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Dorsaalinen raphe-tumake on anteriorisen aivorungon tumake, jossa sijaitsee merkittavin
mielialaa ja kdyttdytymista sddtelevien serotonergisten hermosolujen keskittyma. Niiden
aktiivisuutta sddteleviat dorsaalisen raphe-tumakkeen GABAergiset inhibitoriset ja
glutamatergiset eksitatoriset hermosolut. Hermosolujen toiminnan taustalla on niille
ominaisten geenien luenta. Yksilollisten geeniyhdistelmien ilmentyminen vaikuttaa
hermosolujen erilaistumiseen ja vaeltamiseen sikiOnkehityksen aikana sekd maardd
solujen lopullisen identiteetin. Kehitysgenetiikan tutkimusmenetelmin on selvitetty
hermosoluille ominaisia merkkigeenejd sekd seurattu solujen vaeltamista kehityksen
aikana, mutta dorsaalisen raphe-tumakkeen GABAergisten hermosolujen alkuperd
tunnetaan vield huonosti.

Tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd geneettiselld solulinjakartoituksella dorsaalisen
raphe-tumakkeen GABAergisten hermosolujen alkuperdd hiiren sikidssd Pax7-geeniin
kytkettyd Cre-rekombinaasia hyddyntien. Tutkimuksessa kiytettiin Pax7- ja
ROSA26™mato_pyuntogeenisten hiirilinjojen risteytysten sikioitd kehityksen vaiheissa
E12.5 ja E18.5. Sikididen Pax7-geenid ilmentdvissd soluissa Cre-rekombinaasi poistaa
TdTomato-geenid edeltdvin loxP-sekvenssien ympardimén lopetuskodonin, jolloin
TdTomato ilmentyy ja tuottaa RFP-merkkiproteiinia. RFP leimaa rekombinaasin
toiminnan seurauksena Pax7-geenid ilmentdvit solut, ja RFP:n vasta-aineella voidaan
kartoittaa Pax7-geenid ilmentdvien solujen litkkumista sikionkehityksen aikana. Pax7
toimi tdssd tutkimuksessa merkkigeenind dorsaalisessa hermostoputkessa syntyneille
hermosoluille. Sikiot keréttiin eri kehityksen vaiheissa, fiksoitiin paraformaldehydissi ja
sailytettiin parafiinissa. Kudoksesta leikattiin mikrotomilla leikesarjoja, jotka varjéttiin
immunohistokemiallisesti vasta-aineilla tai RNA in situ —hybridisaatiolla komple-
mentaarisilla RNA-koettimilla. Vasta-aineet ja koettimet valittiin aiemmissa tutki-
muksissa loydettyjen GABAergisissdé hermosoluissa ilmentyvien merkkigeenien
perusteella, joita olivat Pax7:n liséksi Gadl, Ntnl, Pitx2 ja Foxol.

Sikion dorsaalisessa raphe-tumakkeessa kehitysvaiheessa E18.5 esiintyi runsaasti Gadl-
geenid ilmentdvid GABAergisid hermosoluja, joista osa vaikutti olevan RFP-positiivisia.
GABAergisten hermosolujen joukossa esiintyi Ntnl-geenid ilmentévid Gadl-positiivisia
hermosoluja, jotka vaikuttivat tutkimusten perusteella olevan myods RFP-positiivisia.
Lisdksi kehitysvaiheen E12.5 sikion ventraalisen rombomeeri 1:n alueella esiintyi Ntnl-
geenid ilmentdvid soluja, joista osa oli myds Pitx2-, Pax7- ja RFP-positiivisia.
Tutkimustulokset olivat yhteneviisid aiempien tutkimusten kanssa ja tukivat hypoteesia,
ettd dorsaalisen raphe-tumakkeen GABAergisilld hermosoluilla on dorsaalinen alkupera.
Tutkimus lisdsi ymmarrystda GABAergisten hermosolujen monimuotoisuuden kehitty-
misestd sikionkehityksen aikana, ja voi toimia jatkossa pohjana myds uusille kehitys- ja
neurogeneettisille tutkimuksille.

Asiasanat: geneettinen solulinjakartoitus, dorsaalinen raphe-tumake, GABA, serotoniini
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1 JOHDANTO

1.1 Sikionkehityksen genetiikka

Nisdkkadn sikionkehitys on monimutkainen geenien ohjaama tapahtuma, jossa
hedelmoittyneestd munasolusta muovautuu uusi yksilo. Sikionkehityksen aikana geenit
ohjaavat solujen jakautumista ja kasvua, erilaistumista ja vaeltamista kehittyviin elimiin.
Aikuiseen yksiloon verrattuna sikionkehityksen genetiikassa on useita erityispiirteitd.
Moni yksilonkehitykseen vaikuttavista geeneistd ilmenee laajasti sikiossd, mutta geenin
ilmentyminen rajoittuu aikuisessa vain tietylle alueelle tai se hiljennetdén kokonaan.
Kehityksen aikana solujen vélilld esiintyy induktiivisia vuorovaikutuksia, joissa solut
ohjaavat toistensa erilaistumista. Liséksi sikionkehityksessd monet viestimolekyylit
vaikuttavat solujen erilaistumiseen tiettyind pitoisuuksina. Signaalimolekyylid tuottavan
signaalikeskuksen ldheisyydessd olevat solut vastaanottavat suuremman pitoisuuden
viestimolekyylid kuin kauempana olevat solut, jolloin solujen sijainti kehittyvissa
alkiossa vaikuttaa signaalimolekyylin vasteeseen. Niitd eri pitoisuuksina vaikuttavia
viestimolekyylejd kutsutaan morfogeeneiksi, ja niilld on merkittdvd rooli esimerkiksi
alkion akseleiden ja hermostoputken kaavoittumisessa sekd keskushermoston kehit-
tymisessd. Muita erityispiirteitd sikionkehityksen genetiikassa on pluripotenssin eli
alkion sisdsolumassan kantasolujen kaikkikykyisyyden ylldpitoon osallistuvien geenien
ilmentyminen, sekd sdddelty apoptoottisten geenien ilmentyminen ja apoptoosin vaikutus

elinten muotoutumiseen. (Watson ym. 2014; Sariola ym. 2015).

Sikionkehityksen ensimmadiselld kolmanneksella muodostuvat kaikki elinten aiheet,
minkd vuoksi kehitys on tdssd vaiheessa erityisen herkkd héiridille (Sariola ym. 2015).
Etenkin keskushermoston kehityksessd tapahtuvilla hairidilld voi olla vakavia
vaikutuksia sikidlle, silldi hermosolujen uusiutumiskyky on yleensd rajallinen.
Kehitysgeneettiset tutkimukset ovat paljastaneet esimerkiksi A-vitamiinin johdannaisen
retinoiinthapon morfogeneettiset ominaisuudet ja sen liiallisen saannin haitalliset
vaikutukset sikion hermoston kehitykselle, tai folaatin merkityksen hermostoputken
sulkeutumiselle. A-vitamiinin vaikutus sikidonkehitykselle pohjautuu solujen véliseen
viestintddn eli solusignalointiin; liiallinen retinoiinihappo héiritsee alkion kaavoittumista
vaikuttamalla solunsiséisiin signalointireitteihin (Durston ym. 1989). Folaattia puoles-

taan tarvitaan nukleiinihappojen synteesissad aktiivisesti jakautuvissa hermostoepiteelin
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soluissa (Imbard ym. 2013). Genetiikkan tuntemus auttaa siis ymmairtimadn niin

normaalia kehitystd kuin my0s syitd mahdollisten héirididen ja sairauksien taustalla.

Fyysisten kehityshdirididen liséksi kehittyvén keskushermoston geneettiset tutkimukset
ovat paljastaneet useita tekijoitd, joilla voi olla vaikutusta psyykkisten sairauksien
syntymiselle. Hermosolujen erilaistumista ohjaavia geenejd tutkimalla on voitu selvittda
hermosolujen vaeltamista kehityksen aikana eri aivoalueille. Tutkimuksissa on 10ydetty
fysiologinen ja geneettinen tausta esimerkiksi masennukselle aivorungon serotoniinia
tuottavista hermosoluista (Deneris & Wyler 2012). Aivorungon serotonergisten
hermosolujen tiedetddn osallistuvan laajasti mielialan, kdyttdytymisen ja kognitiivisten
toimintojen sditelyyn (Morton ym. 2015). Mahdollisesti jo sikionkehityksen aikaiset
tapahtumat voivat altistaa erilaisille psyykkisille sairauksille, minkd vuoksi on tirkeda

ymmaértid aivojen kehityksen taustalla vaikuttavien geenien toimintaa syvillisemmin.

1.2 Kehitysgeneettiset tutkimusmenetelmit

Kehitysgeneettisissd tutkimuksissa hyddynnetddn edistyksellisia molekyyligenetiikan
tutkimusmenetelmid, joiden avulla viimeisten vuosikymmenien aikana on saatu runsaasti
tietoa sikionkehitykseen vaikuttavista geeneistd. Tutkimuksia tehdddn erilaisten
malliorganismien avulla. Nisdkkdistd kotihiirtd (Mus musculus) kaytetddn eniten
sikionkehityksen genetiikan tutkimuksissa malliorganismina, ja hiiren sikionkehityksen
tutkimukset antavat arvokasta tietoa myos ihmisen sikion ja sitd kautta myos aikuisen
yksilon ominaisuuksista, normaalista toiminnasta ja sairauksista. Hiirid on suhteellisen
helppo kasvattaa tutkimuksia varten, silld ne tuottavat suuria poikueita ja niiden kantoaika
on lyhyt, noin 19-21 vuorokautta (Sariola ym. 2015). Hiirialkion ika lasketaan parittelu-
hetkesta ldhtien, jolloin paritelleen naaraan vaginaan muodostuu tulppa. Koska parittelua
seuraavana pdivand alkio on noin 12 tunnin ikéinen, titd aikapistettd merkitddn E0.5
(engl. embryonic day). Ajoitettujen paritusten avulla voidaan tuottaa vertailukelpoista

tietoa sikionkehityksen eri vaiheista (Frum & Ralston 2015).

Vertailevan morfologian lisdksi genomien vertailu on merkittdvéssd osassa kehitys-
genetiikan tutkimuksessa. Verrattavuus hiiren ja thmisen genomin vililld on suhteellisen
hyvé: ihmisen DNA:n koodaavasta alueesta 85 % on yhteistd hiiren DNA:n kanssa, tosin

introneista vain 35 % (Batzoglou ym. 2000). Jatkuvasti kehittyvien uuden sukupolven



sekvensointimenetelmien ansiosta genomien vertailu helpottunee tulevaisuudessa

entisestadn.

Geenien ilmentymistd voidaan tutkia joko yksittdisten geenien osalta tai laajempia
geenien sditelyverkostoja mallintamalla. Yksittdisid geenejd voidaan tutkia joko niiden
tuottaman proteiinin avulla vasta-aineilla, tai havainnoimalla suoraan geenistd
transkriptoitunutta ldhetti-RNA:ta koettimien avulla. Esimerkiksi RNA in situ —
hybridisaatio on menetelmi, jossa tutkitaan halutun geenin ldhetti-RNA:ta kohde-
kudoksessa, esimerkiksi kehittyvdssd aivokudoksessa. Lisdksi on mahdollista tuottaa
mutaatioita genomiin ja sitd kautta selvittdd yksittdisten geenien vaikutusta yksilon
toimintaan. Kohdennetun mutageneesin avulla mutaatio tuotetaan ennalta méadritettyyn
kohtaan genomissa. Tutkimuksen kohteena oleva geeni voidaan inaktivoida kokonaan,
mutta my0s ehdollista mutageneesid kiytetddn. Ehdollinen mutageneesi perustuu siihen,
ettd mutaatio tapahtuu vain tietyssd kudoksessa tai tietyssd kehitysvaiheessa, jolloin

mutaation vaikutuksia voidaan rajata. (Sariola ym. 2015).

Kun yksittdisten geenien vaikutus tunnetaan, voidaan havainnoida geenien vélisid
vuorovaikutuksia laajemmin. Geenien sddtelyverkostojen tutkimuksessa bioinforma-
tiikkan keinoin on mallinnettu esimerkiksi pluripotenssin ylldpitoon ja solujen erilais-
tumiseen vaikuttavia transkriptiotekijoitd, signaalimolekyylejda ja sditelevidi RNA-
molekyylejd sekd niiden vélisid vuorovaikutuksia (Parfitt & Shen 2014). Lisédksi on
mahdollista vertailla eri solupopulaatioiden vilisid eroja geenien ilmentymisessa. Solujen
lahetti-RNA-sekvenssiin eli transkriptomiin perustuu esimerkiksi RNA-yksisolu-
sekvensointi, joka on uuden sukupolven sekvensointimenetelma. Koska kaikissa yksilon
somaattisissa soluissa on sama genomi, solujen erilaistuminen perustuu geenien
ilmentymisen erothin. Solujen transkriptomien eroja tutkimalla voidaan -erottaa
erilaistuneita solujoukkoja, kuten hermosolupopulaatioita, toisistaan. RNA-yksisolu-
sekvensoinnin avulla voidaan eri solupopulaatioiden geenien ilmentymistd vertailla
keskenddn jopa tuhansien geenien osalta (Artegiani ym. 2017). Sekvensoinnin tuloksena
saadaan t-SNE (engl. t-distributed stochastic neighbour embedding) —kuvaaja, jossa
jokainen yksittdinen solu ndkyy yhtend pisteend. Kuvaajassa ldhekkdin olevat solut
muodostavat aina yhden solupopulaation. Liittdmalld yksisolusekvensoinnista saadut
tulokset geenien ilmentymisen ajalliseen tutkimukseen voidaan havainnoida esimerkiksi
hermosolujen geenien ilmentymistd eri kehityksen vaiheissa aina hermosolun kanta-

solusta hermosolun esiasteeksi. Artegiani ym. (2017) havaitsivat tutkimuksessaan, ettd
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kehittyvd hermosolu ilmentdd jokaisessa kehityksensd vaiheessa neurogeneesille eli
hermosolujen erilaistumiselle ominaisia geeniyhdistelmid: neurogeneesid hiljentdvii
geenejd kantasoluvaiheessa, ja aktivoivia geenejd esiastevaiheessa. Hermosolujen
esiasteet erosivat merkittidvisti hermosolujen kantasoluista niisséd ilmentyvien geenien
osalta, vaikka osaa geeneistd ilmennettiinkin ldpi kehityksen. Kantasoluissa ilmen-
nettivit geenit liittyvét yleisimmin solun glukoosi- ja rasva-aineenvaihduntaan, kun taas
esiastevaiheessa olevien solujen transkriptomi painottuu solusyklid siiteleviin geeneihin.
Tutkimus osoitti, ettd yksisolusekvensoinnilla voidaan luotettavasti tutkia solu-
populaatioiden transkriptomia ja siten erottaa eri populaatioita toisistaan. Myos Morello
ym. (julkaisematon) ovat hyddynténeet tutkimusryhméassdadn RN A-yksisolusekvensointia
kartoittaessaan hiiren sikion GABA:a tuottavien eli GABAergisten hermosolujen

monimuotoisuutta kehittyvissa taka-aivoissa.

Kuten aiemmin mainitsin, inaktivoimalla tiettyjd geenejd voidaan selvittdd geenin
merkitys yksilon toiminnalle sikionkehityksen aikana. Téllaisia niin kutsuttuja knock-out
—hiirid tutkimalla on selvitetty esimerkiksi aivorungon tumakkeiden serotonergisten
hermosolujen migraatioon osallistuvia geenejd (Haugas ym. 2016; Shehabeldin ym.
2018). Monet kehitysgenetiikan tutkimusmenetelmét pohjautuvat myds muuntogeenisten
knock-in —hiirilinjojen kéytt6on tutkimuksissa. Knock-out- ja knock-in —hiirilinjojen
luominen perustuu alkion sisdsolumassan pluripotentteihin kantasoluihin, joilla on kyky
erilaistua miksi tahansa alkion rakenteeksi. Kun téllaisiin soluihin siirretddan haluttu geeni
ja soluista kasvatetaan alkioita, saadaan muuntogeenisid knock in —poikasia. Risteytyk-
silld voidaan luoda joko hetero- tai homotsygoottisia hiirid kyseisen geenin osalta.

(Sariola ym. 2015).

Muuntogeenisid hiirilinjoja voidaan kdyttdd myods geneettiseen solulinjakartoitukseen.
Geneettisessd solulinjakartoituksessa selvitetdén kiinnostuksen kohteena olevien solujen
litkkumista sikionkehityksen aikana. Solulinjakartoituksessa voidaan kayttid esimerkiksi
kahta muuntogeenistd hiirilinjaa, joista toinen ilmentdd DNA:ta muokkaavaa rekombi-
naasientsyymid kiinnostuksen kohteena olevan geenin alueella. Toinen muuntogeeninen
hiirilinja puolestaan ilmentdd reportterigeenid, joka voi olla esimerkiksi fluoresoivaa
proteiinia tuottava geeni. Kahden muuntogeenisen hiirilinjan jilkeldisissé rekombinaasi
ilmenee niissd soluissa, jotka ilmentdvdt kiinnostuksen kohteena olevaa geenid.
Reportterigeenid voi edeltdd lopetuskodoni, jonka rekombinaasi poistaa. Silloin kaikki

solut, jotka ilmentdvit kiinnostuksen kohteena olevaa geenid, ilmentdvit lopulta myds



reportterigeenid. Geneettinen solulinjakartoitus leimaa siten pysyvésti kaikki solut, joissa

rekombinaatio tapahtuu. Muutos periytyy myos tytirsoluille. (Legue & Joyner 2010).

Yksi yleisimmisté kdytetyistd rekombinaaseista on bakteriofagi P1:sté perdisin oleva Cre-
rekombinaasi (Legue & Joyner 2010). Cre-rekombinaasin genetiikka perustuu loxP-
tunnistussekvensseihin, joihin rekombinaasi voi sitoutua. Cre-rekombinaasi on
tyrosiinirekombinaasi, jossa rekombinaasin aktiivisen keskuksen tyrosiini muodostaa
DNA:han kovalenttisen sidoksen, joka siilyttdd fosfodiesterisidoksen energian; timéin
vuoksi ulkopuolista ATP:n energiaa ei tarvita rekombinaasin toimintaan (Watson ym.
2014). Sitouduttuaan /oxP-sekvensseihin rekombinaasi voi aitheuttaa sekvenssien vélisséd
olevan geenin inversion tai deleetion riippuen /oxP-sekvenssien orientaatiosta (Kuva 1).
Geneettisessd Cre-rekombinaasivilitteisessd solulinjakartoituksessa reportterigeenid
edeltdd lopetuskodoni, jonka ympaérilldi on 34 emdsparin mittaiset /oxP-sekvenssit
samansuuntaisessa orientaatiossa (Kuva 1B). Talloin Cre-rekombinaasin ilmentyminen
kohdesolussa aiheuttaa loxP-sekvenssien vilissd olevan sekvenssin deleetion, ja

reportterigeeni padsee ilmentymiin (Legue & Joyner 2010).

Kuva 1. Cre-rekombinaasin toiminta kohdesolussa /loxP-sekvenssin orientaation
mukaan. Kohdassa A /loxP-sekvenssit ovat vastakkaiset, jolloin Cre aiheuttaa inversion.
Kohdassa B loxP-sekvenssit ovat samansuuntaiset, jolloin sekvenssien vilissé oleva alue
poistuu deleetiolla. STOP merkitsee lopetuskodonia. Tulkinta Sariola ym. (2015), s. 117
kuvasta.



Téassd luvussa olen esitellyt vain pienen osa sikionkehityksen genetiikan tutkimus-
menetelmistd, ja useat tekijdt vaikuttavat sopivimman tutkimusmenetelmén valintaan.
Geneettisen solulinjakartoituksen ja ehdollisen mutageneesin etuna on, ettd normaali
sikionkehitys ei yleensd hiiriinny. Cre-rekombinaasivilitteinen geneettinen solulinja-
kartoitus ei vaadi invasiivista tutkimusta sikionkehityksen aikana, koska se perustuu jo
valmiiksi muokattuihin muuntogeenisiin soluihin (Legue & Joyner 2010). Lisdksi
kaikissa soluissa esiintyvistd mutaatioista osa saattaa olla sikion kuolemaan johtavia,
jolloin mutaation rajaaminen vain tiettyyn kudokseen mahdollistaa sikion normaalin

kehittymisen mutaatiosta huolimatta (Sariola ym. 2015).

1.3 Keskushermoston kehitys

1.3.1 Alkion varhainen kehitys ja gastrulaatio

Kehityksen alussa hedelmdittynyt munasolu alkaa jakautua noin vuorokauden kuluttua
hedelmoityksestd, ja tdmén jilkeen mitoottiset solunjakautumiset tapahtuvat nisakkailla
12-24 tunnin vélein. Jakautuvia soluja kutsutaan blastomeereiksi, ja varhaisvaiheen
blastomeereistd koostuvaa alkiota morulaksi. Blastomeerit ovat totipotentteja eli
tdyskykyisid, eli niistdi voi muodostua sekd alkion ettd sikiokalvojen rakenteita.
Keskeisessd osassa blastomeerien jakautumista on alkion oman genomin aktivaatio, joka
tapahtuu hiirelld jo kaksisoluvaiheessa (Frum & Ralston 2015). Alkion omien geenien
aktivoituminen vaatii munasolun ldhetti-RNA:ta, ja samat maternaaliset transkriptio-
tekijdt, joita vaaditaan myohemmin solujen pluripotenssin ylldpitoon, osallistuvat myos
alkion genomin aktivaatioon. Kahdeksansoluvaiheessa hiirialkion blastomeerit alkavat
ilmentdd adheesioproteiineja, jotka aiheuttavat kompaktion eli solujen tiivistymisen.
Kompaktio aiheuttaa my0s blastomeerien polarisoitumisen, ja uusien jakautumisten
seurauksena blastomeerit erilaistuvat sisdsolumassaksi ja trofoblastisolukoksi.
Sisdsolumassan solut ovat pluripotentteja eli kaikkikykyisid, ja ne voivat muodostaa miti
tahansa alkion rakenteita. Sisdsolumassan solujen tuottamat signaalimolekyylit
indusoivat trofoblastisoluja jakautumaan. Trofoblastisolujen erittdmien natriumionien
vaikutuksesta sisdsolumassan ja trofoblastin viliin muodostuu nesteen tadyttdma
blastoseeleontelo, ja tdssd vaiheessa alkiota kutsutaan blastokystiksi. (Gilbert 2010;

Sariola ym. 2015).



Hiirialkion kiinnittyminen kohdun seindmédidn tapahtuu noin neljan pdivdn kuluttua
hedelmdityksestd blastokystivaiheessa (Frum & Ralston 2015). Blastokystivaiheessa
tapahtuu myos alkion selkd-vatsa- eli dorso-ventraalisen akselin kaavoittuminen:
selkdpuoli muodostuu sille puolelle sisdsolumassan soluja, jotka ovat yhteydessd
trofoblastisoluihin. Sisdsolumassan solut erilaistuvat epiblastiksi ja hypoblastiksi, ja
ainoastaan epiblastista voi muodostua alkion rakenteita. Useat eri signaalimolekyylit ja
niiden véliset vuorovaikutukset ohjaavat hypoblastin ja epiblastin erilaistumista.
Epiblastin soluissa tapahtuu gastrulaatio, jossa epiblastista muodostuu kolme alkio-
kerrosta: endodermi, mesodermi ja ektodermi. Hiirialkion gastrulaatio tapahtuu kuusi
pdivad hedelmoityksen jilkeen. Ennen gastrulaatiota epiblasti ja hypoblasti taipuvat
sylinteriméiseksi rakenteeksi. Gastrulaatiossa solujen liikkeitd alku-uurteen ldpi
sadtelevit kaksi signaalikeskusta, AVE (engl. anterior visceral endoderm) ja solmuke
(engl. node), jotka ovat viliaikaisia alkioon kehittyvid rakenteita. Signaalikeskuksista
sekd epiblastin ulkopuolisista rakenteista tuotettavat viestimolekyylit ohjaavat
gastrulaatiota ja indusoivat sen aloitusta. Gastrulaatiota ohjaavat signaalikeskukset
sadtelevat myos alkion etu-taka- eli antero-posteriorisen akselin kaavoittumista. Alkion
kaavoittuminen mahdollistaa gastrulaatiota seuraavan hermostoputken muodostumisen,
ja midrad tulevan keskushermoston rakenteiden sijainnin. (Gilbert 2010; Sariola ym.

