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Opinnaytetydn tarkoituksena oli testata virtaussytometrian toimivuutta GLUT4-proteiinin
translokaation tutkimisessa seka validoida menetelmassa kaytettyja vasta-aineita. Tyo to-
teutettiin yhteistyossa Laaketieteellisen tutkimuslaitos Minervan kanssa. Tavoitteena oli sel-
vittaa, voitaisiinko virtaussytometriaa menetelmana kayttaa tyypin 2 diabetekselle altistavan
suomalaisspesifisen AKT2-geenivariantin tutkimisessa. AKT2-geenivariantti liittyy heikenty-
neeseen insuliinin signaalinsiirtoon, mikd mahdollisesti vaikuttaa GLUT4-glukoositransport-
terin toimintaan.

GLUT4-glukoositransportteri on normaalitilassa solunsisaisina rakkuloina, mutta siirtyy in-
suliinin vaikutuksesta nopeasti solukalvolle. Tama insuliinin stimuloima glukoosin kuljetus
lihassoluihin on keskeinen tekija veren glukoosipitoisuuden saatelyssa. Tyypin 2 diabetek-
sessa insuliinin signaalireitissa esiintyy kuitenkin poikkeamia, jotka heikentavat GLUT4-
transportterin siirtymista solukalvolle ja glukoosin kuljetusta soluun.

KoehenkilGilta oli aikaisemman tutkimuksen yhteydessa keratty biopsianaytteita reiden vas-
tus lateralis-lihaksesta. Naista naytteista oli luotu primaariset soluviljelmat, joita tdssa opin-
naytetydssa kaytettiin virtaussytometrian testaamiseen, sekd vasta-aineiden validointiin
western blotilla ja immunofluoresenssivarjayksilla.

Virtaussytometriaa lahdettiin testaamaan aiemman julkaisun pohjalta, mutta sitd ei saatu
toimimaan odotetulla tavalla. Parhaat tulokset menetelmassa saatiin kayttamalla Santa
Cruzin vasta-ainetta. Kaksi muuta testauksen kohteena ollutta vasta-ainetta eivat antaneet
menetelmassa jarkevia tuloksia. Myos vasta-aineiden validoinnissa Santa Cruzin vasta-aine
osoittautui toimivimmaksi. Virtaussytometrian toimivuus GLUT4-translokaation tutkimisessa
jai viela epaselvaksi ja tulevaisuudessa menetelman optimointia tulisi jatkaa selvittamalla
optimaalinen vasta-ainepitoisuus titraamalla, seka kayttamalla taysin negatiivisia, GLUT4:a
sisaltamattémia kontrollisoluja.

Avainsanat GLUT4, virtaussytometria, vasta-aine, validointi
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The purpose of this study was to test flow cytometry for studying GLUT4 translocation and
validate antibodies used in the method. This study was carried out at Minerva Foundation
Institute for Medical Research, Helsinki, Finland. The aim was to find out if flow cytometry
method could be used to study AKT2 gene variant enriched in the Finnish population. AKT2
variant is associated with type 2 diabetes and impaired insulin signaling, which may affect
the function of GLUT4 glucose transporter protein. GLUT4 glucose transporter plays a key
role in regulating whole body glucose homeostasis.

Muscle cell biopsies had been collected from the test subjects before the beginning of this
study. Primary cell cultures were created from the samples and used in this study to test
flow cytometry and to validate three different antibodies with western blot and immunofluo-
rescence staining.

Testing of flow cytometry was based on a previous study, however the method did not work
as anticipated. The best results were obtained with Santa Cruz antibody. Other antibodies
did not give sensible results in this method. Validation of the antibodies also showed Santa
Cruz to be the most specific out of the tested antibodies. The functionality of flow cytometry
for studying GLUT4 translocation was left questionable. In the future the optimization of the
method should be continued by titrating the antibodies and using GLUT4 negative control
cells.

Keywords GLUT4, flow cytometry, antibody, validation
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Termit ja lyhenteet

Transportteri = Kuljettajaproteiini

Translokaatio = Siirtyminen paikasta toiseen

Fluorokromi = Molekyyli joka absorboi valoa tietylla aallonpituudella ja emittoi sen toisella
aallonpituudella

Konjugoida = Liittda jotakin johonkin

Fosforylaatio = Fosforiryhman siirto molekyylilta toiselle

Tetrameeri = Neljasta samanlaisesta alayksikdsta koostuva proteiini
Isoformi = Jokin saman proteiinin eri muodoista, johtuen yhden nukleotidin vaihdoksista
tai vaihtoehtoisesta silmukoinnista DNA:n kopioinnin aikana.

Deleetio = Perintdaineksen haviama

Substraatti = Entsyymin toiminnan kohteena oleva molekyyli

Domeeni = Proteiinin toiminnallisesti tai rakenteellisesti itsenainen osa
GTP = Guanosiinitrifosfaatti

Eksosyytosi = Aineiden kuljetus pois solusta

Endosytoosi = Aineiden kuljetus soluun

Denaturaatio = Proteiinin kvaternaari, -tertidari tai -sekundaarirakenteen tuhoutuminen
FITC = Fluoreseiini-isotiosyanaatti

PAGE-gecelielektroforeesi = Polyakryyliamidi-geelielektroforeesi

SDS = Nautriumlauryylisulfaatti

SDS-PAGE = Natriumlauryylisulfaatti polyakryyliamidi-geelielektroforeesi
Konfluenssi = Solujen tiheys viljelymaljalla

Trypsinointi = Solujen irrotus viljelyalustasta trypsiinilla

Basaali = Perustilassa oleva stimuloimaton solu

PBS = Phosphate-buffered saline, fosfaattipuskuroitu saliini

PFA = Paraformaldehydi

Myoblasti = Lihassolujen esiaste

Myotuubi = Myoblastia seuraava poikkijuovaisen lihassolun kehitysaste
NP40 = Octylphenoxypolyethoxyethanol, denaturoimaton pesuaine

BSA = Bovine serum albumin, naudan seerumin albumiini

DAPI = 4’ ,6-Diamidino-2-fenyyli-indoli dihydrokloridi

PVDF = Polyvinyylidifluoridi

TBST = Tris-puskuroitu saliini ja polysorbaatti 20 (Tween20) seos

kDa = Kilodalton
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1. Johdanto

Diabetes on joukko erilaisia sairauksia, joita yhdistdd kohonneena verensokerina ilme-
neva aineenvaihdunnan hairié. Maailman terveysjarjesto luokittelee diabetestyypit tyypin
1 ja 2 diabetekseen, raskausdiabetekseen ja muista syista johtuvaan diabetekseen. Tyy-
pin 2 diabetesta sairastavia tiedetaan olevan 300 000 ja sairauden ennustetaan lisaan-
tyvan Suomessa 70 % seuraavan 10 vuoden aikana, mikali ehkaiseviin toimiin ei ryh-
dyta. (Diabetesliitto a; Niskanen 2014.) Tyypin 2 diabetes altistaa henkilon erilaisille lii-
tannaissairauksille, mika lisda taudin hoitokustannuksia entisestdan. Taman suuntainen
kehitys on kansanterveyden kannalta huolestuttavaa ja sen kustannukset yhteiskunnalle
tulevat olemaan merkittavat. (Diabetesliitto b.) Naista syista tyypin 2 diabeteksen meka-
nismien tutkiminen ja tutkimusta edesauttavien laboratoriomenetelmien testaaminen

seka kehittaminen on tarkeaa.

Tama opinnaytetyd toteutettiin Ladketieteellisessa tutkimuslaitos Minervassa osana tut-
kimusryhmaa, jonka mielenkiinto kohdistuu tyypin 2 diabetekseen. Opinnaytetydn tarkoi-
tuksena oli testata virtaussytometrian toimivuutta glukoositransportteri GLUT4-translo-
kaation tutkimisessa. Virtaussytometria on laajasti kdytdssa oleva lasereihin perustuva
menetelma solujen tai partikkelien ominaisuuksien analysointiin (Abcam c). Menetel-
malla tutkittava GLUT4-transportteri on elimistén glukoosihomeostaasin eli verensokerin
tasapainon kannalta keskeinen kuljettajaproteiini, joka insuliinin stimuloimana saatelee
glukoosin sisaanottoa lihassoluihin. GLUT4-proteiinin translokaatiolla viitataan sen siir-
tymiseen sytoplasman rakkuloista solukalvolle insuliinin stimuloimana. (Huang—Czech
2007: 237; 242.)

Keskeinen osa opinnaytetydta oli virtaussytometriassa kaytettyjen vasta-aineiden vali-
dointi immunosytokemiallisen fluoresenssivarjayksen ja western blotin avulla. Virtaussy-
tometrian ja eri vasta-aineiden testaamisen tavoitteena oli, ettd menetelmaa voitaisiin
mahdollisesti myéhemmin hyédyntaa tyypin 2 diabetekselle altistavan suomalaisspesifi-
sen AKT2-P50T geenivariantin tutkimisessa. AKT2-geenivariantti liittyy alentuneeseen
insuliinin signaalireitin aktivaatioon, joka mahdollisesti vaikuttaa GLUT4- transportterin

translokaatioon solukalvolle (Manning ym. 2017).



2. Opinnaytetyon tarkoitus, tavoitteet ja tutkimuskysymykset

Opinnaytetyo toteutettiin yhteistytssa Ladketieteellisen tutkimuslaitos Minervan kanssa.
Tyon tarkoituksena oli:
o testata virtaussytometrian toimivuutta GLUT4-translokaation tutkimisessa.
¢ validoida menetelmassa kaytettyja vasta-aineita immunosytokemiallisen fluore-
senssivarjayksen ja western blotin avulla.
Virtaussytometrian testauksen ja vasta-aineiden validoinnin tavoitteena oli:
e selvittda voitaisiinko menetelmaa myohemmin hyodyntaa tyypin 2 diabetekselle
altistavan suomalaisspesifisen AKT2-P50T-geenivariantin tutkimisessa.
Jotta tyypin 2 diabetesta opittaisiin hoitamaan ja ehkdisemaan paremmin, on tarkeaa

oppia taudin syntymekanismit seka sille altistavat geneettiset tekijat.

