tutkimuksessaan uuden mikrogliatyypin;
disease-associated microglia (DAM). DAM:aa sdidellddn kaksivaiheisen aktivaatiomekanismin
kautta.  Ensin TREM2 riippumattomassa vaiheessa tiettyjen geenien, kuten APOE ja
DAPI12/TYROBP, ilmentyminen kasvoi. Kuitenkin samanaikaisesti homeostaattisten mikroglian
merkkiaineiden, kuten CX3CR1 ja P2RY12, ilmentyminen vdheni. Toisessa vaiheessa TREM2-
tilasta riippuvaiset LPL, CST7 ja CLEC7A, yhdessd TREM2 kanssa, ilmenivit voimakkaammin.
Namid DAM -geenit ovat ldheisesti yhteydessd fagosytoosiin ja lipidimetaboliaan, ja DAM:n on
havaittu paikantuvan beta-amyloidi plakkien vélittdmadn ldaheisyyteen, sekd transgeenisilla hiirilla,
ettd post-mortem Alzheimerin tautia sairastaneilla potilailla. DAM:n on havaittu toimivan
fagosytoivina soluina lisdksi ALS:ssa sekd vanhenemisessa. (Keren-shaul et al. 2017)
Samanaikaisesti Krasemann ja kumppanit havaitsivat TREM2-APOE -reitin ajavan mikrogliasolujen
transkriptionaalista fenotyyppid pois homeostaasista kohti inflammaatiota yllapitdvaa fenotyyppia

neurodegeneratiivisissa sairauksissa (Krasemann et al. 2017).

Periménlaajuisissa assosiaatiotutkimuksissa on APOE:n ja TREM2:n lisdksi 16ydetty muitakin
Alzheimerin tautiin liittyvid geenejd; ABI3, CASS 4, CD33, CR1, HLA-DRB1/5, ILIRAP, MEF2C,
MS4A1, MS4A4E, PLCy2, SHIPI1, ja PU.1. Mikrogliasolujen on havaittu ilmentdvin niitd joko
valikoiden tai suosien. (Marttinen et al. 2018) Moni ndistd Alzheimerin taudin riskigeeneistd kuuluu
mikrogliasolujen signalointireitteihin, jotka sddtelevit solun selviytymistd, liikkkumista, fagosytoosia,
kalsiumsignalointia ja geenien ilmentymistd ainakin osittain TREM2- signaloinnin kautta. Liséksi
laajat verkostoperusteiset transkriptomi- ja proteomi- tutkimukset ovat tunnistaneet mikrogliasolujen
kuin myds immunologisten geenien ja -reittien hyvin vahvasti liittyvdn Alzheimerin

patofysiologiaan. (Marttinen et al. 2018)
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S TUTKIELMAN TARKOITUS

Kuten aiemmin totesin, on mikrogliasoluilla ja sen aiheuttamalla inflammaatiolla merkittdva vaikutus
Alzheimerin taudissa tapahtuvan neuroinflammaation syntyyn. Aiemmat yritykset farmakologisten
hoitojen keinoin ovat jddneet hyvin vaatimattomiksi. Kliinisessd kéytossd olevilla lddkkeilla
pystytdin parhaassakin tapauksessa vain hidastamaan Alzheimerin taudin etenemistd. Vaikuttaa silté,
ettemme vieldkddn tunne tarpeeksi taudin patofysiologiaa, jotta pystyisimme kehittimdén taudin
etenemisen estdvdd hoitoa. Toiveet Alzheimerin taudin parantavista hoidoista, ovat myos tdmén

vuoksi lilan ennenaikaisia.

Téssd tutkimuksessa pyrittiin tuomaan lisdvaloa Alzheimerin taudin patofysiologialle tdrkeiden
mikrogliojen toiminnan sditelystd tutkimalla niiden mikroRNA:n ilmentymistd. Taudin
patofysiologian ymmartdmisen lisdksi geenien sddtelyn tutkimus voi tuoda esille aiemmin
tuntemattomia mekanismeja ja kohteita, joihin tulevaisuudessa voidaan mahdollisesti kehittdd uusia

hoitokeinoja.

