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Ruskea rasvakudos on puhututtanut paljon mahdollisena terapeuttisen hoitokeinona lii-
kalihavuuden hoidossa. Adipogeneesi eli rasvasolujen erilaistuminen, niiden tarkan al-
kuperan ymmartaminen seka toimivan erilaistamisen protokollan luominen on ollut kui-
tenkin haastavaa. Mitokondriot ovat suuressa osassa ruskeiden rasvasolujen toimintaa,
silla ne kuluttavat energiaa luomalla lamp6a termogeneesiksi kutsutun reaktion avulla.
Mitokondrioiden aktiivisuuden mahdollinen lisdéaminen voisi edesauttaa energian kulu-
tuksen merkittavaa lisddmista. Opinnaytetydn tarkoituksena oli luoda indusoiduista plu-
ripotenteista kantasoluista aktiivisia ruskeita rasvasoluja mukailemalla Vidal-Puig labo-
ratorion hiljattain julkaisemaa protokollaa.

Opinnaytetyon aihe saatiin Helsingin yliopiston Henna Tyynismaan metabolian ja kanta-
solujen tutkimusryhmalta. Opinnaytety6 on tehty yhteistydssa heidéan kanssaan seka
tutkimuksellinen osio on suoritettu heidan laboratoriossaan.

Tutkimuksessa kaytetyt indusoidut pluripotentit kantasolut olivat terveita 24.3 kontrol-
lisolulinjan indusoituja pluripotentteja kantasoluja. Soluja lahdettiin erilaistamaan kohti
ruskeita rasvasoluja soluviljelymenetelméan avulla. Soluja ohjattiin kasvatusliuosten
komponentteja vaihtamalla kohti ruskeita rasvasoluja. Solujen transkriptiotekijoita ja rus-
keille rasvasoluille ominaisia markkereita tutkittiin reaaliaikaisen kvantitatiivisen polyme-
raasiketjureaktion avulla. Markkereina kaytettin MYF5, PDGFRa, PLIN1, EBF2,
ADRB3, DIO2, UCP1 ja PRDM16 geeneja. Qil red -O varjayksen avulla tarkasteltiin
rasvan muodostumista soluihin seka rasvan méaaraa. Solujen morfologiaa, maaraa ja
aktiivisuutta tarkasteltiin mikroskoopilla paivittain.

Tuloksien perusteella ei voitu varmistua solujen olevan ruskeita rasvasoluja. Solujen li-
pidien muodostuminen olivat ruskeille rasvasoluille ominaisesti pienia ja runsaslukuisia,
mutta UCP1 ekspressio ei ollut lisdaantynyt RT-gPCR tuloksissa. TAma viittaa siihen,
ettd erilaistuneet solut olivat rasvasoluja, mutta eivat aktiivisia ruskeita rasvasoluja, jotka
kykenevét termogeneesiin ja energiankulutuksen lisddmiseen.
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Brown adipose tissue has been a major interest in the field to help the battle against obe-
sity and its various comorbidities. One example being type 2 diabetes mellitus. Brown
adipose tissue has uniquely multiple mitochondria which not only act as the power house
of the cell but dissipate energy in form of heat in reaction called thermogenesis. This
unique character could act as a therapeutic treatment for obesity by activating the mito-
chondria and its UCP1 proteins. However, adipogenesis needs to be studied and charac-
terized so we are able to verify fully working protocol for brown adipose differentiation
and later on verify the link between brown adipocytes in obesity treatment.

Aim of this study was to differentiate induced pluripotent stem cells to mature brown adi-
pocytes. In this study was used Vidal-Puig laboratory’s freshly published protocol for
brown adipocyte differentiation. Stem cells that were used in this study were healthy con-
trol cell line cells 24.3. Cells were derived towards brown adipocytes by different chemi-
cally induced medias using basic cell culturing methods. This study was conducted in a
collaboration with University of Helsinki in the laboratory of Henna Tyynismaa at the Re-
search Program of Stem Cells and Metabolism.

Reverse transcriptase polymerase chain reaction was used to compare the brown adipo-
cyte markers between differentiated and nondifferentiated cells. Gene markers that were
used were MYF5, PDGFRa, PLIN1, EBF2, ADRB3, DIO2, UCP1 and PRDM16. Also, the
fully differentiated cells were dyed using Oil red O staining which was meant to dye neu-
tral lipids and triglycerides in the cells. The cells were viewed daily by the microscope.
The differentiation protocol was carried out only once because the time limitations of this
study.

The results indicated that some adipogenesis was occurring based on the Oil red O
staining and lipid accumulation seen by microscope. However, the reverse transcriptase
polymerase chain reaction did not have any difference between iPS-cells and mature
brown adipocytes in UCP1. Therefore, it is safe to assume that the differentiated cells
were adipocytes but not active brown adipocytes which would be able to carry out ther-
mogenesis and increase energy expenditure.

Brown adipocytes, mitochondria, cell culture, induced
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1 Johdanto

Yleisimpia kuolinsyitda maailmalla ovat liikalihavuus ja sen aiheuttamat sairaudet kuten
diabetes seké sydan- ja verisuonitaudit (WHO 2020). Tutkimukset ovat todistaneet, etta
ruskean rasvan aktiivisuus ja sen kyky kuluttaa energiaa lammaoéntuotannon avulla voi-
sivat olla merkittava terapeuttinen hoito liikalihavuudessa. Ruskean rasvan kyky kulut-
taa energiaa perustuu sen suureen maaradn mitokondrioita seka niiden kykyyn tuottaa
[Ampo6a kylmaaltistuksen aikana. Ruskean rasvan hyodyt painonhallinnassa eivat jaa
vain energian kuluttamiseen vaan on my6s nayttdd sen osuudesta ruokahalun hillin-
nassa seké rasva-aineenvaihdunnassa. Ruskean rasvan aktiivisuus korreloi alhaisen
painoindeksin (BMI) seka alhaisen rasvaprosentin kanssa. Kiinnostus ruskeaa rasvaa
ja sen aktiivisuutta kohtaan on ollut vimevuosina nousussa. Kuitenkin ruskean rasvan
tutkiminen on ollut haastavaa sen vahaisen maaran seka usein sen vaikean sijainnin
takia ihmiselimistéssa. Taman seurauksena ruskean rasvan kehittymisesta seka eri-
laistumisesta on vain rajoitetusti tietoa nykypaivana. Liséksi suurin osa tutkimuksista
kasittelee hiirilla tehtyja tutkimuksia. (Laurila 2021: 19; Carobbio & Rosen & Vidal-Puig
2013: 75.)

Indusoitujen pluripotenttien kantasolujen (iPS-solut) avulla pystytaén tutkimaan solujen
erilaistumista, mallintamaan tauteja sekd testaamaan uusia hoitomuotoja. Kyky tuottaa
ja kasvattaa suuria solumaaria suhteellisen lyhyessé ajassa antaa tehokkaan mahdolli-
suuden paasta kasiksi ruskean rasvan alkuperaén, erilaistumiseen seka aktiivisuuden
saatelemiseen. (Carobbio ym. 2013: 75; Brown 2019: 4.) IPS-solut on luotu uudelleen-
ohjelmoimalla jo erilaistuneita somaattisia soluja takaisin pluripotenttiin eli erilaistumis-
kykyiseen tilaan (Wartiovaara & Partanen & Heino 2015: 77). IPS-solut mallintavat al-
kion soluja, joilla on kyky muuttua miksi tahansa elimiston soluiksi. Taméan teknologian
johdosta pystytaan luomaan vaikeastikin saatavien solutyyppien verrokkeja esimerkiksi
sydanlihassoluja. IPS-solujen kayttd on uutta teknologiaa, mutta sen hyodyllisyys ja toi-
mivuus on osoitettu jo useiden tutkimusten kautta. (Kilpinen & Trokovic & Loukola &
Otonkoski 2021: 4.)

Tassa opinnaytetydssa oli tarkoituksena perehtya indusoitujen pluripotenttien kantaso-
lujen viljelyyn ja niiden erilaistamiseen ruskeiksi rasvasoluiksi. Englantilaisen Vidal-Puig
tutkimusryhméan ruskean rasvan erilaistamisprotokolla pyrittiin toistamaan seké& varmis-

tamaan toimivaksi. Opinnaytety6 tehtiin yhteistydssa Helsingin yliopiston kantasolujen



ja metabolian tutkimusohjelman Tyynismaan tutkimusryhmén kanssa. Opinnaytetydsta
toivotaan olevan hyoétya tutkimusryhman ruskean rasvakudoksen ja mitokondrioiden

tutkimuksessa.

2 Ruskearasvakudos

Ruskeaa rasvakudosta tavataan useimmiten talviunta viettavilla nisékkailla. Ihmisilla
sité esiintyy eniten vastasyntyneilla. Aikuisialla ruskeiden rasvasolujen maara kuitenkin
vahenee, mutta niité voidaan havaita mm. solisluiden seudulla kaulalla seka selkaran-

gan vieressa. (Orava 2014: 13.)

Ruskea rasvakudos on energiaa kuluttavaa ja sille tyypillisia ovat merkittava mitokond-
rioiden maara, pienet lipidipisarat seka runsas verisuonisto ja hermosto. Ruskean ras-
van padaasiallinen tehtava ihmiselimistdssa on toimia lammdntuottajana kylmaaltistuk-
sen aikana, kun taas valkoinen rasvakudos toimii energiavarastona. Runsaan veri-
suoniston ansiosta luotu [amp6 pystytaan kuljettamaan tehokkaasti muualle elimistéon.
Ruskean rasvakudoksen maaran seka aktiivisuuden on todettu olevan sidoksissa ikaan
ja painoon. Ylipainoisilla on siten vahemman aktiivista ruskeaa rasvaa kuin normaali-
painoisilla. (Laurila & Lahesmaa & Nuutila & Virtanen 2020: 625-627.)

2.1 Adipogeneesi

Rasvasolut erittavat endokriinisia hormoneja seké varastoivat lipideja. Adipogeneesi eli
rasvasolujen erilaistuminen onkin riippuvainen monista endokriinisista hormoneista ku-
ten kasvuhormoneista, insuliinista sek& steroidihormoneista. Monet transkriptiotekijat
eli proteiinit, jotka osallistuvat DNA:n muokkaamiseen RNA:ksi ovatkin tarkedssa
osassa adipogeneesia. (Mota de sa & Richard & Hang & Stephens 2017: 640.)

