Opinnaytetyd AMK
Bioanalytiikan koulutusohjelma
NBIOAS14

2017

Jan Lindstrom

MDR -PROTOKOLLAN
OPTIMOINTI

— Sukusolujen eristys ja kerays hiiren kiveksista

TURKU AMK

TURKU UNIVERSITY OF
APPLIED SCIENCES



OPINNAYTETYO (AMK / YAMK) | TIVISTELMA
TURUN AMMATTIKORKEAKOULU
Bioanalytiikan koulutusohjelma

Joulukuu 2017 | 41

Jan Lindstrom

MDR -PROTOKOLLAN OPTIMOINTI

- Sukusolujen eristys hiirten kiveksista

Miesten hedelmattémyys on ldnsimaissa kasvava ongelma. Uusimpien tutkimusten mukaan
sperman laatu on ollut pitkdan laskusuunnassa ja edelleen huonontunut. Spermatogeneesin ja
sen geeninsaatelyn parempi ymmartaminen auttaa selventdmaan hedelmattdémyyden syita.

Spermatogeneesi on kivesten siementiehytputkissa tapahtuva erittdin monimutkainen
kolmivaiheinen prosessi, jossa sukusolut mitoottisen seké& meioottisen jakautumisen my6ta
erilaistuvat kantasolusta siittioksi. Luotettavaa menetelmaa sukusolujen erilaistamiseksi maljalla
ei toistaiseksi ole kehitetty, joten sukusoluissa tapahtuvien biologisten mekanismien tutkimiseksi
tarvitaan kudoksesta eristettyja elavia soluja sekd menetelmia eri solupopulaatioiden
erottelemiseksi.

MDR —protokolla on Turun yliopiston tutkimusryhman kehittdma menetelma hiiren sukusolujen
tiettyjen kehitysvaiheiden erottelemiseksi seka kerdamiseksi kiveksesta. Pyrkimyksena oli
kehittdd edullinen ja yksinkertainen menetelma tutkijoille, jotka tydskentelevat
spermatogeneesin parissa. Menetelma suunniteltiin niin, ettd protokollan voi suorittaa ilman
investointeja useasti kalliisiin laitteistoihin. Téman opinnaytetydn tarkoitus on keskittya kyseisen
MDR-menetelman optimointiin.
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OPTIMISATION OF MDR -PROTOCOL

- isolation of male germ cells from mouse testes

Male infertility is steadily increasing in western societies. In many recent studies quality and
count of sperm has been proven to fall and is still declining. To address the problem of infertility,
a better understanding of spermatogenesis and processes related to gene regulation is needed.

Spermatogenesis is very complex process that occurs in the semineferous tubules of the testes.
The process occurs in three phases, where germ cells proliferate through mitotic and meiotic
divisions into haploid spermatozoa. At the moment there is no reliable cell culture method for
male germ cell differentiation in vitro. Hence studying the process of spermatogenesis, living
cells freshly isolated from testes as well as methods to separate the different cell populations
are needed.

MDR —protocol is a method to isolate and collect germ cells in different phases of maturation
from mouse testes. This method is developed by the Turku University’s research team. The aim
was to develop a simple and inexpensive method for scientists working in the field of
spermatogenesis. The main idea was that no investment for expensive apparatus is needed.
Only centrifuge and basic lab supplies are needed. The purpose of this thesis is to further
optimize the MDR-protocol
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KAYTETYT LYHENTEET TAI SANASTO

BSA Bovine Serum Albumin, naudan seerumista eristetty albumini

DAPI 4’6 —diamidi-2-fenyyli-indoli, sinisend havaittava emissio,
fluoresenssimikroskopiassa kaytetty variaine

Mitoosi Periman jakautuminen, jossa kromosomien maara ei muutu

Meioosi Sukusolujen tuotannossa tapahtuva periman jakautuminen,
kromosomien maara puolittuu ja sisaltdé sekoittuu

Kreb’s buffer Soluviljelyaine. Suololiuos, joka yllapitdad pH:ta seka
osmoottista painetta

PBS Phosphate Buffered Saline, fosfaattipuskuroitu natriumklo-
ridiliuos

PFA Paraformaldehydi, fiksatiivi

Spermatogeneesi Siementiehytputkissa tapahtuva sukusolujen kehitys,

joka johtaa siittioon

Spermiogeneesi Spermatogeneesin ns. kolmas vaihe, jossa siittid saa
muodon ja ominaisuudet

WT Wild-type, villityypin hiirikanta



1 JOHDANTO

Miesten sperman laatu niin konsentraation kuin maarankin mukaan on viimeisen 50-
vuoden aikana laskenut selvasti. Miesten hedelmattomyys on lisdantynyt halyttavasti
niin Suomessa kuin muualla maailmassa. Useasti syyna on sperman laadun tai maa-
ran lasku. (Toppari & Huhtaniemi 1999; Vieira 2013.) Maailman terveysjarjestdé (WHO)
on huomioinut sperman laadun heikkenemisen omassa siemennesteanalyysin ohjeis-

tuksessaan laskemalla julkaisemiaan referenssiarvoja. (Vieira 2013).

Jotta spermatogeneesia sekd geeninsaatelya voidaan ymmartaa, tarvitaan tutkimuk-
seen eri kehitysvaiheen elavia sukusoluja. Kivesten rakenteellisesta sekd hormonaali-
sesta vuorovaikutuksesta johtuen sukusolujen erilaistaminen maljalla laboratorio-
olosuhteissa on erittdin haastavaa. Spermatogeneesi kiveksissd on monimutkainen
kehitysprosessi, jossa tapahtuu mitoottisia ja meioottisia jakautumisia tarkasti saadellyl-
la tavalla. Solujen kehitysvaiheesta riippuen, sukusolut eroavat toisistaan koon ja mas-
san mukaan. Erilaiset sukusolujen eristysmenetelmat pyrkivat naiden eri kehitysvaihei-
den mahdollisimman puhtaaseen erotteluun. Sukusolujen eristdmiseen ja kerdamiseen
on kehitetyistd menetelmista yleisimpia ovat FACS (virtaus-sytometri), elutriaatio seka
STA-PUT (Bryant 2013). Eri eristysmenetelmat tuottavat myds eri maaria seka puhta-
uksia eri solutyypeista, seka vaativat eri maaria aloitusmateriaalia. (Bryant 2013; Dores
ym. 2012.)

Sukusolujen kerdamiseen on siis kehitetty jo joitakin eri menetelmid, mutta niiden hait-
tapuolena on usein vaadittava laitteisto. Kalliit investoinnit voivat taten nousta esteeksi
pienille tutkimusryhmille, etenkin jos tarve sukusolujen eristykselle on satunnainen.
MDR -protokolla on Turun yliopiston biolaaketieteen laitoksen tutkimusryhman kehitta-
ma menetelma hiiren sukusolujen keraamiseksi. Tutkimusryhman pyrkimyksena oli
kehittda edullinen ja yksinkertainen menetelma tutkijoille, jotka tyoskentelevat sperma-
togeneesin parissa. Tarkoituksena oli erityisesti kehittdd menetelma, jonka kayttami-
seen tarvitaan vain laboratoriosta jo I10ytyvia vélineita, kuten falcon-putkia ja pipetteja,

eika tarpeen olisi siis investoida kallisiin laitteistoihin.

