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Pluripotentteja  kantasoluja voidaan erilaistaa sydanlihassoluiksi useilla eri
menetelmilla. Erilaistettujen sydanlihassolujen avulla voidaan tutkia sydansairauksia ja
kehittad tautimalleja l&aketestauksiin. Tulevaisuudessa potilaan omista soluista
erilaistettuja  sydanlihassoluja voidaan mahdollisesti kéyttdd kudosvaurioiden
korjaamiseen. Tutkimuksen tavoitteena oli ottaa kayttoon sandwich-erilaistusmenetelma
opinnaytetyopaikalla. Tarkoitus oli optimoida menetelméd kahdelle solulinjalle ja
karakterisoida  erilaistettuja  sydanlihassoluja. ~ Sandwich-erilaistusmenetelméall&
kantasolut ohjataan erilaistumaan sydanlihassoluiksi mattomaisena kerroksena
kasvutekijoiden avulla. Erilaistaminen tapahtuu matriksikerrosten vélissa.

Optimoitaville uudelleenohjelmoiduille kantasolulinjoille madritettiin  menetelmén
kannalta parhaiten toimiva solupitoisuus ja passage. Erilaistuneita soluja karakterisoitiin
tutkimalla proteiinien ilmentymistda immunosytokemiallisten varjaysten avulla ja
geenien ilmentymista kvantitatiivisen reaaliaikaisen polymeraasiketjureaktion avulla.

Toisella tutkituista linjoista saatiin erilaistettua yksisolukerroksena sykkivid alueita,
mutta toisella erilaistumista ei havaittu kertaakaan. Menetelmén toistettavuus oli heikko
ja se oli hyvin herkkd passagen ja solupitoisuuden muutoksille. Jotta menetelméa
voitaisiin ottaa kayttdon, sen optimoimista taytyy vield jatkaa. Tulevaisuudessa
menetelmaa voitaisiin tutkia useammilla solulinjoilla, silla tdmén tutkimuksen otos oli
hyvin pieni.
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ABSTRACT
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Pluripotent stem cells can be differentiated into cardiomyocytes by several different
methods. Differentiated cardiomyocytes can be used for studying cardiac diseases and
for creating cell models for drug testing. In the future, cardiomyocytes differentiated
from patient-derived cells may also be used in tissue repair. The objective of this study
was to introduce the sandwich differentiation method in the Cardiology Research group.
The purpose was to optimise the method for two cell lines and to characterise the differ-
entiated cells. This method uses growth factors to direct stem cells to differentiate into a
monolayer of cardiomyocytes. The differentiation is carried out between matrix layers.

The two induced pluripotent stem cell lines were studied in order to find the most
efficient cell density and passage. The differentiated cells were characterised by study-
ing their protein expression using immunocytochemical staining and gene expression
using quantitative real-time polymerase chain reaction.

Areas of beating monolayer were achieved with one cell line, but with the other cell line
no differentiation was observed. The repeatability of the method was weak and it was
highly sensitive to alterations in passage and cell density. The method requires further
optimisation in order for it to be taken into use. In the future, the method could be fur-
ther studied with multiple cell lines, as in this study the sampling was very scarce.

Key words: stem cell, iPS-cell, differentiation, activin A, BMP-4.
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LYHENTEET JA TERMIT

Adherentti solu
Aktiviini A
Antigeeni

bFGF

BMP-4

cDNA
ECC
EGC
Epitooppi
ESC

Feeder-solu

Go-vaihe
Glykoproteiini
in vitro

in vivo

iPSC

Konfluenssi
Monolayer
Passage

Solusykli

Somaattinen solu

Suspensiosolu

TGF-B

Solu, joka on Kkiinnittynyt kasvualustan pohjaan.
TGF-B-geeniperheeseen kuuluva kasvutekijéa.

Proteiini, jonka pinnalla olevan epitoopin vasta-aine
tunnistaa.

Basic fibroblast growth factor, eméksinen
fibroblastikasvutekija.

Bone morphogenetic protein 4, luun morfogeeninen proteiini
4, TGF-B-geeniperheeseen kuuluva kasvutekija.
Komplementaarinen DNA.

Embryonic carcinoma cell, embryonaalinen karsinoomasolu.
Embryonic germ cell, sikion itusolu.

Antigeenin osa, johon vasta-aine sitoutuu.

Embryonic stem cell, alkion kantasolu.

Tarvittavia kasvutekijoité erittdvia soluja, joiden paalla toisia
soluja kasvatetaan.

Solun elinkierron vaihe, jossa solu on poistunut solusyklista.
Proteiini, johon on liittynyt hiilihydraattiryhma.

Elavén organismin ulkopuolella suoritettu koe.

El&véssa organismissa tehty koe.

Induced pluripotent stem  cell, uudelleenohjelmoitu
kantasolu.

Solutiheys kasvatusmaljalla.

Yksisolukerros.

Solulinjan jakamiskertojen méaara.

Koostuu interfaasista, eli vaiheista, joissa solu valmistautuu
jakautumaan, sekd mitoosista.

Kaikki solut paitsi kanta- ja sukusolut.

Solu, joka kasvaa Kkiinnittymattémana kasvatusmaljan
pohjaan.

Transforming growth factor B, transformoiva kasvutekija p,

kasvutekijaperhe.



1 JOHDANTO

Opinnaytety6 tehtiin Tampereen yliopiston Biol&éketieteellisen teknologian yksikossa
Katriina Aalto-Setdlan (LT) johtamassa sydantutkimusryhméssa. Opinndytetyon
ohjasivat Mari Pekkanen-Mattila (FT, tutkijatohtori) ja Henna Venalainen
(laboratorioanalyytikko).

Sydanryhmén  tutkimus  keskittyy sydanlihassolujen erilaistusmenetelmien ja
kasvatusympdriston kehittdmiseen sek& muutamien geenimutaation aiheuttamien
sydansairauksien tutkimiseen. Sydansairauksista tehd&an perustutkimusta solutasolla ja
taudeille pyritdan kehittdmaan tautimallit, joita voidaan kéyttda laaketestauksissa ja
sairauksien tutkimisessa. Lisaksi tulevaisuudessa syddmen kudosvaurioita voidaan

mahdollisesti korjata kantasoluista tuotetuilla sydanlihassoluilla.

Sydanlihassoluja voidaan erilaistaa kantasoluista useilla eri menetelmilla. Talla hetkella
IBT:n sydanryhméssa kaytetddan erilaistukseen padosin END-2-menetelméé. Siina
kantasoluja kasvatetaan hiirestd peraisin olevien END-2-solujen paall4, mik& saa solut

erilaistumaan sydanlihassoluiksi.

Sandwich-erilaistusmenetelmassa ei kaytetd feeder-soluja, vaan mediumiin lisatdén
tiettyjd kasvutekijoitd, joilla solut ohjataan erilaistumaan sydénlihassoluiksi.
Kirjallisuuden perusteella sandwich-menetelmd on END-2-menetelmda tehokkaampi
sydanlihassolujen erilaistamisessa. Lisdksi sandwich-menetelmélld paastaisiin eroon

elainperaisten solujen kaytosta erilaistuksessa.

Opinndytetyébn tavoite on ottaa sydanryhméan k&yttoon uusi  sandwich-
erilaistusmenetelmd sydanlihassolujen erilaistusta varten. Tarkoituksena on optimoida

menetelméa kahdelle ihmisen iPS-solulinjalle ja karakterisoida erilaistettuja soluja.



2 TEORIATAUSTA

2.1 Kantasolut

Kantasolut ovat soluja, joilla on kyky joko jakautua rajattomasti sdilyen kantasoluna tai
erilaistua miksi tahansa aikuisen yksilon solutyypiksi (Sylvester & Longaker 2004, 94).
Ne voidaan luokitella totipotenteiksi, pluripotenteiksi ja multipotenteiksi. Totipotentteja
kantasoluja esiintyy ainoastaan munasolun muutaman ensimmaisen jakautumiskerran
ajan. Niistd muodostuu seka alkio ettd istukka ja sikiokalvot. Varsinaisen alkion
kantasolut ovat pluripotentteja, eli ne pystyvat erilaistumaan kaikiksi yksilon eri
solutyypeiksi, mutta istukkaa ja sikiokalvoja niistd ei enda voi muodostua. (National
Institute of Health 2001, 1.)

Aikuisenkin yksilon kudoksissa esiintyy kantasoluja, joita tarvitaan uusien solujen
tuottamiseen tai kudoksen korjaamiseen (Passier & Mummery, 2002, 324). Aikuisen
kantasolut ovat yleensa multipotentteja, eli ne voivat erilaistua vain tietyiksi
solutyypeiksi. Esimerkiksi ihmisen luuytimessd on multipotentteja kantasoluja, jotka
voivat erilaistua vain veren ja immuunipuolustuksen soluiksi. (Sylvester & Longaker
2004, 96.)

Solut voidaan tunnistaa pluripotenteiksi kantasoluiksi tutkimalla tiettyja markkereita,
joiden ilmentyminen on ominaista pluripotenteissa kantasoluissa, mutta ei
erilaistuneissa soluissa. Yleisesti kaytettyja markkereita ovat esimerkiksi OCT4, Sox2,
Nanog, SSEA-4, TRA-1-60 ja TRA-1-81. OCT4, Sox2 ja Nanog ovat pluripotenssia
yllapitavia transkriptiotekijoita, ja SSEA-4 sekd TRA-1-60 ja -1-81 ovat pluripotenteille
kantasoluille ominaisia pintamarkkereita. (Hoffman & Carpenter 2005, 701.)

2.1.1 Kantasolutyypit

Kantasoluja voidaan eristdd alkiosta, sikiosta tai aikuisesta yksilostd (Passier &
Mummery 2002, 324). Lisédksi kantasoluja voidaan uudelleenohjelmoida somaattisista
soluista (Takahashi & Yamanaka 2006, 663). Uudelleenohjelmoiduista kantasoluista
(induced Pluripotent Stem Cell, iPS) on kerrottu tarkemmin luvussa 2.1.2 (s. 9).



Pluripotentteja alkion kantasoluja (Embryonic Stem Cell, ESC) eristetddn noin nelja
paivdd munasolun hedelmoittymisen jalkeen alkiorakkulan —sisdsolumassasta.
Multipotentteja sikitn itusoluja (Embryonic Germ Cell, EGC) puolestaan saadaan 5-7
viikon ikaisten sikididen sukurauhasista. ESC- ja EGC-soluja on eristetty muun muassa
ihmisestd ja hiirestd. (Donovan & Gearhart 2001, 92.)

Embryonaaliset karsinoomasolut (Embryonal Carcinoma Cell, ECC) ovat aikuisen
yksilon teratokarsinoomasta eristettyja pluripotentteja kantasoluja. Teratokarsinooma on
sukurauhasissa esiintyva kasvain, joka siséltad sek& somaattisia soluja etta kantasoluja.
ECC-solut ovat kasvainten kantasoluja. ECC-soluja on eristetty hiirestd ja ihmisesta,
yleensa kivesten teratokarsinoomasta. (Andrews, Przyborski & Thomson 2001, 231-
233.)

2.1.2 iPS-solut

Uudelleenohjelmoidut kantasolut, eli iPS-solut, ovat kantasolututkimuksen uusin
l&pimurto. Takahashi ja Yamanaka (2006, 663) onnistuivat ensimmaéisini
uudelleenohjelmoimaan iPS-soluja hiiren soluista ja vuotta myohemmin aikuisen
ihmisen fibroblastisoluista (Takahashi, Tanabe, Ohnuki, Narita, Ichisaka, Tomoda &
Yamanaka 2007, 861).

Uudelleenohjelmointi tapahtuu siten, ettd kohdesoluun siirretddn nelja geenia
virusvektorin avulla ja transfektoituja soluja kasvatetaan ESC-solujen tavoin. Nama
geenit, Oct3/4, Sox2, c-Myc ja KIf4, ovat ESC-soluissa ilmentyvida geenejd, jotka
yllapitavat kantasolujen pluripotenssia. Geenien siirto ja kasvatusolosuhteet
aikaansaavat sen, ettd somaattiset solut palaavat takaisin kantasoluasteelle. iPS- ja ECS-
solut ovat pitkalti yhtaldaisi& muun muassa ulkon&on, jakautumisen, pinta-antigeenien,

geenien ilmentymisen ja erilaistumiskyvyn suhteen. (Takahashi ym. 2007, 861.)

iPS-solut mahdollistavat kantasolututkimuksen ilman alkion kantasolujen tuomia
eettisid ongelmia (Takahashi ym. 2007, 861). Lisédksi iPS-solut sisaltavat saman
genomin kuin se somaattinen solu, josta se uudelleenohjelmoitiin. Tat4 ominaisuutta

voidaan hyddyntdd monien geneettisten sairauksien tutkimuksessa sek& mahdollisesti
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tulevaisuudessa soluterapiahoidoissa. Potilaista luotuja iPS-soluja voidaan kayttaa
tautimalleina l&&ketestauksissa ja niiden avulla voidaan tutkia sairautta solutasolla.
(Park, Arora, Huo, Maherali, Ahfeldt, Shimamura, Lensch, Cowan, Hochedlinger &
Daley 2008, 877.)

Tulevaisuudessa iPS-soluja saatetaan kayttada soluterapiahoidoissa kéayttamalla potilaan
omista soluista ensin uudelleenohjelmoituja ja sitten tarvittavaksi solutyypiksi
erilaistettuja  soluja. Koska solut olisivat potilaan omia, Vvéltyttaisiin
immuunipuolustuksen hylkimisreaktioilta. (Park ym. 2008, 877.) iPS-solujen avulla
voitaisiin esimerkiksi korvata sydénkohtauksen sydadmeen aiheuttamaa arpikudosta
sydanlihassoluilla. Kaytdnnossa iPS-solujen kayttd soluterapiahoidoissa on kuitenkin
viela kaukaista, silla osa uudelleenohjelmoinnissa kéytetyistd geeneistd on
syopdgeeneja. Lisaksi virusten kéyttd geenien siirrossa on riski. (Nishikawa, Goldstein
& Nierras 2008, 726.)

2.2 Sydanlihassolut

Alkion kehityksen alkuvaiheessa muodostuu kolme alkiokerrosta: endodermi,
ektodermi ja mesodermi. Eri alkiokerrosten soluista muodostuvat tietyt elimet ja
solutyypit. Sydanlihassolut ovat peraisin mesodermistd, josta muodostuvat myds muun

muassa verisolut, muut lihassolut ja luun solut. (National Institute of Health 2001, 1-2.)