3. Diabetes

Diabetes on energia-aineenvaihdunnan hairio, joka ilmenee veren sokeripitoisuuden ko-
hoamisena eli hyperglykemiana. Tama voi johtua joko insuliinin puutteesta tai heikenty-
neesta vasteesta kohdesolukossa. Kun insuliinia ei erity tarpeeksi, maksa tuottaa liikaa
glukoosia, jota solut eivat kykene kayttamaan eivatka varastoimaan. Diabeteksen ongel-
mat liittyvat korkean verensokerin aiheuttamaan valkuaisaineiden rakenteiden ja toimin-

tojen hairiintymiseen. (Saraheimo 2011: 9-10.)

Tyypin 2 diabeteksessa verensokerin kohoaminen tapahtuu hitaasti pitkalla aikavalilla ja
aiheuttaa hyvin vahan oireita, minka vuoksi taudin toteaminen tapahtuu usein sattumalta.
Tyypin 2 diabeteksessa haima erittaa insuliinia, mutta tyypillisesti insuliinin vaikutus on
heikentynyt maksassa seka lihas- ja rauhaskudoksessa. (Saraheimo 2011: 24—25.) Nor-
maalisti luurankolihas poistaa glukoositransporttereiden avulla jopa 80 % verenkierrossa
olevasta glukoosista insuliinin signaalireitin valittamana. Tyypin 2 diabeteksessa insulii-
nin signaalireitissa esiintyy kuitenkin poikkeamia, joiden vuoksi insuliinivalitteinen
GLUT4-transportterin siirtyminen solukalvolle ja glukoosin siirtyminen soluun heikentyvat
(Kuvio 1, s.4). (Hgjlund 2014: 5;8.)

Tyypin 2 diabeteksella on vahva yhteys ihmisen perintétekijoihin ja se esiintyy yleensa
suvuittain. Sairauden puhkeaminen vaatii seka riskigeenien etta taudille altistavien elin-

tapojen yhteisvaikutusta. (Laakso 2007.) Vaikka perintdtekijoiden altistava vaikutus tyy-



pin 2 diabetekseen tiedetdan ja yksittaisia altistavia geenivirheita on 16ydetty useita, suu-
rin osa perinndllisen vaikutuksen mekanismeista on vield selvittamatta (Hgjlund 2014:
2-3).

3.1 Insuliini

Insuliini on haiman Langerhansin saarekkeiden B-solujen erittdma peptidihormoni, joka
yhdessa vastavaikuttajahormoni glukagonin kanssa saatelee verensokeria (Wilcox
2005: 19). Insuliinin paaasialliset kohdekudokset ovat luurankolihakset, maksa ja rasva-
kudos, mutta nykyisen tiedon valossa insuliinilla on tarkeita vaikutuksia myds sydameen,
aivoihin ja endoteelin soluihin. Insuliinin paaasialliset tehtavat metaboliassa ovat glukoo-
sin sisdanoton stimulointi luurankolihaksiin ja rasvasoluihin, maksan glukoosituotannon
vaimentaminen, glykogeenisynteesin edistaminen lihaksissa seka lipolyysin estdminen
rasvasoluissa. Naiden insuliinin toimintojen heikkenemisesta kaytetaan termia insuliini-
resistenssi. Yleisesti insuliiniresistenssilla viitataan tilaan, jossa insuliini saa aikaan poik-
keavan fysiologisen vasteen kohdekudoksessaan. (Hgjlund 2014: 1-2.) Insuliiniresis-
tenssi on keskeinen patogeneettinen tekija tyypin 2 diabeteksen synnyssa ja sen vaiku-
tukset riippuvat kudoksen tai elimen fysiologisesta toiminnasta ja siita, tarvitsevatko ne
insuliinia metabolisiin prosesseihinsa. Insuliinista riippuvaisia kudoksia ovat mm. rasva-
ja lihaskudos. (Virkamaki 2011: 34; Wilcox 2005: 27.)

Tarkein insuliininerityksen saatelija on glukoosi, joka fosforyloituu haiman beeta-soluissa
glukokinaasin vaikutuksesta glukoosi-6-fosfaatiksi tuottaen adenosiinitrifosfaattia el
ATP:ta. Taman vaikutuksesta ATP:sta riippuvaiset kaliumkanavat sulkeutuvat ja beeta-
solun solukalvo depolarisoituu. Depolarisaatio johtaa solukalvon kalsiumkanavien avau-
tumiseen ja solunsisaisen kalsiumpitoisuuden kasvuun, mika saa aikaa insuliinin eritty-
misen beeta-soluista. Vaikka glukoosi onkin insuliinierityksen paaasiallinen stimuloija,
myo6s mm. hermostolliset arsykkeet, suolistohormonit seka aminohapot saatelevat sen
eritysta. (Wilcox 2005: 21-22.)

3.2 Insuliinin signaalinsiirto

Insuliinin vaikutukset valittyvat reseptorivalitteisesti. Insuliinireseptorit sijaitsevat solukal-

volla ja ne ovat rakenteeltaan tetrameereja. Reseptori koostuu kahdesta solunulkoisesta



a-alayksikosta ja kahdesta solunsisaisesta B-alayksikosta. Kuviossa 1 on kuvattu insu-
liinin signaalireitti. Signaalireitissa insuliinireseptori (IR) aktivoituu insuliinin 1asna ollessa
ja fosforyloi insuliinireseptorin substraattiproteiinin (IRS) tyrosiinin. Signaalireitin seuraa-
vassa osassa IRS aktivoi fosfatidyyli-inositoli-3-kinaasin (PI3K), joka katalysoi fosfa-
tidyyli-inositoli-4,5-bifosfaatin (PIP2) muutoksen fosfatidyyli-inositoli-3,4,5-bifosfaatiksi
(PIP3). PIP3 aktivoi puolestaan proteiinikinaasi B:n eli AKT:n kahden valimuotoisen pro-
teiinikinaasin kautta. (Huang—Czech 2007: 239.) IR/IRS, PI3-kinaasi ja AKT ovat kolme
insuliinin signaalireitin "kriittistd solmukohtaa", jotka ovat keskeisia insuliinin toiminnalle.
Insuliiniresistenteissa tiloissa on havaittu hairiéita naissa tarkeissa solmukohdissa. (Ta-
niguchi—-Emanuelli-Kahn 2006: 86.)

Insuliini

Glukoosin kuljetus , <= Solukalvo

— Insuliinin signaalireitti

Kuvio 1. Insuliinin signaalireitti. Insuliinireseptorin aktivoituminen saa aikaan monivaiheisen ket-
jureaktion, jonka lopputuloksena GLUT4 siirtyy solukalvolle ja mahdollistaa glukoosin
paasyn soluun. (Kuvaldhde: Wikimedia Commons. Muokattu.)

Yksi AKT:n tarkeimmista tehtavistad on stimuloida glukoosin sisdanottoa insuliinin vaiku-
tuksesta ja sen AKT2 isoformin on todettu olevan yhteydessa lihas- ja rasvasolujen
GLUT4- glukoositransportteriin (Manning—Cantley 2007: 9). AKT:lla on yhteensa kolme
eri isoformia, jotka liittyvat erilaisten biologisten prosessien saatelyyn ja ovat siten jakau-
tuneet elimiston kudoksiin eri tavoin. AKTZ2:ta esiintyy erityisesti insuliiniherkissa kudok-
sissa ja lihassoluissa se on paaasiallinen GLUT4:n liikennettd saateleva isoformi.
(Huang—Czech 2007: 239.)



AKT:lla on useita substraatteja, joita fosforyloimalla se joko aktivoi tai inhiboi niitd. Saa-
telemallad naitd substraatteja AKT vaikuttaa useisiin solutapahtumiin. AS160 on tarkea
AKT:n substraatti, joka liittyy glukoosin kuljetukseen solun sisélle. AKT saatelee glukoo-
sin sisdanottoa fosforyloimalla AS160 substraatin. Tama fosforylaatio estdd AS160:n
Rab-GTPaasia aktivoivan domeenin. Rab on solunsisaista vesikkelilikennetta ja -fuu-
siota saateleva proteiini, joka on aktiivinen GTP:ta sisaltdvassd muodossaan. Kun
GTP:td GDP:ksi hajottava GTP:aasi aktiivisuus estyy AKT:n fosforyloidessa AS160:n,
GLUT4 glukoositransportteri siirtyy solukalvolle aktivoiden Rab GTPaasin. (Taniguchi
ym. 2006: 92-93.)

4. GLUT4-proteiini

GLUT-proteiinit ovat SLC2-geenien koodaamia kuljettajaproteiineja (ns. transportte-
reita), joita esiintyy inmisessa 14 eri tyyppia. GLUT-proteiinit eroavat toisistaan kinetiikan
eli reaktionopeuden ja substraattispesifisyyden perusteella. Kaikki GLUT proteiinit koos-
tuvat noin 500 aminohaposta, niilla on 12 solukalvon ylittdvaa domeenia ja proteiinien N-
ja C-terminaaliset osat sijaitsevat sytoplasmassa. (Mueckler—Thorens 2013: 1-2;
Huang—Czech 2007: 237.) N-terminaali on proteiinin tai polypeptidin alkupaa, jonka lop-
pupaassa on vapaa aminoryhma. C-terminaali taas on proteiinin loppupaa, joka paattyy
vapaaseen karboksyyliryhmaan. (Reusch 2013.) Kuviossa 2 on esitetty GLUT4-proteii-

nin rakenne solukalvolla.
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Kuvio 2. GLUT4 proteiinin rakenne. Proteiinin N- ja C-terminaalinen paa sijaitsevat sytoplas-
massa. N-terminaalisessa paassa on vapaa aminoryhma ja C-terminaalisessa paassa
vapaa karboksyyliryhma. (Helenius—Mikkonen 2017.)



Glukoosia kuljettavia GLUT-transporttereita on vahintaan viitta eri alatyyppia, jotka esiin-
tyvat eri kudoksissa. Nama GLUT-transportterit erotellaan toisistaan glukoosin kuljetus-
kyvyn ja insuliinintarpeen perusteella. Rasva- ja lihassoluissa paaasiallinen glukoo-
sitransportteri on GLUT4, joka vaatii insuliinia toimiakseen. (Wilcox 2005: 24-26.)
GLUT4 kay solunsisaisissa kalvorakenteissa lapi jatkuvaa kierratystd. Stimuloimatto-
massa tilassa GLUT4 on solunsisaisina rakkuloina, mutta insuliinin tai muun stimulantin
vaikutuksesta se siirtyy nopeasti sytoplasmasta solukalvolle (Kuvio 3). Insuliini stimuloi
tata GLUT4:n eksosytoosireittia ja inhiboi endosytoosia solukalvolta. Koska insuliinin sti-
muloima glukoosin kuljetus lihassoluihin on keskeinen tekija veren glukoosipitoisuuden
saatelyssa, GLUT4:lla on tarkea rooli elimistdon glukoosihomeostaasin yllapidossa.
(Huang—Czech 2007: 237-239.)

