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Sanasto työssä käytettävistä termeistä 
 
EB – Embryoid Body, jos kantasolujen annetaan kasvaa suspensiossa eikä 
niitä ei pidetä erilaistumattomina ulkopuolisten tekijöiden avulla, ne alkavat 
kasautua ja muodostaa embryoid bodyja ja edelleen erilaistua. EB:t sisältä-
vät kaikki kolme alkiokerrosta. 

ES (ESC) – Embryonal Stem Cell, blastokystivaiheen alkion sisäsolumassan 
pluripotentti eli monikykyinen kantasolu. Monikykyisyys tarkoittaa, että solu 
voi erilaistua alkion kaikiksi kolmeksi solukerrokseksi (endo-, meso- ja ekto-
dermi), mutta ei enää istukan solukoksi. Nk. luonnollinen kantasolu. 

iPS (iPSC) – induced Pluripotent Stem Cell, somaattisesta solusta geenisiir-
rolla pluripotentiksi eli monikykyiseksi uudelleenohjelmoitu kantasolu, joka 
voi erilaistua alkion kaikiksi kolmeksi solukerrokseksi (endodermi, meso-
dermi ja ektodermi). Nk. kokeellinen kantasolu. 

Karakterisointi – (kantasolujen) ominaisuuksien tutkiminen. 

Klooni – soluviljelyssä solukloonit ovat geneettisesti identtisiä, mitoosin 
kautta samasta solusta peräisin olevia soluja. 

Kolonia – solu”pesäke”, joka muodostuu kantasolun jakautuessa. 

MEF – mouse embryonic fibroblast, hiiren sikiövaiheen fibroblasti. 

Passage – soluviljelmän jakokertojen määrä, esimerkiksi neljä kertaa jaet-
tu viljelmä merkitään passage 4 tai p 4. 

Somaattinen solu – muut kuin ituradan solut ja ituradan kantasolut. 
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1 Johdanto 

Tämä opinnäytetyö tuotetaan Terveyden ja hyvinvoinnin laitokselle (THL) tutkimus-

ryhmässä, joka kehittää solu- ja koe-eläinmalleja kansantautien mekanismien tutki-

mukseen. Ryhmä selvittää sekä yksittäisten tautiproteiinien toimintaa että proteiinien 

yhteisvaikutuksia soluissa käyttämällä eri solumalleja ja genominlaajuisia tutkimusme-

netelmiä. Tautigeenien toiminnallisen selvitystyön malleina käytetään tämän työn kon-

tekstissa pääasiassa neuronaalisia seroidilipofuskinooseja eli NCL-tauteja. (Jalanko – 

Braulke 2009.)  

NCL-taudit ovat pääasiassa lapsuusiässä ilmeneviä keskushermostoa vaurioittavia ker-

tymätauteja, jotka johtavat vaikeaan kehitysvammaisuuteen ja ennenaikaiseen kuole-

maan. Ne ovat resessiivisesti periytyviä yhden geenin sairauksia. Suomalaisväestöön 

tästä tautiryhmästä on rikastunut neljää eri NCL-alaryhmää. Vaikka NCL-taudit aiheutu-

vatkin mutaatioista yksittäisissä geeneissä, vuorovaikutusten kautta ne toimivat mallina 

myös monitekijäisten kansantautien tutkimuksessa. (Lyly 2008 ja 2009.) NCL-taudin 

infantiilissa muodossa (INCL) on mutatoitunut palmityyliproteiini tioesteraasi 1:tä koo-

dittava CLN1-geeni (Vesa ym. 1995), kun taas variantissa myöhäislapsuuden NCL-

taudissa mutaatiot löytyvät CLN5-geenistä (Savukoski ym. 1998). 

Ryhmän kehittämien NCL-tautien hiirimallien avulla pyritään rakentamaan uudenlaista 

tautimallitusta, jossa bioinformatiikan avulla yhdistetään geenien ilmentymisprofiloin-

nista, metabolomiikasta, proteiinien vuorovaikutusanalyyseistä ja kudosanalyyseistä 

saatu tieto (Lyly 2009). Parhaillaan tutkimusryhmä on kehittänyt uuden NCL-hiirimallin, 

joka on poistogeeninen sekä CLN1-geenin että CLN5-geenin suhteen. Mallin avulla on 

tarkoitus syventää aiemmin havaittujen NCL-proteiinien vuorovaikutusten tutkimusta ja 

mahdollisesti korostaa NCL-tautien yhteistä patogeneesireittiä. Mallin avulla onkin jo 

osoitettu, että hiirellä NCL-sairaus pahenee kahden geenin virheen vuoksi (Kyttälä 

2011).  

Opinnäytetyössäni karakterisoin tämän uuden hiirimallin mutanttihiirien sekä mutatoi-

tumattoman eli villityypin hiirien indusoituja pluripotentteja kantasoluklooneja. Oma 

lähtökohtani työhön oli kiinnostus tutkimustyötä ja erityisesti solutöitä kohtaan. 
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2 Työn tarkoitus 

Työn päätavoitteena on karakterisoida toimeksiantajan valitsemat indusoidut pluripo-

tentit kantasolu- eli iPS-kloonit selvittääkseni, mitkä ryhmän tuottamista iPS-klooneista 

soveltuvat jatkotutkimuksen työvälineiksi. Työssä haen vastausta siihen, ovatko tutkit-

tavat iPS-solukloonit kaikilta tutkittavilta ominaisuuksiltaan  

1. kantasoluja  

2. monikykyisiä.  

Työn tuloksena saadaan myös lisätietoa siitä, millaiset koloniamorfologiat ovat mahdol-

lisia iPS-soluklooneille. Kaikki testit läpäisevät kloonit otetaan jatkokäyttöön. Jatkotut-

kimuksissa ryhmä käyttää testit läpäisseitä klooneja mm. neuroneiden tuottamiseen. 

Jatkokokeissa tutkitaan eroja villityypin ja mutanttihiiren solujen välillä. 

3 iPS-tutkimus 

3.1 iPS-menetelmän hyödyt ja haasteet 

Perinteisesti sekä kantasolututkimus että kantasoluhoidot ovat olleet eettisesti ongel-

mallisia. Tämä johtuu pääasiassa siitä, että luonnollinen alkion kantasolu (embryonal 

stem cell, ES) tuhoutuu blastokystin sisämassaa otettaessa. iPS-solut ovat pluripotent-

tisuuden eli monikykyisyyden suhteen ES-solujen kaltaisia, mutta niiden käyttöön ei 

liity eettisesti yhtä suuria rajoituksia kuin luonnollisten kantasolujen. Indusoitavat solut 

voidaan alkion sijaan ottaa aikuiselta yksilöltä esimerkiksi ihobiopsialla tai verinäyttees-

tä. Siksi pluripotenttien kantasolujen indusointi on eettisesti helpompi vaihtoehto myös 

terapeuttiselle kloonaukselle, jossa ES-kantasolulinjaan vaihdetaan potilaan tuma. 

(Strachan – Read 2011: 693.)  

Eettisten kysymysten lisäksi iPS-menetelmä avaa mahdollisuuden tutkia laajemmin 

esimerkiksi neuroneita. Monien tärkeiden tautien tutkimukseen on vaikea saada tarvit-

tava kudoksia ja soluja; esim. neurodegeneratiivisissa sairauksissa (kuten Alzheimerin, 

Huntingtonin ja Parkinsonin taudit) patogeneesiä on voitu tutkia vain post mortem -

näytteillä tai eläinmalleilla, joiden fenotyyppi voi erota ihmistautien fenotyypistä. Poti-

laiden tautispesifisiä iPS-soluja erilaistamalla voidaan tuottaa laaja valikoima ihmisen 

eläviä solumalleja eri tautien tutkimukseen. (Strachan – Read 2011: 693.)  



 3 

Tautikohtaista, erityisesti neurologisia ja neuromuskulaarisia tauteja koskevaa tutki-

musta onkin jo tehty soveltaen iPS-tekniikkaa. Tutkimuksia on julkaistu esimerkiksi 

Parkinsonin taudista (Rhee ym. 2011), Rettin oireyhtymästä (Amenduni ym. 2011) ja 

Pompen taudista (Kawagoe ym. 2011). 

Potilasspesifisillä iPS-soluilla voidaan tulevaisuudessa mahdollisesti tuottaa erilaistettuja 

somaattisia soluja kyseisten tautien hoitoon. Toiveissa on, että iPS-menetelmää käyttä-

en voidaan tulevaisuudessa käyttää potilaan omia soluja esimerkiksi kantasoluhoitoihin 

ja kudossiirteiden kasvattamiseen ilman hyljintäreaktion pelkoa. (Aalto-Setälä – Silven-

noinen – Otonkoski 2008: 215) Edelleen on kuitenkin epäselvää, voidaanko iPS-soluja 

käyttää tehokkaasti autologisiin solusiirtoihin. Uusien tutkimusten mukaan iPS-solut 

voivat olla immunogeenisiä, eli manipuloinnin jälkeen solut voivat herättää kehon im-

muunivasteen (Zhao – Zhang – Rong – Xu 2011). 

Alkuperäisessä, retrovirusvektoreita ja tunnettua onkogeenia (c-Myc) käyttävässä iPS-

tekniikassa turvallisuusnäkökohdat olivat terapeuttista käyttöä ajatellen todellinen on-

gelma. Virusvektorin integroituminen isäntägenomin hallitsemattomiin kohtiin lisää 

tuumoririskiä. Uusissa sovelluksissa ei kuitenkaan enää välttämättä tarvita c-Myc-

geeniä. On myös osin siirrytty käyttämään genomiin integroitumattomia virusvektoreita 

kuten adenovirusta ja sendaivirusta. Indusoinnissa on jopa käytetty suoraan pluripo-

tenttisuutta indusoivia transkriptiofaktoriproteiineja, miRNA:ta tai muita pieniä mole-

kyylejä, jotka vaikuttavat samoihin reitteihin. Edelleen ongelmana on tehokas, täsmälli-

sesti ohjattu erilaistuminen halutuiksi soluiksi. Vielä ei tunneta riittävän hyvin niitä pit-

kiä ja moniportaisia reittejä, joita pitkin pluripotentit kantasolut erilaistuvat somaattisik-

si soluiksi. (Strachan – Read 2011: 694) 

IPS-soluja on onnistuttu tuottamaan ihmisten ja muiden nisäkkäiden fibroblasteista ja 

muistakin somaattisista soluista, eli muista paitsi ituradan soluista ja ituradan kan-

tasoluista. iPS-solut ovat hyvin samankaltaisia embryonaalisten kantasolujen (ES) kans-

sa sekä molekyylitasolla että toiminnallisesti. (Strachan – Read 2011: 693.) Näiden 

kokeellisesti tuotettujen iPS-solujen ja luonnollisten ES-solujen välillä on kuitenkin myös 

eroja; mm. monet geenit ilmentyivät eri tavalla iPS-soluissa kuin ES-soluissa (Scheper – 

Copray 2009: 204). 

iPS-teknologia saattaa tulevaisuudessa myös vähentää eläinmallien käyttöä. Perinteisil-

le eläinmalleille vaihtoehtona on indusoida somaattisista soluista ES-solujen tavoin toi-

mivia pluripotentteja kantasoluja. Nämä ovat hyviä vaihtoehtoja ES-soluille, kun luo-
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daan tarkkoja geenimuunneltuja malleja. (Strachan – Read 2011: 672.) iPS-solulinjoja 

on tuotettu ainakin hiiristä, rotista, sioista ja rhesusapinoista. 

Myös lääkkeitä voidaan testata suoraan iPS-peräisillä ihmissoluilla. Näin voidaan tutkia 

lääkkeiden kykyä hidastaa tai jopa estää patogeneesiä. Lisäksi lääkeaineiden toksisuut-

ta voidaan tutkia eläinkokeiden sijaan suoraan ihmissolukoissa. (Strachan – Read 2011: 

694.)  

Tällä hetkellä iPS-solujen tärkeimpiä sovellusalueita ovat juuri tautimallintaminen ja 

lääkeaineiden testaus. iPS-solut ovat kyllä kantasoluja morfologian ja pintamarkkerei-

den perusteella, mutta ne eivät vastaa täysin ES-soluja. Terapeuttisten sovellusten 

ongelmana on esimerkiksi, että viljelmässä hyvin kasvavat erilaistetut iPS-solut säilyvät 

kehoon siirrettynä hengissä, mutta ne eivät silti ole toiminnallisia siten, että solut integ-

roituisivat osaksi normaalia kudosta. (Hovatta 2011.) 

Edelleen indusoinnin haasteena on matala tehokkuus. Vuoteen 2010 mennessä mm. 

hiiren embryonaalisten fibroblastien (MEF) indusoinnin tehokkuus on parannetuilla kas-

vatusliuoksillakin vain 3 % luokkaa (Okada – Oka – Yoneda 2010: 962). 

3.2 iPS-tutkimuksen lyhyt historia 

Indusoitujen pluripotenttien kantasolujen eli nk. kokeellisten kantasolujen (induced 

pluripotent stem cells, iPS) tuottaminen somaattisista soluista on suhteellisen uusi ja 

merkittävä tekniikka. Japanilainen tutkimusryhmä osoitti vuonna 2006 ensimmäistä 

kertaa hiiren ihosta peräisin olevilla fibroblastisoluilla, että solujen kelloa on mahdollista 

kääntää taaksepäin niin, että erilaistuneet solut saadaan uudelleenohjelmoitua alkion 

pluripotentin kantasolun asteelle ilmentämällä tiettyjä transkriptiotekijöitä (Oct4, Sox2, 

Klf4 ja c-Myc). Näistä indusoiduista pluripotenteista kantasoluista voidaan edelleen eri-

laistaa kaikkia endodermin, mesodermin ja ektodermin soluja. (Takahashi – Yamanaka 

2006.) 

Takahashin ja Yamanakan (2006) tutkimusryhmä oli valinnut 24 kandidaattigeeniä, 

joiden tiedettiin osallistuvan pluripotenttiuden ylläpitämiseen. Nämä geenit siirrettiin 

erilaisina yhdistelminä hiiren somaattisiin fibroblastiviljelmiin retrovirusvektorin avulla. 

Tutkimusryhmä havaitsi, että transkriptiofaktoreiden Oct-3/4, Sox2, c-Myc ja Klf-4 yh-

distelmällä saatiin kasvamaan useita solukolonioita, jotka muistuttivat morfologialtaan 

ja lisääntymisominaisuuksiltaan ES-soluja. Lisäksi nämä solut olivat positiivisia alkalisel-

le fosfataasille (AP) ja SSEA-1:lle, jotka ovat tunnettuja hiiren ES-solumarkkereita. So-
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lut myös erilaistuivat kaikiksi kolmeksi alkiokerrokseksi in vitro, sekä aiheuttivat tera-

toomia hiiriin ruiskutettuna. (Takahashi – Yamanaka 2006, Scheper – Copray 2009.) 

Näin oli eristetty ensimmäinen populaatio indusoituja monikykyisiä kantasoluja. Kuvios-

sa 1 on esitetty indusoinnin ja erilaistamisen vaiheet morfologiakuvilla havainnollistaen. 

 

Vuosi Takahashin ja Yamanakan tutkimuksen jälkeen julkaistiin kolme tutkimusta, jossa 

alkuperäistä tutkimusasetelmaa oli hieman muokattu. (Okita – Ichisaka – Yamanaka 

2007, Werning ym. 2007, Maherali ym. 2007). Tämän jälkeen iPS-tutkimus on lisäänty-

nyt huikeasti. Alkuperäisessä tutkimuksessa indusointi tapahtui neljällä transkriptioteki-

jällä, sittemmin indusointi on osoitettu mahdolliseksi jopa yhdellä transkriptiotekijällä 

(Tsai ym. 2011). Retrovirusvektorien lisäksi indusointia on tehty lentiviruksella (mm. 

Hamilton – Feng – Ye – Welstead 2009) ja adenoviruksilla (mm. Zhou – Freed 2009), 

plasmiditransfektiolla ja transposoneilla. Sittemmin on tuotettu iPS-soluja käyttäen re-

kombinanttiproteiineja (Zhou ym. 2009) ja proteiineja ilman geenimanipulointia (Cho 

ym. 2010). Somaattisista fibroblasteista tuotetuista iPS-soluista on erilaistettu mm. 

toimivaa, kypsää ja sykkivää sydänkudosta (Martinez-Fernandez ym. 2009) ja toimivia 

neuroneita (Strachan – Read 2011: 693). 

Tutkimuksessa siirryttiin hyvin nopeasti hiiristä ihmisten soluilla tehtävään tutkimuk-

seen. Jo vuonna 2007 myös ihmisen fibroblastisoluista tehtiin iPS-soluja (Takahashi 

ym. 2007 ja Yu ym. 2007). Vuonna 2010 sama onnistuttiin tekemään suoraan veren 

soluista (Loh ym. 2010; Seki ym. 2010; Staerk ym. 2010). 

4 Karakterisointi  

4.1 Yleistä solulinjojen karakterisoinnista  

Yleisesti ottaen solulinjan karakterisoinnille on kuusi keskeistä syytä: 

 
Kuvio 1. Hiiren fibroblastisolujen indusointi ja erilaistaminen, vaikutus morfologiaan 
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1. Ristikontaminaation mahdollisuuden poissulkeminen.  

2. Alkuperäisen lajin osoittaminen.  

3. Alkuperäisen kudoksen osoittaminen a) solusarjan osoittaminen b) kypsyysas-

teen osoittaminen ko. solusarjassa (esim. kantasolu, esisolu, erilaistunut solu).  

4. Solulinjan muuntuneisuuden tai ei-muuntuneisuuden osoittaminen a) onko solu-

linjan jakautumiskyky rajallinen vai ikuinen b) onko solulinjassa maligneja piir-

teitä.  

5. Solulinjan geneettisen epästabiiliuden ja fenotyyppivariaation alttiuden osoitta-

minen. 

6. Tietyn solulinjan identifiointi muiden samaa alkuperää olevien solukantojen, so-

lulinjojen tai hybridisolulinjojen joukosta. (Freshney 2005. 247.) 