MDR-protokolla toimii erityisen hyvin pyoreiden haploidien spermatidien kerdamiseen,
mutta toisaalta elongoituvien spermatidien eristyksessa on edelleen ongelmia. Taman

opinnaytetydn aiheena on optimoida tatd menetelmaa, painottaen juuri elongoituvien
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spermatidien saantia. Tavoitteena on myds selvittaa, voiko protokollan pienillda muutok-

silla menetelmaa muuten tehostaa.
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2 TUTKIMUKSEN TEOREETTINEN TAUSTA

2.1 Miesten hedelmattomyys

Lapsettomuutta esiintyy noin joka viidennelld pariskunnalla. Syy hedelmattdémyyteen
I6ytyy kokonaan tai osittain miehestd noin puolella pariskunnista (Duodecim, 2000).
Miesten hedelméattomyydesta ja siemennesteen laadusta on tullut mielenkiinnon kohde
viime vuosien aikana ja syystakin. Vuosikymmenten aikana siemennesteen laatu on
heikentynyt huomattavasti: Levine et al. 2017 meta-analyysista kay ilmi, etta lansimais-
ten miesten siemennesteen laatu on heikentynyt 52.4% vuodesta 1973 vuoteen 2011
eikd asiaan ole nayttanyt tulevan muutosta viime vuosien aikana. Siemennesteen laa-
dun heikkenemisesta on tullut globaali huoli kansanterveyden nakdkulmasta seka mer-
kittdva taloudellinen ja sosiaalinen taakka. Siittiosolujen maara siemennesteessa on
yhteydessa lisaantymiskykyyn ja tarkea osa miesten hedelmattdomyyden tutkimuksissa.
Siittiésolujen maaran heikentyminen on todettu ennustavan korkeampaa sairastuvuutta

seka kuolleisuutta. (Jorgensen 2012; Levine 2017.)

Hedelmattomyyden syyt

Siemennesteen laatuun vaikuttavat monet tekijat ja hedelmattdmyyden syyt voidaan
jakaa paadasiassa kahteen osaan: Geneettisiin ja ulkoisiin tekijdihin. Koskimies, (2000)
toteaa, ettd vaikeissa spermahairidissa lahes neljdsosalta miehista 16ytyy geneettinen
syy hedelmattdmyyteen. Koskimies (2000) ja Levine (2017) ovat listanneet syitd mies-
ten hedelmattomyyteen sekd siemennesteen laadun heikkenemiseen, joita ovat muun
muassa: Ymparistotekijat, torjunta-aineet, ldakeaineet, kuumuus, elamantavat, tupa-
kointi, fyysinen ja henkinen stressi, lihavuus, akuutit ja krooniset sairaudet, esimerkiksi
piilokiveksisyys, kiveskohjut, lisdkivesten ja siemenjohtimien tukkeutuminen ja kivestu-
lehdukset.
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Tutkimukset ja hoidot

Hedelmattomyyden tutkimuksissa lahdetaan liikkeelle sperma-analyysista, Kliinisten
tutkimusten lisaksi kaytetdan kuvantamismenetelmia, seka tarvittaessa otetaan biop-
sia-naytteitd. Miesten hedelmattomyyshoitoina kaytetdan mm. ladkehoitoa, esimerkiksi
hypogonadotrooppisessa hypogonadismissa on hormonihoidolla saatu hyvia tuloksia
(Koskimies, 2000). Vaikeissa tapauksissa hedelmattémyyttd voidaan hoitaa injisoimalla
siittiditd suoraan munasoluun, josta on tullut yleinen menetelma hedelmaityshoitolai-

toksissa.

2.2 Kiveksen rakenne

Kiveksia ympardi paksu sidekudoksen muodostama valkokalvo (tunica albuginea) ja
sidekudoskotelo (tunica vaginalis). Valkokalvosta I&htevat valiseinat jakavat kiveksen
kivesliuskoihin (septum), joiden valissa sijaitsevat siementiehytputket. Jokaisessa loh-
kossa on noin 1 — 4 siementiehytputkea. Noin 80% kiveksen rakenteesta muodostuu
siementiehytputkista. Siementiehytputket muodostavat lenkin, jotka johtavat suora-
tiehyen (tubulus rectus) kautta kiveksen verkkoon (rete testis). Tasta viejatiehyet (effe-
rent ducts) johtavat lisdkiveksen (epididymis) puolelle. Paaosin kives jakautuu kahteen
osaan: siementiehytputkiin seka valikudokseen (kuva 1). Valikudos muodostuu I16yhas-
ta sidekudoksesta, Leydigin soluista, hermoista seka veri- ja imusuonista. Valikudok-
sen tarkeimmat solut ovat Leydigin solut, jotka tuottavat androgeeneja ja vastaavat
testosteronin synteesista. (Hervonen & Virtanen 2013; Ross & Pawlina 2011; Toppari &
Huhtaniemi 1999.)

MDR —-PROTOKOLLAN OPTIMOINTI | Jan Lindstrém



11

siemenjohdin ——— — _\

(ductus deferens) f = —— viejatiehyet
lisékivestiehyt ———— _ ,;:Qi‘\ ———— siementiehytputket
(ductus emd.y(;ym,s) (N (tubuli seminiferi convolu
kiveksen verkko \ valiseinat

o et / valkokalvo

suoratiehyet (tunica albuginea)

(tubuli seminiferi recti)

Kuva 1. Kiveksen rakenne. (Hervonen & Virtanen 2013. Duodecim s.33)

2.3 Siementiehytputket (Semineferous tubules)

Siementiehytputken pituus on noin 50 cm ja lapimitta on noin 0,15 — 0,25 mm. Putken
sisdpuoli on siementiehytepiteelid. Tyvikalvon sisdpuolelle (Basal lamina) kerrostunut
siemenepiteeli muodostuu kahdesta solukannasta: somaattisista Sertolin soluista seka
sukusoluista (kuva 2). Siementiehytputken ulkopuolta ymparéi myeloidisolukerros (pe-
ritubular contractile cells). Myeloidisolut aikaansaavat siementiehytputkien aaltomaisen
supistelun taten mahdollistaen nesteiden sekd siittididen liikkumisen. ( Hervonen &

Virtanen 2013; Ross & Pawlina 2011.)
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Late Spermatigs

permiogenesis

Leydig cells

Kuva 2. Osasuurennos siementiehytputken poikkileikkauksesta. Kuvassa eri kehitys-
vaiheessa olevien solujen lisdksi huomioitu somaattiset Leydigin ja Sertolin solut, solu-
jen valiset sytoplasmasillat (cytoplasmic bridges), kypsyvien spermatidien spermioge-
neesi, seka meioosi. (Barret ym. 2016. s.419)

Sertolin solu on suuri tukisolu, joka ymparoéi kypsyvia sukusoluja ja mahdollistaa vuoro-
vaikutuksen naiden valilld. Solu on muodoltaan pylvdsmainen ja ulottuu siementiehyen
tyviosasta (basal lamina) luumeniin (kuva 2). Solu jakaa siementiehyen kahteen osaan
(tyvi- ja adluminaalinen osa) tiukoilla soluliitoksilla muodostaen veri-kivesesteen (blood-
testis barrier, BTB). Veri-kiveseste suojaa kehittyvid sukusoluja estden imusolujen seka
suurten molekyylien paasyn adluminaaliseen osaan. Adluminaalinen osa muodostaa
eraanlaisen mikroymparistdon, joka eroaa suuresti normaali soluvalinesteesta ioni-,
elektrolyytti- seka proteiinikonsentraatioltaan. Tarkein veri-kivesesteen tehtava on suo-
jata kehittyvia haploideja sukusoluja immuunijarjestelmalta. Kehittyvien spermatosyyt-
tien pitaa lapaista tiukat soluliitokset, joten Sertolin solu muodostaa uuden tiukan solu-
litoksen kehittyvan sukusolun alapuolelle ja purkaa soluliitoksen ylapuolelta paastaen
nain kehittyvan sukusolun adluminaaliseen tilaan. Sertolin solut myds valittavat kehitty-
ville sukusoluille kasvutekijoita ja hormoneita, joista tarkein on spermatogeneesille valt-
tamaton testosteroni. ( Barret ym. 2016; Cheng & Mruk 2015; Ross & Pawlina 2011;
Toppari & Huhtaniemi 1999.)
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2.4 Spermatogeneesi

Spermatogeneesi on siementiehytputkissa tapahtuva erittdin monimutkainen prosessi,
joka valmistaa miljoonia kromosomistoltaan haploideja siittiditd paivittain. Spermato-
geneesia saatelee kaksi aivolisdkkeen erittdmaa hormonia; follikkelia stimuloiva hor-
moni (FSH) seka luteinisoiva hormoni (LH). Aivolisdkkeessa naiden hormonien tuotan-
toa stimuloi gonadotropiinia vapauttava hormoni (GnRH). FSH vaikuttaa suoraan Ser-
tolin  solujen toimintaa, kun taas LH saatelee kivesten Leydigin  solu-

jen androgeenin tuotantoa. (Cheng ym. 2016.; Smith ym 2015.)