Insuliini Insuliini Glukoosi

reseptori / /
o\ o o o ©
]

Vesikkeli

plasma  —
membraani

Insuliinin lasnaollessa Glut4- Gluta mahdollistaa
vesikkelit sulautuvat osaksi

Ssmamembraants glukoosin paasyn solun

sisalle

Kuvio 3. GLUT4-translokaatio insuliinin stimuloimana. Insuliini kiinnittyy solukalvolla olevaan re-
septoriin, jolloin GLUT4 siirtyy sytoplasmasta solukalvolle ja mahdollistaa glukoosin
paasyn soluun. (Kuvaldahde: Wikimedia Commons. Muokattu)



5. Virtaussytometria ja vasta-aineet

Virtaussytometrialla on mahdollista analysoida solun kokoa seka solun sisaisia ja ulkoi-
sia molekyyleja ja erottaa eri solutyyppeja heterogeenisesta solupopulaatiosta. Menetel-
maa kaytetdan usein mittaamaan solun proteiineihin sitoutuneiden leimattujen vasta-ai-
neiden tuottaman fluoresenssin intensiteettia. (Abcam c.) Virtaussytometrian toimivuutta
GLUT4-translokaation tutkimisessa lahdettiin testaamaan Koshyn, Alizadehin, Timchen-
kon ja Beetonin vuonna 2010 julkaisemaa protokollaa mukaillen. Protokollassa GLUT4-
translokaatio sytoplasmasta solukalvolle havainnoidaan immunosytokemian menetelmin
hyédyntamalla fluoresenssileimattuja GLUT4 spesifisia vasta-aineita. GLUT4-transport-
terin epitooppia kohtaan suunnattu primaarinen anti-GLUT4-vasta-aine ja fluoresoivalla
merkkiaineella (AlexaFluor488) leimattu sekundaarinen vasta-aine inkuboidaan keske-
naan huoneenlammaossa, jolloin sekundaari vasta-aine sitoutuu primaariseen muodos-

taen vasta-ainekompleksin. (Koshy—Alizadeh-Timchenko—-Beeton 2010.)

Soluissa GLUT4-translokaatio saadaan aikaan insuliinistimulaatiolla. Terveiltd eriste-
tyissd myoblasteissa insuliinistimulaatio saa aikaan annosriippuvaisen GLUT4-translo-
kaation solukalvolle, jolloin vasta-ainekompleksi paasee kiinnittymaan epitooppiinsa. In-
suliiniresistenttien henkildiden myoblasteissa GLUT4-translokaatiota ei tapahdu tai se
on heikompi. GLUT4:a ekspressoidaan solukalvolla vain ohimenevasti, jonka jalkeen se
otetaan takaisin soluun endosytoosilla. Sitoutuneet vasta-aineet pysyvat kiinnittyneina
GLUT4:an myds endosytoosin aikana, jolloin fluoresenssisignaali iimaisee solukalvolla
olleen GLUT4:n maaran. (Koshy ym. 2010.)

5.1 Virtaussytometrian menetelmaperiaate

Virtaussytometria on lasersateisiin perustuva menetelma, jota kaytetdan solujen maaran
ja ominaisuuksien analysointiin. Kuviossa 4 on esitetty virtaussytometrin toimintaperiaa-
tetta. Virtaussytometrissa soluja ympardi vaippaliuos ja ne pakotetaan hydrodynaamisen
fokusoinnin avulla kapean suuttimen lapi. Pieni nestevirta kuljettaa solut yksitellen laser-
sateen ohi, jolloin laserin osuessa soluun tapahtuu valon sirontaa. Tama sironta mitataan
erilaisilla detektoreilla eli ilmaisimilla. Suoraan sateen edessa oleva detektori mittaa so-
lusta eteenpain sironnutta valoa FS (forward scatter) ja sivuilla olevat detektorit sivulle
sironnutta valoa SS (side scatter). Mahdolliselle fluoresenssisignaalille on my6s oma de-

tektorinsa. (Abcam c.)
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Kuvio 4. Virtaussytometrian periaate. Vaippaliuksessa olevat solut pakotetaan hydrodynaami-
sen fokusoinnin avulla kapean suuttimen 1api, jossa solut kulkevat yksitellen lasersa-
teen ohi. Valon sironta ja fluoresenssi mitataan detektoreilla. (Helenius—Mikkonen
2017.)

Eteenpain sironnut valo antaa tietoa solun koosta, suurempien partikkelien taittaessa
enemman valoa kuin pienempien. Sivuille sironnut valo puolestaan kertoo solun sisai-
sesta rakenteesta, esimerkiksi granulaarisuudesta (Kuvio 5). FC- ja SS-kanavan tiedot
yhdistdmalla saadaan karkeasti eroteltua eri solupopulaatiot toisistaan. Tama kuitenkin
riippuu aina naytetyypista ja tavallisesti yksityiskohtaisemman erottelun tekemiseksi tar-

vitaan fluoresenssileimoja. (Bio Rad b: 4.)

SS

Valonldhde e . : FS et

Kuvio 5. Valon sironta. Valonlahteen osuessa soluun tapahtuu sirontaa, joka voidaan mitata de-
tektoreilla. Solusta eteenpain sironnutta valoa kuvaa FS ja sivulle sironnutta valoa SS.
(Helenius—Mikkonen 2017.



Fluoresenssileimojen avulla pystytdan tunnistamaan ja tutkimaan suoraan haluttua epi-
tooppia. Tama tapahtuu konjugoimalla fluorokromi epitoopille spesifisiseen vasta-ainee-
seen. Fluorokromit absorboivat valoenergiaa annetulla aallonpituudella ja emittoivat sen
pidempind, ndkyvan valon aallonpituuksina. Tatd prosessia kutsutaan eksitaatioksi ja
emissioksi. Emissio seuraa eksitaatiota hyvin nopeasti synnyttaen fluoresenssisignaalia.
(Bio Rad b: 11-13.)

Fluoresenssisignaalien mittaaminen eri aallonpituuksilla voi antaa kvantitatiivisia tai kva-
litatiivisia tuloksia solun pinnalla olevista reseptoreista tai solunsisaisista molekyyleista.
Suurin osa virtaussytometreista kayttaa eri kanavia ja detektoreita mittaamaan emittoi-
tunutta valoa. Mittauksen spesifisyytta kontrolloidaan optisten filttereiden avulla, joiden

tehtavana on paastaa vain tietyt aallonpituudet lavitseen ja estda muut. (Bio Rad b: 4.)

Kun solu tulee laserin kohdalle, siita syntyva siroava valo seka fluoresenssisignaali syn-
nyttavat virran elektroneita detektorin anodille. Taman elektronivirran suuruus on verran-
nollinen solusta sironneen valon tai sen fluoresenssin intensiteettiin. Kun solun reuna
saapuu laserin kohdalla, elektronien maara alkaa nousta saavuttaen huippunsa solun
ollessa laserin keskella, jolloin solu on kokonaan valaistuna. Solun jatkaessa matkaansa
laserin lavitse, elektronien maara laskee ja solun ohittaessa laserin elektronien maara
on tippunut takaisin lahtdtasoon. Tata syntyvaa elektronipulssia kutsutaan tapahtumaksi
(event). Nama tapahtumat nakyvat saaduissa tuloksissa. Tapahtumien alaraja tulisi
maarittaa siten, etta siihen yltavat vain halutut solut. Jos alarajaa ei aseteta, virtaussyto-
metri analysoi kaikki naytteessa olevat partikkelit aiheuttaen suuren maaran taustasig-

naalia, jonka alle halutut tapahtumat saattavat jaada. (Bio Rad b: 6—7.)

5.2 Vasta-aineet

Vasta-aineet eli immunoglobuliinit (Ig) ovat aktivoituneiden B-lymfosyyttien eli plasma-
solujen erittamia glykoproteiineja. Vasta-aineet sijaitsevat plasmassa ja solunulkoisissa
nesteissa, jossa ne toimivat osana elimiston immuunijarjestelmaa ja vastaavat immuuni-
puolustuksen ensireaktiosta elimiston kohdatessa antigeenin. (Lipman—Jackson—Tru-
del-Weis-Garcia 2005: 258.) Antigeenilla tarkoitetaan mita tahansa vierasta ainetta, joka
saa aikaan immuunivasteen joutuessaan kudoksiin (Chemicon International 2004: 2).
Vasta-aineilla on kyky tunnistaa ja kiinnittya tunnistamiinsa antigeeneihin suurella herk-
kyydella ja spesifisyydella. Naiden ominaisuuksiensa ansiosta niita kaytetdan yleisesti

my0s tutkimus-, diagnostiikka- ja hoitotarkoituksissa. (Lipman ym. 2005; 258.)



10

Kuviossa 6 on esitetty vasta-aineen perusrakenne. Vasta-aineet esiintyvat yhtena tai
useampana Y-kirjaimen muotoisena Ig-yksikkdna, jotka koostuvat neljasta polypeptidi-
ketjusta; kahdesta identtisestd raskasketjusta ja kahdesta identtisestd kevytketjusta.
Nama ketjut pysyvat yhdessa muun muassa disulfidi-sidoksilla. (Lipman ym. 2005: 259.)
Jokainen Ig-yksikko koostuu kahdesta erillisestad alueesta: yksikon karkiosissa on kaksi
kevyt- ja raskasketjuista koostuvaa Fab-aluetta ja molekyylin hantidosassa pelkasta ras-
kaketjusta koostuva Fc-alue. Fab-alue koostuu kahdesta variaabelista domeenista ja
kahdesta vakiodomeenista. Fab alueen variaabelit domeenit muodostavat vasta-aineen
variaabelin alueen, jonka tehtavana on antigeenin tunnistus. Fab-alueen vakiodomeenit
ja Fc-alue muodostavat puolestaan vasta-aineen muuttumattoman alueen. (Genscript:
4.)

