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Aivoperainen hermokasvutekija (BDNF) ja sen tyrosiinikinaasireseptori TrkB saatelevat
keskeisella tavalla hermosolujen erilaistumista, selviytymistd ja muovautuvuutta. Niiden
signalointiin liittyvat hairiét onkin liitetty monien mielialahairididen patofysiologisiin meka-
nismeihin ja reseptorin on arveltu olevan keskeinen tekija masennuslaakkeiden terapeut-
tisten vaikutusten valittmisessa.

Helsingin yliopiston Neurotieteen tutkimuskeskuksessa toteutetun opinnaytetyon tarkoituk-
sena oli pystyttaa in situ entsyymivalitteinen immunosorbentti-menetelma (ELISA), jota
voidaan hyddyntaa TrkB-reseptorin fosforylaation mittaamiseksi primaarihermosoluviljel-
mista. Kyseinen menetelmd on aikaisemmin pystytetty TrkB-reseptoria ilmentavélle fib-
roblastisolulinjalle, joka on joustavuudestaan huolimatta puutteellinen tutkimusvaline kes-
kushermostoon vaikuttavia ld&keaineita seulottaessa, silla fibroblastit eroavat perustavan-
laatuisesti primaarihermosoluista. Primaarihermosolut ovat kasvualustansa suhteen vaati-
vampia kuin fibroblastit, ja tavoitteena oli I6ytaa viljelyolosuhteet, joissa olisi mahdollista
mitata BDNF:n aikaansaama TrkB-fosforylaatio ja joissa primaarihermosolut olisivat morfo-
logialtaan normaaliolosuhteissa viljeltyjen hermosolujen kaltaiset.

Opinnaytetydn suorituksen aikana menetelma saatiin toimimaan kohtalaisesti. Menetelman
signaali-kohina-suhdetta onnistuttiin teravoittdm&an pinnoittamiseen kaytetyn poly-L-
lysiinin konsentraatiota pienentdmalla, pinnoitukselle herkkien vasta-aineiden vaihtamisel-
la, sekéd inkuboimalla primaéarihermosoluja pidempid aikoja, kuin pohjana kaytetyn mene-
telman fibroblasteja oli inkuboitu. Menetelma on jo nykytilassaan hyddyllinen akateemisis-
sa tutkimusprojekteissa ja menetelmé&n optimointi automatisoituun tutkimusymparistoon
mahdollistaisi sen hyédyntamisen ladkeaineiden suurseulonnassa.
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Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and its tyrosine kinase receptor TrkB regulate
neuronal differentiation, survival and plasticity. Abnormal TrkB-BDNF signaling has been
associated with the pathophysiological mechanisms of mood disorders. Emerging evi-
dence suggests that TrkB and related interactions play a significant role in mediating the
therapeutic effects of antidepressants.

The thesis was carried out at the Neuroscience Center, University of Helsinki, and its pur-
pose was to set up an in situ enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) method for the
measurment of TrkB phosphorylation in primary neuron cultures. The method has been
previously set up for a fibroblast cell line expressing the TrkB receptor. Fibroblasts are a
relatively flexible research tool but lack the structure and the functional characteristics of
neurons. The main goal was to find culturing conditions in which the measuring of the
BDNF-triggered TrkB phosphorylation would be possible and in which the cultured neurons
would have the morphology of the neurons cultured in normal conditions.

We managed to develop the method significantly during the project. Initially evidently low
signal-to-noise ratio was optimized by altering the coating conditions, the antibodies used
and the incubation periods. The method is ready for academic projects, but further optimi-
zation is required before it can be utilized in an automated high-throughput chemical
screening.
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1 Johdanto

Ensimmaiset masennuslaakkeet Ioydettiin yli 65 wvuotta sitten. Iproniatsidi ja
Imipramiini olivat kemialliselta rakenteeltaan melko erilaisia, mutta pé&aasiallisena
kohteena molemmilla l[a&keaineilla oli joko monoamiinien katabolismin tai takaisinoton
estaminen. Nama léydokset johtivat kasitykseen, ettd masennus johtuu monoamiinien
kemiallisesta epatasapainosta aivoissa ja ettd masennusta voidaan hoitaa
tasmallisesti tata epatasapainoa korjaamalla. Silloiset tutkimukset pyrkivat 16ytdm&an
jonkinlaisia pitkdaikaisia muutoksia monoaminergiseen signalointiin vaikuttavien
proteiinien ilmentamisessa ja interaktioissa, mutta mitdan ratkaisevia |6ydoksia ei
tehty. [1.] On mielenkiintoista, ettda masennuslaakkeiden vaikutukset todetaan yleensa
vasta 2 - 3 viikon kuluttua hoidon aloittamisesta. Tama on johtanut hypoteesiin, jossa
masennusladkkeiden ajatellaan lisaavan hermoverkkojen muovautuvuutta TrkB-

reseptorin vélityksella [2].

Trk-reseptorit ovat tyrosiinikinaasien ryhmaan kuuluvia proteiineja, jotka toimivat
reseptoreina neurotrofiineiksi kutsutuille hermokasvutekijoille. Naiden reseptorien ja
neurotrofiinien interaktion on todettu edistdvan esimerkiksi aivojen kykya muovautua.
Tama on keskeista sikion kehityksessa, kytkoksissa oppimiseen, ja sen arveltu olevan

tarkedssé asemassa myos masennuksesta toipumisessa.

Neurotrofiinin liittyessé reseptoriin  kyseinen reseptori fosforyloituu viedékseen
signaalia eteenpain. Tama fosforylaatio on mitattavissa vasta-aineisiin pohjautuvilla
biokemiallisilla ~ menetelmilla,  kuten  entsyymivdlitteisella  immunosorbentti-
maarityksella, ELISAlla. Mittaus voidaan suorittaa aivokudosnhaytteistda, mutta
elaintdista aiheutuvien nousevien kustannusten ja vaivalloisuuden vuoksi esimerkiksi
ladkeaineseulonnoissa kaytetddn yha& useammin primdarihermosoluja tai muita

soluviljelmia.

TrkB-reseptorin fosforylaation mittaamiseen on hiljattain kehitetty suhteellisen
vaivaton In situ ELISA-menetelmd, jossa solut kasvatetaan, stimuloidaan ja lyysataan
ELISA-levylla. Kyseinen menetelma on optimoitu reseptoria ilmentavalle solulinjalle,
joka eroaa morfologialtaan ja aineenvaihdunnaltaan olennaisesti

primaarihermosoluista. Menetelm&d on yritetty siirtdd prim&arihermosoluilla



kaytettavaksi, mutta tdhan mennessa parhaaseen tulokseen on paasty menetelmalla,
jossa hermosolut kasvatetaan erillisella maljalla ELISA-levyn sijaan. Tasta johtuen
protokollan suorittaminen sisaltdd runsaasti tyéllistdvia manuaalisia pipetointivaiheita,
jotka estdvat menetelmdn automatisoinnin esimerkiksi kattavaa ldékeaineseulontaa

varten.

Taman opinnaytetydn tavoitteena oli I0ytda materiaalit ja olosuhteet, joissa
primaarihermosolut kiinnittyvat ELISA-levylle, seka joissa ne ovat morfologialtaan ja
viabiliteetiltidn samankaltaisia kuin normaaliviljelyolosuhteissa. Liséksi néaissa
olosuhteissa tulisi olla mahdollista mitata herkasti aivoperdisen hermokasvutekijan
(BDNF) aikaansaama TrkB-reseptorin fosforylaatio, jota voidaan kayttaa

vertailukohteena TrkB-signalointiin vaikuttavia laékeaineita etsittdessa.



2 Teoria

2.1 Neurotrofiinit

Neurotrofiinit ovat suhteellisen pienikokoisia hermokasvutekijéihin  kuuluvia
proteiineja, jotka useiden muiden proteiinien tapaan syntetisoidaan karkealla
endoplasmisella kalvostolla. Neurotrofiinit osallistuvat keskeisesti hermosolujen
kehityksen, erilaistumisen, suojaamisen ja muovautuvuuden saatelyyn. Erityisen
tarkeitd ne ovat sikién aivojen kehityksessa. Neurotrofiineja tunnetaan neljaa tyyppia;
NGF, BDNF, NT-3, seka NT-4. Ne sitoutuvat kukin suurella affiniteetilla tiettyyn Trk-
reseptoriin, poikkeuksena NT-4, joka sitoutuu samaan reseptoriin kuin BDNF, mutta
pienemmalla affiniteetilla. BDNF on eniten aivoissa esiintyva neurotrofiini ja se on
litetty monien masennusladkkeiden toimintaan [3]. Taman vuoksi aivoihin ja
keskushermostoon vaikuttaviin laakeineisiin liittyva tutkimus keskittyy yleisesti siihen,

seka sen keskeisimpaan reseptoriin TrkB:hen. [4.]