Monia näistä vaatimuksista voidaan täyttää käyttäen useita vaihtoehtoisia menetelmiä 

riippuen laboratorion erikoisalasta. Solulinja voidaan identifioida erilaisin molekyyli- ja 

sytogeneettisin sekä immunologisin menetelmin. Lajin osoitukseen ja solulinjan muun-

tuneisuuden osoittamiseen voidaan käyttää esimerkiksi kromosomianalyysiä. Kudoksen, 

solusarjan ja kypsyysasteen osoitus tehdään yleisesti esimerkiksi immunovärjäyksellä 

käyttäen markkereina solun pinta-antigeeneja. Solulinjan uniikkien piirteiden osoittami-

nen voi tapahtua esimerkiksi lääkeaineresistenssillä. Yksinkertaisin tekniikka solujen 

identifiointiin on kuitenkin morfologian tutkiminen. Tälläkin tekniikalla on rajoituksensa, 

jotka johtuvat pääasiallisesti solujen plastisuudesta eli mukautumisesta viljelyolosuhtei-

siin kuten käytettävissä olevaan tilaan. (Freshney 2005. 247-280.) 

4.2 Hiiren iPS-solujen karakterisointi  

Hiiren iPS-solujen karakterisoinnilla pyritään osoittamaan kaksi asiaa: ensimmäiseksi 

se, että indusoinnin seurauksena syntyneet solut ovat kantasoluja, ja toisekseen se, 

että solut ovat pluripotentteja eli monikykyisiä. Karakterisoinnissa lähdetään liikkeelle 

morfologiasta. Faasikontrastimikroskoopilla varmistetaan, että solukolonioiden kasvuta-

pa on kantasolumainen. Kantasolumaisuutta tutkitaan lisäksi kantasolumarkkereilla, 

joita hiiren soluja tutkittaessa ovat värjäyksen avulla osoitettavat pintamarkkerit alkali-

nen fosfataasi (AP) ja stage-specific mouse embryonic antigen-1 (SSEA-1) sekä PCR:n 

avulla tutkittavat kantasoluspesifiset geenimarkkerit, joita tähän työhön on valittu viisi 

(Esg1, ERas, Fgf4, Nanog, ja Zfp42/Rex1).  

Kantasolut, jotka ilmentävät näitä kantasolumarkkereita ovat yleensä pluripotentteja. 

Pluripotenttisuutta tutkitaan solujen kyvyllä erilaistua in vitro -olosuhteissa kolmeen 
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alkiokerrokseen (endodermi, mesodermi, ektodermi) joko suoraan tai embryoid bodyik-

si (EB) kutsuttujen soluryppäiden kautta. Erilaistuminen osoitetaan käyttämällä kullekin 

kerrokselle spesifistä vasta-ainevärjäystä ja immunofluoresenssimikroskopiaa. 

Karakterisoinnissa käytetään useita eri menetelmiä, sillä näiden antamissa tuloksissa 

voi olla eroja eri syistä johtuen. PCR:ssä pienikin määrä voi riittää antamaan positiivi-

sen signaalin kun on kysymyksessä sekaklooni, jossa osa soluista ilmentää markkereita 

ja osa ei. SSEA-1-värjäys paljastaa tällaiset sekakloonit. AP-värjäys ei ole aina hiiren 

soluissa yhtä tehokas indikaattori kuin SSEA-1.  

On myös tärkeää, että induktiossa käytetyt transkriptiotekijät hiljentyvät metylaation 

kautta solun omien kantasolugeenien ilmentymisen myötä. Vasta tällaiset solut ovat 

hyviä jatkotutkimuksiin. Siirtogeenien hiljentyminen tapahtuu yleensä vasta kymme-

nennen jakokerran jälkeen, joten kvantitatiivista PCR:ää ei kannata tehdä aikaisista 

passageista. Hiljentyminen testataan kvantitatiivisella PCR:llä (qPCR) mittaamalla en-

dogeenisen eli solun omien geenien ilmentymisen ja totaali-ilmentymisen (johon endo-

geenisen ilmentymisen lisäksi kuuluu transgeeninen ilmentyminen) suhdetta. Menetel-

män käyttöönotto on vielä kesken tutkimusryhmässä, jossa työ suoritettiin. (Kyttälä 

2011.) 

Yleisesti iPS-solujen karakterisoinnissa käytetään lisäksi kromosomianalyysiä tai tera-

toomanmuodostuskokeita. Kromosomianalyysillä osoitetaan, että iPS-solulinjan kro-

mosomisto ei ole muuttunut induktion tai viljelyn aikana. Humaani-iPS-sovelluksissa 

ollaan tosin siirtymässä kohti pienemmätkin mutaatiot tunnistavaa vertailevaa genomis-

ta hybridisaatiota (Hovatta 2011). Tyypillisesti hiiren iPS-tutkimuksessa solulinjalle teh-

dään kromosomianalyysi noin kymmenen jakokerran eli passagen välein. Teratooman 

muodostuskokeissa pluripotenttisuus todistetaan iPS-solujen kykynä muodostaa kas-

vaimia, joissa esiintyy solutyyppejä kaikista alkiokerroksista. Tässä työssä samaa näyt-

töä iPS-kloonien erilaistumiskyvystä pyritään saamaan immunovärjäyksillä, jotka osoit-

tavat iPS-kloonien kykyä erilaistua eri alkiokerrosten soluiksi.  

qPCR, kromosomianalyysi ja teratoomanmuodostuskokeet voidaan tarvittaessa suorit-

taa myöhemmin, mikäli niitä vaaditaan tulosten julkaisemisen yhteydessä. Ne eivät 

kuitenkaan kuulu tämän työn piiriin.  



 8 

5 Materiaalit ja menetelmät 

5.1 Aineisto 

Tutkimusryhmällä oli valmiina C57BL/6J -hiirikannan villityypin eli mutatoitumattoman 

muodon sekä cln1/cln5-mutanttihiiren fibroblastisoluista indusoituja soluja pakastettu-

na. Työssä käytettiin jo aikaisemmin tuotettuja pakastettuja hiiren kantasoluklooneja, 

joten tätä työtä varten ei tuotettu erikseen uusia iPS-soluja.  

iPS-solujen induktiossa oli käytetty nk. Yamanaka-menetelmää (Takahashi ja Ya-

manaka, 2006) jossa neljä transkriptiofaktoria (Oct-3/4, Sox2, c-Myc ja Klf-4) oli siirret-

ty transduktoimalla retroviruksen avulla hiiren alkion fibroblastisoluihin. Työssä karak-

terisoitiin toimeksiantajan valitsemia klooneja, kaksi villityyppiä ja kaksi mutanttia. 

Työn edetessä mukaan otettiin vielä yksi mutanttiklooni. Pakastetut kloonit oli alusta-

vasti karakterisoitu morfologian osalta. Työhön valittiinkin morfologisesti erilaisia solu-

klooneja; koska menetelmä on uusi, kaivataan tietoa myös siitä, millaiset solumorfolo-

giat ovat hyviä tai mahdollisia iPS-soluille.  

Työssä tutkittiin useampia klooneja, koska kloonit ovat yksilöllisiä; vaikka kaikki kloonit 

ilmentäisivät markkereita, toiset erilaistuvat helpommin esimerkiksi neuronaalisiksi so-

luiksi. Jotta hiirimallin kehitystyön erilaistumiskokeissa voitaisiin esimerkiksi osoittaa, 

että mutanttien ja villityypin iPS-kloonien välillä on eroja, täytyy ero pystyä osoitta-

maan vähintään kolmessa rinnakkaisessa solulinjassa. Siten riittävän näytön saamista 

varten on karakterisoitava useita solulinjoja, jotka soveltuvat jatkotutkimuksen työväli-

neiksi. 

5.2 Eettiset näkökohdat koe-eläinten käytössä 

Tutkimusryhmällä on voimassa olevat tutkimusluvat hiiren iPS-tutkimusta varten, joten 

tätä työtä varten ei haettu erillistä lupaa. iPS-solujen tuottamista varten embryonaaliset 

fibroblastit eli MEF-solut on kerätty hiiren alkioista, joista on kerätty aivonäytteet Etelä-

Suomen lääninhallituksen myöntämällä koe-eläinluvalla nro. ESLH-2009-05074/Ym-23. 

Hiiriä ei siis lopetettu ainoastaan MEF-soluja varten, vaan koe-eläinten käytössä pyri-

tään aina käyttämään kaikki tarpeelliset osat. 

Samoin koe-eläinten käyttöä on pyritty minimoimaan monikykyisyyden osoituksessa. In 

vivo, kloonien pluripotenttisuus voidaan todentaa ruiskuttamalla kantasoluja im-

muunipuutteiseen hiireen, jolloin ne muodostavat teratoomia eli kasvaimia. Tässä työs-

sä in vivo -todennusta ei tehdä, vaan in vitro -kokeiden tuloksia pidetään riittävänä 
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kriteerinä. Emme ohjaajani kanssa pidä koe-eläinten käyttöä tähän tarkoitukseen pe-

rusteltuna, koska työssä ei ole kyse terapeuttisesta tutkimuksesta. Näin ollen karakte-

risointityössä ei käytetty lainkaan koe-eläimiä. 

5.3 Menetelmien periaatteet 

Tässä työssä käytettävät menetelmät oli valinnut tutkimusryhmä, jolle työ tehtiin. Kan-

tasoluominaisuuksien tutkimiseen käytettiin ES-solujen karakterisoinnissa yleisesti käy-

tettäviä menetelmiä. Ryhmä oli jo aiemmin karakterisoinut muutamia iPS-klooneja, 

joten tarvittavat menetelmät oli pääsääntöisesti pystytetty. Työ sisälsi seuraavat vai-

heet: 

1. iPS-solujen kasvatus ja morfologian tutkiminen 

2. Solujen immunovärjäys pintamarkkereilla AP ja SSEA-1 

3. iPS-kloonien puhdistus magneettikuulilla 

4. RNA:n eristys soluista 

5. RT-PCR eli cDNA:n tekeminen RNA:sta 

6. Geenimarkkereiden PCR spesifisillä alukkeilla ja tuloksen osoitus elektroforeesil-

la  

7. Embryoid bodyjen (EB) muodostuskokeet 

8. Solujen erilaistaminen ja erilaistumisen osoittaminen immunofluoresenssivärjä-

yksillä 

Tässä kappaleessa esittelen opinnäytetyön kokeellisessa osassa käytettyjen menetel-

mien periaatteet. 

5.3.1 Solujen kasvatus ja mikroskopointi 

Kasvaakseen soluviljelyolosuhteissa erilaiset solut tarvitsevat niille optimoidut olosuh-

teet, joihin kuuluvat oikea lämpötila, ravinteet ja pH, jota tarkkaillaan pH-indikaattorin 

avulla. Solut kasvavat liuoksessa, joka tarjoaa niille ravintoaineita oikeassa suhteessa. 

Kasvatusliuos koostuu lähinnä suoloista, puskurista, energianlähteistä (yleensä glukoo-

si), aminohapoista, vitamiineista, hormoneista ja kasvutekijöistä, proteiineista ja pepti-

deistä, rasvahapoista ja lipideistä, hivenaineista ja tarvittaessa antibiooteista. (Cartw-

right – Shah 2003: 70-74.) iPS-solujen optimaalisia kasvatusolosuhteita on tutkittu vas-

ta melko vähän, mutta niiden kehityksen toivotaan parantavan indusoinnin tehokkuutta 

(Okada – Oka – Yoneda 2010: 962).  
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Hiiren kantasoluja viljeltäessä kasvatusliuoksessa tarvitaan lisäksi tekijä, joka estää 

solujen erilaistumisen maljalla. Tärkein kantasolujen erilaistumisen estäjä näyttäisi ole-

van leukemia inhibitory factor (LIF) (Freshney 2005: 419), jota voidaan lisätä kasvatus-

liuokseen sellaisenaan. Vaihtoehtona on käyttää SNL-tukisoluja, jotka itse tuottavat 

kantasolujen tarvitsemaa LIFiä. SNL-solut ovat peräisin hiiren STO-

fibroblastisolulinjasta, jota on muunneltu siirtämällä siihen neomysiiniresistenssi- ja 

hiiren LIF-geenit (Cell Biolabs 2009). Ennen kantasolujen viljelyä tukisolut on käsiteltä-

vä mitomycin-c:llä tai säteilytettävä, jotta niiden jakautuminen pysähtyy.  

Tässä työssä iPS-kloonien kasvatukseen ja erilaistumattomana pitämiseen käytetään 

SNL-tukisoluja (feeder cells). iPS-solut viljellään yhtenä kerroksena (monolayer) tu-

kisolukon päällä. Myös tukisolukon tiheys vaikuttaa kasvatettavan solukon morfologi-

aan, joten sen tulee olla optimaalinen. Tukisoluja autetaan kiinnittymään muoviselle 

viljelyalustalle gelatiinikäsittelyn avulla. 

Erilaistuminen alkaa spontaanisti ilman LIFiä tai SNL-tukisolukerrosta erityisesti, jos 

solujen annetaan aggregoitua. Varsinkin viljely gelatiinilla ilman tukisoluja tai tarttu-

mattomilla (nonadherent) muovimaljoilla edesauttavat soluaggregaattien ilmaantumis-

ta. (Freshney 2005: 419.) 

Tukisolujen päällä kasvaessaan ES-kantasolut muodostavat selvärajaisia, melko pyörei-

tä klooneja. Siten myös hyvän iPS-kloonin yhtenä kriteerinä voidaan pitää kloonin tark-

karajaisuutta ja pyöreähköä muotoa. Ryhmän kokemuksen mukaan iPS-kolonioiden 

morfologia vaihtelee jonkin verran kloonista toiseen, ja myös epätavallisen muotoisia 

kolonioita muodostavat kloonit saattavat ilmentää kantasolu- ja monikykyisyysmarkke-

reita.  

On kuitenkin tärkeää tarkkailla, että solut pysyvät kantasolutilassa eivätkä ole erilaistu-

neet. Kasvatus optimaalisessa tiheydessä estää spontaania erilaistumista. Luvussa 

6.1.2 kuviot 3a. ja 3b. havainnollistavat eroja kantasolumaisten ja erilaistuneiden solu-

jen morfologiassa. Solutiheyden pitäminen sopivana jakamisen avulla auttaa soluja 

säilyttämään normaalin fenotyyppinsä. (Freshney 2005: 40.)  

Morfologian tutkimisessa tulisikin panostaa siihen, että elävän viljelmän morfologiaa 

tarkastellaan säännöllisesti valomikroskoopilla käyttäen faasikontrastia, jolloin viljelmän 

kasvutavasta saadaan hyvä yleiskuva (Freshney 2005: 250). Faasikontrasti on yleisim-

min käytetty kontrastinkorostustekniikka eläville soluille sen edullisuuden, luotettavuu-
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den ja suuren kontrastintuottamiskyvyn takia. Kontrasti kuvan osien välille muodostuu 

valonsäteiden amplitudierosta, joka syntyy kun näytteen läpi kulkevaan valoon on ai-

heutettu ¼-aallon vaihe-ero, mutta soluista sironnutta valoa ei ole käsitelty mitenkään. 

(Dobbie – Zicha 2002: 120.) 

Soluviljelmän morfologian tarkkailu on tärkeää myös viljelmän tilan seuraamiseksi; näin 

havaitaan viljelmän mahdollinen kontaminaatio tai rappeutuminen, joka voi ilmentyä 

esimerkiksi sytoplasman granulaarisuutena ja vakuolisoitumisena tai solujen turpoami-

sena ja irtoamisena. Nämä merkit voivat kieliä esimerkiksi kasvatusliuoksen vaihdon 

tarpeesta. (Freshney 2005: 205.) 

Koska kasvatusalustan koko voi vaikuttaa solujen kasvutapaan, pyritään soluviljelmä 

herättämään pakastimesta aina samankokoiselle alustalle, jolta se on pakastettu. Edel-

leen jakosuhteessa on aina otettava huomioon solumäärän lisäksi alustan tilavuuden 

muutos: jos esimerkiksi 6-kuoppalevyn kuopasta koko solumäärä irrotetaan halkaisijal-

taan 10 cm:n maljalle, viljelmä jaetaan 1:6, koska alustoilla on noin kuusinkertainen 

pinta-alaero. Solumaljoille voidaan tarvittaessa asettaa peitinlaseja (coverslip) kasvun 

ajaksi ennen solususpension lisäystä; näin lasit voidaan poistaa solumaljoilta esimerkik-

si immunovärjäykseen, kun ne ovat kasvaneet sopivan tiheiksi (Dobbie – Zicha 2003: 

126).  

Kasvatusalustan koon lisäksi kloonin luontainen kasvunopeus vaikuttaa siihen, kuinka 

usein viljelmä täytyy jakaa. Puhdastilatyöskentely on aikaavievää, joten käytännön 

syistä pyritään luonnollisesti siihen, että viljelmä tarvitsisi jakaa mahdollisimman har-

voin ja että soluille tehtävät toimenpiteet voitaisiin suorittaa tasatahdissa muiden vil-

jelmien kanssa. Siten kloonien kasvunopeuden voimakas yksilöllisyys voi haitata kloo-

nin soveltuvuutta käytännön tutkimustyöhön. 

Soluviljelyssä on aina tärkeää ajatella myös ainutlaatuisten solujen myöhempää käyt-

töä. Kloonien jatkokäyttöarvon takia soluja pyritään myös pakastamaan talteen aikai-

sessa vaiheessa silloin, kun niitä ei vielä ole jaettu montaa kertaa eli aikaisessa passa-

gessa. Aikaisempi passage on arvokkaampi, sillä siitä voidaan aina kasvattaa myöhem-

piä passageja, mutta ei toisin päin. Mitä myöhäisempi passage on, sitä enemmän on 

mahdollisuuksia mutaatioihin. Toisaalta tietyissä työvaiheissa voidaan tarvita nimen-

omaan myöhäisempiä passageja; esimerkiksi transgeenien hiljentyminen tapahtuu 

yleensä vasta kymmenennen passagen jälkeen, joten hiljentymisen tutkimista qPCR:llä 

ei aikaisista passageista kannata tehdä. (Kyttälä 2011.) 
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5.3.2 Solujen immunovärjäys kantasolumarkkereilla 

Kantasolut ilmentävät kehitysvaiheensa mukaisesti pintaproteiineja, jotka häviävät so-

lujen erilaistuessa. Näin solujen erilaistumisastetta voidaan tutkia immunokemiallisesti 

käyttäen kantasoluspesifisiä markkereita. 