Antigeenin tunnistava

-

-~

r Variaabeli alue
Kevytketju g

Rikkisilta

7 Muuttumaton alue

Kuvio 6. Vasta-aineen perusrakenne. Kuvassa on esitetty raskasketjut vaaleansiniselld ja kevyt-
ketjut oranssilla. Merkittynd ovat myds rikkisilta, Fc-alue, Fab-alue ja vasta-aineen an-
tigeenin tunnistava alue. (Kuvaldhde: Wikimedia Commons. Muokattu)

Vasta-aineet jaetaan yksikdiden maaran ja raskasketjun tyypin perusteella viiteen luok-
kaan: 1gG, IgM, IgA, IgD, IgE. Ig-luokka maaraa minkalaisen vasteen kyseinen vasta-
aine saa aikaan seka kuinka pitkdan antigeenille altistumisesta kestaa, ennen kuin vaste
tapahtuu. (Lipman ym. 2005: 258; Chemicon International 2004: 3.) Vasta-aineet tunnis-
tavat epitoopiksi kutsutun pienen osan antigeenista. Epitooppi koostuu yleensa 5-8 ami-
nohappotahteesta tai 1-6 monosakkaridista antigeenin pinnalla. Vasta-aineen affinitee-
tilla tarkoitetaan sen antigeenia sitovan kohdan sitoutumisvoimakkuutta epitooppiin.
Vasta-aineen aviditeetilla puolestaan tarkoitetaan koko antigeenin ja sita vastaan tuote-

tun vasta-aineen valista sidosvoimaa. Affiniteetti ja aviditeetti vaikuttavat vasta-aineen
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spesifisyyteen, eli sen kykyyn sitoutua tdsmallisesti antigeenin tiettyyn epitooppiin. Kor-
kean spesifisyyden omaavilla vasta-aineilla ristireagoinnin mahdollisuus laskee. Risti-
reagoinnilla tarkoitetaan vasta-aineen sitoutumista toisen antigeenin epitooppiin. Tama
saattaa johtua vasta-aineen matalasta aviditeetista, spesifisyydesta tai eri antigeenien

epitooppien samankaltaisuudesta. (Chemicon International 2004: 2—4.)

5.2.1 Monoklonaaliset vasta-aineet

Monoklonaaliset vasta-aineet ovat keinotekoisesti muodostetun hybridoomasolun tuot-
tamia. Vasta-aineita tuottava hybridooma saadaan aikaan fuusioimalla aktivoitunut
vasta-aineita tuottava B-lymfosyytti ja myeloomasolu. Hybridooman tuottamat vasta-ai-
neet ovat keskenaan identtisia ja ne reagoivat spesifisesti antigeenin yhteen tiettyyn epi-

tooppiin. (Genscript: 1—-2; Chemicon International 2004: 5.)

Monoklonaaliset vasta-aineet toimivat hyvin analyysien primaari vasta-aineina ja ne var-
jaavat taustaa vahemman kuin polyklonaaliset vasta-aineet. Monoklonaalisten vasta-ai-
neiden homogeenisuuden ansiosta niilld saadaan aikaan my0s hyva toistettavuus, kun
koeolosuhteet pidetdan muuttumattomina. (Chemicon International 2004: 5.) Monoklo-
naalisten vasta-aineiden korkean spesifisyyden vuoksi pienetkin muutokset antigeenin
epitoopissa voivat tehda vasta-aineen toimintakyvyttémaksi. Monokloonalisten vasta-ai-

neiden tuotantoprosessi on myds aikaa vieva ja kallis. (Pacific Immunology.)

5.2.2 Polyklonaaliset vasta-aineet

Polyklonaaliset vasta-aineet ovat monoklonaalisista vasta-aineista poiketen eri B-solu-
linjojen tuottamia, joten ne reagoivat saman antigeenin eri epitooppeja vastaan. Koska
polyklonaaliset vasta-aineet tunnistavat useita epitooppeja, ne sietédvat paremmin muu-
toksia antigeenin rakenteessa. Taman vuoksi polyklonaalisia vasta-aineita kaytetaan
usein denaturoitujen proteiinien tunnistamisessa. (Chemicon International 2004: 5.) Po-
lyklonaaliset vasta-aineet ovat herkkia ja niilla on korkea affiniteetti antigeenia vastaan,
mutta niiden spesifisyys on huonompi kuin monoklonaalisilla vasta-aineilla ja taman

vuoksi myos ristireaktioita syntyy enemman (Pacific Immunology).
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6. Vasta-aineiden validointi

Vasta-aineiden validointiin kaytettiin sytokemiallista immunofluoresenssivarjaysta ja
western blotia. FDA:n (US Food and Drug Administration) oppaassa Bioanalytical Met-
hod Validation validointi maaritelldan prosessiksi, jossa spesifisen laboratoriotydn perus-
teella osoitetaan analyyttisen menetelman soveltuvuus sen aiottuun kayttétarkoitukseen.
Vasta-aineiden validoinnissa osoitetaan, ettad ne ovat spesifisia, selektiivisia ja niilla saa-
dut tulokset voidaan toistaa. (FDA 2001: 2.) Validoinnilla pyrittiin siis osoittamaan, etta
vasta-aineet tunnistavat spesifisesti kohdeproteiininsa GLUT4:n soluista. Immunosyto-
kemiallisen fluoresenssivarjayksen avulla haluttiin myés tutkia, onko insuliinistimuloitujen

ja ei-stimuloitujen basaalisolujen valilla eroa GLUT4:n maarassa solukalvolla.

6.1 Validoitavat vasta-aineet

Tassa opinnaytetydssa validoinnin kohteena oli kolme anti-GLUT4 vasta-ainetta eri val-
mistajilta. Taulukossa 1. on kerrottu tdman tydn kannalta olennaiset tiedot vasta-aineista.

Tiedot ovat peraisin valmistajien tuoteselosteista.

Taulukko 1.  Validoinnin kohteena olevat vasta-aineet.

Vasta-aine Santa Cruz Abcam Aviva Systems
Biology (FITC)

Klonaalisuus Monoklonaalinen = Polyklonaalinen = Polyklonaalinen

Terminaalisuus N-terminaalinen = C-terminaalinen | N-terminaalinen

Missa eldimessa tuotettu Hiiri Kani Kani

Western blotissa havaittavan n. 50 kDa n. 45 kDa n.55 kDa

bandin koko membraanilla

Vasta-aineen terminaalisuudella tarkoitetaan sita, sitoutuuko se tutkittavan proteiinin N-
terminaaliseen vai C-terminaaliseen paahan. Ainoastaan Aviva Systems Biologyn FITC-
vasta-aineesta tiedetdan sen tarkka sitoutumiskohta, joka sijaitsee GLUT4-proteiinin N-
terminaalisessa paassa olevassa suuressa solukalvon ulkoisessa silmukassa (Aviva
Systems Biology). Santa Cruzin vasta-aineen sitoutumispaikka voisi mahdollisesti olla
tdssd samassa silmukassa, sillda myds se on N-terminaalinen vasta-aine (Santa Cruz

Biotechnology, Inc.). Abcamin vasta-aine on C-terminaalinen ja se sitoutuu oletettavasti
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GLUT4-proteiinin solukalvon alaiseen "hantaan" (Abcam a). Vasta-aineen C-terminaali-
suus huomioitiin lisaamalla virtaussytometria- ja immunovarjaysprotokolliin permeabili-
sointivaihe. Permeabilisoinnissa detergentti tekee solukalvoon reikia, jolloin vasta-aineet

paasevat sitoutumaan myds solunsisaisiin kohteisiin (Maity—Sheff~Fisher 2013).

Aviva Systems Biologyn vasta-aine on jo itsessaan leimattu fluoresoivalla FITC-merkki-
aineella, jolloin sekundaari vasta-ainetta ei periaatteessa tarvita. Vasta-aineen antama
fluoresenssisignaali oli kuitenkin niin heikko, ettd sekundaari vasta-ainetta paadyttiin

joka tapauksessa kayttamaan kaikissa protokollissa.

6.2 Immunosytokemiallinen fluoresenssivarjays

Immunovarjayksella tarkoitetaan kohdeproteiinin havainnointia yksittaisista soluista (im-
munosytokemia) tai kudoksesta (immunohistokemia) spesifisten leimattujen vasta-ainei-
den avulla. Varjayksilla on mahdollista tutkia proteiinien ekspressiota eli ilmentymista
seka sijaintia ja jakautumista ndytemateriaalissa. Immunovarjaysten perusperiaate on
samankaltainen: vasta-aine sitoutuu kohdeantigeeniin naytteessa ja tulos detektoidaan
esimerkiksi kemiluminesenssin tai immunofluoresenssin avulla. Kemiluminesenssia hyo-
dyntavissa menetelmissa vasta-aine on leimattu entsyymilla, tavallisesti HRP:lla (Horse-
radish peroxidase). Immunofluoresenssia hyddyntavissa menetelmissa vasta-aine on

leimattu jollain fluorokromilla. (Maity ym.2013; Chemicon International 2004.)

Immunofluoresenssivarjaykset voidaan tehda joko suoralla tai epasuoralla menetelmalla
(Kuvio 7). Suorassa immunovarjayksessa kaytetdan vain yhta fluorokromilla leimattua
primaari vasta-ainetta, joka on suunnattu kiinnostuksen kohteena olevaa antigeenia koh-
taan. Epasuorassa immunovarjayksessa kaytetdan kahta eri vasta-ainetta. Primaari
vasta-aine on leimaamaton ja se sitoutuu normaalisti kohdeantigeeniin. Fluorokromilla
leimattu sekundaari vasta-aine on suunnattu primaari vasta-ainetta kohtaan ja sita kay-
tetdan tuloksen detektointiin. (Abcam b.) Sekundaari vasta-ainetta kaytettdessa on huo-
mioitava, ettd se luotu primaari vasta-aineen lahteen immunoglobuliineja vastaan. Esi-
merkiksi jos primaari vasta-aine on kasvatettu hiiressa, sekundaari vasta-aineen tulee
olla jossain toisessa elaimessa kasvatettu anti-hiiri vasta-aine. (Chemicon International
2004: 21.)
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Kuvio 7. Suoran ja epasuoran immunovarjayksen erot. Suorassa varjayksessa primaari vasta-
aine on suoraan konjugoitu fluorokromilla, kun taas epasuorassa varjayksessa kayte-
taan fluorokromilla konjugoitua sekundaari vasta-ainetta. (Kuvalahde: Wikimedia Com-
mons. Muokattu)

Suoran immunovarjayksen etuja ovat nopeus, helppous ja ristireagoinnin minimointi. Toi-
saalta leimatut primaari vasta-aineet ovat kalliita ja fluoresenssisignaali on tavallisesti
heikompi. Epasuoran immunovarjayksen etuja ovat herkkyys ja halvempi hinta. Mene-
telman haittapuolina voidaan pitaa ristireaktioita ja naytteen endogeenisista vasta-ai-
neista aiheutuvaa taustan varjaytymista. (Abcam b.) Tassa opinnaytetydssa kaytettiin

epasuoraa menetelmaa kaikkien peitinlasien varjayksessa.