2015).

1.3.2 Neurulaatio ja hermosolujen erilaistuminen

Osa gastrulaatiossa muodostuneen ektodermin soluista erilaistuu neuroepiteeliksi, josta
alkaa hermostoputken muovautuminen. Neuroepiteeli syntyy ektodermin dorsaaliseen
osaan, jossa solut muuttavat muotoaan pidemmaiksi ja kapeammaksi dorsaalisen
mesodermin signaloinnin vaikutuksesta. Neuroepiteelisolujen muodostama dorsaalinen
hermostolevy syvenee hermostokouruksi ja lopulta sulkeutuu kokonaan hermosto-
putkeksi neurulaatioksi kutsutussa tapahtumassa. Hermostoputkesta muodostuu keskus-

hermosto: anterioriseen osaan kehittyvit aivot, ja posterioriseen osaan selkdydin. (Gilbert

2010).

Kehittyvian hermostoputken ja ektodermin viliin, hermostoputken dorsaalisimpaan
osaan, syntyy hermostopiena, jonka solut muodostavat kehityksen aikana
ddreishermoston sekd lukuisia muita rakenteita. Hermostoputken sulkeutuessa

kaudaalisen eli selkdytimen puoleisen hermostopienan solut irtautuvat hermostoputkesta
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ja samalla erottavat hermostoputken ja epidermin toisistaan. Rostraalisen eli kallon
puolen hermostopienan solut erilaistuvat ja lihtevit vaeltamaan jo ennen hermostoputken
sulkeutumista. Ennen posteriorisen hermostoputken sulkeutumista anterioriseen osaan
alkaa my6s muodostua pullistumia, joista kehittyvat primaariset aivorakkulat: etuaivot,
keskiaivot ja taka-aivot. Taka-aivot segmentoituvat kahdeksaksi jaokkeeksi,
rombomeereiksi, joiden solut eivit sekoitu keskenéddn ja jotka myohemmin kehittyvit

erillisiksi aivojen rakenteiksi. (Gilbert 2010).

Sekd hermosolut ettd hermoston tuki- eli gliasolut erilaistuvat hermostoputken
multipotenteista eli monikykyisistd neuroepiteelisoluista, ja erilaistumista sdételevat sekd
ajalliset ettd paikalliset signaalit. Erityisesti homeodomeeni- ja bHLH-proteiinien on
havaittu vaikuttavan hermosolujen varhaisen identiteetin madrdytymiseen (Guillemot
2007). Hermosolujen erilaistuminen tapahtuu vaiheittain, ja erilaistumista ohjaavat
kullekin vaiheelle ominaiset geenien luentaan vaikuttavat transkriptiotekijat (Achim ym.
2014). Erilaistumisen alussa yksikerroksisesta hermoepiteelisolukosta muotoutuu
vahitellen monikerroksinen, kun solut jakautuvat epdsymmetrisesti ja tuottavat
jakautuessaan yhden kantasolun ja yhden hermosolun esisolun. Jakautuvat hermo-
epiteelisolut ovat jirjestdytyneet ventrikulaariselle alueelle (engl. ventricular zone)
lahelle hermostoputken keskiosaa. Ventrikulaarisesta alueesta muodostuvat myohemmin
aivokammioiden eli ventrikkelien seindmédt (Sariola ym. 2015). Erilaistumisen
ensimmaéisessd vaiheessa esisolu eli progenitori saa paikasta riippuvaisia signaaleja
ympadristostddn, jolloin erilaistuvassa solussa kdynnistyy viestimolekyylille ominainen
solunsisdinen signalointiketju (Achim ym. 2014). Progenitorien varhaiseen
erilaistumiseen osallistuu lukuisia transkriptiotekijoitd, kuten proneuraaliproteiineja,
jotka sditelevdt toistensa aktiivisuutta. Proneuraaliproteiinit osallistuvat myos

erilaistumisen seuraavan vaiheen, solusyklistd poistumisen, sddtelyyn (Guillemot 2007).

Solusyklistd poistumisen jilkeen prekursorisoluissa eli neuroblasteissa aletaan ilmentad
kullekin hermosolutyypille ominaisia geenejd, ja erilaistumista kontrolloivat niin kutsutut
valitsija- eli selektorigeenit (Achim ym. 2014). Solusyklistd poistuessaan neuroblasti
irtoaa ventrikulaariselta alueelta ja liikkuu lopulliselle paikalleen, jossa se muodostaa
yhteyksid muihin hermosoluihin. Hermosolujen migraatio tapahtuu esimerkiksi
gliasoluja pitkin, soluvidliaineen avulla tai kohdekudoksen erittdmien liukoisten
proteiinien, kuten Ntn/-geenin tuottaman Netriini-1:n, avulla (Sariola ym. 2015) (Liite 1,

kaikkien tutkielmassa esitettyjen geenien koko nimet). Lisdksi hermosolujen aksonit



voivat muodostaa yhteyksid kauas solukeskuksestaan. Hermosolujen identiteetti
méadriytyy lopullisesti vasta solusyklistd poistumisen jilkeen, kun kullekin solutyypille
ominaisten geenien luenta kdynnistyy (Achim ym. 2014). Erilaistumiseen vaadittavien

geenien aktiivisuus sdilyy soluissa myds erilaistumisen jilkeen.

1.3.3 GABAergiset hermosolut ja niiden erilaistuminen

Suurin osa vilittdjdainetta tuottavista hermosoluista on erikoistunut tuottamaan tiettya
valittdjdainetta tai tiettyjen vilittdjdaineiden yhdistelmid, ja téatd erikoistumista ohjaavat
solujen ilmentdmét geenit, joiden luennan aktiivisuus madraytyy solusyklistd poistumisen
jilkeen (Achim ym. 2014). GABAergiset hermosolut ovat hyvin monimuotoinen joukko
keskushermoston vélineuroneita, jotka syntetoivat ja kdyttavit synapseissaan vélittdja-
aineena GABA:a eli gamma-aminobutyraattia. GABA on aminohappo glutamaatista
dekarboksylaation lopputuotteena muodostunut molekyyli, jolla on keskushermoston
postsynaptisissa hermosoluissa inhibitorinen vaikutus (Bu & Tobin 1994). GABA on
glysiinin ohella merkittdvin inhiboiva vilittdjdaine keskushermostossa, kun taas
glutamaatti on merkittédvin eksitatorinen keskushermoston vilittdjdaine (Hill ym. 2008).
GABA-synteesiin osallistuvia glutamaattidekarboksylaasientsyymeja (GAD), GADss ja
GADs7, koodaavat kaksi keskenddn homologista geenid, Gadl ja Gad2 (Bu & Tobin
1994). Glutamaattidekarboksylaasientsyymeja koodaavat geenit ovat aktiivisena
ainoastaan niissd hermosoluissa, joissa tuotetaan GABA:a, minkd vuoksi nditd geeneji
voidaan luotettavasti kayttdd GABAergisten hermosolujen merkkigeeneind (Dicken ym.
2015). My6s GABA:n intra- ja ekstrasellulaariseen kuljetukseen osallistuvien proteiinien
geenejd voidaan kayttdd GABAergisten solujen markkereina Gadl- ja Gad2-geenien

ohella.

GABA vaikuttaa kohdesolussa GABA:a ligandinaan kéyttdvien reseptorien vilitykselld.
GABA-reseptoreita on kahta tyyppid: GABAa ja GABAgs. GABAAa-reseptori on
ionikanava, jolla on nopea, ionotrooppinen vaikutus postsynaptiseen soluun. GABAg-
reseptori on puolestaan G-proteiinikytketty transmembraaniproteiini, jolla on hitaampi,
metabotrooppinen eli solusignalointia sédételevd vaikutus kohdesolussa. Kumpikin
GABA-reseptori aktivoituu GABA:n sitoutuessa reseptorin aktiiviseen kohtaan.
GABAA-reseptoriin sitoutuessaan GABA aiheuttaa ionikanavan aukeamisen ja nega-
tiivisesti varautuneiden kloridi-ionien sisddnvirtauksen, jolloin postsynaptisen solun

kalvojannite muuttuu kauemmaksi aktiopotentiaalin kynnysarvosta. GABABg-reseptorin
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aktivaatio puolestaan aiheuttaa solunsisdisen signalointireitin aktivoitumisen ja sen

seurauksena muutoksen solun geenien luennasa. (Hill ym. 2008).

Keskushermoston GABAergiset hermosolut syntyvdt neuroepiteelin eri osissa,
erilaistuvat vaiheittain niille ominaisten selektorigeenien ohjaamina ja vaeltavat
lopullisille paikoilleen erilaistumisen jélkeen. Tulevissa GABAergisten hermosolujen
progenitoreissa proneuraaligeenit ovat aktiivisina, joiden lisdksi soluissa ilmennetddn
jakautumista edistdvid geenejd. GABAergisille hermosoluille tyypillinen proneuraali-
geeni on Asc/l, jonka tuottama samanniminen transkriptiotekijd kuuluu bHLH-

proteiinien luokkaan. (Achim ym. 2014).

Keskeisessd  osassa GABAergisten solujen identiteetin  médrdytymistdi on
hermostoputken dorso-ventraalinen kaavoittuminen, jonka yksityiskohdista kerron
tarkemmin seuraavassa luvussa. Kaavoittumisen seurauksena ventraalisessa osassa
aletaan ilmentdd Nkx6./-geenid ja dorsaalisessa osassa Ptfla-geenid (Achim ym. 2014).
Ptfla toimii myos selektorigeenind dorsaalisten taka-aivojen GABAergisten hermo-
solujen esiasteille solusyklistd poistumisen jdlkeen, ja sitd tarvitaan esimerkiksi
pikkuaivojen GABAergisten hermosolujen kehittymisessd (Hoshino ym. 2005). Ptfla
aktivoi GABAergisille hermosoluille ominaisen Gadl-geenin luentaa ja vaikuttaa siten

GABAergisen identiteetin muodostumiseen (Achim ym. 2014).

Mazurier ym. (2014) selvittividt kynsisammakon alkion verkkokalvon GABAergisten
hermosolujen Ascll- ja Ptfla-geenien yhteyttd ja havaitsivat, ettd Ascll:n yliekspressio
ja samalla Ptfla:n inaktivaatio vdhensivdt huomattavasti GABAergisten hermosolujen
madrad. Pelkilla Ptf1a:n inaktivaatiolla ei ollut vaikutusta 4sc//-geenin toimintaan, mutta
Ascll:n yliekspressio lisdsi Ptfla-geenin ilmentymistd. Tulosten perusteella Ascll
sddtelee siis suoraan Ptfla:n luennan aktiivisuutta. Tutkimus tukee kyseisten geenien
merkitystd GABAergisten hermosolujen kehittymisessd. Myds Gata2- ja Gata3-geenien
on osoitettu yhdessd Ta/l:n kanssa toimivan postmitoottisina selektorigeeneind solujen
GABAergiselle identiteetille taka-aivojen ventraalisessa rombomeeri 1:ssd (Lahti ym.
2016). Gata2- ja Gata3-geenien yhteisinaktivaatio vihensi GABAergisten mutta lisdsi

glutamatergisten hermosolujen prekursoreiden miirda kyseiselld alueella.
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1.3.4 Taka-aivojen kaavoittuminen ja rombomeerit

Rombomeerit ovat taka-aivojen viliaikaisia jaokkeita, jotka syntyvit heti
hermostoputken sulkeutumisen ja primaaristen aivorakkuloiden muodostumisen jilkeen.
Rombomeereja on kahdeksan, ja ne on numeroitu antero-posteriorisessa jirjestyksessa:
rombomeeri | sijaitsee ldhimpéna keskiaivoja ja rombomeeri 8 ldhimpéind selkidydinté.
Taka-aivojen antero-posteriorista kaavoittumista sditelevdt kullekin rombomeerille
ominaiset Hox-geenit ja niiden tuottamien Hox-transkriptiotekijoiden viliset vuoro-
vaikutukset (Gilbert 2010). Rombomeeri 1 eroaa muista rombomeereisté siten, ettd siind
el ilmennetd lainkaan Hox-geenejd, vaan sen kaavoittumiseen osallistuu viereisiltid
alueilta perdisin olevia signaalimolekyylejda (Waite ym. 2012). Keskiaivojen ja
rombomeeri 1:n vilissd sijaitsee signalointikeskus, istmus, jonka Fgf8- ja Wntl-
signalointi vaikuttavat keskiaivojen ja taka-aivojen vilisen rajan muodostumiseen (Liu

ym. 2010).

Ang ym. (1996) havaitsivat, ettd myds Otx2-transkriptiotekijdlld on keskeinen osuus
anteriorisen hermostoputken kaavoittumisessa: Otx2”-mutanteilla siki6illi rombomeeri
3:a anteriorisemmat osat eivit kehity lainkaan. Otx2 ilmenee anteriorisesti etu- ja
keskiavoissa, kun taas taka-aivoissa ilmennetddn Gbx2-geenid, joskin niiden
ilmentyminen on kehityksen varhaisessa vaiheessa osittain paéllekkaistd (Nakamura ym.
2005). Sunmonu ym. (2011) pééttelivat tutkimuksessaan, ettd Otx2:n ja Gbx2:n vilinen
toisiaan inhiboiva vuorovaikutus erottelee tulevien keskiaivojen ja rombomeeri 1:n
solupopulaatiot toisistaan. Tutkimuksessa Fgf8:n inaktivaatio aiheutti muutoksia Gbx2-
geenin aktiivisuudessa sekd hiiritsi solupopulaatioiden vilisen rajan muodostumista.
Fgf8 ja sen vuorovaikutukset muiden keskeisten signaalimolekyylien kanssa ovat siis
merkittdvissd osassa keski- ja taka-aivojen vélisen rajan muodostumisessa. Toden-
ndkoisesti Fgf8 toimii morfogeneettisesti atheuttaen muutoksia solujen adheesio-
molekyyleissd, ja edistdd siten keski- ja taka-aivojen vilisen rajan muodostumista

(Sunmonu ym. 2011).

Myo6s rombomeerien dorso-ventraalinen kaavoittuminen on signaalimolekyylien
ohjaamaa. Dorsaalisen puolen kehitystd ohjaavat epidermin tuottamat Bmp4- ja Tgf-B-
proteiinit (Gilbert 2010), ja ventraalisen puolen kehittymistd puolestaan indusoi suoraan
selkdjdnteen yldpuolella sijaitsevan pohjalevyn tuottama Shh (Moreno-Bravo ym. 2014).

Shh on morfogeeni, jonka gradientti vaikuttaa geenien ilmentymiseen eri tavoin
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rombomeerien dorsaalisessa ja ventraalisessa osassa. Koska Shh:ta tuotetaan hermosto-
putken ventraaliosassa ja selkdjdnteessd, sen vaikutus ei ulotu hermostoputken dorsaa-
liseen osaan. Shh:n puuttuminen dorsaalisesta hermostoputkesta mahdollistaa Pax7-
geenin ilmentymisen, kun taas suuret Shh-konsentraatiot ventraalisessa osassa inhiboivat

Pax7:n ilmentymistd (Ericson ym. 1996).

Ericson ym. (1996) havaitsivat myds, ettd ilman Shh:ta Pax7 ilmenee my0s ventraalisessa
hermostoputkessa, joten jatkuvaa Shh-signalointia tarvitaan pitdimdian Pax7-geeni
hiljennettynd kehityksen alkuvaiheessa. Kuitenkin myohemmisséd kehityksen vaiheissa
ventraalisten hermostoputken Pax7-negatiivisten solujen havaittiin olevan riippu-
mattomia Shh:n gradientista. Ventraalisissa soluissa Shh:n vaikutuksesta myds Pax6-
geenin ilmentyminen estyy ja rajoittuu dorsaalisempiin osiin, kun taas Nkx2.2-geeni
aktivoituu (Ericson ym. 1997). Ventraalisesssa osassa suuri Shh-konsentraatio aktivoi
my0s Nkx6.I-geenin transkriptiota, joka osallistuu GABAergisten solujen erilais-
tumiseen. Dorso-ventraalisen kaavoittumisen seurauksena rombomeereihin muodostuu
erillisid alueita, joista kehittyy eri aivojen rakenteita. Néitd alueita dorsaalisesta osasta
katsottuna ovat kattolevy, alaarilevy, basaalilevy ja pohjalevy (Moreno-Bravo ym. 2014).
Kuvassa 2A on esitettynd kolmiulotteinen kaavakuva rombomeereista 1-8, ja 2B:ssd
poikkileikkaus rombomeeri 1:std (Hoshino 2012 mukaillen). Edelld esitetyt
kaavoittumisen seurauksena syntyneet alueet on piirretty katkoviivalla kuvaan 2B

(Lorente-Canovas ym. 2012 mukaillen).

A

Rostraalinen Kaudaalinen B

<€

Dorsaalinen

Ventraalinen

Kuva 2. Pelkistetty kaavakuva rombomeereista 1-8 (r1-r8) kolmiulotteisena kuvana.

A) Taka-aivojen rombomeerit pelkistettynd putkimaiseksi rakenteeksi. Putken keski-
osasta kehittyvit myohemmin aivokammiot. B) Poikkileikkaus rombomeeri 1:std (r1).
KL = kattolevy, AL = alaarilevy, BL = basaalilevy, PL = pohjalevy. A, tulkinta Hoshino
(2012), s. 323 kuvasta. B, tulkinta Lorente-Canovas ym. (2012), s. 14 kuvasta.
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Pax7-geenin ilmentyminen rajoittuu siis Shh:n inhiboivasta vaikutuksesta katto- ja
alaarilevyyn, mutta ei péddasiassa ulotu siitd pidemmaélle kehityksen varhaisemmissa
vaiheissa (Achim ym. 2014). Kuitenkin kehityksen vaiheessa E12.5 Pax7 ilmenee myds
osittain basaalilevyn puolella (Lahti ym. 2013). Pax7 on yleisesti tunnettu markkeri
dorsaalisesti syntyville hermosoluille, ja sitd on kdytetty geneettisend markkerina useissa
hermosolujen kehittymistd kisittelevissd tutkimuksissa (Aroca ym. 2006; Lorente-
Canovas ym. 2012; Plummer ym. 2017). Pax7 ja dorsaalisesti katto- ja alaarilevyssa
syntyneet GABAergiset hermosolut ovat kiinnostuksen kohteena my0s téssd

tutkielmassa.

1.3.5 Rombomeeri 1:n GABAergiset hermosolut

Hiirelld jo E10.5 rombomeerit ovat selkeédsti havaittavissa morfologisesti (Waite ym.
2012). Rombomeeri 1:4 reunustavat rostraalisesti istmuksen alue ja Fgf8-signaloinnin
atheuttama Enl- ja En2-geenien ilmentyminen, sekd kaudaalisesti rombomeeri 2 ja
Hoxa2-geenin ilmentyminen (Moreno-Bravo ym. 2014). Jokaisessa taka-aivojen
rombomeerissa esiintyy ainutlaatuinen ja tarkasti rajattu yhdistelma transkriptiotekijoita
ja signalointimolekyylejd. Rombomeeri 1:n dorsaalisesta osasta kehittyvit pikkuaivot ja
sinitumake, ja ventraalisesta osasta kolmoishermotumakkeet sekd dorsaalinen raphe-
tumake (Waite ym. 2012; Moreno-Bravo ym. 2014). Rombomeeri 1:n ventraalisella
alueella sijaitsee heterogeeninen joukko GABAergisten hermosolujen esiasteita (Lahti
ym. 2013). Lisdksi ventraalialueella esiintyy serotonergisten ja glutamatergisten
hermosolujen prekursoreita (Haugas ym. 2016). Kuten aiemmin mainitsin, monet dorso-
ventraalisella akselilla ilmennettdvistd geeneistd ovat Shh-gradientin aktivoimia; Shh:n
konsentraatio on suurin ldhelld pohjalevyd, ja kattolevyssd sitd ei esiinny lainkaan.
Kaikkein dorsaalisimmassa osassa ilmennetddn Pax7:aa ja ventraalisimmalla alueella
Nkx2.2:a. Rombomeeri 1 on jakautunut dorso-ventraalisesti edellisissd luvussa
mainittuihin alueisiin: kattolevyyn, alaarilevyyn, basaalilevyyn sekd pohjalevyyn, joista
basaali- ja pohjalevy sijaitsevat ventraalisessa rombomeerissa ja katto- ja alaarilevy
dorsaalisessa rombomeerisa. Sisempind aivokammion vieressé sijaitsee ventrikulaarinen
alue, ja sen alapuolella kuorialue (engl. mantle zone) (Kuva 3A). GABAergiset
prekursorit ovat jakautuneet useisiin alapopulaatioihin rombomeeri 1:n alueella niiden

ilmentdmien geenien perusteella (Kuva 3) (Lahti ym. 2013).
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Kuva 3. Rombomeeri 1:n GABAergisten (GABAI, GABAII) ja serotonergisten (SA)
prekursoreiden ilmentdmét geenit. A) Koronaalinen poikkileikkauskaavakuva rombo-
meeri 1:n oikeanpuoleisesta ventraaliosasta, jossa ventrikulaarinen alue on merkittyni
rasteroituina reunustaen rombomeerin keskelld sijaitsevaa ventrikkelid. Kuorialue
sijaitsee ventrikulaarisen alueen alapuolella ruskeanpunaisilla tai valkoisella véreilld
esitettynd. Huomaa yhteys kuvaan 2B, josta tidssd kuvassa ovat ndkyvissd basaalilevy ja
pohjalevy. B) GABAergisten ja serotonergisten prekursoreiden ilmentdméit geenit
taulukoituna ventraalisessa rombomeeri 1:ssd sekd ventrikulaarisella (VZ) ettd kuori-
alueella (MZ). Tulkinta Lahti ym. (2013), s. 624 kuvasta.

Kuvassa 3 on esitettynd karkea jako rombomeeri 1:n GABAergisten ja serotonergisten
prekursoreiden sijainnista (Lahti ym. 2013). Ventrikulaarisella alueella esiintyvit solut
ovat jakautuvia progenitoreja, ja poistuttuaan solusyklistd postmitoottiset prekursorit
liikkkuvat kuorialueelle ja alkavat ilmentdd eri hermosolutyypeille ominaisia geeneji
(Achim ym. 2014). Serotonergisen alueen kuorialueella esiintyy serotoniinia (5-HT, 5-
hydroksitryptamiini), ja sen ventrikulaarisella alueella ilmennetddn Nkx2.2-geenid.
Tamin alueen hermosolut saavat serotonergisen identiteetin ja vaeltavat dorsaaliseen
raphe-tumakkeeseen (Haugas ym. 2016). Haugas ym. (2016) selvittivat tutkimuksessaan
dorsaalisen raphe-tumakkeen serotonergisten solujen monimuotoisuutta sekd niiden
syntyperdd ja vaeltamista kehityksen aikana, ja havaitsivat, ettd selektorigeenejd Gata2
ja Gata3 tarvitaan serotonergisten hermosolujen erilaistumiseen. Gata? ja Gata3
osallistuvat my6s GABAergisten prekursoreiden erilaistumiseen GABA 1 —alueella,
mutta GABA II —alueella niitd ei vaadita GABAergisen identiteetin kehittymiseen (Lahti
ym. 2013). Lisdksi Gata2:n inaktivaatiolla Kala ym. (2009) tutkimuksessa ei havaittu
olevan vaikutusta Gata3- tai Gadl-geenien ilmentymiseen Gata2-knock-out —
mutanttihiirilldi rombomeeri 1:n GABAergisissd prekursoreissa, joten Gata-perheen
transkriptiotekijét eivét ole yksindén vastuussa GABAergisen identiteetin kehittymisesta
tdlld alueella. Useissa GABAergisissd prekursoreissa ilmennetidénkin Gata2:n ja Gata3:n

lisdksi Tall-geenid (Lahti ym. 2016).

