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1 Johdanto

Charcot-Marie-Tooth’n tauti (CMT) on erds yleisimmistd perinnéllisistd neurologisista
sairauksista ja yhteisnimitys &areishermoston perinnéllisille polyneuropatioille. Sen hyvin
vaihtelevan taudinkuvan vuoksi tauti on jaettu pienempiin alamuotoihin, jotka eroavat
toisistaan  mutatoituneen  geenin, taudinkulun, oireiden, patofysiologian tai
alkamisajankohdan perusteella. Vaihtelevan taudinkuvan ja suhteellisen yleisyyden vuoksi
(1:2500) CMT on ollut suuren kiinnostuksen kohteena tutkimuksessa. Pahimmassa
tapauksessa kyseessa voi olla liikuntakyvyn jo melko varhain vievé sairaus, johon mitdan
parantavaa laakitysta ei viela ole tarjolla. Sairauden tarkempi patofysiologian selvittdminen
onkin tarkeda, jotta tulevaisuudessa voitaisiin mahdollisesti estdé oireiden paheneminen tai

I0ytad parantava hoito.

Yli 80 erilaista tautigeenid on tunnistettu kyseisen sairauden taustalla. Na&itd ovat
paapiirteissédan joko aksonin myelinisaatioon haitallisesti vaikuttavat muutokset tai aksoniin
itseensd liittyvat vauriomekanismit. Tyyppi | on yleisempi muoto sairaudesta, jossa
demyelinaation vuoksi aksonin johtonopeus véhenee. Té&mén tutkimuksen painopiste
keskittyy sairauden tyyppiin 1, jossa aksoni itsessaan on vaurioitunut eli johtonopeus pysyy
normaalina tai on vain véhan pienentynyt. Tyypillisesti aksonia vaurioittavissa sairauksissa
synaptisen transmission postsynaptinen potentiaali on vahentynyt eli eksitatorinen toiminta
on heikentynyt. Tutkimukseni kohteena olevan NEFL-geenin tuottaman proteiinin on esitetty
olevan téarked aksonin tukirangan rakenteessa, koska se on erds ainoastaan neuroneissa
esiintyvista valikokoisista filamenteista. Mahdollisina syind hermojen toiminnan puutoksiin
voivat olla esimerkiksi aksonaalisen kuljetuksen vajaus tai mutanttifilamenttien aggregaation

aiheuttamat pullistumat aksonin varrelle.

Tassa tutkimuksessa muokkasin ihmisen indusoituja pluripotentteja kantasoluja CRISPR-
Cas9 tekniikan avulla siten, ettd ne eivat ilmennd NEFL-geenid. Tutkimusidea perustuu
ryhmamme aikaisempaan tutkimukseen (16), jossa tutkittiin resessiivisesti periytyvan NEFL
— geenin mutaation vaikutusta potilaiden soluista erilaistettujen kantasolujen avulla. Kyseista
tautimuotoa on aikaisemmin tutkittu paljon hiirten solujen avulla. Koska ihmissolumalli on

kuitenkin tarkempi ja taudin patofysiologian ollessa vield epéselvd, on térkeda rajata



pienetkin erot tarkastelun ulkopuolelle. Aiemmin on tutkittu my6s ihmisen kantasoluja
dominanttien CMT:t4 aiheuttavien mutaatioiden saralla. Erona moniin muihin tutkimuksiin
mallimme on isogeeninen, eli ainoa ero kontrollilinjan ja muokattujen spinaalisten

motoneuroneiden valilla on NEFL-geenin ekspressio.

Kéytimme tutkimusryhmadmme optimoimaa erilaistamisprotokollaa ja eristettyani solut 30
paivan kasvatuksen jalkeen aloitin tdman projektin analyyttisen osan. Kayttamalla RNA- ja
proteiinitason menetelmid hyvékseni sain dataa kasvattamistani neuroneista ja vertasin

kolmea luomaani knock-out (poistogeenistd) linjaa kontrollisolulinjaan.

Onnistuin  tuottamaan ja todentamaan kaksi genomi-editoitua solulinjaa oikeiksi
poistogeenisiksi linjoiksi NEFL-geenin suhteen. Lisdksi hermosolujen erilaistaminen
onnistui huomattavan hyvéllad tehokkuudella. Keskiarvo erilaistettujen solujen ISL1-
positiivisuudessa, joka on spesifinen alempien motoneuroneiden markkeri, oli noin 85 %.
Tarkasti kuvaamani erilaistamismenetelma auttaa tulevaisuudessa kantasoluperéisten
liikehermosolumallien luomisessa. Lisaksi tutkimukseni tuloksia voidaan hyodyntaa

jatkotutkimuksessa, joka on parhaillaan meneillaan tutkimusryhmassémme.

Western blot analyysissa emme havainneet merkittavia eroja NEFM-proteiinin maarassa
kontrollin ja muokattujen linjojen valill4. Toisaalta periferiini-proteiinin maara oli kasvanut
muokatuissa linjoissa. Tutkimme liséksi ryhm&mme suorittaman RNA sekvensoinnin avulla
I6ydettyja uusia geeneja (julkaisematon tutkimustulos), joiden ekspressio on mahdollisesti
muuttunut poistogeenisissa neuroneissa. Naissa oli tilastollisesti merkitsevié eroja SLITRK2,
LYNX sek& GRM3- geenien tuottamien mRNA:n méérien suhteen kontrollilinjan ja

genomieditoitujen linjojen vélilla.



2 Kirjallisuuskatsaus

2.1 Hermoston kehitys

Aikaisin sikionkehityksen aikana hedelmaittynyt munasolu jakaantuu, kunnes se muodostaa
blastulaksi kutsutun rakkularakenteen koostuen yhdesté solukerroksesta (37). Noin 21 pdivan
kuluttua hedelmdityksesté tapahtuu gastrulaatio. Siiné syntyy kolme alkiolevya, endodermi,
meso- ja ektodermi. Ektodermi muodostaa edelleen neurulaation my6td kolme
ektodermimassaa; hermostoputken, hermostopienan solut sekd ulomman ektodermin.
Ulommasta ektodermista syntyy epidermis ja hermostopienan solut muodostavat perifeeriset
gangliot, melanosyytit seka dorsaalisen haaran gangliot. Lopulta hermostoputki muodostaa

keskushermoston, eli aivot ja selkdytimen. (62)

Pienet molekyylit ovat avainasemassa maéaarittelemassa alkion ventraali-dorsaalisuunnan.
Tassa prosessissa Sonic Hedgehog (SHH) ja retinoidihappo (RA) ovat todella tarkeitd. SHH
erittyy selkdjanteestd (notochord) ja muodostaa lateraalisen inhibiition avulla
konsentraatiogradientin hermostoputken lateraaliseen pohjalevyyn, josta erilaistuvat muun
muassa liikehermosolut (38). Toisaalta hermostoputken dorsaalipuolen kattolevysté erittyy
luun morfogeenista proteiinia (BMP4) ja Wnt- perheeseen kuuluvia signalointiproteiineja.
N&ma kaksi yhdesséd saavat aikaan dorsaalisen puolen solujen erilaistumista (38).
Glykogeenisyntaasikinaasi-3  toimii ~ Wnt  antagonistina  estden  hermostoputken

dorsaalipuolen erilaistumista (61).

NOTCH-reseptori sadtelee hermosolujen kehitysté lateraalisen inhibition avulla. NOTCH-
reseptoriin sitoutuvaa Delta-1 ligandia ekspressoivat solut erilaistuvat hermosoluiksi, mutta
viereisissa soluissa Delta-1 ligandi inhiboi neurogeneesia (48). NOTCH -signalointireitin
estyessa hermosolujen erilaistuminen tehostuu. Gammasekretaasi inhibiittori estdd NOTCH-
ligandin kiinnittymisen NOTCH- reseptoriin ja lisdd neurogeneesia (49).

2.2 Hermoston liikehermosolut
Motoneuronit voidaan jakaa laveasti ylempiin ja alempiin motoneuroneihin. Jako on tarkeda
tehdd, koska solut poikkeavat toisistaan melkoisesti paikan, neurovalittdjaaineen, ja

esimerkiksi mahdollisten vaurioiden tuottamien oireiden mukaan. Ylemmaéat motoneuronit



sijaitsevat aivojen korteksilla siind missd alemmat aivorungossa ja selkdytimessa.
Glutamaatti on pé&éasiallinen ylempien motoneuroneiden neurovélittdjéaine. Toisaalta
alemmat motoneuronit kayttavat edelleen asetyylikoliinia vélittdjaaineena eksitoidessaan
esimerkiksi lihaksia. Spastisiteetti ja esimerkiksi positiivinen Babinskin merkki liittyvat
ylempien motoneuroneiden vaurioon. Halvaantuminen ja esimerkiksi lihasvoiman
vaheneminen sekd syvien jannerefleksien uupuminen liittyvéat alempien motoneuroneiden

vaurion merkkeihin. (38)

Motoneuronit sijaitsevat selkdytimessa ventraali- eli etuhaarassa. Ne ovat suoraan yhteydessa
sensorisiin hermosoluihin, joka on tarkea4 refleksien nopeuden kannalta. Lihaksiin menevét
somaattiset motoneuronit voidaan jakaa alfa- ja gammamotoneuroneihin. Alfamotoneuronit
ovat yhteydessd ylempiin motoneuroneihin interneuroneiden valityksella. Alfamotoneuronit
vastaavat lihaksen supistuksesta ja toisaalta gammamotoneuronit tuovat tarke&da
informaatiota lihaksen asennosta ja kulloinkin vallitsevasta lihasjannityksestd. Liséksi on
olemassa hieman huonommin tunnetut betamotoneuronit, jotka hermottavat seka intra- etta

ekstrafusaalisia lihassaikeita. (38)

Kun motoneuronit erilaistuvat alkionkehityksessa primitiivisen ektodermin soluista, ne
kohtaavat matkallaan erilaisia signalointimolekyyleja joiden avulla ne saavat tietylle paikalle
ominaisia piirteitd. Tarkeitd signalointimolekyyleja neurulaation jalkeen tapahtuvassa
aikaisessa neurogeneesissa ovat WNT, BMP sekd RA. Naiden signaalien lisdksi nimenomaan
neuroneiden ventraali-dorsaali suunnan mé&érdytymisessd tarked signalointimolekyyli on
SHH, jota notokordi erittaa (38).

Itse motoneuronit kehittyvat samasta progenitorista (MNP) josta myo6s kortikaaliset
motoneuronit syntyvat. OLIG2 ja NEUROG2 ovat térkeitd transkriptiotekijoitd saamaan
solut suuntautumaan kohti spinaalisia motoneuroneita (38). Kaavoittuminen - nimisessa
tapahtumassa motoneuronit kehittyessddn saavat ominaisuuksia, jotka ovat tarkeita niiden
lopullisessa tehtévassa. Taman vaiheen aikana esimerkiksi TGFBeta (transforming growth
factor beta), RA (retinoid acid) ja FGF (fibroblast growth factor) ovat tarkeéssa roolissa (28).
Kehityksen loppupuolella tarkeitd kypsymisen kannalta ovat BDNF (brain-derived
neurotrophic factor), GDNF (glial- derived neurotrophic factor) sekd CNTF (ciliary
neutrotrophic factor). BDNF ekspressoituu laajalti hippokampuksessa ja korteksilla, mutta



silla on esitetty olevan térke& rooli neuroneiden selviytymisessa kehityksen aikana (50).
GDNF on liitetty esimerkiksi nigrostriataalisen radan dopaminergisten neuroneiden
kehitykseen ja silla uskotaan olevan merkitys myds synaptogeneesissd (51). CNTF on
BDNF:n tapaan neuroneiden selviytymista edistéva tekijé ja sen ekspression vaihtelulla on

ajateltu olevan merkitysta neurodegeneratiivisissa sairauksissa (52, 53).