6.3 Western blot

Western blot-menetelman avulla voidaan tunnistaa toisistaan eroteltuja proteiineja kayt-
tamalla niihin spesifisesti kiinnittyvia vasta-aineita (Abcam d: 10). Menetelmassa proteii-
nit erotellaan PAGE- eli polyakryyliamidi-geelielektroforeesilla kokonsa perusteella ja
siirretddn membraanille, josta ne voidaan tunnistaa ja detektoida vasta-aineiden avulla.
Yleensd PAGE-geelielektroforeesi suoritetaan denaturoivissa olosuhteissa lisdamalla
ajettaviin naytteisiin natriumlauryylisulfaattia (SDS). Tall6in geeliajosta kaytetadan termia
SDS-PAGE. (Chemicon International 2004: 10.)

Western blotissa kaytettavien naytteiden solut tulee ensin lyysata eli hajottaa. Nain so-
lujen proteiinit paasevat likkumaan geelin 1api toisistaan erillddn ja ne pystytddn myo-
hemmin tunnistamaan. Lyysispuskurin valinta ja naytteiden kasittely riippuvat aina kay-
tettdvasta vasta-aineesta ja sen kyvysta tunnistaa denaturoitu proteiinirakenne. Western
blot-analyysia suunniteltaessa onkin huomioitava, ettd osa vasta-aineista tunnistaa pro-

teiinin vain sen kolmiulotteisessa natiivimuodossa. (Abcam d: 1-2.)
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Kaytettdvan vasta-aineen epitooppi saattaa sijaita proteiinin kolmiulotteisen rakenteen
sisalla, jolloin proteiini tulee avata eli denaturoida vasta-aineen sitoutumisen mahdollis-
tamiseksi. Proteiinin denaturoiminen tapahtuu kuumentamalla naytteitd SDS:aa sisalta-
vassa Laemmli-latauspuskurissa. Denaturaatiossa solulysaattien proteiinit kiinnittyvat la-
tauspuskurin SDS-anioneihin, jotka kiertyvat niiden “tukirankana” toimivan polypeptidi-
ketjun ymparille ja hairitsevat proteiinien ei-kovalenttisia sidoksia. SDS varaa proteiinit
negatiivisesti suhteessa proteiinien massaan, joten proteiinien kulkeutuminen geelilla ei
perustu polypeptidiketjujen luontaiseen varaukseen vaan niiden molekyylipainoon.
(Abcam d: 5.)

Denaturoidut proteiinit siirretdan PAGE-geelille, jossa ne ajautuvat sahkdvirran vaikutuk-
sesta kohti positiivista napaa. SDS-PAGE geeliajon jalkeen proteiinit siirretdan geelilta
nitroselluloosa- tai PVDF-membraanille esimerkiksi elektroblottaus menetelmalla. Mene-
telmassa geelistd, membraanista ja suodatinpaperista muodostetaan "sandwich", joka
asetetaan kahden samansuuntaisen elektrodin valiin. Kun systeemiin johdetaan virtaa,
proteiinit siirtyvat elektroforeesilla geeliltd membraanille (Kuvio 8). Haluttu proteiini pys-
tytdan tunnistamaan membraaninilta inkuboimalla sita spesifisessa vasta-aineessa. Tu-
loksen detektointia varten joko primaari- tai sekundaari vasta-aineen tulee olla leimattu
esimerkiksi entsyymilla ja tuloksen detektointitapa riippuu tastd vasta-aineen leimasta.
(Chemicon International 2004: 12.) Detektointi voi perustua kolorimetriseen reaktioon,

kemiluminesenssin tai fluoresenssiin (Bio Rad a).

Siirtopuskuri
@ Kamm (1

F|Iner|paperl

Geeli

Nitroselluloosamem hmnl D

Fi |ttEI'IpapEI’I

Anodrl ] Membraani, jossa
siirretyt proteiinit ovat

Kuvio 8. Elektroblottaus. Filtteripaperit, membraani ja geeli kastellaan siirtopuskurissa, jonka jal-
keen niistd kootaan anodin ja katodin valiin laitettava "sandwich". Systeemiin johdetaan
virtaa, jolloin proteiinit siirtyvat geeliltd membraanille. (Kuvalahde: Wikipedia. Muokattu)
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7. Tutkimusprosessi

Aiempiin tutkimuksiin valituilta koehenkil6lta on keratty reiden vastus lateralis-lihaksesta
biopsianaytteita. Naista on luotu ennen tdman projektin aloitusta primaariset soluviljel-
mat, jotka on pakastettu -140 °C:seen. Tata opinnaytety6ta varten soluja sulatettiin uu-
sintaviljelya varten. Soluviljelmia kaytettiin virtaussytometriamittauksiin, immunosytoke-
miallisiin peitinlasivarjayksiin seka western blot-ajoihin (Kuvio 9). Tarkoituksena oli tes-
tata virtaussytometrian toimivuutta GLUT4-translokaation tutkimisessa seka validoida
menetelmassa kaytettavia vasta-aineita. Virtaussytometriaa testattiin myoblastien lisaksi

rotan L6-solulinjalla.

Lihasbiopsia

naytteet
n=28

E’rimaariviljelmétj
@ Pakastus - 140°C

[Virtaussytometria ]<: SU|at1l(l)S ja viljelv]
n -

Solujen erilaistaminen
n. 6vrk

| Western blot | Immunosytokemiallinen
fluoresenssivarjays

Kuvio 9. Prosessikaavio opinnaytetyon kulusta.
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7.1 Virtaussytometriaprotokolla

Solut viljeltiin pulloissa 60—80% konfluentiksi, jonka jalkeen niille suoritettiin yon yli star-
vaatio. Starvaatiossa kasvutekijdiden saanti minimoidaan ja néin herkistetaan solut tule-
valle insuliinistimulaatiolle. Starvaation jalkeen solut trypsinaitiin ja siirrettiin kuoppale-
vylle. Alkuperaisessa Koshyn ym. virtaussytometriaprotokollassa solut siirrettiin kuoppa-
levylle niin, ettd yhteen kuoppaan tuli noin 100 000 solua. Tassa opinnaytetydssa ana-
lyysia testattiin seka alkuperaisella solumaaralla, etta tuplaamalla solujen maara 200 000
soluun/kuoppa. Solujen annettiin toipua trypsinoinnista 30 minuuttia +37 asteessa, jonka
jalkeen suoritettiin insuliinistimulaatio ja vasta-aineiden lisdys. Kuviossa 10 on esitetty
pipetointikaavio vasta-aineiden ja insuliinin lisddmisesta. Insuliinista kaytettiin 200nM lai-
mennosta niin, ettd sen loppukonsentraatio soluilla oli 100nM. Puolet soluista jatettiin ei-
stimuloiduiksi kontrolleiksi (basaali) ja kahteen kuoppaan ei lisatty vasta-aineita (varjaa-

matdn kontrolli). Vasta-aine inkubaation kesto oli 30 minuuttia +37 °C.

Basaali Insuliini

W

SantaCruz |::>
Varjaamaten kontrolli [ >

0000
Ol00I0

0000
Q00O

Kuvio 10. Virtaussytometriaprotokollan pipetointikaavio. Oikealla ovat insuliinistimuloidut ja va-
semmalla basaalisolut. Protokollaa testattiin kaikilla kolmella vasta-aineella, joiden li-
séksi mukaan otettiin varjadmaton kontrolli. (Kuvalahde: Helenius—Mikkonen 2017.)

Vasta-aine inkubaation jalkeen solut fiksattiin eli kiinnitettiin 1 % PFA-PBS:II& 20 minuut-
tia. Fiksatut solut irrotettiin kuoppalevysta soluraaputtimella ja siirrettiin pipetoimalla Fal-
con-putkiin, joissa solut pestiin sentrifugaatiota hyddyntaen. Pesuvaiheiden jalkeen solut
siirrettiin virtaussytometriaputkiin "solusiivilan" 1api solujen sakkautumisen estamiseksi.
Analyysi suoritettiin BD Accurin C6 virtaussytometrilla. Keskiarvoinen fluoresenssin in-
tensiteetti (MFI) mitattiin analysaattorin FL1-detektorilla. Mittauksen rajaksi asetettiin 10
000 solua, jonka jalkeen siirryttiin seuraavaan naytteeseen. Syntynyt data kasiteltiin ja

analysoitiin kayttden BD Accuri C6 Analysis -ohjelmaa.
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7.2 Immunosytokemiallisen fluoresenssivarjayksen protokolla

Immunosytokemiallisessa fluoresenssivarjayksessa solut viljeltiin steriileille peitin-
laseille. Viljelman annettiin kasvaa 70-80% konfluentiksi niin, etta solut olivat levittyneet
lasille tasaisesti. Kasvatuksen jalkeen solut erilaistettiin myoblasteista myotuubeiksi pi-
tamalla niitd 6 vuorokautta differentaatiomediassa, jossa kasvatusmedian seerumipitoi-
suus laskettiin 20 %:sta 2 %: iin. Seerumi sisaltéda runsaasti kasvutekijoita, jotka pitavat
solut proliferaatiotilassa, jolloin erilastumista ei tapahtu. Kasvumedian seerumipitoisuu-
den lasku stimuloi soluja erilaistumaan kypsemmiksi soluiksi yllapitadkseen normaalia
toimintaa muuttuneissa kasvuolosuhteissa. Solujen erilaistamista seurasi yon yli star-
vaatio, jonka avulla solut herkistettiin tulevalle insuliinistimulaatiolle. Puolet soluista ja-
tettiin ei-stimuloiduiksi kontrollisoluiksi (basaali). Insuliinistimulaation jalkeen kaikki pei-
tinlasit fiksattiin 4 % PFA:lla 20 minuuttia huoneenlammdssa. Fiksaation tarkoituksena

on estaa solujen rappeutuminen ja sailyttda niiden morfologia (Maity ym. 2013).

