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Makrofagit ovat kudosspesifisid synnynnédisen immuniteetin soluja, joilla on immunologisten
ominaisuuksiensa liséksi kudosspesifisid kudosta ylldpitavid ominaisuuksia. Makrofagit voivat olla
perdisin yhdestd verenmuodostuksen kolmesta aallosta.

Aivolisdke on kallonpohjassa sijaitseva umpieritysjarjestelmén elin, joka yhdessi hypotalamuksen
kanssa yllédpitéd ja sddtelee kehon hormonitasapainoa. Gonadotrofit ovat gonadotropiineja, eli
sukupuolirauhasia sddtelevid hormoneja, tuottavia aivolisdkkeen etulohkon hormonisoluja, joiden
toimintaa sditelee hypotalamuksen tuottama ja erittdmé gonadotropiineja vapauttava hormoni, GnRH
(engl. gonadotropin releasing hormone). Joidenkin makrofagien tiedetdén ilmentdvian GnRH-
reseptoria, mutta aivolisdkkeen makrofagien ei olla osoitettu ilmentévén sité.

Kun makrofagien paisy aivolisdkkeeseen evitién tdysin injektoimalla hiiriin makrofageja depletoivaa
vasta-ainetta alkiokehityksen paivand E6.5, kaikkien etulohkon tuottamien hormonien eritys véhenee,
mutta eritoten gonadotrofien tuottaman luteinisoivan hormonin. Témén vuoksi valittiin juuri
gonadotrofit tarkasteltaviksi hormonisoluiksi. Pddasiallisena tutkimuskysymykseni olikin siis
selvittdd, miten aivolisdkkeen makrofagit vaikuttavat gonadotrofien toimintaan priméarikasvatuksissa.

Tutkimuksessa kdytettiin useita menetelmié, mukaan lukien virtaussytometriaa ja
immunofluoresenssivarjayksid. Pddmenetelména oli solujen lajitteleminen ja ATP-tasojen mittaaminen
priméérikasvatuksista. ATP-mittauksia tehtiin, silld ATP:114 on merkittidva rooli gonadotrofien
gonadotropiinihormonien erityksessa.

Tutkielman kokeellisessa osuudessa optimoitiin AF546-fluorokromikonjugoitu sekudiirivasta-aine
GnRHR-priméérivasta-aineelle pariksi. Saatiin selville pienen populaation kaikista aivolisdkkeen
makrofageista ilmentévén pinnallaan GnRH-reseptoria. Perusprotokolla ATP:n konsentraation
mittaamiseksi gonadotrofien ja aivolisdkkeen makrofagien priméérikasvatuksista saatiin optimoitua.
Lopuksi saatiin selville aivolisdkkeen makrofagien erittdvin ATP:td priméaérikasvatuksissa ja GnRH-
stimulaation seurauksena ATP:n méérd nousevan yhi. Aivolisikkeen makrofagien ja gonadotrofien
yhteisten priméirikasvatusten ATP-konsentraatioiden todettiin olevan keskimaérin
yksittdiskasvatuksia alhaisempia.

Aivolisdkkeen makrofagit reagoivat hormonistimulaatioon ja ovat osallisia gonadotrofien
hormonituotannon séételemiseen.

Avainsanat: aivolisike, makrofagi, gonadotrofi, ATP, hormonisolu, GnRH, luteinisoiva hormoni
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1. Johdanto

1.1. Immuunijarjestelma ja makrofagit
Immuunijarjestelméd suojaa ja puolustaa kehoa taudinaiheuttajilta eli patogeeneilti ja voidaan jakaa
synnynniiseen ja hankittuun immuniteettiin. Synnynndinen immuniteetti kehittyy jo
alkiokehityksen aikana ja on siten valmis puolustamaan elimistod patogeeneiltd heti yksilon
synnyttyd. Hankittu immuniteetti taas kehittyy yksilon syntymaén jélkeen ja vaatii patogeenien

aiheuttamia infektioita kehittydkseen.

Kaikkia hankittuun ja synnynndiseen immuniteettiin kuuluvia soluja kutsutaan valkosoluiksi eli
leukosyyteiksi. Synnynndiseen immuniteettiin kuuluvia leukosyyttejd ovat myeloidisen linjan solut:
monosyytit, neutrofiilit, dendriittisolut ja makrofagit. Hankitun immuniteetin soluja ovat
lymfoidisen linjan solut eli lymfosyytit: B- ja T-solut, dendriittisolut ja syottosolut eli NK-solut
(engl. natural killer cells, NK-cells).

Immuunisolujen lisdksi immuniteettiin luetaan kuuluvaksi my6s ns. komplementtijirjestelmé (engl.
complement system), joka koostuu noin 40:sti liukoisesta proteiinista, jotka toimivat kaskadina.
Naéitd komplementtiproteiineja tuottavat maksan lisdksi hankitun immuniteetin solut.
Komplementtijarjestelméan tarkoituksena on havaita, merkiti ja auttaa leukosyyttejd tuhoamaan

taudinaiheuttajia.

Viime vuosina tehdyn tutkimuksen my6té on huomattu synnynnéisen ja hankitun immuniteetin
vélisen rajan olevan aiempaa luultua utuisempi. Tutkimuksissa on 16ydetty ns. synnynnéisié
lymfosyyttejd (engl. innate lymphoid cells), joilla on kudoksia ylldpitdvid ominaisuuksia (Vivier ja
muut 2018). Monista kehon kudoksista on tutkimuksissa 16ydetty kudoslymfosyytteja (engl. tissue-
resident lymphocytes), joilla on veren mukana kiertavistd lymfosyyteistd eroavia fenotyyppeja (Fan

ja Rudensky 2016; Sun ja muut 2019).

Makrofagit ovat Ilja Met$nikovin 16ytdma synnynnéisen immuniteetin solutyyppi, joita esiintyy
kehon kaikissa kudoksissa, joissa niitd kutsutaankin kudosspesifisiksi makrofageiksi (Blériot ja
muut 2020; Gordon 2008; Mechnikov 1988). Nailld ns. kudosmakrofageilla on immunologisten
ominaisuuksiensa, kuten fagosytoosin eli solusydnnin ja antigeenien esittelyn, lisdksi muita

kohdekudostaan yllédpitdvid ja sen kehityksen kannalta kriittisid tehtévid. (Zhang ja muut 2021.)

Naéin ollen makrofagit ovatkin usein kudoksen suurin immuunisolupopulaatio.

Fenotyyppinsé perusteella makrofageja voidaan jakaa eri kategorioihin. Perinteisesti makrofageja

on luokiteltu M1/M2-dikotomian mukaan joko klassisesti aktivoiduiksi ja tulehdusta edistaviksi eli



proinflammatorisiksi makrofageiksi (M 1-tyyppi) tai vaihtoehtoisesti aktivoiduiksi ja tulehdusta
alentaviksi eli anti-inflammatorisiksi makrofageiksi (M2-tyyppi). Esimerkiksi CD206-reseptoria
ilmentévat tyypillisesti M2-makrofagit, kun taas M 1-makrofagit tyypillisesti ilmentdvét pinnallaan
CD86-reseptoria. Nykyisin kuitenkin tiedetéén, ettd M1/M2-malli on osittain toimiva vain in vitro -
olosuhteissa eikd edusta in vivo -olosuhteita todenmukaisesti. Makrofagit, kuten solut yleisestikin,
ovat plastisia ja niiden ominaisuudet ja toiminta ovat riippuvaisia muun muassa myds niiden
kudosympéristosti ja alkuperéstd. Taulukossa 1 on listattuna keskeisimpié leukosyyttimarkkereita,

jotka mainitaan tdssé tutkielmassa.

Taulukko 1. Tassa tutkielmassa mainitut keskeisimmat leukosyyttimarkkerit ja niitd ilmentavat solut.

Markkeri Tehtava
CD45 Hematopoieettisten solujen markkeri, leukosyyttimarkkeri
Ly6C Luuytimen monosyyttien markkeri
CD11b Myeloidisten linjan solujen markkeri
F4/80 Makrofagien ja muiden synnynnaisen immuniteetin solujen markkeri
MHC Il Antigeenia esitteleva kompleksi Il; makrofagien, dendriittisolujen, monosyyttien ja
B-solujen markkeri
CX3CR1 Hematopoieettiset solut, ruskuaispussiperaiset makrofagit, monosyytit
CCR2 Monosyytit ja monosyyttiperaiset makrofagit
CD206 Mannoosireseptori; makrofagit, perivaskulaariset makrofagit

Jokaisen kudoksen kudosspesifinen makrofagipopulaatio on kudokselleen uniikki ja tukee siten
kudoksen kehitysté ja yllapitdd sen toimintaa. Esimerkiksi maksan kudosmakrofagit, Kuppferin
solut, osallistuvat raudan ja kolesterolin kierrdttimiseen (Scott ja Guilliams 2018), keuhkojen
alveolaariset makrofagit poistavat keuhkorakkuloista pintajénnitettd sddtelevad ainetta (Bain ja
MacDonald 2022), ja aivojen mikrogliasolut osallistuvat hermokudoksen kehitykseen karsimalla

yliméairaisid synapseja (Paolicelli ja muut 2011).

Makrofageja, niiden toimintaa ja vaikutusta kudokseensa voidaan tutkia niin in vivo - kuin in vitro -
tekniikoilla. In vivo -tekniikat hyddyntévit enimmékseen koe-eldimié, kuten hiirid. On olemassa
useita makrofagien tutkimiseen valmistettuja hiirilinjoja, jotka esimerkiksi Cre-lox -tekniikan
ansiosta pystyvit konditionaalisesti ilmentdméain haluttua proteiinia. Téllainen hiirilinja on

esimerkiksi Cx3crl-GFP, joka ilmentd4 vihredd fluoresoivaa proteiinia (engl. green fluorescent
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protein, GFP) Cx3crl-markkeria ilmentévissé soluissa (Jung ja muut 2000). In vitro -tekniikoissa
hy6dynnetddn usein solulinjoja ja kudoksista eristettyjd soluja, joita kasvatetaan soluviljelmissa, eli
priméériviljelmissé. In vivo -tekniikoita kéytettdessd voidaan saada kokonaisvaltaisempi késitys
tutkittavasta kudoksesta tai solutyypistd, silld kaikki kehon solut ja kudokset pystyvit kokeen
aikana olemaan vuorovaikutuksessa toistensa kanssa. In vitro -tekniikoita kiytettiessd pystytdin
tarkastelemaan solujen vilistd kanssakdymistd ilman in vivo -viitekehystd, mikd on my®ds in vitro -

tekniikoiden heikkous.

1.1.1. Makrofagien alkupera ja hematopoieesin kolme aaltoa
Makrofagit voivat olla perdisin kolmesta kudoksesta: ruskuaispussista, alkion maksasta tai
luuytimestd (Hoeffel ja Ginhoux 2015, 2018). Ndma kolme kudosta edustavat verenmuodostuksen
eli hematopoieesin kolmea aaltoa, jotka tapahtuvat erillddn toisistaan ajallisesti ja paikallisesti (kuva
1). Ruskuaispussi on alkion ulkopuolinen rakenne, joka ympéroi alkiota. Se toimii hematopoieesin
syntypaikkana ja ennen istukan muodostumista suorittaa tyypillisié istukan tehtivid, kuten

ravinteiden kuljetuksen alkioon.

Kudosten makrofageista suurin osa on perdisin kahdesta ensimmaisesti aallosta (kuva 1.) (Rehman
jamuut 2021). Ruskuaispussista perdisin olevat makrofagit eivit koskaan kédy léapi
monosyyttivaihetta ja asettuvat asuttamaan kudoksia kehityksen aikana ensimmadisind. Alkion
maksasta ja luuytimesté perdisin olevat makrofagit kiyvét ensin ldpi monosyyttivaiheen, jonka

jélkeen ne erilaistuvat makrofageiksi vasta kohdekudokseensa pédstydén.

Hiiren alkiokehitys kestdd 19-21 pdivéa, ja hematopoieesia tapahtuu noin kaksi kolmasosaa sen
kestosta. Varhainen hematopoieesi (engl. primitive hematopoiesis) alkaa alkion ruskuaispussin
verisaarekkeissa (engl. blood islands), alkion kehityksen ajankohtana E7.0 — 7.5. Makrofagien
ensimmaiset esiasteet (MAC pre., kuva 1) muodostuvat ruskuaispussin verisaarekkeissa, joissa ne
odottavat verisuoniston muodostumista noin E8.0 saakka (Munro ja Hughes 2017). Verisuoniston
muodostuttua ndmé esiasteet vaeltavat kohdekudoksiinsa (kuva 1, 1. aalto), kuten aivoihin (Palis ja
Yoder 2001). Ensimmaisen aallon makrofagit ovat siis kudosten ensimmaisid makrofageja.

(Ginhoux ja Guilliams 2016; Hoeffel ja Ginhoux 2018.)

Tilapdinen hematopoieesi (engl. transient definitive hematopoiesis) tapahtuu myds alkioaikana ja
sijoittuu alkion maksaan. Alkion kehityksen ajankohtana E10.0—10.5 ruskuaispussin hemogeenisen
endoteelin myeloidisen linjan kantasolut (YS-HE-EMP, kuva 1; yolk sac-hemogenic endothelium-
early myeloid progenitors) siirtyvit verenkierron mukana alkion maksaan (kuva 1., 2. aalto), josta

tulee péddasiallinen hematopoieettinen elin noin kehityksen ajankohtana E11.5 — 12.5 (Hoeffel ja
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Ginhoux 2018; Palis ja Yoder 2001). Samoihin aikoihin myds aorta-gonadi-mesonefrosalueen
hematopoieettiset kantasolut (AGM-HSC, kuva 1; aorta-gonadal-mesonephros-hematopoietic stem
cells) siirtyvit alkion maksaan odottamaan siirtymistién luuytimeen. Tdmain jdlkeen alkion maksan
monosyytteja (FL-MO, kuva 1, fetal liver-monocytes) on havaittavissa veressi, jonka mukana
monosyytit siirtyvit kohdekudoksiinsa erilaistumaan makrofageiksi. Alkion maksan tehtdva
padasiallisena hematopoieettisena elimend alkaa hiipua kehityksen ajankohdasta E16.5 alkaen,
jolloin hematopoieesi alkaa siirtyd luuytimeen lopulliseksi hematopoieesiksi (engl. definitive
hematopoiesis). Hematopoieesin siirtyminen alkion maksasta luuytimeen on suhteellisen hidas
prosessi ja vasta noin kahden viikon idssd se on siirtynyt kokonaan luuytimen tehtidvaksi yksilon
eldmén loppuun saakka (kuva 1., 3. aalto). (Ginhoux ja Guilliams 2016; Hoeffel ja Ginhoux 2015,
2018.)

MAC pre. I '
YS-HE-EMP
7t B

AGM-HSC

eee

FL-MO
- BM:MO
Aorta- . B
Sikion maksa gonadi- E Dy et
mesonefros o B
)
Ruskuaispussin
verisaarrekkeet

1. aalto

3. aalto
Ruskuaispussin
hemogeeninen
endoteeli
E7.0 E8.0 E85 E95 EI0S5 El12.5 E16.5 PO P14
Makrofagien Ensimmdiset YS-HE-EMP:t Veressi Hematopoieesi Sikion ;ngksa lakkaa
ensimmaiset makrofagit ja AGM-HSC:t havaittavissa alkaa siirtya 5 toimimasta finons
esiasteet lahtevit siirtyvat ensimmaiset maksasta ematlopmcleetmt‘:‘na]l]f mena,
ruskuaispussista ~ maksaan monosyytit luuytimeen vuytimesta tulee

pédasiallinen

hematopoieettinen elin
Kuva 1. Verenmuodostuksen kolme aaltoa hiiressa seka niiden ajallinen ja paikallinen sijoittuminen
alkion kehityksen eri vaiheisiin. E7.0 ensimmaiset makrofagien esiasteet muodostuvat ruskuaispussin
verisaarekkeissa, joista ne lahtevat vaeltamaan kudoksiin noin E8.0-8.5 vastamuodostuvan verisuoniston
kautta. Noin E8.5 ruskuaispussin hemogeeninen endoteeli muodostaa aikaisia myeloidisia esiasteita, jotka
noin E10.5 siirtyvat alkion maksaan. Aorta-gonadi-mesonefroksen muodostamat hematopoieettiset
kantasolut siirtyvat noin E11.5-12.5 alkion maksaan odottamaan hematopoieesin siirtymista luuytimeen.
Alkion maksasta tulee noin E11.5 paaasiallinen hematopoieettinen elin ja noin E12.5 ensimmaiset alkion

kudoksiin
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maksan monosyytit ovat havaittavissa veressa. Ajankohdasta E16.5 l1ahtien hematopoieesi alkaa siirtya
alkion maksasta luuytimeen siten, ettda AGM-HSC:t siirtyvat luuytimeen, joka toimii paaasiallisena
hematopoieettisena elimena lapi yksilon loppuelaman. BM-MO, luuytimen monosyytit; FL-MO, alkion maksan
monosyytit; MAC pre, makrofagien esiasteet; AGM-HSC, aorta-gonadi-mesonefroksen hematopoieettiset
kantasolut; YS-HE-EMP, ruskuaispussin hemogeenisen endoteelin tuottamat varhaiset myeloidiset esiasteet.
Kuva on tehty BioRender-ohjelmalla.

Eri alkuperistd olevilla kudosmakrofageilla on kudoksissaan usein erilaisia tehtdvid. Alkioperdiset
makrofagit ovat yleensd vastuussa kudoksen ylldpitdmisestd ja sen toiminnan tukemisesta, kun taas
veren monosyyteisti perdisin olevat makrofagit ovat usein tarpeellisia tulehduksen tai vaurion
sattuessa. Alkioperdiset makrofagit ovat usein myds pitkdikdisempid kuin veren monosyyteista
perdisin olevat makrofagit, jotka poistuvat kudoksesta tulehduksen hellitettyd. Toisaalta, osassa
kudoksia ei ole juuri lainkaan alkioperidisid makrofageja, vaan kudosmakrofagien populaatio
uudistuu jatkuvasti verestd virvityilld monosyyteilld, jolloin my0s verestd perdisin olevat
makrofagit suorittavat kudosspesifisid toimintoja.(Ginhoux ja Guilliams 2016; Jenkins ja Allen
2021.) Kudosmakrofagien populaatioiden alkuperéllinen koostumus onkin heterogeenisti siten, ettd

eri alkuperistd olevia makrofageja on kullekin kudokselle uniikissa suhteessa.

1.1.2. Umpirauhasten makrofagit
Kehossa on useita umpirauhasia, jotka tuottamillaan hormoneillaan sédételevit kehon toimintaa.
Umpirauhasia ovat muun muassa munasarjat, kivekset, lisdkivekset ja kilpirauhanen. Néin ollen
umpirauhasten makrofageilla on tdrked tehtdva ndiden kudosten toiminnan ylldpitdmisessé ja
tukemisessa. Esimerkiksi umpirauhasten makrofagit edesauttavat hormonituotantoa, mutta hormonit

vaikuttavat vastavuoroisesti my0s niiden toimintaan.

Monet umpirauhasten makrofagit ovat perdisin alkioajalta, ruskuaispussista ja alkion maksan
monosyyteistd. Haiman Langerhansin saarekkeiden, kivesten, kilpirauhasen ja lisimunuaisten
makrofagipopulaatiot ovat suurimmaksi osaksi perdisin alkioajalta (Dolfi ja muut 2022; Ginhoux ja
Guilliams 2016; Lokka ja muut 2020; Rehman ja muut 2021; Schulz ja muut 2012). Sen sijaan
valkoisen rasvakudoksen ja munasarjojen makrofagipopulaatiot ovat tasapuolisemmin perdisin sekd

alkioajalta ettd luuytimestd (Félix ja muut 2021; Jokela ja muut 2020).