BDNF:n synteesi on proteiinisynteesille tyypilliseen tapaan hyvin tarkoin saadeltya.
Sita koodaava geeni sisaltda yksitoista 5’ eksonia ja yhden 3’ eksonin [5]. Synteesi
kulkee proBDNF:ksi kutsutun esiasteen kautta valmiiksi, hermosolujen sailymista ja
hermoyhteyksien muovautuvuutta edistavaksi, vain 27 kDa:n kokoiseksi proteiiniksi.
Sen monimutkainen matka aminohappoketjusta valmiiksi toiminnalliseksi proteiiniksi
sisdltdd monta séatelykohtaa ja vaihtoehtoista reittid, joiden avulla sen lopullinen
funktio maadritetddn. BDNF pakataan synteesin alkuvaiheiden jalkeen vesikkeliin
dimeerisessd epakypsadssa muodossa. Vesikkelin sisalla tata niin  sanottua
proBDNF:44 muokataan entsymaattisesti ja vesikkeli kuljetetaan aksonia pitkin
synapsiin. BDNF ja sen esiaste vapautuvat synapsista solun ulkopuolelle, jossa pro-
osa pilkotaan joissain tapauksissa irti, joko plasmiinin tai matriksin proteinaasien
toimesta. Kypsa BDNF sitoutuu korkealla affiniteetilla TrkB-reseptoriin (kuva 1), mika
aktivoi solunsisdista signalointia ja johtaa reaktiosarjaan, joka edistda muun muassa
solun henkiinjddmista ja hermoyhteyksien vahvistumiseen vaikuttavien geenien
iimentymista. Pro-osan jdddessa pilkkoutumatta, proBDNF sitoutuu mita

todennakdisimmin tuumorinekroositekijoiden perheeseen kuuluvaan p75-reseptoriin.

[6.]
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Kuva 1: BDNF vapautuu synaptisista vesikkeleista solun ulkopuolelle, minké jalkeen sen epakypsa proBDNF
pilkotaan irti plasmiinin ja matriksin proteinaasien toimesta. Kypsa osa sitoutuu korkealla affiniteetilla TrkB-
reseptoriin, joka muodostaa dimeerin ja aktivoituu. Epékypséan osan jaadessa pilkkoutumatta proBDNF
sitoutuu korkealla affiniteetilla p75-reseptoriin.

Vaikka useat tutkimukset ovat osoittaneet joidenkin laékeaineiden lisddvan BDNF-
geenin ilmentymistda, se ei valttamatta merkitse lisdantynytta TrkB-signalointia.
Ensinnakddn kasvu BDNF:n maarassa ei valttamatta tarkoita, ettd sitd vapautuu
suurempia maaria. Lisdksi erityisesti proBDNF-muodossa vapautunut BDNF aktivoi
TrkB-reseptorin sijaan p75-reseptoria, jonka toiminta on viela osittain tuntematon.
Joissain yhteyksissa sen aktivaatio nayttaisi kuitenkin johtavan miltei painvastaisiin

lopputuloksiin kuin TrkB-reseptorin aktivaatio, esimerkiksi apoptoosiin [7].

2.2 TrkB-reseptori

TrkB kuuluu tropomyosiinin-kaltaisten tyrosiinikinaasireseptorien perheeseen. Ne ovat
reseptorimuotoisia tyrosiinikinaaseja, jotka sijaitsevat useiden lihas-, munuais-, ja
hermosolujen solukalvolla. Reseptori voidaan periaatteessa jakaa kahteen osaan:
Solun ulkopuolella sijaitsevaan ekstrasellulaariseen osaan, joka toimii interaktioissa
neurotrofiinien kanssa ja intrasellulaariseen osaan, joka toimii katalysoivana

entsyymina solun sisalla.



TrkB-reseptorin solun ulkopuolinen osa on runsaasti N-glykosyloitu ja jopa 33 % sen
molekyylipainosta koostuu sokereista [8]. Reseptorin molekyylipaino voikin vaihdella
kohtuullisen paljon glykosylaation maaréasta riippuen. Glykosylaation kaksi keskeisinta
funktiota ovat estda reseptorin autofosforylaatio ilman ligandia ja sdadella reseptorin
synteesinjalkeista kuljetusta solukalvolle [7]. Solun ulkopuolinen osa sisaltda kaksi
immunoglobuliini-C2 domainia, jotka ovat keskeisessa asemassa ligandin
tunnistamisessa ja sen valisessa interaktiossa reseptorin kanssa [10]. Reseptorin
solun sisdinen osa koostuu tyrosiinikinaasista, jonka tehtdvanda on siirtda

fosfaattiryhma adenosiinitrifosfaatilta (myoh. ATP) tyrosiinille. [11.]

Kun ligandi sitoutuu Trk-reseptoriin, reseptori muodostaa kahtaismuodon eli dimeerin
ja aktivoituu. Dimerisaatio saa aikaan solunsisaisen osan tyrosiinijjaamien
transfosforylaation. Fosforyloituneet tyrosiinijaénteet toimivat sitoutumispaikkoina
solunsiséisille, reseptorin signaalia eteenpéin vieville proteiineille. Reseptorin
aktivoituminen johtaa potentiaalisesti useaan reaktiokaskaadiin. Esimerkkeind niista
ovat AKT-reitti, joka edistdd solun henkiinjaamista, ERK-reitti, joka vaikuttaa solun
erilaistumiseen, sekd PLC-y, jonka on todettu edistavdn hermoverkkojen

muovautuvuutta esimerkiksi aksonien kasvulla. [4.; 6.]

Ei ole sattumaa, ettd laajamittaisen tutkimuksen kohteena ovat juuri nama reseptorit
ja niiden ligandit. BDNF:sta aiheutuva TrkB-signalointi on liitetty antidepressanttien
terapeuttisiin vaikutuksiin ja sen normaalista poikkeavan signaloinnin on arveltu
littyvan keskeisesti myds joidenkin mielialahairididen patofysiologisiin mekanismeihin.
Joidenkin ladkeaineiden on todettu aktivoivan TrkB-reseptorin signalointia [12], siita
aiheutuva lisaantynyt aktiivisuus voi kaynnistdd hitaan, ympariston ohjaaman
hermoyhteyksien uudelleenjarjestaytymisprosessin. Tadmé saattaa selittdd, miksi
masennuslaakkeiden vaikutukset mielialaan ilmenevét vasta viikkojen viiveella.
Seulontamenetelmét, joiden avulla voidaan etsia TrkB-reseptorin aktiivisuuteen
vaikuttavia la&keaineita, ovatkin erittain mielenkiintoisia uudenlaisten

antidepressanttien ja aivojen muovautuvuutta edistavien ladkkeiden etsinnéssa. [13.]

2.3 TrkB-fosforylaation mittaaminen soluviljelmista

ELISA on kuoppalevyihin pohjautuva analyysimenetelma, joka hyddyntaa tutkittavalle
analyytille spesifeja vasta-aineita ja mahdollistaa useiden naytteiden samanaikaisen

analysoinnin. Menetelm& on kehittynyt runsain mitoin sen keksimisesta. 70-luvun



alkupuolella  oli  tavanomaista, etta immunosorbentit materiaalit  olivat
selluloosapohjaisia, ja tdman vuoksi tydvaiheet sisélsivat analyysiaikaa pitkittavia
sentrifugointeja. Materiaali vaihdettiin melko nopeasti polystyreeniksi. [14.] TAm&n
seurauksena syntyi menetelmd, joka oli suhteellisen halpa ja suoritettavissa myos

laboratorioissa, jotka eivét tekniseltd varustelultaan olleet huippuluokkaa [15].

Tyypillisin nykydan kaytetty ELISA lienee ns. "Sandwich-ELISA”, jossa tutkittava
proteiini sitoutuu kuoppalevyn kaivojen sisapintaan Kkiinnitettyyn primaérivasta-
aineeseen ja se tunnistetaan taman jalkeen entsyymikonjugoidulla sekundaérivasta-
aineella. Entsyymikonjugoitu sekundaarivasta-aine tunnistetaan levylta substraatin
avulla. Substraatti valitaan siten, ettd entsyymin muokatessa sitd syntyy joko
varireaktio tai mitattavissa oleva kemiluminesenssi. Yleisesti kaytetty entsyymi on
piparjuuriperoksidaasi (myoh. HRP). Sen yhteydessa substraattina voidaan kayttaa
reagenssia, joka sisdltéd luminolia. HRP katalysoi luminolin hapettumisen
valivaiheiden kautta 3-aminoftalaatiksi. Tama reaktio vapauttaa fotoneita, jotka on
mahdollista kvantitoida herkasti, mikali kaytdssa on riittavan laadukas detektori.
Sandwich-ELISA:n etuihin lukeutuvat kahdesta vasta-aineesta johtuva korkea
spesifisyys, useasta mahdollisesta tunnistusmenetelmasta johtuva joustavuus ja se,
ettei naytettd useissa tapauksissa tarvitse juurikaan esikasitella. [16.] ELISA-
menetelmat sisaltavat kuitenkin usein vaiheita, jotka vaativat keskittymista ja kasin
tydskentelya. Joissain tapauksissa naytteet pitdd pipetoida kuoppalevylle yksitellen.
Tama on tydlasta ja nostaa lisdksi varianssia naytteiden valilla, kun inhimilliset
virheldhteet otetaan huomioon. Monet ELISA-menetelmét ovatkin menossa kohti
automaatiota, missd manuaalisten tydvaiheiden sijaan robotti hoitaa pipetoinnit ja
pesut. Tama on erityisen hyddyllista, kun tutkittavia naytteitd on satoja, esimerkiksi
la&keaineita seulottaessa.