Kuviossa 11 on esitetty varjayksen peitinlasiasetelma. Varjaysta varten valittiin samalta
henkildlta yksi insuliinistimuloitu ja yksi basaali peitinlasi. Kaytettavissa olleen vasta-ai-
nemaaran puitteissa saman henkilon peitinlaseja ei kuitenkaan voitu varjata kaikilla kol-

mella vasta-aineella.

Basaali Insuliini

SantaCruz |:>
Sekundaari |::>

vasta-ainekontrolli

E—
OO0+
OO0
0000

O
O
@,
O

Kuvio 11. Immunosytokemiallisen fluoresenssivarjayksen peitinlasiasetelma. Oikealla ovat insu-
liinistimuloidut solut ja vasemmalla basaalisolut. Varjayksia tehtiin kaikilla kolmella
vasta-aineilla ja sekundaari vasta-aineen spesifisyys tarkastettiin kontrollilla. (Kuva-
lahde: Helenius—Mikkonen 2017.)
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Ennen varjaysprotokollaan aloittamista, Abcamin peitinlaseille tehtiin 5 minuutin permea-
bilisointi 0,5 % NP40-PBS:lla, koska kyseessa on C-terminaalinen vasta-aine. Kaikille
peitinlaseille tehtiin vield 10 minuutin blokkaus 3 % BSA-PBS:lla ennen primaari vasta-
aineiden lisaysta. BSA-blokkaus estaa epaspesifista taustan varjaytymista (Thermo-
Fisher Scientific). Taulukossa 2. on esitetty primaari vasta-aineiden laimennus 0,1 %

BSA-PBS:aan perustuen vasta-aineiden tuoteselostuksen ohjeeseen.

Taulukko 2.  Primaari vasta-aineiden laimennus 0,1 % BSA-PBS:aan.

Vasta-aine Laimennossuhde Inkubaatio
Rabbit anti-GLUT4-FITC 1:50 45 min, +37 °C
(Aviva Systems Biology)

Mouse anti-GLUT4 (Santa = 1:50 45 min, +37 °C
Cruz)

Rabbit anti-GLUT4 1:200 45 min, +37 °C
(Abcam)

Primaari ja sekundaari vasta-aineen inkubaation valissa suoritettiin pesuvaihe, jossa si-
toutumaton primaari vasta-aine huuhdottiin pois. AlexaFluor 488-merkkiaineella leimatun
sekundaari vasta-aineen spesifisyys tarkistettiin laittamalla kahdelle peitinlasille pelkkaa
sekundaari vasta-ainetta. Taulukossa 3. on esitetty sekundaari vasta-aineen laimennus
0,1 % BSA-PBS:aan.

Taulukko 3. Sekundaari vasta-aineiden laimennus 0,1 % BSA-PBS:aan.
Vasta-aine Laimennossuhde Inkubaatio
AlexaFluor 488 anti-rabbit = 1:200 60 min, huoneenlampd

tai anti-mouse

Sekundaari vasta-aineen inkubaation jalkeen sitoutumaton vasta-aine huuhdottiin jalleen
pois. Varjayksen lopuksi peitinlasit kiinnitettiin objektilasille tumavarin (DAPI) sisaltavalla
kiinnitysliuoksella ja katsottiin Zeiss Observer Z1- fluoresenssimikroskoopin 100x 6ljyob-

jektiivilla seka valokuvattiin.
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7.3 Western blot-protokolla

Western blot-protokolla aloitettiin haluttujen solujen viljelylla ja solulysaattien valmistuk-
sella. 6-kuoppalevyille viljeltyja myoblasteja erilaistettin myotuubeiksi 7 vuorokauden
ajan, jonka jalkeen osalle myotuubeista suoritettiin insuliinistimulaatio. Tama tapahtui li-
saamalla kuoppiin insuliinia niin, ettd sen loppupitoisuudeksi tuli 100nM ja inkuboimalla
soluja 10 min +37 °C. Loput myotuubeista jatettiin basaalitilaan. Inkubaation jalkeen solut
pestiin kylmalla PBS:lla ja kuoppiin lisattiin 0,5 % NP-40 lyysispuskuria, johon oli lisatty
proteaasi-inhibiittoreita. Naytteiden lyysauksen jalkeen tyoskentelya jatkettiin +4 as-
teessa jailla, mikd yhdessa proteaasi-inhibiittoreiden kanssa hidastaa valittdmasti lyys-
auksen jalkeen alkavaa proteiinien proteolyysia, defosforylaatiota ja denaturaatiota
(Abcam d: 3).

Kuoppalevyilta solut kaavittiin merkittyihin eppendorf-putkiin muovisilla soluraaputtimilla
ja valmiit lysaatit pakastettiin -80 °C odottamaan jatkokasittelya. Lysaatit sulatettiin jailla
ja sonikoitiin neljan sekunnin ajan ultradanella, mika hajottaa solurakenteet vapauttaen
solujen sisaltamat proteiinit lysaattiin. Sonikaation jalkeen jaljelle jaaneet solurippeet
sentrifugoitiin alas ja pinnalle jaanyt supernatantti otettiin talteen. Solulysaattien valmis-
tuksen jalkeen niiden proteiinikonsentraatio maaritettiin Pierce-BCA-menetelman avulla.
Saatujen proteiinikonsentraatioiden mukaan laskettiin, kuinka paljon mitakin naytetta tu-

lee laimentaa, jotta niiden konsentraatiot vastaavat toisiaan.

Laimennettuihin solulysaatteihin pipetoitiin nelinkertainen Laemmli-puskuri ja naytteita
kuumennettiin 20 minuuttia +56 °C. Denaturoivan SDS:an lisaksi Laemmli-puskuri koos-
tuu disulfidisidoksia pelkistavasta 2-merkaptoetanolista seka bromifenolinsinista ja
glyserolista, jotka helpottavat naytteiden pipetointia geelille (Abcam d 5). Naytteet seka
molekyylipainomarkkeri ajettiin 10 % SDS-PAGE-geelille. Markkereita kaytettiin apuna
geelilld iimenevien proteiinien koon maarittelyssa seka elektroforeesin etenemisen seu-

raamisessa (Abcam d: 7).

Geeliajon jalkeen proteiinit siirrettiin geeleiltd PVDF-membraaneille elektroblottauksen
avulla. Proteiinien siirron onnistuminen tarkistettin BIO RAD:in ChemiDoc Touch- ku-
vantamislaitteella. Membraanit huuhdeltiin TBST:lla ja niistd leikattiin talteen alueet,
joissa haluttu proteiini on. Leikatut membraanisuikaleet blokattiin 5 % maito-TBST:lla

vasta-aineiden epaspesifisen taustaan kiinnittymisen valttdmiseksi (Abcam d: 11).
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Blokkauksen jalkeen membraaneja inkuboitiin primaarivasta-aineessa ravistajalla +4 as-
teessa yon yli. Kylmassa inkubointi estda kontaminaatioita ja ravistajalle jattaminen edis-
taa vasta-aineiden tasaista sitoutumista (Abcam d 12). Seuraavana paivana membraanit
pestiin huolellisesti TBST:lla ylimaaraisen primaarivasta-aineen poistamiseksi, jonka jal-
keen suoritettiin sekundaarivasta-aine inkubaatio. Sekundaari vasta-aineena kaytettiin
HRP:lla leimattua anti-rabbit tai -mouse vasta-ainetta. Sekundaari vasta-aineen inkubaa-
tion ja pesujen jalkeen membraaneille tehtiin ECL-detektio (enhanced chemilumi-
nescence). ECL-detektiossa membraanit kehitettiin BIO-RAD:in ChemiDoc Touch-lait-
teella, jonka kamera tunnistaa membraanin lahettdaman kemiluminesenssin ja muuntaa

sen digitaaliseksi valokuvaksi (Abcam d: 12).

8. Tulokset

8.1 Virtaussytometriatulokset

Virtaussytometriasta saatu data kasiteltiin BD Accuri C6 Analysis-ohjelman avulla hel-
pommin analysoitavaan muotoon (Taulukko 4). Saatu data normalisoitiin kunkin basaali-
insuliini -nayteparin basaaliarvoon, jolloin se sai arvon 1. Normalisoinnin avulla insulii-
nistimuloiduille soluille saatiin lukuarvo, joka kertoo, kuinka moninkertainen niista saatu
intensiteetti on verrattuna saman henkildn basaalisolujen intensiteettiin. Nain eri vasta-
aineiden vertailu keskendadn on mahdollista. Taulukossa 4. on esitetty solujen keskiar-
voinen GLUT4 fluoresenssi-intesiteetti (MFI) sek& counts-arvo, joka kertoo elavien solu-
jen osuuden 10 000 lasketusta solusta. Liséksi taulukossa on mainittu "countsien” pro-
senttiosuus kaikista tapahtumista. Taulukon tulokset on avattu kuvioissa 12, 13, 14 ja
15.
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Taulukko 4.  Solujen antama keskiarvoinen fluoresenssi-intensiteetti (MFI), elavien solujen

maara (counts) ja niiden prosenttiosuus kaikista tapahtumista eri vasta-aineilla.

Insuliini-stimuloidut arvot on normalisoitu ei-stimuloituun kontrollindytteeseen (ba-

saali).

Abcam
MFI

Counts

%-osuus kaikista
tapahtumista

FITC
MFI

Counts

%-osuus kaikista
tapahtumista

Santa Cruz
MFI

Counts

%-osuus kaikista
tapahtumista

MFI

Counts

%-osuus kaikista
tapahtumista

Myoblastit

Myoblastit

Myoblastit

L6-solulinja

Basaali

1,000
757

7,57 %

1,000
2028

20,28 %

1,000
261

2,61 %

1,000
2310

23,10 %

Insuliini

921,996
333

3,33 %

0,003
964

9,64 %

2,245
805

8,05 %

1,615
953

14,02 %

Kuvioissa 12, 13, 14 ja 15 on kuvattu ylarivilla solupopulaatioiden rajaukset (gating) si-

rontakuvioissa. Kuvion y-akselilla on sivulle sironneen valon maara (SSC-A) ja x-akselilla

eteenpain sironneen valon maara (FSC-A). Naiden sirontakuvioiden alapuolella on ku-

vattu basaali- ja insuliinistimuloitujen solujen fluoresenssin intensiteetin vertailukayrat.