Hiiren erilaistumattomat ES-solut ilmentävät pinnallaan voimakkaasti ns. SSEA-1-

antigeeniä (stage-specific mouse embryonic antigen), joka voidaan tunnistaa SSEA-1-

vasta-aineella (Solter – Knowles 1978: 5565). Hiiren ES-soluissa SSEA-1-antigeenin 

ilmeneminen vähenee solujen erilaistuessa toisin kuin ihmisillä, joiden kantasoluissa 

SSEA-1-antigeeni lisääntyy solujen erilaistumisen myötä. (Cell Signaling Technology 

2011.) SSEA-1 osoitetaan epäsuoralla immunovärjäyksellä. Epäsuorassa immunovärjä-

yksessä tunnistetaan ensin tutkittava pintaproteiini sitä vastaan tuotetulla konjugoimat-

tomalla primaarisella vasta-aineella, jonka jälkeen primaarisen vasta-aineen sitoutumi-

nen osoitetaan leimatulla sekundaarisella vasta-aineella (Boenisch 2001: 26). 

Hiiren erilaistumattomat monikykyiset kantasolut eli ES- ja iPS-solut ilmentävät usein 

voimakkaasti myös alkalista fosfataasia, joka on hydrolysoiva entsyymi (Pease – 

Braghetta – Gearing – Grail – Williams 1990). AP-värjäyksessä erilaistumattomat solut 

värjäytyvät käytetyistä kromogeenista riippuen punaisiksi tai sinivioleteiksi, kun taas 

erilaistuneet solut eivät värjäänny lainkaan. Siten AP-värjäys on yksinkertainen, teho-

kas ja nopea tapa osoittaa solujen olevan erilaistumattomia kantasoluja (Stemgent 

2009). AP-värjäys ei kuitenkaan aina ole hiiren soluissa yhtä tehokas indikaattori kuin 

SSEA-1 (Kyttälä 2011). 

AP-värjäyksessä käytetään immunoentsymaattista menetelmää. Tässä työssä sub-

straattina oli BCIP (5-bromo-4-chloro-3'-indolyphosphate p-toluidine salt) ja kromo-

geenina NBT (Nitro Blue Tetrazolium). Entsymaattisessa reaktiossa alkalinen fosfataasi 

defosforyloi substraattina toimivan BCIPin. Jäljelle jäävä osa hapettuu muodostaen 

sinisen presipitaatin. Lisäksi varsinaisena kromogeeninä toimiva NBT muodostaa pelkis-

tyessään voimakkaamman, tummanvioletin presipitaatin, mikä tekee värjäyksestä her-

kemmän. (Boenisch 2001: 16 ja Roche 2005.) 

5.3.3 Kloonin puhdistaminen magneettikuulilla 

Soluviljelmästä voidaan erottaa tiettyä pinta-antigeeniä ilmentävät solut Miltenyin 

MACS MicroBeads -magneettikuulien avulla. Tässä työssä käytettiin SSEA-1-vasta-

aineella päällystettyjä magneettikuulia SSEA-1-positiivisten eli kantasoluspesifistä pinta-
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antigeeniä ilmentävien solujen erottamiseen SSEA-1-negatiivisista soluista (osittaiset 

sekakloonit) ja tukisoluista.  

Eroteltavat SSEA-1-positiiviset solut leimataan SSEA-1-vasta-aineella päällystetyillä 

magneettikuulilla ja suodatetaan magneettitelineessä olevan erottelupylvään läpi. Mag-

neettileimatut solut jäävät pylvääseen, kun taas leimaamattomat solut huuhtoutuvat 

pois. Lopuksi leimatut solut voidaan huuhtoa pylväästä puskurinesteellä, kun pylväs 

irrotetaan magneettitelineestä. (Miltenyi Biotec 2008.) 

Magneettikuulat ovat kooltaan verrattavissa virukseen, halkaisijaltaan noin 50 nm. Pie-

nen kokonsa ja biokemiallisen koostumuksensa vuoksi kuulat ovat biohajoavia eivätkä 

häiritse jatkoanalyysejä tai solujen viljelyä. Itse kuulat ovat superparamagneettisia, ja 

niitä käytetään yhdessä ferromagneettisten erottelupylväiden ja voimakkaiden mag-

neettitelineiden kanssa. Nämä rakenteet aiheuttavat yhdessä niin voimakkaan mag-

neettikentän, että pieni määrä erittäin pieniä kuulia riittää kohdesolujen erotteluun. 

(Miltenyi Biotec 2011.) 

5.3.4 RNA:n eristys soluista 

Tässä työssä kokonais-RNA eristettiin solupelletistä käyttäen silikapylväspuhdistukseen 

perustuvaa kaupallista RNA-eristysmenetelmää. Valikoivaan sitoutumiseen perustuvas-

sa silikapuhdistuksessa nukleiinihappojen annetaan sitoutua puskurin korkeassa ioni-

vahvuudessa pylvään silikakalvoon, jonka jälkeen epäpuhtaudet pestään pois kalvolta 

pesupuskureilla. Lopuksi nukleiinihapot irrotetaan silikasta eluointiliuoksella, jossa on 

matala ionivahvuus. (Solunetti 2006.) Tässä työssä näyte suodatettiin silikan läpi sent-

rifugoimalla. Eristämisessä tulee ottaa huomioon solujen oma RNAasi (ribonukle-

aasientsyymi), joka hajottaa RNA:ta jatkuvasti osana solun omaa proteiinisynteesin 

säätelyä (Suominen – Pärssinen – Haajanen – Pelkonen 2010: 108). Siksi eristämisessä 

käytetään RNAasi-vapaita reagensseja ja materiaaleja. 

Eristyksen jälkeen mitataan RNA-saannon pitoisuus. Mittaus tapahtuu spektrofotomet-

risesti ja perustuu RNA:n nukleotidien absorptioon 260 nm:ssa. Pitoisuuden lisäksi mi-

tataan RNA:n puhtaus, joka ei tässä työssä ole ratkaisevan tärkeä tekijä, mutta jolla on 

merkitystä myöhemmin tehtävälle transgeenien hiljentymisen tutkimiselle qPCR-

menetelmällä. Puhtaan RNA-liuoksen absorptio 1,0 aallonpituudessa 260 nm vastaa 

RNA-pitoisuutta 40 µg/ml. Puhtaan RNA:n absorbanssien suhde on 

A260nm/A280nm=2,0. Epäpuhtaudet, kuten proteiinijäämät, jonka absorptiomaksimi 

on 280 nm, pienentävät absorbanssisuhdetta. (Suominen ym. 2010: 110–111.) 
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5.3.5 RT-PCR, cDNA:n tekeminen RNA:sta 

RNA käännetään komplementaariseksi DNAksi (cDNA) käänteistranskriptio- eli RT-

PCR:llä (reverse transcription polymerase chain reaction), johon tässä työssä käytetään 

niin ikään kaupallista reagenssipakettia. Mallina toimii siis eristetty kokonais-RNA. Sen 

perusteella syntetisoidaan cDNA:n ensimmäinen juoste käyttäen käänteiskopioijaent-

syymiä, jonka toiminta aktivoidaan lämpötilaa nostamalla. Kun lämpötila nostetaan 

lähelle 100 astetta, DNA-RNA-hybridit irtautuvat toisistaan, ja syntynyt DNA-juoste 

toimii templaattina seuraavissa PCR-reaktioissa. Näin syntyy kaksijuosteista cDNA:ta. 

(Suominen ym. 2010: 170–171.)  

5.3.6 PCR spesifisillä alukkeilla ja elektroforeesi 

PCR eli polymeraasiketjureaktio koostuu sykleistä, joista jokainen koostuu kolmesta 

vaiheesta: denaturaatiosta, alukkeiden kiinnittymisestä (annealing) ja pidennysvaihees-

ta (ekstensio). Denaturaatio tapahtuu nostamalla reaktion lämpötilaa noin 95 astee-

seen, jolloin kaksijuosteisen cDNA:n vastinjuosteet irtoavat toisistaan. Koska reak-

tioseoksessa on huomattavasti enemmän alukkeita kuin vastinjuosteita, alukkeet sitou-

tuvat komplementaarisesti cDNA-juosteisiin emäsjärjestyksensä mukaisille paikoille, 

kun reaktiolämpötilaa lasketaan noin 55 asteeseen. Pidennysvaiheessa lämpötilaa nos-

tetaan DNA-polymeraasin optimialueelle (noin 72 astetta), jolloin DNA-synteesi alkaa 

kummankin alukkeen 3’-päästä käyttäen cDNA-juostetta mallina. Syklejä toistetaan 

monistettavan jakson pituudesta riippuen tarpeellinen määrä. (Suominen ym. 2010: 

153–157.) 

Koska tutkittavien kloonien RNA:sta halutaan monistaa tiettyjä, tunnettuja jaksoja, 

käytetään cDNA:n 5’-päähän spesifisesti sitoutuvaa aluketta. Koska työssä tutkitaan 

viittä eri kantasoluille spesifistä geenimarkkeria, tarvitaan viittä spesifistä alukeparia 

(primer). Parin toinen aluke rajaa monistettavan alueen forward- ja toinen reverse-

suunnassa, jolloin tunnetaan halutun monistustuotteen pituus. Tässä työssä käytettiin 

viittä alukeparia, joilla PCR pystyttiin luotettavimmin suorittamaan samoissa olosuhteis-

sa. Spesifisten alukkeiden lisäksi tarvitaan templaattina toimiva sekvenssi cDNA:ta, joka 

on saatu RT-PCR:n tuloksena, termostabiili DNA-polymeraasientsyymi sekä kaikkia nel-

jää deoksiribonukleotidia.  

PCR on herkkä menetelmä, sillä pienetkin määrät DNA:ta monistuvat reaktiossa. Siksi 

positiivisten ja negatiivisten kontrollien käyttö on tärkeää. Tässä työssä positiivisena 

kontrollina toimi ES-solulinja, joka ilmentää kaikkia tutkittavia kantasolumarkkereita. 



 15 

Negatiivisena kontrollina taas toimi MEF- (mouse embryonic fibroblast) solulinja, josta 

iPS-solut oli tuotettu. Koska MEF on erilaistunutta solukkoa, se ei ilmennä mitään tut-

kittavista markkereista.  

PCR:n tulokset tarkastetaan elektroforeesin avulla. Elektroforeesissa DNA-

monistustuotteet, kontrollit ja kokostandardit ladataan agaroosigeelin kaivoihin. Geeliin 

johdetaan sähkövirta, joka saa negatiivisesti varautuneet molekyylit ajautumaan kohti 

anodia. Erikokoiset molekyylit erottuvat ajossa vyöhykkeiksi (band) molekyylikokonsa 

ja geelin tiheyden määräämänä. Vyöhykkeen intensiteetti kuvastaa kyseisen monistus-

tuotteen määrää näytteessä. (Glick – Pasternak – Patten 2010: 53.) Kutakin erottunut-

ta monistustuotetta verrataan kokostandardiin, josta voidaan päätellä saadun monis-

tustuotteen pituus ja siten näytteen alkuperäinen RNA-sekvenssi eli geenimarkkeri.  

Jos klooni on epätäydellisesti indusoitunut, se ei välttämättä ilmennä hyvin kaikkia tut-

kittuja markkerigeenejä. Joskus ilmentymisen puuttuminen saattaa kuitenkin johtua 

teknisistä syistä. PCR-tekniikkaa saatetaan saada herkemmäksi optimoimalla lämpötilaa 

ja säätämällä syklien lukumäärää. Tässä työssä käytimme lämpötilaa ja syklimäärää, 

joka sopisi kaikille tutkittaville alukkeille, eikä aikaa ohjelman optimoinnille jäänyt.  

5.3.7 Erilaistaminen ja erilaistumisen osoittaminen immunofluoresenssivärjäyksillä 

Kun tutkittavat solut on todettu kantasoluiksi edeltävillä kokeilla, varsinainen moniky-

kyisyys testataan erilaistamalla iPS-soluja joko suoraan tai erilaistettujen soluaggre-

gaattien, ns. embryoid bodyjen (EB) kautta kolmeen alkiokerrokseen eli endodermiin, 

ektodermiin ja mesodermiin. Erilaistuminen todennetaan immunofluoresenssivärjäyksil-

lä näille kerroksille spesifisillä vasta-aineilla. (Takahashi – Yamanaka 2006: 674.) 

Kantasolut alkavat muodostaa spontaanisti embryoid bodyja, kun soluja kasvatetaan 

tarttumattomalla bakteerikasvatusalustalla ilman LIFiä ja tukisoluja. Vaihtoehtona bak-

teerikasvatusmaljoille kasvatuksessa voidaan käyttää ns. low-attachment-solumaljoja, 

mutta ne ovat erittäin kalliita. Kun EB:t ovat muodostuneet (n. 4 vrk) ne maljataan (7–

10 vrk) gelatinoiduille solumaljoille ja niiden annetaan erilaistua ainakin 10 vuorokaut-

ta. Erilaistuneille solukoille voidaan tehdä immunovärjäys kunkin alkiokerroksen osoit-

tamiseksi. (Kyttälä 2011.) 

Primäärivasta-aine sitoutuu antigeeneihin, jotka ovat tutkittavalle solutyypille spesifisiä. 

Mesodermin osoitus on tässä tutkimusryhmässä tehty alfa-aktiniinivärjäyksellä, ekto-

dermin osoitus neuronispesifisellä beta-III-tubuliinivasta-aineella, ja endodermin osoi-
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tus sox17-vasta-aineella. Sekundaarivasta-aineina käytetään fluoresoivasti leimattuja 

lajispesifisiä vasta-aineita. Immunovärjäyksien tulokset tutkitaan fluoresenssimikro-

skoopilla. (Kyttälä 2011.)  

Fluoresenssimikroskopiassa fluoresoiva leima viritetään yleensä ultraviolettivalolla, jon-

ka jälkeen osa absorboituneesta energiasta vapautuu pidempinä aallonpituuksina 

(usein vihreänä tai punaisena valona). Haluttua aallonpituutta voidaan tarkastella käyt-

tämällä suodattimia. Tällöin saadaan näkyviin vain ne rakenteet, joihin esimerkiksi pu-

naisena fluoresoiva leima on sitoutunut. (Dobbie – Zicha 2002: 123.) 

6 Karakterisointien suoritus ja tulokset 

Empiirisen osuuden laboraatiotyöt suoritettiin Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen Kan-

santautien genetiikan yksikön laboratoriotiloissa Biomedicumissa 22.8.-3.10.2011. 

Kaikki työvaiheet on kirjattu päiväkohtaiseen työkirjaan, joka jää THL:n haltuun. Työ 

eteni pääosin ennalta hahmotellun vaiheistuksen mukaisesti (ks. liite 6). Käytännön 

työtä tuki laatimani lista kunkin iPS-solukloonin karakterisoinnin vaiheista (liite 7), jota 

tarkennettiin työn edetessä. Vastasin opinnäytetyötä tehdessäni itse kaikkien karakte-

risointien suorituksesta. Fluoresenssimikroskooppikuvat otti Aija Kyttälä, muut kuvat 

olen ottanut itse. Sain perehdytyksen käytettyihin menetelmiin ryhmän tutkimuslabo-

rantilta. Kaikki työt suoritettiin tutkimusryhmän kokemukseen perustuvia käytäntöjä 

noudattaen. 

6.1 Morfologian tutkiminen 

Kaikki solutyöt suoritettiin aseptisia käytäntöjä noudattaen erillisessä soluhuoneessa 

sijaitsevassa laminaarikaapissa käyttäen steriilejä ja autoklavoituja työvälineitä. Tuki-

soluille, MEF-soluille ja iPS-soluille käytettiin erillisiä kasvatusliuoksia ja PBS-puskureita 

(ilman Ca ja Mg) ristikontaminaation estämiseksi. Kasvatettavia soluja tarkasteltiin päi-

vittäin mikroskoopilla niiden tilanteen seuraamiseksi.  

Morfologiakuvia ottaessa on pyritty toisaalta valikoimaan näkökenttiä, joista ominais-

piirteet on helposti osoitettavissa, ja toisaalta valikoimaan edustavia eikä ainoastaan 

kauniita esimerkkejä kloonin kasvusta. Tässä työssä käytetyistä kuvista on tarvittaessa 

muutettu ainoastaan brightness/contrast-asetusta kuvien selkeyttämiseksi.  
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6.1.1 SNL-tukisolut 

iPS-kloonien herättämistä edeltävänä päivänä herätettiin pakastetut (-150 °C) mitomy-

cin-c-käsittelyllä jakautumattomiksi tehdyt SNL 76/7-tukisolut, joiden passage oli 20. 

SNL 76/7-tukisolut on muunneltu tuottamaan kantasolujen erilaistumista estävää 

LIF:iä. Solut herätettiin muovisille 6-kuoppalevylle tai 10 cm maljoille, jotka oli käsitelty 

30 minuutin ajan 0,4 % gelatiinilla. Myöhemmissä vaiheissa maljoille lisättiin ennen 

solususpension lisäystä myös lasisia peitinlaseja, joille solut niin ikään kasvoivat. Kasva-

tusliuoksena käytettiin SNL-soluille tarkoitettua liuosta (ks. liite 8). Solujen jakotiheys 

oli 330 000 solua 6-kuoppalevyn kuopalle ja 2x106 solua 10 cm maljalle.  