Spermatogeneesi alkaa murrosidssd hormonien vaikutuksesta ja jatkuu lapi eldaman.
Spermatogeneesissa sukusolut kehittyvat vaiheittain, samalla siirtyen kohti siemen-
tiehytputken lumenia. Spermatogeneesin kesto ihmiselld on noin 70 paivaa ja hiirella
noin 35 paivaa. Kohtalaisen suuri osa tasta ajasta (hiirellda noin 14 paivaa) kuluu ha-
ploidien solujen morfologiseen erilaistumiseen, spermiogenesiin. (Kotaja 2013; Toppari

& Huhtaniemi 1999.) Spermatogeneesi voidaan jakaa kolmeen paavaiheeseen:

1 Mitoottinen solujen jakautuminen

Siementiehytputken tyvikalvon yhteydessa ovat spermatogoniot (A ja B), joista osa on
spermatogeneesin kantasoluja (SSC). Kantasolujen uusiutumiskyky takaa siittididen
tuotannon jatkuvuuden. Spermatogoniot kayvat Iapi vakiomaaran mitoottisia jakoja.
Viimeisen jaon seurauksena B-spermatogoniot erilaistuvat primaarisiksi spermatosyy-
teiksi ja siirtyvat meioottiseen vaiheeseen. ( Hervonen & Virtanen 2013; Toppari & Huh-
taniemi 1999.)

2 Meioottinen solujen jakautuminen

Meioosi tapahtuu siementiehytputken adluminaalisessa osassa, jonka aikana tapahtuu
haploidien spermatidien muodostus (4 kpl) tetraploidisesta primaarisesta spermatosyy-
tistd. Meioottisen jakautumisen tuloksena muodostuu haploidisen kromosomiston (1n)

omaavia sukusoluja. (Knuutila 2002.) Meioosin aikana joko &idilta tai isalta perityt vas-
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tinkromosomit jakautuvat satunnaisesti kahteen eri soluun. Vastinkromosomien valilla
vaihdetaan myos DNA-materiaalia. Naiden tapahtumien vuoksi jokaiseen siittioon tulee

erilainen yhdistelma isovanhempien geeneista (Toppari & Huhtaniemi 1999).

Primaarit spermatosyytit Iapikdyvat ensimmaisen meioottisen jakautumisen (vahennys-
jakautuminen). Vahennysjakautumisen profaasi kestda runsaat kolme viikkoa, ja se

jakautuu useaan eri vaiheeseen:

Preleptoteeni
Leptoteeni (Kromosomit alkavat kondensoitua)

Tsygoteeni (Homologiset kromosomit pariutuvat)

a o o

Pakyteeni (Homologisten kromosomien valille muodostuu erityinen ra-
kenne [synaptonemal complex], joka mahdollistaa geeneja sekoittavan
tekijainvaihdon [crossing over])

e. Diploteeni (Synaptonemal complex purkautuu)

Vahennysjakautumisen seurauksena syntyy sekundaarispermatosyytteja, joilla on ha-

ploidi genomi, mutta edelleen kaksi kromatidia. (Knuutila 2002; Tapana 2010.)

Toinen meioottinen jakautuminen (tasausjako) on nopea, jonka aikana kumpikin se-
kundaarispermatosyytti tuottaa kaksi pydreda spermatidia (round spermatids, RS).

Syntyy siis haploidi sukusolu, jossa on yksinkertainen kromosomisto. (Kotaja 2013.)

3. Spermiogeneesi

Spermiogeneesissa haploidi spermatidi (RS) ei enda jakaannu, vaan kay lapi dramaat-
tisen muodonmuutoksen valmiiksi siittioksi. Taman muodonmuutoksen aikana monet
soluorganellit ja proteiinit kierratetdan tai hylataan, jotta saadaan tilaa muuttuvalle ra-
kenteelle. Namakin solumuutokset tapahtuvat vield Sertolin solun poimuissa. Vasta
kypsymisen loppuvaiheessa kehittyvien solujen valiset sytoplasmasillat, eli solusitkos

(synsytium) purkautuvat. (Hervonen & Virtanen 2013.; Sutovsky & Manandhar 2006.)

Kypsyessaan pyoéred spermatidi RS muuttuu soikeammaksi, ja spermatidille muodos-
tuu hedelmoaityksen kannalta kriittisia rakenteita kuten hanta ja akrosomi, joka on mu-
nasolun peitteen pilkkomiseen tarvittavia entsyymeja sisaltava rakenne siittion karjes-

sa. Tuma tiivistyy huomattavasti, seka suurin osa sytoplasmasta hylataan, jonka Serto-
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lin solu fagosytoi. Spermatideja, joissa tapahtuu tuman pakkaantumista seka kromatii-
nin uudelleenmuokkaantumista kutsutaan pidentyviksi spermatideiksi (elongating
spermatid, ES). Spermatideja aletaan kutsua siittidiksi niiden irrottua siemenepiteelista
siementiehytputkien luumeniin. Lopullinen siittididen kypsyminen tapahtuu vasta lisaki-

veksen puolella. (Kotaja 2013; Ross & Pawlina 2011.)

2.5 Eristysmenetelmat

Spermatogeneesissa tapahtuvan saatelyn seka solujen eri kehitysasteiden tutkimiseksi
pitaisi eri kiveksen sisaltamat solutyypit pystya luotettavasti erottelemaan. Kives on
kuitenkin erittdin monimutkainen elin, jossa esiintyy yli 30 eri solutyyppia sisaltaen so-
maattisia soluja seka useita eri kehitysvaiheen sukusoluja. Tama heterogeenisyys vai-
keuttaa huomattavasti spermatogeneesin tutkimista sekd puhtaiden solufraktioiden

keraamista. (Rodriguez-Casuriaga ym. 2014; Mclean Crogan ym. 1981.)

2.5.1 Elutriaatio

Sentrifuuginen elutraatio erottelee solut hyddyntden sentrifugaalisen voiman seka eri-
koisroottorin lapi pumpatun nesteen aiheuttaman vastavoiman tasapainoa, joka erotte-
lee solut koon, muodon ja tiheyden mukaan. Erottelu tapahtuu erikoisroottorin elutriaa-

tiokammiossa, johon solut kulkeutuvat puskuriliuoksen mukana. (Barchi ym. 2009.)

Elutraation etuina muihin soluerottelu-metodeihin on menetelman nopeus, hyva saanto
eri soluista sekd menetelméan tapahtuminen soluviljelymediumissa / puskurissa. Koska
elutriaatiomenetelma ei aiheuta fysiologisia muutoksia tai hairiéta solutoimintaan, voi-
daan talla menetelmalla kerattyja soluja kayttaa useisiin jatkotutkimuksiin. ( Marracchi-
no, ym. 1996.)

Spermatogeenisen tutkimuksen kannalta menetelma kayttda kohtalaisen pienia solu-
maaria, lahtdmateriaalina kuitenkin yleensa usempi hiiri. Protokolla on optimoitu kayt-
tamalla kolmea hiirtéd (Barchi ym. 2009.) Menetelmaa voidaan myds hyoédyntaa tutki-
muksissa, jossa haluttuja genotyyppeja on muuten vaikea kerata. Elutriaatiomenetel-

man huonona puolena on, ettad vaikka menetelma erottelee solut "ryhmiin”, ei se pysty
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erottelemaan soluja, joilla on samankaltainen sedimentaatio-ominaisuus, jolloin solut
sekoittuvat. ( Chang & Lee-Chang 2011.)

2.5.2FACS

FACS (fluorescence-activated cell sorting) on yksi virtaussytometrian erityismenetelma.
FACS lajittelee heterogeenisen solumassan kahteen tai useampaan lajitteluastiaan,
solu kerrallaan, riippuen jokaisen solun fluoresenssiominaisuudesta ja valosironnasta.
FACS menetelmd antaa nopean, objektiivisen ja maarallisen taltioinnin yksittaisten
solujen fluoresenssi-signaaleista seka fyysisen erittelyn tutkittavista soluista. FACS —
menetelmd on hyoddyllinen kaikenlaisten solupopulaatioiden erittelyyn, solunaytteiden
laadunvarmistus voidaan tehda virtaussytometrialla ennen varsinaista FACS-lajittelua.
FACS —menetelmalla saadaan erittain puhtaita solupopulaatioita. Sen haittapuolena on
vaativa, kallis erityislaitteisto seka laitteiston kayttoon koulutettava henkilokunta, jolloin
tutkimuksesta tulee kallista. Solut on myds varjattava fluoresenssivarilla, jolloin solut
eivat ole enaa natiiviolotilassa. Vaikka laitteisto on kallista on sen kayttd suhteellisen

edullista. Suurten solumaarien erittely on kuitenkin aikaavievaa. (Chang 2014.)