TrkB-reseptorin fosforylaation mittaamiseen on kehitetty ELISA-menetelmd, jossa
soluja stimuloidaan BDNF:lla tai mielenkiinnon kohteena olevalla laakeaineella.
Taman jalkeen solut lyysataan ja lysaatti siirretddn ELISA-levylle, jolla Trk-reseptorit
sitoutuvat niille spesifin vasta-aineeseen. Taman jalkeen fosforyloituneet Trk-
reseptorit tunnistetaan toisella vasta-aineella. Menetelm&a on hyédynnetty myés In
situ -kontekstissa, jossa solut kasvatetaan prim&arivasta-aineen kanssa samalla
kuoppalevylld. Téassd yhteydessd lysaatteja ei tarvitse siirtdd manuaalisesti
kuoppalevyltd toiselle. Tamad s&astdd aikaa ja tydvoimaa, sekd mahdollistaa

menetelman ldhes taydellisen automaation (kuva 2). Menetelméan In situ -versio on



saatu toimimaan vain solulinjoilla, kuten TrkB-reseptoria ekspressoivilla fibroblasteilla,
eiké sen soveltuvuudesta primaarihermosoluille ole tietoa. [17.]

Perinteinen ELISA

YYYYYYYYYYYY

In Situ ELISA

Kuva 2: Perinteisessd menetelmassa (ylempi) solut lyysataan kasvatuslevylla minka jalkeen lysaatit siirretaén
kaivo kerrallaan ELISA-levylle, joka on pinnoitettu primé&arivasta-aineella. In situ -menetelméssa solut

kasvatetaan samalla levylla prim&arivasta-aineen kanssa, eika lyysauksenjélkeista siirtoa néin ollen tarvita.

Vaikka solulinjat ovat priméarihermosoluja joustavampi tyokalu esimerkiksi ELISA-
menetelmén TrkB-fosforylaation tunnistuskyvyn herkkyyden optimointiin, niin
erityisesti reseptorin fosforylaatiota aktivoivien, keskushermostoon vaikuttavien
ladkeaineiden seulonnassa ne ovat valitettavan puutteellinen tutkimusvaline.
Primaarihermosolut eroavat immortalisoiduista fibroblasteista perustavanlaatuisesti
morfologialtaan ja aineenvaihdunnaltaan. Fibroblasteilla ei ole rakenteita, jotka
vastaisivat aksoneita, dendriitteja tai synapseja. Liséksi niiden rajaton

jakaantumispotentiaali tekee niista sybdvantapaisesti jakaantuvia, kun taas neuronit



eivat erilaistuttuaan jakaannu lainkaan. Samasta syystad johtuen fibroblastit ovat
viljelmissa kaytdnnbdssd aina samanlaisia, mutta primaarineuronit maturoituvat ja
niiden Trk-signaloinnin  aktiivisuus muuttuu sen mukana [18.; 19.] Lisaksi
keinotekoisesti TrkB:td ilmentavat fibroblastit eivat reseptorin lisdksi valttamatta
iimenna mitddn muita siihen liittyvdn signaloinnin kannalta oleellisia proteiineja.
Primaarihermosolut ovat tutkimusmallina kaukana kokonaisista toiminnallisista
aivoista, mutta paljon [ahempéané kuin yhté mielenkiinnon kohteena olevaa reseptoria

ilmentava solulinja.

2.3.1 Primaarihermosoluviljelmat

Primaarihermosolut ovat huomattavasti vaativampia kasvualustansa suhteen kuin
solulinjat. Siin& miss& esimerkiksi fibroblastit kasvavat suoraan tehdaspinnoitetulla
maljalla, neuronit tarvitsevat lisdpinnoituksen pystydkseen Kiinnittymaan maljan
pintaan. Tehdaspinnoite saadaan aikaan altistamalla positiivisesti varautunut
polystyreenipinta hapettaville olosuhteille. Sitoutunut happi muuttaa pinnan varauksen
negativisemmaksi kasvatusmedian lasna ollessa. Tama vahentdd maljan
hydrofobisuutta ja sallii solujen kiinnittymista edistavien proteiinien vitronektiinin ja

fibronektiinin kiinnittya pintaan helpommin. [20.]

Ongelmia tehdaspinnoituksen kanssa tulee siina vaiheessa, kun halutaan kayttaa
kasvatusmediaa, joka ei sisadlla seerumia. Tama johtuu siitd, ettd edella mainitut
kiinnittymistekijat ovat nimenomaan seerumissa. [21.] Prim&arihermosoluja viljellessa
kaytetaan yleisesti seerumi-vapaata kasvatusmediaa. Talla ravinnekdyhalla medialla
yritetddn estdad muiden aivoissa tyypillisesti esiintyvien solujen kasvu. [22.] Suurin
ongelma ovat glia-solut, jotka ovat aivoissa esiintyvia tukisoluja. Niiden normaaleihin
tehtaviin kuuluu esimerkiksi solun ulkopuolisen tilan kemiallisen tasapainon saately ja
myeliinitupen muodostaminen aksonien ymparille. Ongelmalliseksi ne tekee se, etta
ne ovat jakautuvia soluja, mitd neuronit eivat ole. Tamé johtaa pahimmassa
tapauksessa siihen, etta gliasolut valtaavat maljalta kaiken tilan ja siten myos
ravinteet, eikd neuronien tutkiminen nain ollen ole mahdollista. [23.]
Primaarihermosoluja preparoidessa solut maljataankin aluksi petrimaljalle, jolle glia-
solut kykenevat kiinnittymaan, mutta neuronit eivat. Malja jatetdan puoleksi tunniksi
inkubaattoriin ja sen jalkeen kerataan silla oleva kasvatusmedia talteen. Suurin osa
glia-soluista on tarttunut maljan pohjaan, mutta neuronit ovat viela mediassa. Glia-

solujen maara on valmiissa viljelmassa taman vuoksi huomattavasti pienempi, mutta



niitd on aina lasna. Seerumin lisddminen kasvatusmediaan saakin ne jakaantumaan
rgjahdysmaisesti. Tastd johtuen puhdas neuronivilielmd vaatii seerumi-vapaan

median, ja sen seurauksena tarvitaan jokin solujen kiinnittymista edistava pinnoite.

2.3.2 Priméaarihermosoluviljelmien pinnoitteet

Yleisesti ottaen primaarihermosoluviljelmiin  kaytettavat maljat ja kuoppalevyt
pinnoitetaan poly-L-lysiinilla. Muita vaihtoehtoisia Kiinnittymistekijoitd ovat muun
muassa fibronektiini ja laminiini. PLL on luonnollinen homopolymeeri, joka otettiin
alun perin kayttoon yksinomaan lasipinnoille, silla lasin ajateltin olevan huono
kasvualusta sen negatiivisen varauksen vuoksi. Tama johtui siitd, etta nettovaraus
neuronien pinnoilla on tavallisesti myds negatiivinen. PLL:n ajateltiin edistavan
solujen kiinnittymistad pintavarausta muuttamalla. Todellisuudessa asia ei ole nain
yksinkertainen. Todennakoisesti PLL edistaa ekstrasellulaarisella matriksilla olevien

kiinnittymista edesauttavien proteiinien ja lektiinien adsorptiota. [20.]

Laminiinit ovat luonnollisesti ekstrasellulaarisen matriksin tyvikalvolla esiintyvia
proteiineja. Hermosolujen aksonit sisédltavat pintarakenteita, joita kutsutaan
integriineiksi. Ne ovat tarttumisreseptoreja, joista o0sa sitoutuu nimenomaan
laminiiniin. Tama interaktio edistaa aksonien kasvua ja solujen kiinnittymista alustaan.
[24.]
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3 Materiaalit

3.1 Solumallit

MG87TrkB on NIH/3T3-soluihin pohjautuva solulinja. 3T3-solut ovat hiiren alkiosta
peraisin olevia fibroblasteja, jotka ovat lapikayneet spontaanin mutaation ja sita kautta
saavuttaneet rajattoman jakaantumispotentiaalin. MG87TrkB-solut on transfektoitu
plasmidilla, joka siséltdda rotan Ntrk2-geenin cDNA-sekvenssin TrkB-reseptorin
yliekspressoimiseksi. Lisaksi plasmidi siséltdd geenin, jonka DNA-sekvenssi
pohjautuu  Aph-l-geeniin. Geeni koodaa aminoglykosidi 3’-fosfotransferaasi-
entsyymia. [25.] TAma entsyymi deaktivoi nisakassoluissa G418-antibioottia, joka
kuuluu aminoglykosideihin. liman tata entsyymia solut kuolevat G418:aa sisaltavalle
maljalle, silla se estaa niiden polypeptidisynteesin. Sita kaytetddn, koska se auttaa
valttdmaan kontaminaatioita estamalla monien bakteerien ja muiden nisékassolujen
kasvun maljalla [26.]. Solujen irrottamiseen kaytettiin Trypsin-EDTA:ta ja ne kasvatet-
tin DMEM:issé (taulukko 1). Solujen stimulointiin kaytettiin Peprotechin tuottamaa
BDNF-liuosta.