Vertailukayrassa y-akselilla on counts-arvo ja x-akselilla FL1-A filtterin mittaama fluore-

senssin intensiteetti. Basaalisolujen fluoresenssin intensiteetti on kuvattu punaisella kay-

ralla ja insuliinistimuloitujen vihrealla kayralla.
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Kuviossa 12 on kuvattu tarkemmin FITC vasta-aineella saadut tulokset myoblasteilla.
Ylhaalla vasemmalla on basaalisolujen rajaus, jossa elavien solujen osuus on 20,3 %
10 000 lasketusta solusta. YIhaalla oikealla nakyy vastaava rajaus insuliinistimuloiduista
soluista, jossa elavien solujen osuus lasketuista soluista on vain 9,6 %. Fluoresenssin
vertailukayrasta nahdaan, etta insuliinistimuloitujen solujen intensiteetti on huomatta-

vasti basaalisolujen intensiteettia matalampi.
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Kuvio 12. FITC vasta-aineen tulokset myoblasteilla. Solupopulaatioiden rajaukset (gating) ylari-
villd ja fluoresenssin vertailukdyra alhaalla vasemmalla. Vasemmalla ylhdalla on ba-
saalisolujen populaation rajaus (R2) ja oikealla insuliinistimuloitujen solujen populaa-
tion rajaus (R2). Fluoresenssin vertailukayrassa basaalisolujen intensiteetti on esitetty
punaisella ja insuliinistimuloitujen vihrealla.
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Kuviossa 13 on esitetty tarkemmin Santa Cruz vasta-aineella saadut tulokset myoblas-
teilla. Ylhaalla vasemmalla on basaalisolujen rajaus, jossa elavien solujen osuus on vain
2,6 % 10 000 lasketusta solusta. YIhaalla oikealla nakyy vastaava rajaus insuliinistimu-
loiduista soluista, jossa elavien solujen osuus lasketuista soluista on 8 %. Fluoresenssin
vertailukayrasta nahdaan, etta insuliinistimuloitujen solujen ja basaalisolujen intensiteetit
ovat lahes samalla tasolla. Insuliinistimuloitujen solujen intensiteetti on vain hieman ba-

saalisolujen intensiteettia korkeampi.

5 Plot 1: AD3 BAS GLUT4 = Plot 1: ADE INS GLUT4
o o
e P
o o
[ Bl
2,6% B,0% )
-~ \ \
(=] . = | =] - 1
2 # 2 .
‘F = 1 gF 2 Pl '
= ,f | o 8 ; ‘-
oy ) \ v, . P 1
| . |
! ___—'__ I __--_-—
e = |_ T =S = l_ T
0 S 000 000 14 480 336 0 5 000 000 14 480 336
FSC-A FSC-A
Plot 4: ADE INS GLUT4 AD3 BAS GLUT4
= P1
o
o~
=]
-
=]
8
=
=}
a
u
= —
w
ey
= T T T
.:l .:2 .23 :£ .:S A:E .:?'2
FL1-A

Kuvio 13. Santa Cruz vasta-aineen tulokset myoblasteilla. Solupopulaatioiden rajaukset (gating)
ylarivilla ja fluoresenssin vertailukayra alhaalla vasemmalla. Vasemmalla ylhaalla on
basaalisolujen populaation rajaus (P1) ja oikealla insuliinistimuloitujen solujen populaa-
tion rajaus (P1). Fluoresenssin vertailukdyrassa basaalisolujen intensiteetti on esitetty
punaisella ja insuliinistimuloitujen vihrealla.
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Kuviossa 14 on esitetty tarkemmin Santa Cruz vasta-aineella saadut tulokset rotan L6-
solulinjan soluilla. YIhaalld vasemmalla on basaalisolujen rajaus, jossa elavien solujen
osuus on 23,1 % 10 000 lasketusta solusta. YIhaalla oikealla nakyy vastaava rajaus in-
suliinistimuloiduista soluista, jossa elavien solujen osuus lasketuista soluista on 14 %.
Fluoresenssin vertailukayrastd ndhdaan, etta insuliinistimuloitujen solujen ja basaaliso-
lujen intensiteetit ovat Iahes samalla tasolla. Insuliinistimuloitujen solujen intensiteetti on

vain hieman basaalisolujen intensiteettia korkeampi.
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Kuvio 14. Santa Cruz vasta-aineen tulokset L6-solulinjan soluilla. Solupopulaatioiden rajaukset
(gating) ylarivilla ja fluoresenssin vertailukayra alhaalla vasemmalla. Vasemmalla yl-
haalla on basaalisolujen populaation rajaus (P2) ja oikealla insuliinistimuloitujen solujen
populaation rajaus (P2). Fluoresenssin vertailukayrassa basaalisolujen intensiteetti on
esitetty punaisella ja insuliinistimuloitujen vihrealla.
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Kuviossa 15 on esitetty tarkemmin Abcamin vasta-aineella saadut tulokset myoblasteilla.
Ylhaalla vasemmalla on basaalisolujen rajaus, jossa elavien solujen osuus on 7,6 %
10 000 lasketusta solusta. YIhaalla oikealla ndkyy vastaava rajaus insuliinistimuloiduista
soluista, jossa elavien solujen osuus lasketuista soluista on vain 3,3 %. Fluoresenssin
vertailukayrasta nahdaan, etta insuliinistimuloitujen solujen ja basaalisolujen intensiteetit
nayttavat olevan samalla tasolla. Kuitenkin Taulukon 4. datan mukaan insuliinistimuloi-
tujen solujen intensiteetti oli 921,996-kertainen basaalisolujen intensiteettiin verrattuna.
Tama saattaa johtua vaarasta positiivisesta signaalista, joka nakyy pienena vihreana

piikkina kayran oikeassa reunassa.
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Kuvio 15. Abcam vasta-aineen tulokset myoblasteilla. Solupopulaatioiden rajaukset (gating) yla-
rivilla ja fluoresenssin vertailukayra alhaalla vasemmalla. Vasemmalla ylhaalla on ba-
saalisolujen populaation rajaus (R2) ja oikealla insuliinistimuloitujen solujen populaa-
tion rajaus (R2). Fluoresenssin vertailukdyréssa basaalisolujen intensiteetti on esitetty
punaisella ja insuliinistimuloitujen vihrealla.
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8.2 Immunosytokemiallisen fluoresenssinvarjayksen tulokset

Immunosytokemiallisen fluoresenssivarjayksen tulokset on esitetty seuraavalla sivulla
Kuviossa 16, jossa on kaikilla kolmella vasta-aineella tehdyt varjaykset allekkain. Pys-
tysarakkeessa vasemmalla ovat basaalisolut ja oikealla insuliinistimuloidut solut. Ku-

vissa nakyvat OMB-numerot ovat lihasbiopsian antaneiden henkildiden naytetunnuksia.

GLUT4-proteiini on varjaytynyt vihreiksi pisteiksi, ja kiinnitysliuoksen DAPI on varjannyt
tumat siniseksi. Kuvissa nakyy hyvin fluoresenssisignaalin voimakkuuden vaihtelu ja var-
jaysjaljen ero eri vasta-aineiden valilla. Esimerkiksi FITC vasta-aine antaa Santa Cruzin
ja Abcamin vasta-aineeseen verrattuna voimakkaamman signaalin. Abcamin vasta-aine
on muista kaytetyista vasta-aineista poiketen C-terminaalinen, eli se varjaa myos solun-
sisdisen GLUT4: n. Tama nakyy voimakkaampana varjaytymisena erityisesti solun tu-

man ymparilla.



BASAALI INSULIINI

4 ) 4

Santa Cruz

Kuvio 16. Immunosytokemiallinen fluoresenssivarjays kaikilla kolmella vasta-aineella eri henkil6i-
den soluista. GLUT4 on varjaytynyt vihredksi ja DAPI on varjannyt solujen tumat si-
niseksi. Pystysarakkeessa on vasemmalla basaalisolut ja oikealla insuliinistimuloidut.
(Kuvaldhde: Helenius—Mikkonen 2017.)
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Vasta-aineiden spesifisyytta testattiin kontrollisoluilla, jotka varjattiin pelkalla sekundaari
vasta-aineella (Kuvio 17). Taman tarkoituksena oli osoittaa sekundaari vasta-aineesta
peraisin oleva taustasignaali. Primaari vasta-ainevarjaykseen verrattuna pelkka sekun-

daari vasta-aine antaa heikompaa ja erityyppista signaalia.

KONTROLLI ANTI-MOUSE KONTROLLI ANTI-RABBIT

@ <

Kuvio 17. Sekundaari vasta-ainekontrollit. Solut on varjatty pelkalld sekundaari vasta-aineella,
joka nakyy heikkona vihredna signaalina. Oikealla anti-mouse kontrolli ja vasemmalla
anti-rabbit kontrolli. DAPI on varjannyt tumat siniseksi. (Kuvalahde: Helenius—Mikkonen
2017.)

8.3 Western blot-tulokset

FITC vasta-aineen western blot-tuloksista nakyy, ettad vasta-aine on tunnistanut kohde-
proteiininsa GLUT4:n, joka nakyy membraanilla noin 55 kDa kokoisena bandina.
GLUT4-bandin ylapuolella nakyy myds ylimaarainen tumma bandi, jonka merkitysta ei
tiedeta (Kuvio 18).

75 kDa \:'|>

50 kDa |::>

Kuvio 18. FITC western blot-tulokset. GLUT4 nakyy noin 55 kDa kokoisena vaaleampana ban-
dina membranilla. Molekyylipainomarkkerit ovat vasemmalla. (Helenius—Mikkonen
2017.)
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Santa Cruzin vasta-aineen western blot-tuloksista nakyy, etta vasta-aine on tunnistanut
kohdeproteiininsa GLUT4:n, joka ndkyy membraanilla hyvin haaleana n. 45 kDa kokoi-

sena bandina (Kuvio 19).

50 kDa ::>

<j GLUT 4
37 kDa |:>

Kuvio 19. Santa Cruz western blot-tulokset. GLUT4 nékyy hyvin haaleana noin 45 kDa kokoisena
bandina membraanilla. Molekyylipainomarkkerit ovat vasemmalla. (Kuvaldhde: Hele-
nius—Mikkonen 2017.)