Kudosmakrofagit eivit ole fenotyypiltddn, sijoittumiseltaan kudokseen ja ominaisuuksiltaan
homogeenisii, ja ndin on myods umpirauhasissa. Haiman Langerhansin saarekkeissa, eli
haimasaarekkeissa, makrofageja on kahta péadtyyppid: saarekkeiden siséllé ja ulkopuolella olevia
makrofageja. Ndmé makrofagit ovat pddosin perdisin ruskuaispussista, vaikka pieni veren
monosyyteistd perdisin oleva populaatio kudoksesta 16ytyykin. (Schulz ja muut 2012; Rehman ja
muut 2021.) Saarekkeiden sisdiset makrofagit ilmentévét voimakkaasti CD11c-markkeria ja ovat

tarkedssd osassa saarekkeiden morfogeneesissi eli muotoutumisessa. Saarekkeiden ulkopuolella
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olevat makrofagit eli perisaarekemakrofagit eivit ilmennd CD11c-markkeria. (Rehman ja muut
2021.) Lisdimunuaisten makrofagit taas voidaan jakaa neljddn alapopulaatioon ja niiti sijaitsee
padosin lisimunuaisten kuorikerroksessa (Dolfi ja muut 2022; Rehman ja muut 2021).
Lisamunuaisten kuorikerroksessa sijaitsevat makrofagit kietoutuvat hormonisolujen ympdrille ja
lisdmunuaisten ytimessé sijaitsevat makrofagit sijoittuvat katekoliamiineja tuottavien Kromaffin
solujen ldhelle (Bijnen ja Bajénoff 2021; Rehman ja muut 2021). Niin valkoisesta kuin ruskeastakin
rasvakudoksesta on myos 10ydetty makrofageja (Félix ja muut 2021; Rehman 2021). Kiveksissd on
kaksi pddmakrofagipopulaatiota, peritubulaariset ja interstitiaaliset makrofagit, eli siementichyeen
ulkopuolella sijaitsevat ja siementiechyeen vilitilassa sijaitsevat makrofagit (Meinhardt ja muut
2022). Munasarjoissa sen sijaan on kolme makrofagipopulaatiota, jotka eivit sijoitu kudokseen

populaatiospesifisesti (Jokela ja muut 2020).

Osan umpirauhasten makrofageista on todettu vaikuttavan tai sdételevéin umpirauhasensa
hormonituotantoon. Esimerkiksi, haiman Langerhansin saarekkeiden makrofagien ajatellaan olevan
tarkedssd osassa muun muassa glukoosistimuloidussa insuliinin erityksessd (Rehman ja muut 2021).
Lisamunuaisten makrofagit taas sddtelevit lisimunuaisten tuottaman aldosteroni-hormonin
tuotantoa sekd vaikuttavat lisamunuaisten lipidimetaboliaan (Dolfi ja muut 2022). Kiveksissé
makrofageja tarvitaan testosteronin tuotantoon Leydigin soluissa (Gaytan ja muut 1994; Hutson

2006; Nes ja muut 2000).

Umpirauhasten hormonit seki erilaiset kehityksen kynnysvaiheet, kuten puberteetti, raskaus ja
imetys vaikuttavat umpirauhasten makrofagipopulaatioiden koostumukseen ja toimintaan.
Kilpirauhashormoni ottaa osaa hiiren kilpirauhasen makrofagien kypsymisen sddtelyyn (Perrotta ja
muut 2014). Synnynndisten immuunisolujen ja kilpirauhashormonin vélinen kaksisuuntainen
kanssakdyminen vaikuttaa esimerkiksi hiiren kilpirauhasen makrofagien energiametaboliaan (Klein
ja Wang 2004; Montesinos ja Pellizas 2019). Lisimunuaisissa taas erds makrofagipopulaatio katoaa
raskaana olleilta naarashiiriltd sekd 45 viikon ikiisiltd, eli puberteettisilta, uroshiiriltd (Dolfi ja

muut 2022).

Umpirauhasten makrofageilla on myds muiden kudosmakrofagien lailla kudosspesifisid
ominaisuuksia, jotka edesauttavat kudoksensa toimintaa. Esimerkiksi hiiren ruskean rasvakudoksen
makrofagit ottavat epdsuorasti osaa ruskean rasvan termogeneesiin eli limmdntuotantoon (Wolf ja
muut 2017). Niin valkoisen kuin ruskeankin rasvakudoksen makrofagit ovat vuorovaikutuksessa
ddreishermoston kanssa. Adiposyyttien, eli rasvasolujen, ilmentdmien -adrenergisten reseptorien

stimulaatio stimuloi lipolyysistd, eli rasvan hajoamisen, ja indusoi rasvakudoksen makrofagien
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proliferaatiota. (Kosteli ja muut 2010; Rehman ja muut 2021.) Sukupuolirauhasten makrofageilla on
niin munasarjoissa kuin kiveksissékin hedelmallisyyteen liittyvid tehtdvid. Munasarjojen makrofagit
osallistuvat kaikkiin munasarjojen kierron vaiheisiin, niin munarakkuloiden kehittymiseen
gonadotropiinisignalointiin vaikuttamalla, tunkeutumalla LH:n aikaansaaman ovulaation aikana
munarakkuloihin, umpeutuneiden munarakkuloiden poistamiseen osallistumalla, kuin
kerdantymalld keltarauhaseen hajoamista eli luteolyysid varten (Adashi ja muut 1989; Brannstrom
jamuut 1994; Z. Zhang ja muut 2021; Duncan ja muut 1998; Oakley ja muut 2010; Townson ja
muut 2002). Kun taas hiirten kiveksissd makrofageja tarvitaan alkioaikaiseen spermatogeneesiin, eli
siittididen muodostukseen, ja verisuonten seké siementichyeen muodostumiseen (DeFalco ja muut

2015; Lokka ja muut 2020; Meinhardt ja muut 2022).

Alkuperdn ja kudosympariston lisdksi my6s yksilon sukupuoli vaikuttaa makrofagien toimintaan ja
makrofagipopulaatioiden koostumukseen. Kuten moneen muuhunkin jirjestelméién kehossa, myds
immuniteettiin vaikuttaa biologinen sukupuoli. Esimerkiksi naaraat ovat yleensi uroksia terveempid
ja selviytyvit paremmin infektiosairauksista, verenmyrkytyksestd, traumasta ja loukkaantumisista
(Guerra-Silveira ja Abad-Franch 2013; McClelland ja Smith 2011; Zuk 2009).
Immuunijarjestelmén tiedetddn olevan erilainen uroksissa ja naaraissa, niin ithmisilld kuin
hiirillékin. Témé sukupuolidimorfismia eli sukupuolten vilistd eroavaisuutta on tutkittu myos
makrofageissa. Synnynnéisen immuniteetin soluista juuri makrofagit ovatkin dimorfisimpisia (Gal-

Oz ja muut 2019).

Makrofagien alkuperid, toimintaa ja sukupuolidimorfismia on tutkittu vaihtelevasti eri kudoksissa.
Sukupuolidimorfismi ja makrofagien toiminta ovat dynaamisia ja siten muuttuvat lapi yksilon
eldmdn. Esimerkiksi lisdamunuaisen makrofagit ovat dimorfisia kudokseen sijoittumisessaan,
populaatioiden suhteellisuuksissaan ja energiantuotannossaan. Naaraiden lisimunuaisiin myds
vérvitddn monosyyttiperdisid soluja tasaisemmin kuin urosten lisémunuaisissa. (Dolfi ja muut
2022.) Aivojen mikrogliasolut ovat myds sukupuolidimorfisia ja vaikuttavat osaltaan aivojen
sukupuolidimorfismiin. Alkioaikana dimorfismia ei esiinny mikrogliasoluissa, vaan siti on
havaittavissa ohimenevénd vasta syntymén jilkeen, mikéd vaikuttaa aivojen dimorfisuuteen koko
loppueldmin ajan. Mikrogliasolujen dimorfisuutta esiintyy aivojen eri alueilla, esimerkiksi
uroshiirilld hypotalamuksen ns. preoptisen alueen (engl. preoptic area) mikrogliasoluja on enemmén
kuin naarashiirilld toisena syntymin jilkeisend paivana (P2), johtuen syntymén aikaan tapahtuvasta

testosteronipulssista (Han ja muut 2021).
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1.2. Aivolisake
Aivolisike on kallonpohjan turkinsatula-nimisessé (/at. sella turcica) syvennyksessé sijaitseva
umpirauhanen, joka toimii yhdessd hypotalamuksen kanssa saddelldkseen kehon

hormonitasapainoa. Tastd syystd aivolisdkettd kutsutaankin usein ns. suurrauhaseksi (engl/. master

gland).

1.2.1. Aivolisakkeen rakenne, toiminta ja kehitys
Aivolisike koostuu kolmesta lohkosta: etu-, vili- ja takalohkosta (/at. adenohypophysis, pars
intermedia ja neurohypophysis; engl. anterior lobe, intermediate lobe ja posterior lobe, tissi
jérjestyksessd). Hiirelld kaikki kolme lohkoa ovat selkeésti omia rakenteitaan, kun taas ihmiselld
etu- ja vélilohkot ovat yhdistyneet toisiinsa, jolloin ihmisen aivolisdkkeen katsotaan muodostuvan

vain etu- ja takalohkoista.

Etulohko on umpieritysjarjestelmédn kannalta aivolisdkkeen lohkoista merkittdvin. Se sisaltdd
viidenlaisia hormonisoluja: somatotrofeja, laktotrofeja, kortikotrofeja, tyreotrofeja ja gonadotrofeja.
Naéiden solujen tuottamia hormoneja ovat tissa jirjestyksessd kasvuhormoni (engl. growth hormone,
GH), prolaktiini (engl. prolactin, PRL), kortikotropiini (engl. adrenocorticotropic hormone, ACTH),
tyreotropiini (engl. thyroid-stimulating hormone, THS), ja gonadotropiinit eli sukupuolirauhasia
sadtelevdt hormonit follikkeleja stimuloiva hormoni eli follitropiini (eng/. follicle stimulating
hormone, FHS) ja luteinisoiva hormoni (engl. luteinizing hormone, LH). Kuvantamistekniikoilla on
osoitettu hormonisolutyyppien sijoittuvan etulohkoon niille tyypillisin tavoin. Esimerkiksi
prolaktiinia tuottavia laktotrofeja on kennomaisissa rakenteita ldhelld vélilohkoa (Le Tissier ja muut
2012; Larkin ja Ansorge 2000). Aikuisissa hiirissd gonadotrofit sijoittuvat ketjumaisesti etulohkon
reuna-alueille (Le Tissier ja muut 2012). Kuvassa 2 nidhdédan kaikkien ndiden hormonisolujen
muodostamien tumakkeiden sijainnit ja niiden tuottamien hormonien kohdekudokset (Larkin ja

Ansorge 2000; Sasaki ja Iwama 1988).

Vililohko on aivolisdkkeen lohkoista pienin ja sijaitsee nimensd mukaisesti etu- ja takalohkojen
vilissd, sisdltden melanosyyttejd stimuloivaa hormonia tuottavia soluja, melanotrofeja.
Aivolisékkeen takalohko koostuu hypotalamuksesta laskeutuvista hermopaitteisti, joissa
varastoidaan hypotalamuksessa valmistettuja hormoneja, vasopressiinia ja oksitosiinia, jotka
vapautetaan aivolisdkkeen takalohkosta suoraan verenkiertoon (Sheng ja muut 2021; Zhu ja muut

2005).
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Kuva 2. Aivolisakkeen rakenne, hormonisolujen sijoittuminen etulohkossa, niiden tuottamat
hormonit ja hormonien kohdekudokset. GH, kasvuhormoni; PRL, prolaktiini; ACTH, kortikotropiini; TSH,
tyreotropiini; MSH, melanosyytteja stimuloiva hormoni; FSH, follitropiini eli follikkeleja stimuloiva hormoni;
LH, luteinisoiva hormoni. Kuva on tehty BioRender-ohjelmalla.

Muita mainitsemisen arvoisia aivolisdkkeen solutyyppeja ovat follikulostellaattisolut (engl.
folliculostellate cells, FSCs) ja pituisyytit (engl. pituicytes). Follikulostellaattisolut ovat etulohkon
agranulaarisia tithdenmuotoisia soluja, jotka muodostavat koko etulohkon kattavan verkoston, jonka
yhteydelld ne kykenevit kommunikoimaan toistensa kanssa (Fauquier ja muut 2002; Fauquier ja
muut 2001). Ne muun muassa syovét solujitettd ja tukevat muiden aivolisdkkeen solujen toimintaa
(Devnath ja Inoue 2008). Pituisyyttejd eli aivolisdkkeen téhtisoluja (engl. astrocytes) sijaitsee
aivolisdkkeen takalohkossa, jossa ne ympardivit hermopéétteitd ja muun muassa auttavat
sddtelemiin neuropeptidien eritystd (Rosso ja Mienville 2009). Takalohkossa on viisi
morfologisesti toisistaan poikkeavaa pituisyyttipopulaatiota, jotka yhdessa vievit noin 30 % koko

takalohkon tilavuudesta (Stojilkovic ja muut 2010; Takey ja Pearl 1984).

Hiirilla aivolisédkkeen kehitys alkaa ajankohtana E7.5 ja ihmisilld raskauden neljannen viikon
aikana. Aivolisdke kehittyy alkioaikana neuroektodermista (/at. neuroectoderma) ja ektodermista
(lat. ectoderma). Ektodermista muodostuu ns. Rathken tasku (engl. Rathke’s pouch), joka lopulta

muodostaa etu- ja vélilohkot ja neuroektodermista muodostuu takalohko. Hiiren alkiokehityksen
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ajankohtana E17.0 aivolisikkeeseen on muodostunut kaikki kolme lohkoa. Etulohkon
hormonisolutyypit erilaistuvat kehityksen eri ajankohtina. Kortikotrofit ovat hormonisoluista
ensimmaisind tdysin erilaistuneita, noin ajankohtana E12.5, tyreotrofit noin E14.5, somatotrofit noin

E15.5, ja laktotrofit sekd gonadotrofit noin E16.5 (Le Tissier ja muut 2012).

Etulohkon hormonisolut adaptoituvat yksilon kehityksen eri kynnysvaiheisiin, kuten puberteettiin ja
imettdmiseen. Noin 6—10 viikon ik&isilla uroshiirilld somatotrofien méara kasvaa runsaasti, silla
niitd tarvitaan puberteetin jidlkeiseen kasvutahdin nopeutumiseen (Le Tissier ja muut 2012).
Imettédvilld naarashiirilld laktotrofit muodostavat selkeitd kuusikulmion mallisia rakenteita, joissa
solut ovat runsaasti kontaktissa toisiinsa (Hodson ja muut 2012; Le Tissier ja muut 2012). Liséksi
imettdvien naarashiirten somatotrofit ja laktotrofit molemmat ilmentavét pr/-geenid (prolaktiini)
enemman kuin ei-imettdvien naarashiirten, mika kertoo prolaktiinin lisddntyneesta tarpeesta sekd

etulohkon hormonisolujen plastisuudesta (Ho ja muut 2020).

1.2.2. Aivolisakkeen makrofagit
Aivolisikkeen makrofagien, eli pitM@-solujen (Lehtonen ja muut 2025), olemassaolo on osoitettu
jo vuonna 1984 (Hume ja muut 1984). Siitd huolimatta niiden alkuperii, ominaisuuksia ja toimintaa
aivolisdkkeessa ei oltu tutkittu, kunnes Lehtonen ja muut (2025) ovat viimeaikaisella

tutkimuksellaan valottaneet nditd seikkoja.

PitM@-solut ovat valtaosin perdisin ruskuaispussista (Lehtonen ja muut 2025). Makrofagit
muodostavat aivolisdkkeen suurimman immuunisolupopulaation ja niitd on aivolisékkeessé jo
alkiokehityksen ajankohtana E17.5. Aivolisdke sisdltdd kuusi makrofagipopulaatiota, joiden
morfologia ja sijainti on populaatiokohtaista ja muuttuu kehityksen mukaan. Lisédksi aivolisdkkeessa
on kaksi monosyyttipopulaatiota. Aivolisdkkeen kuusi makrofagipopulaatiota ovat Core-MAC,
MHCIIP*-MAC, mI-MAC, pBAM-MAC, Oxt-MAC ja Inf-MAC, sekd monosyyttipopulaatiot
Ly6CHMO ja Ly6C*"MO. Core-MAC-populaatio ilmentdi tyypillisimpid makrofagigeeneji, kuten
CD14, CD86 ja Il1b. (Lehtonen ja muut 2025.)

PitM@-soluja 10ytyy hiiriltd niin etu- kuin takalohkostakin, mutta vililohkosta ei niink&én. PitMO-
solut ovat vililld E17.5 — P14 morfologialtaan pyoredmpié kuin vililld 2—8 viikkoa, jolloin ne ovat
morfologialtaan haaroittuneempia, kuten aivojen mikrogliasolut. (Lehtonen ja muut 2025.)
MHCIIP*-MAC-populaatio ilmentdd immuunivasteeseen ja vasta-aineiden esittelyyn liittyvid
geenejd, kuten H2-Eb1, P2ry6, MHCII, CD74 ja H2-DMbI. Namé kaksi ovat vallitsevia pitMQ-
populaatioita kautta aivolisédkkeen kehityksen. (Lehtonen ja muut 2025.) mI-MAC-populaatio eli

mikrogliasolujen kaltaiset pitM@-solut (eng/. microglia like macrophages) ilmentivit tyypillisid
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mikrogliasolugeeneji, kuten Sparc, Salll, SiglecH, P2ryl12, Olfml3, Fscnl ja Nav3. Morfologialtaan
ml-MAC-solut ovat mikrogliasolujen kaltaisesti haaroittuneempia kuin makrofagit yleensa.
(Lehtonen ja muut 2025.) pBAM-MAC-populaatio on aivojen raja-alueiden makrofagien (engl.
border associated macrophages, BAM) kaltainen ja siksi se onkin nimetty pituitary border
associated macrophages -populaatioksi. Tdméa populaatio ilmentéa siis tyypillisid BAM-
markkereita, kuten Lyvel, CD163 ja Pf4. Hiiren vanhetessa tdmé populaatio pienenee, vaikka
kyseinen populaatio onkin yksi suurimmista aivolisikkeen aikaisemmassa kehitysvaiheessa.
(Lehtonen ja muut 2025.) Oxt-MAC-populaatio ilmentdd geenejd, jotka liittyvit oksidatiiviseen
fosforylaation, kuten Cox8a ja Cox4il. (Lehtonen ja muut 2025.) Inf-MAC-populaatio on varsin
pieni pitM@-alapopulaatio, joka ilmentda interferoni beetaan reagoimiseen ja monosyyttien

erilaistumiseen liittyvid geenejd, kuten Cxc/10. (Lehtonen ja muut 2025.)

Kuten aivojen mikrogliasolut, pitM@-solut eivit korvaannu ajan mySta monosyyttiperdisilla
makrofageilla, vaan ne ylldpitdvét populaatiotaan jakautumalla (Ginhoux ja muut 2010; Lehtonen ja
muut 2025). Aivolisdkkeeseen ei edes tulehdustilanteessa varvitd veren monosyyttejé, jotka

erilaistuisivat makrofageiksi (Lehtonen ja muut 2025).

Aivolisikkeen makrofagit sijoittuvat kudokseen osittain fenotyyppinsé perusteella. Esimerkiksi,
vain takalohkossa esiintyy ml-MAC-populaation soluja, kun taas pPBAM-MAC-soluja esiintyy vain
etulohkon verisuonten ulkopinnoilla. (Lehtonen ja muut 2025.) Suhteessa etulohkon
hormonisoluihin, pitM@-solut asettuvat my®s eri tavoin riippuen hormonisolutyypisté; pitM@-solut
ympérdivat gonadotrofeja, kun taas tyreotrofien vélille ne muodostavat ns. yhteyksié ulokkeillaan.

(Lehtonen ja muut 2025.)

Makrofagien puuttuessa aivolisdkkeestd, kaikkien etulohkon hormonien erittdmisessd on néhtivissa
laskeva trendi, mutta eritoten gonadotrofien tuottaman luteinisoivan hormonin erityksessd ndhdain

selked lasku (Lehtonen ja muut 2025).