15



Tutkimusryhmid (Morello ym. julkaisematon) kartoitti tutkimuksessaan RNA-
yksisolusekvensoinnilla ventraalisen rombomeeri 1:n GABAergisten, glutamatergisten ja
serotonergisten prekursoreiden sijaintia ja niiden ilmentdmid geenejd hiiren sikion
kehityksen vaiheessa E12.5. He 10ysivét 21 erilaista solupopulaatiota, joista seitsemén
sisdlsi GABAergisia prekursoreita. Niistda GABAergisistd populaatioista kolme oli
syntynyt dorsaalisessa rombomeerissa ja vaeltanut ventraaliselle alueelle, kun taas loput
olivat syntyneet suoraan ventraalisessa rombomeeri 1:ssi. Dorsaalissyntyisissi GABAer-
gisissd prekursoreissa ei ilmennetty 7all-geenii, mutta solut olivat Otp- ja Pax7-
positiivisia. My0s Lorente-Canovas ym. (2012) havaitsivat, ettd Otp ilmenee alaari- ja
basaalilevyn rajalla kuorialueella, joten tutkimusryhmén havainnot tukevat oletusta, etté

Otp on dorsaalisen rombomeeri 1:n geneettinen markkeri Pax7:n ohella.

Ventraalisessa rombomeeri 1:ssd Pax7- ja Otp-positiiviset solut jakautuivat kolmeen eri
alapopulaatioon, joissa ilmennettiin joko Cntn2-, Ntnl- tai Foxol-geenid. Morello ym.
(julkaisematon) paittelivit, ettd Cntn2-geenid ilmentdvit solut saattavat mydhemmin
kuitenkin sekoittua osaksi Nnl- tai Foxol-positiivisia solupopulaatioita. Foxol-
positiivisten solujen havaittiin geneettiselld solulinjakartoituksella litkkuvan dorsaaliseen
tegmentaaliseen tumakkeeseen, jossa Foxol-positiiviset solut olivat GABAergisii. Ntnl-
positiivisten GABAergisten prekursoreiden solujen vaeltamista kehityksen aikana ei
seurattu, mutta todenndkdisesti ne vaeltavat dorsaaliseen raphe-tumakkeeseen muiden

rombomeeri 1:n ventraalisten solujoukkojen tavoin.

Waite ym. (2012) havaitsivat ventraalisen rombomeeri 1:n alueella myds Pitx2-geenid
ilmentdvdn postmitoottisen solupopulaation kehityksen vaiheessa E12.5. Pitx2-
positiivisissa soluissa ei ilmennetty serotonergisille eikd glutamatergisille soluille
ominaisia geenejd, vaan tutkimukset paljastivat solujen olevan GABAergisid. Koska
Pitx2-positiivinen solujoukko sijaitsi kuitenkin serotonergisen populaation vélittdmassi
ldheisyydessd, Pitx2-positiivisten solujen kommunikointi serotonergisten prekursorien
kanssa on mahdollista. [lmentymistd yhdessd Pax7-geenin kanssa ei ollut havaittavissa.
Tarkemmat tutkimukset paljastivat Pitx2-positiivisten prekursoreiden jakautuvan kahteen
erilliseen alapopulaatioon niissd ilmennettivien geenien perusteella, ja néistd
populaatioista toinen oli Dbx/-geenid ilmentdvad, ventraalisesti syntynyttd solulinjaa.
Geneettinen solulinjakartoitus paljasti Pitx2-positiivisten solujen liikkuvan kahtena
erillisend populaationa dorsaalisen raphe-tumakkeen viereisille alueille, joissa molemmat

populaatiot olivat positiivisia GABAergisille markkereille kehityksen vaiheessa E18.5.
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1.4 Dorsaalinen raphe-tumake

1.4.1 Dorsaalisen raphe-tumakkeen neuroanatomia

Dorsaalinen raphe-tumake kuuluu aivorungon raphe-tumakkeisiin, joita on tunnistettu
seitsemin erilaista perustuen niiden sijaintiin aivorungossa. Dorsaalinen raphe-tumake
sijaitsee pddosin taka-aivojen alueella; ainoastaan pieni rostraalinen osa dorsaalisesta
raphe-tumakkeesta ulottuu keskiaivojen alueelle (Alonso ym. 2013). Koronaalisesti
dorsaalinen raphe-tumake reunustaa aivorungon keskiviivaa (Hornung 2003) ja sijaitsee
neljannen aivokammion alapuolella (Michelsen ym. 2008). Dorsaalisessa raphe-
tumakeessa esiintyy serotonergisid, GABAergisid, glutamatergisid ja dopaminergisid
hermosoluja (Weissbourd ym. 2014); valtaosa dorsaalisen raphe-tumakkeen hermo-
soluista on kuitenkin serotonergisid (Hornung 2003). Dorsaalinen raphe-tumake on aivo-
rungon merkittdvin serotonergisten hermosolujen solukeskusten keskittyma, sisédltden yli
puolet serotonergisten vélineuroneiden solukeskuksista keskushermoston alueella
(Weissbourd ym. 2014). Serotonergisten hermosolujen solukeskukset sijaitsevat
aivorungossa yhdeksdssd eri keskittymidssd, jotka on nimetty B1-B9. Suurin sero-
tonergisten hermosolujen keskittyméd, B7, sisdltyy kokonaan dorsaaliseen raphe-
tumakkeeseen, ja lisdksi sithen kuuluu osa B6:n serotonergisistd soluista (Frazer &
Hensler 1999). Dorsaalisen raphe-tumakkeen serotonergisten, GABAergisten ja
glutamatergisten hermosolujen aksonit ulottuvat aina etuaivoihin asti ja muodostavat
laajoja ja monimutkaisia hermoverkostoja koko aivoalueella (Soiza-Reilly & Commons
2014; Haugas ym. 2016). Serotonergiset solut hermottavat muun muassa manteli-
tumaketta ja hypotalamuksen lateraalisia osia, joista puolestaan ldhtee serotonergisten
hermosolujen aksoneita dorsaaliseen raphe-tumakkeeseen (Luo ym. 2015). Liséksi
hypotalamuksen GABAergiset ja prefrontaalisen aivokuoren glutamatergiset solut
hermottavat dorsaalista raphe-tumaketta ja sditelevdt sielld tumakkeen sisdisid

hermoverkostoja (Soiza-Reilly & Commons 2014).

Aikuisen yksilon dorsaalisen raphe-tumakkeen GABAergiset hermosolut kehittyvét
suurelta osin sikion rombomeeri 1:n alueella esiintyvistd progenitoreista (Waite ym.
2012), ja serotonergiset solut yksinomaan rombomeeri 1:n soluista (Jensen ym. 2008).
GABAergisten ja serotonergisten prekursoreiden erilaistumista ohjaavat aiemmissa
luvuissa mainitut transkriptiotekijit ja signaalimolekyylit. Kuvassa 4 on esitettynd

dorsaalisen raphe-tumakkeen kehittyminen rombomeeri 1:std (Haugas ym. 2016).
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Kuva 4. Kuvassa on esitettynd
yksinkertaistettu kaavakuva
rombomeeri 1:n (rl) kehitty-
misestd  dorsaaliseksi  raphe-
tumakkeeksi (DR). A ja B eivit
ole keskendin samassa mitta-
kaavassa. A) Vasemmalla on sa-
gittaalinen leikkaus kehitys-
vaitheen E12.5 sikidn aivoista,
johon on piirretty rombomeeri
1:n karkea raja vaaleanpunaisella
vérilld. Oikealla puolella on
poikkiviivan osoittamasta koh-
dasta oleva koronaalinen poikki-
leikkaus samasta kehitysvai-
heesta. Ventrikulaarista aluetta ja
kuorialuetta ei ole erotettu toisistaan. B) Vasemmalla on kehitysvaiheen E18.5 sikion
sagittaalinen leikkaus aivoista, jossa dorsaalisen raphe-tumakkeen sijainti nédkyy
vaaleanpunaisella. Oikealla puolella on koronaalinen leikkaus dorsaalisen raphe-
tumakkeen alueelta. Koronaalileikkauksen vaaleanpunaisella piirretty alue kuvastaa
etenkin serotonergisten hermosolujen esiintymistd dorsaalisessa raphe-tumakkeessa.
Tulkinta Haugas ym. (2016), s. 4505 kuvasta.

B E185

1.4.2 Dorsaalisen raphe-tumakkeen serotonergiset hermosolut

Dorsaalisen raphe-tumakkeen serotonergiset hermosolut aksoneineen yhdessda GABAer-
gisten, glutamaterigsten ja dopaminergisten hermosolujen kanssa sditelevit lukuisia eri
toimintoja, kuten muistia ja oppimista, uni-valverytmid, ruokahalua, motivaatiota ja
seksuaalista kayttdytymistd (Michelsen ym. 2008; Soiza-Reilly & Commons 2014).
Mielialan sddtelyssd serotonergisilld soluilla on merkittdvd vaikutus. Etenkin
palkitsevaksi mielletty toiminta, kuten ruokaan tai sosiaaliseen kayttaytymiseen liittyvét
palkinnot, aktivoivat dorsaalisen raphe-tumakkeen serotonergisid hermosoluja (Li ym.
2016). Serotonergisen jirjestelmén héiriot puolestaan on yhdistetty tutkimuksissa useisiin
eri psyykkisiin sairauksiin, kuten masennukseen, pakko-oireiseen hdirioon, ahdistu-
neisuushdiridihin ja skitsofreniaan (Deneris & Wyler 2012). Serotoniini muodostuu
aminohappo tryptofaanista tryptofaanihydroksylaasin katalysoimana (Frazer & Hensler
1999). Serotoniini vaikuttaa kohdesolussa serotoniinireseptorien vilitykselld, joita
tunnetaan nisékkailld ainakin 14 erilaista (Luo ym. 2015). Serotoniinireseptoreista (5-
HTR) suurin osa vaikuttaa postsynaptiseen soluun metabotrooppisesti, mutta yhden
reseptoriperheen, 5-HTR3:n, proteiinit ovat ionikanavia ja vaikuttavat suoraan hermo-

impulssin kulkuun postsynaptisessa solussa (Hill ym. 2008).
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Serotonergiset solut dorsaalisen raphe-tumakkeen alueella ovat morfologialtaan,
elektrofysiologialtaan ja geneettisiltd markkereiltaan hyvin heterogeenisid (Luo ym.
2015). Weissbourd ym. (2014) kiyttivit tutkimuksessa Sert“- ja Gad2“*-muunto-
geenisid hiirid erotellakseen serotonergiset ja GABAergiset hermosolut toisistaan
dorsaalisessa raphe-tumakkeessa, ja havaitsivat dorsaalisen raphe-tumakkeen serotoner-
gisten hermosolujen sijaitsevan padasiassa keskiviivan ldheisyydessa seki lateraalisissa
siivekkeissd. Sert eli Slc6a4 on serotoniinitransportteria koodaava geeni (Haugas ym.
2016), joka kuljettaa serotoniinia synapsiraosta takaisin presynaptisiin serotonergisiin
hermosoluihin ja sditelee serotoniinin pitoisuutta synapsissa (Frazer & Hensler 1999).
Sitd voidaan kéyttdd luotettavasti serotonergisten hermosolujen markkerina (Weissbourd
ym. 2014). Serotonergisten hermosolujen ominaisuuksia voidaan lisdksi tutkia knock out
—hiirien kéyttdytymiskokeilla, farmakogeneettisilld tai optogeneettisilli menetelmilld,
elektrofysiologisilla hermosolujen aktiivisuuden mittauksilla tai dorsaalisen raphe-
tumakkeen anatomiaa tutkimalla erilaisten varjdysmenetelmien avulla (Luo ym. 2015).
Tutkimuksilla on saatu merkittévasti tietoa dorsaalisen raphe-tumakkeen serotonergisten

hermosolujen toiminnasta.

Serotonergiset hermosolut esiintyvét erilaisina alapopulaatioina dorsaalisessa raphe-
tumakkeessa. Haugas ym. (2016) seurasivat geneettiselld solulinjakartoituksella Nkx2.2-
geenid ilmentdvien serotonergisten prekursoreiden litkkumista hiiren sikidssd ja
havaitsivat, ettd kaikki dorsaalisen raphe-tumakkeen serotonergiset hermosolu-
populaatiot ovat perdisin ventraalisesta rombomeeri 1:std. Tulos on yhteneva Jensen ym.
(2008) tutkimuksen kanssa, jossa selvitettiin yleisesti aivorungon serotonergisten
hermosolujen alkuperdd. Haugas ym. (2016) havaitsivat, ettd valtaosa dorsaalisen raphe-
tumakkeen serotonergisisti hermosoluista syntetoi ainoastaan serotoniinia, mutta osa
niistd tuottaa my0s glutamaattia. Glutamatergisille hermosoluille ominainen markkeri on
Vglut3 eli glutamaattitransportterin geeni (Haugas ym. 2016). Liséksi ldahelld keskiviivaa
dorsaalisessa raphe-tumakkeessa, keskelld serotonergisid hermosoluja, sijaitsee
glutamaterginen hermosolupopulaatio, jossa ei tuoteta lainkaan serotoniinia. Haugas ym.
(2016) tutkimus paljasti, ettd dorsaalisen raphe-tumakkeen serotonergiset ja gluta-
matergiset hermosolut syntyvit samoista ventraalisen rombomeeri 1:n progenitoreista. Fu
ym. (2010) selvittivit my0s serotonergisten ja GABAergisten hermosolujen vilistd
yhteyttd dorsaalisessa raphe-tumakkeessa ja 10ysivit sieltd serotonergisid soluja, jotka

tuottavat serotoniinin lisdksi GABA:a. Naméi tutkimukset osoittavat, ettd dorsaalisen
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raphe-tumakkeen serotonergiset, glutamatergiset ja GABAergiset hermosolut muodos-
tavat monimutkaisen inhibitoristen ja eksitatoristen hermosolujen séételyverkoston,
jonka osat eivdt toimi erillisind yksikkdind vaan ovat jatkuvassa vuorovaikutuksessa

keskendin.

1.4.3 Dorsaalisen raphe-tumakkeen GABAergiset hermosolut

Dorsaalisen raphe-tumakkeen GABAergiset hermosolupopulaatiot ympardivit
serotonergisid hermosoluja, mutta niitd sijaitsee myds serotonergisten hermosolu-
populaatioiden keskelld (Weissbourd ym. 2014). Osa GABAergisistd hermosoluista
muodostaa synapseja dorsaalisen raphe-tumakkeen serotonergisiin hermosoluihin ja
inhiboi niiden aktiivisuutta; esimerkiksi aggressiivista vuorovaikutusta seuraava
sosiaalinen havio hiirilld aktivoi GABAergisid hermosoluja, jotka puolestaan inhiboivat
serotonergisid hermosoluja (Challis ym. 2013). Keskeisessd osassa GABAergisten ja
serotonergisten solujen vilisen palautejarjestelmén sddtelyssd on serotoniinireseptori 5-
HTRyc, jonka Spoida ym. (2014) havaitsivat ilmentyvin osassa dorsaalisen raphe-
tumakkeen GABAergisistd hermosoluista aikuisessa hiiressd. Reseptorin aktivaatio
GABAergisissd soluissa vdhensi serotonergisten hermosolujen aktiivisuutta ja lievitti

ahdistuksen oireita kdyttdytymiskokeissa.

Morton ym. (2015) tutkimuksessa vastasyntyneen hiiren GABAergiset hermosolut
osoittivat lisddntynyttd elektrofysiologista aktiivisuutta syntymii seuraavan kahden
vitkon aikana. Syntymin jilkeiset kehitysvaiheet P0-P14 (engl. postnatal) hiirelld
vastaavat ihmisen raskauden viimeistd kolmannesta. Tutkimus osoittaa, ettd aivojen
GABAergisissd ja serotonergisissd hermosoluissa tapahtuu merkittivid muutoksia lapi
kehityksen, myods juuri ennen syntymdd sekd syntymdn jilkeen. Serotonergisten
hermosolujen séddtelyn lisdksi dorsaalisen raphe-tumakkeen GABAergiset hermosolut
sddtelevit glutamatergisten hermosolujen toimintaa samalla alueella (Soiza-Reilly &
Commons 2014). Inhibitorisen luonteensa vuoksi monet GABAergisten hermosolujen
ominaisuudet dorsaalisessa raphe-tumakkeessa liittyvdt muiden hermosolujen
aktiivisuuden sditelyyn. Kehittyneistd tutkimusmenetelmistd huolimatta osa dorsaalisen
raphe-tumakkeen hermosolujen sdételyverkoston yksityiskohdista on vield selvittdmétta.
Taméin vuoksi GABAergiset hermosolut muodostavat merkittdvin tutkimuskohteen
tulevaisuudessa sekd kehitysgenetiikan, neurofysiologian ettd muiden neurotieteiden

aloilla.
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1.5 Tutkimuksen tavoite ja tutkimuskysymykset

Dorsaalinen raphe-tumake on merkittdvin serotonerginen jérjestelméd anteriorisen
aivorungon alueella, jolla on merkitystd mielialan ja kdyttaytymisen sdételyssd. Monet
psyykkiset hdiriot, kuten masennus, ahdistuneisuushiiriot tai pakko-oireinen hiirid, ovat
seurausta serotonergisen jirjestelmin epitasapainosta. Dorsaalisen raphe-tumakkeen
GABAergisilli hermosoluilla tiedetddn olevan inhibitorinen vaikutus serotonergisiin
hermosoluihin, mutta niiden kehitys ja alkuperd tunnetaan vield huonosti. Kun saadaan
tutkimustietoa GABAergisten hermosolujen vaeltamisesta hiiren sikionkehityksen
aikana, voidaan jatkossa tutkia monipuolisemmin GABAergisten ja serotonergisten
hermosolujen vilistd vuorovaikutusverkostoa. Tutkimus auttaa ymméartimain
dorsaalisen raphe-tumakkeen GABAergisten hermosolujen alapopulaatioita sekd niiden
monimuotoisuutta, joka muodostuu jo kehityksen aikana ja johon pohjautuvat myos
aikuisen yksilon hermosolujen viliset vuorovaikutukset. Hermosolujen alaryhmien

tuntemus on vilttdmétontd aivojen toiminnan kokonaisvaltaiselle ymmaérrykselle.

Tamén tutkimuksen tavoitteena on selvittdd hiiren sikion dorsaalisen raphe-tumakkeen
Gadl-geenid ilmentdvien GABAergisten hermosolujen alkuperdd geneettiselld
solulinjakartoituksella Pax7-geeniin kytkettyd Cre-rekombinaasia ja 7TdTomato-
reportterigeenin tuottamaa RFP:td hyodyntamailld, sekd tutkia tarkemmin dorsaalisen
raphe-tumakkeen GABAergisten hermosolujen ja ventraalisen rombomeeri 1:n
GABAergisten prekursoreiden ilmentdmid yksittdisid merkkigeenejd. Hypoteesina on,
ettd dorsaalisessa raphe-tumakkeessa esiintyy RFP-positiivisia GABAergisia hermo-
soluja, jotka ovat syntyneet dorsaalisessa hermostoputkessa ja vaeltaneet dorsaalisesta
rombomeeri 1:std ventraaliseen rombomeeri 1:een, jossa ne muodostavat osan dorsaa-
lisen raphe-tumakkeen GABAergisistd hermosoluista. Dorsaalisessa raphe-tumakkeessa
esiintyy hypoteesin mukaan myds suoraan ventraalisessa rombomeeri 1:ssd syntyneitd

GABAergisia hermosoluja, jotka eivit ole RFP-positiivisia.

Tutkimuksen merkkigeenit Pax7, Ntnl ja Foxol (Morello ym. julkaisematon), Pitx2
(Waite ym. 2012) sekd merkkiproteiini 5-HTR2c (Spoida ym. 2014) valikoituivat
tutkimukseen aikaisemmin aiheesta tehtyjen tutkimusten perusteella. Morello ym.
(julkaisematon) havaitsivat tutkimuksessaan kehitysvaiheen E12.5 sikidn ventraalisessa
rombomeeri 1:ss8 GABAergisid, Pax7-geenid ilmentdvid dorsaalisesti syntyneitd

solusyklistéd poistuneita prekursoreita, joissa ilmennettiin lisdksi Ntnl- ja Foxol-geeneja.
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Foxol-geenid ilmentdvien solujen vaeltamista kehityksen aikana seurattiin
tutkimuksessa, mutta Ntnl-positiivisten solujen liikkumista ei selvitetty tarkemmin.
Tutkimuksen toisena tavoitteena onkin selvittdd, litkkuvatko ndmé dorsaalisesti
syntyneet, kehitysvaiheen E12.5 sikion ventraalisen rombomeeri 1:n Ntnl-geenid
ilmentdviat GABAergiset prekursorit dorsaaliseen raphe-tumakkeeseen. Hypoteesina on,
ettd kehitysvaiheen E18.5 sikion dorsaalisessa raphe-tumakkeessa on havaittavissa Ntn1-
geenid ilmentdvid GABAergisid hermosoluja, jotka ovat RFP-positiivisia eli syntyneet
dorsaalisessa hermostoputkessa, ja jotka esiintyvdt GABAergisten prekursoreiden

alueella ventraalisessa rombomeeri 1:ssd kehityksen vaiheessa E12.5.

Waite ym. (2012) selvittivat tutkimuksessaan Pitx2-geenin yhteyttd hermosolujen
identiteetin midrdytymiseen sikionkehityksessd sekd tutkivat Pitx2-geenin ilmentymistd
ventraalisen rombomeeri 1:n hermosolujen prekursoreissa. He havaitsivat Pitx2-geenin
ilmentymisen GABAergisissd prekursoreissa, ja seurasivat ndiden solujen litkkumista
dorsaalisen raphe-tumakkeen viereisille alueille geneettiselld solulinjakartoituksella.
Pitx2 valikoitui merkkigeeniksi myds omaan tutkimukseeni Waite ym. (2012)
tutkimuksen perusteella. Tavoitteena on selvittdd, ovatko ndmé Pitx2-positiivset solut
yhteydessd Ntnl-positiivisiin soluihin ventraalisessa rombomeeri 1:ss8 GABAergisten

prekursoreiden alueella kehityksen vaiheessa E12.5.

Liséksi olen kiinnostunut 2C-serotoniinireseptorin eli 5-HTRyc-merkkiproteiinin
ilmentymisestd dorsaalisen raphe-tumakkeen GABAergisissd hermosoluissa kehitys-
vaiheen E18.5 sikiossd, silld Spoida ym. (2014) havaitsivat sen esiintyvin aikuisen hiiren
dorsaalisen raphe-tumakkeen GABAergisissd hermosoluissa ja vaikuttavan serotoniini-
aineenvaihdunnan sddtelyyn. Tavoitteena on tutkia, ilmentyykd reseptori sikion

dorsaalisen raphe-tumakkeen GABAergisissd hermosoluissa kehityksen vaiheessa E18.5.

Kokonaisuudessaan tdmid tutkimus kytkee yhteen dorsaalisen raphe-tumakkeen
GABAergisten hermosolujen syntyperdn, identiteetin sekd yhteyden serotonergisten
hermosolujen sditelyyn, ja toimii pohjana aiheen perusteellisemmille tutkimuksille

tulevaisuudessa.
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2 AINEISTO JA MENETELMAT

2.1 Muuntogeeniset hiirilinjat

Tutkimuksessa kiytin kahden eri muuntogeenisen hiirilinjan risteytyksestd saatuja
sikioitd kehityksen vaiheissa E12.5, E13.5, E14.5 ja E18.5. Kéytetyt muuntogeeniset
hiirilinjat olivat Pax7“"¢ ja ROSA26™T°™a  Pax7"* on muuntogeeninen knock-in —
hiirilinja, jossa hiirten genomiin on siirretty Cre-rekombinaasin geeni Pax7-geenin
alueelle (Keller ym. 2004). Cre sijaitsee Pax7-geenin 3 UTR —alueella 10. eli geenin
viimeisen eksonin lopetuskodonin jilkeen. Pax7:n ja Cre:n vilissd on IRES-sekvenssi
(engl. internal ribosomal entry site), joka on ribosomin kiinnittymiskohta ldhetti-
RNA:ssa (Watson ym. 2014), eli ldhetti-RNA:n luenta jatkuu myds Pax7:n
lopetuskodonin jidlkeen. Tamén vuoksi Pax7-geenid ilmentdvé solu ilmentdd aina myos
Cre:td ja muodostaa yhden pitkédn ldahetti-RNA:n, josta tuotetaan solussa sekd Pax7- ettd
Cre-proteiinia. Tutkimuksissa on havaittu, ettd Cre:1ld ei ole vaikutusta Pax7-geenin

normaaliin ilmentymiseen (The Jackson Laboratory 2019).