Téssd tutkimuksessa kéytettiin myos vehikkelind GW0742:sta. GW0742 on PPARPB/c -agonisti. Se
aktivoi tumareseptoreita heterodimeeristen tyypin II tumareseptorien aktivaatiolla, erityisesti
PPARy:RXR, PPARS:RXR ja LXR:RXR. Myeloidi -soluilla tumareseptorit mahdollistavat erilaiset
aktivaatiot, jotka voivat toimia mm. edistden inflammaatiota, kudosten korjausta tai fagosytoosia.
Alzheimerin taudin hiirimalleilla tumareseptoriagonisti- hoitojen on havaittu vidhentivin

inflammaatiota, vihentdvin amyloidien kertymistd ja parantavan kognitiota. (Savage et al. 2015)

GWO0742 on osoitettu lisddvin geeni CPT1a:n ilmentymistd APP/PS1 -hiirimallissa ja parantavan jo
muistiin syntyneitd vajauksia. Samaisessa tutkimuksessa se lisdsi hippokampusten neurogeneesid ja
vahvisti neuronien erilaistumista esisoluista. Lisdksi sen havaittiin estivdn beta-amyloidia

vahingoittamasta hermosolujen pitkdkestoista potentiaatiota. (Konttinen et al. 2019)
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6 KOKEELLINEN OSUUS

SXFAD-hiirimalli

5XFAD-hiirimallissa transgeeniset hiiret koekspressoivat yhteensd viittd FAD -mutaatiota. APP:td
yli-ilmentdviat K670N/M671L (Swedish), 1716V (Florida) ja V7171 (London) mutaatiot ja PS1 yli-
ilmentdviat M146L ja L286V). Namai hiiret kehittdvit aivoihin amyloidiplakkeja ja glioosin kahden
kuukauden idssé, ja saavuttavat runsaan beta-amyloidi-42 kuorman. Lisédksi synaptiset merkkiaineet
vihenevit niiden aivoissa, ne ilmentdvét kasvaneita p25 tasoja, aivoissa tapahtuu neuronien

tuhoutumista, sekd niilld on muistiongelmia Y- labyrintissd. (Oakley et al. 2006)
5XFAD hiiret saatiin lahjana tohtori Robert Vassarilta Northwestern Universitysta.

GWO0742 oli GlaxoSmithKlinen tuotantoa. GWO0742 annettiin DMSO:n toimiessa vehikkeliné
oraalisesti 30mg/kg péivittdin vesiseoksena kahden viikon ajan. Annostelu aloitettiin hiirten ollessa
4,5 kuukauden ikaisid. Pelkdlld kuljettimella hoidetut hiiret saivat vain vettd. Hiiret lopetettiin

hoitojakson péitteeksi 6 tuntia viimeisestd annoksesta.

1A

Kuva 1A. Villityypin eli VT-hiiren aivokudosta tioflaviinivarjdyksessa.

Kuva 1B. 5XFAD- transgeenisen eli TG-hiiren aivokudosta tioflaviinivarjiyksessa.

Tioflaviinivérjdykselld osoitettiin, ettd transgeenisten hiirten aivokudoksessa todella esiintyi
amyloidiplakkeja. Kuvassa 1A on villityypin hiiren aivokudosta ilman plakkikertymii, ja kuvassa 1B

on leike transgeenisen hiiren amyloidiplakeista.
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APDE9-hiirimalli

APDED9- hiirimallina kaytettiin APPswe/PSEN1dED9 hiirid, jotka kantoivat ihmisten APP (K595N ja
M596L) sekd PSEN1dE9 mutaatioita sdilyttden C57BL/6J taustansa.

Néama hiiret satunnaistettiin pelkk4 kuljetinta saaneeseen ryhmédin ja GW0742 altistettuun ryhméén.
12 kuukauden idstd ldhtien hiirille annosteltiin 30mg/kg GW0742 vesiliuoksessa tai pelkkdd vettad
samalla tilavuudella 24 tunnin vélein 14 pdivén ajan. Hiiret uhrattiin hoitojakson péétteeksi 12 tuntia

viimeisesta annostelusta.

BV-2 Solumalli

BV2- solujen historia juontaa vuoteen 1990, jolloin Blasi ja kumppanit kehittivdt timén solulinjan
infektoimalla mikroglia soluviljelmén v-raf/v-myc onkogeenin sisdltdvilld retroviruksella. (Blasi et
al. 1990) Solulinja on kuolematon ja sitd on tdmén jdlkeen kéytetty useissa tutkimuksissa korvaamaan
primédrit mikrogliasolut. Henn ja kumppanit tutkimuksessaan huomasivat LPS:114 kisiteltyjen BV2
solujen aktivoituneista geeneistd 90 % 16ytyvan my0s primaari mikroglialta. Ja ndistd noin 50 % my0s
hippokampuksen mikroglioista LPS -injektoiduilla hiirilld. Kuitenkin samassa tutkimuksessa
huomattiin priméari mikroglian reagoivan huomattavasti voimakkaammin LPS.d4n ja titen my0s
noin kymmenkertaista mairda geeneja sdddeltiin verrattuna BV-2 soluihin. (Henn et al. 2009) BV-2
solujen on my0s havaittu fagosytoivan beta-amyloidia ja tuottavat sytokiineja kuten mikroglia, joskin

tuotanto ndyttéisi olevan pienempéé verrattuna primaareihin mikroglioihin. (Stansley et al. 2012)
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Priméadrimikrogliasolujen eristys hiiresti