Taulukko 1: MG87TrkB-solujen kasvatusliuoksen koostumus

Kasvatusmedia

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco®, Life Technologies)

G418/Geneticin 400 pg/ml (CB)

10 % Fetal Bovine Serum (Gibco®, Life Technologies)

1 % Penicillin Streptomycin (Gibco®, Life Technologies)
1 % L-Glutamine (Gibco®, Life Technologies)
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Primaarihermosolut

Menetelman optimoinnissa kaytetyt primaarihermosolut preparoitiin rotan embryoista,
jotka olivat 17 - 18 wvrk:n ik&isid. Preparoinnissa kaytettiin preparointimediaa ja
DMEM-kasvatusliuosta. Preparoinnin suoritti laboratorioteknikko Outi Nikkild. Solut
viljeltiin neurobasal kasvatusmediassa (taulukko 2), joko poly-L-lysiini (Sigma) tai
laminiinipinnoitetta (Invitrogen) kayttaen. Stimulointiin kaytettiin Peprotechin tuotta-

maa BDNF-liuosta.

Taulukko 2: Primaarihermosolujen yhteydessa kaytetyt liuokset

Preparointimedia (HBSS) DMEM Neurobasal

Hank’s Balanced Salt Solution
w/o Ca and Mg (Gibco®)

Dulbecco’s Modified Eagle

® i i ®
Medium (Gibco®) Neurobasal® Medium (Gibco®)

10 % Fetal Calf Serum (Gib- | 2% B27 Supplement, Serum

1 mM Natriumpyruvate (Sigma)

c0®) Free (Gibco®)
5 — - 5 — . —
10 mM HEPES pH 7,2 (Gibco®) %Gﬁfo%r)ncnhn Streptomycin io/%)Pemcnlm Streptomycin (Gib

1 % L-Glutamine (Gibco®) 1% L-Glutamine (Gibco®)

3.2 In situ ELISAN reagenssit

laimennettiin  kaikissa OptaCOAT"™-puskuriin

laimennettiin  blokkausliuokseen tai

Primaarivasta-aine
(ALerCHEK

pesupuskuriin (taulukot 3 ja 4).

tapauksissa

Inc.). Sekundaarivasta-aineet

Taulukko 3: Kéytetyt vasta-aineet

Priméaari

Sekundaari

Tertiaari

SC-11, Trk-antibody (Rab-
bit polyclonal igG, Santa
Cruz Biotechnology)

PY-20 Biotin, (Anti phos-
photyrosine:biotin
Mouse, BioRad)

Streptavidin, HRP Conjugated
(ImmunoPure®, Thermo Scien-
tific)

PY-20 (Anti phosphoty-
rosine Mouse, BioRad)

Goat Anti-Mouse HRP Conju-
gated (BioRad)

PY-20 HRP (Anti phos-
photyrosine HRP Conju-
gate Mouse, BioRad)

4G10 (Anti-
phosphotyrosine Clone,
mAb, Mouse, Millipore)




Taulukko 4: Puskuriliuokset

Blokkausliuos

Lyysispuskuri

2 % Bovine Serum Albumin,
Lyopholized powder = 96%
(Sigma-Aldrich)

ProteoJET™ Membrane Protein
Extraction Kit (Fermentas)

0,1 % Tween® 20, Proteomics
Grade (Amresco)

2 mM Sodium Orthovanadate
(NasVOs4, Sigma-Aldrich)

Phosphate Buffered Saline 10x
1:10 in MilliQ-water

Complete Protease Inhibitor Mix
(Roche)

3.3 Laitteet ja valineet

12

Kuoppalevyind ELISAa varten kaytettiin joko Perkin-Elmer Optiplate- tai Isoplate-

levyjd. Soluja erikseen kasvattaessa kaytettin Perkin-Elmer Cultureplate-levya.

Levyjen pesut suoritettiin Thermo Scientific Well Wash AC -kuoppalevypesurilla. HRP

tunnistettiin levyilta Pierce® ECL Western Blotting Substraattia (Thermo Scientific)

kayttaen. Levyjen luminesenssi

kuoppalevylukijalla.

luettin  Thermo Scientific Varioskan

Flash
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4 TyOn suoritus

Menetelman optimoinnin aikana muutettiin  useita parametreja. Yhteenveto

muokatuista parametreista ja kokeilluista vaihtoehdoista on esitetty taulukossa 5.

Taulukko 5: Menetelman optimoinnin aikana muutetut parametrit

Kuoppalevy | Pinnoite \?:Igtl;r_lgiiaéri 5!1arl?gtekonsen— Inkubaatioaika
Optiplate '(‘)%Ti”i” 6.67ugml by oo 0,001% 1 DIV
Isoplate Laminin 20 pg/ml Opt. [ PY-20 biot. [ 0,0001% 2DIv
h*;"g”i” 6.67ugml 1 py 20 HRP |0,00002% 3DIV
Laminin 20 pg/ml H20 [ 4G10 6 DIV
Poly-L-lysiini 14 DIV
Optacoat

4.1 pTrk-ELISA fibroblasteilla

Optimoitavan menetelman lahtokohtana kaytettiin TrkB-reseptoria ekspressoiville
fibroplasteille optimoitua In situ ELISA-menetelmda (kuva 3). Menetelmassa on
aiemmin kaytetty kahta erilaista kuoppalevya: Perkin-Elmer Optiplate ja Isoplate.
Niiden ainoa ero on pohjan l&pinakyvyys. Isoplaten lapindkyva pohja mahdollistaa
solujen tarkkailun mikroskoopilla, mika on hyo6dyllistd solujen morfologian ja
konfluenssin seuraamisessa pitkien inkubaatioaikojen yhteydessa. Lapindkyvéan levyn
pohjaan voidaan liimata valkoinen tarra, joka mahdollistaa kemiluminesenssin

mittaamisen, mutta oletettavasti matalammalla herkkyydella.
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In Situ -levyn
UV-sterilointi

__.---(Kaivoien pinnoitus primﬁﬁrivasta-aineella)

Solujen kasvatus

Kaivojen
blokkaus

Solujen siirto
In situ -levylle

Solujen
stimulointi

Solujen
lyysaus

Detektointi

Kuva 3: Vuokaavio: In situ ELISAn suoritus MG87TrkB-soluilla

Samalla vertailtiin my6s perinteisen ja In situ -menetelmén vaste-eroja. Menetelmien
tydvaiheiden erot vaikuttavat melko vahaisilta: Perinteinen menetelma vaatii steriilia
tydskentelya vain soluja kasitellessd. Solut kasvatetaan, stimuloidaan ja lyysataan
erillisella, nimenomaan soluviljelyyn tarkoitetulla levylla. Lysaatti siirretdan talta
kuoppalevylta prim&arivasta-aineella etukateen pinnoitetulle ja blokatulle ELISA-
levylle. Lysaattien siirtaminen taytyy yleenséa tehda kuoppa kerrallaan, jotta suurin osa
lysaatista saataisiin varmasti siirrettyd. Jos levyja on yksi, niin toimenpide vie noin 15
min, mutta vaatii runsaasti keskittymista, jotta kaikki lysaatti saataisiin varmasti
siirrettya ja valtyttaisiin sekoittamasta naytteitd toisiinsa. Levyjen lukum&éran ollessa
suurempi, siirtiminen vie runsaasti aikaa. Yleensa laékeaineita seulottaessa levyjen

lukumaara on erittain suuri.
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In situ -menetelmaa kaytettdessa vaaditaan jo alkumetreilla kohtuullisesti steriili&
tydskentelyd. Solut kasvatetaan ELISA-levylla soluviljelylevyn sijaan, mika merkitsee
ettd ELISA-levy on steriloitava UV-valolla jo ennen vasta-ainepinnoitusta. Lisaksi
vasta-aineliuos ja blokkausliuos on steriilisuodatettava ennen levylle pipetointia.
Lysaatin siirtoa ei kuitenkaan tarvita, silla vasta-ainepinnoite on silla levylla, milla solut
lyysataan. Tama vahentaa vaadittavan kasitydn maaraa ja mahdollistaa menetelman
automatisoinnin.  In  situ -menetelman kayttdminen vaikuttaa olennaisesti
primaarivasta-aineen valintaan: solut maljataan kaytanndssa primaarivasta-aineen
paalle, eikd kaytettava vasta-aine saa reagoida TrkB-reseptorin ekstrasellulaarisen
osan kanssa. TA&std johtuen vasta-aineen on oltava spesifi reseptorin

intrasellulaariselle osalle, jotta interaktio tapahtuisi vasta, kun solut lyysataan.