Sydamen soluista vain noin 25 % on sydanlihassoluja, mutta suuren kokonsa vuoksi ne
tayttavat 90 % sydamen tilavuudesta. Lihassolujen lisdksi syddamessa on sidekudosta ja
verisuonten endoteelikuodsta. Sydanlihassoluissa on yleensa yksi tai muutama tuma ja
ne ovat poikkijuovaisia, eli niiden aktiini- ja myosiinisdikeet ovat jarjestaytyneet
sarkomeereiksi. Liséksi sydanlihassoluissa on erittéin paljon mitokondrioita, sill& niiden
energiatuotanto on lahes taysin aerobista. Sydamen eri osissa sijaitsevat sydanlihassolut
eroavat toisistaan hieman esimerkiksi ionikanavien ja sahkdisten ominaisuuksien
kannalta. (Humpath.com 2003.)

Sydéanlihassolut ovat kiinni toisissaan siten, ettd ne muodostavat verkkomaisen
rakenteen (Kettunen 2011). Liséksi liitoskohdissa on aukkoliitoksia, joiden kautta

viestimolekyylit paasevat kulkemaan suoraan solusta toiseen. Verkkomainen rakenne ja
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aukkoliitokset mahdollistavat impulssin  erittdin  nopean  levidmisen  koko

sydanlihaskudokseen. (Humpath.com 2003.)

Sydanlihassolujen supistuva yksikké on sarkomeeri, joka koostuu aktiini- ja
myosiinisaikeistd. Lihaksen supistuessa myosiini tarttuu aktiiniin ja vetdd saikeitd
toistensa lomiin. Supistus on troponiinikompleksin valitykselld Ca?*:n saatelema.
(Kettunen 2011.) Sydanlihassolujen erityispiirre on, ettd ne kykenevat supistumaan
spontaanisti ilman ulkoista arsykettd. Sydamen toiminnan kannalta on kuitenkin
oleellista, ettd sydamen eri alueet supistuvat tietyilla tavoilla oikeassa rytmissa. Taté
sydamen perusrytmid yllapitavat eteiskammiosolmukkeen ja sinussolmukkeen
tahdistinsolut. Autonominen hermosto puolestaan voi hidastaa tai kiihdyttad syketta.

Soluviljelmdssé havaitaan kuitenkin vain spontaania sykintda. (Marieb 2009, 369.)

2.3 Sydanlihassolujen erilaistus

Sydanlihassolujen erilaistuminen alkaa mesodermin muodostumisesta ja sen
tdsmentymisestd kardiogeeniseksi mesodermiksi. Kardiogeenisestd mesodermista
erilaistuu  ensin sydanlihassolujen edeltdjid, jotka lopulta kypsyvat sykkiviksi
sydanlihassoluiksi. Erilaistuminen on eri vaiheille ominaisten geenien ja niiden
koodaamien transkriptiotekijoiden ja viestimolekyylien aikaansaamaa. Geenien
aktivaatio puolestaan on useiden tekijoiden, kuten kasvutekijoiden ja toisten geenien,
séatelemaa. Tarkkaa erilaistumisprosessia ei tunneta kovin tarkasti, mutta kullekin
erilaistuksen vaiheelle on 1dydetty tiettyja ominaisia geeneja. (Rajala, Pekkanen-Mattila
& Aalto-Setdld 2011, 2-3.)

Sydanlihassoluja  voidaan erilaistaa  kantasoluista useilla eri  menetelmilla.
Paamenetelmid ovat spontaani erilaistaminen embryoid-body -soluaggregaateista (EB),
kantasolujen kasvattaminen viskeraali-endodermin kaltaisten (END-2) solujen paalla ja
erilaistumisen ohjaaminen tiettyjen kasvutekijoiden avulla. (Rajala ym. 2011, 3-4.)
Kasvuolosuhteissa, joissa kantasoluja ei pidetd kantasoluasteella, ne alkavat erilaistua
spontaanisti. EB-menetelméssa kantasoluja kasvatetaan ensin suspensiona erilaistuksen
sallivassa mediumissa. Talloin muodostuu EB:ja, eli alkion alkuvaihetta muistuttavia
soluryppéitd, joissa havaitaan kaikki kolme alkionkerrosta. Kun EB:t siirretdan

suspensiosta kasvatusmaljalle, jonka pohjaan EB:t voivat kiinnittyd, havaitaan pian
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sykkivia sydanlihassolualueita. (Kehat, Kenyagin-Karsenti, Snir, Segev, Amit, Gepstein,
Livne, Binah, Itskovitz-Eldor & Gepstein 2001, 407-408.)

END-2-menetelmassa kantasoluja kasvatetaan samalla maljalla END-2-solujen paalla.
Erilaistusprosessia ei tunneta tarkasti, mutta END-2-solujen lasndolo ja niiden erittamét
viestiaineet saavat kantasolut erilaistumaan sydanlihassoluiksi. (Mummery, Ward-van
Oostwaard, Doevendans, Spijker, van den Brink, Hassink, van der Heyden, Opthof,
Pera, Brutel de la Riviere, Passier & Leon Tertoolen 2003, 2733.)

Kasvutekijoilla ohjatussa erilaistuksessa kasvutekijat lisatdadn soluviljelméaén suoraan,
jolloin  feeder-soluja ei tarvita. Ohjatussa erilaistuksessa kaytetddn yleensd
transformoivien  kasvutekijoiden p-perheeseen (TGF-B), Wnt-proteiineihin ja
eri kasvutekijoitd, eri vaikutusaikoja ja erilaisia kasvatusmaljan paallystysmateriaaleja
sekd mediumeja. (Rajala ym. 2011, 5-6.) Esimerkiksi Zhangin (2010) sandwich-
erilaistusmenetelméssa kaytetdan TGF-B-perheeseen kuuluvia aktiviini A- ja BMP-4- ja
bFGF-kasvutekijoitd. Naiden kasvutekijoiden on osoitettu indusoivan erilaistumista
mesodermaalieen suuntaan ja vaikuttavan sydénlihassolujen erilaistumisessa.
Menetelmassa kantasoluja kasvatetaan yksisolukerroksena BD Matrigel™-kerrosten
valissa, kunnes solut ovat konfluentteja. Erilaistus aloitetaan lisadmalla mediumiin
aktiviini A:ta ja seuraavana paivana kasvutekija vaihdetaan BMP-4:aan ja bFGF:iin.
Viidentend paivana kasvutekijat poistetaan, ja kymmenennesta péivasta lahtien voidaan
havaita sydanlihassoluiksi erilaistuneita sykkivia alueita. Menetelmall& noin 40-90 %
soluista saadaa erilaistumaan sydanlihassoluiksi (Zhang, Raval, Lian, Herman, Wilson,
Barron, Yu, Palecek, Thompson & Kamp 2010, abst).

2.4 Sydanlihassolujen karakterisointi

2.4.1 Sydanlihassoluille ominaiset geenit

Sydénlihassolujen erilaistumisprosessin eri vaiheita ja kypsid sydéanlihassoluja voidaan
tutkia tiettyjen geenien ilmentymisen perusteella. Geenien ilmentymista tutkitaan PCR-

menetelmdn tai immunosytokemiallisten vérjaysten avulla. Immunosytokemiallisilla
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varjayksillaa tutkitaan proteiineja, joita geenit koodaavat. PCR-menetelméll&d geenien
ilmentymistd puolestaan tutkitaan yleensda RNA:sta k&annetyn cDNA:n avulla.
Kummallakin menetelmalla voidaan siis tutkia samoja geenejé niiden ilmentymisen eri
vaiheissa. (Pekkanen-Mattila ym. 2010, 3-4.)

Kuten luvussa 2.3 (s. 11) on Kerrottu, erilaistumisen eri vaiheissa ilmentyvét tietyt
kullekin vaiheelle ominaiset geenit. Samaan aikaan kantasolujen pluripotenssia
yllapitavien geenien ilmentyminen vahenee nopeasti (Okumura-Nakanishi, Saito, Niwa,
and Ishikawa 2004, 5307). Mesodermin muodostuksen alkuvaiheessa ilmentyy muun
muassa Brachyury T-geeni ja my6hemmin kardiogeenisessd mesodermissa Mesp-1-
geeni (Vidricaire, Jardine & McBurney 1994, 115; Saga, Miyagawa-Tomita, Takagi,
Kitajima, Miyazaki & Inoue 1999, 3437). Sydanlihassolujen kypsyessda puolestaan
ilmentyvat esimerkiksi Nkx2.5- ja Gata-4-geenit (Lints, Parsons, Hartley, Lyons &
Harvey 1993, 419; Watt, Battle, Li, & Duncan 2004, 12573).

Kypsét sydanlihassolut voidaan tunnistaa esimerkiksi a-MHC- (Myosin Heavy Chain,
myosiinin raskasketju), a-aktiniini- ja ¢ troponiini T (cardiac troponin T) -geenien
ilmentymisen perusteella (Dhoot, Frearson & Perry 1979, 339; Nakao, Minobe, Roden,
Bristow & Leinwand 1997, 2362; Sjéblom, Salmazo & Djinovi¢-Carugo 2008, 2688).
Kyseiset geenit koodaavat sydanlihassoluille tyypillisia lihaksen supistumiseen liittyvia
proteiineja. Myosiini ja aktiini ovat kaikissa lihassoluissa esiintyviad proteiineja, jotka
aikaansaavat lihaksen supistumisen. Myosiinin raskasketju eli MHC (Myosin Heavy
Chain) on yksi myosiinin rakenneosa, ja a-MHC eré&s sen syddmelle spesifinen tyyppi
(Nakao ym. 1997, 2362). a-aktiniini puolestaan on sydanlihassoluissakin esiintyva
aktiinin rakenneosa (Sjoblom, Salmazo & Djinovi¢-Carugo 2008, 2688). ¢ troponiini T
on osa troponiinikompleksia, joka osallistuu lihaksen supistumisen kalsiumvaélitteiseen
séatelyyn (Farah & Reinach 1995, 755). c¢ troponiini T on vain sydénlihassoluissa

esiintyvé troponiini T:n isomuoto (Dhoot ym. 1979, 339).

Liséksi sydanlihassoluista voidaan tutkia konneksiini 43- ja Ki 67 -proteiinien
ilmentymist4. Konneksiini 43 on sydanlihassoluissa yleisin konneksiiniproteiinityyppi.
Konneksiiniproteiinit muodostavat aukkoliitoksia, eli kahden vierekk&isen solun
solukalvot lapdisevia liitoksia, joita on sydanlihassoluissa erittdin paljon. (Ai, Fischer,
Spray, Brown & Fishman 2000, 161.) Ki 67 on proteiini, joka ilmentyy kaikissa

solusyklin vaiheissa, mutta ei Go-vaiheessa. Solusykliin kuuluvat kaikki interfaasin
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vaiheet, joissa solu valmistautuu jakautumaan, sekd mitoosi. Go-vaiheessa solu on
solusyklin ulkopuolella, eli se ei jakaudu. (Scholzen & Gerdes 2000, 311.) Kypsat
sydéanlihassolut eivét ole solusyklissg, joten sydéanlihassolujen ei tulisi ilmentd Ki 67:44
(Evans-Anderson, Alfieri & Yutzey 2008, 686).

2.4.2 Sydanlihassolujen karakterisointimenetelmat

Sydanlihassoluista tutkitaan yleensd niiden sykkimisaktiivisuutta, elektrofysikaalisia
ominaisuuksia seka geenien ja proteiinien ilmentymistd. Kuten luvussa 2.2 (s. 10) on
kerrottu, sydanlihassolujen erds ominaisuus on spontaani sykkiminen (Marieb 20009,
369). Sykkimisaktiivisuus voidaan havaita soluviljelméstd valomikroskoopin avulla
(Pekkanen-Mattila, Pelto-Huikko, Kujala, Suuronen, Skottman, Aalto-Setala & Kerkela
2010, 597).

Elektrofysikaalisia ominaisuuksia voidaan tutkia muun muassa mikroelektrodi array- eli
MEA-tekniikalla, tai patch clamp -tekniikalla. MEA-tekniikassa solukolonia
siirrostetaan MEA-maljalle, jonka pohjassa on elektrodeja. Elektrodit mittaavat solujen
ulkopuolisen s&hkdisen potentiaalin vaihtelua. MEA-menetelmda kaytetddn usein
ladkkeiden testauksissa, kun halutaan tietdd, miten l&8keaine vaikuttaa
sydanlihassoluihin. (Reppel, Pillekamp, Ju Lu, Halbach, Brockmeier, Fleischmann, &
Hescheler 2004, 104.) Patch clamp -tekniikassa sen sijaan tutkitaan yksittaisiéd soluja tai
ionikanavien toimintaa. Solun pintaan kiinnitetd&n erittdin ohutkarkinen pipetti, joka
sisaltaa elektrolyyttiliuosta ja elektrodin. Pipetinkérjen eristaméltd alueelta ionikanavien
lapi kulkevat ionit paatyvat pipetin sisaan, ja elektrodi havaitsee sahkoisen potentiaalin

muutoksen elektrolyyttiliuoksessa. (Veitinger 2011.)

Geenien ilmentymistd tutkitaan yleensd PCR-menetelmélla ja geenien koodaamien
proteiinien  ilmentymistd  immunosytokemiallisilla  vérjayksilla.  Menetelmill&
tutkittavista geeneistd ja proteiineista on Kkerrottu luvussa 2.4.1 (s. 12).
Immunosytokemiallisilla vérjayksilla pyritddn muun muassa tunnistamaan erilaistuneet
sydanlihassolut muista maljalla olevista soluista. Immunosytokemiallisissa varjayksissa
kéytetddn vasta-aineita, jotka tunnistavat sydanlihassoluille ominaisia proteiineja.
Immunosytokemiallisista vérjayksista on kerrottu tarkemmin luvussa 2.4.3 (s. 15). PCR-

menetelmalld voidaan tutkia geenien ilmentymista soluissa. Esimerkiksi g-PCR-
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menetelmalld voidaan tutkia, miten eri geenien ilmentyminen muuttuu erilaistumisen
edetessd. Nain voidaan esimerkiksi vertailla, miten eri solulinjat kayttaytyvat
erilaistuessaan. (Pekkanen-Mattila ym. 2010, 3-4.) PCR- ja g-PCR-menetelmistad on
kerrottu luvussa 2.4.4 (s. 16).

2.4.3 Immunosytokemialliset varjaykset

Immunosytokemiallinen vérjdys on biokemiallinen perusmenetelma, jonka avulla
voidaan havaita haluttu molekyyli erittdin spesifisesti kdyttden jollain detektoitavalla
leimalla varustettuja vasta-aineita. Detektointi voi tapahtua esimerkiksi fluoresoivan

molekyylin, eli fluorokromin, avulla tai enstymaattisesti. (Oliver & Jamur 2010, 3.)