2-3 vuorokauden ikiisiltd hiirenpoikasilta siirrettiin aivot CMF- PBS +0,45% glukoosia siséltiville
60 mm levylle. Aivokudos puhdistettiin muusta aineksesta. Tdmén jidlkeen aivot hienonnettiin ja
maljalle liséttiin 0,05% trypsiinid ja EDTAa ja sen annettiin inkuboitua inkubaattorissa 37
celsiusasteessa 20 minuuttia. Saatu homogenaatti siirrettiin maljalta kartioputkiin, joissa valmiina
solujen kasvatusmediaa tdydennettynd 10% seerumilla. Néytteen annettiin laskeutua pohjalle, josta
se imettiin pipetilld ja siirrettiin uuteen kasvatusmediaa sisdltivddn putkeen. Homogenaattia
trituroitiin, kunnes kudos oli kokonaan homogeeninen. Néytteet jaettiin kasvatusmalljoille ja

nédytteiden annettiin inkuboitua 3 viikon ajan.

Hiiren primaarimikrogliasolujen erottaminen sekaviljelmésti

Trypsiinid laimennettiin kasvatusmediaan 1:3 suhteessa. Kasvatusmedia aspiroitiin maljalta ja
jokainen malja pestiin PBS:43 kéyttden. Tdmin jélkeen pesuliuos aspiroitiin ja tilalle liséttiin
trypsiinid. Astioita inkuboitiin 30 minuutin ajan 37 celsiusasteessa, 5% CO2 —pitoisuudessa, tai
kunnes astrosyytit kuoriutuivat astialta. Maljat pestiin 2-3 kertaa PBS:44 kayttien, kunnes loputkin
astrosyytit irtosivat maljalta. Maljoille lisdttiin laimentamatonta 0,25% trypsiinid ja niitd inkuboitiin
3-5 minuuttia huoneenldmmossa, irroittaen mikrogliasolut maljoilta. Inkubointia jatkettiin tarpeen
mukaan 1-20 pidempéddn. Maljoille lisdttiin Sml DMEM/f12 +10% FBS inhiboimaan trypsiini.
Irronneet solut pipetoitiin kartioputkiin, joita sentrifugoitiin 200rpm nopeudella 5 minuutin ajan.
Solut resuspensoitiin noin 5ml annoksella DMEM/f12 +10 FSB liuoksessa ja laskettiin

hemosytometriassa.

Solujen jakaminen, siirto ja altistus

Kolmen viikon inkubaation jilkeen astrosyytit poistettiin sekaviljelmaésti trypsiinin avulla, ja jéljelle
jaaneet mikrogliasolut irrotettiin maljalta, laskettiin ja siirrettiin 48-kuoppalevyille solutiheydelld 125
000 solua/kuoppa. Sitten soluja hoidettiin GW0742:1la (loppukonsentraatio 10 uM) 24 tunnin ajan,
mink3 jdlkeen ne altistettiin lipopolysakkaridilla (50 ng/ml, LPS E.Coli L 2630, O111:B4, Sigma) 3

tunnin ajan.
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RNA:n eristiminen

RNAn eristiminen tehtiin kdyttden mirVANA™ miRNA Isolation protokollaa soluviljelmille.