1.3. Gonadotrofit ja gonadotropiinit
Hypotalamus on aivojen alaosassa sijaitseva alue, joka ympéro6i kolmatta aivokammiota ja se
koostuu yhdestdtoista tumakkeesta, joista jokainen on osana sddteleméssé kehon eri toimintoja,

kuten ruokahalua, verenpainetta, ruumiinldmpdd, painoa seki neste- ja elektrolyyttitasapainoa.

Osa hypotalamuksen tuottamista hormoneista siételee aivolisikkeen etulohkon hormonisolujen
hormonien tuotantoa, eritysté ja erityksen lakkauttamista. Hypotalamuksen tuottamat hormonit,

jotka saavat aikaan aivolisdkkeen hormonien erityksen ovat tyreotropiinia vapauttava hormoni
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(engl. thyrotropin-releasing hormone, TRH), kortikotropiinia vapauttava hormoni (eng!.
corticotropin releasing hormone, CRH), kasvuhormonia vapauttava hormoni (engl. growth hormone
releasing hormone, GHRH), prolaktiinia vapauttava hormoni (engl. prolactin-releasing hormone,

PRH) ja gonadotropiineja vapauttava hormoni (engl. gonadotropin releasing hormone, GnRH).

Aivoliséke ja hypotalamus muodostavat useita palauteakseleita muiden hormonikudosten kanssa.
Naéitd ovat lisimunuaisten (engl. hypothalamus-pituitary-adrenal gland axis, HPA),
sukupuolirauhasten (engl. hypothalamus-pituitary-gonadal axis, HPG) ja kilpirauhasen (engl.
hypothalamus-pituitary-thyroid axis, HPT) kanssa muodostetut akselit.

Gonadotrofit ovat yksi aivolisékkeen etulohkon viidestd hormonisolutyypistid, jotka reagoivat
hypotalamuksen GnRH:n stimulaatioon pinnallaan ilmentiménsd GnRH-reseptorin (GnRHR)
avulla (Schally 1970). Gonadotrofit poikkeavat muista hormonisolutyypeistd tuottamalla yhden
hormonin sijasta kahta hormonia: LH:ta ja FSH:ta, eli sukupuolirauhasia stimuloivia
gonadotropiineja. LH:n ja FSH:n erittyminen gonadotrofeista riippuu GnRH:n hypotalamuksesta
erittymisen tahdista. Nopea GnRH:n erittymistahti stimuloi LH:n tuotantoa, kun taas GnRH:n
hitaampi erittymistahti stimuloi FSH:n tuotantoa. (Fanis ja muut 2023; Stamatiades ja Kaiser 2018.)
Molemmat gonadotropiinit ovat glykoproteiineja ja koostuvat kahdesta osasta: yhteisestd a-osasta
(engl. common a-subunit, aCSU) ja kummallekin hormonille uniikista B-osasta, LHf tai FSHf}

(Ciccone ja Kaiser 2009; Gharib ja muut 1990; Stamatiades ja Kaiser 2018).

Gonadotrofit ovat etulohkon hormonisolupopulaatioista toiseksi pienin, niiden kokonaisméérian
ollessa noin 10 — 15 prosenttia (Ooi ja muut 2004; Stojilkovic ja muut 2010). Ne sijaitsevat muista
etulohkon hormonisoluista poiketen kaikkialla etulohkossa, eivétkd ns. tumakkeisiin keskittyneina

(Cullingford ja muut 2000; Larkin ja Ansorge 2000).

Gonadotropiinit vaikuttavat uroksissa ja naaraissa eri tavoin, silld ne ovat sukupuolirauhasiin
vaikuttavia hormoneja ja siten niilld on uroksissa ja naaraissa eri kohdekudokset. Uroksissa
luteinisoiva hormoni stimuloi kivesten testosteronia tuottavia Leydigin soluja erittdméan
testosteronia (Molitch 2012). Naaraissa luteinisoiva hormoni stimuloi steroidien erittymisen
munasarjoista, ovulaatiota ja ovulaation jilkeisen progesteronin eli keltarauhashormonin
erittymisen keltarauhasista (Molitch 2012). FSH stimuloi ja yllépitd4 uroksissa spermatogeneesid,
eli siittidsolujen muodostumista, yhdessi testosteronin kanssa. Naaraissa FSH edistda
estrogeenituotantoa stimuloimalla munasarjojen keltarauhasten granuloosasoluja tuottamaan
estrogeenin esiasteita. Lisdksi naaraissa FSH saa aikaan munasarjojen munarakkuloiden

kypsymisen. (Molitch 2012.)
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Kuten mainittua, gonadotrofien hormonieritys perustuu GnRH:n ja sen reseptorin, GnRHR:n,
véliseen vuorovaikutukseen. GnRHR kuuluu GPCR-reseptoriperheeseen (engl. G-protein coupled
receptor, GPCR), mutta erikoispiirteend silld ei ole solunsisdistd karboksyylihdntéé, joka on tarked
reseptorin nopean desensitaation ja sisdistimisen kannalta. GnRHR koostuu, kuten GPCR:t
yleisestikin, seitsemistd transmembraanisesta a-heliksisté ja niitd yhdistévistd kolmesta
solunsisdisestd ja kolmesta solunulkoisesta silmukasta. Heliksit ja silmukat muodostavat
kanavamaisen rakenteen, joka mahdollistaa reseptorin, GnRH:n ja solunsisdisten
signalointiproteiinien keskindisen vuorovaikutuksen. (Bliss ja muut 2010; Fanis ja muut 2023;

Stamatiades ja Kaiser 2018.)

My6s muut solut kuin gonadotrofit ilmentévit pinnallaan GnRH-reseptoria. Vatsakalvon makrofagit
ilmentidviat GnRH-reseptoria pinnallaan ja GnRH-stimulaatio saa niissé aikaan solunsisdisen

kalsiumkonsentraation nousemisen (Min ja muut 2009).

Mutaatiot GnRHR:ssé voivat aiheuttaa normosmista hypogonadotropista hypogonadismia (engl.
normosmic hypogonadotropic hypogonadism), jonka oireena gonadotropiineja ei muun muassa
eritetd pulsseissa ja niiden pitoisuudet ovat alhaisempia kuin terveilld yksil6illda. GnRHR:n
mutaatiot aiheuttavat hairidita koko HPG-akseliin, silld palautevaikutukset kudosten vililla
héiriintyvét. Tdmén seurauksena myodskdin GnRH:ta ei eritetd normaalisti, mika johtaa
gonadotropiinitasojen alenemiseen ja lopulta liian véhiiseen sukupuolirauhasten stimulaatioon.

(Fanis ja muut 2023.)

1.3.1. P2XR-, VGCC- ja IP3R-reseptorikanavat gonadotrofeissa
Hormonien tuotanto ja eritys perustuu solujen viéliselle ja sisdiselle signaloinnille. Aivolisdkkeen
etulohkon hormonisoluissa ionikanavat ovat hormonireseptorien lisdksi tirkedssé osassa tété
signalointia. Gonadotrofeissa GnRH-signalointiin liittyy kolmen eri tyypin ionikanavaa:
plasmamembraanin jénniteriippuvaiset-kanavat (engl. voltage gated channels) sekd purinergiset
(engl. purinergic) ionikanavat ja solunsisdisen solulimakalvoston ionikanavat. Gonadotrofien
GnRHR-signaloinnissa kalsiumkanavat ovat erityisesti térkeitd, silld kalsiumsignalointi
mahdollistaa gonadotropiinien erittimisen gonadotrofeista verenkiertoon muun muassa
valmistelemalla eritysgranuloita ja aikaansaaden eritysgranuloiden eksosytoosin (Stojilkovic ja

muut 2010).

Janniteriippuvaiset ionikanavat (Na*, Ca?* ja K*) koostuvat kanavan muodostavista a-alayksikoisté
ja niiden lisdalayksikdistd. Jdnniteriippuvaisilla kanavilla on joko transmembraaninen heliksi tai

osa, joka toimii ns. jannitesensorina mahdollistaen konformaatiomuutokset kanavassa membraanin
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jannitemuutosten perusteella ja siten kanavan aktivoitumisen, ja ndin on myos jénniteriippuvaisissa

kalsiumkanavissa (Stojilkovic ja muut 2010; Yu ja muut 2005).

Purinergisid eli ATP:ti toimiakseen vaativia reseptoreja on gonadotrofeissa kahdenlaisia: GPCR
adenosiinireseptorit, P2YR:t, ja ligandiriippuvaiset reseptorikanavat, P2XR:t, joista P2XR-kanavat
ovat GnRHR-signaloinnissa avainasemassa. P2XR:t ovat ligandiriippuvaisia (engl. ligand-gated)
ionikanavia ja tarvitsevat siten ATP:n ligandikseen aktivoituakseen. P2XR:t koostuvat kolmesta
alayksikostd, P2X1-7, ja reseptorit voivat olla homo- tai heterotrimeerisid. (Stojilkovic ja muut
2010.) Jokainen alayksikkd koostuu suuresta solunulkopuolisesta osasta, ektodomeenista, kahdesta
transmembraanisesta osasta ja solunsiséisistd N- ja C-hannisti (Stojilkovic ja muut 2010).
Aivolisikkeen hormonisoluista P2X2R:a ilmentivit gonadotrofit ja somatotrofit. Gonadotrofeissa
reseptorin tehtdvand on aktiopotentiaalin (engl. action potential) aikaansaaminen, minka johdosta
solunsisdisen kalsiumin konsentraatio nousee ja siten indusoi gonadotropiinien erittamisti solusta

(Stojilkovic ja muut 2010).

Koska ATP hydrolysoituu nopeasti ADP:ksi ja fosfaatiksi ja on siten epéstabiili yhdiste, voidaan
sitd stabiloida kéyttdmallda ATP:n hajoamista estévilld tekijoilld, mikd helpottaa ATP:n tutkimista.
Naéitd hajoamista estivid tekijoitd ovat esimerkiksi NTPDaasien (engl. NTPDases) inhibiittorit,
jotka estivit ndiden nukleotidifosfaatteja hajottavien entsyymien toiminnan. POM1, eli

polyoksotungstaatti 1 (engl. polyoxotungstate 1) on tillainen inhibiittori (Wall ja muut 2008).

ATP:n tirkeydestd GnRHR-signaloinnissa kertoo, ettdi GnRH-stimulaation seurauksena myos
ATP:n basaalieritys gonadotrofeissa nousee, sekd ATP:n samanaikainen erittyminen
hypotalamuksesta GnRH:n kanssa lampaissa, joilta on poistettu munasarjat (Stojilkovic ja muut
2017). ATP:ti sdilytetdénkin gonadotrofeissa todennékdisesti ns. eritysvesikkeleissi (engl.
secretory vesicle), joista sitd vapautetaan GnRH-stimulaation yhteydessi, jotta myds P2XR-kanavat

padstiisivat kalsiumia gonadotrofiin. (Tomic ja muut 1996; Bliss ja muut 2010.)

Solunsisdiselld solulimakalvostolla ilmennetéén IPs-reseptorikanavia (engl. inositol triphosphate 3
receptor, IP3R), jotka vapauttavat kalsiumia solulimakalvoston vesikkeleistd solulimaan (Stojilkovic
jamuut 2010). IP3R:t muodostavat neliapilamaisen kanavarakenteen neljdstd alayksikostd, minka
ansiosta reseptorikanava on kalsiumspesifinen (Stojilkovic ja muut 2010). IP;R-vilitteinen
kalsiumvirtaus solulimakalvostosta on tasaista kaikissa muissa aivolisdkkeen hormonisoluissa
lukuun ottamatta gonadotrofeissa (Stojilkovic ja muut 2000, 2010). Solulimakalvoston

kalsiumvarantojen ehtyminen IP3;R-vilitteisten kalsiumpulssien vuoksi saa aikaan kalsiumsyoksyn
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soluun solukalvon kalsiumkanavien, kuten VGCC:ien ja P2XR:ien, kautta. Néin solulimakalvoston

kalsiumvarantoja saadaan ehdytettyd. (Stojilkovic ja muut 2017.)

1.3.2. GnRHR-signalointi
GnRH:ta tuottaa hypotalamuksen GnRH-hermosolut ja sitd vapautetaan aivolisikkeeseen kulkevaan
verenkiertoon ns. hypotalamuksen keskikohoumasta (engl. median eminence) (Stamatiades ja

Kaiser 2018).

GnRHR-toimintamekanismi on seuraavanlainen (kuva 3). GnRH sitoutuu GnRHR:n
ekstrasellulaarisiin eli solun ulkopuolisiin silmukoihin (kuva 3.1), mik4 saa aikaan
konfiguraatiomuutoksia reseptorissa ja reseptorin intrasellulaariselle eli solun siséiselle puolelle
kiinnittyneen G-proteiinin irtaantumisen reseptorista. G-proteiini aktivoi fosfolipaasi Cp:n (engl.
phospholipase CB, PLCP) ja fosfolipaasi D:n (engl. phospholipase D, PLD) (kuva 3.2), jotka
vuorostaan hydrolysoivat omia substraattejaan. PLCP hydrolysoi fosfatidyyli-inositoli-4,5-
bisfosfaatin (engl. phosphatidyl inositol 4,5-bisphosphate, PIP>) inositoli-1,4,5-trifosfaatiksi (engl.
inositol 1,4,5-triphosphate, IP3) ja diasyyliglyseroliksi (engl. diacylglycerol, DAG) (kuva 3.3.a.), ja
PLD hydrolysoi fosfatidyylikoliinin (engl. phosphatidylcholine, PC) fosfatidihapoksi (engl.
phosphatidic acid, PA) ja fosfatidyylietanoliksi (engl. phosphatidylethanol, PET) (kuva 3.3b.). IP3
kulkeutuu solunsisdiseen solulimakalvostoon (kuva 3.4.a.), jossa se saa aikaan kalsiumin
vapautumisen solulimaan solulimakalvoston kalsiumvarannoista (kuva 3.5.a.). Tamai kalsiumpulssi
myos aktivoi proteiinikinaasi C:té (engl. protein kinase C, PKC) (kuva 3.6.). (Bliss ja muut 2010;
Fanis ja muut 2023; Stamatiades ja Kaiser 2018.)

Tédmin yhteydessd solun ulkopuolelta alkaa virrata kalsiumia soluun P2XR- ja jinniteriippuvaisten
kalsiumkanavien kautta (kuva 3.4.ap). P2X2R-kanava vaatii kolmen ATP-molekyylin sitoutumisen
sen solunulkoisiin silmukoihin paistdidkseen kalsiumia lavitseen. (Stojilkovic ja muut 2010.) Tama
solun ulkopuolelta virtaava kalsium takaa tasaisemman kalsiumsaatavuuden ja saa solunsisdisen

kalsiumkonsentraation nousemaan tarpeeksi korkealle hormonien erittimisen takaamiseksi.

PA:sta tuotetaan myds DAG:ia (kuva 3.4.b.). DAG aktivoi PKC:n (kuva 3.6.), joka saa aikaan
mitogeeniaktivoidun proteiinikinaasin, SRC-kinaasin ja Raf-1-kinaasin aktivoitumisen (kuva 3.7.).
Té&mai johtaa transkriptiotekijoiden, kuten Egr-1, c-Jun, c-Fos ja Elk-1, fosforylaatioon (kuva 3.8.) ja
siten aktivaatioon, minkd ansiosta LHfB:n ja FSHp:n tuotanto tapahtuu (kuva 3.9.). Valmiit hormonit
eritetddn verenkiertoon solun sisiisistd vesikkeleistd, minka kautta ne kulkeutuvat
sukupuolirauhasiin (kuva 3.10.) ja muihin kohdekudoksiinsa. (Bliss ja muut 2010; Fanis ja muut

2023; Stamatiades ja Kaiser 2018.)
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DAG:n muodostuminen johtaa my6s PKC isotsyymien (engl. isozyme) aktivaatioon ja edesauttaa
solunsisidisen kalsiumkonsentraation tasaisempaa nousua VGCC-kanavien avulla, silld VGCC-
vélitteinen kalsiumin sisddnvirtaus on osittain PKC-isotsyymien toiminnasta riippuvainen

(Mulvaney ja muut 1999). (Bliss ja muut 2010)

@ VGCC
atp @ @ Solul.imakalvoslo
o
@ \_.

ATP

P2X2R

GnRH ,, @ — @\ SRC

MAPK ,» Egr-1, c-Jun,

{g‘.} < % % Raf-1 c-Fos, Elk-1
PET * TLHb

FSHb
e = LH
#@0 FSH /
N Tuma

Kuva 3. Gonadotropiineja vapauttavan hormonin (engl. gonadotropin releasing hormone, GnRH)
toimintamekanismi gonadotrofeissa. (1.) GnRH sitoutuu GnRHR:n solun
ulkopuoliseen/ekstrasellulaariseen hantaan, mika saa aikaan GnRHR:n solunsisaiseen/intrasellulaariseen
domeeniin sitoutuneen Ga-proteiinin irtaantumisen reseptorista, mika johtaa fosfolipaasi C:n (PLCB) ja
fosfolipaasi D:n (PLD) aktivaation (2.). PLCB hydrolysoi fosfatidyyli-inositoli-4,5-bifosfaatin (PIP2) inositoli-
1,4,5-trifosfaatiksi (IP3) ja diasyyliglyseroliksi (DAG) (3.a). IPs kulkeutuu solulimakalvostoon (4.a), jossa se
saa aikaan kalsiumin vapautumisen solulimakalvoston kalsiumvarannoista (5.a). Miltei valittdmasti taman
jalkeen solun ulkopuolelta virtaa sisdan lisaa kalsiumia VGCC- (engl. voltage gated calcium channel) ja
P2X2R-kanavien kautta (4.ab). PLD hydrolysoi solukalvon fosfatidyylikoliinin (PC) fosfatidyylietanoliksi (PET)
ja fosfatidihapoksi (PA). PA:n tuotanto johtaa DAG:in lisdtuotantoon (5.b). DAG aktivoi proteiinikinaasi C:ta
(PKC) (6.), joka saa aikaan mitogeeniaktivoidun proteiinikinaasin, SRC-kinaasin ja Raf-1-kinaasin
aktivoitumisen (7.). Naiden kinaasien aktivaatio johtaa lopulta transkriptiotekijoiden (Egr-1, c-Jun, c-Fos, Elk-
1) fosforylaatioon ja siten aktivaatioon (8.), miké lopulta saa aikaan LHB:n ja FSHp:n tuotannon (9.). Lopulta
tuotetut hormonit eritetdan solunsisaisista vesikkeleistad solun ulkopuolelle, verenkiertoon ja
sukupuolirauhasiin, munasarjoihin ja kiveksiin (10.). Kuva on tehty BioRender-ohjelmalla.

Signalointi jatkuu, kunnes sukupuolirauhasten erittimien hormonien (estrogeenin,
keltarauhashormonin ja testosteronin) pitoisuudet ovat veressi niin korkeat, ettd ne inhiboivat

hypotalamuksen GnRH:n tuotantoa (Gupta ja muut 2021).
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1.4. Tutkimuksen tavoitteet
Mekanismia, jolla aivolisdkkeen makrofagit ovat osassa gonadotrofien hormonituotannon séételyé
ei tiedetd. Pia Rantakarin tutkimusryhméssi tehdyn tutkimuksen perusteella tiedetdén, ettd
eviattdessd makrofagien padseminen aivolisdkkeeseen alkion kehityksen varhaisessa vaiheessa
(E6.5), eritoten aivolisdkkeen etulohkon gonadotrofien tuottaman luteinisoivan hormonin eritys
laskee. Aivolisdkkeen makrofagit ovat siis osallisia gonadotrofien hormonitoiminnan sédtelyyn,
mutta tarkkaa mekanismia ei tiedetd. Téssd tutkielmassa tdtd mekanismia haluttiin tutkia

tarkemmin.