Herätystä seuraavana päivänä solujen morfologia tarkastettiin mikroskooppisesti ennen 

iPS-kloonien viljelyä tukisolujen päälle. Kuvio 2a on valomikroskooppikuva pelkästä 

SNL-tukisolukosta 4 x objektiivilla kuvattuna. Kuviossa 2b samaa solukkoa on kuvattu 

faasikontrastilla 10 x objektiivilla, jolloin solujen morfologia tulee paremmin esiin. 

   

SNL-tukisoluja herätettiin vain kulloinkin iPS-viljelmien jakamista varten tarvittava mää-

rä, sillä niiden kyky tuottaa LIFiä alkaa heikentyä noin viikon kuluttua herätyksestä. 

Siten uusia SNL-soluja herätettiin vastaavalla tavalla lisää aina, kun iPS-solulinjojen 

jakaminen vaati uusia kasvatusalustoja.  

6.1.2 iPS-solut 

Alun perin karakterisoitavaksi valitut solulinjat olivat C57BL/6J -hiirikannan villityypit 14 

ja 17, jäljempänä wt 14 ja wt 17, sekä saman hiirikannan cln1/cln5-mutanttikannat 7 

ja 25, jäljempänä cross 7 ja cross 25. Kun cross 7 aloitti kasvamisen hyvin hitaasti, 

päätettiin ensimmäisen viikon lopussa herättää vielä cln1/cln5-mutanttikanta 2, jäljem-

 

Kuvio 2b. SNL-tukisolukko, 100 x suurennos,  
faasikontrasti, valomikroskopia 
Jana = 100 µm 

 

Kuvio 2a. SNL-tukisolukko,  
40 x suurennos, valomikroskopia 
Jana = 500 µm 
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pänä cross 2. Solut herätettiin -150 °C lämpötilasta esivalmistellulle alustalle (ks. luku 

6.1.1), joka oli samankokoinen kuin alusta, jolta solut oli alun perin pakastimeen siir-

retty. Kaikkien kloonien passage oli herätettäessä 3, paitsi wt 14, jonka passage oli 4. 

iPS-solut viljeltiin ES-soluille tarkoitetussa kasvatusliuoksessa (ks. liite 8), joka sisältää 

enemmän ravinteita kuin somaattisille soluille tarkoitetut liuokset. Lisäksi liuos oli sterii-

lisuodatettu.  

Soluja kasvatettiin, kunnes viljelmä oli saavuttanut sopivan tiheyden mutta ei vielä ollut 

alkanut erilaistumaan. Kuviossa 3a on esimerkki cross 14:stä, joka kasvaa tiheästi mut-

ta ei vielä ole alkanut erilaistua. Kuviossa 3b puolestaan cross 14 on alkanut erilaistua 

liian suuren solutiheyden vuoksi: iPS-kolonioiden rajat alkavat muuttua epäselviksi, ja 

kasvu alkaa muistuttaa tasaista mattoa. 

   

Viljelmää jatkettiin jakamalla se uudelle kasvualustalle sopivaan tiheyteen. Sopiva tihe-

ys oli etsittävä kloonikohtaisesti kokeilemalla. 

Soluja tarkasteltiin päivittäin valomikroskoopilla 4 x objektiivilla sekä 10 x objektiivilla 

faasikontrastilla. On huomattava, että kaikissa iPS-morfologiakuvissa taustalla näkyy 

SNL-tukisolukko (vrt. kuvio 2a ja 2b). Tukisolukon päällä kasvavat iPS-solukoloniat on 

erotettava taustasta, vaikka toisinaan tukisolukon pyöreä ja teräväreunainen morfolo-

gia on helppo sekoittaa alkavan iPS-soluviljelmän pieniin, pyöreisiin kolonioihin. 

Kuvioissa 4a ja 4b on wt 14, joka kasvoi tyypillisesti siisteinä, teräväreunaisina ja pyö-

reämuotoisina kolonioina. Tiheänäkin kasvaessaan koloniamorfologia säilyi pääsääntöi-

sesti tiiviinä ja pyöreänä. Klooni oli siis morfologialtaan hyvä. Klooni myös kasvoi alusta 

 

Kuvio 3b. Wt 14, 40 x suurennos. Liian 
tiheä, osittain erilaistunut viljelmä 
 

 

Kuvio 3a. Wt 14, 40 x suurennos.  
Tiheä mutta erilaistumaton viljelmä 
Jana = 500 µm 
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asti runsaana ja tasaisena, sen voi jakaa jopa 1:24 ilman, että kasvu kärsi. 

   

Kuvioissa 5a ja 5b on wt 17, joka muodosti tyypillisesti melko siistejä iPS-kolonioina. 

Näillä kolonioilla oli kuitenkin taipumusta levitä reunoistaan epätarkemmiksi ja kulmik-

kaiksi. Klooni oli tästä huolimatta morfologialtaan varsin kelvollinen. Myös tämä villityy-

pin klooni voitiin jakaa 1:24, mutta sen kasvu ei ollut aivan yhtä nopeaa kuin wt 14:llä. 

   

Kuvioissa 6a ja 6b on cross 2, joka oli haastavaa kuvata iPS-kolonioiden päälle muo-

dostuvan pienen pyöreän solukon takia. Tämä pieni pyöreä solumorfologia oli tyypillistä 

cross 2:lle, ja se alkoi muodostua kloonin herätyksen jälkeen heti toisena päivänä. Ny-

kytietämyksellä tämän morfologisen piirteen syntymekanismi on tuntematon. Kuvissa 

valotus ja tarkennus on säädetty siten, että iPS-koloniat erottuvat pienen pyöreän so-

lukon alta. Erottuvat iPS-koloniat olivat melko pyöreitä ja tasakokoisia. Morfologinen 

yleisilme cross 2:lla on kuitenkin heikko ylimääräisen, koheesioltaan vajaan solukon 

takia. Kasvultaan cross 2 oli mutanttiklooneista paras, mutta silti selvästi hitaampi kuin 

 

Kuvio 5b. Wt 17, 100 x suurennos,  
valomikroskopia, faasikontrasti 
Jana = 100 µm 

 

Kuvio 5a. Wt 17, 40 x suurennos 
valomikroskopia 
Jana = 500 µm 

 

Kuvio 4b. Wt 14, 100 x suurennos,  
valomikroskopia, faasikontrasti  
Jana = 100 µm 

 

Kuvio 4a. Wt 14, 40 x suurennos  
valomikroskopia 
Jana = 500 µm 



 20 

villityypin klooneilla; sitä jaettiin enimmillään 1:12. 

   

Kuvioissa 7a ja 7b on cross 7, joka muodosti erittäin selkeitä, pyöreitä ja tarkkareunai-

sia iPS-kolonioita. Cross 7 oli wt 14:n ohella morfologisesti kaunein klooni, mikä näkyy 

erityisesti kuviosta 7c. Kuvio 7c on otettu vaiheessa, jolloin klooni kasvoi vielä hyvin 

niukasti mutta erittäin napakoina iPS-kolonioina. Cross 7 tarvitsi selvästi eniten muiden 

iPS-solujen läheisyyttä, sillä tämä klooni lähti selvään kasvuun vasta kahden viikon kas-

vatuksen jälkeen, kun se jaettiin viikonlopuksi 10 cm maljalta 6-kuoppalevyn kuopalle 

1:1 (vertailun vuoksi samaan aikaan villityypin klooneja jaettiin 1:24). Tämän jälkeen-

kin kloonia jaettiin enimmillään 1:12. Kuviot 7a ja 7b on otettu runsaamman kasvun 

vaiheessa. 

   

 

Kuvio 7b. Cross 7, 100 x suurennos 
valomikroskopia, faasikontrasti 
Jana = 100 µm 

 

Kuvio 7a. Cross 7, 40 x suurennos 
valomikroskopia 
Jana = 500 µm 

 

Kuvio 6b. Cross 2, 100 x suurennos,  
valomikroskopia, faasikontrasti 
Jana = 100 µm 

 

Kuvio 6a. Cross 2, 40 x suurennos 
valomikroskopia 
Jana = 500 µm 
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Kuvioissa 8a ja 8b on cross 25, joka oli morfologisesti sekaklooni, sillä se kasvatti sekä 

pyöreitä ja teräväreunaisia että suuria, epätarkkareunaisia ja levinneitä kolonioita, 

vaikka solujen tiheys ei vielä antaisi aihetta erilaistumiseen. Kasvultaan cross 25 oli 

melko hidas, sitä jaettiin enimmillään 1:6. 

   

6.1.3 MEF-solut 

Työn PCR-osuudessa tarvittiin kontrolliksi alkuperäisiä MEF-soluja, joista iPS-kloonit oli 

tuotettu. MEF-solut eivät ilmennä mitään kantasolumarkkereita, sillä ne ovat erilaistu-

neita somaattisia soluja. MEF-solut kasvatettiin soluviljelypulloissa fibroblasteille tarkoi-

tetussa kasvatusliuoksessa (ks. liite 8). Fibroblasteille on tyypillistä, että ne tarvitsevat 

toisten solujen läheisyyttä; siksi niitä ei pidä jakaa enempää kuin 1:4. Työn aikana ha-

vaittiin, että MEF-solujen kasvuvauhti kärsi huomattavasti jo jaettaessa soluja 1:4, ja 

työssä jouduttiinkin herättämään useita ampulleja MEF-soluja, ennen kuin viljelmä saa-

tiin kasvamaan kunnolla. Kuvioissa 9a ja 9b on esitetty MEF-solujen pitkänomainen 

morfologia; niiden taustalla ei luonnollisestikaan näy tukisolukerrosta. 

 

Kuvio 8b. Cross 25, 100 x suurennos,  
valomikroskopia , faasikontrasti 
Jana = 100 µm 

 

Kuvio 8a. Cross 25, 40 x suurennos 
valomikroskopia 
Jana = 500 µm 

 

Kuvio 7c. Cross 7, 100 x suurennos 
valomikroskopia, faasikontrasti 
Jana = 100 µm 
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6.2 Kantasolumarkkereiden tutkiminen immunovärjäyksillä 

6.2.1 Alkalinen fosfataasi (AP) 

Ennen alkalisen fosfataasin (AP) aktiivisuuden osoittamista iPS-soluja kasvatettiin pei-

tinlaseilla 4–5 vuorokauden ajan niin, että ne saavuttivat hyvän morfologian ja tihey-

den. Peitinlaseille kasvatetut solut kiinnitettiin 4 % paraformaldehydissä (PFA).  

Työssä AP-aktiivisuuden osoitus oli tarkoitus suorittaa Millipore ES cell characterization 

kit -tuotepakkauksella, jonka ohjeiden mukaisesti peitinlasit kiinnitettiin 2 minuutin 

ajan. Yksi reagensseista osoittautui kuitenkin vanhaksi, joten vaihdoimme värjäysme-

netelmää. Uusi värjäysmenetelmä vaati 10 minuutin PFA-kiinnityksen, joten 2 minuutin 

ajan kiinnitettyjä soluja kiinnitettiin vielä 8 minuuttia. Tämän seurauksena osa klooneis-

ta kiinnittyi heikommin, joten peitinlaseilta oli irronnut runsaasti soluja, mutta itse vär-

jäystulokseen kaksivaiheinen kiinnitys ei vaikuttanut.  

Lopulta 10 minuuttia kiinnitettyjen peitinlasien värjäykseen käytettiin Rochen NBT/BCIP 

Stock Solution -reagenssia, joka ilmaisee alkalisen fosfataasin aktiivisuuden sinivioletti-

na värireaktiona. Pesuihin käytettiin PBS-puskuria (ilman Ca ja Mg). Koko värjäys on 

esitetty liitteessä 13. 

Kaikki tutkitut kloonit ilmensivät AP-aktiivisuutta. Kuviossa 10a–e näkyvät rinnakkain 

kaikki AP-värjätyt kloonit. Kuvion 10a wt 14 ja kuvion 10b wt 17 olivat kiinnitykseltään 

epäonnistuneita, mutta värjäyksessä peitinlaseille jääneet koloniat olivat AP-aktiivisia. 

Kuvion 10c cross 2 -kloonissa kuvaamista on jälleen häirinnyt pieni pyöreä solukko, 

mutta AP-aktiiviset iPS-koloniat erottuvat kuitenkin taustalla. Sen sijaan kuvion 10d 

cross 7 on hyvin selkeä. Kuvion 10e cross 25 on AP-värjäyksessä selvä sekaklooni: osa 

 

Kuvio 9b. MEF, 100 x suurennos,  
valomikroskopia, faasikontrasti 
Jana = 100 µm 

 

Kuvio 9a. MEF, 40 x suurennos.  
valomikroskopia 
Jana = 500 µm 
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kolonioista on positiivisia, osa negatiivisia, ja lisäksi myös osa saman iPS-kolonian so-

luista on värjäytynyt osan jäädessä negatiivisiksi. 

   

   

 

6.2.2 Stage-specific mouse embryonic antigen-1 (SSEA-1) 

Stage-specific mouse embryonic antigen-1 eli SSEA-1 on kantasolujen ilmentämä so-

lunpinnan proteiini. SSEA-1-immunofluoresenssivärjäyksessä primäärivasta-aineena 

 

Kuvio 10e. Cross 25, 100 x suurennos,  
faasikontrasti. Jana = 100 µm 

 

Kuvio 10d. Cross 7, 100 x suurennos,  
valomikroskopia, faasikontrasti 

 

Kuvio 10c. Cross 2, 100 x suurennos,  
valomikroskopia, faasikontrasti 

 

Kuvio 10b. Wt 17, 100 x suurennos,  
valomikroskopia, faasikontrasti 
 

 

Kuvio 10a. Wt 14, 100 x suurennos,  
valomikroskopia, faasikontrasti 
Jana = 100 µm 
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käytettiin Millipore ES cell characterization -pakkauksen monoklonaalista hiiren SSEA-1 

IgM-vasta-ainetta. Sekundäärivasta-aineena oli fluoroforilla leimattu, kanissa hiirtä vas-

taan tuotettu (rabbit anti-mouse) TRITC. Läpäisyyn käytettiin 0,2 % saponiinia, ja vas-

ta-aineiden epäspesifistä tarttumista vähennettiin 0,5 % BSA:lla (”blokkaus”). Koska 

saponiiniläpäisy on reversiibeli eli palautuva, myös kaikki pesut suoritettiin samalla lä-

päisy/blokkausliuoksella (0,2 % saponin – 0,5 % BSA in PBS). Sekundäärivasta-aineen 

inkubointi tapahtui pimeässä fluoroforin hajoamisen vähentämiseksi. Koko värjäys on 

liitteenä 14. 

SSEA-1-vasta-aine laimennettiin reagenssipakkauksen ohjeen mukaisesti 1:50. Mikros-

kopoitaessa kävi kuitenkin ilmi, että pintamarkkeri oli tällä laimennoksella värjäytynyt 

niin voimakkaasti, että yksittäisiä solurakenteita kolonioiden sisällä oli vaikea saada 

esiin tavallisella fluoresenssimikroskoopilla. Näin ollen 1:200 laimennos olisi ollut riittä-

vä SSEA-1-vasta-aineella. 

Kuviot 11a–e kuvaavat kloonien SSEA-1-aktiivisuutta. Kuvio 11a tukee valomikroskoo-

pilla tehtyjä löydöksiä wt 14 -kloonista; klooni on napakka, hyvä ja kokonaan SSEA-1-

aktiivinen. Kuvio 11b osoittaa myös wt 17:n kokonaan SSEA-1-aktiiviseksi, joskin se on 

morfologialtaan hieman löyhempi kuin wt 14.  

   

Myös kuvion 11d cross 7:n SSEA-1-värjäys vahvistaa morfologisen tarkastelun tuloksia; 

klooni on siisti ja tasaisesti SSEA-1-positiivinen. Kuvio 11c sen sijaan on hieman yllättä-

vä, sillä se osoittaa, että cross 2 -kloonin pinnalla nähty irrallinen pieni, pyöreä solukko 

on ainakin osittain SSEA-1-positiivista. Värjäys korostaa kloonin iPS-kolonioiden ko-

heesion puutetta. SSEA-1-värjäys korostaa myös cross 25:n sekakloonimaisuutta kuvi-

 

Kuvio 11a. Wt 14, 630 x suurennos,  
fluoresenssimikroskopia. Jana = 50 µm 

 

Kuvio 11b. Wt 17, 630 x suurennos,  
fluoresenssimikroskopia 
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ossa 11e. Siinä nähdään iPS-kolonia, jonka soluista vain pieni osa on SSEA-1-

positiivisia.  

   

 

6.2.3 Magneettikuulapuhdistus ja SSEA-1-uusintavärjäys 

Magneettikuulapuhdistuksen tarkoituksena oli erotella solususpensioista vain SSEA-1-

positiiviset solut, joten se ajoi kahta tehtävää. Ensinnäkin, puhdistuksen avulla voitiin 

päästä eroon SSEA-1-negatiivisista soluista, joten tutkimme, voitaisiinko puhdistuksella 

vaikuttaa SSEA-1-värjäystulokseen. Toisekseen puhdistuksen avulla solususpensiosta 

saatiin poistettua myös SNL-tukisolut, jotka voivat haitata myöhempää EB-muodostusta 

(ks. luku 6.4.1). 

Työssä käytettiin Miltenyin Anti-SSEA-1-(CD15) Microbeads, human & mouse -kuulia, 

MACS separation columns -pylväitä sekä Mini MACS Separator magneetteja. Puhdistuk-

sessa käytetty puskuri (pH 7,2 PBS – 0,5 % BSA – 2mM EDTA) valmistettiin juuri en-

 

Kuvio 11e. Cross 25, 630 x suurennos,  
fluoresenssimikroskopia. Jana = 50 µm 

 

Kuvio 11c. Cross 2, 630 x suurennos,  
fluoresenssimikroskopia. Jana = 50 µm 

 

Kuvio 11d. Cross 7, 630 x suurennos,  
fluoresenssimikroskopia 
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nen käyttöä, ja kaikki liuokset käytettiin kylminä. Puhdistusta varten trypsinoimalla irro-

tetun solususpension solumäärä laskettiin (ks. taulukko 1) Cellometer-solulaskurilla, 

ettei puhdistuspylvään kapasiteettia (1 x 107 solua) ylitetä. iPS-solut ovat kooltaan lä-

hinnä lymfoblasteja vastaavia, joten laskentaan käytettiin lymfoblastiohjelmaa. Kusta-

kin kloonista erotettiin 1 x 107 solua, joita inkuboitiin kuulien kanssa. Suspensio suoda-

tettiin pylväiden läpi magneettitelineissä. Työn suoritus on kuvattu liitteessä 12.  