Kuoppalevyille lisdttiin mirVANAT™- pakkauksesta hajottavaa ja sitovaa liuosta. Ndyte kaavittiin
kuoppien pohjalta kumispaattelilla ja saatu ndyte pipetoitiin omiin Eppendorf -putkiinsa. Putket
vorteksoitiin, jotta solut hajoaisivat tdydellisesti ja saatiin homogeeninen lyysaatti. MiRNA -
homogenaatti lisdainetta liséttiin 1/10 lysaatin tilavuuden maarasté ja sekoitettiin vorteksilla. Taman
jilkeen putkien annettiin olla jdiden pailld 10 minuuttia. Kloroformia lisdttiin sama mdard kuin
lysaattia oli ennen homogenaatti -lisdaineen lisddamistd. Putkia vorteksoitiin 30-60 sekuntia. Sen
jélkeen putket sentrifugoitiin huoneenlimmossa viiden minuutin ajan 10 000 x G:ssé, jolloin saatiin
erillinen akvaattinen ja orgaaninen faasi. Akvaattinen faasi erotettiin orgaanisesta ja siirretiin uuteen
Eppendorf -putkeen. Tilavuus mitattiin. Téhén liséttiin 1.25 kertainen tilavuus 100% EtOH:a.
Nayteputkille tehtiin kerdysputket joissa suodatinkasetit. Saatu Lysaatti/EtOH-seos pipetoitiin
suodatinkasetin 14pi kerdysputkeen. Kerdysputket sentrifugoitiin 15 sekunnin ajan 10 000 x G:ssa.
Lavitse suodattunut neste heitettiin pois. Suodatinkasettien paille lisdttiin miRNA pesuliuos 1 ja se
sentrifugoitiin 10 sekunnin ajan 10 000 x G.ssd. Liséttiin uusi pesuliuos 2. ja se ajettiin samoin kuin
ensimmadinen. Suodatinkasetit laitettiin omiin kerdysputkiin ja sentrifugoitiin 1 minuutin ajan 10 000
x G:ssd, ja residuaalineste poistettiin suodatinkasetista. Suodatinkasetit siirrettiin uusiin
kerdysputkiin. Suodatinkasettien paille lisdttiin esilimmitettyd 95 celsiusasteista nukleaasi-vapaata
vettd. Putket sentrifugoitiin 30 sekunnin ajan 10 000 x G:ssd, jotta RNA saatiin kerdttyd.

Eluaattiputket varastoitiin -70 celsiusasteeseen.
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RNA:n tunnistaminen

Tunnistamisessa kiytettiin qPCR -menetelmad, jonka valmistelu protokolla perustuu: tagman small

RNA assays -ohjeeseen, applied biosystemsilta.
Reverse transkription -reaktio, eli RT-reaktio tehtiin seuraavalla menetelmaélla.

Kaikki reagenssit sulatettiin aluksi jdiden pailla. Viisi mikrolitraa ndytettd, joka sisélsi 10 ng RNA:ta,
sekoitettiin seitsemdn mikrolitran RT-reaktioliuoksen kanssa sekoittimessa. Tdhén liséttiin kolme
mikrolitraa 5 x RT-primerid. Seos sekoitettiin ja ndytteiden annettiin olla vdhintdén 5 minuutin ajan
jdiden péélla. Tamaéan jilkeen ndytteet kuumennettiin seuraavan ohjelman mukaisesti: 30 minuuttia
+16 asteen ldmmossd. Sitten 30 minuuttia 42 asteen ldmmdssd. Sitten 5 minuuttia +85 asteen
lammossa. Ja 1ampo laskettiin +4 asteeseen. Lopuksi ndytteet jaddytettiin -20 asteeseen odottamaan

kvantitatiivista PCR:&4.

7 mikrolitraa RT-reaktioliuosta saatiin seuraavat ainesosat sekoittamalla:
- 4.16 mikrolitraa PCR:44 varten puhdistettua H2O:ta

- 0.15 ANTP Seosta

- 1.50 RT Bufferia, kymmenkertaisena.

- 1.00 Kééanteista transkriptaasia

- 0.19 RNaasi inhibiittoria

Kvantitatiivinen PCR valmistelu

Kaikki kaytetyt reagenssit sulatettiin aluksi jdiden pdilld. Valmistettiin seos, jossa seosta 18,67
mikrolitraa siirrettiin jokaiseen 96-kuoppalevyn kuoppaan. Lisidttiin 1.33 mikrolitraa RT-
reaktioliuosta jokaiseen kuoppaan. Ainekset sekoitettiin ja ndytteet kuumennettiin seuraavan
ohjelman mukaisesti: Aloitus 2 minuuttia 50 asteessa ja 10 minuuttia 95 asteessa, minké jilkeen
seurasi 50 syklid 15 sekuntia 95 asteen ldmp6étilassa ja minuutin ajan 60 asteen 1dmpdétilassa. Tadmén

jélkeen tehtiin havainnot.
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In Situ- hybridisaatio.

In Situ -tutkimus tehtiin Chaudhurin ja kumppanien 2013 julkaiseman tutkimuksen protokollan
mukaisesti. Tutkimuksessa kaytettiin Alzheimer malleissa kéytettyjd transgeenisid hiirid, sekd
verrokkeina villityypin- hiirid. Aivot leikattiin kolmelle lasille, siten ettd jokaiselle lasille tuli kaksi

eri transgeenisen hiiren aivoleikettd, ja kaksi eri villityypin hiiren aivoleiketta.