Kuoppalevyvertailu

UV-steriloitiin In situ -levyna toimiva 96-kuoppalevy 20 min ajan laminaarikaapissa ja
pipetoitiin taman jalkeen levylle steriilisuodatettua Optacoat-liuosta (ALerCHEK Inc.)
200 pl/kuoppa. Optacoat sisélsi 1:500 SC-11 (Polyclonal Rabbit 1gG, Santa-Cruz)
Trk-vasta-ainetta. Levyjen suorituskyvyn vertailuun kaytettaville levyille pipetoitiin
samanlainen, mutta steriilisuodattamaton liuos. Levyja inkuboitin 300 rpm:n
ravistuksessa yon yli kyimahuoneessa (+4 °C). Levyt blokattiin pipetoimalla kuoppiin
300 pl 2 % BSA/PBS-T-liuosta ja inkuboimalla 2 h ravistuksessa huoneenlammaossa.

Perinteiset ELISA-levyt siirrettiin tAman jalkeen jadkaappiin.

Poistettiin blokkausliuos In situ -levylta ja pestiin kuopat kahdesti 300 pl:lla DMEM-
kasvatusmediaa, jotta kaikki blokkausliuos saataisiin varmasti pois. Jaettiin
konfluentteja MG87TrkB-soluja kasvatusmaljalta kahdelle Perkin-Elmer Cell Culture
96 -kuoppalevylle, seka In situ -levylle jakosuhteessa 1:2. Levyt siirrettiin
inkuboitumaan yon yli (37 °C, 5 % COy).

Stimuloitiin  soluja BDNF-pitoisuuksilla: 1, 5 ja 25 ng/ml 15 min. Negatiivisena
kontrollina kaytettiin pelkkdd DMEM-kasvatusmediaa. (1 % PenStrep., 1 % L-Glut, 10
% FCS, G418 400 pg/ml) . Levyt siirrettiin inkubaattoriin  stimuloinnin  ajaksi.
Stimulointi lopetettiin poistamalla kasvatusmedia levyltd ja pipetoimalla levyille

lyysispuskuria (2 mM NasVOs + Complete protease inhibitor Mix (Roche)), 25
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pl/kuoppa. Levyja inkuboitin 1 h 800 rpm:n ravistuksessa kylmahuoneessa

perusteellisen lyysautumisen varmistamiseksi.

Poistettiin  blokkausliuos perinteisilta ELISA-levyiltd ja siirrettiin  niille lysaatit
kasvatuslevyiltd. Siirtaminen tehtiin siten, ettd levyt pidettin koko ajan jailla.
Perinteisille ja In situ -levylle liséttiin 175 pl 2 % BSA/PBS-T-liuosta, joka oli 2 mM
natriumvanadaatin suhteen tyrosiinifosfataasien inhiboimiseksi. Levyt siirrettiin +4 °C

kylmahuoneeseen, missa niitd inkuboitiin 300 rpm:n ravistuksessa yon yli.

Pestiin levyt nelja kertaa 300 pl:lla PBS-T-liuosta Thermo Scientific Well Wash -
kuoppalevypesuria kayttaen. Levyille pipetoitiin 200 pl 2 % BSA/PBS-T-liuosta, mika
sisdlsi 1:1000 laimennettua biotiini-konjugoitua fosfotyrosiini-vasta-ainetta PY-20
(Mouse monoclonal 1gG, BioRad). Levyjd inkuboitiin jalleen kylmahuoneessa 300

rpm:n ravistuksessa yon yli.

Levyt pestiin jalleen edella mainitulla pesuchjelmalla. Taméan jalkeen levyille
pipetoitin 200 pl 2 % BSA/PBS-T, mika sisédlsi 1:10000 laimennettua HRP-
konjugoitua streptavidiinia (ImmunoPure®, Thermo Scientific). Levyja inkuboitiin 2 h
huoneenlammaodssad 300 rpm:n ravistuksessa ja pestin ne inkuboinnin jalkeen
kuoppalevypesurin pesuohjelmalla. Levyille pipetoitin 100 pl ECL-reagenssia
(Thermo Scientific) ja mitattin luminesenssi Thermo Scientific varioskan-

kuoppalevylukijalla.

4.2 Viabiliteetti eri pinnoitteilla

Vertailtin  erilaisten  pinnoitusmenetelmien  vaikutusta  primaarihermosolujen

morfologiaan ja viabiliteettiin.

Prim&arihermosoluviljelmien valmistus

Suihkutettiin lopetetun kantavan rotan alavatsa 60-prosenttisella etanolilla. Leikattiin
alavatsa auki, nostettiin sikiopusseja pinseteilla ja leikattiin ne irti kohdusta, jonka
jalkeen siirrettiin ne jadkylmaén PBS:aan. Sikiokalvo leikattiin auki, embryo poimittiin
pussin sisaltd ja napanuora katkaistiin. Paat irrotettiin leikkaamalla ja siirrettiin ne

petrimaljalle, jolla oli jadkylmaa PBS:4a. Pidettiin paata paikallaan atuloilla
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silmékuoppien kautta ja kuorittiin ihokerrosta pois pinseteilld. Leikattiin kallo auki
takaa seka sivuilta ja painettiin aivot varovasti ulos pinseteilld. Siirrettiin aivot jailla
olevalle petrimaljalle, jossa oli preparointiliuosta (Hank’s Balanced Salt Solution w/o
Ca and Mg (Gibco®) + 1 mM Natriumpyruvate (Sigma) + 10 mM HEPES pH 7,2
(Gibco®)). Dissekaoitiin aivot mikroskoopin alla leikkaamalla aivopuoliskot irti toisistaan
ja poistamalla pikkuaivot. Poistettiin hajuk&&mit ja aivokalvo verisuonineen. My6s

hippokampus poistettiin leikkaamalla se varovasti irti aivokuoresta (myoh. korteksi).

Siirrettiin korteksit DMEM:iin (1% PenStrep, 1% L-Glut, 10% FCS) ja trituroitiin 20G-
neulaa kayttden. Sentrifugoitin seosta 5 min 100 G:n voimakkuudella
huoneenlammdssé. Poistettin - supernatantti ja suspendoitiin  pelletti DMEM:iin.
Annettiin liuoksen seista 4 min jotta ylimaarainen debris laskeutuisi pohjalle. Siirrettiin
supernatantti tastd tavalliselle petrimaljalle, joka ei ole otollinen neuronien
kiinnittymiselle. Petrimalja siirrettiin inkubaattoriin (37 °C, 5 % CO,) puoleksi tunniksi,
jotta glia-solut kiinnittyisivat sen pohjaan. Taman jalkeen Kkeréttiin supernatantti
talteen varoen samalla ottamasta pohjalle kiinnittyneitd glia-soluja. Sentrifugoitiin
supernatanttia 5 min 100 G:n voimakkuudella ja suspendoitiin pelletti neurobasal-
kasvatusmediaan (2 % B27-supplement, 1 % PenStrep, 1% L-Glut.). Annettiin

suspension seistd 5 minuuttia ja siirrettiin supernatantti uuteen putkeen.

Solut maljattiin taulukon 6 mukaisesti pinnoitetuille Optiplate- ja Isoplate-levyille (4
kaivoa ryhmaa kohti). SC-11 Optacoatissa vastasi niita olosuhteita, joilla
fibroblasteille tarkoitettu In situ -levy pinnoitetaan, kun taas PLL vedessa vastasi niita

olosuhteita, joilla primaarihermosoluviljelmaét tavallisesti pinnoitetaan.

Taulukko 6: Pinnoitevertailu

Pinnoitusreagenssi | Liuotin

Poly-L-Lysiini 0,001
%

Laminiini 6,67 pg/ml | Vesi

Vesi

Laminiini 20 pg/ml Vesi

Optacoat SC-11
1:500

Laminiini 6,67 pg/ml | Optacoat

Optacoat

Laminiini 20 pg/ml Optacoat
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Levyja inkuboitiin 3 vrk priméarihermosolujen kanssa ja suoritettiin toiselle levyista
ATP-tuottoon perustuva viabiliteetti-testi Promegan "Cell Titer Glo”-kitin ohjeen
mukaan [27]. Luminesenssi luettiin Perkin-Elmer Victor-kuoppalevynlukijalla. Toisen
levyn solut kuvattiin Olympuksen [1X-70-mikroskooppiin liitetyn QIlmaging-kameran

avulla.