Vasta-aineet eli immunoglobuliinit ovat immuunijérjestelman B-solujen tuottamia
glykoproteiineja, joiden tarkoitus on tunnistaa elimistdlle vieraita molekyyleja eli
antigeeneja. Tunnistus tapahtuu siten, ettd vasta-aine sitoutuu antigeenin johonkin
tiettyyn rakenneosaan, eli epitooppiin (kuvio 1). B-soluja on valtavan paljon erilaisia ja
niista kukin tuottaa erilaista vasta-ainetta, joka on spesifinen yhdelle tietylle epitoopille.
(Campbell & Farrell 2006, 392.)

<—— Vasta-aine

Epitooppeja

T

Vasta-aineen tunnistuskohta

KUVIO 1. Vasta-aine tunnistaa antigeenin sitoutumalla sen epitooppiin (Campbell &
Farrell 2006, 392).

Immunosytokemiallinen vérjays voidaan tehd4d joko suoralla tai epdsuoralla
menetelmélld. Suorassa menetelméssa halutun molekyylin tunnistava vasta-aine, eli
priméérivasta-aine, on leimattu. Epéasuorassa menetelmassa on puolestaan kaksi vasta-

ainetta: primaérivasta-aine, joka tunnistaa halutun proteiinin, sek& sekundéarivasta-aine,
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joka tunnistaa primééarivasta-aineen (kuvio 2). Epdsuorassa menetelméssa vasta

sekundadrivasta-aine on leimattu. (Freshney 2005, 278.)

Detektioleima

Sekundaarivasta-aine

Primadrivasta-aine

KUVIO 2. Epésuora immunosytokemiallinen varjays (Freshney 2005, 278).

Mille tahansa antigeenille voidaan tuottaa spesifinen vasta-aine koe-eldimessé. Koe-
eldimind kaytetddn usein hiiri4, kaneja, aaseja ja vuohia. Kaytettdessd epésuoraa
menetelmad on tarkedd, ettd primaari- ja sekundadrivasta-aineet on tuotettu eri
eldimissd. Sekunddérivasta-aineet tuotetaan aina niin, ettd ne tunnistavat kaikki vasta-
aineet, jotka on tuotettu primaérivasta-aineen tuottaneen eldinlajin elimistssa.
Esimerkiksi kanissa tuotetulle priméarivasta-aineelle voidaan kéyttéa vuohessa tuotettua
anti-kani-sekundéaarivasta-ainetta. Yhden ndytteen voi varjatd samanaikaisesti useilla
vareilla, kunhan kaikille primadrivasta-aineille on eri sekundaérivasta-aineet, joiden
fluoresenssileimat ovat erivériset. Talloin jokaisen primadrivasta-aineen taytyy olla
my0s eri elaimessé tuotettu. (IHCWORLD 2011.)

2.4.4 Polymeraasiketjureaktio

Polymeraasiketjureaktio eli PCR on menetelmd, jolla voidaan tehokkaasti monistaa
DNA-juosteesta haluttua sekvenssid. Reaktiossa tarvitaan spesifisia alukkeita,
deoksiribonukleotideja (dNTP) sek& termostabiilia polymeraasienstyymid. Yleisimmin
kaytetddn Thermus aquaticus -bakteerista eristettyd Tag-polymeraasia. Liséksi tarvitaan
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PCR-laite, joka saatelee lampdtilaa tarkasti vaiheiden mukaan. (Campbell & Farrell
2006, 352.)

Yksi PCR-sykli koostuu kolmesta vaiheesta, kuten on esitetty kuviossa 3.
Ensimmaisessd vaiheessa eli denaturaatiovaihessa reaktion lampdtila nostetaan + 94
°C:een, jolloin DNA:n vastinjuosteet irtoavat toisistaan. Toisessa vaiheessa, eli
alukkeiden liittymisvaiheessa  (annealing), lampotila  lasketaan  hetkellisesti.
Liittymisvaiheen lampdtila riippuu alukkeiden ominaisuuksista, mutta yleensa lampétila
on + 45 °C:n ja + 65 °C:n vélilla. Talléin lyhyet alukkeet ehtivat tarttua yksijuosteiseen
templaatti-DNA:han komplementaarisesti, mutta varsinainen polymeraasientsyymi ei
ehdi alkaa toimia. (Karp 2005, 775-776.)

Kolmannessa vaiheessa, eli pidentymisvaiheessa (extension), lampdétilaa nostetaan
jalleen + 72 ©°C:een. Té&ssd lampotilassa Tag-polymeraasienstyymi alkaa luoda
templaatti-DNA-juosteille vastinemasperiaatteen mukaisesti vastinjuosteita.
Normaalissa PCR-ajossa toistetaan noin 20-30 syklid, jolloin alkuperdinen DNA-maara
monistuu miljooniksi kopioiksi. (Karp 2005, 776.) Polymeraasientsyymi alkaa
syntetisoida juostetta alukkeista alkaen, jolloin vain alukkeiden valinen osa monistuu.
Alukkeiden on siis oltava spesifiset juuri sille sekvenssille, jota halutaan monistaa.
(Campbell & Farrell 2006, 354.)
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Templaatti-DNA
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KUVIO 3. PCR-reaktio (Campell & Farrell 2006, 353, muokattu).

PCR-menetelmasta on paljon sovelluksia ja variaatioita, kuten kvantitatiivinen PCR ja
kaanteiskopiointi-PCR.  Kaanteiskopiointi-PCR:ssd, eli RT-PCR:ss&  (reverse
transcription PCR) alkuperaisend templaattijuosteena on kaksijuosteisen DNA:n sijaan
yksijuosteinen RNA. Reaktio on muuten sama kuin tavallisessa PCR:ssd, mutta aluksi
RNA muutetaan komplementaariseksi DNA:ksi (cDNA) retroviruksista saatavan

kaanteiskopioijaentsyymin avulla. (Promega 2011, 2-3.) Reaktio on esitetty kuviossa 4.

Ké&éanteiskopioijaenstyymi luo ensin DNA-vastinjuosteen RNA:lle, jolloin syntyy RNA-
DNA-hybridi. Denaturaatiovaiheen jalkeen kuitenkin vain hybridin DNA-juoste
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kopioituu. RT-PCR:ll1& saadaan siis monistettua RNA-ndytteen DNA-vastinjuostetta.
Né&in saadaan selville solun transkriptioprofiili, eli se, mitk& geenit ilmentyvét solussa
tietylld hetkelld. (Promega 2011, 2-3.)

Templaatti-RNA

¥ m TR

| N\ kéaanteiskopioija-

~ | | enstyymi
- }
_/I
RNA-DNA-hybridi
94 °C l Denaturaatio
CEETTEETT TR TR T T e T
LT
n. 55 °C l Liittymisvaihe
aluke
s LUV
72 °C l Pidentymisvaihe
| \
- _\‘dT\lTPt
«— — —
polymeraasi ~
o LT
5 l 3
3 o
5 3

94 °C l Denaturaatio

KUVIO 4. RT-PCR-reaktio (Promega 2011, 2-3).

Kvantitatiivinen PCR eli g-PCR (quantitative PCR) on keino madrittdd ndyte-DNA-
sekvenssin méarad. gq-PCR-menetelmad kayetdan usein yhdessé RT-PCR:n kanssa,
jolloin voidaan tutkia, kuinka paljon geenid on transkriptoitu RNA:ksi. Ndin saadaan
tietdd, kuinka voimakkaasti geeni ilmentyy. (VanGuilder, Vrana & Freeman 2008, 619.)

g-PCR:ssé& kéytetddn hyvéksi reaktioiden Cy-arvoja, eli kynnyssykliarvoja (Threshold

Cycle). Cr-arvo on esitetty kuviossa 5. Cr-arvo kertoo monennenko syklin kohdalla
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naytteen fluoresenssin voimakkuus ensimmadisen kerran ylittdd taustan tason. Mita
enemman naytteessdé on DNA:ta, sitd aikaisemmin kynnys vylittyy. (Goni, Garcia &
Foissac 2009, 3.) g-PCR:ssa fluoresenssimittaus tehddén jokaisen syklin jalkeen, joten
DNA-méérédn kasvua voidaan seurata reaaliaikaisesti. Tamén vuoksi menetelm&é

kutsutaan joskus myos real time-PCR:ksi. (Wong & Medrano 2005, 75.)

DNA:n maara

> Eksponentiaalinen vaihe

Syklit

KUVIO 5. DNA-maaran kasvu PCR-reaktiossa (NCBI 2012, muokattu).

Fluoresenssimarkkerit voivat olla joko spesifisié tai epéaspesifisia. SYBR® Green (Life
Technologies ™) on epaspesifinen fluoresenssileima, joka sitoutuu kaksijuosteisen
DNA:n emadsten véliin. Sitoutumattomana SYBR® Green fluoresoi vain heikosti, mutta
fluoresenssi voimistuu, kun SYBR® Green sitoutuu DNA:han. T&llgin fluoresenssin
voimakkuuden kasvu kertoo kaksijuosteisen DNA:n mééran kasvusta. (Zipper, Brunner,
Bernhagen & Vitzthum 2004, 1.)

Hybridisaatiokoettimet, kuten TagMan® (Life Technologies ™) ja molecular beacon -
koettimet, sen sijaan ovat sekvenssispesifisia fluoresenssimarkkereita. Ne ovat lyhyita
fluoresenssileimattuja DNA-pétkid, jotka sitoutuvat spesifisesti vain tietyilla alukkeilla
monistettuun DNA-sekvenssiin.  Ne siis eivat detektoi sivutuotteita, kuten
alukedimeereja. (Holland, Abramson, Watson & Gelfand 1991, 7276; Tyagi & Kramer
1996, 303.)

g-PCR:lla DNA-mé&é&ra voidaan maarittdé joko absoluuttisesti tai suhteellisesti. Yleensa

kéytetddn suhteellista madritystd, jossa voidaan nahdd, miten geenin ilmentyminen
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muuttuu samoissa soluissa eri aikapisteissd, tai voidaan verrata eri solulinjoja
keskenddn. Tutkittavan geenin ilmentyminen tulee normalisoida kayttéden
yllapitogeenid, eli tutkittavissa solussa jatkuvasti ja tasaisesti ilmenevéd geenié.
Normalisoinnin avulla eliminoidaan néytteiden vélista vaihtelua. Esimerkiksi jos
verrataan geenin ilmenemistd samalla solulinjalla eri aikapisteissa, ndytteiden alku-
cDNA-madérien vaihtelut vaikuttavat tuloksiin. Normalisoinnin avulla tdma ero voidaan
poistaa. (Pfaffl, Tichopad, Prgomet & Neuvians 2004, 509.)

Absoluuttisessa madrityksessa ei kayteta yllapitogeenid, vaan luodaan standardisuora.
Standardisuoraa varten luodaan standardinaytteet, joiden pitoisuudet tunnetaan erittéin
tarkasti. Standardindytteind voidaan kayttaa esimerkiksi plasmideja, joihin on kloonattu
tietty maara geenia (Hou, Zhang, Miranda & Lin 2010, 1). Standardien Cr-arvoista
luodaan lineaarinen standardisuora, johon néytettd verrataan. Né&in tulokseksi saadaan
absoluuttinen DNA-pitoisuus. (Wong & Medrano 2005, 76-77.)

Koska SYBR® Green -fluoresenssimarkkerit ovat epaspesifisid, niitd kéytettdessa on
suositeltavaa muodostaa sulamiskdyrda g-PCR-ajon pééatteeksi. Ndin saadaan selville
ovatko markkerit sitoutuneet tutkittavaan sekvenssiin vai esimerkiksi alukedimeereihin.
Normaalien PCR-syklien jalkeen lampdétilaa aletaan nostaa samalla mitaten
fluoresenssia. Lampdtilan noustessa kaksijuosteinen DNA denaturoituu, jolloin SYBR®
Green irtoaa siitd ja sen emittoima fluoresenssi vahenee. Eri DNA-sekvenssien
sulamislampd on erilainen riippuen muun muassa sekvenssin pituudesta ja G- ja C-
emasten pitoisuuksista. Mitattua fluoresenssia muokataan siten, ettd saadaan kayra,
jossa nakyy piikkeja niiden lampétilojen kohdalla, joissa jotain DNA-sekvenssid on
denaturoitunut. Jos vain tuote on monistunut, saadaan yksi terdva piikki tuotteelle
ominaisen sulamislammoén kohdalla. Jos piikkeja on useita, on monistunut myds muita
sekvenssejd, yleisimmin alukedimeerejd. Sulamiskéyrén avulla saadaan tietoa g-PCR:n
tulosten luotettavuudesta. (Cubie, Seagar, McGoogan, Whitehead, Brass, Arends &
Whitley 2001, 25.)
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2.5 Kantasolujen ja sydanlihassolujen kasvatus

2.5.1 Soluviljely

Soluja kasvatetaan erillisessd soluviljelylaboratoriossa, jonne kuljetaan sulun kautta.
Ty6skentely tapahtuu laminaarikaapeissa ja soluja kasvatetaan + 37 °C:ssa 5 % CO,:ssa
inkubaattorissa. ~ Soluviljelyssa  noudatetaan  aseptisia  tydskentelymenetelmia
kontaminaatioiden valttamiseksi. (Freshney 2005, 43, 63, 73.)

Konfluenssi eli solutiheys kertoo, kuinka paljon kasvutilaa soluilla vield on
kasvatusalustallaan. Kasvatusalustan ollessa 100 % konfluentti, kasvatusalusta pohja on
taysin solujen peittdma ja 50 % konfluentilla maljalla solut tayttavat puolet alustan
pinta-alasta. Konfluenssi madritetdan silmamaaréisesti, joten se ei ole tarkka madre.
(Freshney 2005, 40.)

Aina soluja jaettaessa tai pakastettaessa solujen passagenumeroa (p.) kasvatetaan
yhdelld. Passagenumero kertoo, kuinka monta kertaa soluviljelma on jaettu uudelleen.
Passagenumeron kasvaessa muun muassa solulinjan proteiinituotanto, morfologia, ja
kasvunopeus saattavat muuttua. Esimerkiksi kantasolut saattavat alkaa erilaistua
spontaanisti  korkeissa passageissa. Taman takia on tarkeda pitdd lukua
passagenumerosta. (ATCC 2007, 1.)