2.3 Charcot-Marie-Tooth

Charcot-Marie-Tooth (CMT) sairaus on yleisnimitys perinndéllisille neuropatioille (56,57),
jonka vauriot ylettyvat seka motorisiin ettd sensorisiin neuroneihin &areishermostossa (2).
Kyseisen taudin esiintyvyys on 1:2500 (56,57) ja se on geneettisesti erittdin heterogeeninen.
Yi 80 erilaista geenié on yhdistetty CMT-tautiin (35, 58) maaran edelleen kasvaessa, tehden
taudista hyvin monimuotoisen. Yleisin kaikista Charcot-Marie-Toothin tautia aiheuttavista
mutaatioista on ylivoimaisesti PMP22-geenin duplikaatio, joka aiheuttaa jopa 50% kaikista
tapauksista (41). Naissa tapauksissa puhutaan CMT1A-tautimuodosta. CMT:sté tunnetaan
kaksi syntymekanismiltaan eroavaa muotoa. Tyyppi | tarkoittaa taudin demyelinoivaa ja Il
tyyppi aksonaalista ilmiasua (4), jotka voidaan erottaa toisistaan hermonjohtonopeutta
mittaamalla (60). Lisaksi tyypit eroavat toisistaan patologisten mekanismien valossa (5, 57).
On kuitenkin huomattavaa, ettd osa taudin ilmenemismuodoista ei ole selvésti
jompaakumpaa tyyppié vaan puhutaan sekailmiasusta (1). Demyelinoivaan muotoon liitetyt
geenit vastaavat esimerkiksi Schwannin solujen kehityksestd sek& myeliinin muodostuksesta
(57), kun taas aksonaalisessa muodossa puutteita voi olla ainakin solun tukirangan
koostumuksessa ja aksonaalisen kuljetuksen eheydesséa (6). CMT tyypit | ja Il ovat paéasiassa
autosomaalisesti dominantisti periytyvid ja ne voivat olla myds de novo - mutaation
aiheuttamia (7). Aiemmin on my6s puhuttu CMT3 ja CMT4-luokista. Edelliseen liittyy hyvin
vakava aikaisin alkava taudinkuva riippumatta periytymismekanismista siind missa
jalkimmainen tyyppi periytyy autosomaalisesti resessiivisesti ja voi olla vakavuudeltaan
vaihteleva (4). Nykyisessa luokittelussa CMT3 muotoa kutsutaan mieluummin DSS:ksi
(Dejerine-Sottas syndrome) (4,8). Autosomaalisesti periytyvien tapausten lisaksi sairaudesta

tunnetaan myos X-kromosomaalisesti periytyva muoto (9).



2.3.1 Oireet
Charcot-Marie-Tooth pitad sisallaan laajan kirjon erilaisia oireita ja vaikeusasteita johtuen

taudin patogeneesin erilaisista varianteista. Lievat tapaukset alkavat usein my6hemmalla
ialla ja oireisiin ja 16ydoksiin kuuluvat talldin esimerkiksi distaalinen lihasheikkous alkaen
normaalisti ensimmaéiseksi alaraajoista, sekd syvien jannerefleksien puuttuminen tai
heikkous (10,11). Lihasheikkous esiintyy useimmiten alaraajoissa tibiaalisella (s&&riluun
puoleinen) puolella ja toisaalta kaden alueella etenkin sisdiset lihakset rapistuvat
keskihermon hermottaman thenarin (peukalonpuoleinen lihasaitio) puolelta (35). Myos
sensorista ataksiaa esiintyy ja ensimmaisena subkliinisend merkkina voikin olla esimerkiksi
proprioseption heikkeneminen (3,11). My6s kuulon alenemaa ja litkkumiskyvyn menetysta
on havaittu harvinaisempina oireina (13). Aikaisin alkavat muodot tunnistetaan yleensa
ensimmadisten ikévuosien aikana ja merkit neuropatiasta liittyvét lilkkumisen puutteisiin (6).
Kaatuilu, kémpelyys ja tuntoaistin epaherkkyys ovat yleisid merkkeja mahdollisesta aikaisin
alkavasta taudinkuvasta (14). Lisaksi anatomisia poikkeavuuksia voi esiintyd, esimerkiksi
jalkaholvin ylikaareutuminen ja jalan inversio sekd vasaravarpaat kuuluvat tavallisiin
merkkeihin (14,15,16). Elinajanodotteesta on ristiriitaista tietoa. Tanskalaisessa aineistossa
havaittiin jopa 36 % suurempi mortaliteetti CMT-potilailla verratessa muuhun vaestdon (47).
Toisaalta ainakin CMT1-muodon suhteen elinajanodotteen on raportoitu olevan normaali
(43).

2.3.2 NEFL-geeni
Mutaatiot geeneissd, jotka koodaavat ainoastaan neuroneissa esiintyvia vélikokoisia

filamentteja kattavat osan sairauden muodoista (3, 63). NEFL - geenimutaatiot aiheuttavat
noin kaksi prosenttia kaikista CMT-tapauksista tehden siitd melko harvinaisen taudin syyn
(17, 41). NEFL - geenivirheet on liitetty joko demyelinoivaan CMTL1F tai aksonaaliseen
CMT2E-muotoon (20). NEFL on neuroneiden paaasiallinen valimuotoinen filamentti, jonka
tehtaviin kuuluu muiden vélimuotoisten filamenttien kanssa esimerkiksi aksonin halkaisijan
kasvattaminen talla tavoin nopeuttaen impulssin johtumista (18, 59). Neuronien vélikokoisiin
filamentteihin luetaan edellda mainitun liséksi keskikokoinen neurofilamentti eli NEFM,
raskas neurofilamentti eli NEFH, alfa-interneksiini, sek& useimmiten periferiini (64,65).

Neuronien filamentit koostuvat globulaarisesta aminoterminaalista, alfahelikaalisesta



sentraalisesta sauvasta seka karboksiterminaalista (3). Valikokoiset filamentit muodostavat
heteropolymeereja aksoneissa sitoutuen toisiinsa (16,19). Nykyisen tiedon valossa kevyt
neurofilamentti toimii ydinproteiinina polymeerissa tehden siitd olennaisen proteiinin
aksonin neurofilamenttien eheytta ajatellen (16). Aikaisemmin on ehdotettu, ettd mutaatio
valikokoista filamenttia tuottavassa geenissé voisi estdad heteropolymeereiksi jarjestymisen
(66). llmeisesti CMT2E/1F-muodot, jotka siis tarkoittavat NEFL-proteiinin viallisuudesta
johtuvaa taudinkuvaa, eivat ole seurausta neurofilamenttien kerdantymisesta toisiensa
lomaan. Myos potilailta otettujen hermobiopsioiden elektronimikroskooppitutkimukset
puoltavat tatd (55). Paremminkin taudin molekyylipatologiseksi syyksi on ehdotettu
neurofilamenttien vé&ranlaista jarjestdytymistd aksonin varrelle, johtaen paikallisiin
kertymiin ja muualla vallitseviin filamenttien puuttellisuuteen. Myos véaranlaisen NEFL
proteiinin kertyminen neuronin soomaan voi olla syynd vajavuuksiin neuronaalisessa
kommunikaatiossa. Téh&n havaintoon liittyen on ehdotettu, ettd syyné pakkautumiseen ei ole

amyloidogeenisyys vaan vajaus proteiinien kuljetuksessa (5,36).

NEFL-geenin  mutaatiot =~ Charcot-Marie-Toothin  sairaudessa  voidaan  jakaa
perustavanlaatuisesti  kahteen; heterotsygoottisiin  dominantisti  periytyviin  yhden
aminohapon muuttaviin missense-mutaatioihin ja homotsygoottisiin nonsense- mutaatioihin,
jotka johtavat ennenaikaiseen lopetuskodoniin. Yleisempid ovat heterotsygoottiset mutaatiot,
jotka voivat johtaa Kkliinisesti erilaisiin taudinkuviin ja vakavuusasteisiin (22).
Heterotsygoottinen mutaatio voi johtaa aikaisin alkavan muodon ohella myos ns. late-onset
fenotyyppiin  (23). Jalkimmadisessd, myoh&an alkavan taudin tapauksessa taudin
patofysiologiaksi on kuvailtu missense-mutaation aiheuttaman véaranlaisen NEFL-
proteiinin aggregoitumista tukkien esimerkiksi mitokondrioiden aksonaalisen kuljetuksen,
seka aktiopotentiaalin etenemisen (24). Homotsygoottinen nonsense-mutaatio johtaa usein
aikaisin ilmenevéén taudinkuvaan (22), mutta tapaukset ovat selvésti harvinaisempi kuin
heterotsygoottiset mutaatiot. Nonsense-mutaatioiden tautimekanismia on tutkittu vain vahan
humaanimalleissa, mutta sen ajatellaan johtuvan normaalia lyhyemman proteiinin
epdnormaalista kertymisestd neuronin soomaan ja siitd johtuvasta NEFL-proteiinin
puutoksesta aksoneissa (12). Tutkimusryhma@mme on kuitenkin hiljattain osoittanut, ettd

nonsense-mutaation tapauksessa NEFL-proteiinia ei tuoteta neuroneissa lainkaan, johtaen



aikaisin alkavaan taudinkuvaan (16). Tutkimukseni tarkoitus on edelleen selvittad

mekanismeja proteiinin puuttumisen ja taudinkuvan vélilla.

2.3.3 Diagnostiikka
Erilaiset Charcot-Marie-Toothin tautivariantit oireilevat erilaisen patofysiologian ja

kulloinkin mutatoituneen geenin mukaisesti eri tavoin. Diagnostiikka perustuu CMT2-
potilailla kliinisiin, geneettisiin sekd neurofysiologisiin tutkimuksiin. Aluksi on tarke&a
selvittdd, onko Kkyseesséd sporadinen sairaus, vai onko potilas perinyt sairauden
vanhemmiltaan. Tat4 varten voidaan sukupuiden avulla selvittdd taudin periytymistapaa.
Koska dominantti tautimuoto on runsaasti resessiivista yleisempi, kannattaa tarkastella sita
ensin. Sukupuun lisaksi voidaan tarkastella erilaisia merkkeja, jotka indikoivat geneettisesta
neuropatiasta. Aikaisin alkava tautimuoto, hitaasti etenevé kliininen kuva seka jalkateran
virheasennot (Charcot’n jalka) kuuluvat geneettiseen tautimuotoon, vaikkakaan ndiden

poissaolo ei sulje pois mahdollisuutta geneettisesta neuropatiasta (30).

Kliiniseen tutkimukseen kuuluu siis etenkin alaraajan distaalisten lihasten voiman maéaritys,
sekd esimerkiksi syvien jannerefleksien toteaminen. Usein CMT-potilailla alaraajojen
lihasvoima on vahentynyt ja patellarefleksi on heikentynyt tai olematon (31). Myos
sensoriikkaa kannattaa tutkia, koska 20—40% potilaista on etenkin alaraajoihin painottuvaa
nosiseptiivista tai neuropaattista kipua ja etenkin varindtunnon alenema on hyvin yleista (44).

Neurologi voi liséksi ottaa geneettiset kokeet, joiden avulla laboratoriomenetelmin voidaan
varmistaa uuden sukupolven sekvensoinnin avulla potilaan mahdollinen mutaatio. Monet
CMT:n takana olevat mutaatiot voidaankin todentaa teettdmalld verestda DNA koe. Tasséké&an
negatiivinen tulos ei sulje pois CMT:n mahdollisuutta (31). Mikali elektrofysiologiassa
todetaan demyelinaatio, voidaan maarittdéd PMP22- geenin kopioluku. Jos tamé jaa
negatiiviseksi, voidaan jatkaa geenipaneelilla, joka kattaa yleisimpi& muita mutaatioita. On
arvioitu, ettd kaikista CMT-potilaista noin 20-64 prosentilla on mutaatio PMP22-geenissa
(43). Jos saadaan rajattua tauti CMT2-luokkaan, voidaan tutkia MFN2, joka vastaa noin 20
prosenttia kaikista CMT2-tapauksista (11). Kyseisen mutaation yleisyys lienee Suomessa
kuitenkin ~ véhdisempdd. CMT2-epéillyt varmennetaan Suomessa pé&sadntoisesti

geenipaneelin avulla. On kuitenkin havaittu, ettd taudin monimuotoisen syntymekanismin



vuoksi vain noin 25% potilaista joilla on kliininen diagnoosi, voidaan osoittaa myds

geneettinen tausta (42).