Ruskeat rasvasolut polveutuvat MYF5* (engl. Myogenic factor 5%) esiasteen soluista
(Brown 2019: 5). Peroksisomiproliferaattorin aktivoima reseptori y (PPAR-y) on tarkea
transkriptiotekija molempien rasvasolutyyppien erilaistumisessa. PPAR-y osallistuu
mm. insuliininerkkyyden saatelyyn, rasvasolujen yll&pitoon seké lipogeneesiin eli rasva-
happojen synteesiin. (Lefterova & Haakonsson & Lazar & Mandrup 2014: 8.) Ruskeat
rasvasolut tarvitsevat adipogeneesiin myds luun morfogeneettisen proteiinin 7 (BMP7)

seké transkriptionaalisen PRDM16 (engl. Co-regulator domain containing 16) toimin-



taa erilaistuakseen kypsiksi ruskeiksi rasvasoluiksi. Ruskealle rasvalle ominaisia geeni-
markkereita ovat lisaksi mm. EBF2 (engl. Early B cell factor) ja PDGFRa (engl. Plate-
let-derived growth factor a). EBF2 on ruskean rasvan esiastevaiheessa olevien solujen
markkeri ja se osallistuu ruskean rasvan transkription saatelyyn. PDGFRa on taas rus-
kean rasvan esiasteen solujen pinta markkeri. Solujen, jotka omaavat taman solun pin-
tamarkkerin on todistettu ilmentéavan ruskean rasvan mitokondriaalisia geeneja (Wang
ym. 2014: 14467; Lee & Schmidt & Lai & Ge 2019: Brown 2019: 4.) Ruskean rasvan

adipogeneesi malli on kuvattu kuvassa 1.

OCT4, TBOX MYF5, EBF2 PPARy BMPZ7, PRDM 16 UCP1
A K -
Mesenkymaalinen  MYF5+ ruskean Ruskean rasvan Ruskea rasvasolu
kantasolu rasvasolun esiasteen esiaste
edeltdja

Kuva 1. Adipogeneesi malli. Muokattu kirjasta Kierszenbaum & Tres 2016: 138. OCT4 pluripo-
tenssi markkeri, TBOX mesodermaalinen markkeri, MYF5 paraksiaalinen mesodermi
markkeri, EBF2 ruskean rasvan esiaste markkeri, PPARy aineenvaihdunta markkeri,
BMP7 edistaa ruskeiden rasvasolujen erilaistumista, PRDM16 adipogeneesin edistdja
markkeri, UCP1 termogeeninen markkeri.

2.2 Mitokondriot

Mitokondriot tunnetaan useimmiten solujen energiatehtaana, ne kuitenkin osallistuvat
myds steroidigeneesiin eli steroidihormonien tuotantoon, solukuoleman saatelyyn seka
lAmmon tuotantoon ruskeissa rasvasoluissa (Kierszenbaum & Tres 2016: 82). Niiden
uskotaan olleen erillisia bakteereita, jotka yhdistyivat eukaryootti solujen kanssa aiko-
jen saatossa. Tata teoriaa tukee muun muassa se, etta mitokondriot omaavat mito-
kondriaalista DNA:ta (mtDNA) seké kykenevat itsendiseen jakautumiseen. (Polinati
2015: 15; Heiskanen & Pirinen 2020: 1005—-1006.) Mitokondriot ovat jatkuvassa vuoro-
vaikutuksessa toistensa kanssa, ne fuusioituvat eli sulautuvat yhteen ja fissioituvat eli
eroavat taas kahdeksi mitokondrioksi. Fuusioitumisen aikana mitokondriot voivat jakaa
keskenaan proteiineja, kalvorakenteita seka elektrokemiallisia gradientteja. (Liu &
Mcintyre & Janssens & Houtkoopre 2020: 1-2.)

Mitokondriot ovat muodostuneet kahdesta kalvosta sisé- ja ulkokalvosta. Sisempi kalvo
on laskostunut ja ulompi ei. Sisemman kalvon sisaan jadvaa tilaa kutsutaan matriksiksi

ja kalvon laskoksia kristoiksi. Mitda enemman naita kristoja esiintyy, sita vilkkkaampaa



energian tuotanto on. Kristat lisdavat sisékalvon pinta-alaa, sallien suurempien proto-
nimaarien lapaisevyyden. Ruskean rasvan mitokondrioiden siséakalvo on vahvemmin
laskostunut kuin valkoisten rasvasolujen mitokondrioiden. (Kierszenbaum & Tres 2016:
79; Hangas 2020: 17.)

Mitokondriot tuottavat soluille energiaa oksidatiivisen fosforylaation kautta hapettamalla
ravintoaineita kuten lipideja tai glukoosia adenosiinitrifosfaatti (ATP) muotoon. ATP:n
tuottamiseen kuuluu kolme vaihetta. Ensimmaisena vaiheena on glykolyysi, jossa glu-
koosi hapetetaan pyruvaateiksi. Glykolyysin jalkeen pyruvaatit kuljetetaan matriksiin,
missa ne muuntuvat asetyylikoentsyymi A:ksi (CoA). CoA:ta hytdynnetaan sitruuna-
happokierrossa tuottamaan hiilidioksidia seka korkeaenergisia elektroneja nikotiiniami-
diadeniinidinukleotideja (NADH) ja flaviiniadeniininukleotideja (FADH>), jotka toimivat
elektroninsiirtajina elektroninsiirtoketjussa. Elektronit siirtyvat elektroninsiirtoketjussa
vaiheittain alemmalle energiatasolle vapauttaen samalla energiaa. (Koene & Smeitink
2013: 127; Kierszenbaum & Tres 2016: 80—82; Polinati 2015: 16-19.)

ATP:n lopullinen reaktio tapahtuu mitokondrioiden sisemmalla kalvolla, jossa hyddyn-
netaan kalvopotentiaalin muutoksia ja energiansiirtoketjussa syntynytté energiaa proto-
nien siirtoon matriksin ja ulko- ja sisakalvon vdlitilan valilla. Nain ATP-syntaasi eli
kompleksi V pystyy muuntamaan adenosiinidifosfaatin (ADP) ATP:ksi. Ruskeiden ras-
vasolujen mitokondriot kuitenkin energian tuotannon sijaan kuluttavat energiaa. Taméa
perustuu protonien ATP-synteesin ohittamiseen ja potentiaalienergian vapauttamiseen
lAmmoksi. (Kierszenbaum & Tres 2016: 80—-82; Heiskanen & Pirinen 2020: 1006.)

2.3 Termogeneesi

Ihmisen altistuessa kylmalle, keho alkaa toimia elimiston lampdétilan yll&pitamiseksi.
Ruskean rasvan lammaontuotanto tapahtuu biokemiallisten reittien kautta muuttamalla
lipidien sisaltamaa energiaa lammaoksi. Ruskean rasvan toiminnan saatelyssa vaikutta-
vat sympaattinen hermosto seka hormonit kuten insuliini ja kilpirauhashormonit. (Brown
2019: 3))

UCPL1 eli irtikytkentaproteiini 1 on ruskealle rasvalle ominainen termogeneesin eli lam-
mdntuotannon aikaansaaja. Naita proteiineja sijaitsee ruskeiden rasvasolujen mito-

kondrioiden sisemmalla kalvolla. (Carobbio ym. 2021: 641.) Elimistdn altistuminen kyl-



maélle saa aikaan sympaattisen hermoston aktivoitumisen ja noradrenaliinin vapautumi-
sen. Noradrenaliinin sitoutuminen beeta-3-adrenoreseptoreihinsa (B3AR) laukaisee li-
polyysin eli lipidien hajoamisreaktion. B3AR onkin todettu olevan tarkeassa osassa ter-
mogeneesia sekd rasvahappojen metaboliaa. (Cero ym. 2021: 2.) Lipolyysissa synty-
neita vapaita rasvahappoja kaytetddn mitokondrioissa oksidatiivisessa fosforylaatiossa
luomaan energiaa ATP:n muodossa. Ruskeiden rasvasolujen mitokondrioissa UCP1
kytkee kuitenkin ATP:n pois soluhengityksesta, jolloin tuotettu energia vapautuu lam-
pona. (Laurila 2021: 21-22; Brown 2019: 3.)

Kilpirauhashormonit trijodityroniini (T3) ja tyroksiini (T4) ovat tarked osa ruskeiden ras-
vasolujen toimintaa, silla ne lisdavat UCPL1 aktiivisuutta (Laurila ym. 2020: 628-629;
Poher ym. 2015: 4). liman DIO2 (engl. Deiodinase 2) geenin aktiivisuutta, tyroksiinin
muuntaminen trijodityroniiniksi ei onnistu ja [lAmmaontuottaminen mitokondrioissa jaé va-
haiseksi (Yau & Yen 2020: 4).

2.4 Insuliiniresistenssi

Insuliini on hormoni, joka toimii energia-aineenvaihdunnan saatelijana. Sen vapautumi-
nen vereen estaa lipolyysia eli rasvasolujen hajoamista rasvahapoiksi. Insuliiniresis-
tenttiset rasvasolut reagoivat insuliinin signaaleihin poikkeavasti, jolloin insuliini ei ky-
kene rajoittamaan rasvahappojen pitoisuutta plasmassa. Insuliiniresistenssi johtaa mi-
tokondrioiden toiminnan heikkenemiseen seka aiheuttaa insuliiniresistenssin kohoa-
mista myds muissa kudoksissa. (Makinen & Skrobuk & Nguyen & Koistinen 2013:
2117-2118.)

Ruskean rasvan on todettu olevan insuliiniherkkda kudosta. Ruskean rasvan aktiivisuu-
den puute onkin useiden tutkimuksien mukaan yhteydessa liikalihavuuteen ja liikaliha-
vuus johtaa edelleen insuliiniresistenssiin. Vaikka insuliiniresistenssin seka liikalihavuu-
den yhteys ruskean rasvan aktiivisuuteen on edelleen moniselitteinen, tiedetaan rus-
kean rasvan aktiivisuuden vahenevan liikalihavuuden johdosta. (Poher ym. 2015: 1-3;
Markussen & winther & Wicksteed & Hansen 2018: 1; Laurila ym. 2020: 628—627.)



3 Kantasolut

Kantasolut ovat erilaistumattomia soluja, joilla on kyky uusiutua seka erilaistua toisiksi
soluiksi. Kantasolut voidaan luokitella niiden alkuperdn sekd muovautuvuuden perus-
teella. Mita pidemmalle erilaistuminen etenee, sitd enemman muovautuvuus vahenee

ja toisinpain. (Zakrzewski & Dobrzynski & Szymonowicz & Rybak 2019: 1.)

3.1 Alkioperaiset kantasolut

Alkioperaiset kantasolut pystyvat tuottamaan jokaisen solutyypin, jota ihmisessé on. Is-
tukan ja sikion muut ulkopuoliset kudokset mukaan lukien. Hedelmdittynyt munasolu eli
tsygootti on tallainen kaikkikykyinen eli totipotentti kantasolu. Totipotentti vaihe paattyy
kompaktioon, jossa solut alkavat jarjestaytyé ja erota. Nama varhaiskehityksen solut
ovat kuitenkin edelleen erittdin pluripotentteja ja niilla on rajaton uusiutumiskyky.
(Zakrzewski ym. 2019: 1-2.)