2.5.3 STA-PUT

STA-PUT menetelméan ja —laitteiston ovat kehittdneet Ontarion sydpainstituutin tohtorit
R.G Miller ja R.A Phillips (ProScience, 2017). STA-PUT metodia hyddynnetdan monis-
sa eri solututkimuksissa, esim. menetelma mahdollistaa spermatogeenisten solupopu-
laatioiden erittelyn koon ja tiheyden mukaan homogenisoidusta solumassasta. STA-
PUT-menetelma perustuu solujen sedimentaatioon liukuvassa BSA-gradientissa (con-
tinuous gradient) gravitaation mukaan. Sedimentaationopeus maaraytyy paasaantoi-
sesti solujen koon mukaan, suurempien solujen vajotessa nopeammin kuin pienemmat

solut.

Vaikka STA-PUT menetelma ei tuota taysin puhtaita solutyyppien fraktioita, sen etuna

on kuitenkin huomattavasti korkeampi solujen kokonaismaara jokaisessa fraktiossa.
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STA-PUT voidaan myds hyddyntaa yhdistamalla erottelumenetelmia, jolloin kokonais-
solut voidaan viela erotella FACSin avulla. Menetelma edellyttda erikoislasiastiat ja
vaatii viilean tilan tai kylmahuoneen. Haittapuolena on, ettd menetelma vaatii kerralla
useita hiirid (noin 12 hiirtd). STA-PUT:in etuna on, ettd sen kayttd on kohtalaisen edul-
lista. Menetelman ero, verrattuna useimpiin FACS protokolliin on, ettd se ei vaadi

DNA- tai muunlaisia varjayksia. (Bryant ym. 2013.)

2.5.4 MDR-menetelma

MDR-menetelma on hiiren kivesten eri solutyyppien erittelemiseksi seka keraamiseksi
Turun yliopiston tutkimusryhman kehittama menetelma. Tavoitteena on ollut kehittaa
helppo seka edullinen menetelma, joka ei vaadi kalliita laitteistoja, joita moni muu eris-
tysmenetelma kayttdd. MDR-menetelman etuna on myos pieni vaadittava lahtomateri-
aali, joten eristys voidaan toteuttaa kayttden vain yhta hiirtd. Menetelma perustuu STA-
PUT menetelmaan, eli solumassan sedimentaatioon eri pitoisuuksista muodostuvan
BSA- (Bovine Serum Albumin) gradientin lapi. STA-PUT menetelmalla BSA-gradientti
on liukuva (tiheys kasvaa portaattomasti, Continuous gradient) ja MDR-menetelma
kayttaa portaittain kasvavia BSA- pitoisuuksia (Discontinous gradient) Erona STA-PUT-
menetelmaan on lisaksi STA-PUT:in vaatima erikoislaitteisto seka erotteluun vaadittava

suuri solumaara (henkilokohtainen tiedonanto, Kotaja 2017).

MDR-menetelmassa eri kypsyysvaiheen solut jaavat koon ja painon mukaan eri BSA -
pitoisuuksiin. Kives dekapseloidaan, ja solut vapautetaan kudoksesta entsymaattisesti
(kollagenaasi, trypsiini). Taman jalkeen solususpensio pipetoidaan eri tiheyksista koos-
tuvan BSA -gradientin paalle. Eri solutyypit sedimentoituvat yleensa tiettyihin fraktioihin
koon, painon ja tiheyden mukaan. Pohjalle (6% BSA) vajoavat yleensa suurimmat solut
seka solut jotka ovat tarttuneet toisiinsa. Ylemmissa gradienteissa on yleensa spertma-
tosyytit, seka sen ylapuolella pyoreat spermatidit. Ylimmassa gradientissa (1% BSA) on
yleensa pidentyvat spermatidit seka suuria ja mahdollisesti rykelmia toisiinsa tarttuneita
siittiditd/spermaa. Koska MDR -eristys sisaltda paljon kasin tehtavia vaiheita, jokainen
MDR- eristyskerta voi poiketa hieman tuloksissa toisistaan. Lahtokohtana kuitenkin on,
ettd pidentyvat spermatidit I10ytyvat fraktioista 1 ja 2, pyoreat spermatidit fraktioista 4

eteenpain ja spermatosyytit fraktioista 8 eteenpain.
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Sedimentaatioajan jalkeen solut kerataan fraktioittain talteen, analysoidaan seka pa-
kastetaan tarvittaessa jatkotutkimuksia varten. Solut analysoidaan tekemalla DAPI-
varjatty nayte kustakin fraktiosta, joka kuvataan fluoresenssimikroskoopilla (lahteena

suullinen ohjeistus, Lehtiniemi 2017.)
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3 OPINNAYTETYON TARKOITUS, TAVOITTEET JA
TEHTAVAT

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli optimoida MDR —protokollaa muuttamalla eri

tybvaiheen osia.

Tutkimuksen optimoinnilla yritettiin selvittdd menetetdanko eri tydvaiheissa joitain tietty-
ja solutyyppeja, lahinna pidentyvia spermatideja (ES), seka voitaisiinko solujen menet-
tamista ehkaista. Optimoinnilla pyrittin myds selvittdmaan, voisiko johonkin tyévaihee-
seen kuluvaa aikaa lyhentaa solujen saantoa heikentamatta seka selvittda tyovaihei-

den muutosten merkitysta solufraktioiden puhtauteen.

Opinnaytetydn tutkimustehtavat ovat:

- Optimoida MDR —protokollaa kokeilemalla solujen digestiovaiheessa
eri inkubaatioaikoja, sentrifugointiaikoja ja -nopeuksia, seka
vaihtelemalla soluerotteluvaiheessa sedimentaatioon perustuvan ti-
heysgradientin pitoisuuksia seka lukumaaria.

- Selvittda voidaanko pidentyvien spermatidien saantia parantaa.

- Ottaa kaikista fraktioista naytteet lasille seka suorittaa naiden kiinni-

tys, varjays, kuvaaminen ja solupopulaatioiden laskeminen.
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4 TUTKIMUKSEN KAYTANNON TOTEUTUS

4.1 Opinnaytetyon toteutus

Taman opinnaytetyon kaytannon osuus suoritettiin tammikuun 2017 ja maaliskuun
2017 valisenad aikana Turun yliopiston Biolaaketieteen laitoksella. Opinnaytetydn aihe
saatiin Turun Yliopiston tutkimusryhmalta tammikuussa 2017. Tutkimusaineistona kay-
tetdan Turun yliopiston Biolaaketieteen laitoksen koe-eldinhiiria. Aineiston koko maa-
raytyi tutkimuksen etenemisen nopeudesta riippuen. Reagenssit ja tyossa tarvittavat
valineet saatiin kayttdéon Turun Yliopistolta. Lopullinen opinnaytetyd julkaistaan joulu-
kuussa 2017. Tyo6ta varten on tehty toimeksiantosopimus Turun Yliopiston kanssa.
Opinnaytetydn tarkoituksena on optimoida tutkimusryhman kehittamaa MDR -

menetelmaa eri sukusolujen keraamiseksi hiirten kiveksista

4.2 Opinnaytetydn metodologiset lahtdkohdat

Kvantitatiiviselle tutkimukselle on keskeista johtopaatokset aikaisemmista tutkimuksista
seka havaintoaineiston soveltuminen numeeriseen mittaamiseen. Kvantitatiiviseen yh-
distetdan myds usein empiirinen tutkimusote. Tilastollinen tarkastelu vaatii kvantitatiivi-
sen menetelman. (Hirsjarvi ym. 2007; Anttila 2014.) Tutkimuksen kvantitatiiviseen puo-
leen liittyy, ettd kuvaamisen jalkeen solut lasketaan, data analysoidaan seka esitetaan
numeerisesti asteikkojen avulla. Tama opinnaytetyd on metodologiselta suuntauksel-

taan kvantitatiivinen tutkimus.