Kantasoluja voidaan kasvattaa joko feeder-solujen paalla tai ilman feeder-solukerrosta.
Oleellista kuitenkin on, ettd kasvatusolosuhteet ovat pluripotenssia yllapitavia. Muuten
kantasolut alkavat erilaistua spontaanisti. Feeder-soluina kaytetddn yleensa hiiren alkion
fibroblasteja, eli MEF:ja (Mouse Embryonic Fibroblast), joiden erittdmien aineiden
avulla kantasolut pysyvat pluripotentteina. Feederittoméssa kasvatuksessa voidaan
kéayttaa feeder-konditioitua mediumia, jolloin MEF-solujen erittdmat aineet ovat
siirtyneet mediumiin ilman, ettd kantasolut ja MEF:t kasvavat samalla maljalla. (Passier
& Mummery 2002, 325.) Vaihtoehtoisesti voidaan kayttdd mediumia, johon on lisatty
kasvutekijoitd ja viestiaineita, jotka pitdvat solut kantasoluasteella. Esimerkiksi
mTeSR™1-medium (STEMCELL Technologies) on hESC- ja iPS-kantasolujen feeder-
soluttomaan kasvatukseen suunniteltu kaupallinen medium. (STEMCELL Technologies
2011, 1-2.) Jotta kantasolut séilyisivét feederittomassa kasvatuksessa pluripotentteina,
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on liséksi kéytettdva jotain kantasolujen yllapitoon sopivaa matriksia, kuten BD
Matrigel™:4 (STEMCELL Technologies) (Nagaoka, Si-Tayeb, Akaike & Duncan
2010, 1).

B-27® (Life Technologies) on alun perin neurosolujen yllépitoa varten kehitetty
lisdravinne, mutta sitd kdytetadn myos sydanlihassolujen erilaistuksessa ja yll&apidossa.
B-27®-ravintolisdd on sekd insuliinipitoista ettd insuliinitonta. (Life Technologies
2012.) Koska insuliini  inhiboi  solujen erilaistumista  sydanlihassoluiksi,
erilaistusvaiheessa on kaytettdvéa insuliinitonta B-27®-ravintolisaa (Freund, Ward-Van,
Oostwaard, Monshouwer-Kloots, van den Brink, van Rooijen, Xu, Zweigerdt,
Mummery & Passier 2007, 727).

Adherentteja sydanlihas- ja kantasoluja jaettaessa solut voidaan irrottaa esimerkiksi
dispaasilla tai StemPro® Accutase®:lla (Life Technologies). Accutase® on solujen
irrotusaine, joka koostuu useista eri entsyymeista ja irrottaa solut yksisolususpensioksi
(Life Technologies 2009). Dispaasi on Bacillus polymyx -bakteerista eristettya
proteaasientsyymia (Worthington Enzyme Manual 1993), joka irrottaa solut suurempina
kolonioina yksisolususpension sijaan (STEMCELL Technologies 2009, 1). Solujen jaon
yhteydesséd kaytetddn yleensd ROCK-inhibiittoria (Rho-associated kinase) (Merck
Millipore), joka estdd solukuolemaa yksisolususpensiossa ja parantaa siten solujen
selviytymistd jaosta vaikuttamatta kantasolujen ominaisuuksiin (Watanabe, Ueno,
Kamiya, Nishiyama, Matsumura, Wataya, Takahashi, Nishikawa, Nishikawa,
Muguruma & Sasai 2007, 681).

Kantasoluja ja sydanlihassoluja voidaan pakastaa dimetyylisulfoksidi-liuoksella
(DMSO). mFreSR®-pakastusmediumi (STEMCELL Technologies) on erés kaupallinen
pakastusliuos, joka on suunniteltu kdytettdviksi mTeSR™1-mediumissa kasvatettujen
ESC- ja iPSC-solujen pakastukseen. Se sisaltdd DMSO:ta mutta on seerumiton, toisin
kuin yleisesti kaytetyt pakastusmediumit. (STEMCELL Technologies 2012, 1-2.)

2.5.2 BD Matrigel™ kantasolujen viljelyssa

BD Matrigel™ Basement Membrane Matrix Growth Factor Reduced (STEMCELL
Technologies) on hiiren Engelbreth-Holm-Swarm -sarkoomasta eristettya tyvikalvoa.
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Matrigel™ koostuu padasiassa laminiinista, kollageeni 1V:sté ja muista soluvaliaineen
proteiineista. Lisdksi se siséltdd tyvikalvossa luonnostaan esiintyvid kasvutekijoitd,
kuten TGF-B:a, epidermaalista kasvutekijdd ja insuliininkaltaista kasvutekijad. Tuotteen
kasvutekijoiden maardd on véhennetty, mutta niitd ei voida tdysin poistaa. (BD
Biosciences 2008, 1.) Matrigel™ jahmettyy hyvin nopeasti jo huoneenldmmassé, joten
se lisatadan aina kylmaan mediumiin kdyttden jadkaapissa kylmennettyja pipetinkarkia ja
falcon-putkia (BD Biosciences 2008, 2).

Tyvikalvo on erds soluvéliaineen muoto, jota esiintyy sidekudoksen ja epiteelisolujen
rajalla. Tyvikalvo myods ympéroi lihas- ja rasvasoluja seké &areishermojen tukisoluja.
Myds sydanlihassolut ovat siis tyvikalvon ympéaréimia. BD Matrigel™ luo siis
sydanlihassoluille hyvén in vivo -tilaa muistuttavan kasvualustan, johon solujen on hyva
kiinnittyd. (Karp 2005, 245.) Lisdksi BD Matrigel™ on vyleisesti kaytetty matriksi
kantasolujen yllapidossa (Nagaoka, Si-Tayeb, Akaike & Duncan 2010, 1).



25

3 OPINNAYTETYON TAVOITE JA TARKOITUS

Opinnaytetyon tavoitteena on ottaa sydanryhman kéyttéon uusi sandwich-
erilaistusmenetelmé sydanlihassolujen erilaistusta varten. Uusi menetelmé on nopeampi
ja tehokkaampi tapa erilaistaa sydénlihassoluja kuin tutkimusryhmdsséd aiemmin
kaytossé ollut menetelmad. Lis&ksi uudella menetelmalld padstaan eroon eldinperdisistéa

feeder-soluista, mika on tarkedd mahdollisten ladketieteellisten sovellusten kannalta.

Opinndytetyon tarkoitus on optimoida uusi erilaistusmenetelma kahdelle ihmisen iPS-
solulinjalle. Tyossa selvitetddn, missé solupitoisuudessa ja passagessa solut erilaistuivat
parhaiten. Erilaistettuja sydanlihassoluja karakterisoidaan immunosytokemiallisin
varjayksin ja tutkimalla solujen geenien ilmentymisté erilaistuksen eri vaiheissa. Néin
voidaan verrata uudella ja vanhalla menetelmélld erilaistettuja soluja keskendan ja
todeta, onko uusi menetelma soveltuva kaytettavaksi.
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4 TYON SUORITUS

4.1 Kantasolulinjat

Ty6ssa tutkittiin linjoja UTA.04602.WT ja UTA.07801.HcMMc. UTA.07801.HcMMc
on hypertrofista kardiomyopatiaa sairastavasta potilaasta perdisin oleva iPS-solulinja.
Se siis sisaltaa sairautta aiheuttavan geenivirheen. UTA.04602.WT on kontrollilinja,

jossa ei ole sydansairauden aiheuttavaa geenivirhetté.

4.2 Mediumit

Erilaistumattomien solujen yllapidossa sek& erilaistuksen alkuvaiheessa kéytettiin
mTeSR™1-mediumia. Erilaistusvaiheessa ja erilaistettujen solujen yll&pidossa
kaytettiin RPMI-mediumia (Life Technologies). RPMI-mediumpohjaan lisattiin
GlutaMAX™-ravintolisdd, = NEAA-aminohappoliuosta,  penisilliini-streptomysiini-
antibioottiliuosta ja B-27®-ravintolisaé (kaikki Life Technologies). Erilaistusvaiheessa
kaytettiin insuliinitonta B-27®-ravintolisdd ja yllapitovaiheessa insuliinipitoista
versiota. Lisaksi erilaistettujen solujen yllapitomediumiin lisattiin 2 % FBS:a.
mTeSR™1-mediumiin lisattiin vain antibioottia. Mediumien tarkat valmistusohjeet ovat

liitteend 1.

Mediumia annosteltiin erikokoisten kuoppalevyjen kaivoille taulukon 1 mukaan.
Mediumeja sailytettiin jadkaapissa + 4 °C:ssa ja ne lammitettiin inkubaattorissa + 37
°C:seen ennen soluille annostelua. Poikkeuksena BD Matrigel™ liséttiin kylmé&an

mediumiin ja my6s annosteltiin soluille kylména.

TAULUKKO 1. Erikokoisten kuoppalevyjen kaivojen pinta-alat, tarvittavat méaéarat

mediumia ja tarvittavat maarat paallystysliuosta.

Kuoppalevy Kaivon pinta-ala Mediumia/kaivo | P&allystysliuosta/kaivo
6-kuoppalevy 9,6 cm? 2ml 1ml

12-kuoppalevy 3,5cm? 1mi 0,5 ml

24-kuoppalevy 1,9 cm? 0,75 ml 0,5ml
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4.3 Kantasolulinjojen yllapito ja sydanlihassolujen erilaistaminen sandwich-

menetelmalla

4.3.1 Kasvatusalustojen paillystys BD Matrigel™:114

Paallystysliuos  valmistettiin ~ lisdamalla  kylméan KO-DMEM-mediumiin  BD
Matrigel™:ia kaavan 1 mukaan. Liuosta tarvittiin erikokoisten kuoppalevyjen kaivoille
taulukon 1 (s. 26) mukaiset maéarat. Paallystettyja kuoppalevyja pidettiin inkubaattorissa

+37 °C:ssa tunnin ajan ennen solujen viljelyé kaivoille.

n.A.C1
CZ

m=

(1)

m = tarvittava maara BD Matrigel™:ia (ul)

n = paallystettavien kaivojen lukuméaéara

A = kaivojen pinta-ala (cm?), listattu taulukossa 1
c¢1= haluttu matrigeelipitoisuus (2,2 pg/cm?)

c,= BD Matrigel™-erén proteiinipitoisuus (ug/pl)

4.3.2 Solujen jakaminen

Ennen jakoa matrigeelipdéllystettiin tarvittava madra kaivoja luvun 4.3.1 (s. 27)
mukaisesti. Jako tehtiin kuvion 6 mukaan. Solupelletti suspensoitiin mTeSR™1-
mediumiin jakosuhteen mukaan ja suspensioon liséttiin ROCK-inhibiittoria (Merck

Millipore) 0,01 pmol/ml.

Jos esimerkiksi yksi 6-kuoppalevyn kaivo jaettiin suhteessa 1:6 kuudelle 6-kuoppalevyn
kaivolle, pelletti suspensoitiin 12 ml:aan mTeSR™1-mediumia, lisattiin 12 pl 10 mM
ROCK:-inhibiittoria ja jaettiin 2 ml/kaivo. Jakamisen jalkeen kuoppalevyt siirrettiin +37

oC:seen inkubaattoriin.



( )
Medium pois
(. + J
( )
2 x pesu PBS:lla
(. + J

0,5 ml Accutase™/ kaivo
Vaikutusaika 3 min

( )
2 ml PBS

§0Iujen irrotus pohjasta pipetill'a)

( )

Solususpensio talteen
falcon-putkeen

v

Huuhtelu PBS:lIa,
Solususpensio talteen

Jako erilaistusta varten

v

( N\
Solususpension sentrifugointi

1200 rpm, 2 min

( N\
Supernatantti pois
(. + J

Pelletin suspensoiminen
mTeSR1-mediumiin + ROCK
Inhibiittori

-

A 4

Pelletin suspensoiminen
1 ml mTeSR1

v

[ Solujen laskeminen ]

KUVIO 6: Solujen jako-ohje.
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Jos soluja jaettiin erilaistusta varten, ne laskettiin sentrifugoinnin jélkeen. Solut

laskettiin  kummastakin kammiosta keskimmaisesta 1 mm X 1 mm

-ruudusta.

Solususpension solupitoisuus (solua/ml) laskettiin kaavan 2 mukaan. Kaavan 3 mukaan

laskettiin, kuinka paljon solususpensiota tarvittiin maljattavaan solususpensioon, ja

kaavassa 4 nékyy, kuinka paljon mediumia tarvittiin. Maljattavan suspension tarve

kaivoa kohden on esitetty taulukossa 1 (s. 26).

C

solususpersio

= n,, -10000

V _ Nyaivot * Craivo

suspensio

solususpersio

(@)

©)
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\ :Vkok. -V

medium suspensio (4)
Csolususpensio= Solususpension solupitoisuus (solua/ml)

nka= kammioista laskettujen solujen keskiarvo

Vsuspensio= tarvittava suspension maara (ml) maljattavaan suspensioon
Ckaivo= haluttava solumaara/kaivo

Nkaivo= Maljattavien kaivojen lukumaéara

Viok= tarvittava mééra maljattavaa suspensiota (ml)

Vinediuom= mediumin maara (ml)

Soluja kasvatettaessa Matrigel™:n paalla merkittiin kaksi passagenumeroa. Varsinaisen
passagenumeron lisdksi merkittiin sulkeisiin toinen passagenumero, joka kertoi solujen
kasvuajan Matrigel™:ll1&. Esimerkiksi jos passagenumero oli p. 33(5), solujen
varsinainen passagenumero oli 33, ja siitd viiden jaon verran soluja oli kasvatettu
Matrigel™:1la. Ennen Matrigel™:i& soluja oli kasvatettu MEF:ien péalla. Matrigel™:lle
merkittiin  oma  passagenumero, silld sen pdallda kasvatettujen  solujen
erilaistumisominaisuuksien oli havaittu muuttuvan merkittdvasti passagen mukaan
(Pekkanen-Mattila, henkilokohtainen tiedonanto 28.05.2012).

4.3.3 Erilaistumattomien solulinjojen yllapito

Erilaistumattomia  soluja  yllapidettiin ~ luvun 431 (s. 27) mukaisesti
matrigeelipdallystetyill&d 6-kuoppalevyn kaivoilla mTeSR™1-mediumissa. mTeSR™1-
mediumi vaihdettiin péivittain.

Solut jaettiin luvun 4.3.2 (s. 27) mukaan kaivojen ollessa konfluentteja. Yleensa
kaytettiin jakosuhdetta 1:6. Jos maljalla kasvoi kantasolukolonioiden liséksi erinakoista
solukkoa, se poistettin jaon yhteydessd, jotta linja séilyi erilaistumattomana.