Kuten taulukosta 1 käy ilmi, solumäärä laski huomattavasti SSEA-1-negatiivisten solu-

jen poistuessa. Mutanttikloonien kohdalla muutos oli jopa yli 10-kertainen, kun taas 

villityyppien solumäärä väheni vain noin puoleen. Solumäärän laskusta aiheutui hanka-

luuksia myöhemmissä EB-muodostuksessa (ks. luku 6.4.1). 

Taulukko 1. Solukonsentraatio ennen ja jälkeen magneettikuulapuhdistuksen 

Klooni (p=passage) Konsentraatio ennen puhdis-
tusta, solua/ml 

Konsentraatio puhdistuksen 
jälkeen, solua/ml 

wt 14 (p 10) 2,00 x 106 7,22 x 105 

wt 17 (p 8) 2,35 x 106 1,32 x 106 

cross 2 (p 7) 3,32 x 106 3,44 x 105 

cross 7 (p 11) 3,59 x 106 2,85 x 105 

cross 25 (p 6) 2,58 x 106 2,18 x 105 

 

Magneettikuulapuhdistuksen jälkeen kasvatetuissa ja värjätyissä peitinlaseissa ei näky-

nyt olennaisia muutoksia puhdistusta edeltävään tilanteeseen. Villityypin klooneihin wt 

14 ja 17 ei ollut odotettavissakaan muutoksia. Mutanttiklooni cross 2 oli siistiytynyt 

jonkin verran, mutta irtonaisesta pienestä pyöreästä solukosta ei päästy täysin eroon. 

Samoin cross 25 oli edelleen sekaklooni magneettikuulapuhdistuksesta huolimatta; 

kolonioissa näkyi selvästi alueita, jotka eivät olleet SSEA-1-positiivisia. Cross 7 oli niin 

paljon jäljessä kasvultaan, ettei sitä ehditty värjätä magneettikuulapuhdistuksen jäl-

keen tähän työhön. 

6.3 Kantasoluspesifisten geenimarkkereiden tutkiminen 

Kasvatetuista soluista eristettiin RNA, jotta solun ilmentämät kantasolumarkkerigeenit 

voitaisiin osoittaa PCR:n avulla. PCR-reaktion tarvitsemaa kaksijuosteista DNA-

templaattia varten RNA käännettiin komplementaariseksi DNA:ksi (cDNA). 

6.3.1 RNA:n eristys 

RNA:n eristystä varten soluviljelmistä kerättiin solupelletti, kun viljelmä oli silmämääräi-
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sesti arvioituna riittävän täysi ja muut työvaiheet sen sallivat. Solut irrotettiin maljalta 

entsymaattisesti trypsiinillä, pestiin PBS:llä ja pakastettiin -70 °C:ssa liitteessä 8 olevan 

ohjeen mukaisesti. Lähtöviljelmän koko ei ollut vakio, mutta toisaalta taulukosta 2 il-

menee, ettei saanto aina riipu suoraan lähtöviljelmän koosta. Samoin viljelmässä olevi-

en iPS-solujen ja SNL-tukisolujen suhde voi vaihdella riippuen siitä, kuinka täysi viljel-

mä on ollut solupelletin tekohetkellä. 

RNA:n eristykseen käytettiin Bio-Radin Aurum Total RNA Sample Pack - tuotepakkaus-

ta, joka sisälsi tarvittavat reagenssit sekä eristyspylväät. Pakkauksella eristetyt näytteet 

soveltuvat hyvin RT-PCR-sovelluksiin. Eristys tehtiin pakkauksen sentrifugointiprotokol-

laa käyttäen (liite 9). Ehjän RNA:n varmistamiseksi pakkauksen reagenssit ovat RNAa-

si-vapaita, ja protokollaan sisältyy DNAasi-käsittely, joka poistaa DNA-kontaminaation 

eristetystä RNA:sta. RNA-saanto mitattiin Nanodrop-spektrofotometrilla. Taulukosta 2 

ilmenee eristetyn RNA:n pitoisuus sekä puhtausaste RNA:n ja proteiinien absorbanssi-

aallonpituuksien suhteena (tulisi mielellään olla mahdollisimman lähellä kahta). Saan-

not jäivät yllättävän mataliksi, ja tämän takia myös seuraavan työvaiheen eli RT-PCR:n 

RNA-templaattimäärä oli odotettua pienempi. 

Taulukko 2. RNA-eristykseen käytetyn soluviljelmän koko sekä saannon konsentraatio 
ja puhtausaste 

Klooni (p=passage) Viljelmän koko Konsentraatio 
ng/µl 

Puhtaus 
260/280 

wt 14 (p 6) ¼ 10 cm malja 37,15 1,95 

wt 17 (p 4) ¼ 10 cm malja 63,66 1,89 

cross 2 (p 6) 1/6 10 cm malja 46,40 1,89 

cross 7 (p 5) ½ 6-kuoppa 42,82 1,95 

cross 25 (p 4) ¼ 10 cm malja 76,95 1,93 

MEF wt (p 4) ½ 6-kuoppa 13,69 1,94 

ES (p ei tiedossa) 1/5 10 cm malja 31,33 1,97 

 

6.3.2 RT-PCR 

Seuraavassa vaiheessa yksijuosteisesta RNA-templaatista luotiin kaksijuosteinen komp-

lementaarinen DNA (cDNA)-templaatti käänteistranskription avulla. Työssä käytettiin 

Fermentasin Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR -reagenssipakettia. 

RT-PCR suoritettiin noudattaen pakkauksen protokollaa (liite 10).  

Työssä käytettävän RNA-templaatin määräksi oli tutkimusryhmän aiempien karakte-

risointien perusteella sovittu 1 µg. Koska protokollan mukainen reaktion kokonaisvo-
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lyymi on 20 µl ja muiden reagenssien tilavuus oli 6 µl, oli RNA-templaatin määrä kor-

keintaan 14 µl reaktiota kohden. Ongelmana oli matala RNA-saanto, jonka takia kaikkia 

näytteitä pipetoitiin 14 µl, mutta vain cross 25:n templaattimäärä ylsi tällä enimmäis-

määrällä 1 µg:aan (ks. taulukko 3). Valitettavasti cDNA:n määrää ei voitu mitata, joten 

voitiin vain olettaa reaktiosta saadun DNA-templaatin määrän olevan riittävä. 

Taulukko 3. RT-PCR:ssä käytetyn RNA-templaatin määrä 

Klooni Konsentraatio 
ng/µl 

RNA-templaatin 
määrä ng 

wt 14 (p 6) 37,15 520,10 

wt 17 (p 4) 63,66 891,24 

cross 2 (p 6) 46,40 649,60 

cross 7 (p 5) 42,82 599,48 

cross 25 (p 4) 76,95 1077,30 

MEF wt (p 4) 13,69 191,66 

ES (p ei tiedossa) 31,33 438,62 

 

6.3.3 PCR viidellä kantasoluspesifisellä alukkeella  

PCR suoritettiin viidelle eri kantasolumarkkerille Esg1, ERas, Fgf4, Nanog ja Zfp42 

(Rex1), joita varten käytettiin SIGMAn spesifisiä sense- ja antisense-alukkeita, jotka 

rajaavat monistettavan alukkeen forward- ja reverse-suunnissa. Alukkeiden emäsjärjes-

tys on esitetty liitteessä 11. PCR-reaktiossa käytettiin Promega GoTaq Green Master 

Mix -reagenssia, joka sisältää TaqDNA-polymeraasin lisäksi reaktiossa tarvittavat nuk-

leotidit (dNTP), DNA-polymeraasin toiminnan mahdollistavat magnesiumionit (MgCl2-

muodossa), PCR-reaktiopuskurin sekä latauspuskurin indikaattoriväreineen elektrofo-

reesia varten. 

PCR-reaktiot tehtiin 25 µl:ssa. Templaatti-cDNA:ta otettiin reaktioon 1µl, paitsi MEF-

solujen osalta matalan RNA-saannon vuoksi 1,5 µl. Näin kussakin näytteessä on vähin-

tään 20 ng templaatti-cDNA:ta, mikä riittää PCR-reaktioon. Näytteet pipetoitiin 96-

kuoppalevylle. Koko PCR-työn suoritus on kuvattu liitteessä 11. 

PCR-reaktio suoritettiin kaikilla alukepareilla samalla kerralla. Käytetyn PCR-ohjelman 

lämpötila ja syklimäärä oli laskettu siten, että reaktio toimii kaikilla alukkeilla, mutta 

näin ollen sitä ei ollut optimoitu millekään tietylle alukeparille. Elektroforeesikuvista 

voidaankin optimoinnin puuttumisen takia kuitenkin nähdä, että esimerkiksi Fgf4-

alukkeilla myös epäspesifistä sitoutumista on tapahtunut (kuvio 14), ja Esg1-ajon ala-
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reunassa (kuvio 12) nähdään käyttämättömistä alukkeista muodostuvat vyöhykkeet.  

Kaikkien alukeparien reaktioissa monistettiin myös negatiivisena kontrollina MEF-

soluista eristetty templaatti sekä positiivisena kontrollina ES-soluista eristetty templaat-

ti. Lisäksi kaikissa pareissa oli mukana vesikontrolli. Vesikontrolli ja positiivinen kontrolli 

olivat kaikissa ajoissa puhtaat. Negatiivisessa kontrollissa ilmeni kuitenkin vyöhyke 

Zfp42-alukkeella. Tämän voidaan arvella johtuvan ilmakontaminaatiosta. 

PCR-reaktion tulokset tarkastettiin elektroforeesin avulla. Elektroforeesi suoritettiin 

TBE-puskuriin tehdyllä 1 % agaroosigeelillä. Kaksijuosteisen DNA:n visualisoimista var-

ten käytettiin Invitrogenin SYBR Safe DNA Gel Stain -reagenssia. Monistettujen DNA-

juosteiden pituus visualisoitiin 25–700 emäsparin mittaisella O’Gene Ruler Low Range -

kokostandardilla, sillä kaikilla käytetyillä alukepareilla odotettujen monistustuotteiden 

pituus oli 100–500 emäsparia (bp).  

Kuhunkin agaroosigeelin kaivoon pipetoitiin 5 µl PCR-monistustuotetta, eikä erillistä 

latauspuskuria tarvittu PCR:ssä käytetyn GoTaq Green Master Mix -reagenssin ansiosta. 

Pipetointijärjestys oli liitteen 11 mukainen. Elektroforeesissa käytettiin ajopuskurina 

TBE:tä. Ensimmäistä, Esg1- ja ERas-alukkeet sisältävää geeliä ajettiin 80 V jännitteellä 

noin 45 minuutin ajan, jonka jälkeen jännitettä lisättiin 100 V:iin vielä 30 minuutin 

ajaksi, kunnes keltainen latausväri oli ajautunut aivan geelin reunaan. Toista, Fgf4- ja 

Nanog-alukkeet sisältävää geeliä ajettiin 100 V jännitteellä noin 60 minuutin ajan, ja 

viimeistä, Zfp42 (Rex1)-alukkeen sisältävää geeliä 100 V jännitteellä noin 40 minuuttia 

ja kiireen takia lopuksi vielä 120 V jännitteellä noin 10 minuuttia, minkä takia erottu-

vuus on tällä geelillä heikompi kuin muissa. 

Kaikki tutkitut kloonit ilmensivät Esg1-geeniä. Kuvio 12 osoittaa, että ilmentyminen oli 

parasta klooneissa wt 17 ja cross 25, kun taas heikoiten geeniä ilmensi cross 7.  
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ERas-geenin ilmentyminen oli kuvion 13a mukaisesti hyvin heikko cross 2 -kloonilla ja 

lähes olematon kloonilla cross 7. Tuloksen varmistamiseksi elektroforeesi suoritettiin 

uudestaan käyttäen kolminkertaista määrää (15 µl) PCR-tuotetta, joten alukkeista syn-

tyvät vyöhykkeet ovat huomattavasti suuremmat uusinnassa (kuvio 13b). Uusinnassa 

molemmilla klooneilla voidaan havaita hyvin heikosti erottuvat vyöhykkeet, cross 2:lla 

edelleen voimakkaampana kuin cross 7:llä.  

 

Kaikki tutkitut kloonit ilmensivät vahvasti Fgf4-geeniä kuvion 14 mukaisesti. Heikoim-

min geeniä ilmensi cross 2. Vahvimmin tätäkin geeniä ilmensivät wt 17 ja cross 25. 

 

Kuvio 13b. Uusinta ERas-alukkeella 

 

Kuvio 13a. PCR-tulos ERas-alukkeella 

 

Kuvio 12. PCR-tulos Esg1-alukkeella 
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Kaikki kloonit osoittautuivat positiivisiksi myös Nanog-kantasolumarkkerin osalta kuvion 

15 mukaisesti. Tällä kertaa heikoiten geeniä ilmensi cross 7, parhaiten cross 25. 

 

Myös Zfp42 (Rex1)-geenin osalta kaikki tutkitut kloonit olivat kantasoluja kuvion 16 

mukaisesti. Yllätys oli, että myös erilaistunut MEF-kontrolli, jonka ei pitäisi ilmentää 

mitään kantasolugeenejä, muodosti elektroforeesissa heikon vyöhykkeen. Tämän vyö-

hykkeen voidaan arvella muodostuneen muista PCR-tuotteista ilmakontaminaation 

kautta. 

 

Kuvio 15. PCR-tulos Nanog-alukkeella 

 

Kuvio 14. PCR-tulos Fgf4-alukkeella 



 32 

 

6.4 Monikykyisyyden tutkiminen  

6.4.1 Embryoid bodyjen (EB) muodostuskokeet 

Kun kantasolujen annetaan kasvaa suspensiossa eikä niitä ei pidetä erilaistumattomina 

ulkopuolisten tekijöiden avulla, ne alkavat kasautua ja muodostaa embryoid bodyja 

(EB) ja edelleen erilaistua. Koska tukisolut voivat inhiboida EB-muodostusta, tehtiin EB-

muodostuskoe magneettikuulilla puhdistetuille iPS-soluille. Solut laitettiin kasvamaan 

halkaisijaltaan 6 cm steriileille bakteerimaljoille ES-kasvatusliuokseen, jossa niiden an-

nettiin kasvaa 8 päivän ajan. Kasvatuksessa käytettiin steriilejä bakteerimaljoja, joihin 

kantasolut eivät tartu. 

Tutkimusryhmän tekemien aiempien kokeiden mukaan noin 1,5x106 solua on ollut täs-

sä tilavuudessa sopiva solumäärä embryoid bodyjen muodostumiselle. Mutanttikloonien 

iPS-solumäärä oli kuitenkin magneettikuulapuhdistuksen jälkeen niin alhainen, että EB-

muodostuskokeessa jouduimme crossien osalta käyttämään pienempää solumäärää 

(cross 2: 1,25x106 solua; cross 7: 9,98x105 solua, cross 25: 7,63x105 solua). Jos halu-

taan verrata muodostuneiden embryoid bodyjen lukumäärää villityypin ja mutantin 

välillä, on solumäärän oltava sama. Tässä työssä haluttiin ainoastaan muodostaa 

EB:itä, joten solumäärän vaihtelulla ei ollut merkitystä. 

Embryoid bodyjen muodostuminen ja koko eroaa ryhmän aiempien tulosten mukaisesti 

villityypin ja mutantin välillä, joten EB-muodostus tehtiin pareittain: rinnakkain kasva-

tettiin wt 14 ja cross 2, sekä wt 17 ja cross 25. Koska cross 7 kasvoi niin paljon muita 

klooneja jäljessä, sille rinnakkaisvertailua ei suoritettu. Vaikka koe ei ollut näissä olo-

suhteissa solumäärältään standardoitu, aiempi tulos näytti toistuvan eli mutanttilinjojen 

muodostamat EB:t olivat epämääräisemmän muotoisia, löyhempiä ja pienempiä. Tulos 

korostuu kasvatuksen alkupäivinä, mutta erot tasaantuvat viikon kasvatuksen jälkeen.  

 

Kuvio 16. PCR-tulos Zfp42 (Rex1)-alukkeella 
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Rinnakkain kasvatettiin siis wt 14 ja cross 2. Neljäntenä kasvatuspäivänä kuvattuna 

klooneissa näkyy melko selvä ero: mutanttikloonin EB:t olivat rakenteeltaan löyhempiä 

ja epäsäännöllisemmän muotoisia (kuvio 17b), kun taas villityypin EB:t olivat jo pieninä 

melko tiiviitä ja pääsääntöisesti pyöreitä (kuvio 17a). Yleisilmeeltään kloonit olivat seit-

semänteen päivään mennessä melko samankaltaiset (kuvio 17c ja 17d).  

   

   

Samoin rinnakkain kasvatettiin kloonit wt 17 ja cross 25. Tässä parissa oli selvemmin 

huomattavissa mutanttikloonin jonkin verran löyhempi EB-muodostus (kuvio 18b) villi-

tyypin klooniin (kuvio 18a) verrattuna. Ero oli näkyvissä vielä seitsemäntenäkin päivä-

nä.  