Mikali halutaan varmistaa, kummasta tautimuodosta on kyse (CMT1 vai CMT2) voidaan
suorittaa hermon johtonopeusmittaus (NCV). Mittaus tulisi suorittaa yli 3 hermolle (30).
Koska vain CMT1-muodossa aktiopotentiaalin nopeus on selvésti hidastunut, on kyseinen
koe varsin pateva selvittdméan tautityypit toisistaan. Aksonin johtonopeutta 38 m/s on

pidetty rajana demyelinoivan ja aksonaalisen tautimuodon erottamiseen (45,60).

Kéyttokelpoisia kokeita oireiden syiden selvitykseen ovat myos usein neurografian kanssa
tehtdva elektromyografia (EMG), joka mittaa elektristen signaalien vahvuutta lihaksissa,
sek& harvemmin hermosyiden biopsia, joka on jo melko invasiivinen koe. Polyneuropatian
tapauksessa EMG:ssa nédhdaan fibrillaatiota, yksikkdkatoa ja MUP (motor unit potential)
muutoksia (72). Koepalasta voidaan maérittaa sairauden tyypilliset histopatologiset piirteet,
kuten myelinisoituneiden hermosyiden vaheneminen tai aksoneiden rappeutuminen (30, 31).
Magneettikuvantaminen on havaittu hyodylliseksi sairauden etenemisen arvioinnissa

mittaamalla esimerkiksi lihakseen kertyvéan rasvan méaraa (46).

2.3.4 Hoito

Charcot-Marie-Tooth on télld hetkellda parantamaton sairaus, jonka hoito on vain
kuntouttavaa. Mitaan ladkkeellistd hoitoa ei ole olemassa, vaikkakin viime aikoina HDAC6
-inhibiittorit ovat osoittaneet lupaavia tuloksia Kliinisissd kokeissa mitokondriaalista
kuljetusta parantamalla (29,33). Sairauden patofysiologian ja geneettisen monimuotoisuuden
paremman ymmartamisen myo6ta uusien ladkkeiden kehittely nopeutuu. Kliinisissa kokeissa

onkin talla hetkella muutamia eri mekanismein vaikuttavia ladkevaihtoehtoja (33).

Hoito keskittyy liikkumisen yll&pitdmiseen erilaisten nilkkatukien, ortopedisten leikkausten
ja fysioterapian keinoin (30). Liikunnan vaikutus on todettu suotuisaksi esimerkiksi jalan
dorsifleksion voimakkuutta mitattaessa (34). Lisdksi erityisen térkedd on véalttdd muita
riskitekijoita erilaisten neuropatioiden kehittymisen taustalla. Esimerkiksi neurotoksiinit,
kuten tietyt la&kkeet ja alkoholi, on syytd jattdd pois (30). Sairauden vaikutuksesta

elinajanodotukseen on ristiriitaista tietoa (30, 43, 47). Hiirimalleissa on onnistuttu
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vahentaméaan CMT1-taudinkuvalle tyypillisten Schwannin solujen rappeumaa geeniterapian
avulla, mutta tehokkaisiin tdménkaltaisiin hoitomuotoihin on viel& pitka matka (32).

2.4 Kantasolumallit ja CRISPR-Cas9

Kantasolumallit ovat olleet yli kymmenen vuoden ajan kaytossa (67). Talla tarkoitetaan
tyypillisesti  potilaiden ~ somaattisten  solujen  takaisinohjausta  pluripotentille
kantasoluasteelle, jonka jalkeen ne voidaan edelleen erilaistaa halutuksi solutyypiksi. Niiden
avulla on voitu tutkia erilaisia perinnollisia sairauksia ja laékkeiden vaikutuksia
tehokkaammin ja eettisemmin kuin aiempien sikion kantasolujen avulla. Nykyisin on voitu
paasta lahemmaéksi todellista tilannetta tutkimalla solumallien lisdksi myds 3D malleja, joissa
pyritdan jéljittelema&n potilaan tilannetta organoidi-tasolla.

CRISPR-Cas9 mekanismi tuli tunnetuksi vuonna 2012, kun ensimmainen genominen in
vitro-muokkaus  saatiin  aikaiseksi  (68). Kyseinen mekanismi on  tehokas
geeninmuokkausmenetelmd, jossa endonukleaasi (Cas9) pilkkoo DNA:ta tehden joko
molempiin tai vain toiseen juosteeseen leikkauksen. Leikkauskohta madritetaan liittamalla
entsyymiin spesifinen lyhyt RNA patkd, joka tunnistaa muokattavan alueen
emaéspariperiaatteen mukaisesti. CRISPR-Cas9 mekanismi on véhintdén yhta tehokas kuin
aiemmin kaytetyt geeninmuokkausmentelmét (ZFN, TALEN) ja lisdksi se on vdhemman
sytotoksinen. On kuitenkin selvaa, ettd aina muokkaus ei onnistu taysin tai se voi menna
hieman ohi halutusta kohdasta. Juuri spesifisyys onkin vield ongelma menetelmassa, koska

muokatessa voi syntya ns. off-target leikkauksia (69).

Viime vuosien aikana indusoituja kantasolumalleja on kaytetty esimerkiksi Alzheimerin
taudin patofysiologian ymmartamiseen (70). Mallien avulla on luotu myds
pienimolekylaarisia ladkkeitd, jotka ovat edenneet jo ihmiskokeisiin. Menetelmén etuja ovat
tehokkuus ja etenkin isogeenisen linjan muodostamalla saadaan teoriassa selville vain
tutkittavan alueen mutaation vaikutus solujen fenotyyppiin (67). Monogeenisten tautimallien
kultainen standardi onkin t&lla hetkelld isogeenisen linjan luominen. Editoimalla geeneja
voidaan kantasolumallien kautta rakentaa tallainen tautimalli, koska onnistuessaan ainoa ero
kontrollisolujen ja tutkittavan linjan valilla on tutkittava geeni. Suurimpana haasteena on

ollut solumallin vertaaminen todellisiin potilaisiin. Kantasoluista tuotetut 3D-organoidit ovat
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herattdneet kiinnostusta, koska niiden avulla voitaisiin tutkia luotettavammin todellista
tilannetta. Onkin pyritty mukailemaan esimerkiksi hermo-lihasliitosta paremman mallin

saavuttamiseksi.

Muita haasteita kantasolumalleissa ovat esimerkiksi viljelmén epédpuhtaus ja todellisen
kultaisen standardin puuttuminen kasvatusprotokollissa (71). Vaikka erilaisilla tavoilla onkin
saatu erilaistettua jopa 95 % kaikista soluista neuroneiksi, on usein maljoilla havaittavissa
myos jakaantuvaa solukkoa, joka on virheldhde tutkittaessa esimerkiksi proteiineja maljalta.
Liséksi vertailukelpoisuus tutkimusten valilla voi olla vaikea todentaa, mikali

erilaistamisprotokollissa on ollut merkittavésti eroja.
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3 Tutkimuksen tavoitteet

Tassda tutkimuksessa keskityn neurofilamenttien puutteista johtuvaan aksoneita
vaurioittavaan CMT2E-muotoon. Tavoitteenani on mallintaa NEFL-proteiinin puutosta
kantasoluista erilaistetuissa liikehermosoluissa. Terveeltd luovuttajalta keratyt fibroblastit
on indusoitu ensin pluripotenteiksi kantasoluiksi (iPSC), jonka jélkeen kayttamélla CRISPR-
Cas9-mekanismia pyrin tekemdaidn NEFL-geenin alueelle poistogeenisen mutaation
molempiin alleeleihin.  Geenieditoinnin  onnistuminen onkin erds tutkimukseni
paatavoitteista. Ryhmédmme tutkimuksen mukaan nonsense-mutaatio NEFL-proteiinissa
johtaa sen puutokseen (16). Tamédn tiedon valossa “knock-out”- mallin kdytté onkin
perusteltua ja jarkevad. Naistéd klooneista tulen erilaistamaan liikehermosoluja mallintaakseni
NEFL-proteiinin puutosta parhaalla mahdollisella tavalla. Toinen taman tutkimuksen
paatavoitteista onkin muokattujen IPS-solujen erilaistaminen alemmiksi liikehermosoluiksi.
Taman jalkeen tavoitteenani on verrata geenien ilmentymista ja proteiinien tuotantoa ja

esiintymista kontrollin, sekd& muokkaamieni kloonien valilla.

Tutkimukseni tavoitteena on luoda toimiva tautimalli kayttden CRISPR-Cas9-mekanismia
hyvakseni ja tunnistaa erilaisia poikkeavuuksia, joita NEFL knock-out (KO)-hermosolu
saattaa ilment&a verrattuna kontrollisoluihin. Esimerkiksi erilaiset kompensaatiomekanismit
aksonin filamenttiverkoston muodostamisessa lienevat mahdollisia rakenteeltaan l&heisesti
NEFL:id muistuttavien NEFM ja NEFH-proteiinien ekspressiota lisédmalla. Pyrin myds
selvittamaan ryhmamme suorittaman RNA sekvensoinnin  myo6ta kiinnostaviksi

osoittautuneiden geenien mahdollisia eroavaisuuksia muokatuissa solulinjoissa.

Tama tutkimus suoritetaan kahdessa vaiheessa. Loin vuonna 2018 genomieditoinnin avulla
useita NEFL KO-klooneja, jotka on tarkistettu leikkausten osalta ja ne onnistuivat hyvin (16).
Jatkoin tastd vuonna 2019 pakastettujen kloonien avulla, koska halusin validoida useamman
kloonin geenieditoinnin onnistumisen. Tasta jatkettiin neuronien erilaistamiseen ja edelleen
tulosten saamisen jélkeen Kirjoitusvaiheeseen. Tutkimus suoritettiin yhdessé lahiohjaaja
Markus Sainion opastuksessa, joten tuloksien ja tutkimuksen vaiheen raportointi hoitui

paivittain.
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4 Aineisto ja menetelmat

. IPSSOLUT - Elektroporaatio
GEENIEDITOINTI & FACS

X DNA sekvensointi
IPS solujen valinta Geelielektroforeesi
’, Solujen kasvatus
V
qPCR
NEFL KO
varmistaminen Western blot
’* ICC
\V
PCR
Seuraukset NEFL ariR
KO:sta Western blot
ICC

Kuva (1) Ty6vaiheet tutkimuksen aikana

4.1 Solujen kasvatus
Geenieditointi suoritettiin kéyttdmalla elektroporaatiossa kahta guidea, jotka leikkaavat

geenin aloituskohdan pois. IPS-solujen valinnassa ajettiin genominen DNA agaroosigeelille,
josta nahtiin irti leikkautuneen palan koko. Kasvuun otettavien solulinjojen valinnassa auttoi
my06s alustavan sekvensoinnin tulokset. Lopullinen solujen valinta tapahtui solujen jo

kasvaessa kasvunopeuden perusteella.

Kaikki IPS-soluviljelyssa tarvittavat liuokset steriloitiin suodattamalla ne 0,22 pm filtterin
l&pi. IPS-solut hankimme Biomedicum kantasolukeskuksesta ja heiddn taholtaan on

varmistettu solujen pluripotenttius. Soluviljelméssd kdytin “matrigel” maljoja 0,5%
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matrigeeli (Corning)/DMEM/F12 + Glutamax (Life Technologies). Maljojen lammitettiin
aina kaksi tuntia huoneenldmmdssa ennen solujen asettamista niille. Kasvatusliuoksena
kaytin 2 % Essential 8 Supplement-liuosta (Life Technologies), ja soluja sulatettaessa
maljalle lisattiin 10 puM Rho-kinaasin (ROCK) inhibiittoria (Selleckchem). Taman
tarkoituksena oli estdd solustressin indusoimaa apoptoosia. Solut irrotettiin maljalta
huuhtelemalla kaksi kertaa 0,5 mM EDTA-liuoksella (Life Technologies). Tamén jalkeen
lisattiin vield kerran EDTA-liuos maljalle ja laitettiin inkubaattoriin 3-4 minuutiksi. EDTA
imettiin pois paineen avulla ja riippuen, mitd seuraavaksi tehtiin, solut joko irrotettiin

mekaanisesti tai pakastusnesteen avulla. Ensimmaiseen pakastusnesteliuokseen (20 %

FBS/DMEM) resuspensoitiin pakastukseen menevat solut, jonka jalkeen toinen liuos (20 %
FBS, 20 % DMSO/DMEM) lisattiin hitaasti sekaan.