1.paiva

Ennen tyon aloittamista lasit otettiin pakkasesta ja annettiin kuivua huoneenlammdssa. Leikkeiden
ympirille piirrettiin ImmEdge kynélld vaharajat. Tdma estdd myOhemmin laitettavien liuoksien

pakenemisen lasilta.

Lasien annettiin inkuboitua 90 asteisessa 0,01 M sitraattipuskurissa, jonka pH oli 6,4.
Inkuboitumisaika 40 minuuttia. Tamin jilkeen lasit jadhdytettiin huoneenlimpodisessi

sitraattibufferissa 20 minuutin ajan ja pestiin kolme kertaa kolmen minuutin ajan TBS:ssi.

EDC Kisittely

Lasit inkuboitiin pesujen jdlkeen samaisena aamuna tehdyssd metyyli-imidatsoli liuoksessa kaksi
kertaa kymmenen minuutin ajan kosteuskammiossa. Kammiossa kiytettiin SSC -liuosta. Tdmén
jdlkeen laseja inkuboitiin tuoreella EDC -liuoksella samaisessa kammiossa yhden tunnin ajan.
Inkuboinnin jélkeen laseja pestiin kerran viiden minuutin ajan TBS:114, jossa glysiinid 0,2 %, ja timéin

jilkeen pesut kahdesti puhtaalla TBS:114 viisi minuuttia kerrallaan.

Prehybridisaatio
Lasit laitettiin kosteuskammioon ja niiden péélle pipetoitiin hybridisaatio puskuria. Lasit laitettiin

tdman jilkeen inkuboitumaan kosteuskammioon tunniksi 37 asteen lammaossa.

Hybridisaatio
Digoxigeenileimattua LNA -koetinta lisdttiin 65 asteeseen esilammitettyyn hybridisaatiobufferiin,
jonka jélkeen saadun liuoksen annettiin olla 65 asteessa vield viiden minuutin ajan, jotta varmistettiin

koetinten denaturoituminen.
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Prehybridisaation loputtua lisdttiin LNA -koettimen siséltivd hybridisaatio puskuri. Liséksi lasien
paélle laitettiin pala parafiinia estimién haihtumista. Lasit jétettiin hybridisoitumaan yon yli 37

asteeseen kosteuskammiooon.

2. Paiva

Pdivén aluksi lasien pédltd otettiin parafilmit pois ja lasit pestiin esilimmitetyssd SSC -liuoksessa.
Aluksi lasit pestiin kolme kertaa 20 minuutin ajan 2X SSC -liuoksessa, ja timén jalkeen kaksi kertaa
20 minuuttia 0.2X SSC -liuoksessa. Pesujen jdlkeen niytteisiin liséttiin Blocking bufferia noin 400
pl ja annettiin inkuboitua kosteuskammiossa yhden tunnin ajan. Yon ajaksi liséttiin priméirivasta-

aineet.

3. Piiva

Lasit pestiin kaksi kertaa TBS -liuoksessa huoneenldmmossd. Tdmén jélkeen valmisteltiin FISH-

signaalin vahvistus.

Laimennettiin Cy5-TSa pakkauksesta saatu Cy5 -standardi laimennusbufferilla suhteella 1:100.
Tédmin jilkeen valmista liuosta lisdttiin siten ettd ndytteet peittyvét lasilla liuoksen alle. Tdmén
jélkeen lasien annettiin inkuboitua huoneldmpdétilassa 10 minuuttia. Lasit pestiin kolme kertaa viiden
minuutin ajan TBST- liuoksessa (TBS- liuos, jossa 0,1 % Tween 20). Tadmaén jidlkeen lasit pestiin
kolme kertaa viiden minuutin ajan TBS-liuoksessa. Seuraavaksi lasit kéytettiin hetkellisesti DEPC-
késitellyssd vedessd. Tdmén jilkeen laseille tehtiin tioflaviinivirjdys. Ja tdmén jilkeen lasit
kiinnitettiin kahdella tipalla prolong gold anti-fade- reagenssia, jossa myds DAPI. Tamén jélkeen
ndytelasien padlle laitettiin peitinlasi. Ja timén jdlkeen lasit kiinnitettiin kahdella tipalla prolong gold

anti-fade- reagenssia, jossa myds DAPI. Témén jilkeen néytelasien paille laitettiin peitinlasi.