Tédmin pro gradu -tutkielman tarkoituksena olikin tarkastella aivolisdkkeen makrofagien
osallisuutta gonadotrofien hormonitoimintaan. Tdtd varten optimoitiin protokolla koejdrjestelylle,
jossa mitattiin pitM@-solujen ja gonadotrofien in vitro -priméérikasvatuksista ATP-konsentraatioita
ATP-, GnRH- ja POM1-késittelyiden jélkeen. Primédérikasvatuksissa voitiin tarkastella spesifisesti
juuri aivolisdkkeen makrofagien ja gonadotrofien kanssakdymistd kudoksen viitekehyksen
ulkopuolella, ja ATP-konsentraatiot kertovat epédsuorasti gonadotrofien hormonitoiminnan

aktiivisuudesta. Néin ollen tutkielman tavoitteet olivatkin:

1. Optimoida GnRHR-primddrivasta-aineen kdytté virtaussytometriassa

Sfluorokromikonjugoidun vasta-aineen kanssa
2. Selvittdd, ilmentdvitko pitMO-solut GnRH-reseptoria
3. Optimoida pitM@-solujen ja gonadotrofien fluoresenssiaktivoidun lajittelun protokolla

4. Arvioida, miten ATP-, GnRH- ja POM-kdsittelyt vaikuttavat pitMO-solujen ja

gonadotrofien ATP-aineenvaihduntaan in vitro



25

2. Materiaalit ja metodit

2.1. Hiiret
Tyossa kdytettiin 5 viikon - 8 kuukauden ikiisid naaras- ja uroshiirid hybriditaustaisesta Ms4a3 Cre
x Tomato lox x Cx3cr1-EGFP (x Cebpb lox) ja yleisesti kdytetysti sisdsiittoisesta C57BL/6NR]
(6N, Janvier Labs) kannoista. Hiirid kasvatettiin Turun yliopiston koe-eldinkeskuksessa
standardiolosuhteiden vallitessa/standardiolosuhteissa. Huoneiden ilmankosteus oli 55 % + 15 % ja
lampdatila +21 °C £ 3°C. Valorytmi oli normaali siten, ettd valoa oli 12 h (klo 07:00 — 19:00) ja
pimedd 12 h. Kaikki eldinkokeet suoritettiin Aluehallintoviraston valtakunnallisen
hankelupalautakunnan hyvéksymin tavoin (hankelupanumero 23546/2023) ja EU-lainsdadédnnon

mukaisesti noudattaen EU-direktiivid 2010/63/EU. Hiiret lopetettiin hiilidioksidilla.

2.2. Jaaleikevarjaykset

2.2.1. Naytteiden keraaminen ja valmisteleminen
Aikuiset hiiret lopetettiin hiilidioksidilla, minké jdlkeen hiiret perfusoitiin ensin 1x
fosfaattipuskuroidulla suolaliuoksella (engl. phosphate buffered saline, PBS; gibco) ja sitten 4 %:1la
paraformaldehydilld (PFA; ChemCruz). Kallonpohja keréttiin kokonaisuudessaan aivoliséke vield
siind kiinni ja laitettiin 24-kuoppalevyn kaivoihin, joissa oli kylmééd 1x PBS-liuosta. Tdmén jdlkeen
néytteet pestiin kolme kertaa PBS-liuoksella siten, ettd aivolisdkkeet irrotettiin kallonpohjista toisen
pesun jélkeen. Pesujen aikana néytteitd pidettiin tasoravistelijassa (100 Mot./min, KS 501 D, Jank

& Kunkel) + 4°C:ssa.

Naéytteistd tehtiin kryotomilla leikkaamiseen sopivia paloja heti pesujen jélkeen upottamalla ne
OCT™ -viliaineeseen (Optimal Cutting Temperature compound, OCT; Tissue-Tek®) ja

jaadyttamalla kuivajdilla, ndytteet sdilottiin -70°C:een.

Naéytteet leikattiin kryotomilla. Ennen leikkaamisen aloittamista ndytteiden annettiin olla kryotomin
leikkuukammiossa -15°C:ssa 45-90 minuutin ajan. Leikkaamisen ajaksi leikkuukammion lampétila
laskettiin -20°C:seen. Néytteistd leikattiin viiden pm:n paksuisia leikkeitd, jotka kiinnitettiin
laseihin pitdmaélld laseja asetonissa viiden minuutin ajan. Ndytteiden annettiin kuivua

huoneenlammossai ja sdilottiin -70°C:een.

2.2.2. Leikkeiden varjaaminen
Mikroskooppilaseilla olleiden ndytteiden ympdrille piirrettiin vahaympyrit ja ndytteet kiinnitettiin
laseihin inkuboimalla niitd 2 %:lla PFA-liuoksessa, huoneenlammdssé 15 minuutin ajan.

Nayteleikkeet pestiin PBS-liuoksella. Pesun jilkeen ndytteitd blokattiin vasta-aineiden
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epaspesifiseltd sitoutumiselta huoneenldmmossi pimedssd kosteuskammiossa yhden tunnin ajan
vasta-aineiden epaspesifistd sitoutumista estivissd puskurissa. Ensimmaéisessi toistossa kaytettiin
seuraavaa puskuria: 1 % FCS (engl. fetal calf serum, naudan alkion seerumi; Biowest), 1 % NMS
(engl. normal mouse serum, normaali hiiren seerumi; Jackson ImmunoResearch), 1 % tai 5 % NGS
(engl. normal goat serum, normaali vuohen seerumi; Jackson ImmunoResearch) ja 0,3 % Triton-X
(Sigma) livotettuna 1x PBS-liuokseen. Blokkausliuos poistettiin laseilta takomalla lasien pitk&a
reunaa pOytdd vasten. Nidyteleikkeille liséttiin blokkauspuskuriin valmistettua priméérisid vasta-
aineita (taulukko 2) siséltévid livos ja ndyteleikkeitd inkuboitiin pimedsséd kosteuskammiossa

+4°C:ssa yon yli.

Taulukko 2. Jaaleikkeiden varjadmiseen kaytetyt vasta- ja variaineet.

. . . Iséanta Valmistaja ja Kéytto-
Variaine Tyyppi Fluorokromi .
-elain tuotenumero laimennos
Primaarinen vasta- proteintech, 19950-1- 1:500
GnRHR - Kani
aine AP 1:1000
A.F. Parlow National
Primaarinen vasta-
LHB i - Kani Hormone and Peptide 1:1000
aine
Program
Sekundaarinen Life technologies,
AF488 AF488 Vuohi 1:500
vasta-aine A11034
Sekundaarinen
AF546 . AF546 Vuohi Invitrogen, A11035 1:500
vasta-aine
Sekundaarinen
AF647 . AF647 Vuohi Invitrogen, A27040 1:500
vasta-aine
Nukleaarinen
DAPI o - - Invitrogen 1:5000
variaine

Seuraavana pdivini ndyteleikkeet pestiin kolmesti kolmen minuutin ajan 0,1 %:lla Triton-X-PBS-
liuoksella ja lopuksi huuhdeltiin kastamalla lasit 1x PBS-liuoksessa. Laseille lisdttiin
fluorokromikonjugoituja sekundiirisid vasta-aineita (taulukko 2) sisdltdavéa liuosta ja ndytteita

inkuboitiin pimedssd kosteuskammiossa huoneenldimmdsséd yhden tunnin ajan. Inkubaation jélkeen
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néyteleikkeet pestiin jilleen kolmesti kolmen minuutin ajan 0,1 %:1la Triton-X-PBS-liuoksella ja
lopuksi huuhdeltiin kastamalla lasit PBS-liuoksessa. Laseille liséttiin PBS:44n liuotettua DAPI-
vériainetta (/nvitrogen) (taulukko 2) ja ndytteitd inkuboitiin pimeédssd kosteuskammiossa
huoneenlammossd kymmenen minuutin ajan. Inkubaation jalkeen ndyteleikkeet huuhdeltiin
kastamalla lasit kerran 1x PBS-liuoksessa ja kerran deionisoidussa vedesséd. Niyteleikkeiden
kuivuttua huoneenldmmossd ne preparoitiin Mounting Prolong Gold antifade -kiinnitysaineella

(Invitrogen). Niyteleikkeiti sédilytettiin pimedssé ja +4°C:ssa niiden kuvantamiseen asti.

Naytteet kuvannettiin LSM800 konfokaalimikroskoopilla (Zeiss) AxioObserver mikroskoopilla,
kayttden Plan-Apochromat 20x/0.8 M27 - ja LD LCI Plan-Apochromat 25x/0.8 Imm Korr DIC
M27 -objektiiveja, huoneenldammdssé ilman immersiota ja glyseroli-immersiolla ZEN 2.3 (blue

edition) ohjelmistolla.

2.3. Kudosten kasitteleminen virtaussytometriaa varten

2.3.1. Kudosten keraaminen ja kasitteleminen
Aikuisista hiiristd keréttiin aivolisike kylméaén HBSS-liuokseen (engl. Hank’s Balanced Salt
Solution, Hankin tasapainotettu suolaliuos; Sigma Life Science) ja perna kylmain PBS-liuokseen.
Fenotyypittivii virtaussytometriaa varten aivolisédkkeiden etu- ja takalohkot erotettiin toisistaan
mikroskoopin alla, joista vain etulohko keréttiin talteen. Aivolisdkkeen etulohko hajotettiin
mekaanisesti suspensoimalla edestakaisin ja entsymaattisesti lisddmalla kollagenaasi D:td (10
mg/ml; Roche, Saksa) ja DNaasi 1:td (2 mg/ml; Roche). Naytteitd inkuboitiin 30 minuutin ajan (+37
°C, 5 % COy). Inkubaation jilkeen nédytteet homogenisoitiin pipetoimalla edestakaisin ja ndytteet
suodatettiin silkkikankaan (tiheys 77 um) lépi virtaussytometriaputkeen. Naytteet sentrifugoitiin
putken pohjalle (1006 g, 1,5 min) ja pestiin kerran HBSS-liuoksella entsyymien poistamiseksi,

mink jalkeen ndytteet sentrifugoitiin uudestaan ja lopulta eluoitiin HBSS-liuokseen (300 pl).

Perna kerittiin kylmdan PBS:4én. Pernan rakenne hajotettiin mekaanisesti puskemalla perna
metalliverkon lépi petrimaljalle. Petrimaljalta solususpensio siirrettiin putkeen ja niyte pelletditiin
sentrifugoimalla (1006 g, 1,5 min). Néytteelle tehtiin hemolyysi lisddmaéllad 0,2 %:sta NaCl-liuosta
putkeen ja vorteksoimalla ndytettd noin 15 sekunnin ajan, minka jélkeen putkeen liséttiin 1,6 %:sta
NaCl-liuosta siten, ettd NaCl-liuosten suhde putkessa oli 1:1, ja ndytettd vorteksoitiin jélleen. Nayte
pelletditiin sentrifugoimalla ja pestiin kerran 1x PBS-liuoksella. Lopuksi ndyte eluoitiin 1,5
MLL:a4dn 1x PBS-liuosta ja jaettiin kahteen osaan. Toinen ndistd osista laitettiin limpdkasittelyyn
(50-60 °C) solujen tappamiseksi noin 10 minuutin ajaksi, minka jélkeen osat yhdistettiin samaan

putkeen.
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2.3.2. Kudosten varjagaminen
Ennen vérjdystd ndytteet sentrifugoitiin putken pohjalle ja pestiin kerran PBS-liuoksella. Témén
jélkeen aloitettiin solujen vérjddminen siirtdimalla solut U-pohjaisen 96-kuoppalevyn kuoppiin ja
néytteet sentrifugoitiin kuoppien pohjalle (1500 rpm, 3 min; Eppendorf Centrifuge 5810 R).
Naytteisiin lisdttiin PBS-liuokseen liuotettua eldvisolumarkkeria (Fixable Viability Dye eFluor®
780 (#65-0865), laimennossuhde 1:1000, eBioscience) kuolleiden solujen vérjadmiseksi ja ndytteitd
inkuboitiin kylmissé valolta suojattuna 30 minuutin ajan, minka jélkeen ndytteet sentrifugoitiin ja
pestiin kahdesti EPICSI-liuoksella (EPICSI-liuoksen valmistusohjeet ovat esilla /iitteessd 1) siten,
ettd pesujen vilissd solut pelletoitiin sentrifugoimalla néytekaivon pohjalle, kaatamalla supernatantti
pois ja suspensoimalla solut kuoppaan jéljelle jdéneeseen pesuliuokseen. Ensimmaiisessi toistossa
30 minuutin inkubaation aikana GnRHR-priméiri- ja AF546-fluorokromikonjugoitu
sekundiérivasta-aineet yhdistettiin samaan putkeen ja niitd inkuboitiin pimeéssid 30 minuutin ajan,

jotta vasta-aineet konjugoituisivat toisiinsa.

Virjadmiton kontrollindyte oli valmis tdssd vaiheessa, virjdystd jatkettiin muiden niytteiden
kanssa. Naytteisiin lisdttiin leimaamatonta CD16/32-vasta-ainetta (laimennossuhde 1:100, EPICSI-
liuokseen valmistettu, /nVivoMab) estiméén antigeenispesifisten vasta-aineiden epaspesifistad
sitoutumista Fcylll- ja Fcyll-reseptoreihin, ja ndytteitd inkuboitiin kylméssa valolta suojattuna 5
minuutin ajan. Inkubaation jilkeen néytteisiin liséttiin primairivasta-aine (taulukko 3) EPICSI-
liuokseen liuotettuna ja ndytteitd inkuboitiin kylméssa valolta suojattuna 30 minuutin ajan, minka
jélkeen niytteet pestiin EPICSI-liuoksella. Pesun jdlkeen nidytteisiin lisdttiin sekunddirivasta-aine
(taulukko 3) EPICSI-liuokseen liuotettuna ja ndytteitd inkuboitiin kylméassé valolta suojattuna 30
minuutin ajan. Inkubaation jélkeen ndytteet pestiin ja niihin lisdttiin konjugoidut vasta-aineet
(taulukko 3) EPICSI-liuokseen liuotettuina ja ndytteitd inkuboitiin kylméassé valolta suojattuna 30
minuutin ajan. Lopuksi solut pestiin ja suspensoitiin 300 pl:d44n EPICSI- tai EPICSI + 5 pM EDTA-
liuosta. Lopuksi solut pestiin edelld kuvatulla tavalla ja pesujen jélkeen eluoitiin EPICSI-liuokseen.
Néytteiden virtaussytometria-ajo tehtiin heti vérjayksen paétyttyd BD LSR Fortessa -
virtaussytometrilla, minka jélkeen tulokset analysoitiin FlowJo-ohjelmalla (versio 10, FlowJo,

Treestar Inc).



Taulukko 3. Virtaussytometriassa kaytetyt vasta-aineet
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. . . . o Valmistaja ja Kaytto-
Antigeeni Tyyppi Fluorokromi Isantaelain
tuotenumero laimennos
Primaarinen proteintech
GnRHR 1° - Kani 1:100
vasta-aine 19950-1-AP
a-rabbit- Sekundaarinen ) Invitrogen
AF546 Vuohi 1:400
AF546 2° vasta-aine A11035
Konjugoitu
CD45 ] PerCP-Cy5,5 Rotta BD 550994 1:200
vasta-aine
Konjugoitu
CD11b ] BV786 Rotta BD 740861 1:400
vasta-aine
Konjugoitu eBioscience
F4/80 AF488 Rotta 1:200
vasta-aine 53-4801-82
Konjugoitu
MHCII ] BV711 Rotta BD 563414 1:200
vasta-aine
Konjugoitu BioLegend
CD206 BV650 Rotta 1:200
vasta-aine 565250
Konjugoitu Elabscience
Ly6C AF647 Rotta 1:200
vasta-aine E-AB-F1121M

Kompensaatioiden tekemiseksi solulajittelijoille, valmistettiin myos yksittdisvérjétyt

kompensaatiohelmet. Kompensaatiohelmien vérjdys aloitettiin lisddmalla helmié siséltédvid livosta

(UltraComp eBeads™, ThermoFisher Scientific Life Technologies) virtaussytometriaputkeen,

sentrifugoimalla (1006 g, 5 min) helmet putken pohjaan, pesemélld ne kerran EPICSI-liuoksella ja

kaatamalla supernatantti pois. Pesun jilkeen putkiin lisdttiin vasta-aineet (taulukko 2) EPICSI-

liuokseen liuotettuina, helmié inkuboitiin kylmédssé valolta suojattuina 15 minuutin ajan. Helmien

vérjadmistd varten GnRHR-primédirivasta-ainetta ja AF546-fluorokromikonjugoitua

sekundidrivasta-ainetta inkuboitiin toistensa kanssa samassa putkessa noin 30 minuutin ajan, jotta

niitd voitiin kdyttda konjugoitujen vasta-aineiden lailla. Inkubaation jidlkeen helmet sentrifugoitiin,

supernatantti kaadettiin pois, minka jélkeen helmet pestiin kahdesti. Lopulta helmet suspensoitiin

300 EPICSI-liuokseen.

2.4. Solujen fluoresenssiavusteinen lajitteleminen

2.4.1. Solujen lajitteleminen
Gonadotrofien ja pitM@-solujen lajittelemista tehtiin sekd SONY SH800 BSL2 - ja BD Discover -

solulajittelijoilla. Lajittelu tehtiin joko putkista U-pohjaiselle 96-kuoppalevylle tai Eppendorf-

putkiin, joissa oli joko DMEM:ia (gibco) ja 10 % FCS:44 (Biowest) siséltivad mediumia tai yon-yli-
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mediumia (DMEM/F12 (gibco) + 10 % FCS (Biowest) + 100 IU/ml penisilliini + 100 pg/ml
streptomysiini (100x P/S, Euroclone) + 1x GlutaMax (100x; gibco)). Ennen mediumien
valmistamista FSC ldmpdokasiteltiin 1,5 ml:n Eppendorf-putkissa 55-60°C:ssa 5-10 minuutin ajan

sekoittamalla putkia késittelyn puolessa vilissa.

Molemmissa solulajittelijoissa kéytettiin 100 um:n suutinta (Becton Dickinson) solujen

lajittelemiseen.

2.4.2. Solujen jakaminen primaarikasvatuksiin
Lajitellut solut jaettiin U-pohjaiselle 96-kuoppalevylle siten, ettd kussakin yhteiskasvatuskaivossa
hormonisoluja ja makrofageja oli suhteessa 2:1 tai 1:1. Yksittdiskasvatuskaivoissa, joihin jaettiin
vain jompaakumpaa solutyyppid, yhtéd solutyyppid laitettiin kaivoon sama mairé kuin

yhteiskasvatuskaivoihin.

2.5. ATP-, GnRH- ja POM1-kasittelyt ja ATP-mittaukset primaarikasvatuksista
2.5.1. ATP-ja GnRH-kasittelyt ja naytteiden keraaminen

Kaivoihin jakamisen jélkeen solujen annettiin leviti inkubaattorissa (+37°C, 5 % COz) 30-60
minuutin ajan tai yon yli. Kaivoihin liséttiin valmistettuja 0,5-1 uM ATP:td (ATP disodium salt
hydrate, Sigma-Aldrich), 10 uM GnRH:ta (LHRH acetate salt, BACHEM) ja 10 uM POM1:t4
(2689, LOT# 2A/204874, Tocris bioscience) sisdltineitd indusointimediumeja, minka jélkeen soluja
inkuboitiin mediumien kanssa. Esitetyissd aikapisteissa (0, 5, 15, 30, 45, 60, 80, 120 ja 210 min)
keréttiin 20—60 pl:n néyte, joka laitettiin valkoiselle tasapohjaiselle fosforisoimattomalle 96-
kuoppalevylle ja ndytteen paille lisattiin 100 pl BSS-puskuria (BSS; basal salt solution; 130 mM
NaCl, 5 mM KCI, 1.5 mM CaCl,, 1 mM MgSQO4, 25 mM HEPES, 5 mM glukoosia ja 0,1 % BSA;
pH 7.4).