Aineistonkeruumenetelman tutkimusstrategiana on kokeellinen tutkimus. Kokeellinen
tutkimusmenetelma valitaan, kun pyritddn systemaattiseen havaintojen tekemiseen
seka tutkitaan ilmididen kausaliteettia. (Hirsjarvi ym. 2007.) Kokeellinen empiirinen
aineistonkeruu valittiin, koska menetelman vaiheita muunnetaan harkitusti seka testa-

taan hypoteesin vaikutusta.
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4.3 Opinnaytetydn eettiset lahtokohdat

Hyvaan tieteelliseen kaytantodon kuuluu huomioida muiden tutkijoiden tyo ja saavutuk-
set seka aikaisempien tutkimustulosten esittdminen asianmukaisella tavalla plagiointia
valttden. Lainaukset on aina osoitettava asianmukaisin merkinndin. (Hirsjarvi ym.
2007.)

Tassa tutkimuksessa aineistona kaytettiin eldimia. Tutkimuseettinen tarkastelu seka
lainsdadanto tulee ottaa huomioon myds eldinten osalta. Hiiret preparoi ja lopetti yh-
dessa tutkijan kanssa koe-elainkurssin kaynyt opinnaytetydn ohjaaja Turun yliopiston
Koe-elainkeskuksen tiloissa. Kaytettavia hiiria ei koe-elainlainsdadannon perusteella
lasketa koe-elaimiksi, koska hiirilla ei suoriteta minkaanlaisia elainkokeita eivatka tassa

tutkimuksessa kaytettavat hiiret ole muuntogeenisia. (Laki koe-elaintoiminnasta 2006.)

Tama opinnaytetyd toteutettiin noudattaen hyvaa tieteellistd toimintatapaa seka nou-
dattaen tarkkuutta, rehellisyytta ja huolellisuutta. Havainnot esitettiin niin, etta tulokset
eivat vaaristy tai johda harhaan. Tassa opinnaytetydssa ei keratty potilas- tai henkildtie-
toja. Tutkimuksen tulosten raportointi on keskeinen osa tutkimusprosessia, ja se on
myds tutkijan keskeinen velvollisuus (Kankkunen & Vehvilainen-Julkunen 2013). Opin-
naytetyon tekija kaytti eettisesti oikeita tiedonhakumenetelmia seka viittaukset lahteisiin

esitettiin asianmukaisesti ja huolella (Hirsjarvi ym. 2007; Vilkka 2005.)

Tutkimuksen sidonnaisuus rahoitukseen tai muihin tutkimukseen suorittamiseen vaikut-
taviin tekijoihin tulee raportoida asianmukaisesti. (Hirsjarvi ym. 2007.) Tama tutkimus ei

ole saanut mitaan rahoitusta eikd muita sidonnaisuuksia ole.
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4.4 Tutkimuksen kokeellinen osuus

Taman opinnaytetydn protokollan optimointia varten kerattiin kivekset neljaltatoista
villityypin hiirelta. Naista nelja kivesta kaytettiin pidentyvien spermatidien saannin li-

saamiseksi sentrifugin nopeuden optimointitestiin ja loput MDR- eristyskertoihin.

4.4.1 MDR-protokolla

Eristyksen nopeuttamiseksi protokollassa tarvittavat gradienttipuskurit (BSA) punnittiin
edellisend paivana ja sailytettin kylmassa (+4C). Eristyspaivana valmistettiin ennen
preparointia 1x Kreb’sin puskuri ja sita asetettiin 34°C inkubaattoriin 100 ml/hiiri. Prepa-
roinnissa hiiriltd kerattiin talteen kivekset ja ne asetettiin PBS -liuokseen. Preparoinnis-
sa kaytettiin huolellisuutta, jotta lisakives leikataan tarkasti pois ja nain valtetdan lisaki-
veksesta siittididen/sperman valuminen kiveksen kalvon ulkopuolelle. Koska protokol-
laan kaytetdan elavia soluja, hiiren lopetusajan jalkeen pyrittiin nopeuteen protokollan
aloittamiseksi. Sukusolujen eristys paasi alkamaan yleensa noin 30 minuutin sisdan

hiirten lopetusajasta.

Siementiehytputkien vapauttamiseksi kives dekapsuloitiin, jossa kiveksia suojaava kal-
vo (tunica albuginea) poistetaan. Siementiehyet asetettiin petrimaljalle Kreb’s puskuriin.
Siementiehytputkien rakennetta dissektoitiin mekaanisesti leikkaamalla saksilla tubu-
luksia ristiin 10 x entsymaattisen digestoinnin tehostamiseksi. Siementiehytmassaa

inkuboitiin 34°C noin 10 minuuttia kollagenaasi 1:n kanssa.

Inkuboinnin aikana aloitettiin kylmadhuoneessa BSA-gradientin rakentaminen. Gra-
dientti tehtiin 50 ml falcon-putkeen, johon pipetoitiin eri BSA-pitoisuudet. Alussa muka-
na oli kuusi eri faasia pitoisuuksilla 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1%, mutta 5% BSA-faasia ei
todettu hyoddylliseksi. Protokollan nopeuttamiseksi 5% faasi paatettiin jattdd kahden

MRD -kerran jalkeen pois gradienteista.

Inkuboinnin jalkeen siementiehytputket sentrifugoitiin huoneenlammadssa 500xG 5 mi-
nuuttia. Sentrifugoinnin jalkeen supernatantti kaadettiin pois ja solut resuspenoitiin 25
ml 1X Kreb’sn puskuriin lopun kollagenaasin pesemiseksi pois. Taman jalkeen sentri-

fugointi toistettiin.
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Sentrifugoinnin jalkeen supernatantti kaadettiin pois, kudospelletin paalle lisattin 15
mg/25 ml trypsiinid sekd 10 pl DNAasia (5ug/ul) ja inkuboitiin 34°C 10 minuuttia. Ta-
man jalkeen solumassan koostumusta tarkasteltiin visuaalisesti, lisattiin 10 yl DNAasia
(5ug/ul) ja inkuboitiin edelleen 10-15 minuuttia, jonka jalkeen kudoksesta vapautetut
solut sentrifugointiin pohjaan 5 minuuttia, +4°C ja 500xG. Taman jalkeen solut siivildi-
tiin 100 ym verkkosiivilalla, tarkoituksena saada siementiehytputken jaanteet jadmaan

filtteriin. Soluille toistettiin 2X pesu Kreb’silla trypsiinin pois pesemiseksi.

Supernatantti kaadettiin pois ja lisattiin n. 3 ml 0,5% BSA:ta, seka pipetoitiin solusus-
pensiota yl6s ja alas huolellisesti sekoittaen. Solususpensio kaadettiin viela 100 pm
verkkosiivilan lapi, jonka jalkeen solususpensio pipetoitiin erittdin varovasti rakennetun
BSA-gradientin pinnalle. Solujen annettiin laskeutua 1 tunti 30 minuuttia. Téman jal-
keen, faaseja alettiin keratd eppendorf -putkiin 1 ml kerrallaan. Jokaisen putken valis-
sa pipetin karki huuhdottiin Kreb’sin puskurissa solupopulaatioiden sekoittumisen valt-

tamiseksi.

Eppendorf -putket sentrifugoitiin kyImahuoneessa 1000G ja 5 minuuttia. Taman jalkeen
supernatantti kaadettiin pois ja pestiin lisddmalla noin 1000 pl Kreb’sin puskuria. Put-
ket sentrifugoitiin uudelleen, jonka jalkeen putkiin jatettiin noin 100 pl puskuria, johon
solunappi resuspenoitiin. Jokaisesta fraktiosta otettiin naytteet lasille (10 pl kiinni-
tysainetta ja 2 pl naytettad) ja naytteiden annettiin kuivua yon yli. Mikali eristyskerta ol
muuten teknisesti onnistunut, fraktiot sentrifugoitiin, loppu medium poistettiin, ja nayt-

teet jaadytettiin nestemaiselld typelld ja pakastettiin -80°C pakkaseen.