4.3.4 Erilaistaminen sandwich-menetelmalla

Erilaistus aloitettiin jakamalla solut halutuissa solupitoisuuksissa 12-kuoppalevyille

mTeSR™1-mediumissa. Jako tehtiin luvun 4.3.2 (s.27) mukaan ja kéaytettiin
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solupitoisuuksia 100 000 solua/kaivo, 150 000 solua/kaivo, 200 000 solua/kaivo tai
300 000 solua/kaivo. Jaon jalkeisend péivana soluille vaihdettiin mTeSR™1-medium.

Toisena péivana jaon jalkeen soluille vaihdettiin kylmd matrigeelida sisaltdva
mTeSR™1-medium, jolloin solut jdivat kahden matrigeelikerroksen véliin. BD
Matrigel™:n maéara laskettiin kaavan 5 mukaan k&yttden pitoisuutta 17,5 pg/cm?2.
Tarvittava mediumin maaré kaivoa kohden on esitetty taulukossa 1 (s. 26).

n-A-c
C2

m=

(5)

m = tarvittava matrigeelin maaré (pl)

n = kaivojen lukumaara

A = kaivojen pinta-ala (cm?), listattu taulukossa 1
1= haluttu matrigeelipitoisuus (pg/cm?)

c,= BD Matrigel™-erén proteiinipitoisuus (ug/pl)

Varsinainen erilaistus aloitettiin paivana 0, jolloin soluille vaihdettiin aktiviini A:ta ja
BD Matrigel™:&4 sisaltava insuliiniton RPMI-medium. BD Matrigel™:n mé&éaré
laskettiin kaavan 5 mukaan ja aktiviini A:n maara kaavan 6 mukaan. BD Matrigel™:lle
haluttu pitoisuus oli 8,75 pg/cm? ja aktiviini A:lle 100 ng/ml.

v/ — Vmedium G (6)

kasvutekija
Cz

Viaswutekija= tarvittava kasvutekijan maara (pl)
Vinedium = mediumin maara (ml)
¢1= mediumin haluttu kasvutekijapitoisuus

co= kasvutekijaliuoksen pitoisuus (pg/pl)

Paivana 1 soluille vaihdettiin BMP-4:4 ja bFGF:a sisdltavé insuliiniton RMPI-medium.
BMP-4:n ja bFGF:n méérat laskettiin kaavan 6 mukaan. BMP-4:lle haluttu pitoisuus oli
10 ng/ml ja bFGF:lle 5 ng/ml.

Paivana 5 soluille vaihdettiin insuliinia ja FBS:a sisaltdvd RPMI-medium. Paivésta 6

alkaen RPMI + B27 (+ insuliini) + 2% FBS -medium vaihdettiin 2-3 paivan vélein.
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Solujen  kuuluisi alkaa sykkid paivastd 10-15 lahtien (Pekkanen-Mattila,
henkilokohtainen tiedonanto 28.05.2012).

4.3.5 Solujen pakastus

Erilaistamattomia soluja pakastettiin, jotta tietyssa passagessa tutkittuja soluja voitaisiin
tarvittaessa ottaa uudelleen testaukseen. Soluja pakastettiin  mTeSR™1-mediumin
valmistajan pakastusohjetta noudattaen kuvion 7 mukaan, kun kaivot olivat lahes 100 %
konfluentteja. (STEMCELL Technologies 2011 s.10-11.) Solupellettid suspensoitaessa
pyrittiin pitdmaén solut ryppéissa yksisolususpension sijaan.

. . Sentrifugointi

| Medium pois | —bk 300x g, 5 min |
v v

' ™\ ' ™\

pesu 2ml DMEM/F-12:lla Supernatantti pois

L% A L% A
v v

( 1 ml dispaasia (c=1 mg/ml) \ ( Pelletin suspensoiminen \

L Vaikutusaika 7 min + 37°C | L mFreSR&:lla (1ml/kaivo)
v v

4 3 4 . . . e 3

Pesu 2 x 2ml DMEM/F-12:lla P'p9t°'"1t' LTS

§ ) L ml/putki |
v v

( \ ([ Pakastuslaatik

akastuslaatikossa

L 2 ml DMEM/F-12 | CBO °C:seen pakastimeen yén yJ
v v

f ) '

Solujen irrotus soluraapalla Nestetyppipakastimeen ]

L% A L%
v

s ™

Suspensio talteen —

. S

KUVIO 7. Solujen pakastusohje yhdelle 6-kuoppalevyn kaivolle.

4.4  Erilaistettujen solujen immynosytokemiallinen varjays

Erilaistettuja soluja varjattiin yleensa 2-4 viikkoa erilaistuksen jalkeen. Solut varjattiin
huolimatta siitd, olivatko ne alkaneet sykkié vai eivat. Sykkivét solut varjattiin siind
vaiheessa, kun sykintd oli selke&d, eikd sykkivié kohtia end4 tullut liséé. Jos solut eivat
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vield monen viikonkaan pééasté olleet alkaneet sykkid, ne varjattiin silti. Nain nahtiin,
olivatko solut erilaistuneet, mutteivét jostain syysta sykkineet vai eivéatko solut olleet
erilaistuneet  lainkaan.  Lisaksi erilaistamattomia soluja  varjattiin  tietyilla
kantasolumarkkereilla, jotta voitiin ndhdd, oliko linjassa tapahtunut spontaania

erilaistumista.

Erilaistetuista  soluista  varjattiin ~ sydanlihassoluille  ominaisia proteiineja ja
erilaistamattomista soluista kantasolumarkkereita. Tutkituista proteiineista on kerrottu
luvussa 2.4.1 (s. 12). Liséksi naytteet varjattiin DAPI-varilla, joka vérjaa tumat
sitoutumalla dsDNA:han. Varjayksissa kaytettiin epésuoraa menetelméad ja samoja

kaivoja saatettiin varjatd samanaikaisesti kahdella eri priméérivasta-aineella.

Ensin solut fiksoitiin kiinni kaivojen pohjaan, minkd jalkeen ne vérjattiin ensin
priméérivasta-aineilla, ja seuraavana pdivand sekundadrivasta-aineilla. Varjays tehtiin
kuvion 8 mukaan, tarvitut reagenssit ovat taulukossa 2 ja kaytetyt vasta-aineet

taulukossa 3.

' It ' It
Paiva 1 Paiva 2
LS A L% A
( i ( 3x 57 mi i
q X 57 min pesu
| 2 x5 min pesu 1xPBS | | 1xPBS + 1% BSA
{ ™ ' . . ™
20 min fiksointi 4 % PFA 1 h sekunchérivasta-aineet,

L ) L ravistelussa, pimeéssa
's ™ 's - ™

2 x 5 min pesu 1xPBS el e P
L ) L pimeédssa )
It ' It

45 min blokkaus 2 x 5 min pesu 1xPB,
blokkausliuoksella ) L pimeédssa )
' It ' It
Primaérivasta-aineet O/N Vectashield-peittausaine

L Pimeassa, +4°C, ravistelussa ) L ja peitinlasi )
' ™

Sailytys +4°C pimeassa
L% A

KUVIO 8. Vérjaysohje.
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TAULUKKO 2. Vadrjayksissa tarvitut liuokset ja niiden koostumukset (FBS eli

fosfaattipuskuroitu suolaliuos,

BSA eli naudan seerumin albumiini, PB eli

fosfaattipuskuri, PFA eli paraformaldehydi, NDS eli normaali aasin seerumi ja DAPI eli

4',6-Diamidino-2-fenyyli-indoli dihydrokloridi).

Liuos Reagenssit
Pesuliuokset 1x PBS
1 x PBS +1 % BSA
1xPB
Fiksausliuos 4 % PFA

Primaarivasta-aineen liuos

TritonX-100 + 1 % BSA

Blokkausliuos

1xPBS +1% NDS + 0,1 % TritonX-100 + 1 % BSA

Sekundéaarivasta-aineen liuos

1 xPBS + 1% BSA

Peittausaine

VECTASHIELD® Mounting Medium with DAPI
(Vector Labs)




TAULUKKO 3. Immunosytokemiallisissa varjayksissa kaytetyt vasta-aineet.
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Primaarivasta-aineet

Valmistaja, cat-numero

Laimennussuhde

Vuohen anti-cTropT IgG

Abcam, ab64623-1

1:2500

Kanin anti-Cx43 19G Sigma-Aldrich, c6219 1:1000
Kanin anti-Ki67 1gG Millipore, AB9260 1:800
Hiiren anti-a-aktiniini IgG | Sigma-Aldrich, A7811 1:1500
Hiiren anti-MHC IgG Millipore, MAB1552 1:100
Vuohen anti-Nanog 19G R&D Systems, AF1997 1:200
Vuohen anti-Oct3/4 1gG R&D Systems, AF1753 1:400
Vuohen anti-Sox2 1gG Santa Cruz  Biotechnology, | 1:200
sc17319
Hiiren anti-SSEA-4 1gG Santa Cruz  Biotechnology, | 1:100
sc21703
Hiiren anti-TRAI-1-60 IgM | Milipore, MAB4360 1:200
Hiiren anti-TRA-1-81 IgM | Millipore, MAB438 1:200

Sekundaarivasta-aineet

Valmistaja, cat-numero

Laimennussuhde

Aasin anti-vuohi IgG

Invitrogen, A11057

1:800

Aasin anti-kani 1gG Invitrogen, A10042/A21206 1:800
Aasin anti-hiiri 1gG Invitrogen, A21202 1:800
Vuohen anti-hiiri 1gG Invitrogen, A11004 1:800
\Vuohen anti-hiiri IgM Invitrogen, A21043 1:800

4.5 Geenien ilmentymisen tutkiminen g-PCR:lla

45.1 RNA:N eristys

RNA-naytteitd kerattiin paivind 0, 1, 4, 6, noin 10-15 ja noin 25. Pdivana 0 nahtiin

tilanne ennen kasvutekijoiden lisd&dmista, paivand 1 aktiviini A:n vaikutus, paivana 4

BMP-4:n ja bFGF:n vaikutus ja pdivand 6 tilanne, kun kasvutekijat on otettu pois.

Lisaksi kerdttiin ndyte pédivana 10-15, jolloin menetelman mukaan solujen tulisi alkaa

sykkid, eli erilaistuksen pitdisi olla valmis ja lopulta noin paivéna 25, kun solujen tulisi

sykkid jo voimakkaasti.
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Yksi RNA-nédyte keréttiin aina kahdelta 12-kuoppalevyn kaivolta, jotta RNA:ta saatiin
riittdvasti. Kaivot huuhdeltiin kaksi kertaa PBS:lla ennen kerdystd. RNA-naytteet
keréttiin kayttden 350 pul RA1l (Macherey-Nagel) + 1 % pB-merkaptoetanoli -liuosta
(Sigma-Aldrich). Naytteet sdilytettiin Eppendorf-putkissa -80 °C:ssa. Naytteiden
kerd&dmisen jalkeen tyhjat kaivot huuhdeltiin jalleen PBS:lla, jottei myrkyllinen B-

merkaptoetanoli vahingoittanut viereisten kaivojen soluja.

RNA eristettiin NucleoSpin® RNA 1l -kitilld (Macherey-Nagel) valmistajan ohjeen
mukaan. RNA sidottiin ensin RNA-suodattimeen. Té&man jélkeen suodattimesta
poistettiin suolat, DNA ja muut epdpuhtaudet, ja lopuksi RNA eluoitiin veteen. Eristys

tehtiin kuvion 9 mukaan. Veteen eluoitua RNA:ta séilytettiin pakastimessa.

Kitin mukana tulivat kaikki tarvittavat liuokset 70 % etanolia ja DNase Reaction
Mixture -liuosta lukuun ottamatta. DNase Reaction Mixture-liuos valmistettiin
sekoittamalla RNaasitonta DNaasia ja rDNaasin reaktiopuskuria suhteessa 1:10. RNaasi

ja DNaasi ovat RNA:ta ja DNA:ta hajottavia enstyymejé.



NucleoSpin® Filter-suodattimen
lapi keraysputkeen
Sentrifugointi 1 min,11000 xg )/

v

[ RNA-ndytteen suodatus h

Sekoitus pipetoimalla ylés alas

v

Nayte-etanoli-liuoksen suodatus
NucleoSpin® Column

N
[350 Wl 70 % EtOH lisdys suodokseen,

/

-filtterin 1api keraysputkeen
Sentrifugointi 30 s, 11000 x g
- RNA sitoutuu filtteriin

v

Buffer -liuoksella, 350 pl
Sentrifugointi 1 min, 11000 x g

v

~
DNA:n poisto filtterista

DNase Reaction Mixture- liuoksella
15 min, 95 pl

v

~

Filtterin pesu RA2-puskurilla, 200 pl
Sentrifugointi 30 s, 11000 x g

Suolojen poisto filtterista
Membrane Desalting

J

NucleoSpin® Column-filtteri
puhtaaseen keraysputkeen

v

N

Filtterin pesu RA3-puskurilla, 600 pl
Sentrifugointi 30 s, 11000 x g
Jatesuodoksen poisto keraysputkesta

v

e )
N N

Filtterin pesu RA3-puskurilla, 250 pl
Sentrifugointi 2 min, 11000 x g

v

-

NucleoSpin® Column-filtteri
puhtaaseen keraysputkeen

v

RNA:n eluointi
RNaasittomaan veteen, 60 pl
Sentrifugointi 1 min, 11000 x g

N N
_
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KUVIO 9. RNA:n eristys RNA-ndytteestd NucleoSpin® RNA I -kitilla (Macherey-

Nagel) valmistajan ohjeen mukaan.

45.2 RNA:n kaanto cDNA:ksi

Ennen RNA:n k&antéd cDNA:ksi luvun 4.5.1 (s. 34) mukaan valmistettujen néytteiden

RNA-pitoisuudet maaritettiin Nanodrop-spektrofotometrilld. Pitoisuusmaaritys tehtiin

mittaamalla ndytteiden absorbanssit aallonpituudella 260 nm ja ndytteiden puhtausasteet
madritettiin A260/280 -suhteella. RNA-nédytteiden RNA-pitoisuudet seka puhtaudet on

esitetty taulukossa 4. Puhtausasteet olivat kaikissa naytteissa noin 2,1-2,2, mika on

lahelld puhtaan RNA:n 2,0-arvoa.
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TAULUKKO 4. Naytteiden RNA-pitoisuudet ja puhtausasteet.