2.5.2. ATP-mittaukset
ATP-tasojen mittaamiset kerétyistd néytteistd tehtiin ATPLite 1step Lumiscence Assay kitilld
(Rewvvity) valmistajan ohjeiden mukaan. Kalibraatiokdyrdt ATP:lle valmistettiin jokaisen kokeen

alussa. Niytteiden luminesenssi mitattiin Tecan Infinite M200 mikrolevylukijalla.
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3. Tulokset

3.1. GnRHR-primaarivasta-aine toimii parhaiten AF546-fluorokromikonjugoidun
sekundaarivasta-aineen kanssa virtaussytometriassa ja

immunohistokemiallisissa varjayksissa

Gonadotrofit ilmentdvét pinnallaan reseptoria hypotalamuksen erittimille GnRH-hormonille, joka
saa aikaan gonadotropiinien FSH:n ja LH:n tuotannon. GnRH-reseptorin osoittamiseksi soluista
kaytettiin GnRHR-primédrivasta-ainetta ja sen kanssa fluorokromikonjugoitua sekundéérivasta-
ainetta, silld valmiiksi fluorokromikonjugoitua vasta-ainetta hiirelle ei ollut saatavilla. Tavoitteena
oli optimoida GnRHR-priméirivasta-aine fluorokromikonjugoidun sekunddérivasta-aineen kanssa.
Tété varten kéytettiin immunohistokemiallisia kudosleikevirjdyksid ja virtaussytometrista

analyysia.

3.1.1. GnRHR-primaarivasta-aine toimii AF488- ja AF546-fluorokromikonjugoitujen
sekundaarivasta-aineiden kanssa immunohistokemiallisissa

kudosleikevarjayksissa

Immunohistokemiallisilla vérjdyksilld kudosleikkeitd voidaan vérjatd esimerkiksi
fluorokromikonjugoiduilla vasta-aineilla, joiden avulla kudoksesta voidaan osoittaa haluttuja
solupopulaatioita, niiden maérid kudoksessa ja lokalisaatiota kudoksessa. Kudosleikkeet ovat hyva
tapa tutkia edelld mainittuja tekijoitd, mutta metodin heikkoutena on leikkeiden kaksiulotteisuus,
jonka vuoksi solujen todellista sijoittumista esimerkiksi toistensa ympérille voi olla varsin hankalaa

osoittaa.

Aivolisikkeestd tehdyilld jaédleikevardyksillé testattiin eri sekundéérivasta-aineiden toimivuutta
GnRHR-primiirivasta-aineen kanssa immunohistokemiallisesti. Vérjdyksid tehtiin kudosleikkeilld,

jotta voitiin ndhdd GnRHR-vasta-aineen lokalisaatio aivolisdkkeessd (kuva 4, 5 ja 6).

Kaikissa fluorokromikonjugoiduilla vasta-aineilla tehdyissad sekundéérikontrollivirjiyksissd (kuva
4, 5 ja 6), sekundddrivasta-aineiden signaalit ovat himmeiti ja siten osoittavat kokonaan vérjéttyjen
néytteiden fluorokromikonjugoitujen sekundédrivasta-aineiden olevan toimivia.
Sekundédrikontrollindytteissd on kuitenkin hieman taustasignaalia, joka todennékdisesti johtuu
nédytteeseen pesuista huolimatta jafineestd fluorokromikonjugoidusta sekundéiérivasta-aineesta (kuva
4,5 ja 6). Kuvista 4 ja 5 ndhdadn AF488- ja AF546-fluorokromikonjugoitujen sekundddrivasta-

aineiden antavan kirkkaampaa signaalia ja siten toimivan paremmin GnRHR-priméirivasta-aineen
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kanssa kuin AF647-fluorokromikonjugoidun (kuva 6) sekundiirivasta-aineen, jonka signaali on

heikompaa kuin AF488- ja AF546-fluorokromikonjugoitujen sekunddérivasta-aineiden.

GnRHR-AF488

Y hdistetty

Sekundaarikontrolli

GnRHR-AF488

Kuva 4. GnRHR-primaarivasta-aineen toimivuuden testaaminen fluorokromikonjugoidun AF488-
sekundaarivasta-aineen kanssa 9-viikkoisen uroshiiren aivolisake GnRHR-primaarivasta-aineella, AF488-
konjugoidulla sekundaarivasta-aineella (vihrea) ja nukleaarisella DAPI-variaineella (sininen) varjattyna.
Ylemmalla rivilla on sekundaarikontrolli, jonka varjayksessa ei olla kaytetty GnRHR-primaarivasta-ainetta.
Alemmalla rivilla on kokonaan varjatty kudosleike, jonka varjadmisessa on kaytetty GnRHR-primaarivasta-
ainetta. Valkoinen palkki mittakaavana, 50 um, kaikki leikkeet ovat 5 ym:n paksuisia. Kuvat otettiin
konfokaalimikroskoopilla 20x-objektiivilla ilman immersiota.

Y hdistetty

Kokonaan varjatty
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Yhdistetty

Yhdistetty

Sekundaarikontrolli

Kokonaan varjatty

Kuva 5. GnRHR-primaarivasta-aineen toimivuuden testaaminen fluorokromikonjugoidun AF546-
sekundaarivasta-aineen kanssa. 5-viikkoisen uroshiiren aivolisake GnRHR-primaarivasta-aineella, AF546-
konjugoidulla sekundaarivasta-aineella (punainen) ja nukleaarisella DAPI-variaineella (sininen) varjattyna.
Ylemmalla rivilla on sekundaarikontrolli, jonka varjayksessa ei olla kaytetty GnRHR-primaarivasta-ainetta.
Alemmalla rivilla on kokonaan varjatty kudosleike, jonka varjadmisessa on kaytetty GnRHR-primaarivasta-
ainetta. Valkoinen palkki mittakaavana, 50 uym, kaikki leikkeet ovat 5 um:n paksuisia. Kuvat otettiin
konfokaalimikroskoopilla 20x-objektiivilla ilman immersiota.

Kokeita péétettiin siis jatkaa fluorokromikonjugoidulla AF546-sekundéérivasta-aineella ja seuraava
koe tehtiin AF546-fluorokromikonjugoidulla sekundédrivasta-aineella. Ndin meneteltiin, silld
AF488-fluorokromikonjugoitu sekunddirivasta-aine on jo optimoitu ryhmaéssé, jossa tutkielma
tehtiin, kiytettaviksi LH-primédrivasta-aineen kanssa jiéleikevarjiyksissd, joita tehtiin seuraavassa

vaiheessa (Lehtonen ja muut 2025).
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GnRHR-AF647

Yhdistetty

Yhdistetty
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Sekundaarikontrolli
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GnRHR-AF647

Kokonaan varjatty

Kuva 6. GnRHR-primaarivasta-aineen toimivuuden testaaminen fluorokromikonjugoidun AF647-
sekundadrivasta-aineen kanssa. 5- ja 9-viikkoisten uroshiirten aivolisikkeet GhRHR-primaarivasta-
aineella, AF647-konjugoidulla sekundaarivasta-aineella (oranssi) ja nukleaarisella DAPI-variaineella
(sininen) varjattyina. Ylemmalla rivilla on sekundaarikontrolli (9-viikkoinen hiiri), jossa ei olla kaytetty GnRHR-
primaarivasta-ainetta. Alemmalla rivilla (5-viikkoinen hiiri) on kokonaan varjatty kudosleike, jossa on kaytetty
GnRHR-primaarivasta-ainetta. Valkoinen palkki mittakaavana, 50 um, kaikki leikkeet ovat 5 um:n paksuisia.
Kuvat otettiin konfokaalimikroskoopilla 20x-objektiivilla ilman immersiota.

Seuraavaksi tehtiin jaédleikeviarjdykset GnRHR- ja LH-priméérivasta-aineilla, jotta voitiin varmistua
GnRHR:n oikeasta lokalisaatiosta ja optimoida AF546-fluorokromikonjugoidusta sekundéarivasta-
aineesta johtuvaa taustasignaalia kdyttdmalld uutta laimennosta GnRHR-priméérivasta-aineelle
(1:500-laimennoksesta 1:1000-laimennokseen). Gonadotrofit ilmentévit GnRH-reseptoria
(GnRHR) ja siséltdvat LH:ta, eli nditd kahta markkeria virjaamaélla pystyttiin osoittamaan
gonadotrofit. LH-primédirivasta-aineella on jo ryhmaissé, jossa tutkielma tehtiin, tehty samanlaisia
varjayksid kuin tdssi tutkielmassa, eli sen tiedetién osoittavan gonadotrofit aivolisdkkeesti
tehdyissé jadleikkeissd (Lehtonen ja muut 2025). GnRHR-signaalin nikyessé suunnilleen samoissa
kohdissa ja saman verran kuin LH-signaalia, voidaan todeta GnRHR-priméirivasta-aineen myds

osoittavan gonadotrofit aivolisdkkeesta.

Tehtiin sekunddirikontrollivérjdys kudosleikkeille AF546-fluorkromikonjugoidulla

sekundiérivasta-aineella, jonka taustasignaali on hyvin himmed, misté tiedettiin uuden 1:1000-
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laimennoksen toimineen paremmin kuin edellisessé vérjayksessé kdytetyn 1:500-laimennoksen

(kuva 7).

Yhdistetty

Kuva 7. GnRHR-AF546 sekundaarikontrollinayte 9-viikkoisen uroshiiren aivolisékkeesta tehdylla
jaaleikkeellda. AF546-fluorokromikonjugoidulla sekundaarivasta-aineella (punainen) ja nukleaarisella DAPI-
variaineella (sininen) varjatty 9-viikkoisen uroshiiren jaaleike. Valkoinen palkki on 50 um:n mittakaava.
Nayteleike on 5 ym:n paksuinen. Kuvat otettiin konfokaalimikroskoopilla 20x-objektiivilla ilman immersiota.

GnRHR-AF546-vasta-aineparilla tehtiin myds kudosleikevérjays uudella GnRHR-priméarivasta-
aineen laimennoksella, 1:1000, jolla saavutettiin himmedmpi AF546-fluorokromikonjugoidun
sekundiérivasta-aineen taustasignaali ja siten erotettiin yksittdiset gonadotrofit paremmin (kuva 8).
GnRHR- ja LH-priméédrivasta-aineiden lokalisaatioiden perusteella voitiin paételld GnRHR-
primédirivasta-aineen kiinnittyneen juuri gonadotrofeihin eiki epéspesifisesti muihin solutyyppeihin
(kuvat 8 ja 9), silla GnRHR-AF546-signaalia (kuva 8) nékyi juurikin niyteleikkeen reuna-alueilla
eniten ja samankaltaisissa madrin kuin LH-AF488-signaalia (kuva 9). Gonadotrofien tiedetddn
sijoittuvan kaikkialle aivolisdkkeen etulohkossa ja Pia Rantakarin ryhmaéssé aikaisemmin tehtyjen
kokeiden perusteella niiden on huomattu sijoittuvan hieman enemmén etulohkon alaosiin, erityisesti
reunoille (Lehtonen ja muut 2025). Kuvissa 8 ja 9 ndhdddn GnRHR- ja LH- positiivisten solujen

sijoittuvankin voimakkaimmin juuri etulohkon reuna-alueille.
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Yhdistetty
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Kuva 8. GnRH-reseptoria ilmentavien solujen osoittaminen 9-viikkoisen uroshiiren aivolisdkkeista
tehdyilta jaaleikkeiltd. GnRHR-primaarivasta-aineella ja AF546-fluorokromikonjugoidulla sekundaarivasta-
aineella varjatty jaaleike. AF546-signaali nakyy punaisena, keltaiset nuolet osoittavat GnRHR-positiivisiin
soluihin. Valkoinen palkki on 50 pm:n mittakaava ja vihrea palkki on 100 pm:n mittakaava. GnRHR ja DAPI-
yksittaiskuvissa vihreat palkit. Kaikissa kuvissa on kaytetty nukleaarista variainetta DAPI (sininen)
osoittamaan tumat. Nayteleike on 5 ym:n paksuinen. Kuvat otettiin konfokaalimikroskoopilla 25x- ja 20x-
objektiiveilla glyseroli-immersiossa ja ilman immersiota.
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LH-AF488 _DAPL____ |

Kuva 9. GnRH-reseptoria ilmentéavien ja luteinisoivaa hormonia siséltavien solujen osoittaminen 9-
viikkoisen hiiren aivolisdkkeesta tehdyilta jadleikkeiltda. LH-primaarivasta-aineella ja AF488-
sekundaéarivasta-aineella (vihred) varjatty nayte. Keltaiset nuolet osoittavat LH-positiivisiin soluihin Valkoinen
palkki on 50 um:n mittakaava ja vihrea palkki on 100 ym:n mittakaava. LH ja DAPI-yksittiskuvissa vihreat
palkit. Kaikissa kuvissa on kaytetty nukleaarista markkeria DAPI (sininen) osoittamaan tumat. Nayteleike on
5 um:n paksuinen. Kuvat otettiin konfokaalimikroskoopilla 25x- ja 20x-objektiiveilla glyseroli-immersiossa ja
ilman immersiota.
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3.1.2. GnRHR-primaarivasta-aine toimii AF546-fluorokromikonjugoidun
sekundaarivasta-aineen kanssa fenotyypittavassa virtaussytometrisessa

analyysissa

Virtaussytometrian avulla voidaan fenotyypittdd soluja kdyttden fluorokromikonjugoituja vasta-
aineita. GnRHR-primédrivasta-aine, kuten muutkaan priméérivasta-aineet, ei ole
fluorokromikonjugoitu, joten se tulee konjugoida fluorokromin siséltavilld sekundadirivasta-
aineella. Ryhmissd aikaisemmin aivolisdkkeen makrofagien virtaussytometriselle
fenotyypittdmiselle suunniteltu vasta-ainepaneeli toimi kokeiden pohjana ja sen perusteella
sekundiérivasta-ainevaihtoehdoiksi jaiviat AF546- ja AF647-fluorokromikonjugoidut

sekundéadrivasta-aineet.

Tyo6n ensimmadisend vaiheena aivolisdkkeille tehtiin virtaussytometrinen analyysi, jotta voitiin
varmistua GnRHR-priméérivasta-aineen toimivuudesta joko AF546- tai AF647-
fluorokromikonjudoidun sekunddirivasta-aineen kanssa. Toimivuudesta haluttiin varmistua
virtaussytometrisessd analyysissd, silld virtaussytometriavusteisessa solujen lajittelussa voidaan
kayttad samaa primairi-sekunddirivasta-aineparia aivolisakkeen makrofagien ja gonadotrofien
lajittelemiseksi ATP-mittauksia varten. Virtaussytometrian avulla solu- tai kudosnéytteestd voidaan

fluorokromiavusteisesti tunnistaa tiettyjé soluja.

Virtaussytometria-ajon jilkeen tulokset analysoitiin FlowJo-ohjelmalla siten, etti ensin kaikista
havaituista soluista rajattiin soludebris pois (kuva 10A), minké jilkeen toisiinsa takertuneet solut
rajattiin pois (kuva 10B). Seuraavaksi yksittiisistd soluista eroteltiin eldvisolumarkkerin perusteella
kuolleet ja eldvit solut toisistaan (kuva 10C) ja eldvistd soluista eroteltiin CD45-positiiviset ja -

negatiiviset solut (kuva 10D).

Kokonaan virjityssd AF546-néytteessd ndhdddn GnRHR-positiivisia soluja (kuva 10E), kun taas
AF546-sekundéérikontrollindytteessa niitd ei ndhda (kuva 10F). Kokonaan virjityssd AF647-
niytteessd (kuva 10G) kuin AF647-sekundiirikontrollindytteessékdin (kuva 10H) ei sen sijaan
néhda juuri lainkaan GnRHR-positiivisia soluja. Ndhdddn myos, ettd kummankin
fluorokromikonjugoidun sekundédrivasta-aineen sekundiérikontrollindytteissi ei ole
autofluoresenssista johtuvaa taustasignaalia, jolloin voidaan todeta kokonaan virjétyn néytteen
tuloksen olevan luotettava. AF546-fluorokromikonjugoitu sekundéérivasta-aine (kuva 10E ja F)
toimii siis paremmin GnRHR-priméirivasta-aineen kanssa verrattuna AF647-

fluorkromikonjugoituun sekundéérivasta-aineeseen (kuva 10G ja H). Tdmin tuloksen perusteella
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kaikki tutkielman muut virtaussytometria- ja solulajittelunéytteet vérjattiin AF546-konjugoitua

sekundiérivasta-ainetta kéyttien.
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Kuva 10. Virtaussytometrinen analyysimalli FlowJo-ohjelmalla tehtyna. (A) Soludebriin rajaaminen
soluista, (B) yksittaisten solujen rajaaminen toisiinsa tarttuneista soluista, (C) elavien solujen rajaaminen
kuolleista soluista, (D) lymfosyyttien rajaaminen muista soluista. (E) GnRHR-primaarivasta-aineella ja
AF546-sekundaarivasta-aineella varjatyt elavat solut, (F) AF546-sekundaarikontrollindyte, joka on varjatty
vain AF546-sekundaarivasta-aineella ilman GnRHR-primaarivasta-ainetta. (G) GnRHR-primaarivasta-
aineella ja AF647-sekundaarivasta-aineella varjatyt elavat solut, (H) AF546-sekundaarikontrollindyte, joka on
varjatty vain AF647-sekundaarivasta-aineella iiman GnRHR-primaarivasta-ainetta.

3.2. Aivolisakkeessa on GnRHR-positiivisten makrofagien alapopulaatio

Vatsakalvon makrofagien on osoitettu ilmentdvin GnRH-reseptoria pinnallaan (Min ja muut 2009).
Haluttiinkin selvittdd, ilmentavétkd myos pitM@-solut GnRH-reseptoria pinnallaan, miké osittain
valottaisi niiden roolia gonadotrofien hormonitoiminnan saitelyssé. Tétd varten hyddynnettiin
virtaussytometrista analyysia, jonka avulla voitiin erottaa toisistaan eri solupopulaatiot ja niiden

alapopulaatioita.

3.2.1. Aivolisakkeen GnRHR-positiiviset pitM@-solut ja gonadotrofit kyetdan
osoittamaan aivolisakkeesta fenotyypittavalla virtaussytometrisella analyysilla

Aivolisikkeen etulohkosta osoitettiin gonadotrofien ja makrofagien solupopulaatiot
virtaussytometriselld analyysilld. Populaatioiden osoittamiseen kiytettiin seuraavanlaista

virtaussytometrisen analyysin mallia (Kuva 11): kaikista soludebriksesta rajatuista soluista (kuva
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11A) eroteltiin toisiinsa tarttuneista soluista yksittdiset solut (kuva 11B), joista eroteltiin eldvét solut
kuolleista eldviasolumarkkerin avulla (kuva 11C). Elédvista soluista erotettiin kaksi populaatiota
(kuva 11D), immuunisolumarkkerille CD45:1le positiiviset ja negatiiviset solut. CD45 -soluista

erotettiin GnRHR " -yksittéispositiiviset solut (kuva 11E).

CD45" soluista erotettiin monosyyttimarkkeri Ly6C:lle negatiiviset ja myeloidisolumarkkeri
CDl11b:lle positiiviset solut (kuva 11F). Ndin meneteltiin, silld aivolisdkkeen makrofagien tiedetddn
olevan perdisin ruskuaispussista (Lehtonen ja muut 2025), eivitké ne siis ole positiivisia Ly6C:lle,

jota luuydinperdiset makrofagit ilmentévat.