Muuntogeeninen hiirilinja on saatu aikaan alun perin siirtdmaéllad Cre Pax7:n geenialueelle
geenikasettina (/RES-Cre-Frt-Neo-Frt), jossa on [RES-sekvenssin ja Cre:n liséksi
neomysiiniresistenssin aikaansaava geeni (Neo). Tdmid kompleksi on siirretty alkion
sisdsolumassan kantasoluihin, ja kantasoluista on valikoitu antibioottivalinnan avulla ne
solut, joihin siirto on onnistunut. Néistd soluista on kasvatettu myohemmin alkioita.
Neomysiiniresistenssin geeni on myohemmin poistettu genomista FLP-rekombinaasin
avulla (The Jackson Laboratory 2019). Hiiret voivat olla Cre:n suhteen joko
homotsygoottisia, jolloin Cre esiintyy kaikilla jilkeldisilld heterotsygoottisena
risteytettynd villityypin kanssa, tai heterotsygoottisia, jolloin tilastollisesti puolella
jalkeldisistd on Cre genomissaan heterotsygoottisena ja puolella ei lainkaan. Téssé

tutkimuksessa Pax7¢"

-hiirilinjasta  kdytettiin uroksia risteytyksissd joko homo-
tsygoottisena tai heterotsygoottisena Cre:n suhteen, ja varmistin sikididen genotyypin
Cre:n osalta myohemmin polymeraasiketjureaktiolla (PCR) kudoksen kerdédmisen

jalkeen.

Toinen kiytetty muuntogeeninen hiirilinja oli ROSA267#7m  josta tutkimukseen
kéytettiin naaraspuolisia hiirii. Naaraat risteytettiin koe-eliinkeskuksessa Pax7<"-

hiirilinjan urosten kanssa. ROSA267#7™a"_hjirilinjan genomiin on siirretty fluoresoivan
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leiman aiheuttava reportterigeeni 7dTomato ROSA26-lokukseen (Madisen ym. 2010).
ROSA26 on geeni, joka ilmenee kaikissa soluissa, joten se soveltuu hyvin reportterigeenin
lokukseksi. ROSA26-geenin promoottorialue yksindan on kuitenkin heikko fluoresoivien
reportterigeenien ilmentdmiseen aivokudoksessa, joten muuntogeenisen hiirilinjan
ROSA26-lokukseen on siirretty myods vahva CAG-promoottori. CAG-promoottoria
seuraa [oxP-STOP-loxP —sekvenssi, jonka Cre-rekombinaasi tunnistaa. CAG-
promoottorin alaisena ilman lopetuskodonia TdTomato tuottaa punaista fluoresoivaa
proteiinia eli RFP:td (engl. red fluorescent protein), joka on yksi kirkkaimmista saatavilla
olevista fluoresoivista proteiineista (Madisen ym. 2010). Koska promoottorialueella
TdTomato-geenii kuitenkin edelti# loxP-STOP-loxP —sekvenssi, ROSA26747°ma% hiirissi
TdTomato ei padse ilmentyméédn ilman Cre-rekombinaasia. Tdssd tutkimuksessa kaikki

kiytetyt ROSA26747°mato_hiiret olivat TdTomato-geenin suhteen homotsygootteja.

Pax7*-urosten ja ROSA26"°"*°_naaraiden jilkeliisissd Cre-rekombinaasi tunnistaa
genomin ROSA26-lokukseen integroidut loxP-sekvenssit 7dTomato-geenin promoottori-
alueelta. Cre-rekombinaasi aiheuttaa deleetion /oxP-sekvenssien véliin, jolloin lopetus-
kodoni rekombinoituu pois geenialueelta. Talloin 7dTomato péadsee ilmentymain, mika
aiheuttaa kudokseen sytoplasmisen RFP-proteiinin kertymisen ja fluoresenssi-
mikroskoopilla havaittavan kirkkaanpunaisen virin. TdTomato:n ilmentyminen solussa
kertoo, ettd Cre:n aiheuttama rekombinaatio on onnistunut, ja ettd samassa solussa myos
Pax7-geenin luenta on kidynnistynyt. Cre aktivoituu solussa samaan aikaan kuin Pax7-
geenin luenta alkaa. Koska Cre:n aiheuttama rekombinaatio periytyy tytirsoluille, niissi
tuotetaan RFP:td, vaikka Pax7-geenid ei endd ilmennettdisikddn. Tédssd tutkimuksessa
Pax7 toimi geneettisend markkerina rombomeeri 1:n dorsaalisesta osasta perdisin oleville
soluille. Taman vuoksi kéytin tutkimuksessa Pax7-geenin alueelle integroitua Cre-

rekombinaasia solujen alkuperin selvittdmiseksi muuntogeenisten hiirten jilkeldisissa.

Tutkimuksessa kéytettdvit hiirinaaraat oli paritettu urosten kanssa koe-eldinkeskuksessa,
ja sain ilmoituksen parittelutulpan muodostumisesta, jolloin hiirialkioiden ika oli EO.5.
12-18 pidivdd myohemmin tutkittavasta kehitysvaiheesta riippuen toin raskaana olevat
hiiret laboratorioon, ja kerdsin sikiot heti samana péivénd. Naaras lopetettiin niska-
murrolla Helsingin yliopiston koe-eldinkeskuksen sisdisen luvan mukaisesti, ja

lopetuksen suoritti ammattilainen puolestani eettisen lopetuksen varmistamiseksi.
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Sikioitd yhdessd poikueessa oli 5-12, joista joko kaikilla tai noin 50 %:lla oli Cre
genomissaan riippuen siitd, oliko parituksessa kdytetty homo- vai heterotsygoottista
urosta Cre:n osalta. Kehityksen vaiheessa E13.5 ja E14.5 kerésin yhden naaraan sikiot
tutkimusta varten, ja kehitysvaiheiden E12.5 ja E18.5 tutkimusta varten kaytin kahta eri
poikuetta kummassakin kehitysvaiheessa. Toisen poikueen kehitysvaiheen E12.5 sikiot
vaikuttivat leikkeiden koon perusteella olevan hiukan vanhempia kuin ensimmaéisen
poikueen sikiot. Vaikka parittelun tarkka ajankohta ei ollut tiedossa, enkd madrittényt
sikioiden kokoa kerddmisen yhteydessa, eri poikueiden sikididen idssé oli eroa korkein-

taan 12 tuntia.

2.2 Histologiset menetelmit

Lopetuksen jidlkeen poistin naaraalta kohdun sikidineen. Preparoin sikiot yksitellen ulos
kohdusta steriiliin jddkaappikylméddn fosfaattipuskuroituun suolaliuokseen (1xPBS,
laimemmettiin MilliQ-veteen 10xPBS:std), ja samalla kerdsin sikioistd kudosniytteet
genotyypitystd varten erillisiin numeroituihin ndyteputkiin. Siirsin sikidt numeroidulle
kuoppalevylle 4% paraformaldehydiin (PFA), joka toimi fiksatiivina estden kudoksen

hajoamisen. Pidin siki6itd yon yli PFA:ssa ja vaihdoin PFA:n uuteen seuraavana paivéna.

Kolmantena paivina siirsin sikidt numeroituihin kudoskasetteihin. Siirsin néytteet Leica
ASP300S —kudosprosessoriin, joka korvaa kudoksen veden parafiinilla. Seuraavana
pdivand siirsin kudoksen metallimuotteihin, ja asettelin sikion sulaan parafiiniin
sopivassa orientaatiossa koronaalisia eli poikittaisleikkeitd varten. Annoin parafiinin
jdhmettyd hieman, jotta ndyte jdi sopivaan asentoon. Tdmén jdlkeen asetin muotit
kylmaélevylle (1 °C) parafiinin kovettamiseksi. Jidhdytyksen jilkeen irrotin metallimuotit
ja siirsin valmiit parafiinikappaleet 4 °C:een. Kehitysvaiheen E18.5 sikidistd oli

preparoitu pelkdstddn aivot tutkimusta varten, ja sain ne valmiina parafiinikappaleissa.

Leikkasin parafinoidun kudoksen mikrotomilla 5 um paksuisiksi koronaalileikkeiksi (Ks.
kuva 4). Ohuet leikkeet parantavat vasta-aineiden ja koettimien sitoutumista kudokseen
vérjdysten aikana. Aloitin leikkeiden kerddmisen anatomian perusteella kirjallisuutta
(Kaufman 1992; Altman & Bayer 1995) ja verkkotietokantaa (Allen Institute 2019) apuna

kéyttden. Kerdsin 8-10 leikettd objektilaseille rinnakkaisesti kymmenen lasin sarjoiksi ja
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numeroin lasit. Leikkaamisen jilkeen siirsin lasit lampokaappiin 37 °C:een kuivumaan

yli yon, ja seuraavana pdivéni siirsin ne 4 °C:een virjayksiin asti.

Téassd tutkimuksessa pyrin mahdollisuuksien mukaan kayttdméaén véhintddn kahta
biologista replikaattia eli kahta eri sikiotd samasta kehitysvaiheesta. Kuitenkin
ajankdyton puitteissa tutkimusaineiston saatavuus oli rajallinen, koska hiirten onnistuneet
paritukset kestivit kauan, ja joissakin kehitysvaiheissa sain siki0itd vain véhin kerrallaan.
Lisdksi havaitsin, ettd histologisten leikkeiden laatu wvaihteli. Leikkeiden laadun
perusteella valitsin tutkimukseen sikioitd kehityksen vaiheessa E12.5 ja E18.5, joista
kummastakin sain leikkeitd kuudesta eri sikiosté, sekd yhden sikion kehityksen vaiheessa
E14.5. Sikiot kehityksen vaiheessa E13.5 jitin kokonaan pois tutkimuksista heikon
leikkeiden laadun vuoksi. Suvoritin kuitenkin kaikki tutkimukset aikaisemmin
vahvistetuilla ja toimivaksi osoitetuilla menetelmilld, joten tutkimustulokset ovat
vertailukelpoisia sekd keskenddn ettd aikaisemmin tutkimusryhmaéssd saatujen tulosten

kanssa.

2.3 Sikioiden Cre-genotyypitys

Sikididen Cre’-genotyypin varmistamiseksi suoritin genotyypityksen PCR-reaktiolla, ja
alukkeina kdytin Cre-geenin sekvenssiin sitoutuvia alukkeita (Taulukko 1).
Kehitysvaiheen E18.5 sikidille reaktioon tarvittavan DNA:n sain hénnistd, ja
nuoremmille sikidille jalasta. Preparoin kudoksen tyhjiin ndyteputkiin jo sikididen
kerddmisen yhteydessd ja joko pakastin kudoksen -20 °C:ssa tai jatkoin suoraan sen
hajotuksella. Kudoksen hajotin 100 pl tilavuudessa lyysisliuoksessa, joka sisélsi 95%
ProtK-puskuria (Helsingin yliopiston laboratorio) ja 5% proteinaasi K-entsyymid (Sigma
Aldrich). Jéitin kudoksen liuokseen hajoamaan yon yli 56 °C:een. Tdmén jélkeen sekoitin
ndytteet ja siirsin ne -20 °C:een myohempéd kisittelyd varten. Pyséytin proteinaasi K:n
toiminnan kymmenen minuutin ldmpdokasittelylld 90 °C:ssa, jotta proteinaasi ei hajottaisi
DNA-polymeraasia PCR-reaktion aikana. Inaktivaation jilkeen pidin néytteitd jiilla 4
minuuttia ja lopuksi sentrifugoin 13200 rpm kierroksilla minuutin ajan. Supernatantista

sain DNA:n PCR-reaktiota varten.

Suoritin PCR-reaktion taulukon 1 mukaisesti siten, ettd pipetoin puskurin, dNTP-

seoksen, alukkeet, DNA-polymeraasin ja steriilin MilliQ-veden samaan liuokseen.
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Liuosta valmistin sen mukaan, kuinka monta niytetti oli analysoitavana. Positiivisena
kontrollina kdytin aikaisemmin eristettyd Cre-positiivista ndytettd ja negatiivisena
kontrollina MilliQ-vettd. DNA-polymeraasina kédytin DreamTaq-polymeraasia (Thermo
Scientific) ja alukkeina Cre3- ja Crej-alukkeita (TAG Copenhagen), joiden sekvenssit
ovat esitettynd taulukossa 1. Laimensin alukkeet 100 pmol/ul kantaliuoksesta MilliQ-
veteen 10 pmol/ul laimennokseksi. Varmistin PCR-reaktion tuloksen ja sikididen Cre-
genotyypin agaroosigeelielektroforeesilla 1,5% geelilld, ja viriaineena kaytin
etidiumbromidia (Thermo Scientific). Ajoin geelid 50-60 minuuttia 100 voltin jdnnitteelld
tris-boraatti-EDTA —puskurissa (1xTBE, laimennettiin MilliQ-veteen 10xTBE:std) ja
kuvasin sen UV-valossa. Vertasin tuloksia positiiviseen kontrolliin ja varmistin sikididen
Cre-genotyypin. PCR-tuotteen oletettu koko oli noin 500 emésparia, joten kdytin 1

kiloeméksen markkeria (Thermo Scientific).

Taulukko 1. PCR-reaktio yhdelle DNA-niytteelle.

PCR-reaktio 1 x (20 pl) reaktiotilavuus

10 x reaktiopuskuri 2 ul

dNTP 1,5 pl

Cre3 (10 pmol/ul) 0,5 ul

CGT TTT CTG AGC ATA CCT GGA

Cre5 (10 pmol/ul) 0,5 ul

AAT CTC CCA CCG TCA GTA CG

DreamTaq —DNA-polymeraasi 0,1 pul

ddH,O 14,2 ul (E12.5) tai 14,7 pl (muut)
DNA (supernatantti) / kontrolli 1 ul (E12.5) tai 0,5 pl (muut)

2.4 Immunohistokemia

Téssd tutkimuksessa kéytin epdsuoraa immunohistokemiallista maéritystd eli
immunohistokemiallista vérjdystd, joka perustuu primaariseen kohdeproteiinin
tunnistavaan immunoglobuliiniin eli vasta-aineeseen sekd sekundaariseen fluoresenssi-
leimattuun vasta-aineeseen. Primaarinen vasta-aine oli tuotettu joko kanissa, hiiressd tai
kanassa. Primaarinen vasta-aine tunnistaa kudoksessa kohdeproteiinin eli antigeenin,
esimerkiksi RFP:n, ja sitoutuu sithen. Vasta-aineen sitovaa osaa antigeenissd kutsutaan
epitoopiksi. Immunohistokemiassa ennen primaarisen vasta-aineen lisdystd kudos
estokdsitelldéin seerumilla, joka vihentdd vasta-aineen sitoutumista kudoksessa muualle
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kuin spesifiseen antigeeniin. Sekundaarinen vasta-aine puolestaan tunnistaa spesifisesti
jokaiselle lajille ominaisen vasta-aineen Fc-osan (engl. fragment, crystallizable). Téassi
tutkimuksessa sekundaariseen vasta-aineeseen oli liitetty fluoresoiva kromofori eli
fluorokromi merkkiaineeksi, jonka avulla myds primaarinen vasta-aine ja siten
tunnistettu kohdeproteiini saatiin visualisoitua. Sekundaarinen vasta-aine oli tuotettu joko
aasissa kanin tai hiiren vasta-aineita vastaan, tai vuohessa kanan vasta-ainetta vastaan.
Sekundaariset vasta-aineet olivat Alexa Fluor (Invitrogen) —fluorokromikonjugoituja, ja
visualisoin  fluorokromin emittoiman aallonpituuden fluoresenssimikroskoopilla.
Immunohistokemiallisessa virjdyksessd useampia proteiineja pystytddn tutkimaan
samalla kertaa kayttdmilld useampia eri fluorokromeilla leimattuja vasta-aineita,
kuitenkin tdssd tutkimuksessa enimmillddn kolmea fluoresenssimikroskoopin
suodattimen virien rajallisuuden vuoksi. Taulukossa 2 on esitetty kdytetyt sekundaarisiin
vasta-aineisiin  konjugoidut Alexa Fluor -fluorokromit ja niiden fluoresenssi-

mikroskoopilla nikyvit vérit sekd absorptio- ja emissioaallonpituudet.

Taulukko 2. Sekundaaristen vasta-aineiden Alexa Fluor -fluorokromit, niiden absorptio-
ja emissioaallonpituudet seké fluoresenssimikroskoopilla havaittava véri.

Alexa Fluor - Fluoresenssimikroskoopilla
Absorptio Emissio
fluorokromi nikyva viri
Alexa Fluor 488 496 nm 519 nm Vihred
Alexa Fluor 568 578 nm 603 nm Oranssinpunainen
Alexa Fluor 647 650 nm 665 nm Kirkkaanpunainen

Immunohistokemiallisen vérjdyksen tuloksena anti-RFP —vasta-ainetta kaytettdessi
ndkyviin saatiin kaikki kudoksen RFP-proteiinit fiksaation hetkelld. Koska tutkittavien
sikididen genomissa oli Pax7:n lisdksi Cre heterotsygoottisena, TdTomato ROSA26:n
lokuksessa péddsee rekombinaasin toiminnan seurauksena ilmenemidn ja tuottamaan
RFP-proteiinia. 7dTomato ilmenee aina samoissa soluissa Pax7-geenin kanssa. Siten
kaikki TdTomato-geenid ilmentdvit eli RFP:td tuottavat solut ilmentdvit tai ovat
ilmenténeet jossain kehityksensd vaiheessa myoOs Pax7-geenid. Anti-RFP —vasta-
ainevérjdyksen tuloksena saadaan solulinjakartta Pax7-geenid ilmentdvien solujen ja
ndiden tytdrsolujen vaeltamisesta sikionkehityksen aikana. Eldvissd soluissa RFP tuottaa
tarpeeksi voimakkaan fluoresenssin mikroskoopilla havaittavaksi, mutta kudoksen

fiksaatio heikentdd fluoresenssia niin paljon, ettd tarkka tulos saadaan ainoastaan
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epdsuoralla immunohistokemiallisella mééritykselld. Tdmén vuoksi kdytin tutkimuksessa

anti-RFP —vasta-ainetta (téstd eteenpdin RFP-vasta-aine) signaalin havaitsemiseen.

Virjayksen alussa otin lasit lampeneméén huoneenldmpoon noin 15 minuuttia ennen
véarjayksen alkua ylimiirdisen kosteuden poistamiseksi. Poistin parafiinin kudoksesta
ksyleenikisittelylld, jonka jédlkeen suoritin kudokselle laskevan alkoholisarjan veden
palauttamiseksi kudokseen (Liite 2). Pesin laseja 0,3% Triton-X —liuoksessa (Liite 3)
kymmenen minuutin ajan. Vaiheen tarkoituksena on poistaa pintajidnnitystd ja avata
kudosta, jotta vasta-aineet sitoutuvat kohdeproteiineihin paremmin. Tamén jilkeen keitin
laseja 0,1 M natriumsitraattipuskurissa PFA-fiksaation purkamiseksi ensin 100% teholla
3,5 minuuttia ja sitten 40% teholla 9 minuuttia mikroaaltouunissa. Natriumsitraatti-
kisittelyn jilkeen jddhdytin laseja vdhintddn puoli tuntia, ja jidhdytyksen jidlkeen pesin

laseja 0,1% Triton-X:ssd (Liite 3) 15 minuuttia.

Jadhdytyksen jidlkeen suoritin laseille estokdsittelyn, jonka tarkoituksena on estdd
epaspesifinen sekundaaristen vasta-aineiden sitoutuminen. Estokisittelyssd inkuboin
laseja 0,1% Triton-X:44n laimennetussa seerumissa, jonka valitsin sekundaarisen vasta-
aineen isdntdeldimen mukaan. Estokésittelyd varten laimensin vuohen tai aasin seerumia
10% pitoisuuteen 0,1% Triton-X:44n. Kaksoisvarjiyksissd, joissa kdytin sekd aasissa ettd
vuohessa tuotettuja sekundaarisia vasta-aineita, valmistin 5% vuohen ja 5% aasin
seerumia samaan liuokseen. Pipetoin liuosta jokaisen lasin paille 300 pl ja inkuboin
laseja puolesta tunnista tuntiin huoneenldmmossd kostutetussa kammiossa. Tamin
jalkeen valutin ylimdardisen liuoksen pois lasien pééltd ja pipetoin 300 ul primaarista
vasta-ainetta jokaiselle lasille. Primaariset vasta-aineet olin laimentanut 0,1% Triton-
X:éddn (Taulukko 3), jossa oli lisdksi 2% vuohen tai aasin seerumia sekundaarisesta vasta-
aineesta riippuen. Inkuboin laseja +4 °C:ssa yli yon tai muutaman vuorokauden. Koska
tilasin osan vasta-aineista itse (hiiren anti-RFP, BioVision; kanan anti-RFP, Rockland) ja
kdytin niitd uutena, testasin vasta-aineita eri pitoisuuksilla sopivan laimennoksen

16ytamiseksi.

Primaarivasta-ainekasittelyn jélkeen pesin laseja 0,1% Triton-X:ssd 15 minuuttia ja
valmistin sekundaariset vasta-ainelaimennokset 0,1% Triton-X:44n. Sekundaarisen
vasta-aineen laimennos perustui sekundaarivasta-aineessa kiytetyn fluorokromin
intensiteettiin. Vihredn ja oranssinpunaisen leiman aikaansaavan fluorokromin siséltdvin

vasta-aineen laimensin 0,1% Triton-X:44n 1:500 ja kirkkaanpunaisen leiman 1:350.
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Pipetoin sekundaarista vasta-ainelaimennosta 300 pl jokaiselle lasille ja inkuboin 5 tuntia
huoneenldmmdssd kosteuskammiossa tai yon yli 4 °C:ssa. Lopuksi pesin laseja 10
minuuttia 0,1 % Triton-X:ssd ja 5 minuuttia 1xPBS:ssi. Vérjasin tumat DAPI:lla (Sigma
Aldrich) 1:5000 laimennettuna 1xPBS:i4n. Inkuboin laseja DAPI:ssa 5 minuuttia
huoneenldmmdssa ravistelijassa, jonka jilkeen pesin laseja vield 1xPBS:ssd 5 minuuttia.
Tamaén jdlkeen peitin lasit FluorSave-petausaineella (Millipore) ja ohuella lasilla. Sailytin

laseja valolta suojattuna 4 °C:ssa.

Taulukko 3. TyoOssé kédytetyt tulosten kannalta keskeisimmait primaariset vasta-aineet ja
niiden laimennokset 0,1% Triton-X —liuokseen.

Laimennos-
Primaarinen vasta-aine Valmistaja
suhde
Hiiren anti-Pax7 Hybridoma Bank 1:300
Hiiren anti-RFP BioVision Evi pitoisuuksia
Kanan anti-RFP Rockland Evi pitoisuuksia
Kanin anti-RFP Rockland 1:500
Kanin anti-5-HT Immunostar 1:500
Kanin anti-5-HTR2c Antibodies-online 1:200
Kanin anti-Foxo1 Cell Signaling Technology 1:500

2.5 RNA in situ —hybridisaatio

2.5.1 RNA-koettimien valmistus

RNA in situ -hybridisaatiossa (tdstd eteenpdin in situ —hybridisaatio) kéytin
entsymaattisia digoksigeniinileimattuja (DIG) tai fluoresoivia fluoreseiinileimattuja (F)
komplementaarisia RNA-koettimia, joiden leiman vahvistin vasta-aineilla vérjiyksen
aikana. RNA-koettimien avulla saadaan nékyviin kohdegeenin kudosspesifinen ldhetti-
RNA ja siten voidaan paikallistaa geenin ilmentyminen fiksoidussa kudoksessa.