Kuva (2). 46.11 kontrolli IPS- linjan viljelma

4.2 Geeninmuokkaus
Ensimmaisella kerralla teimme elektroporaation siten, etta soluja oli noin miljoona. Toisella

kerralla soluja kasvatettiin siihen asti, ettd soluja oli noin 5 miljoonaa. Tdm4 vastaa noin 5
tayttd 3,5 cm maljaa. Elektroporaatio tehtiin kahdesti, silla ensimmaiselld kerralla ei saatu
tarpeeksi klooneja kasvuun. Elektroporaatiossa siirsimme plasimidin solun sisédén tekemalla
solukalvoon valiaikaisesti pienen reidn. Suunnittelimme CRISPR-CaS9 katkaisureaktion
kayttamalla hyvéksi Benchling-ohjelmaa, jolla voi suunnitella targetointi guideja. SQRNA:t

(single gene RNA) on esitetty alhaalla taulukossa.
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Maljat késiteltiin 10 mikromolaarisella ROCK-inhibiittorilla 4 tuntia ennen toimenpidetta.
Taman jalkeen solut pestiin PBS:114 ja irrotettiin lisdédmalla 1ml accutasea ja inkuboitiin 37
asteessa noin 5 minuuttia. Soluliuos kerattiin 15 ml:n Falcon putkeen, ja lisattiin kylmaa
FBS/PBS liuosta (5 %). Solumaéara varmistettiin Life Countess Il — solulaskurilla. Tarvittava
madra soluja pipetoitiin Eppendorf-putkeen. Solut sentrofugoitiin ja resuspensoitiin 500
mikrolitraan Neon-R-puskuria (invitrogen). Liuokseen liséttiin 500 nanogrammaa tilattua
sgRNA:ta (guidea), 3 mikrogrammaa Cas9-plasmidia ja 3 mikrogrammaa templaattia.
Soluliuos upotettiin ~ kolmeen  millilitraan  elektrolyyttipuskuria  (invitrogen), ja
elektroporaatio suoritettiin kahden 20 millisekunnin ja 1100 voltin suuruisella s&éhkoiskulla.
Séhkoiskut saatiin aikaan Invitrogen Neon Tranfection System- laitteella. Solut siirretiin 3,5
cm matrigeelimaljalle E8- kasvatusliuokseen, johon lisattiin jalleen ROCK- inhibiittoria
[LOuM]. Seuraavana pdivand noin 24 h elektroporaation jélkeen vaihdettiin tuore E8-
kasvatusliuos. Solut kuvattiin fluoresenssimikroskoopilla, joka siis mittasi solujen GFP-

signaalia, transfektion onnistumisen osoittamiseksi.

Vertailun vuoksi otettiin kuvat GFP-signaalista kontrollista, johon ei oltu elektroporoitu

plasmidia, ja muokatuista soluista.

kontrolli muokattu

Kuva (3). GFP signaalin osoitus

Plasmidin siirtymisen soluun elektroporaatiossa voi varmistaa tutkimalla solun GFP signaalia, koska

plasmidissa on myés GFP signaalin antava alue.
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4.3 FACS (fluorescence-activated cell sorting)
FACS perustuu elektroporoitujen solujen GFP-positiivisuuteen. Erottelua varten soluja

inkuboitiin 10 mikromolaarisessa ROCK inhibiittorissa tuoreessa E8 kasvatusliuoksessa 4
tuntia. Tamé siksi, ettd FACS tuottaa soluille suhteellisen paljon stressid, joten halutaan
varmistaa, etteivat ne kuole matkalla FACS laitteelta solumaljalle. Solut huuhdeltiin PBS-
liuoksella ja irrotettiin akkutaasilla inkuboiden solukaapissa 37 asteessa noin viiden minuutin
ajan. Tamaén jalkeen liuos siirrettiin 15 millilitran Falcon-putkiin. Putkeen lisattiin myds 4 ml
jadkylmaa 10%FBS/PBS liuosta. Soluja sentrifugoitiin 190g:ssd noin kolme minuuttia.
Pelletti liuotettiin FACS puskuriin (10%FBS/PBS, 1x HBSS (Life technologies), 1 mM
EDTA, 25mM HEPES (Life technologies), 10 mikromolaarinen ROCK inhibiittori)
lisaamalla jaadkylmaa liuosta 500 mikrolitraa- Liuos suodatettiin 40 mikrometrin filtterilla ja
siihen lisattiin FACS - laitteen vieressa puoli mikrolitraa propiumjodidia, joka merkitsee

kuolleet solut sitoutumalla ndiden DNA:han.

Biomedicum Flow Cytometry Unit — palvelun avulla pystyimme erottelemaan ne solut, josisa
elektroporaatio oli onnistunut, kasvamaan yksittdin matrigeelipaallystetyille 96-
kuoppalevyn kaivoille. Laitteen nimi on BD Influx Flow Cytometer. FACS- erottelun jalkeen
solut sentrifugoitiin kevyesti 70g:ssa muutaman minuutin ajan ja inkuboitiin kaksi paivaa
ROCK-inhibiittori / E8 kasvatusluoksessa. E8 + ROCK- kasvatusliuos vaihdettiin joka

toinen paiva.
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Kuva (4). FACS analyysi

Ylla toisesta Elektroporaatio-FACS kerralta saatua dataa FACS — palvelusta. Sen mukaan siis
elavista soluista (78 %) noin joka kolmas solu (25%) oli GFP positiivinen. Kuolleiden ja elavien
solujen erottelu perustuu Pl-merkkiaineeseen, joka fluoresoi kuolleita soluja sitoutumalla niiden
DNA:han. Sytometrilaitteen toiminta perustuu eri signaalien (Pl, GFP) ominaisiin
aallonpitoisuuksiin, joilla laite valaisee ja jaottelee solut niista tulevien signaalien mukaan. Valo
siroaa eteen (etusironta) tai sivuille (sivusironta). Tamé antaa informaatiota solujen koosta ja

rakenteesta, eli esimerkiksi siit&, ovatko solut yksittéisia vai kasautuneet ryppaisiin.

Soluja kasvatettiin koskematta 72h, jonka jalkeen liséttiin alla mainittua mediaa 50 pl. Kun
solut kasvoivat yksittdisind 96-kuoppalevyllg, niille vaihdettiin media joka toinen paiva.
Mediana kaytettiin erityistd FACS-jéalkeistd mediaa. Basaaliliuoksena kaytettiin E8, lisaksi
(10 uM Rho-kinaasin inhibiittoria, Pen/Strep- antibioottia [Gibco], ja Clone R [StemmCell

Technologies]). Tata liuosta kaytettiin vahintddn kahden medianvaihdon ajan, jonka jalkeen
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Clone R jatettiin pois. Kun solut kasvoivat tarpeeksi, siirrettiin ne pikkuhiljaa isommille
maljoille, jotta solut kasvaisivat nopeammin. Taman jalkeen soluja pyrittiin kasvattamaan,
jotta saataisiin tarpeeksi eristettdvad DNA:ta elektroporaatiossa tapahtuneiden leikkausten
laadun selvittdmiseen. Tassd vaiheessa kasvatusmediasta jatettiin pois myds ROCK-
inhibiittori ja PS.

Eristin genomisen DNA:n Macherey Nagel NucleoSpin Tissue XS-kitilla, ja sen
konsentraation maéaritin NanoDrop-laitteella. Kloonin genomin muokkaus tarkistettiin
PCR:11a alukkeilla, jotka on suunniteltu katkaisukohdan ulkopuolelle (Aluke Forward 1446,
Aluke Reverse 1447). PCR-ohjelmana kaytettiin MyTag HS Red Mix- entsyymiin

perustuvaa reaktiota (liite 1). Tdman jalkeen naytteita laskettiin sopiva mééara lisattavaksi 1 %

agaroosigeeliin ja ajettiin 120V noin tunnin verran. Kun ndytteet olivat ajautuneet, kuvasin
geelin Bio-Rad ChemiDoc XRS+ -laitteella.

Kuva (5). Geenimuokkauksien varmistaminen geeliajon avulla

1.B11 ja 1.E9 ovat seurausta ensimmaisesta elektroporaatiosta ja 3.H7 toisesta elektroporaatiosta.
Guidet 1246 ja 1443 leikkaavat genomista 600 bp palan. Jos leikkaus on tapahtunut, geeliajossa
nakyy 480 bp pala (1. elektroporaatio, suoritettu 20.6.2018). Guidet 1245 ja 1444 leikkaavat
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genomista 670 bp palan. Jos leikkaus on tapahtunut, geeliajossa nakyy 350 bp pala (2.
elektroporaatio, suoritettu 19.7.2018).

Geelilta eristetyistda DNA paloista tarkistettiin sekvenssi. Naytteille tehtiin BigDye PCR -ajo
erillisen ohjeen mukaan (FIMM Ready to run —sekvensointi). Sekvensointialukkeina oli
samat alukkeet, joita kaytettiin PCR:ssa eli ndyteesté vietiin kaksi eri putkea sekvensointiin
sekd alukkeella 1446 etta alukkeella 1447 (taulukko 2). Sekvensoinnin tuloksia tarkasteltiin

Sequencher 5.2.4-ohjelmaa kayttéen.

4.4 Liikehermosoluiksi erilaistaminen

iPSCs NEPs MNPs Postmitotic sSMNs Mature sMNs

4 }; s ] ﬁﬁ‘

rZawe f P
1 L b S ‘I%/ L,
Days 0 2 7 9 10 14 16 17 32/38

CNTF (10 ng/mi)

DAPT (10 uM) DAPT (20 pM)

(5uM) + S
+LDN (0

| | }

Neural induction and Ventralization of NEPs Terminal differentiation and maturation
caudalization of NEPs

Kuva (6). Kuva lainattu (29). Aikajana motoneuroneiden erilaistumisesta.

IPS-solujen valinta tapahtui luonnollisesti ennen erilaistamisen aloitusta. Valittiin yhteensa viisi
linjaa kasvuun alustavien sekvensointitulosten ja geelielektroforeesin perusteella. Lopullinen valinta
tapahtui vasta liikehermosoluiksi erilaistamisen aikana solujen kasvun perusteella. Hyvin kasvavat
linjat viljelmassa olivat 1.B11, 1.E9 ja 3.H7, joten jatkettiin niiden kanssa erilaistamisprosessissa

eteenpain.

Liikehermosolujen erilaistamisen perusliuos (motor neuronal differentiation base, MNDB)

oli alemmiksi liikehermosoluiksi erilaistaimisen basaaliliuos, eli sitd kaytettiin kaikissa
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vaiheissa (1:1 DMEM/F12 + Glutamax/Neurobasal [Life Technologies] kasvatusliuos, 0,5x
N2 [Life Technologies], 0,5x B27 [Life Technologies], 0,1 mM askorbiinihappo [Merck], 1x
P-S).

2 miljoonaa IPS-solua maljattiin low-attachment-plateille E8-mediaan. MG1 — liuosta
kaytettiin NEP-asteelle erilaistamisessa. Media sisélsi MNDB, ROCK-1 (5uM) TGFB(SB)
(40 uM), GSK-3 (Chir) (3 uM), BMP (LDN) (0,2 uM) ja kasvatusliuos vaihdettiin heti

seuraavana pdivand. Ensimmainen vaihe kasittaa erilaistamisen kaksi ensimmaisté péivaa.