Seuraavaksi rajattiin kaikki aivolisdkkeen makrofagit CD11b:n ja F4/80:n perusteella (kuva 11G).
Tastd populaatiosta saatiin kolme MHC II-markkerin ilmentdmistasoon perustuvaa solupopulaatiota
(kuva 11H) ja kaikki pitM@ GnRHR-positiiviset solut (kuva 111). MHCII-reseptorin
ilmentémistason perusteella jaotellut GnRHR-positiiviset makrofagipopulaatiot olivat GnRHR+ ja
MHCII'*¥ (Kuva 11J), GanRHR" ja MHCII™ (kuva 11K) seki GnRHR" ja MHCII"¢" (kuva 11L).
Kaikissa MHCII:n ilmentymiseen perustuvissa populaatioissa GnRHR:n ilmentyminen oli selkeéa,
mika osoittaa myds mahdollisesti useamman aivolisakkeen makrofagipopulaation ilmentivin

kyseisté reseptoria.
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Kuva 11. Virtaussytometrisen anayysiprosessin malli gonadotrofien ja makrofagien osoittamiseksi
hiiren aivolisdkkeesta FlowJo-ohjelmalla tehtyna. PitMJ tarkoittaa aivolisdkkeen kaikkia makrofageja. (A)
Solujen rajaaminen soludebriksesta, (B) yksittaisten solujen rajaaminen kaikista soluista, (C) elavien solujen
rajaaminen elavasolumarkkerin perusteella, (D) lymfosyyttien rajaaminen muista soluista, (E) gonadotrofien
rajaaminen lymfosyyteista, (F) ruskuaispussiperaisten Ly6C-negatiivisten solujen rajaaminen
luuydinperaisista Ly6C-positiivisista soluista, (G) pitMJ-solujen rajaaminen ruskuaispussiperaisista CD11b-
positiivisista soluista, (H) GhnRHR-positiivisten pitMd-solujen rajaaminen kaikista pitMd-soluista, (1) MHCII-
reseptorin ilmentymistason perusteella kolmen makrofagialapopulaatioiden rajaaminen toisistaan, (J) MHCII-
reseptoria matalasti iimentavat GnRHR-positiiviset pitM@J-solut, (K) MHCII-reseptoria keskitasoisesti
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iimentavat GnRHR-positiiviset pitMJ-solut, (L) MHCII-reseptoria korkeasti iimentavat GnRHR-positiiviset
pitM@-solut.

Virtaussytometrisen analyysin perusteella lasketusta pitM@-solujen kokonaisméarasta GnRHR-
positiivisten pitM@-solujen médra on populaation kokoon verrattuna tilastollisesti merkittavasti

alhaisempi (kuva 12A), noin 7 % pitM@-solujen populaatiosta (kuva 12B).
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Kuva 12. GnRHR-positiivisten pitM@-solujen maaran vertaileminen pitMJ@-solujen kokonaismaaraan.
(A) GnRHR-positiivisten pitMd-solujen maara verrattuna kaikkien pitM@-solujen maaraan, GnRHR-
positiivisia pitMdJ-soluja on huomattavasti vdahemman. (B) GnRHR-positiivisten pitMJ-solujen prosenttiosuus
kaikista pitMd-soluista. **p < 0.01 Tilastollista merkittavyytta mitattiin parittomalla T-testilla. Jokainen piste
edustaa yhta aivolisaketta.

3.3. Aivolisakkeen makrofageja ja gonadotrofeja kyetaan lajittelemaan

virtaussytometrialla

Lajittelevalla virtaussytometrialla voidaan lajitella soluja niiden pintareseptorien perusteella siten,
ettd lajiteltuja soluja voidaan jélkeenpdin kdyttdd muihin koejarjestelyihin. Tassé tutkielmassa
haluttiin lajitella aivolisdkkeestd pitM@-solut ja gonadotrofit, jotta niitd voitiin tutkielman

myOhemmaissa vaiheessa kdyttdd ATP-konsentraatioiden mittaamiseen soluviljelmésta.

3.3.1. Analyysimallit virtaussytometrisille solulajittelijoille
PitM@-solut ja gonadotrofit rajattiin muista soluista, jotta vain nima kaksi populaatiota saatiin

lajiteltua talteen. SONY SH800 -solulajittelijalla analyysimalli oli seuraavanlainen: ensin solut
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rajattiin soludebriksestd (kuva 13A), joista erotettiin yksittdiset solut (kuva 13B ja C). Yksittdisistd
soluista erotettiin eldvét solut, joista erotettiin CD45-positiiviset ja -negatiiviset solut (kuva 13D).
Lopulta erotettiin kaksi talteen keréttavda solupopulaatiota: CD45 positiivisista soluista F4/80-
positiiviset solut (kuva 13E; aivolisdkkeen makrofagit, pitM@) ja CD45-negatiivista soluista
GnRHR-positiiviset ja F4/80-negatiiviset solut (kuva 13F; gonadotrofit).

B
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Kuva 13. SONY SH800 -solulajittelijalle tehty virtaussytometrinen analyysimalli aivolisdkkeen
makrofagien ja gonadotrofien fluoresenssiavusteiseen lajittelemiseen. PitM@ tarkoittaa aivolisdkkeen
kaikkia makrofageja. (A) Solujen rajaaminen soludebriksesta, (B ja C) toisiinsa takertuneiden solujen
rajaaminen yksittaisista soluista, (D) elavien solujen rajaaminen kuolleista soluista, (E) CD45-positiivisten

lymfosyyttien ja CD45-negatiivisten muiden solujen rajaaminen toisistaan, (F) F4/80-positiiviset pitM@-solut,
(G) GnRHR-positiiviset gonadotrofit.

BD S8 Discover-solulajittelijalla analyysimalli oli seuraava: Kaikista havaituista tapahtumista
erotettiin solut soludebriksestéd (14A ja B), minké jdlkeen yksittdiset solut rajattiin toisiinsa
tarttuneista soluista (14C, D ja E) etu- ja sivusirontojen avulla. Yksittéisistd soluista rajattiin elavét

solut eldviasoluamarkkerin perusteella (14F ja K), minké jélkeen eldvistd soluista erotettiin CD45" ja
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CD45" -populaatiot (14G ja L). CD45-negatiivisista soluista rajattiin GnRHR-positiiviset solut, eli
gonadotrofit (141 ja N). CD45-positiivisista soluista rajattiin pitM@-solut (14H ja M).
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Kuva 14. BD S8 Discover -solulajittelijalla tehty virtaussytometrinen analyysimalli aivolisédkkeen
makrofagien ja gonadotrofien fluoresenssiavusteiseen lajittelemiseen. (A) Kaikki havaitut tapahtumat,
(B) solujen rajaaminen soludebriksesta, (C, D ja E) yksittaisten solujen rajaaminen toisiinsa takertuneista
soluista, (F) elavien solujen rajaaminen kuolleista soluista, (G) CD45-positiivisten lymfosyyttien ja CD45-
negatiivisten muiden solujen rajaaminen toisistaan, (H) F4/80-positiiviset pitMd-solut, (1) GnRHR-positiiviset
gonadotrofit.

3.3.2. SONY SH800 - ja BD S8 Discover -solulajittelijoilla pystytaan lajittelemaan
aivolisakkeen gonadotrofeja ja pitM@-soluja

Soluja lajiteltiin kahdella solulajittelijalla. Ensimmadiset solulajittelut tehtiin SONY SH800 -
solulajittelijalla, jolla saatiin keréttyi talteen 183,4 + 72,1 pitM@-solua ja 380,6 + 390,6
gonadotrofia. Koska saanto oli varsin matalaa kautta linjan SONY SHS800 -lajittelijalla, lajitteluja
siirryttiin tekemidn BD S8 Discover -lajittelijalla. BD S8 Discover -solulajittelijalla saatiin keréttya
talteen 2806 + 1504 pitM@-solua ja 5848 + 4751 gonadotrofia. Vertailtaessa niiltd kahdelta
solulajittelijalta saatujen solujen saantoa, oli huomattavissa, ettd BD S8 Discover-solulajittelijalla
saatiin kerdttyé talteen keskimddrin enemmain kumpaakin solutyyppid (kuva 15A ja B). PitMO-

soluja saatiin lajiteltua BD S8 Discover -lajittelijalla merkittévisti enemmén kuin SONY SH800 -
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lajittelijalla (kuva 15B), kun taas gonadotrofien saannossa ei ole tilastollisesti merkittavéa eroa,
vaikkakin kuvasta 15A voidaan huomata BD S8 Discover -lajittelijan saannon olevan korkeampaa

kuin SONY SHS800 -lajittelijan.
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Kuva 15. Solujen saannon vertailu SONY SH800 - ja BD S8 Discover -solulajittelijoiden valilla. (A)
Gonadotrofien saannon vertailu SONY SH800 - ja BD Discover -solulajittelijoilla. (B) Aivolisdkkeen
makrofagien saannon vertailu SONY SHB800 - ja BD S8 Discover -solulajittelijoilla. PitMJ tarkoittaa
aivolisakkeen kaikkia makrofageja. *p < 0.05. Jokainen piste vastaa yhta aivolisaketta.

3.4. GnRH-indusointi saa aikaan muutoksia gonadotrofien ja pitM@-solujen
kasvatuksien ATP-konsentraatioissa

Vatsakalvon GnRHR-positiivissa makrofageissa tapahtuu solunsisdisen kalsiumin konsentraation
nouseminen GnRH-stimulaation seurauksena (Min ja muut 2009). Kalsiumtasojen nouseminen
makrofageissa saa aikaan ATP:n vapautumisen solun ulkopuolelle, jossa se voi esimerkiksi toimia
muiden solujen aktivoijana (Zumerle ja muut 2019). Kalsium on mys gonadotrofien GnRHR-
signaloinnissa tirkedssé osassa, edistien gonadotrofien hormonien tuotantoa ja eritystd. Kalsiumin
toimintaan GnRHR-signaloinnissa liittyy solun ulkopuolisen ATP:n konsentraatio, silld ATP aktivoi
osaa solukalvolla olevista kalsiumia sisddnpaistivistd kanavista. Néin ollen lajitellut solut jaettiin
pitM@-solujen ja gonadotrofien yksittdis- ja yhteiskasvatuksiin, joista keréttiin mediumnéytteita
ATP-konsentraatioiden mittaamiseksi. Ndin meneteltiin, jotta saatiin selvitettyd miten erilaiset ATP-

, GnRH- ja POM1-kisittelyt vaikuttavat pitM@-solujen ja gonadotrofien yksittdis- ja
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yhteiskasvatusten ATP:n konsentraatioihin. ATP:n konsentraatio osoittaa epédsuorasti, kuinka paljon

kalsiumia soluihin otetaan sisddn, mikd vuorostaan vaikuttaa gonadotrofien hormonien eritykseen.

Entsyymikytkenndiselld fluorometriselld analyysilld pystytdén mittaamaan mataliakin ATP-
konsentraatioita luotettavasti myds solukasvatusten mediumeista. Taémén koejarjestelyn tavoitteena

oli testata ja lopuksi optimoida solukasvatuksista ATP-konsentraatioiden mittaaminen.

3.4.1. ATP-tasojen mittaamisen protokollan optimointiprosessi
Lajittelun jdlkeen solut jaettiin lajitteluputkista 96-kuoppalevyjen kaivoihin. Lajittelusta saatujen
solujen lukumairasté laskettiin kaavan 1 osoittamalla tavalla, kuinka paljon soluja kaivoihin

saataisiin. Kuhunkin kaivoon pyrittiin saamaan vahintédén 5000 solua.

Saatujen solujen maara

— = Kuhunkin kaivoon tuleva solujen maara (1)
Kaivojen maara

Lajittelun péétteeksi, lajitteluputkista myos mitattiin niissd olleen mediumin tilavuus, minka jilkeen
voitiin laskea kuhunkin 96-kuoppalevyn kaivoon pipetoitavan mediumin tilavuus kaavan 2

osoittamalla tavalla.

Tilavuus,jossa solut ovat lajittelun jilkeen

— - = Jokaiseen kaivoon pipetoitu tilavuus (2)
Kaivojen maara

Kasvatuslevyjen kaivoihin jaetuille soluille tehtiin (1.) ATP-, (2.) ATP- ja GnRH-, (3.) ATP- ja
POMI1-, (4.) GnRH- ja POM1-, (5.) ATP- ja GnRH- ja POMI- tai (6.) GnRH-kasittelyji, jonka
jélkeen kasvatuksissa olleen ATP:n konsentraatiota mitattiin. Ennen ATP:n konsentraation
mittaamista ATPLite-kitille valmistettiin kalibraatiosuora (kuva 16), jonka avulla pystyttiin

laskemaan ndytteiden ATP:n konsentraatio.
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Kuva 16. ATPlite-kalibraatiosuora ATP-mittauksia varten.

Luminesenssimittauksista saaduista arvoista laskettiin niytteissé olleen ATP:n konsentraatio
nanomolaarisuutena (nM). Tété varten tuli ensin laskea nédytteiden taustasignaali (ATP’ — BI)

kaavan 3 osoittamalla tavalla.
ATP' — BI = ATP:n mitattu maara naytteessa — 0 nM ATP standardinayte (3)

Kaavan 4 K-merkintd merkitsee kuvan 15 kalibraatiosuorasta saatua kulmakerrointa.

K

nM = (ATP' — BI) X kaivossa ollut kokonaistilavuus X —
naytteen tilavuus

4)

Kokeita, joissa ATP-tasoja mitattiin, tehtiin neljd kertaa, joista jokaisessa inkubaatioiden kestot,
kaytetyt indusointimediumit, ndytteiden kerddamisen aikapisteet ja solukasvatusten maérd vaihteli.
Naéitd muuttujia vaihdeltiin kokeiden vililld, silld edellisen kokeen tulosten perusteella seuraavaa
koetta pyrittiin aina optimoimaan. Kuvassa 16 on esitettynd ATP-kokeissa kdytetty perusprotokolla,
joka pysyi samana kaikissa kokeissa. Kokeen aloituspéivina pitM@-solut ja gonadotrofit lajiteltiin
solulajittelijalla (kuva 17A), minka jilkeen ne jaettiin kasvatuslevyjen kuoppiin (kuva 17B) ja

laitettiin inkubaattoriin lepddmédn joko 30 minuutin ajaksi tai yon yli (kuva 17C).
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Lepaidmisinkubaation jilkeen soluja indusoitiin erilaisilla GnRH:ta, ATP:td ja POM1:td sisélténeilld
mediumeilla (kuva 17D) ja indusoinnin jdlkeen kasvatuksista kerdttiin ndytteitd eri aikapisteissa
(kuva 17E). Naytteiden kerddmisen jdlkeen kasvatuslevyt laitettiin inkubaattoriin yon yli (kuva 17F)
ja ndytteiden ATP-konsentraatiot mitattiin. Seuraavana pédivanad (2. osa) kaivoista keréttiin
basaalindytteet (kuva 17G), minka jélkeen soluja indusoitiin jilleen indusointimediumeilla (kuva
17H) ja solujen annettiin levdtd inkubaattorissa indusointimediumeissaan 30—60 minuutin ajan
(kuva 171). Lepdidmisinkubaation jilkeen kasvatuksista keréttiin ndytteitd eri aikapisteissd (kuva

17]) ja jatkettiin ATP-tasojen mittaamiseen, jonka jalkeen koe lopetettiin.

1. osa 2.0sa
| ) 1 |
A) Solujen G) Basaalindytteen H) Indusointimeediumien
lajitteleminen kerdsminen lisé&minen
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Kuva 17. ATP-mittausten perusprotokolla. (A) Solut lajiteltiin solulajittelijalla, minka jalkeen solut jaettiin
kuoppalevyn kaivoihin (B) ja levyt laitettiin inkuboitumaan joko yhdeksi tunniksi tai yon yli seuraavaa paivaa
odottamaan (C). Inkubaation jalkeen kuoppiin lisattiin erilaisia ATP:ta, GnRH:ta ja POM1:ta sisaltavia
indusointimediumeja (D) ja kuopista kerattiin naytteita esitetyissa aikapisteissa (E). Ensimmaisen paivan
paatteeksi levyt laitettiin inkubaattoriin yon yli seuraavaa paivaa odottamaan (F). Seuraavana paivana
kuopista kerattiin basaalindytteet (G), minka jalkeen kuoppiin lisattiin indusointimediumeja (H) ja levyja
inkuboitiin 30—60 minuutin ajan (1). Kuopista kerattiin naytteita esitetyissa aikapisteissa (J). Kuva on tehty
BioRender-ohjelmalla.

3.4.2. Yhteiskasvatuksissa pitMd-solut reagoivat GnRH-stimulaatioon
PitM@-solujen ja gonadotrofien ATP- ja GnRH-késitelty yhteiskasvatus oli kaikissa ATP-

konsentraatioita mittaavissa kokeissa tiarkein tarkkailun kohde. Kontrolleja olikin tésti syysti
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paljon: (1.) pelkkdd mediumia sisdltinyt ndyte, (2.) pitM@-solujen yksitdiskasvatus, (3.)
gonadotrofien yksittdiskasvatus, (4.) pitM@-solujen ja gonadotrofien yhteiskasvatukset, (5.)
POM1:td siséltanyt pitMO-solujen yksittdiskasvatus sekd (6.) POM1:ti sisdltdnyt gonadotrofien

yksittéiskasvatus.

Ensimmaéisessd ATP-konsentraatiota mittaavassa kokeessa koejirjestelyi testattiin lisadmalla ATP-
ja GnRH-kasittelyt eri aikaan ja sitten kerddmalld ndytteet 2—3 aikapisteestd. Solut lajiteltiin BD S8
Discover -lajittelijalla, jolta saatiin soluja siten, ettd kuhunkin kaivon saatiin noin 6000 pitM@-solua
janoin 6400 gonadotrofia. Ennen ATP:n lisdémistd, kaikkien ndytteiden (kuva 18A ja B) ATP-
konsentraatiot ovat alle 20:n nM:n. Lisdksi kontrollina toimineen mediumnéytteen ATP-
konsentraatio heittelehtii (kuva 18A ja B) ja laskee (kuva 18C ja D). ATP:té siséltdmattomissa
néytteissd mediumndytteen ATP-konsentraatioiden tulisi olla nollassa ja ATP:td sisdltdvissd
néytteissd niiden tulisi pysy4 tasaisena aikapisteestd toiseen. Ndma muutokset ATP-
konsentraatioissa aikapisteiden vililld voivat johtua esimerkiksi mediumin sisiltdneestd FCS-
seerumista, joka sisdltdd ATP:td hajottavia tekijoitd, kontaminaatiosta tai vain mediumista 1dhtevésta

taustasignaalista.

Kisitteleméattomissd ja GnRH-késitellyissd ndytteissd ATP-konsentraatioiden valilld ei ole
merkittidvid eroja lainkaan (kuva 18A ja B). ATP-kisitellyissd ndytteissd ATP-konsentraatioiden
vililld ei ole merkittdvid eroja, paitsi mediumniytteen ja yhteiskasvatuksen vélilld 15:n minuutin
kohdalla (kuva 18C). Sen sijaan ATP- ja GnRH-kasitellyissa ndytteissd kaikkien, paitsi
mediumndytteen ja pitM@-solujen yksittdiskasvatuksen, niytteiden ATP-konsentraatioiden vililla

on merkittdvid eroja molemmissa aikapisteissé (kuva 18D).
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Kuva 18. Ensimmaisen kokeen ensimmainen paiva, jossa lajitelluista pitM3-solujen ja gonadotrofien
yksittdis- ja yhteiskasvatuksista mitattiin ATP-konsentraatioita erilaisten ATP- ja GnRH-kasittelyiden
jalkeen. (A) ATP-konsentraatiot 0:n, 15:n ja 30:n minuutin kohdalla keratyista, kasittelemattomista naytteista
kokeen ensimmaisena paivana. (B) ATP-konsentraatiot 0:n, 15:n ja 30:n minuutin kohdalla keratyistd, GnRH-
kasitellyistd naytteista kokeen ensimmaisena paivana. (C) ATP-konsentraatiot 15:n ja 30:n minuutin kohdalla
keratyista, ATP-kasitellyistd naytteistd kokeen ensimmaisena paivana. (D) ATP-konsentraatiot 15:n ja 30:n
minuutin kohdalla keratyista, ATP- ja GnRH-kasitellyistd naytteista kokeen ensimmaisena paivana. *p < 0.05,
**p < 0.01 Tilastollista merkittavyytta on testattu kaksisuuntaisella ANOVA-testilla.