Kohdekudoksessa koetin tunnistaa emdisjdrjestystddn vastaavan sekvenssin ldhetti-
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RNA:sta ja pariutuu sen kanssa. Menetelma vaatii ddrimméisen puhdasta tyoskentelyd,
koska in situ -hybridisaatio on herkkd menetelmd RNA:n epéstabiilisuuden vuoksi.
Lisdksi ympéristoperdiset RNAasit hajottavat RNA-koetinta (tdstd eteenpdin koetin).
Kéytin koettimen valmistuksessa steriilejd tyOvélineitd sekd RNAasi-inhibiittoreita

koettimen hajottamisen estdmiseksi.

Tutkimukseen valmistin Pitx2(DIG)-koettimen itse. Muut koettimet sain valmiina. Hiiren
Pitx2-geeni oli kloonattu E. coli —bakteerin pT7T3D-Pacl-plasmidiin, jota kéytin
templaattina koettimen valmistuksessa. Kasvatin glyserolikantaliuoksesta sulatettuja E.
coli —bakteereita yon yli 37 °C:ssa LB-kasvatusliuoksessa, johon oli lisitty ampisilliinia
(Sigma Aldrich) 100 pg/ml. Eristin plasmidi-DNA:n bakteereista GeneJET Plasmid
Miniprep —kitilld (Thermo Scientific) valmistajan ohjeen mukaan. Eristin DN A:n kahteen
eri putkeen ja mittasin DNA-konsentraation NanoDrop 2000 —laitteella. Konsentraatiot
eristyksen jidlkeen putkissa olivat 253,8 ng/ul ja 290,4 ng/ul. Pakastin putket -20 °C:ssa.
Seuraavana péivdnd linearisoin 20 pg plasmidi-DNA:ta EcoRI-restriktioentsyymilld
(Thermo Scientific) 37 °C:ssa, jonka jilkeen puhdistin linearisoidun plasmiditemplaatin
fenoli-kloroformiuutolla. Varmistin linearisaation onnistumisen geelielektroforeesilla 1
% agaroosigeelilld, ja kontrollina kdytin linearisoimatonta plasmidia. Ajoin geelid 100
voltin jinnitteelld tunnin, ja vériaineena kiytin etidiumbromidia (Thermo Scientific).
Kuvasin geelin UV-valossa. Linearisoiudsta plasmidista havaitsin nelja erillistd raitaa

geelilld, jotka olivat kooltaan noin 400, 750, 1000 ja 3000 emésparia (Kuva 5, kaivo 3).

1. 2 3. 4 3.
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Kuva 5. 1 % agaroosigeeli tunnin ajon jélkeen 100 voltin jénnitteelld. Kaivoissa 1 ja 5
ovat yhden kiloemdksen markkerit (Thermo Scientific). Kaivossa 2 on kitilld eristetty
plasmidi-DNA, kaivossa 3 EcoRI:lld linearisoitu plasmidi ja kaivossa 4 DIG-leimattu
RNA-koetin.
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Seuraavana pidivand valmistin DIG-leimatun koettimen linearisoidusta templaatista
RNA-polymeraasia ja DIG-leimausliuosta kdyttien. RNA-polymeraasi T3 valmistaa
plasmiditemplaatin perusteella ribonukleotideista sekd DIG-leimatuista UTP-nukleo-
tideista komplementaarisen RNA-koettimen, joka on geenisté tuotetulle 1dhetti-RNA:1le
kddnteinen sekvenssiltdin. Inkuboin linearisoitua plasmiditemplaattia RNA-poly-
meraasin (Roche), DIG-leimausliuoksen (Roche) ja RNAasi-inhibiittorin (Promega)
kanssa kaksi tuntia 37 °C:ssa, ja pysdytin reaktion 0,8 pul pH 8.0 EDTA:1la. Tarkistin vield
koettimen onnistumisen geelielektroforeesilla tunnin ajolla 100 voltin jannitteelld. DIG-
leimattu koetin ndkyi geelilld kahtena raitana, joista toinen oli selked, noin 3000
eméisparin mittainen, ja toinen epaselvempi raita, joka oli kooltaan noin 750:n ja 500:n
emdsparin valiltd (Kuva 5, kaivo 4). Pakastin valmiin koettimen -80 °C:ssa. Taulukossa
4 on esitetty tutkimuksessa kéytetyt tulosten kannalta keskeisimmait koettimet, niiden
laimennossuhteet hybridisaatiopuskuriin seké koettimien leiman vahvistamiseen kaytetyt

vasta-aineet ja niiden laimennokset.

Taulukko 4. Tyossd kéytetyt tulosten kannalta keskeisimméat RNA-koettimet ja niiden
laimennokset, koettimien visualisointiin kédytetyt vasta-aineet ja niiden laimennokset
TNB:hen sekd leiman vahvistamiseen kéytetyn reagenssin laimennos amplifikaatio-
puskuriin.

Vasta-aineen
Laimennossuhde Vasta- Amplifikaatio
laimennossuhde
Koetin DIG/F aine DIG/F
TNB:hen
hybridisaatiopuskuriin | DIG/F 1:50
DIG/F
Sheep TSA-Cyanine
Gadl anti-DIG- kit (DIG) /
Ninl POD/ TSA-
1:400 / 1:300 1:1000 / 1:800
Pitx2 Sheep Fluorescein kit
Sert anti-F- (F)
POD
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2.5.2 Koettimien hybridisaatio

In situ —hybridisaatiossa RNA-kontaminaation vélttdmiseksi suoritin tydvaiheet ennen
hybridisaatiota mahdollisimman puhtaasti, ja kdytin steriilejd liuoksia ja tyovélineitd. In
situ —hybridisaation alussa lammitin laseja 70 °C:n limpdlevylld noin 30 sekuntin ajan
parafiinin sulattamiseksi. Kuten immunohistokemiallisen virjiyksen alussa, myds in situ
—hybridisaatiossa poistin parafiinin kudoksesta ksyleenikésittelyn avulla (ks. Liite 2) ja
suoritin laskevan alkoholisarjan veden palauttamiseksi kudokseen. In situ —hybridisaa-
tiossa kuitenkin kiytin muovisten astioiden sijaan puhtaampia, autoklaavissa desin-
fioituja lasiastioita. Ksyleeni-alkoholisarjan jilkeen pesin laseja 0,3 % Triton-X:ssé (ks.
Liite 3) kudoksen avaamiseksi. Seuraavaksi suoritin kudoksen permeabilisaation, jossa
PFA-fiksaatio osittain puretaan. Tdméa parantaa koettimien sitoutumista ldhetti-RNA:han
kohdekudoksessa. Keitin laseja 0,1 M natriumsitraattipuskurissa ensin 3,5 minuuttia
100% teholla ja sen jilkeen 9 minuuttia 40% teholla mikroaaltouunissa. Annoin lasien

jadhtya noin 30 minuuttia.

Tamén jilkeen inkuboin laseja 0,5% natriumlauryylisulfaattia (SDS) sisédltavéassa 1xPBS-
liuoksessa 15 minuuttia sekd 10 minuuttia trietanoliamiinipuskurissa (TEA, Helsingin
yliopiston laboratorio), johon olin lisdnnyt asetaattianhydridid (Sigma Aldrich) 0,25%
livostilavuudesta. Asetaattianhydridi estdd koettimen epidspesifisen sitoutumisen
kudosleikkeessd ja parantaa siten menetelmédn tehokkuutta. Tdmin jilkeen suoritin
nousevan alkoholisarjan kudosleikkeille veden palauttamiseksi kudokseen (ks. Liite 2),
ja kuivatin laseja muovikannen alla vetokaapissa viahintdén tunnin. Sen jdlkeen laimensin
DIG- ja F-koettimet hybridisaatiopuskuriin taulukon 4 laimennosten mukaisesti.
Kuumensin laimennettuja koettimia 80 °C:ssa 10 minuutin ajan, jonka jdlkeen sekoitin
koetinlaimennokset huolellisesti ja jadhdytin jiilld 5 minuuttia. Pipetoin jokaiselle lasille
150 pl koetinlaimennosta, ja peitin lasit parafilmilld. Siirsin lasit kosteuskammioon

vaakatasossa, suljin kammion teipilld ja inkuboin yon yli 65 °C:ssa.

Seuraavana pdivédna poistin laseista parafilmin ja valmistin WASHI-, WASHII-, NTE- ja
1xTBST-pesuliuokset (Liite 3). Pesin laseja 65-asteisessa WASHI-liuoksessa 30
minuuttia, 65-asteisessa WASHII-liuoksessa 30 minuuttia ja huoneenldmpdisessd NTE-
liuoksessa 15 minuuttia. Pesujen jilkeen kasittelin ndytteitd 30 minuutin ajan 37-asteiseen
NTE:hen laimennetulla RNAasi A-entsyymilld (Roche), joka hajottaa naytteistd

sitoutumattomat koettimet. Tamén jilkeen pesin laseja uudelleen 65-asteisessa WASHII-
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liuoksessa 30 minuuttia sekd huoneenldmpdisessd natriumsitraattia sisdltdvéssi
suolaliuoksessa (2xSSC) 15 minuuttia ja 0,1xSSC:ssd 15 minuuttia. Lopuksi pesin laseja

vield 1XxTBST-liuoksessa 10 minuuttia.

Pesujen jdlkeen estokdsittelin niytteet TSA-reagenssia (engl. tyramide signal
amplification) (PerkinElmer) sisdltavalli TNB-liuoksella (engl. Tris-NaCl blocking
buffer) (PerkinElmer), jonka tarkoituksena oli estdd epéspesifinen vasta-aineiden
sitoutuminen. Pipetoin estokdsittelyliuosta 300 pl jokaiselle lasille ja inkuboin
kosteuskammiossa 30 minuuttia huoneenldammdssd. Tamén jilkeen tydvaiheet jatkuivat
samoin kuten immunohistokemiallisessa virjdyksessd. Valmistin vasta-ainelaimen-
noksen TNB:hen joko anti-F-POD (Roche) tai anti-DIG-POD (Roche) —vasta-aineita
kéyttden riippuen valituista koettimista. Pipetoin 300 ul vasta-ainelaimennosta laseille ja

inkuboin laseja kostutetussa kammiossa yon yli 4 °C:ssa.

Seuraavana péivdnd vahvistin anti-F —vasta-aineen leiman TSA Fluorescein kit
(PerkinElmer) —reagenssilla. Laimensin reagenssin amplifikaatiopuskuriin (PerkinElmer)
1:50, ja pipetoin laimennosta 100 pl jokaiselle lasille, jossa oli F-koetinta. Inkuboin
naytteitd 10 minuuttia huoneenlammdssd kostutetussa kammiossa. Tdmén jdlkeen pesin
laseja 1XTBST-liuoksessa ja inkuboin 30 minuuttia 0,02 M HCl:ssi seké pesin uudelleen
IXTBST:ssd. Suolahappo inaktivoi TSA-reagenssin peroksidaasientsyymin, jota
kdytetddn koettimen leiman vahvistamisessa. Pesun jdlkeen pipetoin laseille 300 ul anti-
DIG-POD —vasta-ainelaimennosta 1:1000 TNB:hen laimennettuna. Neljantend péivani
IXTBST-pesujen jilkeen vahvistin DIG-vasta-aineen leiman 10 minuutin inkubaatiolla
TSA Plus Cyanine kit (PerkinElmer) —reagenssilla, jonka olin laimentanut amplifikaatio-
puskuriin (PerkinElmer) 1:50. Suolahappokasittelyé ei tarvittu.

2.5.3 RNA in situ —hybridisaatioon yhdistetty immunohistokemia

Useiden koettimien ja vasta-aineiden kéyttd samoilla leikkeilld mahdollistaa useiden
geenien ilmentymisen havaitsemisen samoissa soluissa. Valitsin tutkimuksissa kéytetyt
koettimet ja vasta-aineet sen perusteella, mitd tutkimusryhmén laboratoriossa oli
aiemminkin kédytetty. Ndin varmistin sen, ettd kdytin tutkimuksessa toimivaksi osoitettuja
koettimia ja vasta-aineita. Tutkimuksessa oli mahdollista kéyttdd yhteensd kolmen

koettimen tai vasta-aineen yhdistelmdd yhdelld objektilasilla perustuen fluoresenssi-
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mikroskoopin suodattimien véreihin, joita olivat punainen, vihred ja kirkkaanpunainen

(ks. Taulukko 2). DAPI:lle kédytin aina sinistd kanavaa.

Sekundaaristen vasta-aineiden fluorokromit pystyi valitsemaan vapaasti, mutta F-
leimatun koettimen havainnoin fluoresenssimikroskoopilla aina vihredn vérin suodatti-
mella ja DIG-leimatun koettimen punaisella. Pyrin suorittamaan kaikki vérjaykset
rinnakkaisille leikkeille tutkiakseni useiden eri geenien ilmentymistd samoissa soluissa.
Koska yhden kudosleikkeen paksuus oli 5 um, yksi ainut 15 pm paksuinen solu ulottuu

kolmelle rinnakkaisleikkeelle.

Kun in situ —hybridisaatioon oli yhdistetty primaarivasta-aineeseen perustuva
immunohistokemiallinen virjiys, pipetoin primaarisen vasta-aineen samana paivina kuin
vahvistin DIG-leiman, ja seuraavana pdivdnd lisdsin sekundaarisen vasta-aineen ja
DAPL:n. Jos pelkkdidn F-koettimeen oli yhdistetty immunohistokemiallinen virjiys,
pipetoin vasta-aineen samana pdivdnd kuin vahvistin F-koettimen leiman. Lopuksi
varjasin tumat DAPI:lla samoin kuten immunohistokemiallisessa virjdyksessd, peitin
lasit FluorSave-petausaineella (Millipore) ja siirsin lasit 4 °C:een tulosten tarkasteluun

asti.

2.6 Fluoresenssimikroskopia ja kuvankisittely

Tarkastelin tuloksia Olympus BX63-mikroskoopilla, ja otin kuvia vérjatyistd leikkeista
mikroskoopin DP72-kameralla CellSens Dimensions —ohjelmaa kdyttden 4-, 10-, 20- ja
40-kertaisilla ~ suurennoksilla  eri  fluoresenssisuodattimilla  (kirkkaanpunainen,
oranssinpunainen ja vihred; ks. myos taulukko 2). Kaksoisvérjiyksissd yhdistin
digitaalisten kuvien RGB (engl. red, green, blue) —kanavat eli punaisen, vihredn ja sinisen
(DAPI) kanavan toisiinsa Adobe Photoshop CC 2018 —ohjelmalla. Huomaa, ettd
esimerkiksi violettia tai oranssia virid ei ole mahdollista kdyttdd RGB-kanavia
yhdistettidessd. Muokkasin mikroskooppikuvien kirkkautta ja kontrastia tarvittaessa sekd
retusoin kuvista pois kudosleikkeiden mahdolliset rypyt Adobe Photoshop CC 2018 —
ohjelmalla (Liite 4, retusoimattomat kuvat). Yhdistelin kuvat paneeleiksi Microsoft
PowerPoint —ohjelmaa kéyttden. Myos tutkielmassa esitetyt kuvat piirsin Adobe

Photoshop CC 2018- ja Microsoft PowerPoint —ohjelmilla.
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3 TULOKSET

3.1 Cre-rekombinaasin toiminta

3.1.1 Sikioiden Cre-genotyyppi

Varmistin jokaisen sikion Cre-genotyypin geneettistd solulinjakartoitusta varten, ja
kiytin solulinjakartoituksessa ainoastaan genotyypitettyjd Cre-positiivisia sikidita.
Havaitsin, ettd kun parituksissa kéytetty uros oli heterotsygoottinen Cre:n suhteen, nelja
sikiotd kymmenesta eli 40 % oli Cre-positiivisia (Kuva 6 A). Kun parituksissa oli kiytetty
Cre:n suhteen homotsygoottisia uroshiirid, kaikki jilkeldiset olivat Cre-genotyypiltddn
positiivisia (Kuva 6B). Ainoastaan toisen kehitysvaiheen E12.5 sikioiden poikueen isdnéd
oli kaytetty parituksissa Cre-heterotsygoottia urosta; muissa poikueissa parituksiin

kaytetyt urokset olivat Cre-homotsygootteja.

1kb
750 bp
500 bD . S — — — — -

250 bp

1kb
750 bp
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1

250 bp

Kuva 6. 1% 1xTBE-puskuriin valmistettu agaroosigeeli 50 minuutin ajon jilkeen 100
voltin jannitteelld. Positiivinen kontrolli (+) Cre" oli kooltaan noin 500 emésparia (bp).
Negatiivinen kontrolli (-) oli puhdas. A) Kehitysvaiheen E12.5 sikididen 1-10 Cre-
genotyypityksen tulos, kun poikueen isd oli Cre-heterotsygoottinen. Sikiét 1, 3, 4 ja 5
olivat Cre-positiivisia. DNA-supernatanttia PCR-reaktiossa oli kédytetty 1 ul. B) Kehitys-
vaiheen E18.5 sikididen 1-9 Cre-genotyyppi, kun poikueen isdnd oli kdytetty Cre-
homotsygoottia urosta. Kaikki sikiot olivat Cre-positiivisia. PCR-reaktiossa oli kdytetty
0,5 ul DNA-supernatanttia.
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Kehitysvaiheen E13.5 sikididen genotyypityksessd yksi genotyypitysniyte jdi
kerdaméttd, ja lisdksi yksi sikid oli Cre-negatiivinen genotyypityksessd ja kolmas ei
antanut selkedd tulosta (ei kuvaa). On kuitenkin erittiin todenndkoisté, ettd esimerkiksi
proteinaasihajotus ei toiminut kunnolla tai PCR-reaktiossa putkesta puuttui templaatti
kokonaan, minkd vuoksi en saanut positiivista tulosta, vaikka parituksissa kéytetyt
urokset olivat Cre-homotsygootteja. Kaikki muut Cre-homotsygoottien jilkeldiset
antoivat positiivisen tuloksen, ja mydskin tutkituista kehitysvaiheen E13.5 sikidistad kuusi
sikiotd kahdeksasta eli 75 % oli Cre-positiivisia. En kuitenkaan toistanut kyseistd PCR-
reaktiota, koska en kayttinyt tdmédn kehitysvaiheen sikioitd tutkimustuloksissa

histologisten leikkeiden heikon laadun vuoksi.

3.1.2 Positiivinen ja negatiivinen tutkimuskontrolli

Immunohistokemiallinen Pax7- ja RFP-vasta-ainella suoritettu kaksoisvirjdys toimi
tutkimuksessa positiivisena kontrollina Cre-rekombinaasin toiminnasta Pax7-geenid
ilmentdvissd soluissa, koska kaikkien Pax7-geenid ilmentdvien solujen tulisi ilmentdi
myo0s Cre-rekombinaasin geenid ja siten olla RFP-positiivisia Cre-positiivisissa sikidissa.
Havaitsin, ettd Cre-positiivisissa sikidissd kehityksen vaiheessa E12.5 Pax7-geenid
ilmentdvét solut (Kuva 7A) olivat myds RFP-positiivisia (Kuvat 7B, 7C). Lisdksi osa
soluista, jotka eivit olleet Pax7-positiivisia, oli kuitenkin RFP-positiivisia (Kuva 7C).
Havaitsin samanlaisen tuloksen kaikissa kolmessa tutkitussa kehitysvaiheessa (E12.5,
E14.5 ja E18.5). Pax7:n vasta-aine sijaitsi solujen keskelld (Kuva 7A), kun taas RFP
esiintyi selkedsti sytoplasmassa ja laajemmalle alueelle levinneend kuin Pax7 (Kuva 7B).
Ainoastaan yksi tutkituista genotyypityksen perusteella Cre-positiivisista kehitysvaiheen
E12.5 sikidistd ei antanut lainkaan signaalia immunohistokemiallisessa virjdyksessd

RFP:n vasta-aineella, vaikka kudoksessa esiintyi Pax7-positiivisia soluja (ei kuvaa).

Negatiivisena kontrollina tutkimuksessa kéytin yhtd genotyypityksen perusteella Cre-
negatiivista kehitysvaiheen E12.5 siki6td immunohistokemiallisessa Pax7/RFP-
kaksoisvirjdyksessd, enkd havainnut lainkaan RFP:td yhdessékdin solussa (Kuva 7E),
vaikka Pax7 ilmentyi laajasti (Kuva 7D). Cre-negatiivisissa sikidissd RFP:td tuottavaa

TdTomato-geenid edeltdd lopetuskodoni, eikd RFP:td siten tuoteta.

37



Pax7 / RFP

Kuva 7. Pax7- ja RFP-vasta-aineilla tehty kaksoisvérjiys genotyypityksen perusteella
Cre-positiivisessa (A, B, C) ja Cre-negatiivisessa (D, E, F) sikiossd. Pax7-geenin
ilmentyminen vasta-aineen perusteella (A, D), RFP:n esiintyminen vasta-aineen
perusteella (B, E) ja yhdistelmikuvat (C, F). Mittakaavajanojen pituudet ovat 50 pm
kaikissa kuvissa.

3.2 Dorsaalisen raphe-tumakkeen GABAergisten hermosolujen

geneettinen solulinjakartoitus

3.2.1 Dorsaalisen raphe-tumakkeen paikallistaminen kudosleikkeisti

Koska dorsaalinen raphe-tumake on aivojen laajin serotonergisten hermosolujen
keskittymi, kdytin serotonergisten solujen esiintymistd dorsaalisen raphe-tumakkeen
paikallistamiseen kudosleikkeissd anatomian ohella. Dorsaalisen raphe-tumakkeen
serotonergisten hermosolujen markkereina kehityksen vaiheessa E18.5 toimivat sekd 5-
HT-vasta-aine ettd Sert(F)-koetin, mutta pddasiassa tutkimuksissa kdytin 5-HT-vasta-
ainetta. Se antoi spesifisen, selkeén signaalin ja vihemman epdspesifistd taustaa. Yleisesti
ottaen havaitsin, ettd tdssd tutkimuksessa runsas epéspesifinen tausta oli ongelmana
kaikissa in situ —hybridisaatiovirjiyksissd koettimesta riippumatta. Ser#(F)-koettimen
perusteella sain kuitenkin samanlaisen tuloksen kuin 5-HT-vasta-ainetta kéytettdessd
serotonergisten solujen esiintymisestd dorsaalisessa raphe-tumakkeessa runsaasta

taustasta huolimatta (ei kuvaa).
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5-HT-vasta-aineen perusteella havaitsin, ettd rostraalisessa osassa (Kuva 8A) sekd
keskelld dorsaalista raphe-tumaketta (Kuva 8B) serotonergiset hermosolut esiintyivit
laajana populaationa seké keskiviivalla ettd dorsaalisen raphe-tumakkeen lateraalisissa
sitvekkeissd, kun taas kaudaalisessa osassa serotonergiset solut pidasiassa reunustivat
keskiviivaa. Lisdksi kaudaalisesti aivan ventrikkelin alapuolella esiintyi laajempi
serotonergisten solujen populaatio (Kuva 8C). Havaitsin vasta-aineen perusteella
serotoniinia myos kehitysvaiheen E14.5 sikiossd, jossa se keskittyi vetnraalisen
rombomeeri 1:n ventrikulaariselle alueelle (Kuva 8D). E14.5 dorsaalinen raphe-tumake
el ole vield kehittynyt, mutta sielld esiintyvdt serotonergiset solut ovat perdisin
vetnraalisen rombomeeri 1:n alueelta. E14.5 nuorempia sikioitd en tutkinut 5-HT-vasta-

aineen osalta.

5-HT

Kuva 8. Serotonergisten solujen esiintyminen immunohistokemiallisen 5-HT-vasta-
ainevdrjdyksen perusteella dorsaalisen raphe-tumakkeen rostraalisessa osassa (A),
keskiosassa (B) ja kaudaalisessa osassa (C) kehitysvaiheessa E18.5 sekd ventraalisessa
rombomeeri 1:ssd kehitysvaiheessa E14.5 (D). Mittakaavajanojen pituudet ovat 100 pm
(A, B, C)ja 50 um (D).