Néyte RNA-pitoisuus Puhtausaste
(ng/ul) (A 260/280)
UTA.07801.HcMMc paiva 0 90,24 2,18
UTA.07801.HcMMc paivé 1 83,47 2,14
UTA.07801.HcMMc pdiva 4 65,40 2,25
UTA.07801.HCcMMc paivé 6 110,78 2,18
UTA.07801.HCMMc paiva 15 | 242,72 2,19
UTA.04602.WT pdiva 0 162,85 2,25
UTA.04602.WT pdiva 1 202,61 2,20
UTA.04602.WT pdivé 4 236,24 2,19
UTA.04602.WT pdiva 6 434,30 2,13
UTA.04602.WT péiva 15 149,71 2,21

RNA kaannettiin cDNA:ksi High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit for 200
and 1000 Reactions -kitilla (Applied Biosystems). Master mix -liuosta valmistettiin
taulukon 5 mukaan. Liuosta tarvittiin 10 pl ndytettd kohden. Master mix liuoksen lisaksi
tarvittiin 500 ng ndyte-RNA:ta. Tarvittavat ndytemadrat laskettiin kaavalla 7 kayttaen
naytteille mitattuja RNA-pitoisuuksia (taulukko 4). Naytteitd laimennettiin vedelld
siten, ettd laimennosten kokonaistilavuuksiksi tuli 10 pl. Kunkin laimennetun néytteen
paalle pipetoitiin 10 pl master mixid, jolloin reaktion kokonaistilavuudeksi tuli 20 pl.
Liuokset sekoitettiin vorteksoimalla ja sentrifugoitiin reaktioputkien pohjalle.

Néaytteiden lisdksi  tehtiin  kaksi  kontrollindytettd, joista toisesta puuttui
kaanteistranskriptaasientsyymi ja toisesta ndyte-RNA. Kaanteistransfektaasikontrolliin
laitettiin normaalisti ndyte-RNA, mutta master mix -liuoksessa kaanteistransfektaasi oli
korvattu vedelld. Vesikontrollissa puolestaan ndyte-RNA oli korvattu vedelld. llman
ké&anteistranskriptaasientsyymia ndyte-RNA:n ei pitéisi kaantyd cDNA:ksi, jolloin
kontrollindytteesta ei pitaisi monistua mitddn g-PCR-ajossa. Vesikontrollissa puolestaan
kaanteistranskriptaasilla ei ole templaattia, jota kaantdd cDNA:ksi, jolloin g-PCR:ssa ei
jalleen pitdisi monistua mitd&dn. NAaytteet ajettiin  taulukon 6 mukaisella
lampatilaohjelmalla Eppendorf Thermal Cycler -PCR-laitteella ja ajon p&atyttyd cDNA-

naytteet siirrettiin pakastimeen.



TAULUKKO 5. Master mixin pipetointitaulukko yhta néaytetta kohden.

500 ng

naytteen RNA — pitoisuus, ng/

= tarvittava nayteméaara , u

()
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Master Mix, reagenssit

10x ké&anteistranskriptaasipuskuri 2,0 ul
25X dNTP-mix (100 mM) 0,8 ul
10X RT -alukkeet 2,0 ul

MultiScribe™ -kaanteistranskriptaasi 1,0 ul

RNaasi-inhibiittori

0,5 ul

Y hteensa

10 pl

TAULUKKO 6. RT-PCR-ajon ohjelma.

Lampdtila

25°C

37°C

85°C

4°C

Aika

10 min

120 min

5 min

4.5.3 Kvantitatiivinen polymeraasiketjureaktio

g-PCR-ajo tehtiin 96-kuoppalevylla. Kaikki néytteet sekd kontrollit ajettiin seka

tutkittavan geenin, ¢ troponiini T:n, alukkeilla ettd tulosten normalisointiin kédytetyn

peptidyylipropyyli-isomeraasi-geeni G:n (PPIG) alukkeilla. Kustakin ndytteesta tehtiin

kolme rinnakkaisndytettd. Naytteiden pipetointijarjestys on esitetty kuviossa 10.

Tarvittiin siis kaksi eri master mix -liuosta, joissa oli eri alukkeet. Kumpaakin master

mix -liuosta valmistettiin taulukon 7 mukaan 12 pl/nayte. Master mix -liuoksessa

alukkeiden tuli olla pitoisuudessa 10 pmol/ul. Alukkeiden mahdolliset laimennokset

tehtiin kaavan 8 mukaan.
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wtd0 |wtd1 |wtd4 |wtd6 |wtd15 hem |[hcm |hmec [hem |hem | H,O
do d1 d4 de di15

wtd0 |wtd1 |wtd4 |wtd6 |wtd15 hcm |[hcm |hmec |[hcm hcm |-RT
do d1 d4 dé di15

wtd0 |wtd1 |wtd4 |wtd6 |wtd15 hecm |[hcm |hme [hcm hcm
do di1 d4 dé di15

wtd0 |wtd1 |wtd4 [wid6e |wtd15 hcm [hcm  [hmec | hcm hcm H,0
do d1 d4 dé d15

wtd0 |wtd1 |wtd4 |wtd6 |wtd15 hecm |[hcm |hmec |[hcm hcm |-RT
do d1 d4 dé di5

wtdO [wtd1 |wtd4 |wtd6 |wtd15 hem |hem |[hmc |hem | hem
do d1 d4 dé d15

KUVIO 10. Naytteiden pipetointi 96-kuoppalevyn kaivoihin. Punaisiin kaivoihin

laitettiin ¢ troponiini T:n alukkeita sisaltdvdad master mix -liuosta ja sinisiin kaivoihin

kontrolligeenin alukkeita siséltdvad master mix -liuosta.

TAULUKKO 7. Q-PCR-reaktion pipetointitaulukko yhta naytetta kohden.

Master mix

Power SYBR® Green PCR Master Mix 7,5 ul

Vesi 3,6 ul

Alukkeet (forward) 10 pmol/ pl 0,45 pl

Alukkeet (reverse) 10 pmol/ pl 0,45 pl

Yhteensa | 12 pl

cDNA-néyte 3 ul

Reaktion kokonaistilavuus | 15 pl

n-0,45ul-100 pmol/ul
alukkeen pitoisuus, pmol / pl

n= naytteiden maéara

= tarvittava maara alukkeita, pl

(8)

Luvun 4.5.2 (s. 36) mukaan valmistetut cDNA-néytteet laimennettiin vedelld 1:5. 96-

kuoppalevyn kaivoille pipetoitiin 12 pl master mixida ja 3 pl laimennettua cDNA-

naytettd, jolloin reaktion kokonaistilavuudeksi tuli 15 pl. 96-kuoppalevyn paélle

liimattiin kalvo ja kuoppalevy sentrifugoitiin. Taman jalkeen kuoppalevy asetettiin g-

PCR-laitteeseen ja aloitettiin taulukon 8 mukainen ohjelma. Taulukon kohdissa 1-4

toistettiin  normaalia PCR-syklid 40 Kkertaa,

minkad aikana tehtiin varsinainen
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kvantitatiivinen madritys. Kohdissa 5-7 néytteille muodostettiin lampdtilaa nostamalla

sulmaiskayrat, jotka kertovat monistuneen sekvenssin puhtaudesta.

TAULUKKO 8. Q-PCR:n lampétilaohjelma.

Vaihe 1 2 3 4 5 6 7
Toisto 1x 1x 40 x 1x 1x 1x
Lampotila| 50°C 95°C 95°C 60 °C 95°C 60 °C 95°C

Aika 2 min 10 min 15s 1 min 15s 1 min 15s
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5 TULOKSET

5.1 Passagen ja solupitoisuuden vaikutus erilaistukseen

Linjoja UTA.04602.WT ja UTA.07801.HcMMCc erilaistettiin useita kertoja kokeillen eri
solupitoisuuksien ja passagen vaikutusta erilaistustulokseen. Erilaistuskertojen passaget,

kaytetyt solupitoisuudet ja erilaistuskertojen tulokset on esitetty taulukossa 9.

UTA.04602.WT:n kohdalla parhaaksi todettu solupitoisuus oli 100000 solua/kaivo.
Talla solupitoisuudella saatiin noin kymmenennen passagen kohdalla erittdin hyvin
erilaistuneita  soluja, jotka sykkivat alueittain  yksisolukerroksena. Kaikissa
onnistuneimmissa erilaistuksissa kaytettiin  solupitoisuutta 100000 solua/kaivo.
Passagen kasvaessa erilaistumiseen vaadittiin - suurempi solupitoisuus, 200000
solua/kaivo. Tatd suuremmilla solupitoisuuksilla sykkivat soluryppéét alkoivat irtoilla
pohjasta.

Passagen vaikutus erilaistumiseen oli merkittdvd. UTA.04602.WT-linjalla passagen
ollessa alle viiden erilaistumista ei tapahtunut lainkaan ja viidennessékin passagessa
vain muutamilla kaivoilla saatiin erilaistuneita soluja. Toisaalta passagen ollessa hyvin
suuri, yli 30, sykkivan yksisolukerroksen sijaan UTA.04602.WT-linjalla saatiin
sykkivia kolmiulotteisia soluryppéitd. Parhaat tulokset saatiin passagen ollessa noin

kymmenen.
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TAULUKKO 9. UTA.04602.WT:n ja UTA.07801.HcMMc:n erilaistuskerrat.
Solulinjan passage erilaistushetkelld, solupitoisuus ja erilaistuksen tulos. *Solupitoisuus

epavarma.
linja passage | solua/kaivo | tulos
UTA.04602.WT 30 (2) 200000 Solut irtosivat pohjasta
Osalla 100000 solua/kaivo -kuopilla
sykkii mattona,
200000/ 200000 solua/kaivo -kuopilla sykkivia
33 (5) 100000* soluryppaité
100000/
34 (6) 200000 Ei syki
36 (8) 200000 Solut irtosivat pohjasta
24 (9) 100000 Sykkii mattona
100000  solua/kaivo-kuopilla  sykkii
100000/ mattona,
200000/ 200000/300000 solua/kaivo -kuopilta
37 (9) 300000 solut irronneet
100000 solua/kaivo -kuopilla sykkii
mattona,
100000/ 300000 solua/kaivo -kuopilla sykkivia
40 (12) | 300000 soluryppaita
100000/
29 (14) | 200000 Solut irtosivat pohjasta
100000/
150000/ Sykkivié soluryppéita 200000
30 (15) | 200000 solua/kaivo -kuopilla
32 (17) | 100000
62 (32) | 100000 Ei syki
63 (33) | 200000 Solut irtosivat pohjasta
100000/ Reunoilla  sykkivid alueita 200000
65 (35) | 200000 solua/kaivo -kuopilla
200000/ 200000 solua/kaivo -kuopilla sykkivia
66 (36) | 100000 soluryppaita
100000 solua/kaivo -kuopilta solut
100000/ irtosivat pohjasta,
67 (37) | 200000 200000 solua/kaivo ei syki
UTA.07801.HcMMc | 29 (2) 200000 Ei syki
30 (3) 200000 Ei syki
100000/
200000/
34 (7) 300000 Ei syki

Linjalla UTA.07801.HcMMc ei saatu kertaakaan erilaistettua sydénlihassoluja. Kuten

kuviossa 11 on esitetty, linjojen kantasolukoloniat ovat hyvin erindkdisid. Siind missé
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UTA.04602.WT:n kaikki koloniat ovat saman nakdisid, 07801.HcMMc:n koloniat
eroavat  selvésti  toisistaan. UTA.04602.WT:n  koloniat ovat tyypillisen
kantasolukolonian ndkoisié: ne ovat tiiviitd ja selvéreunaisia ja solut ovat melko pienia.
UTA.07801.HcMMc:lla osa soluista on muodoltaan pitkulaisia ja muistuttavat

neurosoluja.

Erilaistamaton UTA.04602.WT Erilaistamaton UTA.07801.HcMMc

g

.

B R

KUVIO 11. UTA.04602.WT:n  ja UTA.07801.HcMMc:n morfologia

kantasolumuodossa.

Kuviossa 12 on esitetty linjojen morfologian muutosta erilaistumisen my6té. Paivasta 0
lahtien, jolloin solut ovat vield erilaistumattomia, solujen ulkon&ké on hyvin erilainen
linjojen valilla. UTA.04602.WT:n koloniat muistuttavat kantasolukolonioita, mutta
UTA.07801.HcMMc-solukko nayttdd jo valmiiksi erilaistuneelta. Pdivana nelja solut
ovat altistuneet erilaistusprosessissa kaytetyille kasvutekijoille. Taulukon alimmat kuvat
on otettu, kun erilaistuksesta on kulunut yli 15 paivaa. Talldin sykkivia alueita pitéisi
olla havaitavissa. UTA.04602.WT:ll14 solut ovat muodostaneet melko tasaisen maton,
jossa on muutamia paksumpia kohtia. UTA.07801.HcMMc-linjan kaivolla nékyy kahta

selvésti erilaista solutyyppié.
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Paiva | UTA.04602.WT UTA.07801.HcMMc

Paiva

Paiva

Paiva
>15

- SPR :

KUVIO 12. UTA.04602.WT:n ja UTA.07801.HcMMc:n morflologia erilaistumisen

myo0ta.

5.2 Solujen immunosytokemialliset varjaykset

Kummankin linjan kantasoluja immunovarjattiin kantasoluille ominaisilla markkereilla,
Nanog:lla, Oct3/4:114, Sox2:lla, SSEA-4:1l4 TRA-1-60:11a ja TRA-1-81:l1a. Lisaksi
kaytettiin DAPI-vérid, joka varjdd kaikkien solujen tumat. Kuviossa 13 esitetyista
kuvista kay ilmi, ettd UTA.04602.WT:Ila& kaikki solut ilmentavat kaikkia
kantasolumarkereita, mutta 07801.HcMMc:1l& aina vain muutama kolonia ilment&a
tutkittuja markkereita. UTA.07801.HcMMc-linja ei siis séailynyt kantasoluasteella.
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UTA.04602.WT UTA.07801.HcMMc

KUVIO 13. Erilaistamattomia UTA.04602.WT- ja UTA.07801.HcMMc-soluja
immunovérjattiin kantasolumarkkereilla, jotta néhtiin oliko solulinja pluripotentissa

tilassa. A-B Nanog (punainen) ja DAPI (sininen), C-D Oct 3/4 (punainen) ja DAPI
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(sininen), E-F Sox2 (punainen) ja DAPI (sininen), G-H SSEA-4 (punainen) ja DAPI
(sininen), 1-J TRA-1-60 (punainen) ja DAPI (sininen), K-L TRA-1-81 (punainen) ja
DAPI (sininen).