Kokeen seuraavalle pdiville koejérjestelyjd muutettiin ensimmaisen pdivan tulosten perusteella.
Aikapisteitd lisattiin, silld haluttiin selvittdd, aktivoituvatko solut kdyttdméén ATP:td enemmaén 30
minuutin jdlkeen, jolloin konsentraatio laskisi enemmén ja nopeammin, vai jatkuuko konsentraation
laskeminen samalla tavalla kuin 30:een minuuttiin saakka. ATP- ja GnRH-késittelyt lisattiin samaan
aikaan, jotta voitiin ndhda niiden todellinen yhteisvaikutus (kuva 19). Tehtiin kaksi erilaista ATP-
késittelyd, silld edellisend péivind kasvatuksiin oltiin jo lisdtty ATP:t4, joka olisi vdéristédnyt perus-

ATP-konsentraatioiden mittaamista eiki siten antanut todenmukaista tulosta.
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Useamman aikapisteen kohdalla huomataan kaikkien ndytteiden, mediumnéytteen mukaan lukien,
ATP-konsentraatioiden laskevan tasaisesti (kuva 19A ja B). Erot kaikkien nédytteiden ATP-
konsentraatioissa ovat pienempid kuin kokeen ensimmaéisend pdivéni, eiké tilastollisesti merkittévid
eroja toisen pdivin nédytteiden ATP-konsentraatioiden vililld olekaan. PitM@-solujen ja
gonadotrofien yksittiiskasvatusten ATP-konsentraatiot ovat yhteiskasvatusta korkeampia (kuva 19A

jaB).
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Kuva 19. Ensimmadinen koe, jossa lajitelluista pitM@-solujen ja gonadotrofien yksittais- ja
yhteiskasvatuksista mitattiin ATP-konsentraatioita erilaisten ATP- ja GnRH-kasittelyiden jalkeen. (A)
ATP-konsentraatiot 5:n, 15:n, 30:n, 45:n ja 60:n minuutin kohdalla keratyista, ATP-kasitellyista naytteista
kokeen toisena paivana. (B) ATP-konsentraatiot 5:n, 15:n, 30:n, 45:n ja 60:n minuutin kohdalla keratyista,
ATP- ja GnRH-kasitellyista naytteistd kokeen toisena paivana.

Koska mediumnéytteen ATP-konsentraatio laski samalla tavalla, kuin solukasvatustenkin, paatettiin
seuraavassa kokeessa tehdd kasvatusmediumin siséltdmaille FCS-seerumille ldmpdokasittely, joka
inaktivoi sen sisdltamid ATP:td hajottavia tekijoitd. Limpdkésittely tehtiin inkuboimalla FCS-

seerumia 55 °C:ssa viiden minuutin ajan ennen DMEM-mediumiin lisddmista.

Toisessa kokeessa solujen lajittelu tehtiin SONY SHS8-lajittelijalla Discover-lajittelijan
toimimattomuudesta takia. Tastd johtuen solujen saanto lajittelusta oli alhaisempaa, kuhunkin
kaivoon saatiin noin 3200 kappaletta kutakin solutyyppid. Solujen kisittelyt tehtiin vasta lajittelua

seuraavana péivina.

PitM@-solujen ja gonadotrofien yksittéiskasvatuksia tehtiin myds POM1:114 késiteltyiné tavallisten
yksittdiskasvatusten liséksi, jolloin saatiin kaksi kontrollindytettd lisdé (kuva 20A). Néin tehtiin,
jotta voitiin ndhda, pysyykd ATP:n konsentraatio tasaisena vai esimerkiksi nouseeko se. ATP-
konsentraation pysyessd tasaisena, solut eivit joko kayta sitd tai kdyttavét ja tuottavat sitd

samanaikaisesti. ATP-konsentraation noustessa solut tuottavat sitd enemmaén kuin kdyttavit, kun
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taas ATP-konsentraation laskiessa solut kdyttdvét sitd enemmaén kuin tuottavat. Esimerkiksi, mitd

enemmain gonadotrofit kayttdviat ATP:t4, sitd enemmaén ne tuottavat ja erittdvit hormonejaan.

Molemmissa késittelyissd (kuva 20A ja B) kaikkien nédytteiden ATP-konsentraatiot ovat alle 30:n
nM:n, osan konsentraatioista ollessa jopa negatiivisia, ja mediumnaytteiden konsentraatioiden
laskien muiden niytteiden kanssa samalla tavalla. Ndma seikat osoittavat, ettd mediumin sisiltimén
FCS-seerumin ldmpdinaktivaatio ei ollut toiminut halutulla tavalla ja seerumi on aiheuttanut ATP:n
hajoamisen tai, ettd kiytetty ATP-liuos ei toiminut tarkoitetulla tavalla. Joka tapauksessa,
konsentraatioiden ollessa ndin matalia, tulokset eivit ole luotettavia eikd ndytteiden ATP-

konsentraatioiden vililld ole tilastollisesti merkittdvid eroja.
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Kuva 20. Toinen koe, jossa lajitelluista pitM@-solujen ja gonadotrofien yksittais- ja
yhteiskasvatuksista mitattiin ATP-konsentraatioita erilaisten ATP-, GnRH- ja POM1-kasittelyiden
jalkeen. (A) ATP-konsentraatiot 0:n, 5:n, 15:n, 30:n, 45:n, 60:n ja 80:n minuutin kohdalla keratyista, ATP-
kasitellyistd naytteista. Gonadotrofien ja pitM@-solujen yksittais- ja yhteiskasvatuksille tehtiin lisdksi POM1-
kasittely. (B) ATP-konsentraatiot 0:n, 5:n, 15:n, 30:n, 45:n, 60:n ja 80:n minuutin kohdalla keratyista, ATP- ja
GnRH-kasitellyista naytteista. Kaikki naytteet kerattiin kokeen toisena paivana.

Kolmannetta koetta varten solut lajiteltiin BD S8 Discover -lajittelijalla, jolta saatiin enemmén
soluja kuin toisessa kokeessa: kuhunkin kaivoon saatiin noin 5000 pitM@-solua ja noin 6600
gonadotrofia. Aikapisteitd vihennettiin edellisestd kokeesta yhdelld, ja vain gonadotrofien
yksittdiskasvatukseen lisdttiin POM1:t4, silld pitM@-soluja ei riittdnyt ylimdédrdiseen POM1-

kontrollindytteeseen.

Mediumissa kéytettiin kokeen ensimmaiisend péivind 55 °C:ssa viiden minuutin ajan

lampdinaktivoitua FCS-seerumia (kuva 21A ja B). Siitd huolimatta mediumnéytteiden ATP-
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konsentraatiot ovat korkeampia kuin muiden ensimmaéisen péivin ndytteiden, mutta ne laskevat siitd
huolimatta samalla tavalla kuin kaikkien muidenkin ndytteiden ATP-konsentraatiot (kuva 21A ja
B). ATP- ja POMI-kisiteltyjen gonadotrofien ATP-tasot eroavat tilastollisesti merkittédvasti 30:n
minuutin kohdalla pitM@-solujen ja gonadotrofien yksittdiskasvatusten ATP-konsentraatioista ja
60:n minuutin kohdalla lisdksi myos yhteiskasvatuksen ATP-konsentraatiosta (Kuva 21A). Muutoin
kokeen ensimmaisend péivina tilastollisesti merkittaviéd eroja ndytteiden ATP-konsentraatioiden

vililla ei ole.

ATP-kasittely,
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Kuva 21. Kolmas koe, jossa lajitelluista pitM@-solujen ja gonadotrofien yksittais- ja
yhteiskasvatuksista mitattiin ATP-konsentraatioita erilaisten ATP-, GnRH- ja POM1-kasittelyiden
jalkeen. (A) ATP-konsentraatiot 0:n, 5:n, 15:n, 30:n ja 60:n minuutin kohdalla keratyista, ATP-kasitellyista
naytteista kokeen ensimmaisena paivana. Gonadotrofien yksittaiskasvatukselle tehtiin lisdksi POM1-
kasittely. (B) ATP-konsentraatiot 0:n, 5:n, 15:n, 30:n ja 60:n minuutin kohdalla keratyista, ATP- ja GnRH-
kasitellyistd naytteista kokeen ensimmaisena paivana. *p < 0.05, **p < 0.01. Tilastollista merkittavyytta on
testattu kaksisuuntaisella ANOVA-testilla.

Mediumnéytteiden ATP-konsentraation laskemisen vuoksi kokeiltiin seurata eri tavoin késiteltyjen
mediumien ATP-konsentraatioita (kuva 22). Pelkkdda DMEM-mediumia sisidltineen ndytteen ATP-
konsentraatiot pysyivit kaikissa aikapisteissd varsin tasaisesti yli 35 000:n nM:n (kuva 22). Sen
sijaan FCS-seerumia sisdltdneiden ndytteiden ATP-konsentraatiot laskivat, eritoten 55 °C:ssa viiden
minuutin ajan lampokisitellyn FCS-seerumia sisdltdineen mediumnéytteen, jonka ATP-
konsentraatioissa tapahtui tilastollisesti merkittédva lasku seerumittomaan mediumiin verrattuna
(kuva 22). Verrattuna 60 °C:ssa kymmenen minuutin ajan lampokasiteltyyn FCS-seerumia
siséltdneeseen mediumnéytteeseen, jonka ATP-konsentraatiot eivét laskeneet seerumittomaan

mediumiin verrattuna tilastollisesti merkittavalla tavalla.
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45000
40000~ O © DMEM-mediumi ilman FCS-seerumia
@) o © T A 60 °C, 10 min lampodkasitelty FCS-
R é RN seerumia siséltanyt DMEM-mediumi
30000 : A susmanens A o 95 °C,5_mi_n _I.ér_r.lpékésitelty FCS_- _
| - seerumia sisaltanyt DMEM-mediumi
= 25000~
o
. 200004
15000~ = a -
10000
5000+
0'_[: T T T T
05 15 30 60
Aika

Kuva 22. Mediumien sisiltimien ATP-konsentraatioiden vertaileminen. ATP-konsentraatiot 0:n, 5:n,
15:n, 30:n ja 60:n minuutin kohdalla keratyista ATP-kasitellyistd mediumnaytteista. Tilastollista merkitysta on
mitattu kaksisuuntaisella ANOVA-testilla. *p < 0.05.

Kolmannen kokeen toisena pdivéini kéytettiinkin siis mediumia, joka sisélsi 60 °C:ssa kymmenen
minuutin ajan lampokisiteltyd FCS-seerumia (kuva 23). Témén seurauksena kuvassa 23A
mediumndytteen ATP-konsentraatio laskee yhd lampdkésittelystd huolimatta, mutta hieman
tasaisemmin kuin kahdessa aikaisemmassa kokeessa. Kun taas kuvassa 23B mediumnéytteen
ATP:n konsentraatio nousee ja laskee huomattavasti noin 900:n ja 1200:n nM:n vililld. Kuten
kokeen ensimmaisenékin pdivind, ATP- ja POM1-késiteltyjen gonadotrofien ATP-konsentraatio
eroaa 60:n minuutin kohdalla tilastollisesti merkittavésti pitM@-solujen ja gonadotrofien
yksittéiskasvatusten sekid yhteiskasvatusten ATP-konsentraatioista, eikd muita tilastollisesti
merkittidvid eroavaisuuksia ole huomattavissa niytteiden ATP-konsentraatioiden viélilld (kuva 23A

jaB).
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Kuva 23. Kolmas koe, jossa lajitelluista pitM@-solujen ja gonadotrofien yksittais- ja
yhteiskasvatuksista mitattiin ATP-konsentraatioita erilaisten ATP-, GnRH- ja POM1-kasittelyiden
jalkeen. (A) ATP-konsentraatiot 0:n, 5:n, 15:n, 30:n ja 60:n minuutin kohdalla keratyista, ATP-kasitellyista
naytteista kokeen toisena paivana. Gonadotrofien yksittdiskasvatukselle tehtiin lisdksi POM1-kasittely. (B)
ATP-konsentraatiot 0:n, 5:n, 15:n, 30:n ja 60:n minuutin kohdalla keratyista, ATP- ja GnRH-kasitellyista
naytteista kokeen toisena paivana. *p < 0.05. Tilastollista merkittavyyttad on testattu kaksisuuntaisella
ANOVA-testilla.

Kolmannen kokeen ATP-konsentraatiot ovat toiseen kokeeseen verrattuna korkeampia, mika
indikoi korkeamman soluméirin ja korkeammassa lampétilassa sekd pidempéain lampoinaktivoidun
FCS-seerumin toimivan koejdrjestelyssd paremmin kuin alhaisempi solumiérd ja alhaisemmassa

lampdatilassa sekd lyhyempéédn lampodinaktivoidun FCS-seerumin.

Neljannessé kokeessa solujen lajittelu tehtiin BD S8 Discover -lajittelijalla. Kaivoihin saatiin noin
5000 kappaletta kutakin solutyyppid, pitM@-soluja ja gonadotrofeja. Késittelyt aloitettiin lajittelusta
seuraavana péivand. Tassd kokeessa kerdttiin ensimmadisen kokeen lailla kaivoista ndytteitd ilman
ATP-kisittelyé, jotta voitiin ndhdé, vaikuttiko FCS-seerumin ldmpdéinaktivaatio 60 °C:ssa ATP-
konsentraatioihin ennen ATP:n lisdédmistd (kuva 24A ja B). Kaikkien ATP-késitteleméttomien
nédytteiden ATP-konsentraatiot ovat alle 15:n nM:n, eli virheellisté taustasignaalia on edelleen.
Kisitteleméattomien yhteiskasvatuksen ja POM1-kasiteltyjen gonadotrofien yksittdiskasvatuksen
ATP-konsentraatioissa on tilastollisesti merkittdva ero kaikissa aikapisteissd (kuva 24A). Poiketen
kaikista muista kokeista yhteiskasvatuksen ATP-konsentraatiot ovat odottamattomasti kaikista
néytteistd korkeimmat ja POM1-kisiteltyjen gonadotrofien kaikista matalimmat (kuva 24A).
GnRH-késiteltyjen ndytteiden ATP-konsentraatioiden vililld on tilastollisesti merkittiavia
eroavaisuuksia kaikissa aikapisteissd, eritoten gonadotrofien yksittdiskasvatuksen, POM1-
kisiteltyjen gonadotrofien yksittdiskasvatuksen, yhteiskasvatuksen ja mediumnéytteen vililld (kuva
24B). ATP- sekd ATP- ja GnRH-késiteltyjen ndytteiden ATP-konsentraatiot taas ovat tasaisia,

mutta laskevat hieman, mukaan lukien mediumnédytteen ATP-konsentraatio (kuva 24C ja D). Tdma
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kertoo, ettd lampoinaktivoitu FCS-seerumi aiheuttaa yhd ATP:n hajoamista. Kuvien 24C ja D

nédytteiden ATP-konsentraatioiden vililld ei mydskéén ole tilastollisesti merkittdvid eroavaisuuksia.

GnRH-kasittely,
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Kuva 24. Neljas koe, jossa lajitelluista pitM@-solujen ja gonadotrofien yksittdis- ja
yhteiskasvatuksista mitattiin ATP-konsentraatioita erilaisten ATP-, GnRH- ja POM1-kasittelyiden
jalkeen. (A) ATP-konsentraatiot 0:n, 5:n, 15:n ja 30:n minuutin kohdalla keratyista, kasittelemattomista
naytteistd kokeen ensimmaisena paivana. Gonadotrofien yksittdiskasvatukselle tehtiin POM1-kasittely. (B)
ATP-konsentraatiot 0:n, 5:n, 15:n ja 30:n minuutin kohdalla keratyista, GnRH-kasitellyistd naytteistd kokeen
ensimmaisena paivana. Gonadotrofien yksittaiskasvatukselle tehtiin POM1-kasittely. (C) ATP-konsentraatiot
0:n, 5:n, 15:n ja 30:n minuutin kohdalla keratyista, ATP-kasitellyistd naytteistd kokeen ensimmaisena
paivana. Gonadotrofien yksittaiskasvatukselle tehtin POM1-kasittely. (D) ATP-konsentraatiot 0:n, 5:n, 15:n ja
30:n minuutin kohdalla keratyista, ATP- ja GnRH-kasitellyista naytteistd kokeen ensimmaisena paivana.
Gonadotrofien yksittaiskasvatukselle tehtiin POM1-kasittely. *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001. Tilastollista
merkittavyytta on testattu kaksisuuntaisella ANOVA-testilla.

Neljannen kokeen seuraavana pdivand néytteitd keréttiin lisdksi kolmessa uudessa aikapisteessi,
jotta voitiin tarkastella, laskevatko vai tasaantuvatko ATP-konsentraatiot yhd 60:n minuutin
aikapisteen jilkeen késittelyistd (kuva 25A ja B). Jos ATP-konsentraatiot tasaantuisivat, voisi se
merkitd esimerkiksi ATP:n erittymisen lisddntymisté tai sen kdyton vihenemistd. Konsentraatiot
kuitenkin jatkavat laskemistaan, eli sithen vaikuttavia muutoksia solujen toiminnassa ei tapahtunut.

ATP-konsentraatiot laskevat mediumnéytteissé vield toisenakin pdivénd, eli FCS-seerumin
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lampoinaktivaatio ei vieldkdin toiminut halutulla tavalla. ATP-konsentraatioiden vilill4 ei
myoOskadn ole tilastollisesti merkittévid eroja, paitsi ATP-késiteltyjen yhteiskasvatuksen ja POM1-

kisiteltyjen gonadotrofien vililld 120:n ja 210:n minuutin kohdilla (kuva 25A ja B).
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Kuva 25. Neljas koe, jossa lajitelluista pitM@-solujen ja gonadotrofien yksittdis- ja
yhteiskasvatuksista mitattiin ATP-konsentraatioita erilaisten ATP-, GnRH- ja POM1-kasittelyiden
jalkeen. (A) ATP-konsentraatiot 0:n, 30:n, 60:n, 90:n, 120:n ja 210:n minuutin kohdalla keratyista, ATP-
kasitellyistd naytteista kokeen toisena paivana. Gonadotrofien yksittdiskasvatukselle tehtiin lisaksi POM1-
kasittely. (B) ATP-konsentraatiot 0:n, 30:n, 60:n, 90:n, 120:n ja 210:n minuutin kohdalla keratyista, ATP-
kasitellyistd naytteista kokeen toisena paivana. Gonadotrofien yksittdiskasvatukselle tehtiin lisaksi POM1-
kasittely. *p < 0.05. Tilastollista merkittavyytta on testattu kaksisuuntaisella ANOVA-testilla.
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4. Tulosten tarkastelu
Makrofagit ovat synnynndisen immuniteetin soluja, jotka eldvét kaikissa kehon kudoksissa
ylldpitden ja tukien kudosten toimintaa. Makrofageja on kolmea eri alkuperdi: ruskuaispussista,
alkion maksasta ja luuytimestd. Aivolisdke on pieni kallonpohjassa sijaitseva hormonikudos, joka
sadtelee tuottamillaan hormoneilla elimistdn toimintaa ja hormonitasapainoa hypotalamuksen
avustamana. Aivolisdkkeen tiedetddn siséltdvin kuusi alkioperdistd makrofagipopulaatiota, joita
kutsutaan kollektiivisesti pitM@-soluiksi (Lehtonen ja muut 2025). Kun néiden pitM@-solujen
padsy aivolisdkkeeseen alkion varhaisessa kehitysvaiheessa (E6.5) estetddn, eli makrofagit
depletoidaan kudoksista, aivolisdkkeen etulohkon gonadotrofien luteinisoivan hormonin eritys
laskee (Lehtonen ja muut 2025). Téssi pro gradu -tutkielmassa haluttiin selvittid, vaikuttavatko

pitM@-solut gonadotrofien toimintaan my®0s in vitro -priméarikasvatuksissa.