3.2.2 Dorsaalisen raphe-tumakkeen GABAergiset hermosolut

Kehitysvaiheen E18.5 sikion dorsaalisessa raphe-tumakkeessa esiintyi serotonergisten
hermosolujen (Kuva 9A) lisédksi runsaasti GABAergisid hermosoluja (Kuva 9B).
GABAergisten hermosolujen markkerina tdssa tutkimuksessa toimi Gad(F)-koetin, joka
sitoutuu Gadl-geenistd tuotettuun ldhetti-RNA:han. Gadl-geenid ilmennetddn aino-
astaan GABAergisissd hermosoluissa. Dorsaalisessa raphe-tumakkeessa GABAergiset
hermosolut sijaitsivat pddosin eri alueilla kuin serotonergiset hermosolut siten, ettd
serotoniinia esiintyi laajimmin keskiviivan kohdalla sekd dorsaalisen raphe-tumakkeen
lateraalisissa siivekkeissd, joissa Gadl:n ldhetti-RNA:ta ei esiintynyt. Koska GadlI(F)-
koettimen ja 5-HT-vasta-aineen kaksoisvérjdyksen seurauksena samoilla leikkeilld vasta-

aine ei ndkynyt lainkaan, tulkitsin tulokset rinnakkaisilta leikkeiltd, jotka yhdistin yhdeksi
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kuvaksi (Kuva 9C). GadI-koetin yksindén sen sijaan toimi hyvin in situ -hybridisaatiossa,
ja geenin ldhetti-RNA paikallistui selkedsti DAPI:n perusteella solujen tumaan

pistemiiseni signaalina (Kuva 9F).

GABAergiset hermosolut esiintyivét ldpi dorsaalisen raphe-tumakkeen kolmena laajana,
mutta ei tiysin erillisend populaationa keskiviivan molemmin puolin (Kuvat 9B, 9D, 9E).
Rostraalisesti dorsaalisessa raphe-tumakkeessa GABAergisid hermosoluja esiintyi
kaikista vihiten (Kuva 9D), kun taas kaudaalisimmassa osassa kolmea erillistd
populaatiota ei voinut endd selkeésti erottaa toisistaan (Kuva 9E). Keskelld dorsaalista
raphe-tumaketta GABAergiset hermosolut esiintyivdt laajimmin serotonergisten
lateraalisten siivekkeiden vilissad seki niiden alapuolella (Kuvat 9B, 9C). GABAergisid
hermosoluja ei esiintynyt lainkaan keskiviivalla (Kuvat 9B, 9D, 9E), jossa taas

serotoniinia esiintyi runsaasti.

DAPI / 5-HT / Gad1

Kuva 9. Kehitysvaiheen E18.5 sikion dorsaalisen raphe-tumakkeen serotonergiset
hermosolut 5-HT-vasta-aineen perusteella (A, C) ja GABAergiset hermosolut GadI(F)-
koettimen perusteella (B, D, E, nuolenkdrkien osoittamat alueet), sekd GadI-geenin
lahetti-RNA:n paikallistuminen solujen tumaan DAPI:n perusteella (F). Kuvien
mittakaavajanojen pituudet ovat 100 pm (A-E) ja 20 um (F).
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3.2.3 Dorsaalisen raphe-tumakkeen GABAergisten hermosolujen alkuperi

Tutkin GadI(F)-koetinta yhdessd RFP-vasta-aineen kanssa kehitysvaiheen E18.5 sikion
dorsaalisessa raphe-tumakkeessa tarkoituksenani selvittid GABAergisten hermosoluejn
alkuperd. Tamé ei onnistunut in situ —hybridisaatioon yhdistetyn immunohistokemian
avulla, silld in situ —hybridisaatioon yhdistetyt immunohistokemialliset RFP-vasta-
ainevérjaykset eivit tdssd tutkimuksessa toimineet odotetusti. Jokainen kéytetty koetin
antoi yleensd suhteellisen vahvan signaalin kaksoisvérjiyksissd, joskin epdspesifisté
taustaa oli jonkin verran. Sen sijaan RFP:n vasta-aine nikyi koettimeen yhdistetyissa
kaksoisvirjiyksissd hyvin heikosti tai ei lainkaan sekd punaista, kirkkaanpunaista ettd
vihredd vasta-aineen fluorokromia kéytettdessd. Kaikkien kehitysvaiheiden sikiGt
mukaan lukien tein kaksoisvirjayksen koettimen ja RFP-vasta-aineen kanssa yhteensi
kahdeksassa eri sikidssd, ja sain positiivisen tuloksen ainoastaan yhdesti kehitysvaiheen
E12.5 sikiostd. Tassd sikiossd kéytin koettimina virjdyksissd joko Pitx2(DIG)- tai
Ntnl(DIG)-koetinta ja RFP:n sekundaarisena vasta-aineena Alexa Fluor 647 —fluoro-
kromikonjugoitua vasta-ainetta, jonka leima oli kirkkaanpunainen. Sekin nékyi
mikroskoopilla todella heikosti, miké vaikeutti tulosten tulkitsemista. Muissa seitseméassi
varjayksessd, mukaan lukien Gadl(F)/RFP, RFP ei antanut signaalia. Tulosten tulkintaa
vaikeutti lisdksi in situ —hybridisaatiovérjiysten tausta. Tausta ndkyi mikroskoopilla
pistemédisend epdspesifisend signaalina kaikissa vérikanavissa, vaikka kédytin koettimen

visualisointiin vain yhté vérid (kuva esitettynd myohemmin luvussa 3.4.4).

Gadl(F)-koettimen ja RFP:n kaksoisvirjaykset eivit siis toimineet samalla leikkeell.
Sen sijaan rinnakkaisten leikkeiden avulla onnistuin saamaan suuntaa-antavan tuloksen
GABAergisten hermosolujen alkuperistd dorsaalisessa raphe-tumakkeessa, kun yhdistin
Gadl(F)-koettimella (Kuva 10A) tehdystd in situ —hybridisaatiovérjdyksestd saadun
tuloksen immunohistokemiallisesta RFP-vasta-ainevdrjdyksestd (Kuva 10B) saadun
tuloksen kanssa. Rinnakkaisten leikkeiden perusteella vaikuttaa vahvasti siltd, ettd
dorsaalisessa raphe-tumakkeessa esiintyvisti GABAergisistd hermosoluista osa on RFP-

positiivisia ja osa RFP-negatiivisia (Kuva 10C).
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Kuva 10. Kehitysvaiheen E18.5 sikion dorsaalisen raphe-tumakkeen GABAergisten
hermosolujen alkuperd. Kaikkien kuvien mittakaavajanojen pituudet ovat 100 pm.
GABAergisten solujen esiintyminen Gadl(F)-koettimen perusteella (A), RFP:n
esiintyminen vasta-aineen perusteella (B) ja yhdistelmikuva (C) kuvista A ja B, jotka
ovat rinnakkaisleikkeiltd. Kuvassa C nuolenkérjet osoittavat ne alueet, joissa Gadl-
geenid ilmentévit solut vaikuttavat olevan RFP-positiivisia.

Liséksi tutkin Pax7-geenin ilmentymistd dorsaalisessa raphe-tumakkeessa immuno-
histokemiallisella virjdykselld. Pax7-vasta-aine vérjdd solussa Pax7-geenistd tuotetut
Pax7-proteiinit, jotka ovat tumassa esiintyvid transkriptiotekijoitad. Pax7:n ja RFP:n vasta-
aineiden erona on se, ettd Pax7 kertoo, ilmentddko solu Pax7-geenid kudoksen fiksaation
hetkelld. RFP puolestaan kertoo, ovatko solut jossain kehityksensd vaiheessa ilmenténeet
Pax7-geenid, vaikka geeni ei endd kudoksen fiksaation hetkelld ilmentyisikddn. Toisin
kuin Gadl(F)/RFP —kaksoisvarjays, Gadl(F)-koettimen (Kuva 11A) ja Pax7-vasta-
aineen (Kuva 11B) kaksoisvirjdys toimi hyvin kehitysvaiheen E18.5 sikiossd, ja
havaitsin, ettd dorsaalisessa raphe-tumakkeessa esiintyi GABAergisid hermosoluja,

joissa ilmennettiin my6s Pax7-geenid (Kuvat 11C, 11D).

Gad1 [ Pax7

Kuva 11. Kehitysvaiheen E18.5 sikion dorsaalisessa raphe-tumakkessa esiintyvd Gadl-
geenin ilmentyminen koettimen perusteella (A) ja Pax7-geenin ilmentyminen vasta-
aineen perusteella (B) sekd yhdistelmdkuvat (C, D). Nuolenkérjilld osoitettuna ovat ne
alueet, joissa Pax7-geenid ilmentédvét solut ovat myos GABAergisid (B, C, D). Kuva D
on digitaalinen suurennos kuvan C katkoviivalla rajatusta alueesta. Kuvien mitta-
kaavajanojen pituudet ovat 100 um.
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Immunohistokemiallisella vérjaykselld havaitsin, ettd ndmé Pax7-geenid ilmentévét solut
(Kuva 12A) olivat myds RFP-positiivisia (Kuvat 12B, 12C), mikd tukee edellisessd
kappaleessa esitettyd tulosta, ettd dorsaalisessa raphe-tumakkeessa esiintyy GABAergisié

RFP-positiivisia hermosoluja (ks. Kuva 10C).

DAPI / Pax7 / RFP

100 um

Kuva 12. Kehitysvaiheen E18.5 sikion dorsaalisessa raphe-tumakkeessa esiintyva Pax7-
geenin ilmentyminen vasta-aineen perusteella (A) sekd yhdistelmidkuvat immuno-
histokemiallisen Pax7/RFP-kaksoisvirjiyksen perusteella (B, C). Kuva C on suurennos
kuvan B valkoisella rajatulta alueelta. Kuvien mittakaavajanojen pituudet ovat 100 pm
(A, B)ja 50 um (C).

3.3 Ntnl-geenin ilmentyminen dorsaalisen raphe-tumakkeen

GABAergisissa hermosoluissa

3.3.1 Ntnl-geenin ilmentyminen dorsaalisessa raphe-tumakkeessa

Tutkimuksessa selvitin Ntn/-geenin ilmentymistd dorsaalisessa raphe-tumakkeessa,
koska Morello ym. (julkaisematon) havaitsivat Ntnl-positiivisia GABAergisia
prekursoreita kehitysvaiheen E12.5 sikidn ventraalisessa rombomeeri 1:ssd, jotka
hypoteesin mukaan vaeltavat dorsaaliseen raphe-tumakkeeseen. Kéytin geenin
ilmentymisen visualisointiin Ntnl(DIG)-koetinta, koska Netriini-1 on solusta ulos
erittyvd proteiini ja voi levitd laajoillekin alueille siitd solusta, josta se tuotetaan. Sen
vuoksi geenin 1dhetti-RNA soveltuu paremmin geenin ilmentymisen paikallistamiseen

kudoksessa.

Kehitysvaiheen E18.5 sikion dorsaalisessa raphe-tumakkeessa Ntn/-geenid ilmentédvét
hermosolupopulaatiot esiintyivdt keskiviivan molemmin puolin kolmena pidi-

populaationa sekd rostraalisessa- (Kuva 13A), keski- (Kuva 13B) ettd kaudaalisessa
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osassa (Kuva 13C) dorsaalista raphe-tumaketta. Lisdksi keskiviivalla ja ventrikkelin

reunalla esiintyi runsaasti Ntnl-geenid ilmentdvid soluja.

Kuva 13. Ntnl-geenin ilmentyminen kehitysvaiheen E18.5 sikion dorsaalisessa raphe-
tumakkeessa Ntnl(DIG)-koettimen perusteella nuolenkérkien osoittamina populaatioina
(A, B, C). Keskiviivalla ja ventrikkelin reunalla esiintyvid soluja ei ole merkitty
nuolenkdr;jilld. Kaikkien kuvien mittakaavajanojen pituudet ovat 100 pm.

3.3.2 Ntnl-geenii ilmentivien solujen GABAergisyys

Aiemmin selvitin, ettd kehityksen vaiheessa E18.5 dorsaalisessa raphe-tumakkeessa
esiintyy runsaasti GABAergisid hermosoluja (luku 3.2.2) sekd Ntnl-geenid ilmentidvid
soluja (luku 3.3.1). Halusin selvittdd, lukeutuvatko Ntnl-geenid ilmentédvit solut ndihin
GABAergisiin  hermosoluihin dorsaalisessa raphe-tumakkeessa. Selvitin  Ntnl-
positiivisten solujen GABAergisyyden Ninl(DIG)/Gadl(F) —kaksoisvarjaykselld, jonka
toistin yhteensd neljdlla eri kehitysvaiheen E18.5 siki6lld. Yhdessd vérjayksessa lasi
sekoittui toisen ndytteen kanssa eikd tuloksia voinut tulkita, ja toisessa varjdyksessa
dorsaalisen raphe-tumakkeen alueella en havainnut signaalia kummastakaan koettimesta.
Kaksi vérjdystd neljistd onnistui hyvin, mutta toisessa vérjayksistd oli ainoastaan yksi

hyva leike rostraalisesta osasta dorsaalista raphe-tumaketta.

Naéistd kahdesta onnistuneesta vérjdyksestdkin Ntnl-geenid ilmentdvien hermosolujen
GABAergisyys oli haasteellista selvittdd, silld kahden koettimen kaksoisvérjayksissi
epaspesifistd taustaa oli erittdin runsaasti. Kuitenkin kahden virjdyksen perusteella
vaikutti siltd, ettd kolmesta Ntnl-geenid ilmentdvéstd solupopulaatiosta ylin populaatio
(Kuvat 14A, 14B, 14C, 14D) ja alin populaatio (Kuvat 14E, 14F, 14G, 14H) oli
GABAerginen. Sen sijaan keskiviivalla sekd sen vieressd sijaitsevat Nnl-positiiviset

solut eivit vaikuttaneet olevan GABAergisid (Kuvat 14C, 14G).
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Kuva 14. Kehitysvaiheen E18.5 dorsaalisessa raphe-tumakkeessa esiintyva Ntnl-geenin
ilmentyminen Ntnl(DIG)-koettimen perusteella (A, E, nuolenkérkien osoittamat alueet)
ja Gadl-geenin ilmentyminen Gadl(F)-koettimen perusteella (B, F, nuolenkérkien
osoittamat alueet). GABAergisten Ntnl-geenid ilmentdvien solujen esiintyminen
dorsaalisessa raphe-tumakkeessa yhdistelmdkuvina (C, D, G, H, nuolenkdrkien
osoittamat alueet). Kuva D on digitaalinen suurennos kuvan C valkoisella rajatusta
alueesta, ja kuva H on digitaalinen suurennos kuvan G valkoisella rajatusta alueesta.
Mittakaavajanojen pituudet ovat kaikissa kuvissa 100 pm.

3.3.3 Ntnl-geenia ilmentiavien GABAergisten hermosolujen alkuperi

Koska dorsaalisen raphe-tumakkeen GABAergisten hermosolujen alkuperidn
selvittiminen Gadl(F)/RFP —kaksoisvirjdykselld ei toiminut, yritin selvittdd N¢nl-geenid
ilmentdvien GABAergisten hermosolujen alkuperdd Ntnl(DIG)/RFP —kaksois-
varjaykselld ja tulkita tulokset niiltd alueilta, joissa olin edellisen varjayksen perusteella
havainnut GABAergisid Ntnl-positiivisia hermosoluja. Kuten GadI(F)/RFP, my6skdan
Ntnl(DIG)/RFP —kaksoisvirjdys ei toiminut yhdessédkaan kehitysvaiheen E18.5 sikiossd
useista toistoista huolimatta. Vaikka Ntnl(DIG)-koetin antoi selkedn signaalin, en
havainnut RFP:n sekundaarisen vasta-aineen signaalia lainkaan. Sen sijaan rinnakkaisilla
leikkeilld pelkkd in situ —hybridisaatiovirjdys Ntnl(DIG)-koettimella (Kuva 15A) ja
pelkkd immunohistokemiallinen RFP-vasta-ainevérjdys (Kuva 15B) onnistuivat hyvin.
Rinnakkaisten leikkeiden perusteella Ntnl-geenid ilmentdvit GABAergiset hermosolut
dorsaalisessa raphe-tumakkeessa vaikuttivat olevan suurelta osin RFP-positiivisia (Kuva

15C).
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Kuva 15. Kehitysvaiheen E18.5 dorsaalisen raphe-tumakkeen Ntn/l-geenid ilmentdvit
solut Ntnl(DIG)-koettimen perusteella (A, nuolenkirkien osoittamat alueet) ja RFP:n
esiintyminen vasta-aineen perusteella (B, nuolenkérkien osoittamat alueet) seki
yhdistelmikuva (C) rinnakkaisleikkeiltd A ja B. Kuvassa C nuolenkérjet osoittavat ne
alueet, joissa solut ovat sekd Nml- ettd RFP-positiivisia. Kaikkien kuvien mitta-
kaavajanojen pituudet ovat 100 pm.

3.3.4 Ntnl-geenii ilmentivien solujen 2C-tyypin serotoniinireseptorin ilmentyminen

En havainnut dorsaalisessa raphe-tumakkeen lainkaan 5-HTRzc:n ilmentymistd vasta-
aineen perusteella kehitysvaiheen E18.5 sikidssd (ei kuvaa). Tein kaksi toistoa pelkalla
immunohistokemiallisella virjdykselld ja muut kolme in situ -hybridisaatioon
yhdistetylld immunohistokemiallisella vérjadykselld yhdessd Ntnl(DIG)-koettimen
kanssa. Dorsaalisen raphe-tumakkeen paikallistamiseen kdytin serotoniinin vasta-ainetta
rinnakkaisleikkeilld kaksoisvérjdyksissd, mutta immunohistokemiallisista vérjdyksista
dorsaalisen raphe-tumakkeen markkeri jai puuttumaan. Kuitenkin anatomian perusteella
on todenndkdistd, ettd vdhintddn osa ndistdkin leikkeistd oli dorsaalisesta raphe-
tumakkeesta. Lisédksi havaitsin 5-HTRac-vdrjdyksen rinnakkaisella leikkeelld Pax7-
geenin ilmentymisen Pax7-vasta-aineen perusteella, joka vastasi kyseisen geenin
ilmentymistd dorsaalisessa raphe-tumakkeessa muissa samanikéisissa sikidissd. Ntnl- ja
SHTR2c-kaksoisvirjdysten tavoitteena oli selvittdd dorsaalisen raphe-tumakkeen Ntnl-
geenid ilmentdvien GABAergisten hermosolujen toiminta serotoniinin pitoisuuden

sddtelyssd, mutta kehitysvaiheessa E18.5 timi ei onnistunut.
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3.4 GABAergiset prekursorit ventraalisessa rombomeeri 1:sséd

3.4.1 Ventraalisen rombomeeri 1:n merkkigeenit

Halusin my0s tutkia jo aiemmin kartoitettua kehitysvaiheen E12.5 sikion ventraalisen
rombomeeri 1:n GABAergisten prekursoreiden aluetta sekd sielld ilmentyvid Pax7-,
Ntnl-, Pitx2- ja Foxol-merkkigeenejd (Liite 5, Yhteenveto tutkituista GABAergisten
solujen markkereista kehityksen vaiheessa E12.5). Lisdksi hyddynsin Cre-
rekombinaasivélitteistd geneettistd solulinjakartoitusta ja RFP-vasta-ainetta varmistaak-
seni kyseisid geenejd ilmentdvien solujen jo aiemmissa tutkimuksissa selvitetyn
alkuperin. Pax7/RFP —kaksoisvirjiys toimi tdssd tutkimuksessa positiivisena kontrollina
Cre-rekombinaasin toiminnasta, ja tdmin vérjayksen tulokset esittelin jo tulosten
ensimmadisessd luvussa (luku 3.1.2). Pax7- ja Foxol-geenien tutkimiseen kdytin vasta-
ainetta, koska ne oli osoitettu toimiviksi tutkimusryhmén laboratoriossa. Ntnl- ja Pitx2-
geeneille kdytin koettimia, koska Netriini-1-proteiini erittyy ulos solusta, jolloin on
helpompi tutkia geenin ldhetti-RNA:ta. Pitx2:n vasta-aine puolestaan oli testattu

laboratoriossa ja todettu Pitx2-koetin vasta-ainetta toimivammaksi.

Tutkin ventraalisen rombomeeri 1:n GABAergisten prekursoreiden aluetta, mutta en
kayttanyt tutkimuksessani Gad(F)-koetinta GABAergisten solujen merkkigeenind. Sen
sijaan tutkin aluetta anatomian perusteella ja kartoitin yleisesti télld alueella ilmentyvid
geenejd. Kuvassa 16 on kertauksen vuoksi esitettynd rombomeeri 1, dorsaalinen ja
ventraalinen jako, rostraalinen ja kaudaalinen akseli sekd rombomeerin ventrikulaarinen

alue ja kuorialue seka katto-, alaari-, basaali- ja pohjalevy.
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Kuva 16. Rombomeeri 1 kaavakuvana. Ventrikkelid reunustaa ventrikulaarinen alue
(VZ), jonka alapuolella kuorialue (MZ) sijaitsee. Kattolevy (KL) ja alaarilevy (AL)
sijaitsevat dorsaalisessa rombomeeri 1:ssé ja basaali- (BL) ja pohjalevy (PL)
ventraalisessa rombomeeri 1:ssd. Kaudaalisesti rombomeeri 1:std reunustavat
rombomeeri 2 ja rostraalisesti istmus ja keskiaivot.

3.4.2 Pax7

Immunohistokemiallisen Pax7-vasta-ainevirjiyksen tuloksena havaitsin Pax7-geenin
ilmentymisen kehitysvaiheen E12.5 sikion rombomeeri 1:n reunoilla rombomeerin
kuorialueella (Kuva 17). Geenin ilmentyminen painottui erityisesti alaari- ja basaali-
levyyn, ja alaarilevyssd Pax7 vaikutti ilmentyvdn myos ventrikulaarisella alueella (Kuva

17A). Pohjalevyssd Pax7 ei ilmentynyt lainkaan (Kuva 17A).

Rostraalisessa rombomeeri 1:ssd (Kuvat 17A, 17B, 17C) Pax7:n ilmentyminen ulottui
basaalilevyssd hiukan alemmas kuin kaudaalisesti (Kuva 17D). Havaitsin Pax7-geenin
ilmentymisen my0s keskiaivojen puolella, jossa se rajoittui katto- ja alaarilevyyn, mutta
el basaalilevyn puolelle (ei kuvaa). Kaikissa vérjdyksissd Pax7:n vasta-aine antoi vahvan
ja yksiselitteisen signaalin, ja oli havaittavissa solujen tumissa DAPI-virjiyksen

perusteella (Kuva 17C).
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Kuva 17. Pax7-geenin ilmentyminen vasta-aineen perusteella kehitysvaiheen E12.5
sikion rostraalisessa (A, B, C, nuolenkdrkien osoittamat alueet) ja kaudaalisessa (D,
nuolenkirjen osoittama alue) osassa rombomeeri 1:tid. Kuvassa B on valkoisella rajattuna
kuvan C suurennoksen alue. Kuvien mittakaavajanojen pituudet ovat 100 pm (A), 50 pm
(B, D)ja 20 um (C). Kuvat A ja B ovat retusoituja (Liite 4).

3.4.3 Foxol

Havaitsin, ettd Foxol-geeni ilmentyi yhdessid Pax7-geenin kanssa ventraalisen
rombomeeri 1:n basaalilevyssd (Kuvat 18C, 18E, 18F). Foxol ilmentyi ventraalisen
rombomeeri 1:n alueella basaalilevyssd (Kuva 18B), eikd ulottunut alaari- ja kattolevyyn
kuten Pax7-geeni (Kuva 18A). Foxol-vasta-aine virjdsi myos hermosolujen aksonit, eikd

pddasiassa esiintynyt solujen tumissa (Kuva 18D).
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Kuva 18. Pax7- (A, nuolenkirjen osoittama alue) ja Foxol (B, D, nuolenkirjen osoittama
alue) -geenien ilmentyminen sekd yhdistelmékuva (C, E, F, nuolenkérkien osoittamat
alueet) vasta-aineiden perusteella kehitysvaiheen E12.5 sikion rombomeeri 1:ssd. Kuva
F on digitaalinen suurennos kuvan E valkoisella rajatusta alueesta. Kuvat D, E ja F ovat
eri leikkeestd kuin A, B ja C, mutta samasta sikiostd ja samalta objektilasilta. Kuvien
mittakaavajanojen pituudet ovat 50 um (A, B, C) ja 20 um (D, E, F). Kuvat A, B ja C
ovat retusoituja (Liite 4).