Sikionkehityksen aikana tapahtuu paljon solujakautumista eli proliferaatiota. Kasvun ai-
kana solut alkavat erilaistua vaiheittain eri alkiokerroksista, joita ovat ektodermi, meso-
dermi ja endodermi. Ektodermi on uloin alkiokerroksista ja siitd polveutuvat mm. ihon
epiteelisolut, hermosolut sekd hampaan kiillesolut. Mesodermisté taas polveutuvat esi-
merkiksi lihassolut, veren punasolut seka munuaisputkisolut. Endodermista polveutuvat
mm. suolen pintasolut, haimasolut seka keuhkosolut. Jokainen alkiokerros on yhtey-
dessa toisiinsa ja ne toimivat monimutkaisten viestikompleksien valityksella kokonai-
suutena. (Thesleff & Sainio & Sariola 2015: 15.)

3.2 Kudoskantasolut

Aikuisen kantasoluja (kudoskantasolu) on olemassa kaikissa aikuisen kudoksissa, joilla
on kyky uusiutua. Aikuisen kantasolut eivat ole alkioperéisten kantasolujen tapaan plu-
ripotentteja. Ne ovat multipotentteja eli ne kykenevat tuottamaan vain tiettyja solutyyp-

peja. Esimerkiksi hematopoieettiset kantasolut, jotka voivat erilaistua eri verisoluiksi,

mutta eivat muiksi solutyypeiksi. (Helsingin yliopisto 2021.)

Kudoskantasolujen viljeleminen on sitd hitaampaa, mitd vanhemmasta yksilosta on
kyse. Sité kuvaa esimerkiksi se, ettd vanhemmat ihmiset eivat parane yhta nopeasti

kuin nuoremmat. (Wartiovaara ym. 2015: 76.) Kudoskantasolut toimivat siis kudoksen



kehityksen yllapitdjind. Ne pyrkivat tuottamaan uusia soluja vaurioituneiden tai kuollei-
den solujen tilalle. Osa kudoskantasoluista tuottaa uusia soluja tasaiseen tahtiin, kun
taas osa aktivoituu tuottamaan uusia soluja vain vaurion syntyessa. lan myota ku-
doskantasolujen kyky korvata vaurioituneita soluja uusilla heikkenee. (Helsingin yli-
opisto 2021.)

3.3 Indusoidut pluripotentit kantasolut

Indusoidut pluripotentit kantasolut (iPS-solu) ovat somaattisista kantasoluista viljeltyja
kantasoluja, jotka on keinotekoisesti uudelleenohjelmoitu takaisin pluripotenteiksi el
useakykyisiksi soluiksi. IPS-soluilla pyritaan ladketieteessa mallintamaan seka tutki-
maan ihmisissa olevia sairauksia, solujen kehitysta seka luomaan uusia hoitokeinoja.
(Weltner & Trokovic & Otonkoski 2014: 785-786.) IPS-soluteknologia luo turvallisem-
man sekd eettisemman tavan uusien solujen luomiseen kuin alkioperdisten kantasolu-
jen kayttd. Esimerkiksi ihon soluja voidaan muuttaa iPS-soluiksi, joita voidaan edelleen
kasvattaa laboratoriossa ja ohjelmoida transkriptiotekijoiden avulla haluttuun suuntaan.
Suurena hyo6tyna voidaan nédhda myos se, ettd iPS-solut voidaan luoda potilaan omista
soluista, jolloin ne vastaavat potilaan soluja myos geneettisesti. Taten voidaan mini-
moida hylkimisreaktiot potilaan ja saatujen solujen valilla. (Wartiovaara ym. 2015: 78;
Zakrzewski ym. 2019: 7.)

IPS-solujen tuottaminen perustuu tiettyjen transkriptiotekijoiden aktivoimiseen, jotta so-
lut saadaan ohjelmoitua takaisin erilaistumiskykyiseen tilaan saaden ne ilmentamaan
alkion soluille tyypillisia transkriptiotekijoitd. Shinuya Yamanakan uraauurtavassa iPS-
solu tutkimuksessa hiiren somaattisille soluille kaytettiin neljaa transkriptiotekijaé
OCT4, KLF4, SOX2 ja cMyc, jotka tunnetaan nykyisin "Yamanakan faktoreina”. (Ya-
manaka & Takahashi 2006: 666—671; Zakrzewski ym. 2019: 6.)

4 Opinnaytetyon tarkoitus, tavoitteet ja tutkimuskysymykset
Opinnaytetytn tarkoituksena oli saada erilaistettua indusoiduista pluripotenteista kanta-
soluista ruskeita rasvasoluja, kayttamalla Vidal-Puig laboratorion tuoretta protokollaa.

Tutkimuskysymykset, joihin haluttiin vastauksia, olivat seuraavat.

1.Mitka tekijat johtavat ruskeiden rasvasolujen erilaistumiseen?



2. Onko Vidal-Puig laboratorion protokolla toistettavissa onnistuneesti?

Taman opinnéaytetydn tavoitteena oli tuottaa tietoa ja tuloksia, joita voitaisiin hyédyntaa
Helsingin yliopiston metabolian ja kantasolujen tutkimusryhman ruskeaa rasvaa kasitte-
levassa tutkimuksessa. OpinnaytetyOn tavoitteena oli myos tekijan oman osaamisen
lisddminen soluviljelyssa seka tutkimusprojektin kokonaisuuden hahmottamisessa. Tar-
keana tavoitteena nahtiin myos opinnaytetydn tekijdn oman ammatillisen kasvun seka

teknisen osaamisen edistaminen soluviljelyssa seka tutkimuksellisen tyén tekemisessa.

5 Opinnaytetyon tiedonkerddminen ja aikataulu

Opinnaytetydprosessin suunnitelmavaiheessa kerattiin ja luettiin aikaisempaa tutkimus-
tietoa aiheesta, jotta tietotaso ja asian ymmarrys lisaantyisi. Tietoa pyrittiin kerdadmaan
mahdollisimman monipuolisista lahteista, hyddyntaen kirjastoja, verkkoaineistoja, tutki-

musartikkeleita seké itse tutkimusryhmén kerdadmia tietoja.

Tietokantoja, joita hyddynnettiin, olivat mm. PubMed, ScienceDirect, ResearchGate ja
Google Scholar. Myds Metropolia Ammattikorkeakoulun kirjaston palvelut olivat kay-
tossa. Taulukossa 1 on mainittu kaytettyja hakusanoja seka niiden avulla 16ytyneita ai-
heeseen liittyvia lahteita. Opinnaytetydn aiheeseen liittyvan tiedon keradmisessa kay-
tettiin myos vanhempia julkaisuja, joihin viitataan edelleen uusissakin tutkimusartikke-
leissa niiden merkittéavyyden takia. Muutoin kaytettiin mahdollisimman uusia tutkimusar-

tikkeleita.

Taulukko 1.  Aineiston keradamisessa kaytetyt hakusanat.

Tietokannat Hakusanat Hakutulosten maara
PubMed Brown adipose tissue 91

ScienceDirect induced pluripotent stem cells 840

ScienceDirect Mitochondria thermogenesis 1281

Google Scholar stem cells 597000

Pubmed Uncoupling protein 1 9

Pubmed brown adipose tissue insulin 23




Opinnaytetytn aikataulu (ks. taulukko 2) maaraytyi Metropolia Ammattikorkeakoulun
seka opinnaytetyon tekijan itse asettamien aikataulullisten tavoitteiden mukaan. Opin-
naytetyon tutkimuksellinen osuus suoritettiin osana 10 viikkoa kestavaa harjoittelujak-

soa, joka sijoittui loka- joulukuulle 2021.

Taulukko 2. Opinnaytetyon aikataulu.

Vaihe Aika

Suunnitelmavaihe Syyskuu 2021

Tutkimuksellisen osuuden suorittaminen Lokakuu 2021 - joulukuu 2021
Tulosten esittely tutkimusryhmaélle 17.12.2021

Raportin kirjoittaminen Tammikuu 2022 - maaliskuu 2022
Opinnaytetyon esittely seminaarissa 5-6.4.2022

Kypsyysnayte 27.4.2022

6 Opinnaytetydn menetelmat

Toteutusvaiheessa erilaistamisprosessin aikana soluja kerdattiin talteen pakastukseen
soluviljelyn eri vaiheissa ja lopuksi tutkittiin, ilmensivatko solut haluttuja geeneja. Solu-
jen analysoinnissa kaytettiin RT-gPCR (reverse transcription polymerase chainreac-
tion) -menetelmaa ja lipidien muodostumista tarkasteltiin Oil red O- varjayksen avulla.
Analysoinnissa hyddynnettiin myés mikroskopointia, jolloin pyrittiin havainnoimaan so-

lujen morfologian muutoksia, lipidien lisaantymista seka solumaaraa.

Ruskeiden rasvasolujen erilaistuksessa kaytettiin iPS 24.3 kontrollikantasolulinjaa.
Terve iPS-kontrollikantasolulinja 24.3 oli ostettu kaupallisena valmiina Biomedicumin
kantasolukeskuksesta Timo Otonkosken ryhmasta. Taman opinnaytetyon aikana ei siis
ohjelmoitu somaattisia soluja iPS-soluiksi vaan keskityttiin iPS-solujen erilaistamiseen

ruskeiksi rasvasoluiksi.

6.1 Soluviljely

Soluviljely tarkoittaa solujen kasvatusta keinotekoisesti saadellyssa ymparistossa. So-
lut tarvitsevat tarkasti saadellyt olosuhteet kuten pH:n, hiilidioksidipitoisuuden, [ampoti-
lan seka ravintoaineet. Soluja kasvatettiin +37 °C asteen inkubaattorissa, jonka hiilidiok-

sidipitoisuus oli 5 %. Solut olivat siis vain kasvatusliuosten vaihdon tai muun maljoille
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tehtavan tyon aikana poissa inkubaattorista. + 37 °C asteen on todettu olevan optimaa-
linen lampdtila iPS-solujen lisaantymiselle (Rivera & Zhao & Ni & Wang 2020: 9).
Useimmat solut selviytyvat vain, jos ne pystyvat kiinnittymaan alustaan. Kuitenkin joita-
kin soluja voidaan viljella myds niin, ettd ne kelluvat kasvatusliuoksessa. Tassa tydssa
solut viljeltiin matrigelia sisaltaville maljoille, jolloin matrigel luo maljan pohjalle soluille

suotuisat kiinnittymis- mahdollisuudet.