Toisessa vaiheessa ventralisoitiin neuroepiteliaaliset progenitorsolut, jotta ne kehittyisivét
nimenomaan motoneuroneiksi, jotka sijaitsevat selkéytimen etusarvessa. Ne kehittyvat siis
liikehermosolujen esiastesoluiksi, eli  MNP:ksi. Kayttaméalla oikeissa suhteissa
retinoidihappoa ja SAG:t4, eli sonic hedgehog - polun inhibiittoria, syntyy noin viikon
kuluttua protokollan aloituksesta OLIG2 -positiivisia MNP:ta. Taman jéalkeen siirryttiin
kayttdmaan eri signalointimolekyyleja siséltdavaa liuosta, MG2:ta. MG2 sisaltaa
retinoidihappoa (0,1uM) ja SHH inhibiittoria (0,5uM) (katso liitteet). Tata kasvatusliuosta
vaihdettiin kahden paivéan vélein aina seitseménteen péivaan asti. Median vaihto tapahtui
sentrifugoinnin avulla (250rpm, 4 min) josta aina poistettiin supernatantti.

4611

R

1.E9 3.H7
Kuva (7). hermosolujen esiasteita 4. paivana erilaistamisen aloituksesta

MG2-liuosta kaytettiin 7. paivaan asti, jolloin NEP-soluille vaihdettiin MG3 — media. Sen
tarkoituksena on saada lopullinen erilaistuminen mononeuronien esiasteiksi aikaan. Tassé mediassa

on samat ainesosat kuin yll& olleessa MG2, mutta liséksi lisattiin BDNF ja GDNF (10ng/ml).
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Yhdekséntend paivana solumedian laatu vaihtui jalleen. Seuraavan median nimi oli MG4, ja
se sisdltdéd MG3-median kaikki komponentit ja lisaksi DAPT:in (gammasekretaasi-
inhibiittori) (20uM).

Pdivd 11 on kaikista kriittisin taman protokollan onnistumiseksi. Silloin suuret MNP
solurykelmat tulee hajottaa pienemmiksi. Tatd pdivaa edeltavésti piti valmistaa Poly-D-
lysiini + laminiini paallystetyt levyt (1:20 PDL in PBS, 500 uL/12-well plate), joille hajotetut
MNP:t sitten siirrettdisiin. Levyt suljettiin parafilmilla ja inkuboitiin huoneenldmmadssa
vuorokauden ympari. Seuraavana paivana levyt pestiin PBS:11a ja liséttiin laminiini (1:200)
ja inkuboitiin tunnin verran inkubaattorissa. Solut siirrettiin 15 ml Falcon putkiin, jonka
jalkeen ne fuugattiin 2000rpm 3 minuuttia ja poistettiin supernatantti. Pelletti resuspensoitiin
neljaan millililtraan PBS:séa ja fuugaus suoritettiin uudestaan. Tamaén jalkeen liséttiin 1 ml
Accumaxia ja resuspensoitiin pellettid. Liuosta inkuboitiin 10 minuuttia 37 asteen
vesihauteessa ja sen jalkeen 5-10 minuuttia huoneenlammdssd. Sitten pipetoitiin
edestakaisin, jotta solurykelmét hajoaisivat- tdssé on kuitenkin oltava tarpeeksi sensitiivinen,
koska solut kuolevat helposti. Sitten lisattiin 5 ml PBS-liuosta, jotta accumax laimenee.
Sentrifugoitiin - 1000 rpm 5 minuutin ajan ja poistettiin  supernatantti. Tama
sentrifugointivaihe toistettiin vield uudelleen jonka jalkeen pelletti resuspensoitiin yhteen
millilitraan MG4-liuosta. Solujen maéara ja viabiliteetti tarkistettiin lisédmalla 10 mikrolitraan
solususpensiota 10 mikrolitraa TryptanBlue ja Countess Il-solulaskurin avulla. Solut
maljattiin  tdmén jalkeen ja ylimadrédiset solut pakastettiin pakastusmedioita hyvaksi
kayttamalla.

Solujen viabiliteetti oli padosin hyvéa, noin 90 %, joten solujen méaara ei ollut ongelma.
Soluja jai pakastettavaksi asti. Proteiini/RNA levyille (12-well plate) maljattiin 500 000
solua per kaivo. Immunosytokemiaa varten tehtiin 24-well plate, jolle maljattiin 100 000

solua per kaivo.

Pédivana 12 vaihdettiin soluille puolet mediasta, edelleen kéyttden MG4 mediaa. Puolet
mediasta vaihdettiin kahden pdivan kuluttua MG5 mediaan, joka siséltdd MNDB,
DAPT(20uM), BDNF(10ng/ml), GDNF(10ng/ml). Paivana 16 mediaksi vaihtui lopullinen
MGS6, jota vaihdettiin puolet kaivon tilavuudesta. Puolikas medianvaihto on parempi, koska

solujen ei haluta kuivuvan missaan vaiheessa. Loppuaikana puolet mediasta vaihdettiin aina
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2-3 péivén vélein. Se sisaltdd MNDB, BDNF, GDNF, CNTF (jokainen 10ng/ml). Kuvassa

(12) esitdan omien solujeni avulla erilaistamisprosessia ja havainnollistaakseni prosessia olen

lainannut kaavamaista kuvaa motoneuroneiden erilaistamista kasittelevasta julkaisusta (kuva
6) (29).

46.11 1811

e

1.E9 3.H7

Kuva (8) 17 paivan ikaiset postmitoottiset neuronit

4.5 Immunosytokemia
Immunosytokemiaa varten kasvatin neuroneita 24- kuoppalevyilld. Paivané 30. neuroneiden

kehityksessa otin kaikki solut pois kasvatuksesta mukaan lukien immunosytokemiaan
menevat solut. Huuhtelin neuronit PBS:II4, jonka jalkeen solut fiksoitiin 4 % - PFA liuokseen
15 minuutiksi. Taman jalkeen kaytin 0.2 % Tritonia x100 PBS:ssd 15 minuuttia solujen
permeabilisointiin. Blokkasin solut 5- % BSA:lla (base liuoksena PBS-T) noin 2 tuntia

huoneen lammaossa.

Valmistin t&lla valin primaari vasta-aine liuokset. Primaarisen vasta-aineiden lisdédmisen
jalkeen soluja inkuboitiin yon yli neljassé asteessa valolta suojattuna. Seuraavana paivana
Primaari vasta-aine pestiin pois kolmen pesukerran avulla kdyttden PBS-T- liuosta huoneen
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lampotilassa. Sekundaari vasta-ainetta inkuboitiin noin tunnin verran huoneen l&ammaossa. Se

pestiin pois samalla tavalla.

Sitten siirsin solut isommille suorakulmioiden muotoisille laseille siten, etta jokaiselle isolle
lasille tuli 2 kappaletta neuronilaseja. Kéaytin mounting mediumia 1-2 tuntia huoneen
lampotilassa. Lopulta suljin reunat kynsilakalla ja vein solut pimedan estéékseni
valoreaktion. Kuvien analyysissé kéytettiin ohjelmia FIJI image J, seka ZEN ja Graphpad 8
ohjelmia. ISL-1+ - Analyysi suoritettiin manuaalisesti laskemalla vertaamalla punaisen
signaalin paallekkéaisyytta siniseen signaaliin FIJI image J ohjelman avulla. Kéytetyt vasta-
aineet on esitetty taulukossa 1.

4.6 Western blot
Motoneuroniviljelmésta kerattyyn solupellettiin sekoitettiin 80 mikrolitraa RIPA-puskuria

(Life technologies), ja proteiini-inhibiittoria, ja sitd Inkuboitiin yhteenséd 5 minuuttia jailla.

Taman jalkeen vorteksoin pellettid ja sentrifugoin tarpeeksi kauan (14 000 g, 10 minuuttia).

Pipetoin Criterion TGX- geelille (BioRad) 6 mikrogrammaa néytettd per kaivo. Geelia
ajettiin ensin kymmenen minuuttia 120V, jonka jalkeen noin 65 minuuttia 140V. Proteiinit
siirrettiin geelilta nitroselluloosakalvolle (Life Technologies) Bio-Rad Trans-Blot Turbo -
laitteella valmistajan ohjeen mukaisesti. Siirrossa kaytettiin Mixed MW -ohjelmaa 150 V
maksimijannitteelld ja 10 minuutin siirtoajalla. Siirron jalkeen kalvoa huuhdeltiin TBST-
liuoksessa (0,1 % Tween20/1x TBS) 10 minuuttia keinuttajalla huoneenldammassd, jonka
jalkeen kalvoa inkuboitiin tunnin ajan blokkausliuoksessa (5 % maitojauhe/TBST), joka
pestiin pois TBST:II4, kunnes pesuliuos sdilyi kirkkaana. Kalvoa inkuboitiin primaarisessa
vasta-aineessa (taulukko 1) yon yli +4 celsiusasteessa. Primaarinen vasta-aine pestiin pois
TBST:lla 3 kertaa 10 minuutin ajan huoneenlammdssa, jonka jalkeen inkuboitiin
ravistelijassa tunnin verran sekundaarisessa vasta-aineessa. Lopuksi huuhdeltiin kolme
kertaa 10 minuutin ajan. Kalvolle liséttiin kaksi millia WesternBright ECL- substraattia
(Advansta), ja kalvo kuvattiin Bio-Rad ChemiDoc XRS+ -laitteella. Analyysissa kéytettiin
hyvéksi Image Lab 3.0 Graphpad 8-ohjelmaa.
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4.7 gPCR
RNA eristettiin 30 paivan ikaisistd neuroneista Macherey-Nagel RNA eristyskitin avulla.

Taman jalkeen tuotin jokaisesta naytteestd 20 mikrolitraa cDNA:ta Maxima Kkitin avulla.
Primereina kaytin seuraaville geeneille suunniteltuja alukkeita: GAPDH, NEFL ja SLITRK2,
ISL1, GRM3 ja LYNX1 (taulukko 2). Ajoin gPCR ohjelman (liite 2), kéyttden apuna Bio-
Rad ChemiDoc XRS+ -laitetta, Syber Greenin ohjeen mukaan. Tuloksia kasittelin Excelin ja
GraphPad 8-ojelman avulla.

4.8 Tilastolliset menetelmat ja eettinen lupa
Tuloksia analysoidessa kaytettiin hyvaksi GraphPad 8-ohjelmaa. Tilastollisesti merkitsevan

tuloksen rajana pidettiin p<0,05. Solulinjojen vilisia eroja tutkittiin kdyttden Studentin T-
testid. Eettinen lupa saatiin tutkimukseen Helsingin ja Uudenmaan sairaanhoitopiirin
kuntayhtyman (HUS) eettisen toimikunnan puolesta.
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5 Tulokset

5.1 Elektroporaation ja FACS tulokset
Ensimmaisesté elektroporaatiosta ja seuraavana péivana tehdystd FACS:sta saatiin 5 kpl

klooneja kasvuun, joista kuitenkin vain kaksi saatiin kasvamaan kolonioiksi asti. Ndmé olivat
kloonit 1.B11 ja 1.E9, joita kdytin tdssa tutkimuksessa erilaistukseen asti. Toisella kerralla
pyrin minimoimaan solujen inkubaattorin ulkopuolella vietetyn ajan ja lisdksi soluja oli
madrallisesti enemman. Tuloksena oli 23 kasvamaan lahtenyttd kloonia, joista 19 saatiin
kasvatettua kolonioiksi asti. Tutkimuksessani kaytetty linja 3.H7 on perdisin néista
Klooneista. Suuri osa muista toisella Kkerralla saaduista klooneista on varmistettu

geenieditoinnin kannalta onnistuneiksi ryhmdmme muiden tutkijoiden puolesta.