Seuraavana paivana lasit peitettiin ja varjattiin. Kaikki fraktiot mikroskopoitiin fluore-
senssimikroskoopilla seka kuvattiin siihen liitetylld kameralla. Jokaisesta fraktioista
otettiin kuvat 40X optiikalla solujen laskemiseksi, sekd kuva 10X optiikalla naytteen
onnistuvuudesta kertovan yleisndkyman vuoksi. Solujen varjayksessa kaytettiin Vec-
tashield with DAPI 1200 (Vector laboratories) — peitelasien kiinnitysainetta, joka varjaa
tumassa olevan DNA:n sinisend nakyvana emissiona. Tassa tutkimuksessa fraktioista
laskettiin pidentyvat spermatidit (ES), pydreat spermatidit (RS), sekd spermatosyytit
(SC). Muut solut ryhmitettiin samaan kategoriaan laskemisen seka esittamisen yksin-
kertaistamiseksi. Solut laskettiin paasaantoisesti fraktioista 1 — 20. Jo fraktiosta noin 16
eteenpain fraktiot muodostuvat epaspesifeiksi. Syyna téhan oli toisiinsa kiinnittyneet

solut, esimerkiksi pyoreat spermatidi-tripletit seka muut soluklusterit. Loppupaan frakti-
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ot olivat myods kuvaamisen kannalta haastavampia vaikeutuneen tarkentamisen myota.

Fraktiot 20. eteenpdin ei tuota tarpeellista informaatiota tdhan opinnaytetyohdn

4.4.2 Optimointi

Optimoinnissa kokeiltiin seuraavia asioita tulosten parantamiseksi:

- tubulusten vapaa sedimentaatio kollagenaasidigestion jalkeen vaihtoehtona
sentrifugoinnille

- sentrifugoinnin optimaalinen kierrosnopeus

- solususpension siivildinti verrattuna yhden siiviléinnin (suodatuksen) poisjatta-

miseen

Solujen saantoa haluttiin verrata kollagenaasidigestion jalkeen sedimentaatiolla. Tar-
koituksena oli, ettda tubulusten ulkopuoliset valitilan solut poistetaan lopullisesta so-
lususpensiosta. Tassa kollagenaasidigestion kestolla oli suuri merkitys optimointiin.
MDR-eristys tehtiin niin, ettd kollagenaasikasittelyn jalkeinen sentrifugointi korvattiin
sedimentaatiolla, jossa solujen (tubulusten) annettiin laskeutua vapaasti pohjaan ja
supernatantti kaadettiin pois. Kyseisestd supernatantista otettiin nayte, jota verrattiin
kuvaamalla sentrifugoinnin jalkeiseen supernatanttin. Sedimentaatioaika oli viisi mi-
nuuttia, vaikka visuaalisesti kaikki solut olivat laskeutuneet noin kahden minuutin koh-

dalla. MDR-eristys jatkettiin muuten normaalisti.

Pidentyvien spermatidien saantia haluttiin parantaa ja yritettiin selvittda, missa vai-
heessa soluja mahdollisesti menetetdan. Vastausta Idhdettiin hakemaan sentrifugoin-
nista ja siita, olisiko mahdollista, ettad kaikki solut eivat laskeudu pohjaan asti 500xG:n
sentrifugoinnilla. Tata varten kehitettiin testi, jossa hiiren sukusolut alkukasitellaadn pro-
tokollan mukaisella tavalla, mutta sentrifugionnin jalkeen supernatantti otetaan talteen
ja sentrifugoidaan aina nostaen 100xG nopeutta. Kuvaamalla sentrifugaation jalkeisen
pelletin saimme tietoa siitd, kuinka suuri sentrifugaationopeus tarvitaan pidentyvien

spermatidien laskeutumiseen.
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Testi muodostui seuraavasti:

Solujen kollagenaasidigestion jalkeinen sentrifugointi 5 minuuttia 500xG, josta pelletti
normaalin protokollan mukaiseen jatkokasittelyyn aina trypsiinin jalkeiseen sentrifugoin-
tiin saakka. Talteen otetun 500xG supernatantin sentrifugointi 600xG. Tasta jalleen
pelletin talteenotto seka pesu, jonka jalkeen pelletti laitettiin jaille odottamaan naytteen
lasille laittoa. Sama toistettiin 700X-, 800X- ja 900XG:n nopeuksilla. Sama testi toistet-
tin myds solujen trypsiinikasittelyn jalkeen, missa sentrifugin lIampdtilaksi vaihdettiin

protokollan mukainen +4°C.

Yhtena vaihtoehtona pidentyvien spermatidien menetykseen saattoi olla solususpensi-
on suodatus 100 ym nylonverkkosiivilan lapi. Verkkosiivilan tarkoitus olisi paastaa lapi
yksittaiset solut ja suodattaa siementiehyeiden pilkkoutumattomia osia. MDR -kerralla
vertailtiin solujen saantia seka filtterilla ettd ilman. Ideana oli, ettéd pidentyvat spermati-
dit jaisivat pidentyneen muotonsa vuoksi kiinni siivildintiin eivatka nain paatyisi lopulli-
seen solususpensioon. Juuri ennen BSA -gradientien paalle tapahtuvaa solususpen-
sion pipetointia, solususpensio kaadettiin protokollassa 100 pm nylonverkkosiivilan

lapi. Tassa optimoinnissa tama siivildinti jatettiin tekematta.

4 4.3 Gradientin valmistus

BSA -gradientin muodostus tapahtuu pipetoimalla BSA -liuos 50 ml falcon putkeen suu-
rimmasta pitoisuudesta (BSA 6%) pienimpaan (BSA 1%) 5 ml per faasi (kuva 3). Seka
gradientin muodostuksessa seka solujen kerayksessa faaseista tarkeinta on hidas liike
faasien sekoittumisen riskin vuoksi. Kerrosten pipetoinnissa kaytettiin ensin 1 ml pipet-
tia, jonka karkia oli muokattu leikkaamalla suuntaavuuden vahentamiseksi. Pipetin
karkia muokattiin eri kohdista ja gradientin muodostamista verrattiin eri muotoisilla kar-

jilla.
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Kuva 3. 10 ml karjella rakennettu BSA-gradientti. Gradientit 6%, 4% ja 2% on varjatty
paremman erottelun selventamiseksi. Gradientin teravyys ilmenee vain suoraan ker-
roksen tasalta katsottuna, kuvassa tarkkana pitoisuuksien 4% ja 3% raja.

Koska gradientin muodostus 1 ml pipetilla oli hidasta, seka faasien sekoittumisen riski
oli suurempi, ratkaisua lahdettiin hakemaan eri kokoisista manuaalisista seka sahkoi-
sista pipeteista. Parhaimmaksi vaihtoehdoksi koettiin Pipette Boy —sahkdinen pipetti 10
ml karjella. Tama nopeutti tydskentelya tarpeeksi, jotta BSA- gradientti pystyttiin raken-

tamaan trypsiinin inkubaation seka sentrifugoinnin aikana.
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5 TULOKSET

Tassa opinnaytetydssa oli tarkoituksena optimoida MDR-protokollaa nopeuttamalla sita

seka parantaa pidentyvien spermatidien (ES) saantoa solufraktioissa.

5.1 Siementiehytputkien vapaa sedimentaatio vaihtoehtona sentrifugoinnille

Optimoinnin tarkoituksena oli tutkia mahdollisuutta korvata protokollan kollagenaasidi-
gestion jalkeinen sentrifugointi (5 minuuttia, 500xG) solujen vapaalla sedimentaatiolla
(5 minuuttia). Kollagenaasidigestion kestolla oli suuri merkitys tdman vaiheen optimoin-
tiin. Solujen vapaa sedimentaatio lisasi solujen menetysta supernatanttiin. Sedimentaa-
tiossa menetettiin solut, jotka kollagenaasidigestiossa olivat vapautuneet supernatant-
tiin. Tuloksista voidaan todeta, etta kollagenaasikasittely oli liilan pitka, jolloin siemen-
tiehytputkien digestoituessa sukusolut vapautuivat solususpensioon liian varhain. Yksit-
taiset solut sedimentoituvat paljon hitaammin, jolloin sedimentaatioaika (5 minuuttia) ei
rittdnyt solujen saamiseksi falcon-putken pohjaan ja solut menetettiin supernatantin
mukana poiskaadossa. Sentrifugointi tuotti paljon paremman solumaaran pellettiin
kaikkien solutyyppien osalta. Tulokset mitattiin supernatantista protokollan samasta

tyovaiheesta.
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Kuvissa 4. ja 5. ndkyy solumaara kollagenaasikasittelyn jalkeisen 5 minuutin sentrifu-

goinnin jalkeen. Soluja menetettiin supernatantiin vahan.