Soluviljelyhuone vaatii steriilit olosuhteet, jolloin mahdolliset bakteeri-, sieni- tai virusin-
fektiot voidaan minimoida. Aseptiikkaan kuuluu my6s laminaarikaapissa tyoskentely,
kasineiden ja tyotakin kayttd seka laminaarikaapin puhdistaminen 70 % etanolilla en-
nen ja jalkeen kayton. (Gibco 2016.) UV valoa kaytettiin 2 kertaa viikossa laminaari-
kaappien puhdistamiseen. Jokainen esine, joka laminaariin laitettiin tuli desinfioida 70
% etanolilla, paitsi soluja sisaltavat maljat. Soluviljelyhuoneen tuli olla kaytésséa ainoas-

taan soluviljelytarkoitukseen seka liiallinen kulkeminen soluhuoneen Iapi tuli minimoida.

6.1.1 Solujen viljeleminen maljoille

IPS-soluja yllapidettiin essential 8 hESC (E8) kasvatusliuoksessa, jonka on todistettu
yllapitavan pluripotenssia seka kasvattavan iPS-soluja (Rivera ym. 2020: 4-5). Liuok-
seen lisattiin myods 50 ul primosiini-antibioottia ehkaisemaan bakteerikontaminaatioita.
Ennen iPS-solujen viljelemistd maljoille, maljat valmisteltiin tekemall& suspensio matri-
gelista seka fosfaattipuskuroidusta suolaliuoksesta (PBS). Matrigel-maljoja inkuboitiin
minimissaan kaksi tuntia 5% CO -lampdkaapissa +37 °C asteessa ennen solujen siir-

rostamista maljoille.

Halutut viljeltavat solut otettiin -150 °C asteen pakkasesta ja sulatettiin +37 °C asteen
vesihauteessa. Sulatetut solut yhdistettiin ensin DMEM/F12 GlutaMAX:in (engl. Dul-
becco’s Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12) kanssa falcon-putkessa ja
sentrifugoitiin 500 x rpm (engl. rounds per minute) 5 minuuttia, jotta solut saatiin erotet-
tua pakastusliuoksesta. Sentrifugoinnin jalkeen supernatantti poistettiin ja falcon-put-

kessa oleva solupelletti suspensoitiin E8 kasvatusliuokseen.

Ennen solujen siirtdmista maljoille, matrigelia siséltavat maljat valmisteltiin pesemalla
niitd 2—3 kertaa pipetoimalla aikaisempi kasvatusliuos pois ja lisdédmalla puhdasta kas-

vatusliuosta tilalle. Pesun jalkeen maljoille lisattiin 1 ml E8 kasvatusliuosta. Maljoille li-
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sattiin myos 2 pl Rho-kinaasi inhibiittoria (ROCK), joka keskeyttdd solukuoleman ja an-
taa soluille paremmat mahdollisuudet selvita (Rivera ym. 2020: 9). Falcon-putkessa
oleva solususpensio pipetoitiin vimeisena maljoille tippa kerrallaan, jotta minimoitiin so-
lujen mahdollinen mekaaninen rasitus. Lopuksi maljat siirrettiin 5 % CO lampokaappiin
+37 °C asteeseen sdilytykseen. Kasvatusliuos vaihdettiin uuteen tarvittaessa, yleensa
paivittain, jotta solujen ravinnon saanti olisi ihanteellinen. Maljat merkittiin siten, etta
maljoilta ilmenee solujen linja, solujen jakomaara seka paivamaara, jolloin solut viljeltiin

maljoille.

DMEM/F12+GlutaMAX kasvatusliuoksessa oli lisattyna fenolipunavaria, joka kertoo
pH:n muutoksista maljoilla. pH:n muutokset voivat viestia kontaminaatioista tai solujen
suuresta ravinnonkulutuksesta. Kasvatusliuoksien vaihtojen aikana pyrittiin olemaan

nopea, silla solut rasittuvat niiden ollessa kuivana, poissa ominaisesta ymparistostaan.

6.1.2 Solujen jakaminen

Solujen maaran kasvaessa ja maljojen saavuttaessa 70—80 prosentin tayttyvyyden so-
luja jaettiin uusille maljoille. Solujen jakaminen aloitettiin ensin pesemalla solut
DMEM/F12+GlutaMAX kasvatusliuoksella pipetoimalla uutta kasvatusliuosta vanhan
tilalle. Pesun jalkeen solut pestiin vield 3 kertaa 0,5 mM etyleenidiamiinitetraetikahap-
polla (EDTA), jossa oli 500 ul 0,5 mM EDTA:ta ja 500 pl PBS:&a. Kolmannella pesuker-
ralla suspensio jatettiin maljalle ja solumaljaa inkuboitiin 3 minuuttia 5% CO -lAmpo-
kaapissa +37 °C asteessa. EDTA irrottaa solut matrigelista, jolloin solut pystytaan siirta-
maan pipetoimalla pakastusputkeen tai uudelle maljalle. Inkuboinnin jalkeen EDTA
poistettiin ja maljalle lisattiin E8 kasvatusliuosta noin 1 ml, jonka mukana solut pipetoi-
tiin uusille maljoille. Yhdeltd maljalta solut jaettiin neljalle uudelle maljalle. Jos solut ei-
vat heti irronneet maljan pohjalta, E8 kasvatusliuosta pipetoitiin hellasti edestakaisin

solujen irtoamisen avustamiseksi kuitenkaan luomatta soluille liikaa rasitusta.

6.1.3 Solujen pakastus

Solujen pakastus on myds mahdollista, jolloin pystytdan sailyttdmaéan niiden solura-
kenne. Solut kasiteltiin ensin pesemalla niitd kolme kertaa 0,5 mM EDTA:lla (1 ml per
3,5 cm malja). Viimeinen EDTA jatettiin maljalle ja inkuboitiin 3—4 minuuttia 5% CO -
lampokaapissa +37 °C asteessa. Solut irrotettiin inkuboinnin jalkeen pipetoimalla mal-

jalle 0,5 ml pakastusliuosta I. Edestakainen pakastusliuoksen pipetointi irrottaa solut
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maljalta, mutta liiallinen pipetointi voi vaurioittaa soluja (Rivera ym 2020: 13). Solusus-
pensio siirrettiin pakastusputkeen ja putkeen lisattiin myos 0,5 ml pakastusliuosta |l.
Taman jalkeen solut tuli siirtdéd -70 °C asteeseen mahdollisimman nopeasti. Pakastettui-
hin naytteisiin merkittiin pakastuspaivamaara, solulinja sekéa solujen erilaistusaste ja ja-

kojen maara.

Pakastusliuos | siséltdd DMEM:i& sekad naudansikién seerumia FBS:aa (engl. fetal bo-
vine serum). Pakastusliuos Il sisaltdd DMEM:i&, FBS:4a seké dimetyylisulfoksidia

(DMSO). DMSO yllapitaa ja suojelee solurakennetta pakastuksen ajan estaen jaakitei-
den muodostumisen ja solukalvon tuhoutumisen (Wohnhaas 2019: 2). Pakastusliuos-

ten valmistus on liitteessa 3.

6.2 Ruskeiden rasvasolujen erilaistaminen

Helsingin yliopiston Tyynismaan laboratoriossa kaytettiin Vidal- Puig -laboratorion jul-
kaisemaa erilaistamisprotokollaa, joka sisaltdé kuusi vaihetta (ks. Kuvio 1). Vaiheet oli-
vat mesodermaalinen induktio, paraksiaalisen mesodermin induktio, progenitor induk-
tio, rasvasoluinduktio |, rasvasoluinduktio Il ja lopuksi rasvasolujen yllapitoinduktio.
(Carobbio ym. 2021: 642.) Induktioiden avulla pyrittiin kopioimaan solujen normaalia
erilaistumista joko aktivoimalla tai inaktivoimalla eri soluviestinta- eli signalointireitteja
(Zakrzewski ym. 2019: 8-9). Erilaistaminen aloitettiin kuudelle 3,5 cm maljalle, joilla oli
morfologialtaan suotuisat iPS-solu kolonniat ja kasvu oli noin 30—40 prosenttia maljan
pinta-alasta. Hyvanlaatuinen iPS-solu kolonnia on yhtenainen, selkeérajainen ja kolon-

niat ovat erillaan toisistaan (Merck 2022 a).

> DAYO >> DAY 1 >> DAY3 >> DAY 5 >> DAY 8 >> DAY12>> DAY15>

IPS- solut E8 Mesodermaali Paraksiaalinen Progenitor Rasvasolu | Rasvasolu Il Rasvasolujen
kasvatusliuoks  nen induktio induktio induktio induktio induktio ylldpitoinduktio
essa, kunnes

70-80 %

maljan pinta-
alasta

Kuvio 1. Erilaistamisprotokolla kuvattuna aikajanana.

Ensimmaisena erilaistuspaivana iPS-soluja keréattiin talteen kahdelta maljalta, jotta niita

voitaisiin kayttdd mydhemmin tulosten analysoinnissa kasittelemattomina soluina.
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Muille maljoille vaihdettiin 2 millilitraa maljaa kohden taulukon 3 mukaista kasvatus-
liuosta, jonka oli maaréa ohjata solut kohti mesodermaalista vaihetta. Kasvatusliuok-
sessa kaytettiin Insuliinia, FGF2:ta (engl. fibroblast growth factor 2) ja chironia, joka on
glykogeenisynteesikinaasi 3 (GSK3) inhibiittori. GSK3 inhibointi lisdd UCP1 aktiivi-
suutta (Markussen ym. 2018: 3). Insuliinia on yleisesti kaytetty rasvasolujen erilaistami-
sessa ja FGF2 yllapitaa ja edistda solujen kasvua sekéd normaalia tasapainoa. Soluja

Inkuboitiin tdssa kasvatusliuoksessa 5% CO -lampdkaapissa +37°C asteessa kaksi pai-

vaa.

Taulukko 3.  Mesodermaalinen induktio 50 ml. CDM base toimii liuottimena.
Reagenssi konsentraatio kasvatus- | Maara

liuoksessa

CDM base kasvatusliuos (Liite 49976,15 pl
2)
Insuliini 0,35 ng/ml 1,85 pl
Fgf2 40 ng/ml 4 pl
Chiron 8 ul 20 ul

Kolmantena paivana vaihdettiin taulukon 4 mukainen kasvatusliuos, joka ohjasi solut
kohti paraksiaalista mesodermia. Solut olivat kasvatusliuoksessa kahden paivan ajan
5% CO -inkubaattorissa +37 °C asteessa. Tassa vaiheessa solujen erilaistuminen alkoi
nakya jo selvasti. Solut alkoivat ajautua erilleen sek& niiden morfologia muuttua ulok-
keisemmaksi. Kasvatusliuokseen lisattiin retinoidihappoa, joka on varhaisessa adipo-
geneesi vaiheessa tarkedssa osassa ja ohjaa soluja kohti paraksiaalista mesodermia
(Carobbio ym. 2021: 642—-643).