5.2 NEFL KO osoitus

5.2.1 NEFL gPCR
Aivan ensimmadiseksi tuli selvittdd, ovatko kasiteltdvat linjat tutkittavan geenin suhteen

muokattu onnistuneesti. Koska NEFL ilmentyy vain neuroneissa, ei IPS-soluista mRNA tai
proteiinitason varmennusta voi tehdd. DNA-tason selvitys oli kuitenkin jo tehty rynmamme
sisdlla ja osaltaan sekvensoinnin tulosten perusteella valittiinkin juuri tutkimuksessa kaytetyt
linjat, koska niiden perusteella geenieditointi naytti onnistuneen. Aloitin tdman
varmentamisen ajamalla gPCR ajon, josta kévikin ilmi kahden linjan (1.E9 ja 1.B11)
onnistunut muokkaus (Kuva 9). Toisaalta yhdessa linjassa (3.H7) NEFL mRNA:n méara
nayttéisi puolittuneen, eli molempien alleelien muokkaus ei ndytd onnistuneen. NEFL-geenin

tuottamaa mRNA:ta verrattiin solujen yllapitogeeni GAPDH:n tuottaman mRNA:n maaraan.
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Kuva (9). NEFL gPCR

Geeninmuokkaus NEFL-geenin suhteen on onnistunut kahdessa linjassa (1.B11, 1.E9). Lisaksi
mRNA:n maara linjassa 3.H7 nayttda puolittuneen, joten voidaan arvella toisen alleelin
muokkauksen onnistuneen toisen tuottaessa vielda mRNA:ta. Tulos on analysoitu kayttéaen Studentin

T-testia verraten kontrollisolulinjaan.

5.2.2 Western Blot
Seuraavaksi tuli selvittad proteiinitason muutokset muokatuissa soluissa. Ainakin linjojen

1.E9 ja 1.B11 muokkaus NEFL suhteen on onnistunut western blotin mukaan. NEFL-vasta-
aine ei havainnut ylivalotuksessa néissakaan linjoissa ollenkaan signaalia. Kaivovaluman
vuoksi on vaikeaa analysoida kahta vasemmanpuolista nelikkoa, mutta viimeisessa neljan

kaivon setissd 3.H7 kohdalle ilmestyi hyvin himmed viiva NEFL kohdalle ylivalotuksessa.
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Kuva (10). Western blot

NEFL-proteiinia ei havaita muokatuissa linjoissa. Kaivovalumaa on havaittavissa kaivoissa 1.B11

(2) ja 3.H7 (2) ja se voidaan nahda myos esimerkiksi periferiini vasta-aineella kuvattaessa.

5.2.3 NEFL immunosytokemia
Halusin vield varmistaa, ettei tutkituissa linjoissa ilmenny proteiinia etenkdan aksoneissa,

misséd NEFL yleensa sijaitsee. Varjays onnistui hyvin ja sen perusteella kahdessa kolmesta
(1.B11, 1.E9) muokatusta linjasta on taydellinen NEFL-proteiinin puutos, mika havaitaan
vihredn signaalin véahaisyydelld. Lisaksi on huomattavaa, ettd kohdistettaessa aksoneihin,
joissa kyseinen proteiini péaasiassa sijaitsee, ei ndy ollenkaan signaalia muokatuissa
linjoissa. NEFL ei siis ekspressoidu, koska geenimuokkaus on onnistunut ja proteiinia ei
tuoteta.

Kyseinen varjays lienee oleellisin tutkimukseni kannalta. Siiné vihred vari vastaa NEFL-
proteiinia. Sit4 pitdisi olla kontrollissa, mutta ei geenimuokatuissa neuroneissamme.
Toisaalta punainen vari varjad TUBB3:n, eli tubuliinin neuronaalisen alayksikon. Sité pitaisi
olla vakiom&&ra kaikissa neuroneissa, koska NEFL poistaminen ei pitdisi vaikuttaa
neuronaalisen tubuliinin maarééan. Varjayksisté todetaan, ettd TUJ1-signaali ndkyy kaikissa

kuvissa varsin tasaisesti ja selvésti kaikkialla. NEFL sen sijaan ekspressoituu vahvasti
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kontrollisolulinjassa. Linjoissa 1.B11 ja 1.E9, joissa muokkaus on todenn&kdisesti
onnistunut, on NEFL-proteiinin tuottaman signaalin maara olematon. Toisaalta linjassa 3.H7
signaalia tulee hieman, mutta vdhemman mité olisi voinut olettaa ottaen huomioon NEFL

MRNA:N méaaran samassa linjassa.
TUJ1 NEFL NEFL TUJ1+NEFL+DAPI

46.11

1.B11

1.E9

3.H7

Kuva (11). NEFL, TUJ1, DAPI immunosytokemia

Vihred véri osoittaa NEFL:n, punainen Tubuliinin ja sininen DAPI:n. Tarkeimpdna havaintona on
NEFL-signaalin puuttuminen muokatuista solulinjoista, etenkin kolmannessa paneelissa esitetyissa

aksoneissa.
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5.2.4 Yhteenveto
Todistin kolmella tavalla kohdegeenimme ekspression puuttumisen tai vahenemisen

muokatuissa solulinjoissa. Voidaankin hyvélla varmuudella sanoa, ettd vaikka pieni maara
mRNA:ta tuotetaan myods solulinjoissa 1.B11 ja 1.E9, ei kuitenkaan NEFL-proteiini

ekspressoidu sielld missa sita tarvittaisiin aksonien eheyden kannalta.

5.3 Motoneuroneiksi erilaistamisen onnistumisen varmistaminen

Toinen taman tutkimuksen ydintavoite oli erilaistaa alempia hermosoluja hyvalla
tehokkuudella onnistuneesti. T&t4 varten kaytimme tunnettuja spinaalisten motoneuronien

markkereita hyvdksemme validoidaksemme tyGvaiheen onnistumista.

5.3.1 Solujen ulkondké soluviljelméassa
Otin liikehermosolujen kehitykseen liittyvien térkeiden paivdmaarien kohdilla kuvia

mikroskoopilla eri solulinjoista. Vertasin yhtd muokattua linjaa kontrollisolulinjaan
poissulkeakseni mahdollisia eroja linjojen valilla. Naitd ei esiintynyt, vaan solut kehittyivéat
hyvin samankaltaisina.

Kuva (12). Spinaalisten motoneuronien kehitys soluviljelmassa

Kuvia on otettu eri aikoina erilaistamisprosessin aikana. Esimerkinomaisesti esitetty kontrollin ja

yhden muokatun solulinjan (1.E9) erilaistaminen.
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5.3.2 ISL1-positiivisuuden selvittaminen
Halusin selvittdd, kuinka suuri maaré tietyn solulinjan soluista on erilaistunut halutuiksi

alemmiksi motoneuroneiksi. Kaytin hyvékseni tunnettua spinaalisten motoneuronien
merkkiainetta (Isletl). Kyseinen proteiini toimii transkriptiofaktorina ja ekspressoituu jo

melko kypsissa spinaalisissa motoneuroneissa.

Laskin manuaalisesti  solujen ISL1-positiivisuutta verrattuna solujen GAPDH-
positiivisuuteen.  Tulokset olivat huomattavan hyvid, silla parhaan solulinjan
erilaistumistehokkuus oli jopa 95% (1.E9). My6s muiden solulinjojen ISL1- positiivisuus oli

erinomainen. Ryhmassamme erilaistamisprosentti on ollut noin 80 % luokkaa aikaisemmin.

ISL1+
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Kuva (13). ISL1+ maarittaminen manuaalisesti laskemalla (FI1J1 imageJ -ohjelma)

Kaikkien solulinjojen erilaistamisen keskiarvoksi sain noin 85 %. Suurin onnistumisprosentti oli
solulinjassa 1.E9 (noin 95% , n=4). Huonoin erilaistamisprosentti oli solulinjassa 3.H7 (noin 78%,
n=6).
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NEFM + ISLET-1

Kuva (14). ISL1-NEFM varjays

NEFL puutos ei nayta vaikuttavan NEFM méaaraan ja tdma havainto on yhtélainen western blotin
tulokseen. NEFM varjaytyy kaikkialla tasaisesti, kuten kuuluukin. Punainen vari osoittaa ISLET1-
proteiinin, vihredlla ilmenee NEFM ja sinisellda jalleen tumaproteiini DAPI. ISLET1 sijaitsee

liilkehermosolun tumassa. NEFM sen sijaan ekspressoituu aksoneissa.

Varmistin vield gPCR:n avulla ISL1-positiivisuustason jokaisessa solulinjassa. Vertasin
tulosta jalleen solujen yllapitogeeni GAPDH:hon. Kaikkien linjojen ekspressio on hyva,

mutta yhdessa linjassa (1.E9) erilaistaminen ndyttd4 onnistuneen muita linjoja paremmin.
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Kuva (15). ISL1/GAPDH gPCR.

1.E9-linjan erilaistumisprosessi nayttda olleen tehokkain. Kaikki solulinjat ovat kuitenkin

erilaistuneet hyvin. Tulos on analysoitu kdyttaen Studentin T-testid.

5.3.3 Yhteenveto
Kéytin kolmea eri keinoa varmistaakseni, onko toinen ydintavoitteeni saavutettu. Voidaan

todeta, ettd solut nayttdvat motoneuroneilta soluviljelyn loppupuolella ja valtaosa niista
ekspressoi alemmille motoneuroneille spesifia markkeria sekd immunosytokemian- etta
gPCR:n perusteella. Né&iden tietojen perusteella olen onnistunut erilaistamaan alempia

motoneuroneita.

5.4 NEFL KO:n seuraukset solussa
Taman tutkimuksen lisatavoitteisiin  kuului muokattujen solujen tutkiminen muiden

kiinnostavien geenien ja proteiinien osalta. Naitakin kysymyksia lahestyessa kaytin hyvaksi

western blottia, qPCR sekd immunosytokemiaa.
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5.4.1 Western blot
Tutkin NEFL ohella my6s NEFM, Periferiinin, TUBB3 ja GAPDH:n proteiinien mé&arié eri

solulinjoissa. Western blotissa on havaittavissa kaivovalumaa (kuva 10), jonka huomaa
selvimmin NEFL- varjayksestd kaivojen 1.B11 (2) ja 3.H7 (2) kohdalla. Tdméan huomaa
myos periferiinivarjayksessa samoilla paikoilla. Tdman vuoksi ndita kaivoja ei voi kayttaa
etenkddn NEFL-tuloksia analysoidessa. NEFL-ylivalotuskuvasta huomaa kuitenkin, ett&
mitddn NEFL-geenin tuotetta ei ole ajautunut pidemmélle geelilld. Mydskddn NEFM -

proteiinin osoituksen viimeistéd kaivoa ei voi analysoida pdivaméaaran tullessa signaalin tielle.

Verrattaessa eri linjojen proteiinien mé&arid solujen housekeeping — geeni GAPDH:n
tuottamien proteiinien maériin, voitiin arvioida mahdollisia eroja linjojen valilla. Muita
kiinnostavia proteiineja ovat mahdollisesti NEFL-proteiinin puutoksen myota ekspressiotaan
muuttavat muut valikokoiset filamentit. Keskikokoisen neurofilamentin (NEFM) maara
vaikuttaa melko vakiolta kaikissa linjoissa ja tdmd onkin ollut viimeisimpien
tutkimustulosten konsensus. TUBB3-geenin tuottama proteiini on 1dhes GAPDH:n veroinen
housekeeping geeni spinaalisissa motoneuroneissa, joten sen ekspressio tuleekin olla
tasainen kaikissa linjoissa. Periferiinin méaara ndyttad olevan noussut kaikissa muokatuissa
solulinjoissa verrattaessa kontrolliin. Etenkin ”parhaassa” (1.E9, jossa NEFL mRNA mééara
pienin)  knock-out-linjassa  periferiinin - ma&rd eroaa tilastollisesti merkitsevésti

kontrollilinjasta.

Western Blot

*
A

- 2.0
T =
Q 1

1.5 -
IS J_ Y M
& [}
D 1.0 L
O 0.5

0.0 | | 1 1

control 1.B11 1.E9 3.H7
Periferiini/GAPDH



34

Kuva (16). Periferiinin maara suhteessa GAPDH:n maaraan Western blot analyysissa

Muokatuissa linjoissa periferiinin maara on suurempi verrattuna kontrollisolulinjaan, ja linjassa
1.E9 tulos on tilastollisesti merkitsevd. Tulos on analysoitu Studentin T-testia kayttéen

kontrollilinjaan verraten.