4. Paiva.

Kasitellyt ndytteet katsottiin ldvitse fluoresenssimikroskoopilla ja ne kuvattiin. ja tarkasteltiin

tulokset.
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Tioflaviinivirjays
Nestetypessé jaddytettyjen viipaleiden lohkot kiinnitettiin ja annettiin kuivua tunnin ajan. Kun lohkot
olivat kuivuneet, ne upotettiin dH>O:hon kahdesti viiden minuutin ajaksi. Tdma jélkeen néytteet

upotettiin Tioflaviini-S liuokseen (1% vahvuus dH2O:ssa) 20 minuutin ajaksi pimedssi tilassa, ja

lopuksi pestiin kahdesti dH»0:11a

1. Kiinnitettiin superjaddytettyjen viipaleiden lohkoja ja annettiin niiden kuivua tunnin ajan

2. Kun lohkot kuivuneet, upotettiin ne dH>O:hon kahdesti viiden minuutin ajaksi.

3. Edellisen Kkaisittelyn jidlkeen néytteet upotettiin Tioflaviini-S liuokseen (1% vahvuus
dH>O:ssa) 20 minuutin ajaksi pimedssa tilassa.

4. Pestiin kahdesti dH0:11a

Tioflaviini-S -liuos tehtiin lisddmélld 1g tioflaviini-S:44 (Sigma T-1892) 100 ml:aan dH20:ta.
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7 TULOKSET

7.1 miRNA 466C-5p ilmentyminen

Copynumber
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Kuva 2A. miR-466C-5p ilmentyminen priméérineuroneissa ja BV2 -soluissa, joita ei késitelty kuinkaan. Kahden
otoksen riippumaton t-testi, t(9)=8.901, **** p < (0.0001, n=5-6, mean + SD

Kuva 2B. miR-466C-5p ilmentyminen priméérineuroneissa vehikkelilld, GW0742:11a, glutamaatilla, sekd GW0742:1la
ja glutamaatilla altistettuna. Kahden otoksen riippumaton t-testi, a t(4) =0.9689 p = 0.3875, b t(4) = 1.355 p = 0.2468,
n=3, mean + SD

Kuvan 2A tulosten mukaan miR-466C-5p vaikuttaisi ilmentyvin enemméin BV2-soluissa kuin
neuroneissa. Kuvassa 2B ndhdéén, ettei ilmentymisessé ollut merkitsevid eroja vehikkelillda (DMSO)
tai glutamaatilla (Glut, 400 uM) késitellyilld primédarineuroneilla. GW0742 (GW, 10 uM) hoidetuilla
soluilla, sekd vehikkelilld ettd glutamaatilla altistetuilla neuroneilla ndhtiin ilmentymistd laskeva

trendi, mutta tima trendi ei ollut tilastollisesti merkitseva.
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Kuva 3A. BV2 solujen miR-466C-5p:n ilmentyminen vehikkelilld, GW0742:1la, LPS:114 tai GW ja LPS kasitellyilld
soluilla. Kahden otoksen riippumaton t-testi, t(8)=2.827, * p = 0.0222, n=5, mean + SD

Kuva 3B. miR-466C-5p:n ilmentyminen villityypin ja transgeenisten ApdE9- hiirien aivoissa. Osa soluista hoidettu
GWO0742:1la. Kahden otoksen riippumaton t-testi, a t(16)=1.164, p =0.2613, n=8-11, mean + SD

Kuvassa 3A MiR-466C-5p ilmentymisen ndhtiin alenevan merkitsevésti LPS altistetuilla BV2 -
soluilla verrattuna vehikkeli hoidettuihin (VEH) soluihin. Pelkkd GW0742 -altistus (GW) ei
muuttanut ilmentymistasoa, mutta yhtdaikaisesti LPS:lle ja GW0742:1le altistetuissa (GW+LPS)
soluissa havaittiin ilmentymisen hienoinen, joskaan ei merkitsevd nousu pelkdlld LPS:lla
altistettuihin soluihin verrattuna. Kuvassa 3B néhdéén, ettei APDED9 -hiirilld ollut eroa MiR-466C-5p
ilmentymisen suhteen villityypin ja transgeenisten hiirten valilld, eikdi GW0742 kisittelylld ollut

merkitsevdd vaikutusta kyseisen miRNA:n ilmentymiseen.
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Kuva 4A. miR-466C-5p ilmentyminen 5xFAD -hiirten aivoniytteissd. Kahden otoksen riippumaton t-testi, a t(15) =
1.417 p=0.1769, b t(16) = 0.7933 p = 0.4392, n=8-9, mean + SD