 

Kuvio 17b. Cross 2, päivä 4 
40 x suurennos, valomikroskopia 
 

 

Kuvio 17a. Wt 14, päivä 4 
40 x suurennos, valomikroskopia 
Jana = 500 µm 

 

Kuvio 17d. Cross 2, päivä 7 
40 x suurennos, valomikroskopia 
 

 

Kuvio 17c. Wt 14, päivä 7 
40 x suurennos, valomikroskopia 
Jana = 500 µm 
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6.4.2 Erilaistumiskokeet immunofluoresenssivärjäyksellä 

Aiemmin magneettikuulien avulla tukisoluista puhdistetut iPS-solut erilaistettiin siis em-

bryoid bodyjen kautta. EB:t maljattiin kahdeksantena kasvatuspäivänä solumaljoille 

gelatinoiduille peitinlaseille käyttäen ES-kasvatusliuosta. Ilman LIFiä tuottavia SNL-

tukisoluja iPS-solut alkoivat erilaistua. Yleensä solujen annetaan erilaistua vähintään 10 

päivän ajan, seuraten erilaistumista mikroskopoiden. Nyt kloonien annettiin erilaistua, 

kunnes viljelmät olivat mikroskopoiden arvioituna sopivan tiheitä värjättäviksi (ks. esi-

merkki kuvissa 19a ja 19b), ja tämä vei eri klooneilta eri ajan taulukon 4 mukaisesti. 

Koska EB:t olivat jakautuneet peitinlaseille hyvin epätasaisesti, soluryppäät irrotettiin 

entsymaattisesti trypsiinillä 8.–9. kasvatusvuorokautena, resuspensoitiin ja maljattiin 

uudelleen gelatinoiduille peitinlaseille. 

   

 

Kuvio 19b. Cross 25, 100 x suurennos, 
valomikroskopia, faasikontrasti 
Jana = 100 µm 

 

Kuvio 19a. Cross 25 
40 x suurennos, valomikroskopia 
Jana = 500 µm 

 

Kuvio 18b. Cross 25, päivä 7 
40 x suurennos, valomikroskopia 
 

 

Kuvio 18a. Wt 17, päivä 7 
40 x suurennos, valomikroskopia 
Jana = 500 µm 
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Taulukko 4. Kloonien erilaistumisajat 

Klooni Erilaistumisaika, vrk 

wt 14 (p 11) 15 

wt 17 (p 9) 15 

cross 2 (p 8) 16 

cross 7 (p 11) (jäi erilaistumaan 28.9.2011) 

cross 25 (p 7) 13 

 

Erilaistuneille, peitinlaseille kasvatetuille ja kiinnitetyille soluille tehtiin tämän jälkeen 

alkiokerroksia osoittavat immunovärjäykset. Opinnäytetyölle varatussa aikataulussa 

ehdittiin suorittaa vain neuronispesifinen eli ektodermikerrosta osoittava värjäys, mutta 

tutkimusryhmä tekee vielä endo- ja mesodermispesifiset värjäykset peitinlaseille kiinnit-

tämilleni soluille.  

Primäärivasta-aineena ektodermikerroksen osoituksessa käytettiin kanin beta-III-

tubuliinia käyttölaimennoksena 1:1000, ja sekundäärivasta-aineena aasissa kania vas-

taan (donkey anti-rabbit) tuotettu Texas Red -konjugoitu -vasta-aine käyttölaimennok-

sena 1:200. Texas Red -väriaine fluoresoi punaisena fluorerenssimikroskopiassa. Värjä-

ys suoritettiin kuten SSEA-1-värjäys (ks. liite 15). Kuten SSEA-1-värjäyksessäkin, lä-

päisyyn käytettiin 0,2 % saponiinia, ja vasta-aineiden epäspesifistä tarttumista vähen-

nettiin 0,5 % BSA:lla (”blokkaus”), ja kaikki pesut suoritettiin samalla läpäi-

sy/blokkausliuoksella. 

Kustakin näytteestä oli viljelty riittävästi peitinlaseja niin, että voitiin kokeilla erilaisia 

kiinnitysaineita; peitinlaseista toinen kiinnitettiin objektilasille tavallisella kiinnitysaineel-

la (Thermo Immu-Mount), ja toinen taas DAPI-tumaväriaineen sisältävällä kiinnitysai-

neella (Vector Vectashield Mounting Media). DAPI kiinnittyy kaksijuosteisen DNA:n A-T-

rikkaille alueille ja värjää näin tuman siniseksi. 

Kuvion 20 vasemman puolen kuvissa nähdään punaisena fluoresoivia soluja. Nämä 

ovat erilaistuneita neuroneita, joihin on kiinnittynyt beta-III-tubuliini-vasta-aine, joka 

puolestaan on visualisoitu siihen kiinnittyneen Texas Red -konjugoidun vasta-aineen 

perusteella. Siten kaikkien kloonien voidaan todeta erilaistuneen ektodermin soluiksi. 

Kuvion oikeanpuoleiset kuvat on otettu samasta kohdasta sinisen suodattimen läpi, 

jolloin kuvassa näkyvät solujen tumat. Cross 7:n hitaasta kasvusta johtuen ektodermi-

värjäyksen tulosta ei tämän kloonin osalta ehditty saada tämän työn puitteissa. 
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Kuvio 20 Beta-III-tubuliinivärjäys, 400 x suurennos, fluoresenssimikroskopia 
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6.5 Yhteenveto tuloksista 

Työssä selvitettiin, kuinka yksittäiset tutkittavat iPS-kloonit ilmentävät kantasolumark-

kereita ja monikykyisyyttä. Koska aineisto oli pieni, ei sitä analysoitu kvantitatiivisesti, 

vaan kukin klooni käsiteltiin yksilönä. Liitteisiin 1–5 on kerätty kuvat kaikkien kloonien 

karakterisoinneista ns. karakterisointipaneeleihin.  

Morfologialtaan kantasolumaisia eli tarkkareunaisia, pyöreähköjä kolonioita tuottivat 

molemmat villityypin kloonit, wt 14 ja wt 17, sekä mutanttiklooni cross 7. Cross 25 

tuotti sekä tarkkoja, pyöreitä kolonioita että leviämään pyrkiviä kolonioita, ja tällä pe-

rusteella kyseessä on sekaklooni. Mutanttiklooni cross 2 puolestaan oli morfologialtaan 

kaikkein epäilyttävin, sillä kantasoluille tyypillisesti kasvavat koloniat peittyivät pienen 

pyöreän solukon alle. Morfologian perusteella hyviksi kantasoluklooneiksi voidaan siis 

luokitella vain wt 14, wt 17 ja cross 7. 

Kantasolujen pintamarkkereista tutkittiin alkalinen fosfataasi (AP) ja stage-specific em-

bryonic antigen-1 (SSEA-1). AP-aktiivisuuden osalta kaikkien tutkittujen kloonien voi-

daan sanoa olevan kantasoluja, joskin osa cross 25 -kloonin soluista oli AP-negatiivisia. 

SSEA-1 vahvisti cross 25 -kloonin sekakloonimorfologian: osa kolonioiden soluista oli 

SSEA-1-positiivisia ja osa negatiivisia. Cross 2 -kloonin osalta SSEA-1-tulos oli hämmen-

tävä, sillä se osoitti myös irtonaisen pienen pyöreän solukon ilmentävän kantasolu-

markkeria. Tämä ei kuitenkaan kumoa morfologiatutkimuksen tulosta ei-

kantasolumaisesta kasvusta. Villityypin kloonit wt 14 ja wt 17 sekä mutanttiklooni cross 

7 ilmensivät hyvin SSEA-1-pintamarkkeria. 

RT-PCR-tekniikan avulla kantasolujen geenimarkkereita tutkittiin viisi: Esg1, ERas, Fgf4, 

Nanog ja Zfp42 (Rex1). Molemmat villityypin kloonit eli wt 14 ja wt 17 sekä mutantti-

klooneista cross 25 ilmensivät hyvin kaikkia kantasolumarkkerigeenejä. Mutanttiklooni 

cross 2 ilmensi muita markkereita hyvin, mutta ERas-geenin osalta tulos oli hyvin heik-

ko. Tulos saatiin selvemmäksi uusimalla elektroforeesi kolminkertaisella PCR-

tuotemäärällä. ERas-markkeri oli vielä suurempi ongelma cross 7:n kohdalla, sillä kol-

minkertaisellakin PCR-tuotemäärällä ilmentyminen oli tuskin havaittava. ERas-tuloksen 

lisäksi cross 7 ilmensi hyvin heikosti myös Esg1- sekä Nanog-markkerigeenejä. Tällä 

perusteella mutanttiklooni 7:ää ei ilmennä hyväksyttävästi kaikkia kantasolumarkkeri-

geenejä, ja cross 2:nkin kohdalla tulos on epävarma ERas-geenin osalta. 

Monikykyisyyden eli pluripotenttisuuden osalta ehdittiin embryoid bodyjen kautta teh-

dyn erilaistamisen jälkeen tutkia vain yhden alkiokerroksen eli ektodermin osoitusvärjä-



 38 

ys neuronispesifisellä beta-III-tubuliinilla. Molemmat villityypin kloonit, wt 14 ja wt 17, 

ilmensivät neuronispesifistä antigeeniä hyvin, wt 17 jopa erittäin voimakkaasti. Mutant-

tikloonit cross 2 ja cross 25 olivat niin ikään tuottaneet beta-III-tubuliinivärjäyksessä 

positiivisia soluja. Cross 7 -mutanttikloonille ei ehditty saada tulosta monikykyisyydestä 

tämän työn puitteissa. Myös endodermin ja mesodermin osoitus jäi kaikille klooneille 

tehtäväksi myöhemmin, joten nyt saatu tulos ei vielä todista täysin solujen monikykyi-

syyttä eli erilaistumiskykyä kaikkien eri alkiokerrosten soluiksi.  

Taulukkoon 5 on tiivistetty kaikkien tutkituille klooneille tehtyjen karakterisointien tu-

lokset. Tulokset on ilmoitettu asteikolla - = ei ilmennä, + = ilmentää heikosti, ++ = 

ilmentää, +++ ilmentää voimakkaasti. 

Taulukko 5. Karakterisoinnin tulokset 

iPS-
klooni Morfologia A

P
 

S
S

E
A

-1
 

E
s
g
1

 

E
R

a
s
 

F
g
f4

 

N
a
n
o

g
 

Z
fp

4
2

 

B
e
ta

-I
II
-

tu
b
u

lii
n

i 

wt 14 
Siistejä, tarkkareunaisia, 
pyöreähköjä iPS-kolonioita. 
Voimakas kasvu.  

++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ 

wt 17 

Melko siistejä iPS-kolonioita, 
tosin kolonioilla taipumusta 
levitä kulmikkaiksi. Voimakas 
kasvu.  

++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ +++ 

cross 2 

Tuntemattomasta syystä 
pieni pyöreä solukko lähes 
peittää iPS-koloniat alleen. 
Melko voimakas kasvu.  

++ ++ ++ (+) ++ ++ ++ ++ 

cross 7 

Selkeitä, pyöreitä ja tarkka-
reunaisia iPS-kolonioita. Ei 
saa jakaa voimakkaasti, kos-
ka tällöin kasvaa erittäin hi-
taasti ja niukasti.  

++ ++ + (+) ++ + ++ 
 

cross 
25 

Morfologisesti sekaklooni: 
pyöreitä teräväreunaisia sekä 
suuria, levinneitä kolonioita. 
Laiskahko kasvu. 

++ ++/- +++ ++ ++ ++ ++ ++ 

wt MEF - 
  

- - - - + 
 

ES 
   

+++ +++ +++ +++ +++ 
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7 Pohdinta 

7.1 Johtopäätökset 

Työtä ohjaava kysymys oli, ovatko tutkittavat hiiren iPS-kloonit kaikilta tutkittavilta 

ominaisuuksiltaan ensinnäkin kantasoluja ja toisekseen monikykyisiä. Tästä on johdet-

tavissa vastaus kysymykseen, mikä tai mitkä ryhmän tuottamista iPS-klooneista sovel-

tuvat jatkotutkimuksen työvälineiksi. Vastaus saatiin kaikille viidelle karakterisoitavalla 

iPS-kloonille kantasolumaisuuden osalta.  

Sen sijaan kysymys monikykyisyydestä jäi osin jatkotutkimusten varaan, sillä tämän 

työn puitteissa ehdin suorittaa ainoastaan yhden kolmea alkiokerrosta osoittavasta 

tutkimuksesta. Kaikki ektodermikerroksen osalta tutkitut kloonit eli wt 14, wt 17, cross 

2 ja cross 25 ilmensivät neuronispesifistä markkeria, eli ne olivat erilaistuneet ainakin 

ektodermikerroksen soluiksi. 

Kloonin käyttökelpoisuus on päätettävä kaikkien karakterisoinnissa tehtyjen testien 

perusteella. Kloonin hyvä kasvu ja morfologia painottuvat kuitenkin arvioitaessa kloonin 

käyttökelpoisuutta tutkimuksessa. 

Tutkituista klooneista villityypin kloonit wt 14 ja wt 17 läpäisivät kaikki kantasoluille 

ennalta asetetut kriteerit. Molempien kloonien kolonioiden morfologia oli kantasoluille 

tyypillisesti tarkkarajainen ja pyöreämuotoinen. Villityypin kloonit olivat positiivisia kan-

tasoluspesifisille AP- ja SSEA-1-pintamarkkereille, ja ne ilmensivät hyvin kaikkia tutkit-

tuja kantasoluspesifisiä geenimarkkereita. Lisäksi villityypin kloonit saatiin erilaistettua 

EB-muodostuksen kautta ektodermikerrosta edustaviksi neuroneiksi. Wt 17 vaikutti 

muodostavan neuroneita hyvinkin runsaasti, joten se soveltunee hyvin erityisesti neu-

roneita koskevaan jatkotutkimukseen. Molemmat villityypin kloonit kasvoivat lisäksi 

hyvin ja melko nopeasti, joten niiden soveltuvuus käytännön tutkimuskäyttöön on hy-

vä.  

Cln1/cln5-mutanttiklooneissa oli sen sijaan enemmän hajontaa. Cross 2 ilmensi kyllä 

hyvin kantasolun tavoin AP-aktiivisuutta sekä SSEA-1-antigeeniä, ja geenitasollakin 

kantasolun kriteerit täyttyivät, joskin ERas-geenin osalta rimaa hipoen. Lisäksi cross 2 

kasvoi hyvin ja sen erilaistuneet solut ilmensivät neuronispesifistä antigeeniä. Sen si-

jaan kloonin morfologia poikkesi niin paljon hyvän kantasolumorfologian kriteereistä, 

ettei sitä voi pitää jatkotutkimukseen soveltuvana kloonina. Kloonille tehtiin puhdistus 

magneettikuulien avulla, mutta koska myös irtonainen pieni pyöreä solukko oli osin 
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SSEA-1-positiivista, tämä ei auttanut kloonin morfologian siistimisessä. Mahdollinen 

jatkotoimenpide cross 2 -kloonille voisi olla mekaaninen subkloonaus, jossa maljalta 

poimitaan pipetinkärjellä yksi siisti iPS-kolonia. Mikäli tämä ei auta, kloonia ei tulla käyt-

tämään jatkotutkimukseen, vaan se hylätään huonon morfologian vuoksi.  

Cross 7 oli puolestaan morfologialtaan kaunein mutanttiklooni. Se heräsi hyvin hitaasti 

ja vaati muita suuremman tiheyden maljalla eli sitä ei saanut jakaa voimakkaasti, mut-

ta käyntiin päästyään cross 7 kasvoi hyvin ja muodosti erittäin kauniita iPS-kolonioita ja 

olisi näin ollut soveltuva jatkotutkimukseen. Jatkunut hidas kasvu olisi vaarantanut 

kloonin soveltuvuuden tutkimuskäyttöön; juuri hitaan alun takia tämän kloonin moniky-

kyisyyttä ei ehditty tutkia lainkaan. Cross 7 ilmensi kantasolumarkkereita AP ja SSEA-1, 

mutta kantasolumarkkerigeenien osalta klooni aiheutti pettymyksen: se ei ilmentänyt 

juuri lainkaan ERas-geeniä, ja Esg1 ja Nanog-geenejäkin vain heikosti. 

Jotta cross 7 -kloonia voisi harkita jatkokäyttöön, on markkerigeenien PCR-tutkimus 

uusittava uudesta solupelletistä eristetystä RNA:sta tehdyllä cDNA-templaatilla. Uusin-

nassa on varmistettava, että templaattiin saadaan enemmän iPS-soluja kuin tukisoluja, 

jotta tukisoluista eristetty RNA ei peitä alleen iPS-solujen ilmentymistä. Tämä voidaan 

varmistaa joko kasvattamalla malja hyvin täyteen iPS-soluja tai eristämällä RNA SSEA-

1-selektiivisillä magneettikuulilla puhdistetuista soluista, jolloin tukisolujen vaikutus 

saadaan poistettua kokonaan.  

Cross 25 oli morfologialtaan sekakloonin näköinen, ja AP- sekä SSEA-1-värjäykset vah-

vistivat havainnon. Edes kloonin magneettikuulapuhdistus ei riittänyt eliminoimaan 

SSEA-1-negatiivisia soluja kolonioista. Klooni kasvoi laiskanpuoleisesti, mutta maltilli-

sesti jaettuna se pysyi muiden viljelmien tahdissa. Klooni myös muodosti beta-III-

tubuliinivärjäyksessä neuronispesifisiä antigeenejä ilmentäviä soluja. Kloonin kan-

tasolumaiset osat riittivät ilmentämään geenimarkkereita hyvin PCR:ssä; Esg1-geenin 

osalta tämä klooni antoi vieläpä voimakkaimman tuloksen. Näistä vahvuuksista huoli-

matta cross 25 -kloonia ei voi suositella jatkotutkimukseen, sillä klooni ei ole homogee-

ninen.  