Olin kiinnostunut myds Foxol-geenid ilmentdvien solujen alkuperdstd ventraalisessa
rombomeeri 1:ssd. Foxol:n primaarinen vasta-aine oli tuotettu kanissa, joten RFP:n
vasta-aineena en voinut kédyttdd kanissa tuotettua vasta-ainetta. Hiiressa tuotettu RFP:n
vasta-aine toimi tutkimusryhmissd hyvin, mutta sen valmistus lopetettiin ennen
tutkimukseni alkua. Sen vuoksi tilasin kanassa tuotetun RFP-vasta-aineen (Rockland),
joka ei toiminut milld4n pitoisuuksilla immunohistokemiallisissa vérjdyksissd. Lisdksi
tilasin toisen valmistajan hiiressd tuotetun RFP-vasta-aineen (BioVision), joka ei
my0skadn toiminut. Sen vuoksi en voinut varmistaa Foxol-geenid ilmentivien solujen
alkuperad geneettiselld solulinjakartoituksella tisséd tutkimuksessa. Kuitenkin vérjaykset
yhdessd Pax7-vasta-aineen kanssa vahvistivat, ettd Foxol-positiivisilla soluilla on
dorsaalinen alkuperd, koska rombomeeri 1:n Pax7-geenid ilmentédvit solut olivat myds

RFP-positiivisia aiemmissa vérjayksissi (ks. Kuva 7).
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3.4.4 Ntnl

Ventraalisessa rombomeeri 1:ssé kehityksen vaiheessa E12.5 esiintyi runsaasti Ntnl-
geenid ilmentévid soluja (Kuva 19), joiden tiedetddn olevan GABAergisid prekursoreita
(Morello ym. julkaisematon). Rostraalisessa rombomeeri 1:ssd (Kuva 19A) Ntnl-geenin
lahetti-RNA:ta oli havaittavissa laajemmalla alueella kuin kaudaalisesti (Kuvat 19B, 19C,
19D), jossa sen esiintyminen painottui pohjalevyyn ja sen ldheisyyteen. Rostraali-
semmassa rombomeerissa Ntnl-positiiviset solut ulottuivat lihes alaarilevyyn asti. Myos
ventrikulaarisella alueella Ntn/ ilmentyi voimakkaasti. Pax7 ilmentyi samalla alueella
Ntnl:n kanssa ventraalisesti kuorialueella ja vaikutti ilmentyvin my0s samoissa soluissa.
Koska en tehnyt kaksoisvirjiyksid samoille leikkeille yhdessd Ntnl-koettimen ja Pax7-
vasta-aineen kanssa, kdytin tulosten tulkintaan rinnakkaisia leikkeitd, jotka yhdistin

yhdeksi kuvaksi (Kuvat 19E, 19F).
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Kuva 19. Nnl-geenin ilmentyminen kehitysvaiheen E12.5 sikion rombomeeri 1:ssd
Ntn1(DIG)-koettimen perusteella (A, B, C, D, nuolenkérkien osoittamat alueet) ja Pax7-
geenin ilmentyminen vasta-aineen perusteella yhdistelmikuvana Ntnl-geenin kanssa
rinnakkaisleikkeilld (E, F, valkoisella rajattu sekd nuolenkérjen osoittama alue). Kuva D
on suurennos kuvan C valkoisella rajatusta alueesta, ja kuva F on digitaalinen suurennos
kuvan E valkoisella rajatusta alueesta. Mittakaavajanojen pituudet ovat 50 um (A, B, D,
E, F)ja 100 pum (C).
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Selvitin Ntnl-geenid ilmentdvien solujen alkuperdd geneettiselld solulinjakartoituksella
Ninl(DIG)/RFP —kaksoisvérjdykselld. Kuten aiemmin mainitsin, kaksoisvérjaykset RFP-
vasta-aineen kanssa toimivat ainoastaan yhdessd kehitysvaiheen E12.5 sikiossd
kahdeksasta kaikki kehitysvaiheet mukaan lukien. Télle kehitysvaiheen E12.5 sikidlle
tein kaksoisvirjayksen RFP:n kanssa sekd NtmlI(DIG)- ettd Pitx2(DIG)-koettimilla.
Ntnl(DIG)/RFP —kaksoisvérjayksen perusteella Ntnl-geenid ilmentdvét solut (Kuva
20A) saattoivat olla RFP-positiivisia (Kuva 20C). Runsas tausta kuitenkin vaikeutti
tulosten tulkintaa, silld koettimen leima nékyi myos mikroskoopin toisessa kanavassa
pisteméisend epéspesifisend signaalina (Kuva 20B). Yhdistin myos kehitysvaiheen E12.5
sikigiden rinnakkaisleikkeille tehdyt Ntnl(DIG)- ja RFP-viérjdysten tuloskuvat yhdeksi
kuvaksi, jonka perusteella Ntnl-positiiviset solut sijaitsivat RFP-positiivisten solujen

keskelld (Kuvat 20G, 20H).
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Kuva 20. Ninl-geenid ilmentdvét solut koettimen perusteella (A, E, nuolenkérkien
osoittamat alueet) ja RFP-positiiviset solut vasta-aineen perusteella (B, F) sekd
yhdistelmikuvat (C, D, G, H) ventraalisessa rombomeeri 1:ssd kehitysvaiheen E12.5
sikiossd. Kuvat G ja H on yhdistetty rinnakkaisilta leikkeiltd. Kuva D on digitaalinen
suurennos kuvan C valkoisella rajatusta alueesta, ja kuva H on digitaalinen suurennos
kuvan G valkoisella rajatusta alueesta. Kaikkien kuvien mittakaavajanojen pituudet ovat
50 pm.
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3.4.5 Pirx2

Pitx2:n ldhetti-RNA paikallistui ventraalisen rombomeeri 1:een (Kuva 21B) samoin kuin
Ntnl (Kuva 21C) kehitysvaiheen E12.5 sikidssd. Pitx2:n ilmentyminen rajoittui pienem-
mélle alueelle kuin Ntnl:n, mutta my0s Pitx2-positiiviset solut esiintyivit ainoastaan
pohja- ja basaalilevyssd rombomeerin kuorialueella Ntnl-positiivisten solujen tavoin.

Sen sijaan keskiaivoissa Pitx2 ilmeni hyvin laajasti (Kuva 21A).

Kaksoisvirjdys Pitx2(F)- ja Ntn1(DIG) —koettimilla ei antanut lainkaan tulosta, joten tein
uuden kaksoisvirjiyksen kdyttden Pitx2(DIG)- ja Ntnl(F)-koettimia. Téstd virjdyksesta
sain selkedmmain tuloksen (Kuvat 21D, 21E, 21F). Taustan vuoksi en pystynyt laskemaan
tarkasti, kuinka suuri osa tutkimusalueen Ntn/-geenid ilmentédvistd soluista ilmensi myos
Pitx2-geenid. Virjdyksen perusteella vaikuttaa kuitenkin siltd, ettd Ntnl ja Pitx2
ilmentyivét osittain samoissa soluissa kehityksen vaiheessa E12.5 ventraalisessa
rombomeeri 1:ssd (Kuvat 21D, 21E, 21F). En tutkinut Pitx2-geenin ilmentymistd kehi-
tyksen myohemmissd vaiheissa, koska Waite ym. (2012) selvittivdt jo aiemmin tutki-

muksessaan Pitx2-positiivisten solujen vaeltamista sikionkehityksen aikana.
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DAPI / Pitx2 / Ntn1

Kuva 21. Pitx2-geenin ilmentyminen koettimen perusteella kehitysvaiheen E12.5 sikion
keskiaivoissa (A) ja rombomeeri 1:ssd (B, nuolenkirjelld osoitettu alue) sekd Ntnl-geenin
ilmentyminen samalla leikkeelld koettimen perusteella (C, nuolenkérjelld osoitettu alue).
Yhdistelmdkuvat kuvista B ja C, joissa nuolenkér;jilld on merkittyni ne solut, joissa sekd
Pitx2 ettd Ntnl ilmenevit (D, E, F). Kuva E on suurennos kuvan D valkoisella rajatusta
alueesta, ja kuva F on digitaalinen suurennos kuvan E valkoisella rajatusta alueesta.
Kuvien mittakaavajanojen pituudet ovat 100 um (A), 50 um (B, C, D) ja 20 um (E, F).

Ventraalisessa rombomeeri 1:ssd havaitsin yhden onnistuneen kaksoisvirjdayksen (Kuva
22) sekd yhden rinnakkaisleikkeelle tehdyn vérjidyksen (ei kuvaa) perusteella pienen osan
Pitx2-geenid ilmentdvistd soluista olevan RFP-positiivisia (Kuva 22D). Onnistuneesta
kaksoivarjayksestd DAPI jdi puuttumaan, joten en voinut suhteuttaa RFP:n leimaa solujen
tumaan ndhden, mutta RFP:n leima (Kuvat 22B, 22C) oli samanlainen kuin muissakin

immunohistokemiallisissa RFP-vérjayksisséd kehityksen vaiheessa E12.5 (ks. Kuva 20F).
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Pitx2 { RFP

Kuva 22. Pitx2-geenin ilmentyminen (A, nuolenkirjen osoittama alue) ja RFP:n
esiintyminen vasta-aineen perusteella (B, nuolenkérjen osoittama alue) ventraalisessa
rombomeeri 1:ssd kehitysvaiheen E12.5 sikiossi, sekéd yhdistelmikuvat (C, D, nuolen-
kirkien osoittamat alueet). Kuva D on digitaalinen suurennos kuvan C valkoisella
rajatusta alueesta. Kaikkien kuvien mittakaavajanojen pituudet ovat 50 pm.

4 TULOSTEN TARKASTELU

4.1 Tulosten merkitys

Dorsaalisen raphe-tumakkeen GABAergiset hermosolut ovat merkittdvdssd osassa
mielialaa ja kayttdytymistd sddtelevin serotonergisen jirjestelmédn vuorovaikutus-
verkostoa. GABAergisten hermosolujen erilaistumista sikionkehityksen aikana
sadtelevit niille ominaisten geenien tuottamat transkriptiotekijit, jotka vaikuttavat eri
kehityksen vaiheissa solujen kypsymiseen, solusyklistd poistumiseen ja solujen vaelta-
miseen. GABAergiset prekursorit eli solusyklistd poistuneet GABAergisten hermo-
solujen esiasteet, jotka myOhemmin vaeltavat dorsaaliseen raphe-tumakkeeseen,
sijaitsevat ventraalisessa rombomeeri 1:ssd kehityksen vaiheessa E12.5. GABAergiset
prekursorit sijaitsevat télld alueella omina heterogeenisind alapopulaatioinaan, joissa
jokaisessa ilmennetddn niille yksilollisid geenejd. Geneettiset tutkimukset solujen
monimuotoisuuden kehittymisestd sikionkehityksen aikana antavat merkittdvia tietoa

aivojen normaalista toiminnasta seké syistd mahdollisten sairauksien taustalla.

GABAergisten prekursoreiden transkriptomia tutkimalla RNA-yksisolusekvensoinnilla
Morello ym. (julkaisematon) kartoittivat ventraalisen rombomeeri 1:n solupopulaatioita,
ja havaitsivat vield jakautuvien mitoottisten solujen lisdksi seitsemdn erillistd
GABAergistd populaatiota, jotka olivat poistuneet solusyklistd ja joissa ilmennettiin

GABAergisille hermosoluille ominaisia Gadl- ja Gad2-geenejd. Geenien ilmentymisen
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perusteella voidaan luotettavasti erottaa eri GABAergisten prekursoreiden ala-
populaatioita toisistaan ja siten tutkia myos eri alapopulaatioiden kehityksellistd alku-

peréaa.

Tamdn tutkimuksen tavoitteena oli tutkia tarkemmin dorsaalisen raphe-tumakkeen
GABAergisid hermosoluja kehitysvaiheen E18.5 sikiossd sekd niiden alkuperda
rombomeeri 1:ssd kehitysvaiheen E12.5 sikiosséd pohjautuen Morello ym. (julkaisematon)
tutkimukseen sekd muihin GABAergisten hermosolujen monimuotoisuutta kartoittaviin
tutkimuksiin (mm. Waite ym. 2012; Lahti ym. 2016). Kiinnostuksen kohteena olivat
erityisesti Ntnl-geenid ilmentdvét solut, joiden Morello ym. (julkaisematon) tutki-
muksessaan havaitsivat muodostavan yhden GABAergisten prekursoreiden populaa-
tioista ventraalisessa rombomeeri 1:ssd. Namd GABAergiset prekursorit olivat Otp- ja
Pax7-positiivisia, mutta 7Tall-negatiivisia. Tall toimii ventraalisen rombomeeri 1:n
alueella postmitoottisena selektorigeenind osalle GABAergisistd hermosoluista (Lahti
ym. 2016), mutta tilld alueella sijaitsee myOs Tall:std riippumattomia GABAergisid
prekursoreita (Lahti ym. 2013; Lahti ym. 2016). Naissa GABAergisissd prekursoreissa
ilmentyy myds Pitx2-geeni (Waite ym. 2012), jonka Morello ym. (julkaisematon)
havaitsivat ilmentyvdn my0s Ntnl-geenid ilmentdvissd soluissa ventraalisessa

rombomeeri 1:ssé.

4.2 Ventraalisen rombomeeri 1:n solujen monimuotoisuus ja alkupera

Tulokseni geenien ilmentymisestd sikion ventraalisessa rombomeeri 1:ssd kehityksen
vaiheessa E12.5 tukevat hyvin aiempia tutkimustuloksia. Pitx2-geeni ilmentyi kaikista
ventraalisimmassa rombomeeri 1:ssd, ja osassa Pitx2-geenid ilmentdvistd soluista
ilmennettiin my6ds Ntnl-geenid. Osa Pitx2-geenid ilmentévistd soluista oli lisdksi RFP-
positiivisia. Waite ym. (2012) tutkimuksessa Pitx2-geenid ilmentdvien GABAergisten
prekursoreiden alkuperdn selvittdmiseen hyddynnettiin ehdollisesti DbxI-geeniin
kytkettyd Cre-rekombinaasia ilmentdvien hiirien ja reportteriproteiini YFP:td (engl.
vellow fluorescent protein) ilmentdvien hiirien risteytyksistd saatuja sikioité.
Tutkimuksessaan Waite ym. (2012) havaitsivat, ettd Pitx2-geenid ilmentévit solut
ventraalisessa rombomeeri 1:ssd olivat todenndkdisesti perdisin kahdesta erillisestd

solupopulaatiosta, silld osa Pitx2-positiivisista soluista oli YFP-positiivisia eli DbxI-
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geenid ilmentdvad solulinjaa, kun taas osa oli YFP-negatiivisia. Koska oman tutkimuk-
seni perusteella osa Pitx2-positiivisista soluista oli RFP-positiivisia, on mahdollista, ettad
ndmd RFP-positiiviset solut olivat Waite ym. (2012) tutkimuksessa havaitsemia YFP-
negatiivisia soluja. RFP-positiiviset solut ovat Pax7-geenid ilmentévid solulinjaa, jotka
ovat perdisin rombomeeri 1:n dorsaalisesta osasta. Mahdollisesti Pitx2-geenid ilmentavat
solut ventraalisessa rombomeeri 1:ssd& muodostuvat siis Pax7-geenid ilmentdneistd ja
Dbx1-geenid ilmenténeistd soluista. Poistuttuaan solusyklistd niissd aletaan ilmentdd

GABAergisille hermosoluille ominaisia Gadl- ja Gad2-geeneja.

Tulosteni perusteella ventraalisessa rombomeeri 1:ss8 myds Nfnl ilmentyi samalla
alueella, missd Morello ym. (julkaisematon) havaitsivat Ntn/:n ilmentymisen. Vaikka en
tutkinut GABAergisten solujen Gadl- tai Gad2-merkkigeenejd kehitysvaiheen E12.5
siki®ssd, solujen sijainnin perusteella voidaan paételld, ettd ndma Ntnl-geenid ilmentévit
solut ovat GABAergisid prekursoreita. Kuten Morello ym. (julkaisematon) totesivat
tutkimuksessaan, myds oman tutkimukseni perusteella ndmi Ntnl-geenid ilmentdvit
solut olivat suurelta osin RFP-positiivisia. Ndiden Ntnl-positiivisten solujen joukossa
esiintyl my0s Pitx2-positiivisia soluja, jotka Lahti ym. (2013) mukaan ovat Tall- ja
Gata2-negatiivisia GABAergisid prekursoreita. Tima tukee oletusta siitd, ettd Niml- ja
Pitx2-geenejd ilmentdvit prekursorit muodostavat yhdessd erillisen GABAergisen

alapopulaation, jolla on dorsaalinen alkupera.

Waite ym. (2012) tutkimuksessa Pitx2-positiiviset solut olivat Pax7-negatiivisia. Morello
ym. (julkaisematon) mukaan puolestaan Ntnl-geenid ilmentdvit solut olivat Pax7-
positiivisia, minkd havaitsin rinnakkaisleikkeiden perusteella myOs omassa
tutkimuksessani. Pax7-geenin ilmentyminen painottui dorsaalisen rombomeeri 1:n
alaarilevyyn sekd basaalilevyyn; alaarilevyssi myos ventrikulaarisen alueen solut
ilmensivdt Pax7-geenid, mutta basaalilevyssd geeni ilmentyi ainoastaan kuorialueella.
Tulos on yhtenevéinen Lahti ym. (2016) tutkimuksen kanssa, jossa he lisdksi havaitsivat,
ettd Pax7-geenid ilmentévissd soluissa ei esiintynyt lainkaan Tal- tai Gata-perheen
transkriptiotekijoitd. Ndin ollen Pax7-positiiviset solut ovat Ntnl- ja Pitx2-positiivisten
solujen tavoin eri alapopulaatiota kuin ventraalisen rombomeeri 1:n Tall-riippuvaiset
GABAergiset prekursorit, mikd tukee myds Morello ym. (julkaisematon) RNA-

yksisolusekvensoinnin tuloksia.
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Pax7 on dorsaalisen hermostoputken ja dorsaalisen rombomeeri 1:n merkkigeeni
(Ericson ym. 1996; Lorente-Canovas ym. 2012), joka ilmentyy sekd jakautuvissa
hermosolujen progenitoreissa ettd solusyklistd poistuneissa GABAergisissd pre-
kursoreissa (Lahti ym. 2013; Achim ym. 2014). Titd kuvastaa omassa tutkimuksessani
Pax7-positiivisten solujen esiintyminen dorsaalisesti sekd ventrikulaarisella alueella ettd
kuorialueella, mutta ventraalisemmin ainoastaan kuorialueella. Pax7-transkriptiotekijalla
on kyky sitoutua tiiviisti pakattuun kromatiiniin ja aktivoida geenien luentaa sitomalla
muita transkriptiotekijoitd esimerkiksi aivolisikkeen kehityksen aikana (Budry ym.
2012), mihin todenndkdisesti perustuu myds Pax7:n ilmentyminen ventrikulaarisen

alueen jakautuvissa progenitoreissa (Achim ym. 2014).

Hiiren sikionkehityksen vaiheessa E12.5 hermosolut jakautuvat aktiivisesti (Waite ym.
2012), ja Achim ym. (2012) osoittivat tutkimuksessaan, ettd keskiaivojen GABAergisten
progenitorien solusyklistd poistuminen on huipussaan kehityksen vaiheessa E10.5-E12.5.
Tamén jdlkeen hermosolut alkavat vaeltaa lopullisille paikoilleen ja muodostaa yhteyksia
muihin soluihin synapsien vilitykselld. Omassa tutkimuksessani kehityksen vaiheessa
E12.5 Foxol-vasta-aine virjasi myos aksonit, mikd osoittaa, ettd yhteydet muihin
hermosoluihin alkavat muodostua jo pian prekursoreiden syntymisen jéilkeen.
Hermosolujen prekursoreiden muodostumisen eli neurogeneesin jdlkeen gliasolujen
muodostuminen eli gliogeneesi on vilkasta (Miller & Gauthier 2007). Gliasoluja on
aikuisen aivokudoksessa 10-kertainen mddrd hermosoluihin verrattuna (Sariola ym.
2015), joten kehityksen vaihe EI12.5 soveltuu GABAergisten prekursoreiden
tutkimukseen hyvin (Morello ym. julkaisematon). Tdmdn vuoksi myOds omassa
tutkimuksessani kdytin aineistona kehitysvaiheen E12.5 sikioitd. Kaikki kehitysvaiheen
E13.5 sikiot ja suurimman osan kehitysvaiheen E14.5 sikidistd jitin pois tutkimus-

aineistosta histologisten leikkeiden laadun perusteella.

Kudosleikkeiden laatu rajoitti myds kehitysvaiheen E12.5 sikididen kéyttod tutkimuk-
sessani. Suurin ero eri sikididen valilld oli se, ettd oli haastavaa saada kaikki sikiot
aseteltua sulaan parafiiniin samassa orientaatiossa. Sikidn orientaatio parafiinissa vaikutti
sithen, miten kudosleikkeet sai leikattua mikrotomilla: erilainen orientaatio muutti
luonnollisesti myos kudosleikkeiden ulkondkod, mikd vaikeutti anatomiaan perustuvaa
tulkintaa. Vaikka parafiinikappaleen orientaatiota pystyy muuttamaan vield mikrotomissa
leikkaamisen aikana jossain mddrin, vaatii se erittdin hyvdd anatomian tuntemusta

jokaisesta kehitysvaiheesta eri orientaatioissa. Jatkotutkimuksia ajatellen olisi hyodyllisté
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kéyttad sekd koronaalisia ettd sagittaalisia leikkeitd aivokudoksesta, jotta geenien
ilmentymisestd rombomeeri 1:n alueella saisi mahdollisimman kattavan kuvan. Lisdksi
useampien kehitysvaiheiden kéytto tutkimuksessa antaisi laajemman kuvan yksittdisten
solujen ilmentédmistd geeneistd sekd solujen vaeltamisesta kehityksena aikana. Koska
kehitysvaiheen E12.5 sikidille tekeméni vérjaykset perustuivat kuitenkin aiempiin
tutkimuksiin, tuloksia voi pitdd luotettavina. Tulokseni vahvistivat, ettd sikion
ventraalisessa rombomeeri 1:ss8 GABAergisten prekursoreiden alueella kehityksen
vaiheessa E12.5 esiintyy Pax7-, Foxol-, Ntnl- ja Pitx2-geenejd ilmentiva solupopulaatio,
jonka soluilla on dorsaalinen alkuperd. Pitx2-positiiviset solut vaikuttivat olevan vain
osittain Ntnl- ja RFP-positiivisia, mikd tukee Waite ym. (2012) havaintoa kahdesta

erillisestd Pitx2-positiivisesta populaatiosta ventraalisen rombomeeri 1:n alueella.