Téssd tutkimuksessa kuva 4A:n havainnollistamana miR-466C-5P:n ilmentymiselld ei ollut
merkitsevdd eroa villityypin, transgeenisten S5XFAD -hiirten ja GWO0742:1la hoidettujen

transgeenisten hiirten vililla.
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7.2 miRNA 669C-3p ilmentyminen
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Kuva 5A. miR-669¢-3p ilmentyminen neuroneissa ja BV 2 soluissa, joita ei késitelty kuinkaan. Kahden otoksen
riippumaton t-testi, t(6) = 7.318, ***p = (0.0003, n=3-5, mean = SD

Kuva 5B. miR-669c¢-3p ilmentyminen Vehikkelilld, GW0742:1la, glutamaatilla, sekd GW0742:1la ja glutamaatilla
altistetuilla soluilla. Kahden otoksen riippumaton t-testi, a t(4) = 0.3434 p =0.7486, b t(4) = 1.243 p=0.2817, n=3,

mean = SD

Kuvasta 5A havaitaan miR-669C-3p:n ilmentyvén voimakkaammin neuroneissa kuin BV2 -soluissa.
Téma siis pdinvastainen ilmié kuin miR-466C-5P tapauksessa. Kuten kuva 5B néyttdd, miR-669C-
3p:n ilmentymisessé ei havaittu tilastollisesti merkitsevid muutoksia neuronien valilld altistettaessa
vehikkelille (VEH, DMSO) GW0742:1le (GW 10 uM), glutamaatille (Glut 400 pM) tai GW0742 ja
glutamaatille yhdessd (10 pM + 400 uM).
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Kuva 6A. BV2 solujen miR-669C-3p:n ilmentyminen vehikkelilld, GW0742:11a, LPS:114 tai GW ja LPS késittelyn
saaneilla soluilla. Kahden otoksen riippumaton t-testi, a t(8) = 0.8908 p = 0.3990, » t(8) = 1.232 p=0.2528, n =5,
mean + SD

Kuva 6B. miR-669C-3p:n ilmentyminen villityypin ja transgeenisten ApdE9- hiirien aivoissa. Osa hiiristd hoidettu
GWO0742:1la. Kahden otoksen riippumaton t-testi, t(18) =2.917, ** p = 0.0092, n = 8-12, mean + SD

BV2 solujen miR-669C-3p:n ilmentymisessé ei havaittu merkitsevid eroja vehikkelilla, GW0742:1la,
LPS:11a tai GW ja LPS kasitellyilld soluilla. MiR-669C-3p:n ilmentyminen ei eronnut villityypin
(WT) ja transgeenisten (TG) hiirten vililld, mutta GW0742:1la hoidetuilla villityypin hiirilld (WT

GW) nihtiin merkitsevd miR-669C-3p:n tason aleneminen verrattuna vehikkelilld hoidettuihin.
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Kuva 7A. miR-669C-3p ilmentyminen SXFAD hiirten aivoissa. Kahden otoksen riippumaton t-testi, t(15) = 3.014, ** p
=0.0087, n = 8-9, mean + SD

Kuva 7B. VT-hiiren hippokampusalue.

Kuva 7C. TG-hiiren hippokampusalue.

Tutkimuksessa havaittiin Kuva 7A:n osoittamalla tavalla SXFAD- hiirimallissa GW0742 hoidettujen
miR-669C-3p:n ilmentymisen vdahentyvdn merkitsevésti verrattuna hoitamattomiin hiiriin. Samaisen
kuvan mukaan miR-669C- 3p -ilmentyminen voi mahdollisesti olla hieman suurempaa TG- kuin WT-
solundytteissd, vaikka merkitsevdd eroa ei ollut havaittavissa. mIR-669C-3p:n ilmentymisen
hienoinen kasvu on myo0s todettavissa In Situ -kuvissa verrattaessa transgeenisia SXFAD -hiirid

villityypin hiiriin kuten kuvat 7B ja 7C nayttiisivét osoittavan.
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8 POHDINTA

Alzheimerin tauti on suurta inhimillistd kdrsimystd aiheuttava sairaus, jolla on maailmanlaajuisesti
hyvin suuria sosioekonomisia vaikutuksia. Téll4 hetkella tautiin ei ole taudin etenemistd pysayttavaa
tai parantavaa ladkettd. Kuitenkin tutkimus aihepiirin ympérilld on vilkasta ja taudin patologiasta
tiedetddn jatkuvasti enemmén. Téssd syventdvien tutkielmassa pyrittiin kokeellisesti havainnoimaan
tiettyjen mikroRNA- juosteiden ilmentymisen muutoksia tiettyjen hiiri- ja solumallien

biokemiallisella altistamisella.