5.4.2 gPCR
Halusin selvittdd tutkimuksen kannalta tarkeiden geenien tuottaman mRNA:n maaréa

muokattujen solulinjojen ja kontrollin vélilla&. Ryhmé&mme suorittaman RNA sekvensoinnin
perusteella kontrollin ja yhden varman knock-out linjan vélilla oli eroja SLITRK2, GRM3 ja
LYNX1 - geenien ekspression valilla. RNA sekvensoinnin tuloksissa SLITRK2 mMRNA méara
oli laskenut ja LYNX1 sekd GRM3 mRNA maard oli noussut. Yritin saada selville,

toistuisivatko nama tulokset kasvattamissani alemmissa liikehermosoluissa.

SLITRK2-geenin tuottaman mRNA:n maéara erosi kontrollin ja muokattujen solulinjojen
valilla tilastollisesti merkitsevasti. Tilastollisesti merkitsevda mMRNA mé&éran vaheneminen on
havaittavissa 1.E9-solulinjan kohdalla ja se ndyttaa vahentyneen myos linjassa 1.B11, mutta
tulos ei ole tilastollisesti merkitseva. Toisaalta 3.H7- linjan mRNA:n mééra ei ollut laskenut.
Tama johtunee muokkauksen epétédydellisyydestda 3.H7-linjassa. Tulos vastaa ryhmamme
aikaisempaa késitystda NEFL-geenin sammuttamisen vaikutuksesta SLITRK2-geenin
ilmentdmiseen neuroneissa. Tulos tulisi kuitenkin tulevaisuudessa toistaa suuremmalla

maarélla naytteita.
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Kuva (17). SLITRK2/GAPDH gPCR

Tilastollisesti merkitseva ero esiintyy kontrollin ja 1.E9-linjan valilla. Myos 1.B11-linjan SLITRK2
mRNA maard on vahentynyt, mutta tulos ei ole tilastollisesti merkitseva. 3.H7-linjassa samaa
havaintoa ei todeta. Tulos vastaa ryhmamme suorittaman RNA sekvensoinnin tulosta. Tulos on

analysoitu Studentin T-testia kayttéaen verraten kontrollilinjaan.

GRM3 ja LYNX1 olivat ndyttaneet kiinnostavilta geeneiltda samassa RNA-sekvensoinnissa,
jossa oli vertailtu kontrollineuroneita yhteen NEFL knock-out solulinjaan. Geenien

ekspressio oli noussut RNA sekvensoinnin perusteella NEFL-poistogeenisessa solulinjassa.

GRM3:n kohdalla tulokset nayttdvat melko johdonmukaisilta muokatuissa solulinjoissa.
Kyseisen geenin tuottama mRNA oli lisddntynyt kaikissa muokatuissa solulinjoissa.
Tilastollisesti merkitseva ero esiintyi jokaisessa muokatussa solulinjassa. Tulos vastaa
ryhmamme aikaisempaa tulosta kyseisen geenin suhteen. Koska kuitenkin suurin kyseisen
geenin ekspressio oli puolittain geenimuokatussa solulinjassa, ei lopullisia johtopaatoksia

voida vetéé ja jatkotutkimuksia tarvitaan.

Toisaalta LYNX1 - geenin tuottaman mRNA madrissa havaitsin tilastollisesti merkitsevan
eron onnistuneesti muokatuissa solulinjoissa, eli linjoissa 1.B11 ja 1.E9. Samankaltaista
havaintoa ei tule esiin kolmannessa muokatussa solulinjassa (3.H7). Tulokset olivat

kuitenkin onnistuneesti muokatuissa solulinjoissa pdinvastainen ryhmédmme RNA
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sekvensoinnin tuloksiin kyseisen geenin osalta. Koska onnistuneesti muokatuissa
solulinjoissa tulokset ovat hyvin vahvasti tilastollisesti merkitsevat, on kyseistd geenid

kuitenkin kiinnostavaa tutkia tulevaisuudessa.
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Kuva (18). gPCR tulokset GRM3/GAPDH & LYNX1/GAPDH

GMR3 mRNA:n maira néyttdd olevan NEFL-geenistd riippuvainen. Toisaalta LYNX1 mRNA:n
maara ndyttdd vahenevén kahdessa muokatussa solulinjassa, etenkin 1.E9-linjassa, jossa tulos
tilastollisesti merkitsevd. GRM3-geenin tuottama mRNA oli noussut myds ryhmamme suorittamassa
RNA sekvensoinnissa, joten saamani tulos vastaa tatd. Toisaalta LYNX1 mRNA:n madra oli noussut
samassa RNA sekvensoinissa, mutta omassa tuloksessani se on laskenut onnistuneissa linjoissa
heréttden kysymyksid kyseisen geenin suhteen. Tulos on analysoitu kdyttden Studentin T-testi&

kontrollilinjaan verraten.

5.4.3 Immunosytokemia
Taman varjayksen tarkoitus oli selvittdd eri linjojen mahdollisia solumorfologisia eroja

muokkauksen jaljilta. Lisdksi halusimme selvittdd synapsiinin avulla hermosolujen

toiminnallista aktiivisuutta.

Hermosolujen rakenne oli samanlainen, vaikka NEFL puuttui. MAP2 ekspressoituu
kaikkialla tasaisesti, eli NEFL puutos ei ole vaikuttanut neuroneiden normaaliin

morfologiaan tdmén proteiinin suhteen. Toisaalta synapsiinia nakyy reilusti solujen sooma-



37

osissa, mik& kertoo siité, ettd neuroneissa tapahtuu synapsien remodelaatiota, eli solut ovat
aktiivisia.

MAP2 + SYN + DAPI

1.E9 1.B11 46.11

3.H7

Kuva (19). MAP2, SYN immunosytokemiaa

Nahdaan solumorfologialtaan samanlaiset neuronit kontrollisoluinjassa sekda muokatuissa linjoissa.
MAP-2 nakyy vihrealla, SYN punaisella ja DAPI jalleen sinisena.
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6 Pohdinta

Taman tutkimuksen kaksi paatavoitetta oli mallintaa CMT2E-potilaan solutason tilannetta
kantasolumallilla seka tutkia muiden tautiin mahdollisesti liittyvien geenien tuottamien
mRNA:n ja proteiinien madrid. Ensimmaiseen tavoitteeseen paéstiin  muokkaamalla
indusoiduista pluripotenteista kantasoluista NEFL-geenin suhteen mutantteja siten, etta ne
eivat tuottaisi kyseista proteiinia. Sen jalkeen ne erilaistettiin alemmiksi motoneuroneiksi
optimoimallamme  protokollalla, jotta  saavutettaisiin  mahdollisimman  hyva
erilaistamisprosentti ja toisaalta tutkimuksen toinen péaatavoite. Kolmas tutkimuksen tavoite
selvitettiin RNA- ja proteiinitason tutkimusmenetelmia kéyttaen, kun tutkittiin eri geenien

ilmentymisid muokatuissa solulinjoissa.

Tutkimustulokset viittaavat siihen, ettd kaksi kolmesta muokkaamastamme solulinjasta on
onnistunut halutulla tavalla. T&ma selvi&é parhaiten qPCR:n avulla, jonka myds western blot
varmistaa. Né&issé linjoissa (1.E9 & 1.B11) NEFL RNA:n mé&&rd on hyvin vahdinen ja
proteiinia ei ole lahes ollenkaan. Immunosytokemia nadytti ISL1-positiivisuuden liséksi, etta
keskikokoisen filamentin (NEFM) madard tai sijainti ei ollut muuttunut. MAP2 ja
synaptofysiinivérjaykset osoittivat, ettd NEFL-puutos ei vaikuttanut neuronien morfologiaan
tai synapsien muokkausaktiivisuuteen. Lisaksi vastasin kysymykseen, onko NEFL proteiinia
jaljelld muokatuissa solulinjoissa ja jos on, niin missé sielld. Samalla toinen proteiini,
TUBBS3 kertoi, onko NEFL-proteiinin puutos vaikuttanut neuroneiden aksoneihin jollain
muulla tavalla. Reilusti ylivalottamalla saadaan signaalia oikeastaan mista vaan ja NEFL-
geeninkin suhteen pystymme ndkemé&an himmeasti varjaytyvat solukeskukset. Kuitenkaan
NEFL-proteiinia ei ole neuriiteissa, joissa sitd kuuluisi olla, joten tdm& varmistaa NEFL-

geenin suhteen knock-outtien onnistumisen.

Pystyin selvittdam&an solujen erilaistamistehokkuutta laskemalla manuaalisesti solujen
ISL1/2 positiivisuutta verraten GAPDH-positiivisiin soluihin. Erilaistaminen onnistui
erittdin  hyvin, etenkin ottaen huomioon jakautuvien solujen pienen maaran
neuroniviljelmissa. Aiemmissa tutkimuksissa onkin havaittu, ettd NEFL-geenin
sammuttaminen ei muuta motoneuroneiksi erilaistamisen tehokkuutta ja tulokseni tukee tata
havaintoa (16).
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Saimme selvitettyd ndiden solulinjojen erilaista ekspressioprofiilia sekd RNA- ettd
proteiinitasolla neuroneiden valikokoisia filamentteja koodavien geenien (NEFL, NEFM,
Periferiini) ja muutaman neuroneissa esiintyvien niiden toimintaa tukevien geenien suhteen
(SLITRK2, GRM3, LYNX1). Naité tuloksia oli varmistamassa immunosytokemia, jonka
perusteella tulokset varmentuivat. Ryhmamme aikaisemmissa tutkimuksissa huomiota
heréttanyt periferiini naytti western blotin mukaan nousevan onnistuneesti muokatuissa
linjoissa. Tilastollisesti merkitseva muutos esiintyi linjassa 1.E9, jonka NEFL mRNA méara
oli muokatuista linjoista alhaisin. Muutaman naytteen otos ei tietenkaan riita toteamaan tasta
tuloksesta mitdan, mutta jatkoa ajatellen t&ma havainto voi olla Kkiinnostavaa yrittaa

varmentaa.

Ryhméssamme tunnistettujen uusien mahdollisesti NEFL-puutokseen liittyvien geenien
SLITRK2, GRM3 ja LYNX1 tuottamien mRNA maarid analysoitiin. N&it4 on kiinnostavaa
tutkia, silla niissa on havaittu tilastollisesti merkitsevid eroja mMRNA sekvensoinnin avulla
verratessa yhta NEFL-poistogeenista solulinjaa kontrollisolulinjaan. On kuitenkin pidettava
mielessd, ettd koska kyseessé on yksi solulinja, voivat erot johtua nimenomaan sille kloonille

tuotetusta mutaatiosta, eik siis valttamatta juuri NEFL-geenin hiljentdmisesta.

SLITRK2 on yhdistetty synaptogeneesiin ja sen on ajateltu lisadvan kiihdyttavien synapsien
syntya (39). Sen tuottaman mRNA madréssa olikin tilastollisesti merkitseva ero molempien
varmasti onnistuneesti NEFL-geenin suhteen muokatun linjan ja kontrollin valilla. Tulos
vastaa hyvin RNA sekvensoinnin tulosta. Kolmas tutkimamme linja, 3.H7 eroaa
huomattavasti kahdesta onnistuneesti muokatuista linjoista, eikéd siind havaita mRNA:n
vahenemistd. Analysoimme kyseisen linjan olevan NEFL-geenin suhteen puoliksi
hiljennetty, eli toinen alleeli tuottaa jonkin verran NEFL-mRNA:ta. Selvasti eroava
SLITRK2 mé&é&ra voi selittyd resessiivisten tautien tyyppipiirteen avulla. Kantajat eivét
ilmenna tautia, eli vasta tdydellinen proteiinin puutos johtaa tautiin. Td&man geenin
riippuvuutta NEFL-geeniin ei néiden tulosten puolesta voida ainakaan poissulkea, joten

lisatutkimukset ovat tarpeellisia.