4.3 Dorsaalisen raphe-tumakkeen solujen monimuotoisuus ja alkuperi

Kudosleikkeiden laatu kehitysvaiheen E18.5 sikidissd oli huomattavasti parempi kuin
muissa kehitysvaiheissa, ja myds kudoksen orientaatio parafiinissa oli samanlainen
kaikissa parafiinikappaleissa. Sen vuoksi ndille sikidille suoritettuja virjayksid pystyi
vertailemaan paremmin keskenddn kuin nuorempien kehitysvaiheiden osalta. Myos
kehityksen vaiheessa E18.5 kerdsin kudosleikkeet anatomian perusteella, mutta varmistin
varjaysten yhteydessd dorsaalisen raphe-tumakkeen sijainnin joko serotoniinin vasta-
aineella tai Sert-geenin koettimella. Serotonergisten solujen esiintyminen dorsaalisessa
raphe-tumakkeessa oli tutkimuksissani yhtenevéinen aiempiin tutkimuksiin (Weissbourd
ym. 2014; Haugas ym. 2016). Néilli dorsaalisen raphe-tumakkeen serotonergisilla
hermosoluilla on merkittdva rooli muun muassa mielialan ja kdyttdytymisen sddtelyssa.
Dorsaalinen raphe-tumake on merkittdvin serotoniinia tuottavien solujen keskittyma
koko aivojen alueella, silld serotonergisten solujen aksonit ulottuvat aina etuaivoihin asti
(Weissbourd ym. 2014). Tutkimuksessani keskityin serotonergisten hermosolujen sijaan
kuitenkin GABAergisiin hermosoluihin, joiden tosin tiedetddn sddtelevdn suoraan
serotonergisten solujen aktiivisuutta dorsaalisessa raphe-tumakkeessa (Challis ym.
2013). Osa dorsaalisen raphe-tumakkeen GABAergisistd hermosoluista siételee
serotonergisid soluja myos vélillisesti muiden GABAergisten tai esimerkiksi gluta-

matergisten hermosolujen vilitykselld (Weissbourd ym. 2014).
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Kuten Weissbourd ym. (2014) havaitsivat tutkimuksessaan, Gadl-geenin lihetti-RNA:n
perusteella myds omassa tutkimuksessani GABAergiset solut esiintyivét dorsaalisessa
raphe-tumakkeessa laajoina populaatioina, jotka olivat padosin erilldéin serotonergisista
soluista lukuun ottamatta joitakin yksittdisid soluja, jotka vaikuttivat olevan sekd GadlI-
ettd 5-HT-positiivisia. Nami solut saattavat olla sekd serotoniinia ettdi GABA:a
vélittdjdaineenaan kayttavid hermosoluja, joita tiedetddn esiintyvin dorsaalisessa raphe-
tumakkeessa (Fu ym. 2010). Koska samoille leikkeille tehdyt kaksoisvarjaykset eivit
antaneet tulosta, en voinut kuitenkaan tutkia ndita soluja tarkemmin. Tulevaisuudessa jaa
selvitettdvaksi, miten nidméd sekd serotoniinia etd GABA:a tuottavat hermosolut
osallistuvat hermoverkoston séddtelyyn dorsaalisessa raphe-tumakkeessa, ja mikd on

niiden kehityksellinen alkupera.

GABAergisten hermosolujen kartoittamiseen dorsaalisessa  raphe-tumakkeessa
Weissbourd ym. (2014) kiyttivit Gad2"-hiirii ja rabiesvirusvilitteisti fluoresenssia
GABAergisissid kohdesoluissa. Risteyttimilld Gad2“"-hiiret Rosa267°™#_reportteri-
hiirien kanssa tdssd tutkimuksessa olisi ollut mahdollista tutkia GABAergisia
hermosoluja RFP-vasta-aineen avulla ndiden kahden muuntogeenisen hiirilinjan
sikidissd, jolloin RFP virjaé kaikki Gad2-geenid ilmentévit tai ilmentdneet solut niiden
alkuperdstd riippumatta. Tamé hiirlinja péitettiin jattdd pois tutkimuksesta ajan-
kaytollisistd haasteista johtuen. Gadl-geenin RN A-koetin toimi kuitenkin hyvin, ja sen
avulla sain luotettavasti selvitettydi GABAergisten solujen sijainnin hiiren sikion

dorsaalisessa raphe-tumakkeessa.

Ventraalisen rombomeeri 1:n alueella ilmentyneet GABAergisten prekursoreiden
merkkigeenit Ntnl ja Pax7 ilmentyivdat myos dorsaalisen raphe-tumakkeen GABAer-
gisissd hermosoluissa. Etenkin Nfnl-geenin osalta tulokset ovat mielenkiintoisia, silld
missddn aiemmassa tutkimuksessa Ntnl-geenin ilmentymistd dorsaalisen raphe-
tumakkeen GABAergisissd hermosoluissa ei ole kartoitettu yhtd laajasti kuin tdssd
tutkimuksessa. Ntnl-geeni koodaa Netriini-1-proteiinia, joka osallistuu muun muassa
aksonien ohjaukseen (Sariola ym. 2015). Aiemmissa tutkimuksissa on havaittu, ettd
erityisesti keskiviivan solut tuottavat runsaasti Netriini-1:4, jossa se ohjaa aivo-
puoliskojen vélilld informaatiota vélittdvien kommissuraaliaksonien kehitystd (Dominici

ym. 2017).
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MyoOs omissa tuloksissani Ntnl-geenin ldhetti-RNA:ta esiintyi runsaasti seki
keskiviivalla ettd ventrikkelin reunoilla dorsaalisessa raphe-tumakkeessa kehityksen
vaiheessa E18.5, ja ventrikkelin alaosassa keskiviivan kohdalla sekd rombomeerin
ventrikulaarisella alueella kehityksen vaiheessa E12.5, kuten myds Dominici ym. (2017)
esittelivdt tuloksissaan. Tulosteni perusteella Nfn/ ilmentyi kehitysvaiheen E12.5
siki6ssd ventrikulaarisella alueella sekd dorsaalisesti ettd ventraalisesti, mutta
kuorialueella ainoastaan ventraalisesti, joten dorsaalissyntyisissi GABAergisissa
prekursoreissa geenid aletaan ilmentdd vasta solusyklistd poistumisen ja identiteetin
médrdytymisen jilkeen. Sen sijaan keskiviivan soluissa Nt/ ilmentyy voimakkaasti lapi
kehitysvaiheiden E12.5-E18.5. Geneettinen solulinjakartoitus kuitenkin paljasti, ettd
keskiviivan solut eivdt ole samaa kehityksellistd alkuperdd kuin dorsaalisen raphe-

tumakkeen GABAergiset hermosolut.

Toisin kuin keskiviivan Ntnl-geenid ilmentdvid soluja, dorsaalisen raphe-tumakkeen
GABAergisissd hermosoluissa ilmentyvad Ntnl-geenid ei ole tutkittu tarkemmin. Vaikka
tdimdn tutkimuksen tavoitteena ei ollut selvittdd Ntnl-geenin roolia GABAergisissd
hermosoluissa, voi silti olla mielenkiintoista selvittdd tulevaisuudessa, miten esimerkiksi
geenin inaktivaatio vaikuttaa GABAergisten hermosolujen kehittymiseen. Sen sijaan
tdman tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd dorsaalisen raphe-tumakkeen GABAergisten
hermosolujen alkuperdd sekd sitd, ovatko Nml-geenid ilmentdvit GABAergiset
hermosolut dorsaalisessa raphe-tumakkeessa perdisin ventraalisen rombomeeri 1:n

dorsaalissyntyisestd GABAergisten prekursoreiden populaatiosta.

Dorsaalisen raphe-tumakkeen GABAergisten hermosolujen alkuperdn selvittimisessa
kdytin Cre-rekombinaasivélitteisti geneettistd solulinjakartoitusta, joka perustuu Cre-
rekombinaasin kykyyn aiheuttaa inversio tai deleetio genomiin /oxP-sekvenssien viliin.
Tutkimuksen aineistona kiytetyissi kahden muuntogeenisen hiirilinjan, Pax7*n ja
ROSA26™omato.y  sikidissd, Cre aiheuttaa deleetion TdTomato-geenid edeltdville
promoottorialueelle, jossa sijaitsee lopetuskodoni. Cre-vilitteisen rekombinaation
seurauksena TdTomato tuottaa fluoresoivaa RFP-proteiinia, joka vérjdd kaikki Pax7-
geenid ilmentdvdt solut. Vaikka tytdrsoluissa Pax7 ei endd ilmentyisikddn, rekombi-

naation aiheuttama deleetio periytyy niille ja RFP:td tuotetaan edelleen.

Kuten esittelin tuloksissa, Pax7-geeni ilmentyi ventraalisen rombomeeri 1:n

ventrikulaarisella alueella, jossa esiintyy jakautuvia progenitoreja, sekd kuorialueella,
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jossa tiedetddn esiintyvin GABAergisid postmitoottisia prekursoreita. Lisdksi
dorsaalisessa raphe-tumakkeessa osa GABAergisistd hermosoluista oli rinnakkaisten
leikkeiden perusteella RFP-positiivisia, mika tarkoittaa, ettd nima solut ovat Pax7-geenid
ilmentényttd solulinjaa. Koska Pax7:aa ilmennetdén ainoastaan dorsaalisessa
hermostoputkessa, ndilld dorsaalisen raphe-tumakkeen GABAergisilld RFP-positiivisilla

soluilla on dorsaalinen alkupera.

GABAergisten prekursoreiden alueella kehitysvaiheen E12.5 sikidon ventraalisessa
rombomeeri 1:ssd sijaitsi myods Ntnl-positiivisia soluja, joiden osoitettiin Morello ym.
(julkaisematon) tutkimuksessa olevan solusyklistd poistuneita GABAergisid prekur-
soreita. Omassa tutkimuksessani liséksi kehitysvaiheen E18.5 sikion dorsaalisessa raphe-
tumakkeessa esiintyi Ntnl-geenid ilmentdvida GABAergisid hermosoluja. Néistd Ntnl-
geenid ilmentédvistd GABAergisistd soluista osa oli rinnakkaisleikkeiden perusteella RFP-
positiivisia. Koska ventraalisen rombomeeri 1:n postmitoottiset GABAergiset prekursorit
eivit endd jakaudu, dorsaalisen raphe-tumakkeen Ntnl-geenid ilmentdviat RFP-
positiiviset GABAergiset hermosolut ja ventraalisen rombomeeri 1:n Ntnl-geenid ilmen-

tavat RFP-positiiviset prekursorit ovat samaa solulinjaa.

4.4 Tutkimuksen vahvuudet, haasteet ja jatkotutkimusmahdollisuudet

Tutkimuksessa geneettinen Cre-rekombinaasivélitteinen solulinjakartoitus vahvisti
hypoteesin, ettd dorsaalisessa raphe-tumakkeessa esiintyy dorsaalisessa hermosto-
putkessa syntyneitd, Pax7-geenid ilmenténeitd soluja. Lisdksi osa ndistd soluista ilmensi
Pax7-geenid edelleen. Tutkimuksessa Cre-rekombinaasin avulla pystyi luotettavasti
kartoittamaan Pax7-geenid ilmentdnyttd solulinjaa, ja seki positiivinen ettd negatiivinen
tutkimuskontrolli antoivat tutkimuksessa odotetun tuloksen. Liséksi jokaisen sikion Cre-
genotyypitys varmisti, ettd jokaisen toistetun virjiyksen tulokset ovat luotettavia ja
vertailukelpoisia keskendédn. Kaikki kiytetyt koettimet toimivat in situ —hybridisaatiossa,
ja havaitsin, ettd my0s itse valmistamani Pitx2(DIG)-koetin antoi spesifisen signaalin.
Keskiaivoissa havaitsemani koettimen signaali vastasi tdysin aiempia tutkimustuloksia
Pitx2-geenin ilmentymisestd keskiaivoissa (Martin ym. 2004), vaikka koettimen
templaattina kdyttdméani linearisoitu plasmidi vaikuttikin agaroosigeelielektroforeesin

perusteella pilkkoutuneen useampaan osaan (luku 2.5.1).
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Sen sijaan tutkimuksessa kdytetyt koettimen ja vasta-aineen kaksoisvirjaykset eivit
toimineet odotetusti, mikd hankaloitti tulosten tulkintaa GABAergisten hermosolujen
solulinjakartoituksessa. Vasta-aineiden toimimattomuus kaksoisvirjayksissd saattoi
johtua in situ —hybridisaation protokollassa kdytetyista kisittelyistd, jotka todenndkoisesti
héiritsivét vasta-aineiden kiinnittymistd kudokseen. Esimerkiksi ksyleenikésittelyt olivat
in situ —hybridisaatiossa pidemmat kuin immunohistokemiallisessa virjayksessé. Jatko-
tutkimuksia ajatellen Gad2“"-hiirien kiiyttd tutkimuksessa yhdessi TdTomato-reportteri-
hiirien kanssa voisi olla perusteltua, jolloin immunohistokemiallisissa virjayksissd RFP:n
vasta-aineella saataisiin ndkyviin kaikki GABAergiset solut niiden alkuperdstd
riippumatta. Immunohistokemiallisen RFP-vérjayksen voisi toistaa useissa eri kehitys-
vaiheissa yhdessd Pax7:n vasta-aineen kanssa, jolloin GABAergisten solujen joukosta
olisi mahdollista erotella ne solut, joilla on dorsaalinen alkuperd. Tdmad mahdollistaisi
immunohistokemiallisten kaksoisvirjdysten kdyton, jotka oman tutkimukseni perusteella
toimivat erinomaisesti. Tutkimuksiin voisi sisédllyttdd myOs aikuisia yksil6itd, jolloin

tuloksia pystyy vertailemaan sikion ja aikuisen hiiren vililla.

Neurogenetiikan tutkimuksissa Cre-rekombinaasia hyddyntden voidaan kartoittaa
monipuolisesti hermosolujen litkkumista sikionkehityksen aikana. Téssd tutkimuksessa
kiinnostuksen kohteena olivat dorsaalisesti syntyneet, dorso-ventraalisesti vaeltavat
Pax7-geenid ilmentdviat hermosolut, mutta Cre-rekombinaasin voi yhdistdd minka
tahansa geenin alueelle, jos sitd edeltdd riittdvdn vahva promoottorialue. Cre-
rekombinaasilla voidaan paikkaspesifisesti kohdentaa mutaation vaikutus ainoastaan
tiettyyn kohtaan genomissa, mikd mahdollistaa esimerkiksi kiinnostuksen kohteena
olevan solulinjan geneettisen solulinjakartoituksen. Cre:n avulla voidaan tuottaa myds
ehdollisia, tiettyyn kudokseen tai kehitysvaiheeseen rajattuja knock-out —mutaatioita
halutusta geenistd. Lisdksi Cre:n avulla pystyy tuomaan kaksi DNA-sekvenssid yhteen
niin, ettd aiemmin inaktivoitu geeni pddseekin ilmentyméén, jolloin voidaan tutkia
kiinnostuksen kohteena olevan geenin erilaisia vaikutuksia fenotyyppiin (Nagy 2000).
Tama tutkimus vahvisti kdsitystd siitd, ettd kehitysgeneettisissd tutkimuksissa Cre on
erinomainen ja monipuolinen tydkalu, jonka sovellukset voivat ulottua myds paljon

geneettistd solulinjakartoitusta pidemmalle.

Ninl- ja Pax7-geenien lisdksi halusin selvittdd dorsaalisen raphe-tumakkeen
GABAergisten hermosolujen 5-HTRoc-serotoniinireseptorin ilmentymistéd, silld aikui-

sissa hiirissd sen tiedetddn ilmentyvin GABAergisissd hermosoluissa dorsaalisessa
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raphe-tumakkeessa ja sditelevin suoraan serotoniinin pitoisuutta synapseissa (Spoida
ym. 2014). Koska reseptori ei vaikuttanut vasta-aineen perusteella ilmentyvin
yhdessékddn kehitysvaiheen E18.5 sikidssd, on erittdin todennékdistd, ettd dorsaalisen
raphe-tumakkeen GABAergisissid hermosoluissa reseptoria aletaan ilmentdi vasta hiiren
syntymén jilkeen, mutta ei ennen syntymdd. Reseptorin on osoitettu kuitenkin
ilmentyvan muualla hermokudoksessa hiiren sikionkehityksen aikana (Lauder ym. 2000;
Allen Institute 2019). Kuten Morton ym. (2015) osoittivat tutkimuksessaan, GABAer-
giset hermosolut muovautuvat voimakkaasti hiiren syntymaa seuraavan kahden viikon
aikana, joka vastaa ihmisen sikiOnkehityksen viimeistd kolmannesta. Vasta tédssd
vaiheessa dorsaalisen raphe-tumakkeen serotonergiset ja GABAerigset hermosolut
muodostavat lopulliset yhteytensi aksonien ja dendriittien vélitykselld seki toisiinsa ettd
muille aivoalueille, esimerkiksi etuaivoihin, hypotalamukseen ja mantelitumakkeeseen
(Weissbourd ym. 2014). Siksi kehitysvaiheiden P0O-P14 kaytto tulevissa tutkimuksissa
voisi antaa lisdtietoa 5S-HTRyc-reseptorin aktivoitumisesta GABAergisissd hermosoluissa

hiiren syntymaén jilkeen.

Dorsaalisen raphe-tumakkeen GABAergisten ja serotonergisten hermosolujen
vuorovaikutusverkosto muodostaa kokonaisuudessaan merkittdvin tutkimuskohteen
tulevaisuudessa, silld monien psyykkisten héirididen tausta on serotonergisen
jarjestelmin epétasapainossa (Deneris & Wyler 2012). Esimerkiksi uusien masennus-
ladkkeiden kehitys nojaa serotonergisen jarjestelmén tuntemukseen. Siten dorsaalisen
raphe-tumakkeen GABAergisten hermosolujen monimuotoisuuden tutkimukset voivat

paljastaa jatkossa uutta tietoa my0s serotonergisten solujen toiminnasta ja kehityksesta.

Neurogenetiikka tieteenalana pyrkii kartoittamaan hermosolujen monimuotoisuuden
taustalla vaikuttavia geenejd ja niiden toimintaa sekd aikuisessa yksilossd ettd
sikionkehityksen aikana. Neurogenetiikassa hy0dynnetdin kehittyneitd molekyyli-
genetiikan tutkimusmenetelmid, joihin lukeutuvat myos omassa tutkimuksessani kiytetyt
muuntogeeniset hiirilinjat sekd Cre-rekombinaasivilitteinen solulinjakartoitus. Jo
nykyisilli muuntogeenisilld hiirilinjoilla on saatu runsaasti tietoa hermosolujen
erilaistumiseen vaikuttavista geeneistd, ja yhdistdmailld vield RN A-yksisolusekvensointi-
tutkimukset, kayttaytymiskokeet ja elektrofysiologiset mittaukset geneettiseen solu-
linjakartoitukseen eri muuntogeenisten hiirten avulla voidaan hyvin laajasti kartoittaa

tiettyjen geenien vaikutusta sikion hermoston kehitykselle. Jatkotutkimukset voivat
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paljastaa uusia GABAergisten hermosolujen alatyyppejd ja molekyylitason ominai-
suuksia sekd selvittdd tarkemmin GABAergisten hermosolujen osuutta aivorungon

hermoverkoston séételyssa.

Taméin tutkimuksen tulokset valottivat aivojen merkittdvimmén serotonergisen
keskittymin, dorsaalisen raphe-tumakkeen, GABAergisten hermosolujen moni-
muotoisuuden kehittymistd ja niiden vaeltamista sikionkehityksen aikana, ja voivat
toimia tulevaisuudessa pohjana myos muille neuro- ja kehitysgeneettisille tutkimuksille.
Nahtdvaksi jdd, mitd jatkuvasti kehittyvdt molekyyligenetiikan tutkimusmenetelmét
paljastavat hermosolujen geneettisistd sédételyverkostoista ja hermosolujen moni-
muotoisuuden kehittymisestd, ja minkilaisia sovelluksia niilld voi olla neurogenetiikalle

ja sikionkehityksen tutkimuksille tulevaisuudessa.

Kiitokset

Haluan kiittdd tutkimusryhmin johtajaa Juha Partasta mielenkiintoisen pro gradu —
tutkielman toteuttamismahdollisuudesta neurokehitysgenetiikan tutkimusryhmaissa.
Suuret kiitokset ohjaajilleni Minna Vainiolle sekd Marjo Salmiselle tyon ohjauksesta ja
avusta tutkielman eri vaiheissa. Kiitos myos kaikille tutkimusryhmin jésenille niin

teknisestd ja teoreettisesta kuin henkisestékin tuesta tutkimuksen aikana.
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Liitteet

Liite 1. Tutkielmassa esitettyjen geenien lyhenteet ja koko nimet.

Taulukko 5. Tutkielmassa esitetyt geenien lyhenteet ja tdydelliset englanninkieliset
nimet tutkielmassa esitetyssa jarjestyksessd. Osa geeneistd on esitetty tutkielmassa aino-
astaan geenistd tuotetun proteiinin nimella.

Geenin lyhenne Geenin koko nimi
Ninl Netrin 1
Gadl, Gad? Glutamatic acid decarboxylase 1, 2
Ascll Achaete-scute homolog 1
Nikx6.1, Nkx2.2 NK6 homeobox I, NK2 homeobox 2
Ptfla Pancreas associated transcription factor la
Gata2, Gata3 GATA-binding factor 1, 2
Tall T-cell acute lymphocytic leukemia protein 1
Fgf8 Fibroblast growth factor 8
Wntl WNT family member 1
Ox2 Orthodenticle homeobox 2
Gbx2 Gastrulation brain homeobox 2
Bmp4 Bone morphogenetic protein 4
Tef-p Transforming growth factor beta
Shh Sonic hedgehog
Pax7, Pax6 Paired box 7, 6
Enl, En2 Engrailed 1, 2
Hoxa? Homeobox A2
Otp Orthopedia homeobox
Cntn2 Contactin 2
Foxol Forkhead box protein 1
Pitx2 Paired-like homeodomain transcription factor 2
Dbx1 Developing brain homeobox 1
Sert / Slc6a4 Serotonin transporter / Solute carrier family 6 member 4
Vglut3, Vglut2 Vesicular glutamate transporter type 3, 2
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Liite 2. Ksyleenikisittely ja laskeva alkoholisarja in situ —hybridisaatiossa ja

immunohistokemiassa seki nouseva alkoholisarja in situ —hybridisaatiossa.

Immunohistokemia:

4 x 5 minuuttia, ksyleeni

3 x 2 minuuttia, absoluuttinen etanoli
2 x 2 minuuttia, 94 % etanoli

2 minuuttia, 70 % etanoli

2 minuuttia, 50 % etanoli

2 x 1 minuutti, MilliQ-vesi

In situ —hybridisaatio:

3 x 10 minuuttia, ksyleeni

2 X 5 minuuttia, absoluuttinen etanoli
2 minuuttia, 94 % etanoli

2 minuuttia, 70 % etanoli

2 minuuttia, 50 % etanoli

2 x 1 minuutti, MilliQ-vesi

5 minuuttia, 1xPBS

2 minuuttia, 50 % etanoli
2 minuuttia, 70 % etanoli
2 minuuttia, 94 % etanoli

2 X 2 minuuttia, absoluuttinen etanoli
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Liite 3. Tutkimuksessa kiytetyt, itse valmistetut liuokset.

WASH I:
20 X SSC 125 ml
MilliQ-vesi 500 ml asti

WASH I1:
20 X SSC 50 ml
Formamidi 250 ml

MilliQ-vesi 500 ml asti

NTE:

5M NaCl 100 ml

3M Tris-HCI pH 8.0 3,33 ml
0,5M EDTA pH 8.0 10 ml
MilliQ-vesi 1000 ml asti

10 X TBST (laimennettiin 1 X TBST:ksi):

3M Tris-HCI, pH 7.5 83 ml
5M NaCl 280 ml

IM KC127 ml

10% Tween-20 100 ml
MilliQ-vesi 1000 ml asti

10% Triton-X (laimennettiin 0,1 % ja 0,3 % Triton-X:ksi)

Triton X-100 (Sigma Aldrich) 100 ml

1xPBS 1000 ml asti
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Liite 4. Retusoimattomat kuvat.

Kuva 23. Retusoimattomat kuvat 17A ja 17B.

Kuva 24. Retusoimattomat kuvat 18A, 18B ja 18C.
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Liite 5. Yhteenveto tutkituista GABAergisten solujen markkereista kehityksen

vaiheessa E12.5.

Kuva 25. Kehitysvaiheen E12.5 sikion rombomeeri 1:ssd ilmentyvdt GABAergisten
hermosolujen merkkigeenit immunohistokemiallisten vérjdysten (Foxol, Pax7) ja in situ
—hybridisaatiovérjdysten (Pitx2, Ntnl) perusteella.
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