Taulukko 4.  Paraksiaalinen mesodermi-induktio 50 ml. CDM base toimii liuottimena.
Reagenssit konsentraatio kasvatusliuoksessa Maara
CDM base kasvatusliuos 49912,8 pl
(Liite 2)

Insulin 7 ng/ml 37l
Fgf2 4 ng/ml 2ul
Retinoic acid 1uM 5ul

Viidentena paivana solut jaettiin useammalle maljalla, silla ne olivat jakautuneet paljon
ja alkoivat tayttda maljaa liikkaa. Solujen liiallinen maara maljalla voi johtaa solujen en-

neaikaiseen kuolemaan, silla soluilla ei ole tilaa. Maljoille vaihdettiin myds taulukon 5
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mukainen kasvatusliuos ja niiden annettiin olla 5 % CO -inkubaattorissa +37 °C as-
teessa viikonlopun yli. Kasvatusliuos sisélsi LDN:&a seké askorbiinihappoa. Askorbiini-
happo edistaa solujen lisaantymista seka toimii antioksidanttina ja LDN toimii BMP 1
inhibiittorina (Carobbio ym. 2021: 644).

Taulukko 5. Progenitor-induktio 50 ml. CDM base toimii liuottimena.

Reagenssit konsentraatio Maéara
kasvatusliuoksessa

CDM base kasvatusliuos 49679,8 pl

(Liite 2)

Insuliini 7 ng/ml 37 ul

Fgf2 4 ng/mi 2ul

Chiron 3uM 7,5 ul

LDN 100 nM 0,5 ul

Askorbiinihappo 50 ug/mi 275 ul

Paivina 8,9,10 ja 11 soluja pidettiin taulukon 6 mukaisessa kasvatusliuoksessa seka
pakastettiin solut kahdelta maljalta paivind 8 ja 10. Tassa kasvatusliuoksessa solut eri-
laistuvat, mutta eivat jakaudu enda. Kaytetyt reagenssit olivat T3, deksametasoni,
IBMX, Biotiini, Pantoteeni, Rosiglitatsoni, insuliini, askorbiinihappo sekd HEPES. FBS
toimii kasvun edistajana ja HEPES on puskuri, joka yllapitaa soluille ideaaleja olosuh-
teita. Pantoteeni on oleellinen osa rasva-aineenvaihduntaa sekéa CoA-synteesid (Santa
Cruz Biotechnology 2022). Rosiglitatsoni aktivoi PPARYy transkriptiotekijaa (Fayyad
2019: 12). Biotiini on tarke& osa energia-aineenvaihduntaa seka rasvahappojen- ja
aminohappojen synteesia (Merck 2022b). Deksametasonia, insuliinia seka IBMX:aa on
todistetusti kaytetty rasvasolujen erilaistamisessa. IBMX toimii lisdksi cAMP signalointi-

reitin aktivoijana. (StemCell Technologies 2022.)
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Taulukko 6. Rasvasolujen induktio | 100 ml. DMEM/Nutrients HAM F12+ GlutaMAX toimii liuot-
timena.
Reagenssit konsentraatio kasvatusliuok- Maara
sessa
DMEM/Nutrients HAM F12+ Glu- 88700,4 pl
taMAX kasvatusliuos
5% FBS 5% 5000 pl
HEPES 15 mM 1500 pl
T3 1nM 1yl
Deksametasoni 100 nM 150 ul
IBMX 0,25 mM 25 ul
Biotiini 33 uM 4020 pl
Pantoteeni 17uM 7,3 pl
Insuliini 500 nM 29.4 pul
Rosiglitatsoni 5uM 17,8 ul
Askorbiinihappo 50 ug/mi 550 pl

12. paivana vaihdettiin taulukon 7 mukainen kasvatusliuos. Tassa vaiheessa solut al-

koivat pyoristyd seka omata rasvapisaroita. Solujen kasvatusliuosten vaihdon aikaan

tuli olla varovainen, silla rasvan muodostuminen aiheuttaa solujen herkempé&a irtoa-

mista maljalta.

Taulukko 7. Rasvasolujen induktio Il 50 ml. DMEM/Nutrients HAM F12+ GlutaMAX toimii liuot-

timena.

Reagenssit konsentraatio kasvatusliuok- Maéara

sessa

DMEM/Nutrients HAM F12+Glu- 44637, 7ul

taMAX kasvatusliuos

5% FBS 5% 2500 pl

HEPES 15 mM 750 pl

T3 1nM 0,5 ul

Deksametasoni 100 mM 75 ul

Biotiini 33 uM 2010 pl

Pantoteeni 17 uM 3.65 ul

Insuliini 500 nM 14,7 ul

Rosiglitatsoni 5 uM 8,9 ul

15. paivana vaihdettiin viimeinen kasvatusliuos, joka yllapitaa rasvasoluja (ks. taulukko

8). Lisatty oleaatti on rasvahappo, joka on tarkea osa solujen energia-aineenvaihdun-

taa (Merck 2022c).
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Taulukko 8.  Rasvasolujen yllapito induktio 100 ml. DMEM/Nutrients HAM F12+ GlutaMAX toi-
mii liuottimena.

Reagenssit konsentraatio kasvatusliuok- Maara
sessa
DMEM/Nutrients HAM F12+Glu- 89247,7 ul
taMAX kasvatusliuos
5% FBS 5% 5000 pl
HEPES 15 mM 1500 pl
T3 1nM 1ul
Deksametasoni 100 nM 150 pl
Biotiini 33 uM 4020 pl
Pantoteeni 17 uM 73l
Insuliini 500 nM 29,4 ul
Rosiglitatsoni 5uM 17,8 pl
Oleaatti 100 uM 27,7 ul

Jokaisen kasvatusliuoksen valmistus suoritettiin laminaarikaapissa soluviljelyhuo-
neessa noudattaen mahdollisimman steriilia toimintaa. CDM base -liuos, HEPES, 5 %
FBS sekd DMEM/Nutrients HAM F12+GlutaMAX suodatettiin niiden valmistuksen ai-
kana. Kasvatusliuoksia tehtiin vain maljoille tarvittava mééara seka niita sailytettiin jaa-

kaapissa +4 °C asteessa enintaan kahden viikon ajan.

6.3 Visuaalinen analysointi

Soluja tarkasteltiin visuaalisesti mikroskoopin alla paivittain. Maljat kaytiin [&pi yksi ker-
rallaan mikroskoopilla. Mikroskoopilla tarkasteltiin solujen erilaistumista seka niiden
morfologian muutoksia. Tarkeaa oli myds seurata solujen jakautumista ja maaraa. So-
lujen erilaistumisvaiheita seurattiin paivittéain seka niista otettiin kuvia dokumentointia
varten. Erilaistumisvaiheita haluttiin kuvata mahdollisimman tarkasti, joten kuvien otta-

minen oli tarkead. Kuvat ovat tulokset-osiossa kuvissa 2 ja 3.

6.4 Solujen varjays

Erilaistuneet solut varjattiin Oil Red O (ORO) -varjayksella, jolla halutiin visualisoida
iPS-soluista erilaistettujen ruskeiden rasvasolujen rasvapisaroita. Varjayksessa seurat-
tiin Helsingin yliopiston Pietilaisen tutkimusryhman protokollaa, jota sovellettiin 3,5 cm
soluviljelymaljalle. Varjaykseen kaytettiin 0,35 prosenttista ORO:a, 60 prosenttista 2-

propanolia, Milli-Q vettd seka 4 prosenttista paraformaldehydia (PFA). Kaytettavissa
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oleva 0,5 prosenttinen ORO laimennettiin Milli-Q veteen, jotta siitd saatiin 0,35 prosent-
tista. Laimennettu ORO suodatettiin suodatinpaperin lapi, jolloin se oli valmis kaytetta-
vaksi kahden tunnin ajan. Tutkimus suoritettiin yhdelle maljalle, jolla oli erilaistuneita

ruskeita rasvasoluja. Varjayksen lopuksi soluja tarkasteltiin valomikroskoopilla.

Solut fiksoitiin eli kiinnitettiin ensin laittamalla maljalle 4 prosenttista PFA:ta 30-60 mi-
nuutiksi. Fiksoinnin jalkeen soluja pestiin kaksi kertaa pipetoimalla PBS:4& maljalle. Ta-
man jalkeen PBS poistettiin ja maljalle lisattiin 60 prosenttista propanolia kahdeksi mi-
nuutiksi. Propanoli poistettiin ja maljalle lisattiin ORO varia 15 minuutiksi. Varjayksen
jalkeen ORO poistettiin ja maljalle laitettiin PBS:&& mikroskopoinnin ja kuvien ottamisen

ajaksi. Kuvat loytyvat tulokset-osiosta kuvasta 4.

6.5 RT-gPCR

RT-gPCR (reverse transcription polymerase chainreaction) on DNA:n monistamiseen
kaytetty menetelma laboratorioissa. Menetelmé on vakiintunut laboratorioissa geenien
monistumisen maarittdmisessa. (Zhang ym. 2016: 2.) Menetelm&a varten eristettiin to-
taali-RNA:ta halutuista soluista ja tasta luotiin komplementaarista DNA:ta eli cDNA:ta,
joka on yksiketjuinen vain eksoneita omaava DNA. DNA:n monistaminen perustuu po-
lymeraasiketjureaktioon, jota voidaan seurata reaaliaikaisesti tietokoneennaytolta. Gee-
nien ilmentyminen perustuu fluoresoivan merkkiaineen kiinnittymiseen monistuneeseen

DNA:han. Merkkiaineena kaytettiin SYBRgreenia.

Geenien ilmentymista vertailtin Cg-arvojen (quantification cycle) valilla, joka kertoo
missé syklissa lopputuotetta alkaa syntya. Cqg- arvo saadaan, kun fluoresenssikayra
ylittdéa kynnysarvon eli milloin lopputuotetta alkaa ilmentya. Yleensa hyvina Cq- arvoina
pidetaan alle 29 syklin arvoja, jotka merkitsevat kohdesekvenssin suurta muodostu-
mista. Yli 38 syklin arvot viittaavat nukleiinihappojen vahaiseen maaraan, jolloin monis-
tumista ei tapahdu. (Oswald 2020.)

Cqg- arvojen ero laskettiin kayttamalla kaavaa 2”-(AACq). A merkitsee kahden nume-
raalisen arvon erotusta. Normalisoivana geenind kaytettiin GAPDH- geenid, jonka tie-
dettiin esiintyvan tasaisesti, jokaisessa naytteessa niiden erilaistumisasteesta huoli-
matta. Ensimmaisena laskettiin kaikkien triplikaattien keskiarvot (ks. Taulukko 9). Sen
jalkeen suoritettiin tulosten normalisointi saaden ACq arvot, joita verrattiin kesken&an

suorittamalla erotus kasiteltyjen ja kasittelemattémien naytteiden ACq arvojen valilla.
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Lopuksi AACq arvot laskettiin 2*-(AACQq) jolloin saadaan relatiivinen kvalifiointi (engl.
Relative qualification). Laskukaavat I6ytyvét liitteesta 5. Relatiivinen kvalifiointi kertoo
kasittelemattdmien ja kasiteltyjen naytteiden eron valitun kohdegeenin ilmentymisessa.