4.1. GnRHR-primaarivasta-aine toimii hiiren aivolisakkeessa AF488- ja AF546-

sekundaarivasta-aineiden kanssa

GnRHR-primiérivasta-aineen tiedetdén toimivan hiiren aivolisdkkeessd, mutta koska se on
primédérivasta-aine eikd siten sisdlld fluorokromia, jonka avulla GnRHR-priméérivasta-aineen
lokalisaatiota voisi seurata, tuli sen toimivuutta eri fluorokromikonjugoitujen sekundiérivasta-
aineiden kanssa testata ja optimoida tdmén tutkielman immunohistokemiallisia ja
virtaussytometriakokeita varten. Tassd tutkielmassa pdadyttiin AF546-fluorokromikonjugoidun
sekundidrivasta-aineen kiyttamiseen GnRHR-priméérivasta-aineen kanssa
immunohistokemiallisissa jdéleikevirjiyksissd ja virtaussytometriakokeissa. Téhén tulokseen
paddyttiin, silld vertailtaessa saatua signaalia AF488- ja AF647-fluorokromikongugoiduista
sekundiérivasta-aineista saatujen signaalien kanssa, oli AF546-fluorokromikonjugoidun
sekundiérivasta-aineen signaali spesifisempi kuin AF647-fluorkromikonjugoidun sekundéiérivasta-
aineen. AF488-fluorokromikonjugoitua sekundédérivasta-ainetta ei paddytty kdyttdmain, vaikka se
olikin signaaliltaan ldhes yhtd vahva kuin AF546-fluorokromikonjugoitu sekundédrivasta-aine, silld
AF488-fluorokromikonjugoitua F4/80-vasta-ainetta kdytettiin virtaussytometriapaneelissa, joka oli

ryhmaéssé jo valmiiksi suunniteltu ja optimoitu (Lehtonen ja muut 2025).

4.2. Hiiren aivolisakkeessa on GnRHR-positiivinen makrofagien alapopulaatio
Vatsakalvon makrofagien on osoitettu ilmentdvin GnRH-reseptoria pinnallaan ja GnRH-stimulaatio
saa aikaan solunsisdisen kalsiumpitoisuuden nousemisen (Min ja muut 2009). Makrofagien
tiedetddn ilmentdvén pinnallaan myds muiden hormonien ja hermovilittdjdaineiden reseptoreja

(Jurberg ja muut 2018). Nédmai seikat ja pitM@-solujen roolin gonadotrofien hormonituotannossa
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huomioon ottaen, hypoteesina oli, ettd myds pitM@-solut ilmentévit GnRH-reseptoria pinnallaan.
Hiiren aivolisidkkeen etulohkosta 16ydettiinkin pieni GnRHR-positiivinen pitM@-populaatio

virtaussytometriselld analyysilla.

Tédmai 10ydetty GnRHR-positiivinen pitM@-alapopulaatio on kuitenkin kooltaan pieni verrattuna
kaikkiin aivolisikkeen makrofageihin. Tamaé voisi viitata siihen, ettd néitd kyseisid makrofageja
sijaitsisi mahdollisesti vain ldhelld gonadotrofeja, jotka ovat aivolisdkkeen

endokriinisolupopulaatioista toiseksi pienin (Ooi ja muut 2004; Stojilkovic ja muut 2010), mika

voisi selittdd myds GnRHR-positiivisten makrofagien viahdistd maaraa.

Naitd virtaussytometrisia kokeita varten hyddynnettiin jo ryhmissé kaytettyd pitMO-
virtaussytometriapaneelia (Lehtonen ja muut 2025). Paneelia muokattiin korvaamalla GnRHR-
AF546-primiiri-sekundiérivasta-aineparilla erds paneelin siséltdmad, tille tutkielmalle tarpeeton
vasta-aine. Néin ollen kokeissa ei kéytetty aivolisdkkeen takalohkoa lainkaan. Koska uutta
virtaussytometriapaneelia ei tehty, on olemassa mahdollisuus, ettd tdimid GnRHR-positiivisten
pitM@-solujen populaatio on joko osittain tai tdysin virheellisti signaalia. Sen vuoksi tété koetta
voisi tulevaisuudessa jatkaa tekemélld uuden vasta-ainepaneelin, jossa kayttdisi GnRHR-
primédérivasta-aineen kanssa mahdollisimman kirkasta fluorokromikonjugoitua sekundéarivasta-
ainetta. Kokeen voisi tehdd mahdollisesti my0s spektraalivirtaussytometrilld perinteisen
virtaussytometrin sijaan, jolloin heikkoakin signaalia voitaisiin paremmin erottaa muista

signaaleista.

On mahdollista, ettd pitM@-solut ilmentdvit myds muita aivolisdkkeen hormonisolujen ilmentimia
reseptoreja hypotalamuksen aivolisdkkeeseen erittdmille hormoneille, kuten kasvuhormonia
vapauttava hormoni, GHRH, tai prolaktiinia vapauttava hormoni, PRH. PitM@-solu voisi ilmentéa
pinnallaan useita eri hormonireseptoreja, niin hypotalamuksen erittdmille hormoneille kuin itse
aivolisdkkeenkin hormoneille. Jatkotutkimuksissa samanlaisten analyysien toisto eri aivolisdkkeen
hormonireseptorien kanssa toisi tarvittavaa tietoa makrofagien ja hormoneja tuottavien solujen

yhteistyOsté.

4.3. PitM@-soluja ja gonadotrofeja voidaan lajitella fluorokromiavusteisesti
solulajittelijoilla

Gonadotrofien ja pitM@-solujen lajitteluprotokolla solulajittelijoille saatiin optimoitua. Niitd kahta
solupopulaatiota lajiteltiin fluorokromiavusteisesti kahdella solulajittelijalla, SONY SH800:1la ja
BD S8 Discover -lajittelijalla. BD S8 Discover -solulajittelija on spektraalinen, mikd mahdollistaa

laajemman vasta-ainepaneelin kiyton. Tatd tutkielmaa varten lajittelupaneeli pidettiin tdstd
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huolimatta samana, kuin SONY SHS800:1la, jolla lajittelupaneeli ja ensimmadiset lajittelut tehtiin
ennen BD S8 Discover -lajittelijaa. Uutta paneelia ei ldhdetty optimoimaan, jotta tulokset kahden
solulajittelijan vélilld olisivat vertailukelpoisia. SONY SH800:1la saanto oli alhaisempaa ja
mahdollisuus paneelin laajentamiseen on huonompi kuin BD S8 Discover -lajittelijalla. Timédn
vuoksi, jos solujen lajittelemista joko ATP- tai muita kokeita varten halutaan jatkaa, on

kannattavampaa jatkaa niitd BD S8 Discover -lajittelijalla.

Virtaussytometrisista kokeista poiketen, solujen lajittelemisessa kdytettiin koko aivolisdkettd, silld
lajittelusta haluttiin saada mahdollisimman paljon gonadotrofeja ja pitM@-soluja talteen, miti

takalohkon poisjéttdminen olisi saattanut vihentaa.

Kudosspesifisten makrofagien tutkiminen in vitro -ympéristdissd on haastavaa, silld ne ovat, kuten
kaikki muutkin solutyypit, hyvin sidonnaisia kudoksiensa viitekehykseen. Néin ollen solujen
fenotyyppi ja siten myds toiminta voi muuttua, kun ne poistetaan kudoksestaan, mika voi véaristaa
tuloksia niiden toimintaa tutkittaessa. Pitkén lajitteluprotokollan vuoksi on my0s epdvarmaa, kuinka
paljon soluja pysyy alkuperiisessi fenotyypissdén ja eldvdni kokeen loppuun saakka. Tamé nikyi
esimerkiksi, kun osassa kokeissa valmiin vérjityn ndytteen suodattaminen putkiin lajittelua varten
oli miltei mahdotonta, silld suspensio ei mennyt suodattimista juurikaan lapi. Tulevaisuudessa
tulisikin tyoskennelld virjdysprotokollan lyhentdmiseksi, joka onnistuisi, jos GnRHR-
primdirivasta-aineesta saataisiin fluorokromikonjugoitu vasta-aine, joko kaupallinen tai itse

konjugoitu.

4.4. PitM@-solut reagoivat GnRH-stimulaatioon primaarikasvatuksissa
ATP-konsentraatioita mittaavien kokeiden perusprotokolla saatiin optimoitua, mutta koejirjestelyn
kaikkia yksityiskohtia ei saatu optimoitua. Kokeiden protokollat muuttuivat jokaisen kokeen
kohdalla, johtuen siitd, ettd protokolla oli tdysin uusi. Lisdksi jokaisessa kokeessa muutettiin
protokollan yksityiskohtia saatujen tulosten perusteella. Luonnollisesti tima yksityiskohtien

muuttaminen kokeiden vélilld kuuluu optimointiprosessiin.

Mahdollisia virhetekijoitd kokeessa ovat ATP-kokeiden vélinen vaihtelevuus niin keréttyjen
nédytteiden aikapisteissd, indusointimediumeissa kuin solutyyppikasvatusten méarissékin. Kerdtyt
aikapisteet voivat olla liian l1&helld toisiaan antaakseen totuudenmukaisen kuvan ATP:n
hajoamisesta. Myo0s kdytetty mediumi muuttui, kun sitd optimoitiin kokeiden lomassa. Kolmessa
viimeisessd kokeessa paddyttiin kdyttimiin mediumeja, joiden sisdltiméd FCS-seerumi oli

lampokdsitelty, silld FCS sisdltad ATP:td hajottavia tekijoita.
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Yhteni kokeiden pddongelmista on mediumnéytteistd saatu taustasignaali ja ATP:n hajoaminen
mediumndytteissd. Mediumista saatua taustasignaalia oli itse mediumnéytteiden liséksi kaikissa
muissakin néytteissd, jotka luonnollisesti sisdlsivit mediumia. ATP:n hajoamista koetettiin vihentda
inaktivoimalla mediumin siséltima FCS-seerumi, miké auttoikin hieman, muttei tdysin korjannut
ongelmaa. Tdmén vuoksi olisikin tarkedd optimoida koejdrjestelyd ilman FCS-seerumia. FCS-

seerumin poisjittimisessd ongelmana on, ettd se parantaa solujen viabiliteettia kasvatuksissa.

PitMO-niytteiden sisdltimét ATP-konsentraatiot ovat ATP- sekd ATP- ja GnRH-késitellyistd
néytteistd usein korkeimpia. Tamé kertoo siitd, ettd ne todennékdisesti tuottavat hieman ATP:ta
normaalitilassa, mutta reagoivat GnRH-stimulaatioon tuottamalla ATP:td vield enemmaén. Tata
tulkintaa tuloksista vahvistaa se, ettd kontrolleina toimineiden mediumniytteiden ATP-
konsentraatiot ovat useimmissa kokeissa matalampia kuin pitM@-solujen ATP- sekd ATP- ja
GnRH-késitellyissd nédytteissd. Huomioitavaa on myds, ettd ATP-kisiteltyjen pitM@-solujen ATP-
konsentraatiot eivét jokaisessa kokeessa ole matalampia kuin ATP- ja GnRH-késiteltyjen
ndytteiden, vaan ne ovat ldhempina kaikkien muiden naytteiden ATP-konsentraatioita. ATP- ja
GnRH-késitellyilld pitM@-soluilla ATP-konsentraatiot olivat useassa kokeessa jopa hieman
matalammat kuin vain ATP-késitellyilld pitM@-soluilla, miké kertoisi GnRH-stimulaation

aiheuttavan ATP:n kulutusta pitM@-soluissa.

Makrofagien tiedetddn ilmentdvén pinnallaan purinergistd ionikanavareseptoria P2X7R:44, joka
padstid lavitseen niin kaliumia, kalsiumia kuin natriumiakin (De Torre-Minguela ja muut 2016;
Kawamura ja muut 2012; Rotondo ja muut 2022). P2X7R ei ole ainoastaan makrofageissa esiintyvi
reseptori, vaan my0s monet muut leukosyytit, kuten dendriittisolut, ilmentaviét sitd pinnallaan (De
Torre-Minguela ja muut 2016; Di Virgilio ja muut 2017). Ei tiedetd, ilmentavétko pitM@-solut
P2X7-reseptoria pinnallaan, mutta tima ei vaikuta mahdottomuudelta, silld pitM@-solut ilmentévat
monia muitakin leukosyyttimarkkereita pinnallaan. Jos oletetaan pitM@-solujen ilmentévin P2X7-
reseptoria, voisi pitM@-solundytteiden ATP-konsentraatioiden laskeminen mahdollisesti johtua
siitd, ettd pitM@-solut itse kayttaviat ATP:td purinergisten P2X7R-ionikanaviensa aktivoimiseen.
Témi P2X7R-vilitteinen kalsiuminfluksi voisi olla syynéd solunsisdisen kalsiumin konsentraation
nousemiseen GnRHR-positiivisissa makrofageissa GnRH-stimulaation seurauksena (Min ja muut
2009). Kalsiumkonsentraation nousemisen on osoitettu saavan aikaan ATP:n vapautumisen
makrofageista solun ulkopuoliseen tilaan, mik& voisi vuorostaan aktivoida gonadotrofien
purinergisia kalsiumkanavia (Zumerle ja muut 2019). Tdmin hypoteesin perusteella olisi
mielenkiintoista tehdd esimerkiksi virtaussytometrisia kokeita, joissa tarkasteltaisiin, ilmentavétko

pitM@-solut pinnallaan P2X7-reseptoria.
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Viimeisen koeasetelman toistaminen ja optimointi olisi tarpeellista, jos halutaan tarkempia ja
luotettavampia tuloksia. Tahén auttaisi korkeampi solujen saanto solulajittelijoilta, jolloin kuhunkin
kasvatukseen saataisiin enemmaén soluja, tai solujen inkuboiminen yon yli ennen kisittelyjen
aloittamista, jotta solut ehtisivét sopeutua kasvatusolosuhteisiin virjiyksen ja lajittelun aiheuttaman
stressin jélkeen. Erds mahdollisuus solujen alhaisen méérian korjaamiseksi olisi kdyttdd valmista
gonadotrofisolulinjaa ja erilaistaa makrofageja monosyyteista in vitro. Tdmai olisi kuitenkin
ongelmallista, silld in vivo-gonadotrofit eroavat gonadotrofisolulinjoista, kuten myds monosyyteisti
erilaistetut makrofagit eroavat ominaisuuksiltaan in vivo-ruskuaispussiperdisistd pitM@-soluista.
Erillisend kokeena monosyyteisti erilaistettujen makrofagien osallisuus gonadotrofien
hormonituotantoon in vitro voisi olla mielenkiintoinen. Kyseinen jérjestely saattaisi valaista sitd,
onko vain GnRHR-positiivisilla pitM@-soluilla vaikutusta gonadotrofien hormonituotantoon vai
pystyvitko kaikki muutkin GnRHR-positiiviset makrofagit vaikuttamaan siihen, jos vain solut

saataisiin samaan kasvatukseen.

On sekéd mahdollista ettd todenndkoistd pitM@-solujen olevan vain yksi osa gonadotrofien
paikallista hormonituotannon séédtelemismekanismia. Olisikin siksi tirkedd optimoida koejérjestely,
jossa voidaan tarkkailla pitM@-solujen lisdksi myds esimerkiksi aivolisdkkeen téhtisolujen tai
follikulostellaattisolujen mahdollista osallisuutta tdhin sddtelymekanismiin. Todennékdisesti
makrofagien osallisuutta gonadotrofien luteinisoivan hormonin eritykseen olisi parasta mitata in
vivo -kokeissa, jolloin solut saisivat olla niille luonnollisessa ympéristdssé ja tulokset saattaisivat
siten olla my0s luotettavampia. Toisaalta in vivo -kokeissa on vaikeampi varmistua, ettd pitMO-

solut ja gonadotrofit olisivat ainoita tarkkailunalaisia soluja.

Tédmai on usein ongelmana my0ds makrofageja depletoitaessa eli poistettaessa kudoksista, silld on
olemassa vain hyvin harvoja kudosspesifisid makrofageja, kuten pitM@-soluja, depletoivia
hiirimalleja. Haluttaessa depletoida kudoksista sellaisia makrofageja, joiden depletoimiseen ei ole
spesifisid hiirimalleja, joudutaan turvautumaan systemaattisen makrofagien depleetion aiheuttaviin
tekniikoihin. Tdma tarkoittaa, ettd makrofagien depletoiminen aCSF1R-vasta-aineella ajankohdassa
E6.5 aiheuttaa systemaattisen ruskuaispussiperdisten makrofagien puuttumisen kaikista kudoksista.
Systemaattisen depleetion seurauksena monien kudosten, hormonikudosten mukaan lukien,
toiminta héiriintyy ja voi olla vaikeaa todistaa, ettd juuri pitM@-solujen puute on ainoa syy

gonadotrofien hormonitoiminnan héiriintymiselle.

Aivolisikkeen sukupuolidimorfisuuden huomioon ottaen, olisi mielenkiintoista tutkia, onko

GnRHR-positiivisissa pitM@-soluissa dimorfisuutta, sekid onko naaraiden ja urosten pitM@-solujen
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tuottamien ATP:n méérien vélilld eroa. Tdssé tutkielmassa kéytettiin uroshiirid kaikissa kokeissa,
paitsi virtaussytometriakokeessa, jossa optimoitiin GnRHR-priméiérivasta-aineelle
fluorokromikonjugoitu sekundéérivasta-ainepari. Tamén vuoksi tdtd seikkaa ei voitu tarkastella

tassd tutkielmassa.

Néami ATP-konsentraatioita mittaavat kokeet eivét kykene kertomaan kokonaiskuvaa pitM@-
solujen ja gonadotrofien vililld tapahtuvasta molekulaarisesta kanssakéymisesti tai gonadotrofien
hormonituotannon yksityiskohdista. Ne voivat kuitenkin osoittaa mitd aspekteja tdstéd
kanssakdymisestd olisi kannattavaa tutkia tulevaisuudessakin minka takia niiden optimointia ja

tekemista tulisi jatkaa.
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Yhteenveto

Téssé tutkielmassa tarkasteltiin aivolisdkkeen makrofagien (pitM@) osallisuutta gonadotrofien
hormonituotantoon in vitro -priméarikasvatuksissa. Tavoitteina oli optimoida GnRHR-
primédérivasta-aineen kdyttd fluorokromikonjugoidun sekundiérivasta-aineen kanssa ja selvittia
ilmentiviatko pitMO-solut pinnallaan GnRH-reseptoria (GnRHR). Néiden tavoitteiden liséksi
haluttiin optimoida protokolla solujen lajittelulle, niisté tehtdville primdérikasvatuksille ja ATP-
konsentraation mittauksille. Tutkielmassa hyodynnettiin useita metodeja, virtaussytometrian ja

ATP-konsentraatioiden mittausten ollessa niistd tarkeimpia.

GnRHR-priméirivasta-aineen optimointi fluorokromikonjugoidun vasta-aineen kanssa onnistui,
minkd ansiosta pystyttiin osoittamaan pienen populaation pitM@-soluista ilmentdvan GnRH-
reseptoria pinnallaan seké lajittelemaan pitM@-soluja ja gonadotrofeja primairikasvatuksia varten.
ATP-konsentraatioiden mittaamisen protokolla saatiin optimoitua, vaikkakin sen yksityiskohtien
optimointi ei tdysin onnistunut. Saatiin selville pitM@-solujen reagoivan GnRH-stimulaatioon

tuottamalla ATP:ti solunulkoiseen tilaan.

PitM@-solujen osallisuuden gonadotrofien hormonituotantoon tutkiminen on tiarkeas, silld sen
avulla voidaan mahdollisesti kehittdd keinoja esimerkiksi hypogonadotrofisen hypogonadismin tai
hormonaalisten hedelmaéllisyysongelmien hoitoon. Aiheen tutkimista tulisi tdstd syystd jatkaa

tulevaisuudessakin.
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EPICS PBS

10x PBS 1:10 (BP399-4, Thermo Fischer Scientific) deionisoituun MQ-veteen laimennettuna
EPICS 1

40 ml EPICS PBS

0,8 ml FCS

0,04 ml 4 % NaN3

EPICS FIX

20 ml EPICS PBS

0,54 ml 37 % formaldehydi
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