Kuten cross 25 -sekakloonin PCR-tulos osoitti, PCR:ssä pienikin templaattimäärä voi 

monistua niin, että testi antaa positiivisen tuloksen. Koska PCR on niin herkkä, se saat-

taa siis antaa hyvän signaalin, vaikka todellisuudessa klooni ilmentäisikin markkeria 

huonosti. SSEA-1- ja AP-värjäykset kertovat tästä syystä paremmin, kuinka homogee-

ninen klooni on; sekakloonitapauksissa nämä osoittavat kolonian epätasaisen värjäyty-
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misen. Toisaalta PCR voi herkkyytensä takia toimia myös päinvastoin: jos tukisoluja on 

paljon iPS-soluihin verrattuna, ne voivat peittää iPS-solujen ilmentymisen, koska eriste-

tyssä RNA-näytteessä on suuri osa tukisolujen RNA:ta. Tämä riski halutaankin sulkea 

pois cross 7:n kohdalla, sillä klooni oli erittäin siisti morfologisesti sekä AP- ja SSEA-1-

kantasolumarkkereiden osalta. Siksi PCR-testit on uusittava tämän kloonin kohdalla. 

Tässä työssä sekä AP- että SSEA-1-värjäys antoivat samansuuntaiset tulokset, vaikka 

AP-värjäys ei ryhmän aiempien kokemusten mukaan ole aina ollut hyvä kantasolu-

markkeri hiiren soluja karakterisoitaessa. Värjäystulos ei ollut aivan yhtä havainnollinen 

ja selvä AP-värjäyksellä, mutta cross 25 -kloonin kohdalla voidaan havaita selvästi AP-

positiivisia ja negatiivisia alueita iPS-kolonioissa. 

7.2 Luotettavuus 

Solutöissä erityisesti soluja jaettaessa vaarana on solulinjojen sekoittuminen inhimilli-

sen virheen tai kontaminaation vuoksi. Tämän vuoksi selvät merkinnät soluviljelymal-

joissa sekä hyvät työkäytännöt ja huolellisuus korostuvat. Laminaarikaapissa on syytä 

pitää vain helposti hallittavaa määrää klooneja kerrallaan. Eri solutyyppejä käsiteltäessä 

käytetään kullekin omia viljelyliuoksiaan, mutta kaikilla iPS-soluilla käytettiin luonnolli-

sesti samaa viljelyliuosta, jolloin kontaminaatioriski viljelyliuosten kautta on teoreetti-

nen olemassa. Pipetinkärkiä vaihdetaan kuitenkin aina jo aseptisten työskentelyn takia, 

mikä minimoi tätä riskiä. Se, että soluviljelmistä ei kertaakaan löydetty bakteerikonta-

minaatiota, on merkki aseptisen työskentelyn onnistumisesta. 

Kun viljeltyjä soluja siirretään peitinlaseilla viljelymaljalta kiinnitettäväksi sekä edelleen 

värjättäväksi ja objektilaseille, on merkintöjen oltava aina yksiselitteisiä. Kloonien vaih-

tuminen päittäin inhimillisen virheen kautta on tällaisissa työvaiheissa kuitenkin aina 

mahdollista. Klooneja on seurattu mikroskopoiden joka päivä, joten morfologian muut-

tuminen tutkimusten aikana herättäisi epäilyksiä. Pieniä morfologiaan perustuvia epäi-

lyksiä onkin magneettipuhdistuksen jälkeisen SSEA-1-värjäyksen tuloksesta wt 14 ja wt 

17 välillä. Molemmat tulokset olivat positiivisia, ja mahdollinen vaihtuminen oli tapah-

tunut kahden villityypin eikä villityypin ja mutantin välillä, mikä olisi voinut vaarantaa 

ryhmän jatkotutkimusten luotettavuuden vertailtaessa villityyppi- ja mutanttikloonien 

ominaisuuksia. Lisäksi varsinaiset tulokset on joka tapauksessa saatu magneettipuhdis-

tusta edeltävästä SSEA-1-värjäyksestä. 

Ryhmä tekee immunofluoresenssivärjäyksiä rutiininomaisesti, eikä värjäyksissä käytetä 

kontrolleja muuten kuin menetelmän toiminnan varmistamiseksi poikkeuksellisten tu-
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losten yhteydessä. Kontrollien puuttuessa värjäystulosten luotettavuutta parantaa cross 

25 -klooni, jonka morfologinen sekakloonimaisuus tukee värjäystuloksien osittaisuutta. 

Immunofluoresenssivärjäysten osalta ongelmana tässä työssä on, että pintamarkkeri 

on SSEA-1-värjäyksessä värjäytynyt niin voimakkaasti, ettei kolonioiden yksittäisiä solu-

rakenteita saatu esiin tavallisella fluoresenssimikroskoopilla. Tällöin on riski, että cross 

25:n lisäksi on ollut muitakin osittaisia sekaklooneja, jotka ovat vain jääneet piiloon 

kolonian pinnan fluoresenssin alle. Toisaalta hyvissäkin klooneissa saattaa olla jonkin 

verran epätasaista värjäytymistä.  

Mutanttiklooni cross 7:n hitaan heräämisen takia tämän kloonin kohdalla riskinä on 

valikoituminen. Koska ehkä vain osa alkuperäisen populaation soluista heräsi pakasta-

misen jälkeen, käyntiin lähtevä solupopulaatio ei välttämättä edusta täysin alkuperäistä 

kloonia. Tätä asiaa ei jälkikäteen voida kuitenkaan jälkikäteen selvittää, sillä työssä 

herätetty soluampulli oli ainoa tästä kloonista pakastettu ampulli.  

Elektroforeesin erottuvuus jäi hieman heikoksi käytettäessä 1 % agaroosigeeliä. Työssä 

käytettiin ryhmän aiemmin käyttämän keskipitkän kokostandardin loputtua lyhyille mo-

nistustuotteille tarkoitettua kokostandardia, joka olisi paremmin erottuakseen vaatinut 

korkeamman (2,5–3 %) agaroosipitoisuuden. Kokostandardin tarkkuus riitti kuitenkin 

ilmaisemaan monistustuotteen pituuden tämän työn tarkoituksiin. Lisäksi kloonien il-

mentämä vyöhyke on samankokoinen kuin ES-kontrollin vyöhyke.  

RNA-saanto jäi työssä heikoksi, ja tästä aiheutui päänvaivaa RT-PCR-työhön. Saanto oli 

kuitenkin tasaisen matala kaikilla klooneilla, joten cross 7 -kloonin PCR-tuloksen heik-

kouden ei tällä perusteella voi olettaa johtuvan pelkästä saannosta. Uusittaessa cross 

7:n geenimarkkeritutkimusta olisi kuitenkin varmasti syytä käyttää reagenssipakettia, 

jolla eristettäessä RNA-saannot ovat olleet korkeampia. Nyt käytettyjen Bio-Radin pyl-

väiden kapasiteetiksi oli ilmoitettu 2 x 106 viljeltyä nisäkässolua, ja tämän määrän ylit-

täminen voi johtaa pylvään tukkeutumiseen ja RNA:n epäpuhtauteen. RNA:n puh-

tausaste oli 1,95 eli hyvin puhdasta, eikä pylvään pinnalla näkynyt nestettä, mikä viit-

taisi tukkeutumiseen. Tätä työtä varten ei erikseen mitattu pellettiin otettavaa solu-

määrää, mutta cross 7:n tapauksessa pelletti oli tehty ½ 6-kuoppalevyn kuopasta eli 

1,25 ml:sta solususpensiota. Magneettikuulapuhdistusta varten laskettaessa, jolloin 

viljelymalja oli kasvatettu hyvin täyteen, solukonsentraatio oli 3,59 x 106 solua/ml. Tä-

män perusteella lasketun karkean arvion mukaan pylvään kapasiteetti on todennäköi-

sesti jonkin verran ylitetty. Reagenssivalmistajan mukaan pylväällä tulisi saada viljel-

lyistä soluista 20-40 µg:n RNA-saanto. Nyt RNA:n konsentraatio oli 42,82 ng/µl ja elu-
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ointi tapahtui 80 µl:aan, joten saanto oli vain 3,4 µg eli merkittävästi odotettua pie-

nempi. Ryhmän aikaisempienkin havaintojen mukaan hieman kalliimpi Qiagenin rea-

genssipaketti on antanut huomattavasti edullisempaa Bio-Radin pakettia korkeampia 

saantoja. Siten tämän työn perusteella en voi suositella Bio-Radin reagenssipakettia 

tuleviin karakterisointeihin.  

On mahdollista, että PCR-ohjelman lämpötiloja ja syklimääriä säätämällä olisi herkkyyt-

tä voitu lisätä erityisesti ERas-alukkeiden osalta. Nyt tulos jäi todella heikoksi cross 7 -

kloonin lisäksi myös cross 2 -kloonin osalta. Aikataulu ei kuitenkaan riittänyt PCR-

ohjelman optimointiin opinnäytetyön puitteissa. 

Selvää on, että monikykyisyydestä ei voida pelkästään tämän työn perusteella antaa 

varmaa tulosta. Erilaistuminen tutkittiin vasta ektodermin osalta, mutta endo- ja meso-

dermin osalta tässä tutkimuksessa ei ehditty saada tuloksia. Tutkimusryhmä tekee 

puuttuvat monikykyisyyden osoitukset wt 14 - ja wt 17 -klooneille ennen niiden käyt-

töönottoa. Samoin kokeet tehdään cross 7 -kloonille, mikäli se läpäisee uusitun PCR-

kokeen.  

7.3 Muita huomioita 

iPS-soluja ei vielä ymmärretä riittävän hyvin, jotta esimerkiksi cross 2 -kloonissa ilmen-

neen pienen irtonaisen solukon merkitystä osattaisiin arvioida. Myös muilla tutkimus-

ryhmillä on ajoittain ilmennyt vastaavaa poikkeavaa morfologiaa. Sen voidaan arvella 

johtuvan esimerkiksi epätäydellisestä induktiosta, jolloin kaikki tekijät eivät olisi siirty-

neet klooniin kunnolla, ja tämä vaikuttaisi kolonioiden puutteellisen oloiseen koheesi-

oon. Koheesion puute voi mahdollisesti kieliä myös esimerkiksi syöpäkantasolumaisuu-

desta. Jatkotutkimusta tarvitaan ilmiön ymmärtämiseksi paremmin. (Kyttälä 2011.) 

Toinen asia, josta olisi kiinnostavaa saada lisätietoa, on solujen hakeutuminen mie-

luummin muoville kuin lasille, vaikka molemmat materiaalit olisi gelatinoitu. Tämä ilmiö 

toistui aina kasvatettaessa soluja maljalla, jolla oli myös peitinlaseja. Soluja olisi tarvittu 

nimenomaan peitinlaseille värjäyksiä varten, mutta solut tuntuivat välttelevän kasvua 

peitinlaseilla ja hakeutuvan lasien väleihin maljan muoviselle pohjalle. Tämä ongelma 

voidaan kiertää kiinnittämällä ja värjäämällä solut suoraan solumaljalla. Tällöin analyy-

siin on käytettävä käänteismikroskooppia, jota tässä työssä ei ollut käytettävissä.  

Tuotettaessa MEF-soluja (alkuperäiset solut, jotka uudelleenohjelmoitiin kantasoluiksi) 

PCR-työn negatiiviseksi kontrolliksi vasta neljäs MEF-kanta saatiin kasvamaan pakaste-
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tusta ampullista. Kuten todettu, fibroblastisolut kestävät huonosti voimakasta jakamis-

ta, mutta kaikki ampullit herätettiin ennen pakastusta kasvatusta vastaavaan tilavuu-

teen, eikä ongelmaa siis pitäisi olla. Tämä korosti pakastamisohjeen huolellisen noudat-

tamisen tärkeyttä; jos herätettävänä olisi ollut ainutlaatuinen iPS-klooni, olisi se toden-

näköisesti menetetty. On mahdollista, ettei soluja ollut pakastettu hyvässä kasvun vai-

heessa eli mieluiten seuraavana päivänä jakamisesta, kun solut peittävät noin 50–80 % 

käytettävissä olevasta pinta-alasta.     

Työssä kokeiltiin myös uutta AP-värjäysreagenssia ja -protokollaa suunnitellun rea-

genssin menetettyä tehonsa. Värjäyksen havainnollisuus uudella sinivioletin värjäystu-

loksen antavalla NBT/BCIP-reagenssilla oli heikompi kuin aikaisemmalla immunoentsy-

maattisella menetelmällä, joka antoi AP-aktiivisille soluille kirkkaanpunaisen värjäystu-

loksen. Uuden reagenssin säilyvyys on hyvä, mikä tekee siitä taloudellisemman tutki-

musryhmässä, jossa AP-reagenssia tarvitaan harvakseltaan. Tämän työn perusteella 

menetelmä tuntui toimivalta AP-aktiivisuuden osoittamisessa. Olin kuitenkin ryhmän 

kanssa yhtä mieltä siitä, että aiemmin käytössä ollut punaisen reaktion tuottava AP-

värjäys olisi tulkinnan ja havainnollisuuden kannalta parempi.  

7.4 Opinnäytetyöprosessi 

Työ oli motivoiva opinnäytteenä, koska toimeksiantajana toimivalla tutkimusryhmällä 

oli työlle selvä tarve. Karakterisoinnit on suoritettava kaikille tuotetuille iPS-klooneille, 

ennen kuin niitä voidaan hyödyntää tutkimuskäytössä. Tutkimusryhmä myös tarvitsi 

lisää karakterisoituja klooneja omia jatkotutkimuksiaan varten, voidakseen osoittaa 

toistettavasti eroja villityypin ja uuden cln1/cln5-mutanttihiirikannan iPS-kloonien välil-

lä. Tässä työssä tuotettuja morfologiakuvia voidaan käyttää ryhmän tulevissa julkai-

suissa. 

Opinnäytetyöprosessin tiedettiin alusta alkaen olevan aikataulultaan haasteellinen. So-

lutöissä yllätyksiä aiheuttaa usein solukloonien yksilöllinen kasvuvauhti. Tässäkin tapa-

uksessa cross 7 aiheutti alussa haasteita, ja tämän vuoksi karakterisoitavaksi otettiin 

vielä yksi uusi mutanttiklooni, cross 25. En kuitenkaan halunnut luopua toivosta cross 

7:n kanssa, koska se oli morfologisesti niin lupaava. Tämän takia alun perin suunniteltu 

laajuus eli kahden villityypin kloonin ja kahden mutanttikloonin karakterisointi kasvoi 

kahteen villityypin klooniin ja kolmeen mutanttiklooniin. Kävimme läpi tulokset ja seu-

raavan viikon työt viikoittain ohjaajani kanssa, ja vaikka alussa olimme jopa hieman 

edellä suunnitellusta aikataulusta, tilanne muuttui kun eri kloonit kasvoivat eritahtisesti. 
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Aikataulu oli kuitenkin suunniteltu joustavaksi siten, että jätimme jakson loppupuolelle 

kaavaillun PCR-olosuhteiden optimoinnin kokonaan pois työstä.  

Huolimatta tästä aikataulujoustosta monikykyisyyden osoituskokeet jäivät osin kesken. 

Tähän tosin vaikutti osaltaan myös se, että tilanne oli hieman auki endodermin ja me-

sodermin osoitusvärjäyksissä käytettävien vasta-aineiden osalta. Vaikka osa monikykyi-

syyden osoituksista jäi kesken, on näidenkin osalta aikaavievimmät työvaiheet jo suori-

tettu, ja myöhemmin suoritettavaksi jäi ainoastaan valmiiden peitinlasien värjääminen 

ja mikroskopointi.  

Tämä opinnäytetyö tarjosi näköalapaikan ajankohtaiseen tutkimukseen ja tutkimusla-

boratorion toimintaan sekä mahdollisuuden perehtyä monipuolisesti karakterisoinnissa 

käytettäviin menetelmiin. Erityisesti haluan kiittää työni ohjaajaa dosentti Aija Kyttälää 

sekä tutkimuslaborantti Seija Puomilahtea heidän korvaamattomasta panoksestaan 

tämän työn syntymiselle.  
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Karakterisointipaneeli wt 14 
 

   

   

   

 

 

PCR-tulos spesifisillä alukkeilla 

 

Beta-III-tubuliinivärjäys, 400 x suurennos, 
fluoresenssimikroskopia 
Jana = 50 µm 

 

SSEA-1-värjäys, 630 x suurennos, 
fluoresenssimikroskopia 
Jana = 50 µm 

 

AP-värjäys, 100 x suurennos, valomikroskopia 
faasikontrasti. Jana= 100  µm 

 

100 x suurennos, valomikroskopia, 
faasikontrasti. Jana= 100 µm  

 

40 x suurennos, valomikroskopia. 
Jana = 500 µm 
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Karakterisointipaneeli wt 17 
 

   

   

   

 

 

Beta-III-tubuliinivärjäys, 400 x suurennos, 
fluoresenssimikroskopia 
Jana = 50 µm 

 

SSEA-1-värjäys, 630 x suurennos, 
fluoresenssimikroskopia 
Jana = 50 µm 

 

AP-värjäys, 100 x suurennos, valomikroskopia 
faasikontrasti. Jana = 100 µm 

 

100 x suurennos, valomikroskopia, 
faasikontrasti. Jana = 100 µm  

 

40 x suurennos, valomikroskopia. 
Jana = 500 µm 

 

PCR-tulos spesifisillä alukkeilla 
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Karakterisointipaneeli cross 2 

   

   

   

 

 

Beta-III-tubuliinivärjäys, 400 x suurennos, 
fluoresenssimikroskopia 
Jana = 50 µm 

 

SSEA-1-värjäys, 630 x suurennos, 
fluoresenssimikroskopia 
Jana = 50 µm 

 

AP-värjäys, 100 x suurennos, valomikroskopia 
faasikontrasti. Jana = 100 µm 

 

100 x suurennos, valomikroskopia, 
faasikontrasti. Jana = 100 µm 

 

40 x suurennos, valomikroskopia 
Jana = 500 µm 

 

PCR-tulos spesifisillä alukkeilla 
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Karakterisointipaneeli cross 7 

   

   

   

 

 

SSEA-1-värjäys, 630 x suurennos, 
fluoresenssimikroskopia 
Jana = 50 µm 

 

AP-värjäys, 100 x suurennos, valomikroskopia, 
faasikontrasti. Jana = 100 µm 

 

100 x suurennos, valomikroskopia, 
faasikontrasti. Jana = 100 µm 

 

40 x suurennos, valomikroskopia 
Jana = 500 µm 

 

PCR-tulos spesifisillä alukkeilla 
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Karakterisointipaneeli cross 25 

   

   

   

 

 

100 x suurennos, valomikroskopia , 
faasikontrasti. Jana = 100 µm 

 

40 x suurennos, valomikroskopia 
Jana = 500 µm 

 

AP-värjäys, 100 x suurennos, valomikroskopia 
faasikontrasti. Jana = 100 µm 

 

SSEA-1-värjäys, 630 x suurennos, 
fluoresenssimikroskopia 
Jana = 50 µm 

 

Beta-III-tubuliinivärjäys ,400 x suurennos 
fluoresenssimikroskopia 
Jana = 50 µm 

 

PCR-tulos spesifisillä alukkeilla 



  

 

Opinnäytetyön vaiheistus 
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 Liite 8 

Soluviljely 

Kaikissa solutöissä käytettiin THL LATUn tuottamaa fosfaattipuskuroitua NaCl-liuosta 
(PBS) ilman Ca ja Mg, tuote 28, erä 92037, exp. 090912. 