Erilaistetuista soluista vérjattiin muun muassa sydanlihassoluille spesifisia ¢ troponiini
T- ja a-aktiniini-proteiineja seka konneksiini 43- ja Ki 67 -proteiineja. Proteiineista on
kerrottu tarkemmin luvussa 2.4.1 (s. 12). Varjayksia tehtiin kummankin linjan soluille,
mutta UTA.07801.HcMMc-linjan solut eivat varjaytyneet sydanlihassoluspesifisilla
vasta-aineilla kertaakaan. Fluoresenssimikroskoopilla otetut kuvat UTA.04602.WT-

linjan soluista on esitetty kuviossa 14.

Kuvion 14 kuvissa A ja B sama kaivo on varjatty seka c troponiini T:ll& ettd a-
aktiniinilla, jotka ovat kumpikin sydanlihassoluille ominaisia proteiineja. Sama kohta,
sykkivé solurypas kaivon reunalla, on varjaytynyt kummallakin vérilla, eli samat solut
ilmensivat kumpaakin sydénlihassoluille ominaista proteiinia. Kuvat C-H ovat
dissosioituja soluja, joissa troponiinpositiiviset solut nakyvét punaisina. Kuvissa E ja F
solut on liséksi varjatty Ki 67:114, joka kertoo solun olevan solusyklissd. Kuvassa E
varjaytyneet tumat eivat ole sydanlihassolujen tumia, mutta kuvassa F ndhdaan Ki 67-
varjaytymad myos troponiinipositiivisten solujen tumissa. Kuvissa G ja H punaisen c
troponiini T:n lisdksi vihredlld nékyy konneksiini 43. Konneksiini 43 on erds

aukkoliitoksen rakenneosa.



KUVIO 14. A-D c troponiini T (punainen), a-aktiniini (vihred) ja DAPI (sininen), E-F ¢
troponiini T (punainen), Ki 67 (vihred) ja DAPI (sininen) G-H c troponiini T

(punainen), konneksiini 43 (vihred) ja DAPI (sininen).
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5.3 Kvantitatiivinen PCR

Kummankin linjan yhden erilaistuskerran péivina 0, 1, 4, 6 ja 15 keréattiin RNA-
naytteet, joiden RNA kaannettiin cONA:ksi. RNA-ndytteiden puhtausasteet on esitetty
taulukossa 4 (s. 37). cDNA:sta tehtiin g-PCR ajo, jossa tutkittiin ¢ troponiini T:n
ilmentymistd. Linjan UTA.04602.WT ndytteet Kerattiin passagen 40 (12)
erilaistuskerralta,  jolloin  saatiin  erilaistettua  yksisolukerroksena  sykkivia
sydanlihassolualueita. UTA.07801.HcMMc:n ndytteet kerattiin passagen 34 (7)

erilaistuskerralta, jolla ei saatu erilaistuneita soluja.

c troponiini T:n ilmentyminen tutkituissa linjoissa on esitetty kuviossa 15.
Normalisoinnissa kéytettiin endogeenistd PP1G-geenid. UTA.04602.WT:lla c troponiini
T:n ilmentyminen oli hyvin vahdista paivind 0, 1 ja 4 ja voimistui pdivind 6 ja 15.
UTA.07801.HcMMc:lla ¢ troponiini T:n ilmentyminen oli kaikkina aikapistein
vahdista ja jopa laski hiukan ajan kuluessa.
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1000,00

HOO,00

800,00

700,00

BOO,00

BT
500,00

OHchME

ekspressio

400,00

300,00

200,00

100,00

0,00 4
o 1 4 B 14

paiva
KUVIO 15. c troponiini T:n ilmentyminen UTA.04602.WT- ja UTA.07801.HcMMc-

linjoissa erilaistuksen paivind 0, 1, 4, 6 ja 15.
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POHDINTA

Opinnaytetyobn tavoite oli ottaa sydanryhmén k&yttbon uusi  sandwich-
erilaistusmenetelméa. Tyon tarkoituksena oli selvittaa kahdelle iPS-linjalle erilaistumisen
kannalta optimaalinen passage ja solupitoisuus sekd karakterisoida erilaistuneita
sydanlihassoluja. Karakterisointiin kéytettiin immunosytokemiallisia vérjayksia seka g-
PCR:ta, joiden avulla selvitettiin, ilmensivétko erilaistuneet solut sydanlihassoluille

ominaisia geeneja ja proteiineja.

Menetelma saatiin optimoitua toiselle tutkituista linjoista. UTA.04602.WT-linja saatiin
erilaistumaan alueittain  sykkivaksi yksisolukerrokseksi, jonka solut ilmensivéat
sydanlihasspesifisia geeneja ja proteiineja. Menetelmdn tutkimista taytyy kuitenkin
jatkaa, jotta sen voisi ottaa sydanryhmaéssa kayttoon, silla sen toistettavuus oli heikko.
UTA.07801.HcMMc-linjan kohdalla menetelm& ei toiminut lainkaan, sill& linjan iPS-
solut eivat sdilyneet pluripotentteina. Myos linjan erilaistamattomien solujen hidas

saatu erilaistumaan kertaakaan.

Immunosytokemiallisten  varjdysten ja kantasolujen morfologian perusteella
UTA.07801.HcMMc-linja ei sadilynyt pluripotenttina, kun sitd yllapidettiin BD
Matrigel™:n paalla. Linjan iPS-solut eivat muistuttaneet tyypillisia kantasolukolonioita
ja immunovarjayksissa havaittiin, ettd vain murto-osa linjan soluista ilmensi
kantasolumarkkereita. Linja saattoi olla valmiiksi erilaistunut jo ennen kuin se siirrettiin
BD Matrigel™:lle, tai solut saattoivat itse tuottaa jotain proteiinia, joka aiheutti
erilaistumisen. Hallitsemattoman erilaistumisen takia linjasta ei saatu kertaakaan
erilaistettua sydanlihassoluja, silla valmiiksi erilaistuneet solut eivat endd voi erilaistua
(Sylvester & Longaker 2004, 94). UTA.04602.WT-linja puolestaan sdilyi
pluripotenttina. Linjan iPS-solut kasvoivat hyvin, muodostivat kantasoluille tyypillisen

nékoisia kolonioita ja ilmensivét kantasolumarkkereita.

UTA.04602.WT-linja saatiin erilaistumaan sykkiviksi sydénlihassoluiksi useita kertoja,
joten menetelm& toimi kyseiselld linjalla. Solut saatiin erilaistumaan ensimmaisen
kerran passagess 5 ja ne erilaistuivat yha passagessa 36. Selvésti parhaat tulokset saatiin
kuitenkin passagen ollessa noin kymmenen solupitoisuudella 100000 solua/kaivo.

Passagen kasvaessa erilaistumiseen vaadittiin 200000 solua/kaivo -solupitoisuus.
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Talléin ei kuitenkaan en&d saatu sykkivaa yksisolukerrosta, vaan kolmiulotteisia
sykkivia soluryppditd. Menetelmén tavoite on saada nimenomaan yksisolukerros
erilaistuneita soluja, joten soluryppddt eivéat olleet toivottuja. Onnistuneimmilla
erilaistuskerroilla solut sailyivat yksisolukerroksena, mutta sykkivét alueet eivat

kattaneet koko pinta-alaa, vaan esiintyivat alueittain.

Erilaistuneet solut ilmensivét sydénlihassoluille ominaisia ¢ troponiini T-, MHC- sek&
a-aktiniini-proteiineja (Dhoot ym. 1979, 339; Nakao ym. 1997, 2362; Sjoblom ym.
2008, 2688). Kun samoista soluista varjattiin yhtd aikaa c troponiini T- ja MHC-
proteiineja tai c troponiini T- ja a-aktiniini-proteiineja, samat alueet varjaytyivat.
Erilaistuneet solut siis ilmensivat kaikkia kolmea sydéanlihassoluille ominaista
proteiinia. Liséksi huomattiin, ettd vain sellaiset alueet vérjaytyivat, joilla oli havaittu
sykkimista. 1lmiotd, jossa solut olisivat erilaistuneet, mutta eivat alkaneet sykkia, ei siis
havaittu.  UTA.07801.HcMMc-linjan  solut  eivat kertaakaan  varjaytyneet
sydéanlihassoluspesifisilla vasta-aineilla, mik& vahvisti oletuksen siité, ettd linjan solut

eivat olleet erilaistuneet.

UTA.04602.WT-linjan dissosioiduista soluista vérjattiin myos konneksiini 43- ja Ki 67
-proteiineja yhta aikaa c troponiini T:n kanssa. Havaittiin, ettd konneksiini 43:a esiintyy
sekd sydanlihassoluissa ettd muissa soluissa. Vaikka konneksiini 43 onkin yleinen
aukkoliitoksen osa sydanlihassoluissa, se ei ole vain sydanlihassoluille spesifinen (Ai
ym. 2000, 161). Solusykliin liittyvdad Ki 67 -proteiinia ei juurikaan esiintynyt
troponiinipositiivisten solujen tumissa. Joidenkin kohdalla esiintymistd kuitenkin
havaittiin, mika viittasi siihen, ettd kyseiset sydanlihassolut olivat solusyklisséa
(Scholzen & Gerdes 2000, 311). Yleensd sydanlihassolut eivéat erilaistuttuaan enéda

jakaudu vaan siirtyvat Go-faasiin (Evans-Anderson, ym. 2008, 686).

g-PCR-ajon tulokset tukivat muita tuloksia. ¢ troponiini T on sydénlihassolujen
ilmentdmé& geeni, joten ilmentyminen oli oletuksen mukaista UTA.04602.WT-linjalla
(Dhoot ym. 1979, 339). Geenin ilmentyminen alkoi nousta erilaistumisen edetessa ja oli
voimakkaimmillaan péivand 15, jolloin solut jo sykkivat. Linja kuitenkin ilmensi c
troponiini T:t& vahaisesti jo paivana 0, jolloin solut olivat vield kantasoluasteella. Tama
saattoi johtua alukedimeerien muodostumisesta. UTA.04602.WT-linjan solut siis
erilaistuivat sydanlihassoluiksi g-PCR-tulosten, immunovarjaysten ja solujen spontaanin

sykinnan perusteella.
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UTA.07801.HcMMc-linjan kohdalla ¢ troponiini T:n ilmentyminen pysyi véahdisena
kaikkina aikapisteind. g-PCR:n tulokset vahvistivat edelleen oletusta siita, ettd
UTA.07801.HcMMc-linjan kantasolut olivat erilaistuneet spontaanisti, eivatkd solut
siksi erilaistuneet sydanlihassoluiksi. Linja ilmensi ¢ troponiini T:td jo paivana 0, jolloin
solujen kuuluisi vield olla kantasolujasteella. Pluripotentit kantasolut eivat ilmenna
sydanspesifisia geeneja, joten UTA.07801.HcMMc-linja ei ollut séilynyt
kantaosluasteella (Hoffman & Carpenter 2005, 701). ¢ troponiini T:n ilmentyminen ei
myoskadn voimistunut erilaistusprosessin edetessd, joten solut eivét erilaistuneet
sydanlihassoluiksi  (Dhoot ym. 1979, 339). Tulokset ovat yhdenmukaisia

immunovaérjaysten ja solujen morfologian kanssa.

g-PCR-ajossa ¢ troponiini T:n vesikontrollindyte ei ollut puhdas, vaan siind oli
todennédkoisesti muodostunut alukedimeerejd. Tulevaisuudessa ¢ troponiini T:n
alukkeiden pitoisuutta taytyy pienentdd, jotta alukedimeerien muodostuminen vahenisi.
Toinen kaanteistranskriptaasiton kontrollindytekd&dn ei ollut puhdas. Tama on
mahdollisesti voinut johtua RNA-ndytteisiin jadneestd genomisesta DNA:sta. Vaikka
kontrollindytteet eivat olleet taysin puhtaita, niiden aiheuttama virhe ei merkittavéasti
muuttaisi g-PCR:n tuloksista tehtavié paatelmia.

Sandwich-menetelmén  kayttéonotto  sydanryhmassad vaatisi  lisatutkimuksia ja
optimointia. Se on sydanryhmén nykyistd END-2-erilaistusmenetelmad tyoladampi ja
kalliimpi, eikd se ole yht4 luotettava. Jokaiselle t&4lla menetelmallé erilaistettavalle
linjalle pitéisi erikseen optimoida passage ja solupitoisuus, joissa erilaistus toimii.
UTA.04602.WT-linjan antamien tietojen perusteella menetelma ei myoskaan toimi
optimaalisesti kuin muutaman passagen ajan. Tama johtaisi siihen, ettd kutakin
kaytettavaa linjaa pitéisi olla erittdin suuret méérat pakastettuna, ja uusia eria pitdisi

ottaa kasvuun l&hes jatkuvasti. Tama liséisi menetelmén ty0mé&éraa entisestaan.

Toisaalta sandwich-menetelmaé kéytettdessa ei tarvitsisi endd kasvattaa END-2-soluja,
ja erilaistettujen solujen dissosiointi helpottuisi. Sandwich-mentelmélla erilaistetut solut
saatiin hajotettua yhdelld entsyymikasittelylld, kun taas END-2-menetelmalld
erilaistettujen solujen dissosiointi on hyvin pitkékestoinen monimutkainen prosessi.
Menetelma olisi myds ohjatumpi ja silla paastasiin eroon eldinperaisten solujen kaytosta

erilaistusprosessissa, mika mahdollistaisi sydanlihassolujen ké&yton kliinisissa
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sovelluksissa. Liséksi kirjallisuuden perusteella sandwich-menetelmd& on END-2-

menetelma& huomattavasti tehokkaampi (Mummery 2003, 2735; Zhang 2010, abst).

Tulevaisuudessa olisi mielenkiintoista selvittdd sandwich-menetelméalld erilaistettujen
solujen fysikaalisia ominaisuuksia, mitd téssa tutkimuksessa ei tehty lainkaan.
Menetelmalle voitaisiin myds maarittéa erilaistumistehokkuus laskemalla kuinka paljon
saadaan erilaistuneita soluja suhteessa kaikkiin soluihin. Lis&dksi menetelmaa tulisi

tutkia useammilla solulinjoilla, jotta menetelmésta saataisiin kattavampaa tietoa.

Tehokkaiden ja luotettavien erilaistusmenetelmien kehittdminen on oleellista
sydanryhmén tavoitteiden ja kantasolututkimuksen kannalta. Kliinisten sovellusten
nakokulmasta on myo6s tarkedd kehittdd erilaistusmenetelmid, joissa ei kayteta
eldinperaisia soluja. Vaikka opinndytetydssa sandwich-menetelmaa ei saatu toimimaan
aukottomasti, siitd saatiin kuitenkin paljon kaytdnnon tietoa, joiden pohjalta kehitysta

voidaan jatkaa.