(Livak & Schmittgen 2001: 402—-408.)

Taulukko 9.  Cqg- arvot triplikaatteina seka triplikaattien keskiarvot.

Sample name Target name Cql Cq2 Cq3 Average House keeping gene Cql Cq2 Cq3 Average

iPS EBF2 34,12 34,10 34,29 34,17 GAPDH 18,38 1847 18,56 18,47
iPS PLIN1 35,22 34,59 34,69 34,83 GAPDH 18,38 1847 18,56 18,47
iPS PDGFRa 29,16 28,99 28,93 29,03 GAPDH 18,38 1847 18,56 18,47
iPS MYF5 29,97 29,76 29,23 29,66 GAPDH 18,38 1847 18,56 18,47
iPS ADRb3 31,24 31,75 31,10 31,37 GAPDH 18,38 1847 18,56 18,47
iPS DIO2 29,58 32,76 29,26 30,53 GAPDH 18,38 1847 18,56 18,47
iPS UCP1 31,06 30,96 31,02 31,01 GAPDH 18,38 1847 18,56 18,47
iPS PRDM16 38,55 35,70 35,80 36,68 GAPDH 18,38 1847 18,56 18,47
Day2 EBF2 31,26 31,39 31,71 31,45 GAPDH 18,27 18,15 18,31 18,24
Day2 PLIN1 35,12 34,03 34,07 34,41 GAPDH 18,27 18,15 18,31 18,24
Day6 PDGFRa 24,88 24,79 24,86 24,84 GAPDH 18,34 18,11 18,00 18,15
Day6 MYF5 36,32 33,35 35,14 34,94 GAPDH 18,34 18,11 18,00 18,15
Day15 ADRb3 33,05 31,92 31,87 32,28 GAPDH 19,94 20,17 20,12 20,08
Day15 DIO2 30,20 30,47 30,21 30,29 GAPDH 19,94 20,17 20,12 20,08
Day20+ UCP1 31,43 31,37 30,96 31,25 GAPDH 18,37 18,50 18,54 18,47
Day20+ PRDM16 34,05 36,44 34,60 35,03 GAPDH 18,37 18,50 18,54 18,47

6.5.1 RNA-eristys

Erilaistamisen aikana talteen keratyista soluista eristettiin totaali- RNA:ta kaupallisen
NucleoSpin-kitin avulla ja RNA- eristys suoritettiin pakkauksen ohjeiden mukaan. Pa-
kastetut solut sulatettiin +37 °C asteen vesihauteessa ja solut sentrifugoitiin 800 x rpm 1

minuutin ajan kasvatusliuoksen kanssa.

Sentrifugoinnin jalkeen supernatantti poistettiin ja solupelletin paalle lisattiin ensin Lysis
buffer RA1 seka B-mercaptoethanolia (B-ME). Solu-uute suodatettiin kitin mukana tul-
leen filtterin [&pi 1 minuutti 11,000 x g:ssa. Suodatettuun solu-uutteeseen lisattiin 70
prosenttista etanolia ja solu-uutetta sekoitettiin vortex- solusekoittajalla nopeasti. Solu-
uutte siirrettiin uuteen silikamembraanin sisaltdvaan putkeen etanolin kanssa, jolloin
etanoli sitoo RNA:n silikamembraaniin. Seuraavaksi sentrifugointi 30 sekuntia 11000 x
g:ssa. Silikamembraaniin kiinnittyneestd RNA:sta poistettiin suolat membrane desalting
puskurilla (MDB) sek& mahdollinen DNA hajotettiin inkuboimalla 15 minuuttia huoneen-
lAmmaodssa rDNase liuoksessa. Seuraavaksi suoritettiin pesut, jossa ensimmainen pesu
tehtiin RAW?2 bufferilla, joka inaktivoi rDNaasin. Seuraavat pesut tehtiin RA3 bufferilla
kaksi kertaa. Lopuksi suoritettiin RNA:n eluointi eli irrottaminen silikasta RNaasi va-

paalla vedella. Lopullinen RNA siirtyi siis silikasta eppendorf putken pohjalle.
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RNA-konsentraatio mitattiin De NOVIX DS-11 FX spektrofotometri laiteella. Konsent-
raatio arvot taulukossa 10. RNA:n 260/280 nm arvo oli kaikkien naytteiden osalta kes-
kiarvoltaan 2,078, joten naytteiden puhtausarvot olivat suotuisat. 260/280 nm on aal-
lonpituuksien absorbanssisuhde, joka kertoo RNA:n puhtauden ja pitoisuuden. Puhtaan
RNA:n hyvaksyttava pitoisuus on ~2.0 ja se yleensa vaihtelee 1.8 ja 2.2 valilla
(DeNovix 2021: 24).

6.5.2 RNA:n kadantd cDNA:ksi

RNA kaannettiin cDNA:ksi kayttaen kaupallista kittid Thermo Scientific Maxima First
Strand cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR. Reagenssien maara laskettiin RNA:n kon-
sentraation mukaan. Lopullinen tilavuus yhtd naytetta kohti oli 20 pl. Reagenssien seka
naytteiden maarat on merkitty ndytekohtaisesti taulukkoon 10. Pipetointi suoritettiin
niin, ettd RNA-naytteet olivat jatkuvasti jailla kylmassa, silla RNA hajoaa herkéasti huo-
neenldammadssa. Varmistettiin myds, ettd ympéaristo olisi mahdollisimman vapaa ribo-
nukleaasikontaminaatioilta pyyhkimalla tasot seka kaytettavat tarvikkeet RNAse-away
suihkeella. Naytteet ajettiin sen jalkeen T100 Thermal cycler Biorad laitteella valiten
ajoon ohjelma 10 min +25 °C asteessa, 15 min +50 °C asteessa, 5 min +85 °C asteessa

ja lopuksi +8 °C asteessa siihen asti, kunnes naytteet poistettiin laitteesta.

Taulukko 10. cDNA valmistus sekd RNA:n konsentraatiot. Naytteet on nimetty kerddmispaivan

mukaan
Nayte RNA Konsentraatio | RNA H>0 RT Buffer | Maxima Re-
(RNA) ng/ul maara verse
Transcriptase

IPS 56,250 2,6 ul 11,4 ul 4 ul 2 ul

DAY2 90,107 1,6 12,4 ul 4 ul 2 ul

DAY6 115,453 1,2 ul 12,8 pl 4 ul 2l

DAY15 50,964 2,9 ul 11,1 pl 4 ul 2 ul

DAY20+ 10,293 14,5 pl 0 4l 2 pl

6.5.3 gPCR

cDNA naytteet laimennettiin niin, ettd niiden konsentraatio oli 12,5 nanogrammaa liséa-
malla 1,67 pl cDNA:ta ja 3,33 ul H20:ta. Kaytetyt alukkeet (ks. liite 4) laimennettiin myods
niin, ettd alukkeiden loppukonsentraatio oli 10 uM. Lopullinen tuote valmistettiin

Thermo Scientific DyNAmo Flash SYBR Green gPCR kitilla. Mastermix, jossa on
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SYBR green fluoresoiva merkkiaine seka alukkeet DNA:n monistamiseen valmistettiin
lisadmalla 10 pl Dynamo Flash SYBR Greenia, 3 pl Hz0:ta ja 2 ul haluttuja alukkeita.
Jokaisen 96-levyn kaivon lopullinen tilavuus tuli olemaan 20 pl, jolloin kaivoihin pipetoi-

tiin 15 pl Mastermixia ja 5 pl laimennettua cDNA:ta.

Jokaisesta naytteesta tehtiin triplikaatit eli kolme rinnakkaisnaytetta. Naytteet ajettiin
FX96 real-time system laiteella. Ohjelma oli 7 minuuttia 95 °C asteessa, 0,10 sekuntia
+95 °C asteessa, 0,30 sekuntia +60 °C asteessa, 39 kertaa GOTO 2, 0,05 sekuntia +65
°C asteessa ja 0,5 sekuntia +95 °C asteessa.

7 Tulokset

7.1 RT-gPCR tulokset

RT- gPCR:ssé (reverse transcription polymearse chain reaction) Kéasittelemattomat
iPS-solut toimivat kontrollina ja testinaytteiné olivat kasitellyt eli erilaistuneet solut. Koh-
degeenin ilmentymista verrattiin iPS-solujen seka valitun testinaytteen valilla. Tutkitut
geenit ovat liitteessa 4. GAPDH toimi referenssigeenind, jonka ilmentyminen oli ta-
saista jokaisessa solutyypissé ja jota kaytettiin tulosten normalisoinnissa. Kuviossa 2
on monistumiskurva, josta ilmenee Cqg-arvot, joiden avulla voitiin laskea 2*-(AACQ) eli
kohde geenin ilmentymisen erot kasiteltyjen ja kasitteleméattémien solujen valilla (fold

change).

Amplification

Cycles

Kuvio 2. Ajettujen naytteiden monistumiskurva. Kuvassa Cq:t sekéa kynnysarvo. RFU = Relative
fluorescence units. Fluoresenssin méaaré korreloi geenin monistumisen méaran kanssa.



21

Kuviossa 3 ilmenee iPS-solujen ja Day?2 solujen ilmentymisen erot geenien EBF2 ja
PLIN1 valilla. IPS-olut ovat kasittelemattdmia soluja ja Day2 solut kasiteltyja soluja.
PLIN1 geenin ilmentymisessa ei ole eroja naiden solujen valilla. EBF2 ilmentyminen on
kuitenkin suurempi Day2 soluissa kuin iPS-soluissa. Relative fold change kertoo eks-
pression muutoksen kasittelemattomien ja kasiteltyjen solujen vélilla. Kuviossa 3 oike-
alla on PDGFRa ilmentyminen, joka huomattavasti suurempaa Day6 soluissa kuin iPS-
soluissa. IPS-solut ovat tassakin kasittelemattémia ja Day6 solut kasiteltyja. MYF5 il-

mentyminen oli merkityksetdnta iPS-solujen ja Day6 solujen valilla.
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Kuvio 3. Vasemmalla iPS verrattuna Day2 soluihin. Kohdegeeneind PLIN1 ja EBF2. Oikealla
iPS- ja Day6 solujen ilmentymisen erot. Kohdegeeneind PDGFRa ja MYF5. Taulukko
tehty GraphPad Prism ohjelmalla.