4.3 Poly-L-lysiinin vaikutus vasta-aineisiin

Aikaisempien kokeiden perusteella poly-L-lysiinin on todettu héairitsevan In situ-
menetelmé&a aiheuttamalla runsaasti taustasignaalia. Lahdettiin kartoittamaan mika tai
mitka kaytetyistd vasta-aineista olivat syy tdhan. Taustasignaalia eniten aiheuttavalle
vasta-aineelle pyrittaisiin l0ytamaan vaihtoehtoinen vasta-aine. Tassa kokeessa ei
kaytetty lainkaan soluja, jotta néhtaisiin mahdollisimman selkea taustasignaali ilman

minkaanlaista analyyttia tai naytematriisia.

Kaytettavien vasta-aineiden tarkistus

UV-steriloitiin ja pinnoitettiin Optiplate puoliksi 0,001% poly-L-lysiinilla, 200 pl kaivoa
kohden. Siirrettiin levy inkubaattoriin 60 min:ksi. Poistettiin PLL levylta ja pestiin kaivot
3 kertaa 300 pl:lla PBS-liuosta. Osa kaivoista pinnoitettiin 200 pl:lla Optacoatin ja SC-
11-vasta-aineen yhdistelmalla (1:500) ja osaan pipetoitiin pelkk&a Optacoat-liuosta.

Levya inkuboitiin kylmé&huoneessa +4 °C 300 rpm:n ravistuksessa yon yli.

Poistettiin liuokset levylta ja blokattiin levy puoliksi 300 pl:lla 2 % BSA/PBS-T-liuosta.
Blokkaamattomalle puolelle pipetoitin PBS-T ilman BSA:ta. Inkuboitiin levya 2 h
huoneenlammdssé 300 rpm:n ravistuksessa. Pestiin levy kuoppalevypesurin
ohjelmalla ja pipetoitin sekund&érivasta-aineet kaivoihin taulukon 7 mukaisesti.
Vasta-ainetta sisaltavissd ryhmissa laimennossuhde oli 1:1000 ja tilavuus kaikissa
200 pl.
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Taulukko 7: Sekundaarivasta-aineiden ryhmat

Ryhma Vasta-aine [Liuotin
Blokattu, vasta-aine PY-20biot. .zr% BSA/PBS-
Blokkaamaton, vasta-aine PY-20biot. PBS-T
Blokattu, ei vasta-ainetta - '2r% BSA/PBS-
Blokkaamaton, ei vasta-ainetta |- PBS-T

Siirrettiin levy kylméhuoneeseen yon yli 300 rpm:n ravistukseen. Levy pestiin tdman
jalkeen kuoppalevypesurin ohjelmalla ja pipetoitiin tertidarivasta-aineet levylle
taulukon 8 mukaisesti. Vasta-ainetta sisaltavissa ryhmissa laimennossuhde oli
1:10000 ja tilavuus 200 pl.

Taulukko 8: Tertidérivasta-aineiden ryhmat

Ryhma Vasta-aine Liuotin
Streptavidin- 2%
Blokattu, vasta-aine HRP BSA/PBS-T
Streptavidin-
Blokkaamaton, vasta-aine HRP PBS-T
2%
Blokattu, ei vasta-ainetta - BSA/PBS-T
Blokkaamaton, ei vasta-ainetta | - PBS-T

Levyéd inkuboitin 2 h huoneenlammosséa 300 rpm:n ravistuksessa. Taméan jalkeen
levy pestiin ja detektoitiin protokollan mukaan, rinnakkaisia naytteitd oli 6 ryhmaa
kohti.

Vaihtoehtoinen sekundaarivasta-aine

Pyrittiin  kartoittamaan vaihtoehtoisia vasta-aineita biotiinikonjugoidulle PY-20:lle.
Sekundaarivasta-ainetta vaihtaessa myts tertiddri oli vaihdettava, silla
biotiinikonjugoimatonta vasta-ainetta ei voida tunnistaa streptavidiinilla. Menetelma
suoritettiin jakamalla Optiplate-kuoppalevy neljgén osaan, joista jokaiseen kaytettiin
eri sekundaarivasta-ainetta (taulukko 9). Useiden BDNF-annosten sijaan kaytettiin
soluttomia kaivoja, stimuloimattomia soluja ja yhtd ryhmaa, jota stimuloitiin 20 ng/ml
BDNF-pitoisuudella. Ryhméaaén, jossa tertiddrivasta-ainetta ei tarvittu lainkaan, HRP-



20

konjugoidun sekund&éarin vuoksi, pipetoitin aluksi pelkkd 2 % BSA/PBS-T, jotta

inkubointiaika vasta-aineryhmien valilla olisi yhteneva.

UV-steriloitiin optiplate ja pinnoitettiin koko levy 200 pl:lla 0,001 % poly-L-lysiinia.
Siirrettiin - levy inkubaattorin 60 min:ksi. Normaalin primaaripinnoituksen ja
blokkauksen jalkeen pestiin levyltd blokkausliuos pois kahdesti 300 pl PBS-liuosta,
seka kerran 300 pl neurobasalia. Pipetoitiin levylle vastikaan protokollan mukaisesti
preparoituja kortikaalisia neuroneita osalle kaivoista, 34 000 solua kaivoa kohti 150
pl:ssa NB+-kasvatusmediaa. Levya inkuboitiin yon yli (37 °C, 5 % CO.).

Stimuloitiin  osaa soluista BDNF-pitoisuudella 20 ng/ml 15 min. Negatiivisena
kontrollina  kaytettin pelkkdd neurobasalia. Lyysauksen ja  antigeenin
sitoutumisinkuboinnin  jalkeen pestiin levy kuoppalevypesurilla ja pipetoitiin
sekundaarivasta-aineet levylle. Ryhmaan, jossa ei ollut tertiddrivasta-ainetta lainkaan,
pipetoitiin pelkka 2 % BSA/PBS-T. Suoritettiin inkuboinnit ja pesut, minka jalkeen
levylle pipetoitiin tertidérivasta-aineita ja yhteen ryhmistd sekund&éri, menetelma
vietiin loppuun protokollan mukaisesti. Rinnakkaisia kaivoja oli 8 kpl ryhm&a kohti.
Kaikki vasta-aineet laimennettin 2 % BSA/PBS-T-liuosta kayttden. Vasta-aineet

pipetoitiin taulukon 9 mukaisesti.

Taulukko 9: Vaihtoehtoiset sekundaarivasta-aineet

Sekund&érivasta-aine Tertiddrivasta-aine (laimennos)
(laimennos) [inkubointi] | [inkubointi]
PY-20 (1:1000) [o/n] Goat Anti-Mouse HRP (1:10000) [2 h]

PY-20 HRP (1:1000) [2 h] |-
PY-20-biotin (1:1000)
[o/n]

4G10 (1:5000) [o/n] Goat Anti-Mouse HRP (1:10000) [2 h]

Streptavidin HRP (1:10000) [2 h]

4.4  Poly-L-lysiinin konsentraatio ja tilavuus

Vaikka vasta-aine oli jo vaihdettu, niin p&éatettiin kokeilla, voisiko signaali-kohina-
suhdetta parantaa poly-L-lysiinin konsentraatiota ja tilavuutta muuttamalla.
Ensimmaiseksi oli tarpeen kokeilla, miten poly-L-lysiinin konsentraatio vaikuttaa
normaalin primaarihermosoluviljelmé&n morfologiaan ja BDNF-vasteeseen. Muuttujien
minimoimiseksi paatettiin kayttda kokeeseen perinteistd menetelmaa. Kaytettava

Tissue Culture -levy jaettin kolmeen osaan ja pinnoitettiin kaivot poly-I-lysiini-
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laimennoksilla 0,001 %, 0,0001 % ja 0,00002 %. Soluja inkuboitin 48 h, minka
jalkeen ne kuvattiin, stimuloitiin ja lyysattiin. Lysaatit siirrettiin perinteiselle pTrk-
ELISA-levylle.

Pinnoitettiin  Perkin-Elmer Tissue Culture 96-kuoppalevy edelld mainituilla PLL-
laimennoksilla. Levyéa inkuboitiin 37 °C 5 % CO, ybn yli. Vasta-ainepinnoitettiin ja
blokattiin ELISA-levy protokollan mukaan. Poistettiin PLL-liuokset Tissue Culture-
levyltd ja pestiin kuopat kahdesti 300 pl PBS-liuosta. Pipetoitiin levylle vastikdan
preparoituja kortikaalisia neuroneita 100 000 solua kaivoa kohti. Inkuboitiin levya 48
h, mink& jalkeen kuvattiin solut ja stimuloitiin niitd 15 min BDNF-pitoisuuksilla 1,25,
2,5, 5, 10 ja 20 ng/ml. Stimuloinnin lopetus ja solujen lyysaus suoritettiin protokollan
mukaan. Lysaatit siirrettiin ELISA-levylle ja suoritettiin loppuun protokollan mukaan.
Kaytetty vasta-aineyhdistelma oli 4G10 (1:10000) ja Goat Anti-Mouse HRP (1:10000).