Kuva 4. Obijektiivi 10X (ov3). Protokollan mukainen sentrifugointi. Nayte otettu kolla-
genaasin jalkeisen sentrifugoinnin supernatantista. Supernatantti otettiin talteen ja
sentrifugoitiin uudelleen 5 minuuttia 500xG, jonka jalkeen kuvattu nayte otettiin pelletis-

ta.

Kuva 5. Obijektiivi 40X (3b). Protokollan mukainen sentrifugointi. Nayte otettu kolla-
genaasin jalkeisen sentrifugoinnin supernatantista. Supernatantti otettiin talteen ja
sentrifugoitiin uudelleen 5 minuuttia 500xG, jonka jalkeen kuvattu nayte otettiin pelletis-

ta.
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Sedimentaation kuvissa 6. ja 7. nakyy selkeasti suuri solumaara supernatantissa. Pois
kaadetun supernatantin mukana on selkeasti menetetty paljon kollagenaasidigestiossa

vapautuneita soluja.

Kuva 6. Objektiivi 10X (ov2). Sentrifugointi korvattu 5 minuutin sedimentaatiolla. Nayte
otettu sedimentaation jalkeen supernatantista. Sedimentaation jalkeen supernatantti
otettiin talteen ja sentrifugoitiin 5 minuuttia 500xG, jonka jalkeen nayte otettiin pelletis-

ta.

Kuva 7. Objektiivi 40X (ov2a). Sentrifugointi korvattu 5 minuutin sedimentaatiolla. Nay-
te otettu sedimentaation jalkeen supernatantista. Sedimentaation jalkeen supernatantti
otettiin talteen ja sentrifugoitiin 5 minuuttia 500xG, jonka jalkeen nayte otettiin pelletis-

ta.
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5.1.1 Sentrifugoinnin ja sedimentaation vertailu solutyypeittain

Taulukoissa 1 ja 2 solujen saanti solutyypeittain. Pidentyvien spermatidien saanti oli
huomattavasti heikompi sedimentaatiossa (fraktiot 1 ja 2). Kaikkia solutyyppea sedi-

mentaatiossa oli vdhemman, jonka vuoksi soluja per fraktio laskettu 100 kpl.
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Taulukko 1. Protokollan mukainen sentrifugointi kollagenaasidigestion jalkeen. Laskettu
solumaara n=200 per fraktio. (poikkeuksena fraktiossa 1 n= 57 ja 2 n=101)
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Taulukko 2. Ensimmainen sentrifugointi korvattu 5 minuutin sedimentaatiolla. Laskettu
solumaara n=100 per fraktio.
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5.2 Pidentyvien spermatidien saannon lisdamiseksi tehty sentrifugitesti

Edellisen digestioprotokollan mukaan sentrifugointi tuotti paremman tuloksen, joten
taman perusteella haluttiin testata sentrifuginopeuksia, joka parantaisi pidentyvien
spermatidien saantoa. Testissa tubulusten kasittely eteni normaalin MDR-protokollan
mukaisesti, mutta sentrifugionnin jalkeen supernatantti otettiin talteen ja sentrifugoitiin

uudelleen nostaen aina nopeutta 100xG, jonka jalkeen kuvattu nayte otettiin pelletista.

Sentrifugin kierrosnopeuden nostaminen (500xG nostettiin 600xG) ei vaikuttanut en-
simmaisen entsymaattisen kasittelyn (kollagenaasi 1) jalkeen pidentyvien spermatidien
saantoon merkittavasti. (kuvat 8. ja 9.). Kuvien perusteella soluja oli suunnilleen yhta
paljon ja pidentyvien spermatidien osuus oli samankaltainen. Korkeampi kierrosnopeus
ei vaikuttanut pidentyvien spermatidien saamiseksi pellettiin. Lisda optimointia tarvitaan
selvittamaan, miksi nostettu kierrosnopeus ei vaikuttanut saantoon. Kuvatut naytteet
otettiin supernatantista kollagenaasidigestion jalkeisestd sentrifugoinnista. Tama su-
pernatantti otettiin talteen ja sentrifugoitiin uudelleen 5 minuuttia, jonka jalkeen kuvattu

nayte otettiin pelletista.

Toisen entsymaattisen kasittelyn (trypsiini) jalkeen, tulokset puolsivat nostettua kier-
rosnopeutta (600xG) huomattavasti. Nostettu kierrosnopeus lisasi etenkin pidentyvien
spermatidien saantoa, joiden maara sentrifugaation jalkeisessa supernatantissa ol
vahentynyt huomattavasti verrattuna alempaan 500xG kierrosnopeuteen (kuvat 10. ja
11.). Esitettyjen kuvien G-voimat olivat 500xG sekd 600xG. Kuvatut naytteet otettiin
supernatantista kollagenaasin seka trypsiinin jalkeisestd sentrifugoinnista. Tama su-
pernatantti otettiin talteen ja sentrifugoitiin uudelleen 5 minuuttia, jonka jalkeen kuvattu

nayte otettiin pelletista.

Todettiin, ettd 600xG 5 minuuttia on optimaalinen sentrifugaatio solujen kerddmiseen

trypsiinidigestion jalkeen.
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Kuva 8.Kollagenaasin jalkeisen sentrifugoinnin supernatantti 500xG, objektiivi 40x.
Supernatantti otettiin talteen ja sentrifugoitiin uudelleen 5 minuuttia 500xG, jonka jal-
keen kuvattu nayte otettiin pelletista.

Kuva 9. Kollagenaasin jalkeisen sentrifugoinnin supernatantti 600xG, objektiivi 40x.
Supernatantti otettiin talteen ja sentrifugoitiin uudelleen 5 minuuttia 600xG, jonka jal-
keen kuvattu nayte otettiin pelletista.
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Kuvassa 10. ja 11. nahdaan solujen maara supernatantissa protokollan trypsiinikasitte-
lyn jalkeisen sentrifugoinnin (+4°C) jalkeen. Pidentyvid spermatideja on saatu nostetul-
la sentrifugointinopeudella pellettin merkittdvasti enemman (kuva 7.). Protokollassa

siirryttiin kayttamaan trypsiinidigestion jalkeen 600xG sentrifugointinopeutta.

Kuva 10. Trypsiinin jalkeisen sentrifugoinnin supernatantti 500xG 40X. Supernatantti
otettiin talteen ja sentrifugoitiin uudelleen 5 minuuttia 500xG, jonka jalkeen kuvattu nay-
te otettiin pelletista.Kuvassa nahdaan huomattava maara soluja seka etenkin pidenty-
via spermatideja.

Kuva 11. Trypsiinin jalkeisen sentrifugoinnin supernatantti 600G 40X. Supernatantti
otettiin talteen ja sentrifugoitiin uudelleen 5 minuuttia 600xG, jonka jalkeen kuvattu nay-
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te otettiin pelletista. Kuvassa solujen maara on vahentynyt, joten sentrifuugin nopeuden
nostolla kaikkien solujen seka pidentyvien spermatidien saanto parani selkeasti.