Kuviossa 4 Day15 solut ilmensivét iPS-soluihin verrattuna enemman DIO2. ADRb3
muutos oli merkityksetdn. IPS- solut ovat kasitteleméattémia soluja ja Day6 solut kasitel-
tyja. Kaaviossa 4 oikealla Day20+ solujen UCP1 ilmentyminen oli vahaisempaa kuin
iPS-solujen UCP1 ilmentyminen. PRDM16 ilmentyminen oli merkityksetonta niin kasi-

tellyissa kuin kasittelemattomissé soluissa.
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Kuvio 4. Vasemmalla iPS- ja Day15 solujen ilmentymisen erot. Kohdegeeneind ADRb3 JA DIO2.
Oikealla iPS-solut ja Day20+ solut. Kohdegeeneind PRDM16 ja UCPL1. Taulukko tehty
GraphPad Prism ohjelmalla.
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7.2 Mikroskopointi tulokset

IPS-solut olivat suotuisan nakdisissa kolonnioissa. IPS-solu kolonnioiden reunat olivat
selkeat ja tarkkarajaiset.IPS-solut alkoivat muuttua kohti mesodermi vaihetta, jolloin so-

lut alkoivat erilaistua ja liikkua kauemmaksi toisistaan. Solujen erilaistuessa niiden rajat

seka rakenne olivat paremmin néhtavissa (ks. Kuva 2).

Kuva 2. IPS ja mesodermaaliset solut vasemmalta oikealle.

Progenitor eli rasvasolujen esiasteen vaiheen solut muistuttivat viela mesodermaalisia
soluja, mutta ne alkoivat muodostaa pienia rasvapisaroita seka solujen muoto pyoris-
tya. Lopulta progenitor solut erilaistuivat oletetuiksi ruskeiksi rasvasoluiksi, jolloin pys-
tyttiin huomaamaan solujen suurempi pyéreampi koko seka huomattava lipidien muo-
dostuminen. Solujen erilaistuminen oli mikroskopoitaessa selkeasti huomattavissa (ks.
Kuva 3).

Kuva 3. Progenitor- sekéa ruskeat rasvasolut vasemmalta oikealle.
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7.3 Solujen varjayksen tulokset

Oil red O -varjayksessa lipidit varjaytyivat halutulla tavalla punaisiksi. Varjaytyneita so-
luja oli kuitenkin loppujen lopuksi odotettua vahemmaén. Kuvasta 4 ilmenee useiden lipi-

dipisaroiden ilmentyminen sekéa solujen pyéred ominainen muoto.

Kuva 4. Oil red O:lla vérjatyt rasvasolut.

8 Pohdinta

8.1 Tulosten tarkastelu

IPS-solujen seka testisolujen kohdegeenien ilmentymisen oletettiin eroavan toisistaan
merkittavasti. Protokollaa mukailemalla onnistuttiin erilaistamaan soluja, joiden lipidien
muodostus viittasi jonkinlaiseen adipogeneesiin sek& mikroskoopilla havainnoitaessa

ettd Oil red O -varjayksen perusteella. Soluja ei voi kuitenkaan vain taman perusteella

luokitella toiminnallisiksi ruskeiksi rasvasoluiksi.

Ruskeiden rasvasolujen ominaisin geenimarkkeri on UCP1 (Carobbio ym. 2013). RT-
gPCR:n perusteella saadut tulokset viittaavat siihen, etteivat solut olleet erilaistuneet
taysin ruskeiksi rasvasoluiksi, silla UCP1 ilmentyminen ei ollut lisdantynyt. Ruskeiden
rasvasolujen adipogeneesia stimuloivan geenin PRDM16 ilmentymisen ero iPS-solujen
sekd Day20+ solujen valilla oli myds merkitykseténtda. EBF2:n sekd PDGFRa:n ovat
ruskeiden rasvasolujen esiasteen geeneja (Wang ym. 2014: 14467; Lee & Schmidt &
Lai & Ge 2019: Brown 2019: 4). PDGFRa:n ja EBF2:n ilmentymisen muutos verratta-
essa iPS-soluihin viittaa ruskeiden rasvasolujen erilaistumisen etenemiseen. Ruskeat
rasvasolut tarvitsevat ADRb3 signaalin, jotta termogeneesi voi toimia (Cero ym. 2021
2). ADRDb3 ilmentyminen kasittelemattémien seké kasiteltyjen solujen valilla sailyi kui-

tenkin muuttumattomana.
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Saadut tulokset ovat ristiriidassa Vidal-Puig (2021) laboratorion protokollan saamiin tu-
loksiin ndhden, silla he olivat saaneet iPS- soluista erilaistettua toiminnallisia ruskeita
rasvasoluja, joiden UCP1 ilmentyminen oli lisdantynyt huomattavasti iPS-soluihin ver-

rattaessa.

Opinnaytetydssa saadut tulokset voivat viitata solujen multipopulaatioon, jolloin maljalla
on ollut eri vaiheessa olevia soluja eika vain taysin erilaistuneita ruskeita rasvasoluja.
Talloin erilaistumattomat solut ovat hairinneet analysointia. Myos eristetyn RNA:n kon-
sentraatioarvot olivat varsin matalia solujen maaraan nahden. Kvantitatiivisen polyme-
raasiketjureaktion tuloksiin vaikuttavat RNA:n laatu, cDNA:ksi kaantd seka oikeiden
alukkeiden valitseminen. RNA:n laatu oli kunnossa A260/280 puhtausasteen mukaan
eikd cDNA:ksi kaanndssa ollut ongelmia. Kuitenkin RNA:n konsentraatioarvot viittaavat
solujen vahaisyyteen maljoilla, vaikka silmamaaréisesti soluja oli paljon. Suurimmasta
osasta naytteista saatiin alle 100 ng/ul konsentraatio, joka kertoo RNA:n vahéaisesta

maarasta.

8.2 Eettisyys

Opinnaytetyon kirjoittamisen prosessia ohjaa hyva tieteellinen kaytantd (HTK), jolla tar-
koitetaan eettisesti kestéavia tiedonhankintamenetelmia ja tutkimusmenetelmia. Tieteel-
lisen tutkimuksen aikana tulee noudattaa avoimuutta, rehellisyyttd, huolellisuutta seka
tarkkuutta. Opinnaytetyon tekijan tulee ottaa huomioon muiden julkaisujen kayttaminen
seka tunnustaa muiden tekemat ty6t viittaamalla oikein heidan julkaisuihinsa seka mui-
hin tuotoksiin. Muutoin tekija syyllistyy vilppiin ja piittaamattomuuteen. (Tutkimuseetti-

nen neuvottelukunta.)

Tassa opinnaytetydssa on tunnustettu muiden tekema tyd viittaamalla oikein heidén
tutkimuksiinsa seka noudattamalla rehellisyytta tutkimuksia kaytettaessa. Kaytettyjen
tutkimusartikkeleiden sivunumerot seké verkko-osoitteet on merkitty asianmukaisesti,
jotta lahteiden saavutettavuus olisi mahdollisimman avointa. Pyrittiin kayttamaan kaik-
kien saatavilla olevia avoimia lahteitd, jotta opinnaytety6td voidaan arvioida kriittisesti.
Opinnaytetydn saavutettavuus on myoés varmistettu EU:n saavutettavuusdirektiivin
(2016/2102) mukaan seka julkaistu Theseus tietokannassa, jossa se on kaikkien saa-

vutettavissa.
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IPS-soluteknologian ollessa varsin uusi menetelma tarvitaan sen turvallisuuden varmis-
tamiseen useita tutkimuksia ja laadunarviointimenetelmia. Tallaisten uusien menetel-
mien myo6ta myds lakien seka eettisten sadntbjen uusimista ja lisaamista on mietittava.
Maailman laakariliitto laati Helsingin julistuksen, jossa on ilmoitettu eettiset periaatteet
koskien ihmiseen kohdistuvaa laéketieteellista tutkimusty6ta. Julistuksessa mainitaan,
ettei tutkimus saa koskaan mennd yksilén edun ja hyvinvoinnin edelle. (World Medical
Association 2018.) Opinnaytetydssa kaytettyjen naytteiden osalta on noudatettu ano-
nymiteettia, jolloin solujen luovuttajien henkil6llisyytta ei mainita. Lupa naytteiden kayt-
toon tulee Helsingin yliopistolta ja Tyynismaan laboratoriolta, joilla on asianmukaiset

tutkimus- ja eettiset luvat.

Bioanalyytikoilla on myds omat eettiset ohjeet, joita tulee noudattaa. Bioanalyytikoilla
on velvollisuus edistaa yksilon, vaestdn seka elinympariston terveytta. Bioanalyytikon
tulee myds vastata laboratoriotutkimusten ja menettelytapojen luotettavuudesta ja laa-
dusta ja noudattaa rehellisyytta seka laboratoriotutkimuksille tarkoitettua vaatimusta-
soa. (Suomen bioanalyytikkoliitto 2017.) Opinnaytetydntekija on omalta osaltaan nou-
dattanut rehellisyytta ja luotettavuutta tulosten julkistamisessa sekéd dokumentoinnissa.
Pyrittiin toimimaan mahdollisimman laadukkaasti noudattamalla taméanhetkisia proto-

kollia seka ohjeita.

8.3 Luotettavuus

Opinnaytetydn luotettavuudesta kertoo se, etta tutkimuksen kohde ja kaytetty materi-
aali ovat yhteensopivia. Opinnaytety6n tekijdn omaa rehellisyytta voidaan pitda luotet-
tavuuden merkkina ja hdnen onkin itse arvioitava tutkimuksensa luotettavuutta jokaisen
valinnan kohdalla. Opinnaytety6n tekijan on pystyttava vastaamaan kysymyksiin mista
tutkimusaineisto on peraisin, miten han on paatynyt valintoihinsa seka mita valinnat
ovat olleet. (Vilkka 2015: 196.) Tama toteutuu opinnaytetydssa osaltaan tutkimukselli-
sen osuuden tarkkana selostamisena niin kaytettyjen menetelmien kuin vélineiden

osalta.

Menetelmien valinnassa noudatettiin tutkimusryhmén ohjeita seka heidan kayttamiaan
saatavilla olevia menetelmid. Kaytetyt reagenssit ja niiden katalogi numerot on mainittu
litteessa 1, jotta voidaan tarkistaa ja tarvittaessa toistaa ty® kayttden samoja reagens-
seja. Opinnaytetydn menetelmallisessé osiossa on RT-gPCR analysoinnissa kaytettiin

triplikaatteja, jotta voitiin tarkastella tulosten luotettavuutta triplikaattien erojen valilla.
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RNA:n puhtaus varmistettiin spektrofotometrilla. Osat RNA:n konsentraatio mittaukset
toistettiin useamman kerran. RNA:n pitoisuuksista haluttiin varmistua, oliko alhainen

konsentraatiopitoisuus pipetoinnista johtuva virhe vai naytteen oikea konsentraatio.