SNL-soluille käytettiin SNL-kasvatusliuosta: DMEM, 10 % FBS, 0,1 mM NEAA, 
Pen/Strep. 

iPS-soluille käytettiin steriilisuodatettua ES-kasvatusliuosta: DMEM 400 ml, ES-seerumi 
75 ml, L-glutamiini 5 ml, NEAA 5 ml, 2-ME 1 ml, Pen/Strep 0,75 ml. 

MEF-soluille käytettiin fibroblastikasvatusliuosta: DMEM, 10 % FBS, 1x NEAA, 
Pen/Strep. 

Solujen herätys -150°C:sta 

1. Sulata soluampulli mahdollisimman nopeasti +37 °C:ssa 

2. Pipetoi solut 15 ml Falcon-putkeen ja lisää solujen päälle 10 ml kasvatusliuosta 

3. Sentrifugoi solut putken pohjalle (esim. 1000 rpm 5 min) 

4. Kaada supernatantti pois ja naputtele solupelletti hajalle 

5. Lisää päälle sopiva määrä kasvatusliuosta ja suspensoi 

6. Siirrä solut viljelyalustalle (samankokoiseen josta pakastettu) 

Viljelmän jakaminen 

1. Poista kasvatusliuos pipetoimalla tai imulla 

2. Pese solut PBS:llä 

3. Lisää 0,05 % trypsiini-EDTA-liuosta niin, että solut juuri peittyvät 

4. Inkuboi huoneenlämmössä tai solukaapissa muutama minuutti ja naputtele vil-
jelyalustaa 

5. Tarkista mikroskoopilla, että solut ovat irronneet 

6. Pipetoi edestakaisin, kunnes suspensio on yksisoluista 

7. Suspensoi solut sopivaan määrään kasvatusliuosta (niin paljon, että kasvatus-
liuoksen seerumi inaktivoi trypsiinin) ja siirrä sopivalle viljelyalustalle 

Solujen pakastaminen 

1. Irrota solut tavalliseen tapaan kasvatusliuokseen 

2. Sentrifugoi solut putken pohjalle (esim. 1000 rpm 5-10 min) 

3. Kaada supernatantti pois ja naputtele solupelletti hajalle 

4. Suspensoi solut hyvin 1 ml:aan liuosta, jossa iPS-soluille 50 % ES-seerumi, 40 
% DMEM, 10 % DMSO / MEF-soluille 10 % DMSO, 90 % FBS 

5. Siirrä solususpensio huolellisesti merkittyyn kryo-putkeen ja isopropanoliastiaan 

6. Siirrä isopropanoliastia -70 °C:een. Siirrä soluampulli 1-2 vrk kuluttua -150 
°C:een. 
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RNA-eristys 

Käytettiin Bio-Rad Aurum total RNA mini kit sample pack -reagenssipakettia (Cat. 732-
6820S), joka sisältää eristyspylväät, pesuputkia, eppendorf-putkia, DNAasi I:n, lyysi-
puskurin, low stringency pesuliuoksen, high stringency pesuliuoksen, eluointiliuoksen ja 
DNAasi-laimennusliuoksen.  

Solupelletteihin pipetoitiin 500 µl lyysipuskuria ja sekoitettiin pipetoimalla sekä vortek-
soimalla. Tämän jälkeen seurattiin pakkauksen ohjetta: 

1. Laita eluointiliuos +70 °C vesihauteeseen ja aseta eristyspylväs pesuputkeen. 

2. Pipetoi homogenisoitu lysaatti eristyspylvääseen ja sentrifugoi 30 sekuntia. 
Poista eristyspylväs pesuputkesta, kaada filtraatti pois pesuputkesta ja aseta 
pylväs takaisin samaan putkeen. 

3. Laimenna 5x low stringency -pesuliuos lisäämällä 16 ml abs. EtOH. 

4. Lisää 700 µl low stringency -pesuliuosta pylvääseen ja sentrifugoi 30 sekuntia. 
Kaada pesuliuos pois pesuputkesta ja aseta pylväs takaisin samaan putkeen.  

5. Lisää 250 µl 10 mM Tris, pH 7,5 lyofilisoituun DNAasi I:een ja sekoita pipetoi-
malla. 

6. Sekoita 5 µl DNAasi I-liuosta ja 75 µl DNAasi laimennusliuosta kutakin pylvästä 
kohden. Pipetoi 80 µl laimennosta kuhunkin pylvääseen ja inkuboi 15 min huo-
neenlämmössä. Sentrifugoi 30 sekuntia. Kaada liuos pois pesupylväästä ja aseta 
pylväs takaisin samaan putkeen.  

7. Lisää 700 µl high stringency -pesuliuosta eristyspylvääseen ja sentrifugoi 30 se-
kuntia. Kaada pesuliuos pois pesupylväästä ja aseta pylväs takaisin samaan 
putkeen. 

8. Lisää 700 µl low stringency -pesuliuosta eristyspylvääseen ja sentrifugoi 30 se-
kuntia. Kaada pesuliuos pois pesupylväästä ja aseta pylväs takaisin samaan 
putkeen. 

9. Sentrifugoi vielä 2 minuuttia pesuliuosjäämien poistamiseksi.  

10. Siirrä eristyspylväs pakkauksen mukana tulleeseen eppendorf-putkeen. Pipetoi 
80 µl esilämmitettyä eluointiliuosta suoraan eristyspylvään kalvolle ja inkuboi 1 
min. Sentrifugoi 2 min RNA:n eluoimiseksi. Eluoitu RNA voidaan käyttää välit-
tömästi RT-PCR-reaktiossa. Säilytys +4 °C:ssa. 
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RT-PCR 

Käytettiin Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-qPCR -reagenssipakkausta, 
Cat. K1641, Lot 00054390, Exp. 09/2011. 

 Maxima Enzyme Mix, sisältää käänteiskopioijaentsyymin (reverse transcriptase) 
ja RNAasi-estäjän (RNase inhibitor)  

 Reaktioseos, sisältää reaktiopuskurin, deoksiribonukleotidit (dNTP) ja alukkeet.  
 Nukleaasivapaa vesi  

 

Säilytä reagenssit ja näytteet pipetoinnin ajan jäillä.  

1. Pipetoi (Finnpipetillä) RNAasivapaaseen putkeen järjestyksessä 

5x reaktioseos 4 µl 
Maxima Enzyme Mix 2 µl 
Templaatti-RNA (tavoite: 1 µg) 14 µl 
yht. 20 µl 
 

2. Sekoita ja sentrifugoi alas 

3. Inkuboi  
10 min 25°C 
15 min 50°C 
5 min 85°C 
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PCR 

Työssä käytettiin:  

 Käytettiin Promega GoTaq Green Master Mix. Cat. M7112, Lot 313876 exp. 
09/2012 

 seuraavia SIGMA-alukkeita: 
 

Spesifinen aluke Emäsjärjestys 

Sg1 sense GAA GTC TGG TTC CTT GGC AGG ATG 

mESG antisense ACT CGA TAC ACT GGC CTA GC 

mERas sense ACT GCC CCT CAT CAG ACT GCT ACT 

mERas antisense CAC TGC CTT GTA CTC GGG TAG CTG 

mFgf4 sense CGT GGT GAG CAT CTT CGG AGT GG 

mFgf4 antisense CCT TCT TGG TCC GCC CGT TCT TA 

mNanog sense AGG GTC TGC TAC TGA GAT GCT CTG 

mNanog antisense CAA CCA CTG GTT TTT CTG CCA CCG 

mZfp42 (Rex1) sense ACG AGT GGC AGT TTC TTC TTG GGA 

mZfp42 (Rex1) antisense TAT GAC TCA CTT CCA GGG GGC ACT 

 
200 µM alukkeet laimennettiin 20 µM:iin 1:10. 180 H2O + 20 µl aluke 

Reagenssi Tilavuus µl /1 reaktio Tilavuus µl x 20 

GoTaq Green Master Mix 12,5  250 

primer sense 20 µM 3,75 75 

primer antisense 20 µM 3,75 75 

cDNA-templaatti > 20 ng 1 / 1,5 µl  

H2O 4 µl 80 µl 

 
Näytteiden pipetointijärjestys 96-kuoppalevylle (pipetointi Finnpipetillä): 

  1. 2. 3. 4. 5. 

  Esg1 ERas Fgf4 Nanog Zfp42 

A wt 14      

B wt 17      

C cross 2      

D cross 7      

E cross 25      

F MEF      

G ES      

H H2O      

 

PCR-ohjelma: 

Lämpötila Aika  

95°C 1 min  

95°C 45 s 

  x 30 68°C 45 s 

72°C 45 s 

70°C 5 min  

4°C forever  

Elektroforeesissa käytettiin  
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 DNA:n värjäämiseen Invitrogen SYBR Safe DNA gel stain 10 000x concentrate 
in DMSO, Lot 565366 

 Kokostandardina O’Gene Ruler Low Range, Lot 00082610 concentration 0,1 
µg/µl 

 
Valmistettiin 1 % agaroosigeeli: 100 ml 1xTBE + 1 g agaroosi + 5 µl SYBR Safe -väri. 
 
Näytteiden PCR-monistustuotetta pipetoitiin kaivoihin 5 µl. 
 
Näytteiden ja kontrollien pipetointijärjestys agaroosigeelin kaivoihin oli sama jokaiselle 
alukeparille: 
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Magneettikuulapuhdistus 

Työssä käytettiin:  

 Miltenyi Anti-SSEA-1-(CD15) Microbeads, human & mouse, Lot 5110317127, 
Exp. 16 Sep 2011. 

 Miltenyi MACS separation MS columns , Lot 5100614039, Exp. 13 Jun 2013 
 Miltenyi Mini MACS Separator -magneetit 
 Puskurina PBS pH 7,2 – 0,5 % BSA (bovine serum albumin) – 2 mM EDTA. 

 

Työn suoritus: 

1. Trypsinoi solut huolellisesti niin että solut ovat suspensiona yksittäisinä. Lisää 
riittävästi kasvatusliuosta. 

2. Laske suspension solumäärä. 

3. Sentrifugoi solunappi pohjaan. 

4. Suspensoi 1 ml:aan PBS:ää ja sentrifugoi 300g 10 min. 

5. Suspensoi solut 80 µl:aan puskuria ja pipetoi päälle 20 µl magneettikuulia. Se-
koita hyvin. 

6. Inkuboi jääkaapissa 15 min. 

7. Lisää 1 ml puskuria ja sentrifugoi 300 g 10 min. 

8. Poista supernatantti huolellisesti ja suspensoi solunappi 500 µl:aan puskuria. 

9. Aseta pylväs magneettitelineeseen ja pese pylväs 500 µl:lla puskuria. 

10. Pipetoi solususpensio pylvääseen (pylväs koko ajan kiinni magneettitelineessä). 

11. Pese pylväs 3 x 500 µl puskuria. Lisää uusi puskuri vasta kun edellinen on valu-
nut kokonaan läpi. 

12. Ota pylväs irti telineestä ja laita keräysputkeen. Lisää 1 ml puskuria ja paina 
puskuri männällä putkeen.  

13. Lisää päälle ES-kavatusliuosta solujen suojaksi ja sentrifugoi solut pohjaan. 

14. Resuspensoi solunappi sopivaan määrään ES-kasvatusliuosta. 
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Alkalinen fosfataasi -värjäys 

 

Käytettiin Roche NBT/BCIP Stock Solution, Lot 12395020, Exp. Mar 2013. 

 

Värireagenssi valmistetaan juuri ennen värjäämistä: 

H20  810 µl 
1 M Tris- HCl pH 9,5  100 µl 
5 M NaCl 20 µl 
1 M MgCl2 50 µl 
NBT/BCIP 20 µl 
yht. 1 ml 
 
 

1. Solujen kiinnitys 10 min 4 % PFA. 
2. Pesu PBS:llä. 
3. Aspiroi, lisää värjäysreagenssi. Reaktio on nopea: sininen väri ilmenee muuta-

man minuutin inkuboinnin (RT) jälkeen. 
4. Pesu PBS:llä.  
5. Jätä peitinlasit PBS:ään, säilytys +4°C. Väri pysyy peitinlaseilla hyvin ainakin 

viikon ajan. 
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SSEA-1-värjäys 

 

Primäärivasta-aineena käytettiin mouse SSEA-1 IgM clone MC 480 monoklonaalista 
vasta-ainetta, Lot PS01739905, Exp. 2011/09, joka oli peräisin Milliporen ES Cell Cha-
racterization Kit -reagenssipakkauksesta, Cat. SCR001. 

Sekundaarivasta-aineena käytettiin Jackson rabbit anti-mouse TRITC. 

Läpäisy/blokkausliuoksena käytettiin 0,2 % saponiini – 0,5 % BSA in PBS. Värjäystä 
varten tehtiin tuore erä liuottamalla 0,06 mg saponiinia 30 ml:aan 0,5 % BSA in PBS.  

1. Kiinnitä solut 15-20 min 4 % PFA. Peitinlasit voi jättää PBS:ään +4°C. 

2. Aspiroi PBS. Tee läpäisy ja blokkaus pipetoimalla 600 µl saponiini-BSA-PBS:ää, 
inkuboi 30 min huoneenlämmössä. 

3. Aspiroi liuos pois. Siirrä peitinlasit kammioon kostean imupaperin päällä olevalle 
parafilmille solupuoli ylöspäin, estä kuivuminen saponiini-BSA-PBS:llä. 

4. Laimenna primäärivasta-aine 1:50 (10 µl SSEA-1 + 490 µl saponiini-BSA-PBS). 
Pipetoi laseille 50 µl laimennosta. Huom! 1:200 laimennos olisi riittävä! 

5. Inkuboi vähintään 60 min huoneenlämmössä. Aspiroi ja huuhtele saponiini-BSA-
PBS:llä. 

6. Pese 3 x 5-10 min 100 µl saponiini-BSA-PBS 

7. Laimenna sekundäärivasta-aine 1:200 (2,5 µl Ab + 520 µl saponiini-BSA-PBS). 
Pipetoi laseille 50 µl laimennosta. 

8. Inkuboi 45 min huoneenlämmössä valolta suojattuna. Aspiroi ja huuhtele sapo-
niini-BSA-PBS:llä. 

9. Pese 3 x 5-10 min 100 µl saponiini-BSA-PBS. 

10. Pese vielä H2O:lla 5 min. 

11. Kiinnitä peitinlasit objektilasille vesiliukoisella kiinnitysaineella (Thermo Immu-
Mount, Cat. 9990402). 
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Beta-III-tubuliinivärjäys 

 

Primäärivasta-aineena käytettiin BioSite rabbit polyclonal anti-neuronal Class III beta-
tubulin, Cat. PRB-435P-100. 

Sekundäärivasta-aineena käytettiin Jackson Immuno Research Texas Red dye-
conjugated Affini-Pure donkey anti-rabbit IgG, Code 711-075-152, Lot 77917. 

Läpäisy/blokkausliuoksena käytettiin 0,2 % saponiini – 0,5 % BSA in PBS. Värjäystä 
varten tehtiin tuore erä liuottamalla 0,06 mg saponiinia 30 ml:aan 0,5 % BSA in PBS.  

1. Kiinnitä solut 15-20 min 4 % PFA. Peitinlasit voi jättää PBS:ään +4°C. 

2. Aspiroi PBS. Tee läpäisy ja blokkaus pipetoimalla 600 µl saponiini-BSA-PBS:ää, 
inkuboi 30 min huoneenlämmössä. 

3. Aspiroi liuos pois. Siirrä peitinlasit kammioon kostean imupaperin päällä olevalle 
parafilmille solupuoli ylöspäin, estä kuivuminen saponiini-BSA-PBS:llä. 

4. Laimenna primäärivasta-aine. Käyttölaimennos 1:1000 tehtiin välilaimennokses-
ta 1:10 (2,5 µl Ab + 250 µl 0,2 % saponiini – 0,5 % BSA in PBS). Pipetoi laseille 
50 µl laimennosta.  

5. Inkuboi vähintään 60 min huoneenlämmössä. Aspiroi ja huuhtele saponiini-BSA-
PBS:llä. 

6. Pese 3 x 5-10 min 100 µl saponiini-BSA-PBS 

7. Laimenna sekundäärivasta-aine 1:200 (1,3 µl Ab + 250 µl saponiini-BSA-PBS). 
Pipetoi laseille 50 µl laimennosta. 

8. Inkuboi 45 min huoneenlämmössä valolta suojattuna. Aspiroi ja huuhtele sapo-
niini-BSA-PBS:llä. 

9. Pese 3 x 5-10 min 100 µl saponiini-BSA-PBS. 

10. Pese vielä H2O:lla 5 min. 

11. Kiinnitä peitinlasit objektilasille vesiliukoisella kiinnitysaineella. Näytteen toinen 
lasi kiinnitettiin Thermo Immu-mountilla Cat. 9990402, toinen Vector Vec-
taShield mounting medialla Cat. H-1200, Lot T0717. 

 

 

 