4.5 Primaarisoluviljelmien ian vaikutus

Perinteista protokollaa kayttaessa neuroneita kasvatetaan erillisella levylla yleensa
vahintddn viikko. Solut ehtivat hadin tuskin kiinnittymaan alustaansa, jos levya
inkuboidaan vain yksi y6. Neuriittien jarjestaytyminen vie vahintdan kaksi yota ja
synapsien kehittyminen vaatii viela pidemman ajan [28]. Tavoitteena oli selvittaa,

saadaanko selkedmpi BDNF-vaste, mikali levyja inkuboidaan pidempia aikoja.

Verrattiin aluksi yhden paivan ajan inkuboitujen solujen BDNF-vastetta kahden paivan
ajan inkuboitujen solujen vasteeseen, minka jalkeen suoritettiin samanlainen analyysi
3, 6 ja 14 paivan inkuboinneilla. Levyjen pinnoitukseen kaytettiin 50 pl 0,0001 % poly-
L-lysiinia 30 min huoneenlammdssa. Vasta-ainepinnoitus ja blokkaus suoritettiin
tavalliseen tapaan. Valmisteltiin liséksi yksi Isoplate, jota voitiin hyddyntaa solujen
kuvaamisessa tasaisin valiajoin. Soluja pipetoitiin levyille 100 000 kaivoa kohti.
Levyiltd, joita inkuboitin yli 3 vrk, kolmasosa kasvatusmediasta vaihdettiin kaksi
kertaa viikossa.
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5 Tulokset

Laitteiden antamat vasteet analysoitin  Microsoft Excelilla, jolla muutettiin
absoluuttiset arvot prosentuaaliseksi arvoksi kontrollin suhteen. Tilastolliset analyysit

ja tulosten graafinen toteutus suoritettiin GraphPad Prismia hyodyntaen.

5.1 Kuoppalevyvertailu

Tassa MG87TrkB-soluilla tehdyssé vertailussa Optiplate-levylla saatiin voimakkaampi
signaali kuin Isoplatella. Tulos oli jokseenkin odotettavissa, silla [&pinakyvasta
pohjasta koostuva Isoplate ei ole aivan omiaan luminesenssin mittauksessa pohjaan
Kiinnitettévasta tarrasta huolimatta. Tama johtuu todenndkéisimmin siita, etta
valovuodon maara kasvaa merkittavasti, etenkin suurilla annoksilla, kun luminesenssi
on voimakasta. 2-suuntaisella ANOVA:lla tarkastellessa merkittava ero saatiin vasta
25 ng/ml BDNF-annoksella (n= 6, P= < 0,001) (kuvio 1). Tdméan tiedon valossa,
paatettiin kayttda Isoplatea ainoastaan, kun solujen ndkeminen on valttamatonta,

esimerkiksi kuvaamisen vuoksi.

900+
800+ -
7004
) [ Optiplate ;
E 600- EZAsoplate Z
> 5001 mmin Situ /é
< 400+ %
= 300+ %
2 /
< 200+ D - g
100+ : % Z
'l Ozm 02l il
0 1 5 25

BDNF (ng/ml)

Kuvio 1: Trk-fosforylaatio (%-kontrollista) BDNF-annoksen funktiona: Kuoppalevyjen vertailu
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Samalla analyysikerralla tarkasteltin myds perinteisen ja In situ -menetelman eroa.
Ero saatiin jalleen voimakkaimmalla annoksella (n= 6, P= < 0,05) ja vastoin

odotuksia, In Situ-menetelméan eduksi.

On vield painotettava, ettd MG87TrkB-soluilla suoritettava In situ ei vaadi
mink&anlaista pinnoitusta prim&éarivasta-ainepinnoituksen lisaksi ja on luultavaa, etta
ne vastaavat BDNF-stimulaatioon neuroneita voimakkaammin. TAma saattaa johtua

niiden ominaisuudesta yliekspressoida TrkB-reseptoria solukalvollaan [29].

5.2 Viabiliteetti eri pinnoitteilla

Pinnoitevertailussa kaytettiin yleisesti primaarihermosoluvlijelmissa kaytettavaa poly-
L-lysiinia ja laminiinia, jalkimmaista paaasiallisesti kirjallisuustiedon valossa [30].
Lahtdkohtaisesti ei ollut tietoa siitd, miten laminiini toimisi yksinaan ja mihin se tulisi
laimentaa. Taman vuoksi paadyttiin laimentamaan se kahteen eri liuokseen; veteen ja
Optacoat-liuokseen, jota kaytetddn myds primaarivasta-ainepinnoituksessa.
Oikeanlainen konsentraatio oli myds epdaselvd, joten kokeiltin kahta erilaista
laimennosta. Pelkalla Optacoatin ja vasta-aineen yhdistelmalla pinnoitettua ryhmaa
kaytettiin neuronien viabiliteetin selvittamiseen MG87TrkB-solujen kasvuun riittavissa
olosuhteissa. Vastaavasti ryhma, jossa kaytettiin poly-L-lysiinid, mukailee niita

olosuhteita, joissa primaarihermosolut tavallisesti kasvatetaan.

Kaytetty viabiliteetti-assay mittaa solujen tuottamaa ATP:ta, joka on teoriassa
verrattavissa niiden elinvoimaisuuteen. Mitdan varsinaista kontrollia ei ollut, mutta
ryhmien vasteet suhteutettiin  poly-L-lysiinin-ryhman  vasteisiin ~ (kuvio  2).
Rinnakkaisten naytteiden maéara oli tassa tapauksessa 4.
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Kuvio 1: Viaabilien solujen lukuméaéra (% PLL-n&ytteestd) pinnoitteen funktiona (n=4)

Morfologia kertoo primaéarinermosolujen tapauksessa paljon niiden hyvinvoinnista.
Ryppaitd  muodostaneet  (klusteroituneet)  solut  osoittavat  pinnoituksen
riittAmattomyyden kiinnittymalla mielummin toisiinsa, kuin kuoppalevyn pohjaan (kuva
4). Pelkkda viabiliteettia tarkastellessa myés laminiini veteen liuotettuna (6,67 pg/ml)
vaikuttaa melko hyvaltd vaihtoehdolta, mutta kun ryhmastd otettua kuvaa
tarkastellaan, tulokset viittaavat morfologian perusteella siihen, ettd poly-L-lysiini on

paras vaihdoehto solujen henkiinjaddmisen kannalta (kuva 5).

e ot atpt AN |

'.J:"ﬁ_ X P

Kuva 4: Neuronit laminiinilla (400x suurennos) Kuva 5: Neuronit Poly-L-lysiinilla (400x suurennos)
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5.3 Vasta-aineet

Poly-L-lysiinid kaytettdessa kyseisen protokollan kanssa on saatu tuloksia, joissa
taustasignaali, eli niin sanottu nolla-taso on liian korkea, ettd menetelma olisi
kayttokelpoinen. Taman taustasignaalin todenndkoiseksi syyksi epéiltin kaytettavien
vasta-aineiden epaspesifista sitoutumista PLL-pinnoitetun kuoppalevyn pohjaan.
Opinnaytetydssa tutkittin, mikd vasta-aineista olisi paasyyna tausta-signaaliin.
Kaytettavien vasta-aineiden tarkistamisen jalkeen paadyttiin siihen, etté epaspesifista
signaalia aiheutti eniten biotiinikonjugoitu PY-20 (tuloksia ei esitetty). Syyksi paateltiin
kirjallisuudesta l0ydetty tieto siitd, ettd biotiinilla on taipumus sitoutua kovalenttisesti
lysiinijaamiin ja sitd kautta myos poly-L-lysiiniin. Tama sekundadarivasta-aineen

ylimaara pohjassa aiheuttaisi varmasti suuren taustasignaalin. [31.]

Nama paatelmat valottuivat entisestddn kokeen jalkeen, jossa vertailtin myo6s
biotiinikonjugoimattomia PY-20-vasta-aineita. Biotiinin puuttumisesta huolimatta,
kyseinen vasta-aine aiheutti useissa tapauksissa eniten signaalia silloin, kun
kuoppalevylla ei edes ollut soluja (kuvio 3). Mukaan oli otettu my®s vaihtoehtoinen
fosfotyrosiini-vasta-aine 4G10. Tulosten perusteella sen paateltin olevan ainoa
varteenotettava vaihtoehto, mikali poly-L-lysiinia aiottiin kayttdd pinnoitteena.
Kirjallisuudesta l6ydettiin myds tieto, jonka perusteella PY-20 on herkké sitoutumaan
positiivisesti varautuneiden aminohappojen sivuketjuihin [32]. Koska lysiini on
positiivisesti varautunut aminohappo, taméa olisi hyvin todenndkdinen selitys

epaspesifiselle sitoutumiselle.
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Kuvio 2: Trk-fosforylaatio/epéspesifinen signaali (% kontrollista) BDNF-annoksen funktiona

5.4  Poly-L-lysiinin konsentraatio

Koska vasta-aineen vaihtamisesta huolimatta herkkyys ei ollut vield lahellakaan
toivottua tasoa, niin paatettiin kokeilla pienentdd PLL-pinnoituksen konsentraatiota.
Ajateltiin, ettd pienempi konsentraatio aiheuttaisi vahemman epéaspesifista
sitoutumista ja terévoittdisi erityisesti suurilla annoksilla pienentuntuiseksi jaavia
vasteita. Ensimmaiseksi oli selvitettava, vaikuttaisiko konsentraation muuttaminen

solujen BDNF-vasteeseen.