Tutkimuksen ja opinndytetydn luotettavuuden arvioinnissa voidaan kayttad merkkeina
aineiston ajankohtaisuutta kayttéden lahteina tuoreita ja alkuperdisjulkaisuja. Opinnayte-
tyossa kaytettyihin tieteellisiin artikkeleihin ja muuhun ammatilliseen kirjallisuuteen pe-
rehdyttiin tarkasti seka arvioitiin kriittisesti useiden lahteiden kautta. Tutkimuksen ai-
kana noudatettiin hyvaa tieteellista kaytantéa kirjaamalla muistiinpanoihin tehdyt tutki-
muksen vaiheet, sek& huomioita tutkimuksen etenemiseen liittyen. Muistiinpanojen te-
keminen oli erityisen tarke&a, silla ei voitu luottaa siihen, ettéa opinnaytetyon tekija muis-
taisi tehdyt asiat viela myéhemminkin ulkoa. Taten edistetaan tutkimuksen tarkkuutta ja
edelleen tutkimuksen luotettavuutta. "Uskottavan tutkimustekstin perusta on tutkijan tai-
doissa ja tutkimuksessa, joka on toteutettu jarjestelmallisesti, kurinalaisesti ja rehelli-
sesti” (Vilkka 2015: 82).

Opinnaytetytn toteutusvaiheen aikataulun ollessa rajallinen solujen erilaistamista ei eh-
ditty tehda toiseen kertaan. Erilaistusprotokolla olisi ollut tirke&d&a saada toistaa edes
toisen kerran, jotta saatuja tuloksia olisi voinut vertailla keskendan. Nain protokollaa
olisi voitu parantaa seka kehittaa edelleen. Toistettavuutta ei voitu siis testata luotetta-

vasti.

8.4 Johtopaatokset

Tassé opinnaytetydssa ruskeiden rasvasolujen erilaistaminen iPS-soluista ei mennyt
suunnitellusti, silla erilaistetut solut eivat iimentaneet niille ominaisia geeneja. Opinnay-
tetyon tutkimuskysymyksiin onnistuttiin kuitenkin vastaamaan, mutta vastaukset eivat
olleet oletettuja. Vidal-Puig laboratorion erilaistamisen protokolla selvasti toimii luo-
maan soluja, joilla on kyky synnyttda rasvaa, mutta taman opinnaytetydn perusteella ei
kuitenkaan onnistuttu saamaan ruskeita rasvasoluja. Aihe vaatii lisda tutkimuksia, jotta
voidaan olla varmoja tulosten luotettavuudesta ja toistettavuudesta. Tama opinnaytetyo

toimii kuitenkin kartoittajana seka esimerkkiné protokollan lapi viemisesta.
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8.5 Kehittamisehdotukset

IPS-solut vaativat paivittaista tarkkailua ja analysointia. Soluviljelyssa kaytetyt useat so-
lujenkasvatusliuokset ja niiden teko tuovat oman haasteensa, silla mitd enemman vai-
heita on, sitd enemman altistutaan inhimillisille virheille. Protokolla olisi hyva kayda uu-
destaan lapi ja selvittdd onko niin monen kasvatusliuoksen seké reagenssin kayttami-
nen valttamatdnta. Soluviljelyvaiheessa olisi ollut hyva laskea solujen méaéra ennen nii-
den jakamista sek& ennen niiden siirrostamista maljoille, jotta jokaisen maljan solu-

maara olisi ollut todistettavissa sama.

RT-gPCR kaytettyjen alukkeiden tarkistaminen ja uudelleen suunnittelu olisi myds pai-
kallaan. Esimerkiksi Day2 solujen testaaminen PLIN1 geenilla oli tarpeetonta, silla ole-
tusarvona oli, ettei niin varhaisen vaiheen solut vield edes ilmenné kyseisté geenia. So-
lujen varjayksen tarkempien tulosten saavuttamiseksi lipidipisaroiden varjaamisen li-
saksi olisi ollut jarkevaa varjatéd myos tumat DAPI varjayksella ja tarkastella tuloksia
fluoresenssimikroskoopilla. T&lldin voitaisiin n&hda tarkemmin solujen maara tumien
varjaytyvyyden perusteella seka kuinka moni niista olisi rasvasoluja niiden sytoplasman

varjaytyvyyden avulla.

8.6 Ammatillinen kasvu

Opinnaytetyon tekijan ammatillisen kasvun voidaan ajatella kulminoituvan opinnayte-
tyéhon ja sen tekoprosessiin seké opiskelijan kykyyn tuottaa lahdekriittista ja faktoihin
pohjautuvaa tietoa, joka pyrkii kehittdméaan tai tuottamaan uutta tietoa. Koen saaneeni
valmiuksia tydelamaan seké toimimaan ammattitaitoisesti. Tutkimuksen aikana sain
tehda itsenaisia paatdksia omaa tutkimustani koskien. Opinnaytetytn toteuttamisvai-
heessa opin dokumentoinnin ja avoimuuden tarkeyden tutkimusta tehdessani. Taytyy
pystya tuottamaan lapindkyvaa informaatiota, jotta pystytddn kehittym&én ja oppimaan

virheista.

Opinnaytetyota tehdesséni opin paljon omista heikkouksistani seké vahvuuksistani.
Heikkouksinani nain tieteellisen tekstin tuottamisen, silla en ollut koskaan tehnyt néin
laajaa ja yksityiskohtaista tyota. Oli tarkead muistaa, ettei taman opinnaytetydn lukijalla
saata olla aikaisempaa tietoa aiheesta. Lyhenteiden, termien sekd menetelmien auki
selittdminen unohtui aina valillda, mutta lopulliseen raporttiin olen pyrkinyt avaamaan

kaiken mahdollisimman ymmarrettavasti ja selkeé&sti. Opinnaytetyoni aihe oli erittain
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kiinnostava seka ajankohtainen globaalisti. Opinnaytetydn aihe alussa myds pelotti hie-
man, silla jo iPS-solut termina oli minulle vieras kasite. Kuitenkin oma tahto ja kiinnos-

tus tutkimusryhmaa ja opinnaytetyon aihetta kohtaan sai minut tarttumaan haastee-

seen.

Mahdollisuus toteuttaa opinnaytetyd kansainvélisessa timissd Henna Tyynismaan Hel-
singin yliopiston tutkimuslaboratoriossa toi paljon uusia nédkemyksia seka tyokontak-
teja. Osaavan seka innovatiivisen tiimin osana oleminen toi uutta innostusta omaa alaa

kohtaan ja antoi paljon uutta tietoa niin menetelmien kuin teoriatiedon kannalta.
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Kaytetyt reagenssit

Reagenssilista

Insulin /Sigma 19278

Fgf2/ Sigma SRP3043

Chiron /Sigma CHIR99021

Retinoic acid / Sigma R2625

LDN 193189/ Sigma SML0559

Ascorbic acid/ Sigma A4403

HEPES / Sigma

T3/ Sigma T6397

IBMX/ Sigma 17018

Biotin/ Sigma B4639

Pantothenate/ Santa/ D- Pantothenic acid sodium salt Chem Cruz

Rosiglitazone/ sigma R2408

Dexamethasone / Sigma D1756-25 Mg/ Lot BCB25483

Oleate/ Sigma 01008

DMEM/Nutrients HAM F12+GlutaMAX

IMDM/ Invitrogen 21980065

HyClone BSA/ GE Healthcare SH30574-02

CD Lipid Concentrate/ Invitrogen 11905031

Transferrin/ Roche Sigma 10652202001

Mono-Thioglycerol/ Sigma M6145-25ml

0.5 M EDTA Ph 8.0/ Life Technologies 15575

PBS/ Sigma D8537

DMEM/F12 media with GlutaMAX / 31331028

Dimetyl Sulphoxide (DMSO) /Sigma D2650

FBS / Life Technologies 10106-169

Oil Red O/ Sigma 01391-250ML

Matrigel Growth factor reduced basement membrane matrix, Phenol
red free, LDEV free / Corning Life Sciences 356231

Essential 8 Hesc (Life Technologies A1517001)
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CDM Base valmistus
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CDM base media Maérat
F-12 Nut Mix 125 ml
IMDM 125 ml
HyClone BSA 1,25¢g
CD Lipid Concentrate 2,5 mi
Transferrin 125 p
Mono- Thioglycerol 10p

Valmista tarpeen mukaan

1. Punnitse ensin HyClone BSA ja liuota se F-12 Nut Mixiin

2. Lisaa muut reagenssit

3. Suodata kaikki

4. Sailytys +4 °C asteessa jaakaapissa




Pakastusliuos | & Il valmistus

Pakastusliuos | 10 ml

DMEM/F12 8 ml

FBS 2 ml

Suodata molemmat ja séilyta +4 °C asteessa.

Pakastusliuos Il 10 ml

DMEM/F12 6 ml

FBS 2ml

DMSO 2 ml

Liite 3
1 (1)

Suodata DMEM/F12 ja FBS. Lisaa DMSO sen jalkeen. Sailytys +4 °C asteessa.



Alukkeet / kohdegeenit

Liite 4
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Naytteet Aluke ja alukkeen emasjarjestys
Day?2 IPS EBF2 F AAGACCAACAACGGCACTCA
EBF2 R TTCGCAGCATCGACTACACA
PLIN1 F AGGGAAGAAGTTGAAGCTTGAGG
PLIN1 R TTCTGGAAGCATTCGCAGGT
Day6 IPS PDGFRa F CCACCTGAGTGAGATTGTGG
PDGFRa R TCTTCAGGAAGTCCAGGTGAA
MYF5 F CTGCCAGTTCTCACCTTCTGA
MYF5 R AACTCGTCCCCAAATTCACCC
Day15 IPS ADRD3 F CTCGACGGGGCTTCTTGG
ADRb3 R TTTTCCACAGAGGCCAGAGG
DIO2 F CCTCCTCGATGCCTACAAAC
DIO2 R GCTGGCAAAGTCAAGAAGGT
Day20+ IPS UCP1F CTCACCGCAGGGAAAGAA
UCP1R GGTTGCCCAATGAATACTGC
PRDM16 F TGGCTGCTTCTGGACTCA
PRDM16 R ATATTATTTACAACGTCACCGTCACT
GAPDH F AGCCACATCGCTCAGACAC
Kaikkille nayt- GAPDH R GCCCAATACGACCAAATCC

teille
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Laskukaavat

ACq = Cq (kohdegeeni) - Cq (normalisoiva geeni)

AACq = ACq (kasitelty nayte) — ACq (kasittelematon nayte)

27 — (44Cq)
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