Viljely ja altistuskokeiden tulosten mukaan miRNA- 669C-3p pitoisuuksiin SXFAD -transgeenisten
hiirten aivoissa voidaan vaikuttaa tumareseptoriagonistt GW0742:114 kyseisen miRNA:n pitoisuutta
alentavasti. Tétd tukee my0s In Situ -kokeen samansuuntainen havainto kyseisen miRNA:n
ilmentymisestd. Lisdksi havaittiin villityypin hiirillda GW0742 késittelyn aiheuttavan samanlaisen

ilmid, mutta ApdE9- hiirilla tdllaista muutosta ei kuitenkaan havaittu.

Koska miRNA:n tiedetddn siis inhiboivan geenien toimintaa, voidaan lisdéntyneen miRNA —
pitoisuuden ajatella vdhentédvin yhden tai useamman geenin toimintaa. Madaltunut miRNA —

pitoisuus taas todennikoisesti kertoo ndiden geenien toiminnan vaikutusten tehostumisesta.

Tutkimustulosta voidaan pitdd mielenkiintoisena. Jos miRNA- 669c-3p toimisi elimistdssé
neuroinflammaatiota lisddvasti, voisi sen rajoittaminen mahdollisesti vdhentdd tulehdusreaktiota ja
siten vaikuttaa mm. Alzheimerin tautia estdvisti. GWO0742 voi mahdollisesti my0s hillitd
neuroinflammaatiota muulla tavoin, jolloin sen vaikutus miRNA- 669C:n pitoisuuteen on epédsuora.
Ihmisilld kartoitettuja miRNA- 669c-3p kokeita ei allekirjoittaneen tiedossa ole. Hiljattain havaittiin
Kolosowskan ja kumppaneiden tutkimuksessa yli-ilmenevin MIRNA- 669c-3p:n toimivan
iskeemisen aivohalvauksen hiirimalleissa neuroprotektiivisesti, ja sen indusoituvan iskeemisissi

aivohalvauksissa. (Kolosowska et al. 2020)

Aiemmissa tutkimuksissa miRNA-466 ndyttdisi inhiboivan eturauhassyOvéin tuumorin kasvua ja
luustometastaasien muodostumista, vaikuttamalla osteogeeniseen transkriptiotekijda RUNX2:een
usean eri geenin kautta. Samassa tutkimuksessa endogeenisen miR-466 poistaminen indusoi
premaligneja muutoksia eturauhasen soluissa. (Colden et al. 2017.) Lisdksi kyseiselld miRNA:lla
saattaa olla my0Os osansa virusinfektioiden torjunnan tehostamisessa ainakin Coxsackie- ja
adenovirusinfektioissa. (Lam et al. 2014) Kyseinen miRNA vaikuttaisi osallistuvan my®ds imusuonten

muodostumiseen. (Yee et al. 2017)
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Tassd tutkimuksessa LPS késittely merkitsevisti alensi kyseisen miRNA:n ilmentymistd, verrattuna
kontrolliin. Niin ollen voitaisiin ajatella neuroinflammaation mahdollisesti alentavan kyseisen
miRNA:n ilmentymistd. Jatkotutkimuksissa olisi mielenkiintoista ndhdé, pystyttiisiinkd miRNA

466-tuotantoa lisaamalld mahdollisesti vaikuttamaan neuroinflammaatiotasoon.

Tuloksia tarkastellessa on kuitenkin hyvd muistaa, ettei hiirten soluilla tehdyistd tuloksista voida
vetdd suoria johtopdétoksia tulosten samankaltaisuuteen myos ihmisilld. Tutkimuksen suorituksen ja
tulosten analysoinnin vililld ehti my0s kulua varsin paljon aikaa, mikd voi vaikuttaa tutkimuksen
kokonaisuuteen. Lisdksi tutkimuksen tekijdn véhdinen kokemus laboratoriotydskentelystd, voi
vaikuttaa jolloin mm. tyovélineiden kéytossd voi syntyd suurempia ja useammin mittausvirheiti ja
vadristymia.

Tutkimusta tarvitaan kuitenkin lisdd osoittamaan GW0742:n vaikutus miRNA:n ilmentymiseen ja

mahdolliseen yhteyteen neuroinflammaation vihentdmiseksi.
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