5.3 Solujen siivildinti

Talla testilla pyrittiin selvittamaan voidaanko pidentyvien spermatidien maaraa so-
lususpensiossa kasvattaa, jos solususpension siivildinti kayttaen 100 um nylonverkko-
siivilaa jatetaan pois. Tulosten mukaan solususpension siivildinti oli soluerottelun kan-
nalta tarkeda, eika tatd vaihetta nain ollen voida jattéa pois (taulukko 3). Monet solu-
fraktiot olivat ilman tata siivildintid huonoja ja solujen kokonaissaanti huomattavasti
heikompi (taulukko 4). Onnistuneita fraktioita pidentyvista spermatideista ilman siivi-
I6intia tehdyssa eristyksessa ei saatu (taulukoiden fraktiot 1 ja 2). Pidentyvien sperma-
tidien puhtaimmat solufraktiot ovat juuri 1 ja 2, joissa ilman siivildintia tehdylla eristys-
kerralla ei ollut soluja laskettavaksi. llman siivildintia pyéreiden spermatidien fraktiopuh-

taus kuitenkin joissakin fraktioissa parani, esimerkiksi fraktiot 4 ja 5.

Todettiin, ettad protokollan molemmat siivildinnit ovat tarpeelliset. Tulokset eivat ole suo-
raan vertailukelpoisia, silla huonon solujen saannin vuoksi ilman siivildintia tehdyssa

eristyskerrassa soluja laskettiin per fraktio vain 100kpl.
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6 POHDINNAT

6.1 Tulosten pohdinta

MDR- eristyskertoja oli yhteensa kymmenen, joista kuusi kertaa oli luotettavia. Ensim-
maiset kaksi kertaa olivat epaluotettavia lilan suuren fraktioiden kerdysnopeuden takia,
jolloin fraktiot olivat sekoittuneet. Yksi kerta muodostui epaluotettavaksi eri valmistajan

trypsiinieran vuoksi, jolloin soluja saatiin koko eristyskerralta vahaisesti.

Opinnaytetyon tekija koki aluksi solujen laskemisen ja tunnistamisen vaativaksi. Solu-
jen kuvaaminen seka laskeminen parantui harjoittelun myota, mutta solujen parantunut
tunnistaminen loppuvaiheessa mahdollisesti vaaristaisi tuloksia. Inhimillinen tunnista-
misessa tehtava virhe pyrittiin pitdmaan samana tutkimuksen ajan. Myds solujen levitys
lasille aiheutti eri kerroista aiheutuvaa tahatonta vaihtelua, koska nayte jakautui lasille
aina hieman sattumanvaraisesti. Naytetta (2 pl) pyrittiin aina pipetin karjella levittdmaan
fiksointipisaraan (8 pl). Naytteiden epatasaisen jakautumisen vuoksi opinnaytetyon
tekija alkoi kuvata solufraktiot 10X optiikalla, joka antoi paremman kasityksen naytteen
fiksoinnin onnistumisesta. Yksi naytteen pipetointiin vaihtelua aiheuttava tekija oli nayt-
teen resuspenointi eppendorf-putkissa. Fraktiot sentrifugoitiin aluksi 1000xG voimalla ja
resuspenoitiin ennen naytteen levitysta lasille. Solupelletti oli kuitenkin aina tiukasti
kiinni ja sentrifugointinopeutta laskettiin nopeuteen 800xG. Tata tyévaihetta olisi voinut

edelleen optimoida lisaa.

Sedimentaatio oli pettymys solujen saannin kannalta. Vaikka supernatantin pois kaa-
dossa kaytettiin erityistd varovaisuutta, oli eri kerroilla mitatut solujen maarat superna-
tantissa erittdin korkeat. Syyna tahan oli todenndkoisesti kollagenaasidigestion liian
pitka aika, jolloin siementiehytputket hajosivat ja sukusolut vapautuivat supernatanttiin,
johtaen solujen menetykseen supernatantin mukana. Solujen menetysta voisi kompen-
soida kaatamalla pois pienempia maaria sekd antamalla kaatojen valissa solujen uu-
delleen laskeutua pohjaan. Tama kuitenkin lisdisi tydvaiheen pituutta kohtuuttomasti,
jota elavien solujen kohdalla on myds valtettdva. Taman vahvistamiseksi lisaa opti-

mointia kuitenkin tarvitaan.

Sentrifugoinnissa nostettu kierrosnopeus on ristiriitainen solujen kasittelyn kannalta.

Elaville soluille sentrifugointi on aina rasittava ja erdanlaisena rajana nopeudessa on
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ollut 500xG:n —arvo. Kierrosnopeuden nostaminen on kuitenkin perusteltua, mikali so-
luma&ara nousisi kuvista esitettavien arvioiden mukaisesti. Epaselvaksi jai, miksi kolla-
genaasidigestion jalkeinen sentrifugin nopeuden nosto ei vaikuttanut solujen laskeutu-

miseen. TAman osalta lisda optimointia tarvitaan.

Siivildinnissa ilman suodatusta tehty eristyskerta meni pieleen todenndkdisesti isojen
toisiinsa tarttuneiden soluklustereiden tai siementiehytputken jaanteiden vuoksi. Nama
isommat kappaleet todennakoisesti sotkivat muut solukerrokset vajotessaan painon ja
koon mukaan gradientin pohjalle. Nain tulokset eivat olleet vertailukelpoisia keskenaan
epaonnistuneiden fraktioiden vuoksi. Lisdoptimointina filtterdintia olisi voinut kokeilla eri

siivilan tiheyksilla.

Menetelma sisaltda paljon kasin pipetointia, jolloin inhimillisen virheen vaara on suuri.
Opinnaytetyon tekija joutui tekemaan BSA- gradientin useasti uudestaan eri syista joh-
tuvien faasien sekoittumisten vuoksi. Ongelmia aiheutti pipetoitaessa esimerkiksi muo-
katuista pipetin karjista tippuvat pisarat seka pipetoitaessa tapahtunut liike, jotka sotki-
vat gradientin faasit niin, ettd sedimentoituminen ei olisi ollut enda luotettava. Myds
liian suuri pipetointinopeus faaseja pois kerattaessa aiheutti kahden ensimmaisen eris-

tyskerran epaluotettavuuden.

MDR-menetelma on kokonaisuutena luotettava menetelmad saada hyvia solufraktiota
myds menetelmaan perehtymattoman kayttajan kannalta. MDR-menetelmaa ollaan
julkaisemassa, joka tulee auttamaan monen spermatogeneesin parissa tyoskentelevan
tutkijan elamaa. Tama opinnaytetydn optimoinnit auttoivat ymmartamaan protokollan

vaiheita, ja auttoivat jatkossa hiomaan protokollan viimeiseen julkaistavaan muotoon.

6.2 Yleinen pohdinta

Taman opinnaytetyon aihe oli opinnaytetyon tekijalle vieras. Teoreettisena lahdemate-
riaalina toimi paasaantoisesti englanninkieliset tieteelliset artikkelijulkaisut. Lahdema-
teriaali etenkin sukusolujen eristysmenetelmista oli niukkaa ja tasta johtuen osa artikke-
leista myoskin vanhoja. Lahteiden asiakieli oli paikoitellen vierasta ja vaati paljon aikaa
kaantamiselle asiakokonaisuuden ymmartamiseksi. Myos kaikkia suomenkielisia vasti-

neita termeille tai sanoille ei ollut I6ydettavissa.
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Opinnaytetyon tekija valmisti itse kaikki kaytettavat liuokset sekéd preparoi osan hiirista,
joka lisasi tekijan vastuuta. Tassa tutkimuksessa kaikki vaiheet suoritettiin hyvaa tie-
teellistd kaytantdd noudattaen. Opinnaytetydn tekijan osuus kaytannén suorituksessa
oli suuri, ja tekijan kokemattomuus ilmeni ainakin epaonnistuneilla eristyskerroilla. Tut-
kimuksen suorittamista kirjattiin tutkimuspaivakirjaan, tosin jalkikateen arvioituna muis-
tiinpanot olisivat saaneet olla tarkempia. Kaikkia muuttujia ei aina ollut kirjoitettu Kii-
reessad muistiin. Tutkimustulokset esitettiin harjoittelun yhteydessa viikkopalavereissa

seka tutkimuksen etenemista arvioitiin koko tutkimusryhman tai ohjaajan kanssa.

Jatkotutkimusaiheina voitaisiin tarkastella tarkemmin eri vaiheiden optimaalisinta inku-
baatioaikaa, solumassan sedimentaatioaikaa, siementiehytputkien eri asteista mekaa-
nista dissektointia, seka eri kollagenaasien (kollagenaasi | ja IV eroa) vaikutusta ent-

symaattisessa homogenisoinnissa.
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