GRM3-geeni on liitetty glutamaattivalitteiseen neurotransmissioon ja synaptiseen
plastisiteettiin (73). Se vaikutti ekspressoituvan enemman muokatuissa solulinjoissa ja sama

havainto todettiin ryhmd&mme suorittamassa RNA  sekvensoinnissa. Jokaisessa
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geenimuokatussa solulinjassa havaittiin  tilastollisesti  merkitsevd tulos. Koska
epéataydellisesti muokatussa solulinjassa (3.H7) GMR3 mRNA mééra oli suurin, on epaselvaa
liittyvatkd ekspression muutokset juuri NEFL-geeniin vai voiko tulos selittyéd
solulinjaspesifisilla ominaisuuksilla. Lisatutkimukset tdman geenin osalta lienevatkin siis

tarpeen.

LYNX1 mRNA:n mééra oli vahentynyt linjoissa 1.B11 ja 1.E9, joista jalkimmaisessa tulos
oli tilastollisesti merkitseva. Se ei kuitenkaan ollut vahentynyt linjassa 3.H7. Koska RNA
sekvensoinnin tuloksissa tdman geenin ekspressio oli kuitenkin kasvanut, on epaselvaa mista
tilastollisesti merkitsevéa ero johtuu ja onko muutos vain solulinjaspesifinen tietynlaisen
geenimuokkauksen vuoksi. LYNX1 on liitetty erilaisiin nikotiinireseptorien alatyyppeihin ja
sen tuottama proteiini moduloi ndiden reseptorien funktionaalisia ominaisuuksia esimerkiksi
estden liiallisen eksitaation ja taten neurodegeneration (40). Taménkin geenin tutkiminen

tulevaisuudessa vaikuttaa jarkevélta ndiden tulosten valossa.

Tassa tutkimuksessa ei tutkittu NEFH tai Alfa-interneksiinid, jotka ovat myds aksonin
tukirangan proteiineja ja teoriassa voisivat muuttua NEFL-proteiinin maaran pudotessa
mitattdmiin maariin aksoneissa. Lisaksi tutkimuksessa kaytettiin vain kolmea solulinjaa ja
kolmea teknistd replikaattia esimerkiksi gPCR:ssa. GRM3-geenin kohdalla jouduttiin
tyytymaan kahteen kontrollireplikaattiin kolmen sijaan yhden epéonnistuttua. Tutkimuksessa
havaitut asiat tuleekin toistaa isommalla mé&é&ralld neuroneita, jotta saadaan varmuus
havaintojen luotettavuudesta. Liséksi olisi hyva kéayttdd FACS-pohjaista menetelmad myos
neuronikasvatuksen yhteydessd, jolloin pystyisimme minimoimaan hairitsevien tekijoiden
(kuten jakautuvat solut) aiheuttavan virheldhteen tuloksien analyysissa. Liséksi kun on
selvitetty kantasolun geenimuokkausten onnistuminen, tulisi varmistaa kantasolujen puhtaus
embryonal-body  menetelmélld.  Kyseisessd = menetelméssa  varjatessa  soluja
immunosytokemialla kaikkia alkiokerroksia tulisi ekspressoitua. Lisaksi karyotyyppaus on
suositeltavaa tehdd muokatuille kantasoluille, koska on havaittu, ettd pitkissa viljelmissa

geenimanipulaation aiheuttamat kromosomimuutokset ovat mahdollisia.

Solun vaste epéataydelliseen editointiin on herattanyt laajasti kiinnostusta viime aikoina. On
alettu puhumaan niin sanotusta geneettisestd kompensaatiosta, jossa solu alkaa

ekspressoimaan geneettisesti sammutetun geenin kaltaisia muita geeneja ja jopa itse editoitua
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geenid itseddn. Tama kompensaatio tapahtuu mRNA tasolla ja ilmeisesti proteiinin
puuttuminen ei itsessdén saa aikaan kyseistd vastetta, vaan on ehdotettu DNA leesion tai
mutantti mRNA:n aiheuttamaa vastetta. Erdédssa tutkimuksessa syyta geneettiselle
kompensaatiolle yritettiin selvittdd ja huomattiin, ettd pelkk& DNA leesio ei riitd
aiheuttamaan solussa vastetta johtaen geneettiseen kompensaatioon. Samassa tutkimuksessa
saatiinkin selville, ettd mutantti mRNA:n hajotus on oleellinen asia solun geneettisen
kompensaation kannalta (74). Toisessa tutkimuksessa yritettiin selvittdd mRNA:n hajotuksen
taustalla olevan koneiston aiheuttamaa vaikutusta solun geneettisestd kompensaatiosta
vastaavissa geeneissa. Etenkin mRNA:n hajotukseen liittyvien Upf3a-geenin ja COMPASS-
kompleksiin liittyvien geenien tuottamat proteiinit ovat tarkeita toimijoita solun geneettisessa
kompensaatiossa (75). IImid on tarkea myods Kkliinisesti, silla etenkin resessiivisissa
sairauksissa geneettinen kompensaatio voi selittdd joidenkin sairauksien epataydellista
penetranssia. Lisdksi ilmion tutkiminen voi edelleen auttaa tunnistamaan geenejd tdman

ilmion taustalla ja jopa johtaa joidenkin terapiamuotojen kehittdmiseen (76).

Muokkaamissani soluissa tdmankaltainen ilmidé oli havaittavissa. Onnistuneestikin
geenieditoidut linjat (1.B11 ja 1.E9) ekspressoivat vdhdn NEFL-geenid mRNA tasolla.
Proteiiniksi asti niitd ei kuitenkaan tuotettu kummassakaan linjassa. On kuitenkin
huomattavaa, ettd solujen toiminta oli muuttunut myds muiden geenien tasolla, kuten ylla on
todettu, joten olisikin kiinnostavaa verrata nditd kahta onnistuneesti geneettisesti editoitua
solulinjaa toisiinsa. Erittdin kiinnostavan lisan tdéhén aiheeseen tuo kolmas geenieditoitu linja
(3.H7). Joidenkin tutkittujen geenien osalta sen mRNA:n ekspressio eroaa huomattavasti

kahdesta onnistuneesti muokatusta linjasta.

Tama tutkimus lisa4 tietdmysté Charcot-Marie-Tooth taudin molekyylipatologiassa. Liséksi
tutkimus edistdd muita tasté aiheesta kiinnostuneita tutkijoita kuvaamalla tarkasti solujen
editointi ja erilaistamisprosessit. Erilaisten tautia kasittelevien tutkimusten perusteella
ryhmdssdmme on aloitettu tutkimaan Amlexanox- nimisen ladkkeen mahdollista vaikutusta
NEFL-proteiinin puutteeseen solutasolla. Kyseisen jo markkinoilla aftojen hoitoon
tarkoitetun  ladkkeen  vaikutusmekanismina  pidetddn  stopkodonien  ohittamista
geeniluennassa. Tédmankaltainen vaikutusmekanismi geenin luentaan voisi auttaa tassé

sairaudessa, koska se voisi lisdtd NEFL-proteiinin mdaardd neuroneissa. Koska



42

tautimekanismi CMT:ssé ei ole selvd, yritetddn esimerkiksi edelld mainitulla tavalla lisata
puuttuvaa neurofilamenttia, joka voisi teoriassa estaa tai lievittad sairautta. Mit4 tarkemmin
saadaan selvitettyd potilaan oireisiin johtavat syyt solutasolla, sen todenndkdisemmin

tdhankin pahimmillaan liikuntakyvyn vievéan tautiin 16ydetaan tulevaisuudessa ratkaisu.
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Liitteet

Lyhenteet

iIPSC = induced pluripotent stem cells

CRISP-CAS9 = clustered palindromic regularly interspaced short palindromic
repeats CAS9 on nukleaasi entsyymi

CMT = Charcot-Marie-Tooth

CMT1F/2E = NEFL - geenituotteen virheellisyydestd / vahéisyydesta johtuva
CMT:n alayksikko

DSS = Dejerine-Sottas-Syndrome

knock-out = CRISP-CAS9 menetelmalla hiljennetty geeni
gPCR = quantative PCR

ICC = immunocytochemistry

SHH = Sonic Hedgehog

TGFBeta = Transforming growth factor Beta
RA = retinoid acid

BMP4 = Bone morphogenic protein

BDNF = Brain derived neurotrophic factor
GDNF = glial derived neurotrophic factor
CNTF = ciliary neurotrophic factor

MNP = motoneuron progenitor

DSS = Dejerine—Sottas Syndrome

NEFL = neurofilament light

NEFM = neurofilament medium



NEFM = neurofilament heavy

NCV = nerve conduction velocity

EMG = electromyography

HDACSG6 = histone deacetylase 6

MUP = motor unit potential

Upf3a = Gene related to regulating mRNA nonsense mediated decay

COMPASS complex = Oleellinen H3K4me3 metylaasi eukaryoottisoluissa
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Taulukko 1
ICC Antibody Dil.
1. Rb-a-NEFM, Proteintech 1:800
M-a-ISL1/2, DSHB 1:50
2. Chi-a-MAP2, Millipore 1:1000
M-a-SYN, SIGMA 1:500
3. Rb-a-NEFL, THERMO 1:1000
M-a-TUJ1, Biolegend 1:1000
Western
1. Rb-a-NEFL (thermo) c-term | 1:1000
2. Rb-a-peripheriini  (Merck) | 1:1000
(AB1530)
3. Rb-a.NEFM (proteintech) 1:1000
4. Rb-a-GAPDH (Cell | 1:1000
Signaling) (14c10)
5. M-a-TUJ1 (BioSite) 1:1000
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Primer

kaytto

emaésjarjestys

1446 NEFL
For

CRISP
R KO

screen

CCTTCCCTTTTGCGCAGAAT

1447 NEFL

Rev

CRISP
R KO

screen

CGGCTCTTGAACCATTCCTC

1246

SgRNA

GTGGAAAGGACGAAACACCYCGGCTGATGGAAGCGCGC
AAGTTTTAGAGCTAGAAATAG

1443

5S’UTR

GTGGAAAGGACGAAACACCY
GTTTTAGAGCTAGAAATAG

acccctatttatacgccggg

1245

SgRNA

GTGGAAAGGACGAAACACCYCTTCCGGGCGCTGTACGAG
CGTTTTAGAGCTAGAAATAG

1444

5S’UTR

GTGGAAAGGACGAAACACCY
GTTTTAGAGCTAGAAATAG

tgcgatcgatcacggcacge

429GapdhF

gPCR

cgctctctgetectectgtt

430GapdhR

gPCR

ccatggtgtctgagcgatgt

1089NEFLf

or

gPCR

CAAGACCCTGGAAATCGAAG

1090NEFLr

ev

gPCR

TGAAACTGAGTCGGGTCTCC

1731SLITR
K2
34 F

Exon

gPCR

TGATGTCGATTGCGATTTCT

1732SLITR
K2
4/5 R

Exon

gPCR

GGTACCTACAGGCAAACCTGA
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1095Islifor | gPCR | GTTACCAGCCACCTTGGAAA
1096Isllrev | gPCR | GGACTGGCTACCATGCTGTT
1725GRM3 | qPCR GATGGATCCTATGCCATTCAA
Exon 2 For
1726GRM3 | gPCR | CGGTCCTGGCAAAGTAATCA
Exon 3 Rev
1729Lynx1 | gPCR | GCTGTTGACCTCCCCACTC
Exon 2 F
1730Lynx1 |gPCR | TGTAGTAGGTGCGCGTGGT
Exon 3-4 R
Plasmidi CRISP | CAG-Cas9-T2A-EGFP-ires-pur8 addgene plasmid #78311
elektropora | R KO
atiossa

Liite 1

PCR (My Taq HS Red Mix protokolla)

(1) ensimmadinen denaturaatio 95 °C, 1 min n 1 sykli

(2) denaturaatio 95 °C, 15 sec, 30 syklia

(3) irtoaminen 66 °C 15 sec. 30 syklia

(4) ekstensio 72 °C , 10 sec, 30 syklia

Liite 2

gPCR protokolla

(1) ensimmadinen denaturaatio 95 °C, 7 min, 1 sykli

(2) denaturaatio 95 °C, 10 sec, 40 syklia

(3) irtoaminen 60 °C, 30 sec, 40 syklia

(4) ekstensio 65 °C — 95 °C, 5 sekunnin valein 0,5 °C:n nousu
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