Merkittdvaa eroa ei havaittu, kun 0,001 % ja 0,0001 % pinnoitusten tuloksia
tarkasteltiin 2-suuntaisen ANOVAnN avulla (n= 4). Sen sijaan 0,00002 % erosi edella
mainituista ryhmistd merkittavasti, eikd sitd voida nain ollen kayttdd madaltuneen
vasteen vuoksi, joka todenndkoisesti johtuu suuremmasta maarasta kuolleita soluja.
Tulokset ovat esitettyné kuviossa 4. Eroja konsentraatioiden valilla tarkasteltiin myos
morfologian perusteella, eikd ryhmien 0,001 % ja 0,0001 % valilla havaittu
silminnahtavaa eroa. Optimaaliseksi konsentraatioksi vasta-aineparilla 4G10 ja Anti
Mouse HRP saatiin siis 10-kertaisesti alkuperaisia olosuhteita pienempi

konsentraatio.
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Kuvio 3: Trk-fosforylaatio (% kontrollista) BDNF-annoksen funktiona: poly-L-lysiinin konsentraatiovertailu

5.5 Inkubaatioaika

Tehdyistd muutoksista huolimatta signaalin suhde taustaan ei ollut vieldkdan
toivotulla tasolla. Yleisesti ottaen perinteistd protokollaa suorittaessa, neuroneita on
inkuboitu keskiméaarin viikko ennen stimulointia ja lyysausta. Taman tiedon valossa
lahdettiin kokeilemaan pidempia inkubaatioaikoja. Suurin epavarmuus liittyi siihen,
miten hyvin primaarivasta-aine kestaisi usean pdaivan inkuboinnin, silla useimmat
vasta-aineet on sdilytettdva +4 °C:ssa, jotta ne pysyisivat stabiilina. Usean paivan
altistuminen 37 °C:n lampdtilalle saattaisi aiheuttaa vasta-aineiden hajoamista [33].
Liséksi joillain soluilla on taipumus erittdd proteiineja pilkkovia proteaaseja
kasvatusmediaan, mika saattaisi kiihdyttdd vasta-aineiden hajoamista entisestaan
[34; 35].

Jo kahden ja yhden péaivan valilla havaittiin selked ero vasteessa (kuvio 5). 3 ja 6
vrk:n ikaisissa soluissa vaste parani entisestaan, mutta niiden valilla eroa ei havaittu
kuin yhdellda stimulaatio-annoksista. 14 vrk:n ikdan paastdessa tarkasteltiin soluja
mikroskoopilla ja todettiin, ettd merkittdvda osa levylla olevista soluista oli
todennakdisesti kuollut. Tama voi johtua osittain kasvatusmedian haihtumisesta, silla
solukato oli kaikista ilmeisin reunimmaisissa kaivoissa. Tuloksia tarkastellessa vaste
oli melko samankaltainen 2 vrk:n ikaisten neuronien kanssa. On luultavaa, etta

pienennetty pinnoituskonsentraatio ei kykene pitamaan soluja hengissa yhta pitkia
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aikoja, kuin yleisesti viljelmissa kaytdossa oleva 0,001% konsentraatio. Liséksi osa
vasta-aineesta saattaa aikaisemman spekulaation tapaan olla hajonnut. Paras vaste

naissa olosuhteissa saatiin 3 - 6 vrk:n ikaisilla soluilla (n = 7).

300~
1 Div

2504 EZA2 DIV
=3 DIV

200+ G DIV
E=114 DIV

OO
NN NN NN NN NN

NN

LSRR AR AR AR A

g
g
“

é
g
4

1,25 2,5 5 10 20
BDNF ng/ml

(=T~

Kuvio 4: Trk-fosforylaatio (% kontrollista) BDNF-annoksen funktiona: inkubointipaivien vaikutus vasteeseen

5.6 Optimoitu menetelma

Optimoituun menetelm&dn (kuva 6) sisaltyy PLL-pinnoitusvaihe, joka suoritetaan
ennen primaarivasta-ainepinnoitusta (pinnoituskonsentraatio 0,0001%). Soluja tulisi
optimoinnin perusteella inkuboida 3 - 6 vuorokautta ennen stimulointia ja lyysausta.
Sekundaarivasta-aine vaihdettiin alkuperaisen menetelman biotiinikonjugoidusta PY-
20:stéd (laimennossuhde 1:1000) 4G10:n (laimennossuhde 1:5000). Taman
seurauksena myos tertidarivasta-aine vaihdettiin HRP-konjugoidusta streptavidiinista
HRP-konjugoituun Goat Anti-Mouseen (molempien laimennossuhde 1:10000). Koska
analyysiaika pitkittyi alkuperdiseen menetelmdan verrattuna solujen inkuboinnista
johtuen vahintddn kolmella vuorokaudella, paatettiin inkubointiaikaa tertidarivasta-

aineen suhteen lyhentaa yon yli tehtavasta inkuboinnista 2 tuntiin.
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6 Yhteenveto

Taman opinnaytetyon tavoitteena oli optimoida fibroblasti-soluille kehitetty In Situ
ELISA-menetelma primaarihermosoluille. Vaikka menetelman signaalin suhde
taustaan ei ole viela toivotulla tasolla, niin projektin aikana signaalia onnistuttiin
teravoittamaan huomattavasti. Herkkyytta optimoimalla olisi mahdollista saada taysin
kayttokelpoinen  menetelma, jota voidaan hybddyntda  automatisoiduissa
ladkeaineseulonnoissa. Menetelm& on jo nyt valmis kaytettavaksi, mutta
lisaoptimointia tullaan viela todennakobisesti tekemaan. Suurin rajoitteita aiheuttava
tekija optimoinnin aikana oli matala signaali-kohina-suhde. Tama johti siihen, etta

primaarihermosoluja tarvittiin suurempia maaria kuin mita usein oli saatavilla.

Menetelmaa voisi edelleen optimoida esimerkiksi jattamalla yli 6 vrk:n inkubointien
yhteydessa reunimmaiset kaivot kayttamatta kokonaan ja tayttda ne esimerkiksi
PBS:lla. Tama ehkaisisi kasvatusmedian haihtumista muista kaivoista ja voisi
mahdollistaa useamman solun henkiinjaddmisen. Taméa voisi parantaa vastetta
huomattavasti yli viikon ikaisilla viljelmillg, silla vaikuttaa silta, ettd primaarivasta-aine
kestaa inkubaattorin olosuhteita suhteellisen hyvin. Herkkyytta voisi parantaa myos
toista sekundaarivasta-ainetta kokeilemalla. Esimerkiksi suoraan HRP-konjugoitu
4G10 lyhentaisi analyysiaikaa vahintdéan kahdella tunnilla.

On epéaselvad, kuinka monta eri proteiinia kaytettyjen vasta-aineiden yhdistelma itse
asiassa tunnistaa. Spesifisyyden voisi tarkistaa suorittamalla lysaateille
immunopresipitaation SC-11:a kayttden ja sen jalkeen suorittamalla naytteille
Western Blot -analyysi kayttamalla 4G10:a primaarivasta-aineena. On todennakoista,
ettd vasta-aineet tunnistavat ainakin fosforyloituneet TrkA- ja TrkC-reseptorit. BDNF-
stimulointi ei aktivoi naita reseptoreja, mutta stimuloidessa jollain ladkeaineella niiden

osuus voisi kasvaa merkittavasti.

Primaarihermosolujen kayttaminen menetelmdssa mahdollistaa myds muiden
mielenkiintoisten proteiinien fosforylaation mittaamisen. Eras kohde olisi Tau-proteiini,
johon liittyvat hairiét on yhdistetty muun muassa Alzheimerin tautiin [36]. Muiden
proteiinien analysointi vaatisi parhaassa mahdollisessa tapauksessa vain vasta-

aineiden vaihtamisen.
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Menetelmd olisi tulevaisuudessa tarkoitus siirtaa 96-kuoppalevyltd 384-levylle taysin
automatisoitua laékeaineseulontaa varten. Inhimillisen virheen merkitys pienenee
robotin hoitaessa kaikki pipetoinnit, ja tdméan olettaisi vaikuttavan tulosten varianssiin.
On vield epéaselvaa, miten hyvin menetelman siirtAminen onnistuu ilman suurempia
muutoksia. Suurin epavarmuus liittyy siihen, miten hyvin primééarineuronit kasvavat yli
puolet pienemmalla pinta-alalla. Lisé&ksi haihtumisen merkitys kasvaa suuresti yli

puolet pienemmassa tilavuudessa.
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