54

LAHTEET

Ai, Z., Fischer, A., Spray, D. C., Brown A. M. C, & Fishman, G. 1. 2000. Wnt-1
regulation of connexin43 in cardiac myocytes. Journal of Clinical Investigation 105 (2),
161-171.

Andrews, P., Przyborski, S. & Thomson, J. 2001. Embryonal Carcinoma Cells as
Embryonic Stem Cells. Teoksessa Marshak, D., Gardner, R. & Gottlieb, D. (ed.). Stem
Cell Biology. Cold Spring Harbor Laboratory Press. 231-265.

ATCC. 2007. Passage Number Effects In Cell Lines. Technical Bulletin nro 7. [pdf].
Luettu 13.08.12.
http://fhs.mcmaster.ca/safetyoffice/documents/ATCCHighPassageBulletin7.pdf

BD Biosciences. 2008. Manual: BD Matrigel]™ Basement Membrane Matrix, Growth
Factor Reduced. Catalog #354230.

Campbell, M. & Farrell, S. 2006. Biochemistry. 5. painos. Belmont: Thomson Brooks/
Cole.

Cubie, H., Seagar, H., McGoogan, E., Whitehead, J., Brass, A., Arends, M. & Whitley,
M. 2001. Rapid real time PCR to distinguish between high risk human papillomavirus
types 16 and 18. Molecular Pathology 54 (1), 24-29.

Donovan, P. & Gearhart, J. 2001. The end of the beginning for pluripotent stem cells.
NATURE 414 (1), 92-97

Dhoot, G., Frearson N. & Perry, V. 1979. Polymorphic forms of troponin T and tro-
ponin C and their localization in striated muscle cell types. Experimental Cell Research
122 (2), 339-350.

Evans-Anderson, H., Alfieri, C. & Yutzey, K. 2008. Regulation of Cardiomyocyte
Proliferation and Myocardial Growth During Development by FOXO Transcription
Factors. Circulation Research 102, 686-694.

Farah, C. & Reinach, F. 1995. The troponin complex and regulation of muscle contrac-
tion. The FASEB Journal 9 (9), 755-767.

Freshney, R. I., 2005. Culture of Animal Cells. A Manual of Basic Technique. 5.
painos. New Jersey: John Wiley & Sons, Inc.

Freund, C., Ward-van Oostwaard, D., Monshouwer-Kloots, J., van den Brink, S., van
Rooijen, M., Xu, X., Zweigerdt, R., Mummery C. & Passier, R. 2008. Insulin Redirects
Differentiation from Cardiogenic Mesoderm and Endoderm to Neuroectoderm in
Differentiating Human Embryonic Stem Cells. Stem Cells 26 (3), 724-733.

Goni, R., Garcia P. & Foissac, S. 2009. The gPCR data statistical analysis. [pdf]
Integromics White Paper. 2009. http://www.gene-quantification.de/integromics-qpcr-
statistics-white-paper.pdf



55

Hoffman, L. & Carpenter, M. 2005. Characterization and culture of human embryonic
stem cells. Nature Biotechnology 23 (6), 699-708.

Holland, P., Abramson, R., Watson R. & Gelfand, D. 1991. Detection of specific poly-
merase chain reaction product by utilizing the 5' -* 3' exonuclease activity of
Thermus aquaticus DNA polymerase. PNAS 88 (16), 7276-7280.

Hou Y., Zhang H., Miranda L. & Lin S. 2010. Serious Overestimation in Quantitative
PCR by Circular (Supercoiled) Plasmid Standard: Microalgal pcna as the Model Gene.
PLoS ONE 5(3), 1-7.

Humpath.com. 2003. Cardiomyocyte. [www-sivu]. First European Symposium of
Biopathology. Julkaistu 18.11.2003. Luettu 12.07.2012.
http://www.humpath.com/spip.php?article1727.

IHCWORLD. 2011. How to Choose the Best Secondary Antibody for
Immunohistochemistry Application. [www-sivu]. Luettu 27.08.12.
http://www.ihcworld.com/_technical_tips/2nd_antibody _tips.htm

Karp, G. 2005. Cell and Molecular Biology. 4. painos. New Jersey: John Wiley & Sons,
Inc.

Kehat, I., Kenyagin-Karsenti, D., Snir, M., Segev, H., Amit, M., Gepstein, A., Livne, E.,
Binah, O., Itskovitz-Eldor, J. & Gepstein, L. 2001. Human embryonic stem cells can
differentiate into myocytes with structural and functional properties of cardiomyocytes.
The Journal of Clinical Investigation 108 (3), 407-414.

Kettunen, R. 2011. Sydénlihaksen rakenne ja toiminta. [www-sivu]. Duodecim
Terveysportti. Artikkelin tunnus syd00005 (002.030). Julkaistu 6.5.2011. Luettu
13.09.12. http://www.ebm-guidelines.com/dtk/syd/avaa?p_artikkeli=syd00005

Life Technologies. 2009. StemPro® Accutase® Cell Dissociation Reagent. [www-sivu]
Luettu 27.08.12. http://www.invitrogen.com/site/us/en/home/Products-and-
Services/Applications/Stem-Cell-Research/Stem-Cell-Culture/Stem-Cell-Research-
Misc/stempro-accutase.html

Life Technologies. 2012. B-27® Serum-Free Supplement (50X), Liquid. [www-sivu].
Luettu 26.09.2012. http://products.invitrogen.com/ivgn/product/17504044

Lints, T., Parsons, L., Hartley, L., Lyons I. & Harvey, R. 1993. Nkx-2.5: a novel murine
homeobox gene expressed in early heart progenitor cells and their myogenic descend-
ants. Development 119, 419-431.

Marieb, E. 2009. Essentials of Human Anatomy and Physiology. 9. painos. San
Fransisco: Pearson Benjamin Cummings.

Mummery, C., Ward-van Oostwaard, D., Doevendans, P., Spijker, R., van den Brink,
S., Hassink, R., van der Heyden, M., Opthof, T., Pera, M., Brutel de la Riviere, A.,
Passier R. & Tertoolen, L. 2003. Differentiation of Human Embryonic Stem Cells to
Cardiomyocytes: Role of Coculture With Visceral Endoderm-Like Cells. Circulation
107, 2733-2740.



56

Nagaoka, M., Si-Tayeb, K., Akaike T. & Duncan, S. 2010. Culture of human pluripo-
tent stem cells using completely defined conditions on a recombinant E-cadherin sub-
stratum. BMC Developmental Biology 10(60).

National Institute of Health. 2001. Stem Cells: Scientific Progress and Future Research
Directions. [pdf]. Department of Health and Human Services. Julkaistu 2001. Paivitetty
2010. Luettu 07.09.12. http://wtec.org/SCE/fullrptstem.pdf

NCBI. 2012. Real-Time gRT-PCR. [www-sivu].  Luettu  27.12.2012.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/genome/probe/doc/TechQPCR.shtml

Nishikawa, S., Goldstein, R. & Nierras, C. 2008. The promise of human induced plu-
ripotent stem cells for research and therapy. Nature Reviews Molecular Cell Biology 9,
725-729.

Okumura-Nakanishi, S., Saito, M., Niwa, H. and Ishikawa, F. 2004. Oct-3/4 and Sox2
Regulate Oct-3/4 Gene in Embryonic Stem Cells. The Journal of Biological Chemistry
280 (7), 5307-5317.

Oliver, C. & Jamur, M. 2010. Overview of Antibodies for Immunochemistry. Teoksessa
Oliver, C. & Jamur, M. (toim.). 2010. Immunocytochemical Methods and Protocols. 3.
pianos. Methods in Molecular Biology 588. Lontoo: Humana Press, 3-9.

Park, I-H., Arora, N., Huo, H., Maherali, N., Ahfeldt, T. Shimamura, A., Lensch, M.W.,
Cowan, C., Hochedlinger, K. & Daley, G. 2008. Disease-Specific Induced Pluripotent
Stem Cells. Cell 134, 877-886.

Passier, R. & Mummery, C. 2003. Origin and use of embryonic and adult stem cells in
differentiation and tissue repair. Cardiovascular Research 58, 324-335.

Pekkanen-Mattila, M.  2012.  Filosofian  tohtori.  Tampereen  yliopisto.
Biolaaketieteellisen teknologian yksikkd. Sydanryhma. Tampere Henkilokohtainen
tiedonanto 28.05.2012.

Pekkanen-Mattila, M., Pelto-Huikko, M., Kujala, V., Suuronen, R., Skottman, H.,
Aalto-Setald, K. & Kerkeld, E. 2010. Spatial and temporal expression pattern of germ
layer markers during human embryonic stem cell differentiation in embryoid bodies.
Histochemistry and Cell Biology 133 (5), 595-606.

Pfaffl, M., Tichopad, A., Prgomet C. & Neuvians, T. 2004. Determination of stable
housekeeping genes, differentially regulated target genes and sample integrity:
BestKeeper — excel-based tool using pair-wise correlations. Biotechnology Letters 26,
509-515.

Promega. 2011. Protocols and Applications Guide 1. Nucleic Acid Amplification. [pdf].
Luettu 22.10.2012.
https://www.promega.com/~/media/files/resources/paguide/ad/chaplas.pdf?la=en

Rajala, K., Pekkanen-Mattila, M. & Aalto-Setald, K. 2011. Review Article: Cardiac
Differentiation of Pluripotent Stem Cells. Stem Cells International 2011, 1-12.


http://link.springer.com/bookseries/7651

57

Reppel, M., Pillekamp, F., Ju Lu, Z., Halbach, M., Brockmeier, K., Fleischmann, B. &
Hescheler, J. 2004. Microelectrode Arrays: A New Tool to Measure Embryonic Heart
Activity. Journal of Electrocardiology 37, 104-109.

Saga Y., Miyagawa-Tomita S., Takagi A., Kitajima S., Miyazaki J. & Inoue T. 1999.
MesP1 is expressed in the heart precursor cells and required for the formation of a
single heart tube. Development 126, 3437-3447.

Scholzen T, Gerdes J. 2000. The Ki-67 protein: from the known and the unknown.
Journal of Cellular Physiology 182 (3), 311-322.

Sjoblom, B., Salmazo, A. & Djinovi¢-Carugo, K. 2008. Alpha-actinin structure and
regulation. Cellular and molecular life sciences 65 (17), 2688-2701.

STEMCELL Technologies. 2012. Product Information Sheet: mFreSR™. Catalog
#05854. Versio 1.2.0. [pdf]. Luettu 12.09.2012.
http://www.stemcell.com/~/media/Technical%20Resources/8/E/4/3/7/29586%20P1S120
pdf.ashx

STEMCELL Technologies. 2011. Maintenance of hESCs and hiPSCs in mTeSR®1 and
TeSR™2. Technical Manual. Version 2.2.3. Catalog #29106.

STEMCELL Technologies. 2009. Product Information Sheet: Dispase Solution. Catalog
#07923. Versio 1.1.0. [pdf]. Luettu 12.09.2012.
http://www.stemcell.com/~/media/Technical%20Resources/7/2/9/4/C/29639 PIS 1 1
0.ashx

Sylvester, K. & Longaker, M. 2004. Stem Cells. Review and Update. Archives of
Surgery 139 (1), 93-99.

Takahashi, K., Tanabe, K., Ohnuki, M., Narita, M., Ichisaka, T., Tomoda, K. &
Yamanaka, S. 2007. Induction of Pluripotent Stem Cells from Adult Human Fibroblasts
by Defined Factors. Cell 131 (5), 861-872.

Takahashi, K. & Yamanaka, S. 2006. Induction of Pluripotent Stem Cells from Mouse
Embryonic and Adult Fibroblast Cultures by Defined Factors. Cell 126, 663-676.

Tyagi, S. & Kramer, F. 1996. Molecular beacons: probes that fluoresce upon hybridiza-
tion. Nature Biotechnology 14 (3), 303-308.

VanGuilder, H., Vrana, K. & Freeman, W. 2008. Twenty-five years of quantitative PCR
for gene expression analysis. BioTechniques 44, 619-626.

Veitinger, S. 2011. The Patch-Clamp Technique — an Introduction. [www-sivu]. Leica
Microsystems.  Péivitetty  03.04.2012.  Luettu  20.09.12.  http://www.leica-
microsystems.com/science-lab/the-patch-clamp-technique-an-introduction/

Vidricaire, G., Jardine, K. & McBurney, M. 1994. Expression of the Brachyury gene
during mesoderm development in differentiating embryonal carcinoma cell cultures.
Development 120, 115-122.



58

Watanabe, K., Ueno, M., Kamiya, D., Nishiyama, A., Matsumura, M., Wataya, T.,
Takahashi, J., Nishikawa, S., Nishikawa, S-i,. Muguruma K. & Sasai, Y. 2007. A
ROCK inhibitor permits survival of dissociated human embryonic stem cells. Nature
Biotechnology 25, 681 — 686.

Wong, M. & Medrano, J. 2005. Real-time PCR for mRNA Quantitation. BioTechniques
39, 74-85.

Worthington Enzyme Manual. 1993. Neutral Protease (Dispase). [www-sivu]. Luettu
16.11.2012. http://www.worthington-biochem.com/DISP/default.html

Zhang, J., Raval, K., Lian, X., Herman, A., Wilson, G., Barron, M., Yu, J., Palecek, S.,
Thompson J. & Kamp, T. 2010. Matrix-promoted efficient cardiac differentiation of
human iPS and ES cells. Circulation 122 (21), A20724 (abstrakti).

Zipper, H., Brunner, H., Bernhagen J. & Vitzthum, F. 2004. Investigations on DNA
intercalation and surface binding by SYBR Green I, its structure determination and
methodological implications. Nucleic Acids Research 32 (12), e103.



LITTEET

Liite 1. Mediumien valmistusohjeet

59

RPMI + B-27® -medium, 50 ml

RPMI 1640 47,75 ml
B-27®, 50X (Life Technologies) 1,0 ml
(insuliiniton/insuliinipitoinen)

Non-Essential Amino Acid Solution, 100X 0,5 ml
(Life Technologies)

GlutaMAX™, 100X (Life Technologies) 0,5 ml
Penicillin-Streptomycin (Life Technologies) 0,25 ml
(FBS) (1,0 ml)
MTeSR™1-medium, 505 ml

mTeSR™1 Basal Medium 500 ml
(STEMCELL Technologies)

mTeSR™1 Supplement 5X 100 ml
(STEMCELL Technologies)

Penicillin-Streptomycin (Life Technologies) 5ml