Abcamin vasta-aineen western blot-tulokset on esitetty Kuviossa 20. Kun varjaamatoénta
geelia ja vasta-aineessa inkuboitua membraania tarkasteltiin Iahemmin, huomattiin etta
niissa nakyy taysin samat bandit. Taman vuoksi ei voida sanoa varmasti, mika bandeista
kuuluu GLUT4:lle.
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Kuvio 20. Abcam western blot-tulokset. Geelid ja membraania tarkasteltaessa huomattiin, etta
vasta-aineella inkuboidussa membraanissa (oik.) nakyy taysin samat bandit kuin gee-
lissa (vas.). (Kuvaldhde: Helenius—Mikkonen 2017.)
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9. Tulosten pohdinta

9.1 Virtaussytometriatulosten pohdinta

Tyon kaytdnndn osuus toteutettiin 8 viikon jaksolla, jonka aikana oli tarkoitus kasvattaa
soluviljelmid seka saada virtaussytometriaprotokolla toimimaan. Tama aika osoittautui
kuitenkin melko lyhyeksi tavoitteiden saavuttamiselle, koska virtaussytometria ei toi-
minutkaan odotusten mukaisesti. GLUT4-fluoresenssin intensiteetti (MFI) oli Santa
Cruzilla varjattyna 2,245 kertainen insuliinistimuloiduissa soluissa verrattuna basaaliso-
luihin (myoblastit). FITC:lla varjattdessa tdma arvo oli vain 0,003, kun taas Abcamilla
arvo oli moninkertainen, 921,996. Jokaista 10 000 laskettua solua kohti saatu elavien
solujen osuus eli "counts" oli kaikissa mittauksissa hyvin matala, useimmiten vain noin
2-10 % luokkaa, mika vaikuttaa negatiivisesti tulosten luotettavuuteen. Insuliinistimu-
loiduilla soluilla countsit olivat I1ahes jokaisessa mittauksessa matalammat kuin basaali-

soluilla.

Virtaussytometriaa lahdettiin testaamaan Koshyn ym. (2010) julkaisussa kayttaman pro-
tokollan pohjalta. Kaytannon syista oli kuitenkin mahdotonta toistaa protokollaa taysin
samanlaisena kuin aikaisemmassa tutkimuksessa. Kaytimme menetelman testauksessa
ihmisten myoblasteja kuten alkuperaisessakin julkaisussa, mutta solut olivat luonnolli-
sesti peraisin eri koehenkildista. Tama voi vaikuttaa tuloksiin, silla ihmiset ovat yksildllisia
ja solujen autofluoresenssin maara vaihtelee (Koshy ym. 2010). Alkuperaisessa proto-
kollassa kaytettyd Santa Cruzin vasta-ainetta (SC-1606) ei ollut enda saatavilla, minka
vuoksi menetelmaa testattiin kolmella eri vasta-aineilla, joiden toimivuudesta ei ollut
edeltavaa tietoa. Tassa opinnaytetydssa kaytetty Santa Cruzin vasta-aine oli SC-53566.
Vasta-aineiden testaus virtaussytometrialla oli kuitenkin rajallista seka ajan ettd kaytet-

tavissa olevan vasta-aineen maaran vuoksi.

Virtaussytometria on edullinen ja suhteellisen nopea menetelma solujen analysointiin,
mutta vaatii lahes 10-kertaiset vasta-ainepitoisuudet verrattuna moniin muihin menetel-
miin. Lisaksi tdssa opinnaytetydssa kaytettavissa olleiden primaaristen humaanisolujen
maara oli rajallinen. Nama tekijat yhdessa vasta-aineen heikkouden kanssa saattoivat
olla syyna siihen, miksei menetelma antanut jarkevia tuloksia. Menetelmaa optimoidessa

vasta-aineen optimaalinen maara tulisi testata titraamalla. Titrauksen avulla saadaan
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selville se maara vasta-ainetta, milld saadaan aikaan maksimaalinen fluoresenssi ilman

hairitsevaa taustasignaalia. (Leinco Technologies Inc.)

Elavien solujen hyvin alhainen lukumaara saattoi ainakin osittain johtua siita, etta solut
eivat kestaneet kasittelya ja menivat rikki jossakin kohtaa protokollaa. Solujen hajoami-
nen pystyttiin havaitsemaan analyysiohjelman piirtamasta sirontakuviosta, jossa ns. so-
lujdanteet kertyivat kuvion vasempaan alalaitaan (Kuviot 12—15). Nama kuolleet solut
jatettiin pois tuloksista rajaamalla ne analysoitavien solupopulaatioiden ulkopuolelle. Ela-
vien solujen alhainen lukumaara herattaa kysymyksen siitd, missa kohtaa protokollaa
solut rikkoontuivat ja miten tdma olisi voitu estda. Odotetusti solujen maara oli suurempi
L6-soluilla, silla kyseessa on kuolematon solulinja joka tuottaa paljon soluja. Solujen rik-
koutuminen on saattanut tapahtua, kun soluja irrotettiin kuoppalevylta soluraaputtimen
avulla. Tahan tyévaiheeseen ei ollut saatavilla tarkkoja ohjeita, joten tydvaiheessa jou-
duttiin tasapainottelemaan liian kevyen ja voimakkaan raaputuksen valilla. Liian kevyella
raaputuksella solut jaivat kiinni kuoppien pohijiin, jolloin soluja saatiin liian vahan analy-
soitavaksi. Yritettdessd saada enemman soluja koeputkiin, voi olla, etta raaputus oli liian

voimakasta ja hajotti soluja, aiheuttaen saadut tulokset.

Insuliinistimuloitujen solujen vahainen maara ja niiden matala intensiteetti saattavat se-
littyd GLUT4-proteiinin hydrofobisuudella, eli taipumuksella hylkia vettd (Nelson—Cox
2008: 392). Voidaan spekuloida, etta solut, joissa GLUT4 on siirtynyt solun pinnalle, sa-
ostuvat kasoiksi hydrofobisten osien tarrautuessa toisiinsa. Tallaisessa tapauksessa in-
suliinistimuloidut solut voisivat tarttua kiinni toisiinsa muodostaen isompia solurykelmia,
jotka eivat paase lapi protokollassa kaytetysta solusiivilasta. Naiden solukasojen jaa-
dessa analyysin ulkopuolelle saatetaan menettaa osa varjaytyneista soluista. Tama voisi
selittdd sen, miksi FITC vasta-aineella insuliinistimuloitujen solujen intensiteetti on ma-
talampi kuin basaalisolujen, mutta ei toisaalta anna selitysta sille, ettéd Santa Cruzilla ja
Abcamilla varjattyna solujen intensiteetit ovat toisinpain eli insuliinistimuloitujen solujen

intensiteetti on korkeampi kuin basaalisolujen.

Voi myos olla, ettd FITC vasta-aine ei jostain syysta ole toiminut kaytetyssa menetel-
massa, eika ole tunnistanut tai varjannyt GLUT4-proteiinia. Tasta johtuen insuliinistimu-
loitujen solujen intensiteetti on matala siitd huolimatta, ettd niiden pinnalla on GLUT4-

transportteireita. Basaalisolujen korkeampi intensiteetti FITC vasta-ainetta kaytettaessa
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herattdd myds kysymyksia vasta-aineen spesifisyydestd. Teoriassa insuliinistimu-
loiduissa soluissa tulisi olla havaittavissa enemman fluoresenssisignaalia kuin basaa-

leissa.

9.2 Immunosytokemiallisen fluoresenssivarjayksen tulosten pohdinta

Kuvista voidaan nahda, etta kaikki vasta-aineet ovat tunnistaneet GLUT4-transportterin
ja se nakyy pienina vihreina pisteina sytosolissa. Fluoresenssisignaalin voimakkuus kui-
tenkin vaihtelee vasta-aineiden valilla johtuen eri vasta-aineiden varjaysjaljen eroista.
Kuvien perusteella vaikuttaisi silta, ettd FITC -vasta-aine olisi herkempi kuin Santa Cruz
ja toimisi taten paremmin immunosytokemiallisissa peitinlasivarjayksissd. Abcamin
vasta-aine oli puolestaan varjannyt myds taustan lahes kauttaaltaan, mika teki kuvien
ottamisesta haastavaa, silla tummaa taustaa ei ollut nakyvissa lahes ollenkaan. Vasta-
aine ei siis varjannyt yhta spesifisesti kuin FITC ja Santa Cruz. Abcamin C-terminaalinen
vasta-aine ei ollut tdman tydn kannalta optimaalinen vaihtoehto soluvarjayksiin, silla se
varjaa myos sytosolissa ja vesikkeleissa olevan GLUT4:n, mika tekee insuliinistimulaa-
tion vaikutuksen tarkastelemisesta vaikeaa. Sekundaari vasta-ainekontrollin taustalla
nakyy hieman epaspesifista vihreda varjaytymista, joka ei kuitenkaan muistuta muissa
naytteissa nakyvaa pistemaista varjaysta. Saattaa olla, ettd sekundaari vasta-aine tun-

nistaa epaspesifisesti soluissa myds jotakin muuta kuin primaari vasta-aineen.

Kuvista kay ilmi, ettéd insuliinistimuloitujen ja basaalisolujen valilla ei ole saéannénmu-
kaista huomattavaa eroa GLUT4:n maarassa solukalvolla. Kuvien perusteella voidaan
paatella, ettd immunosytokemiallinen fluoresenssivarjays ei ole tallaisenaan tarpeeksi
herkka metodi insuliinistimulaation havainnoimiseksi. Stimuloitujen ja basaalisolujen va-
listen erojen puuttuminen saattoi johtua myos kaytetysta mikroskoopista. Solujen tarkas-
teluun kaytettiin normaalia fluoresenssimikroskooppia, joka havaitsee signaalia myds fo-
kustason ulkopuolelta. Talldin yla- ja alapuolelta leikkaustasoa tulee hairitsevaa signaa-
lia. Insuliinistimuloitujen ja basaalisolujen erojen tarkasteluun olisi ollut parempi kayttaa
konfokaalimikroskooppia, jota ei kuitenkaan ollut mahdollista hydédyntaa tassa tyossa.
Konfokaalimikroskopiassa laservalo keskitetaan tarkasti vain yhdelle fokustasolle ja ku-
via otetaan perakkaisista leiketasoista. Muilta tasoilta tuleva hairitseva signaali pystytaan

suodattamaan pois matemaattisten algoritmien avulla. (Solunetti.)
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Ihanteellista olisi ollut, jos peitinlasivarjaykset olisi voitu tehda saman henkilon soluille
kaikilla kolmella eri vasta-aineella. Tama olisi minimoinut yksilollisen vaihtelun aiheutta-
mat erot fluoresenssin voimakkuudessa. Rajallisten resurssien vuoksi soluja tai vasta-
aineita ei ollut tarpeeksi taman toteuttamiseksi. Vasta-aineen spesifisyytta olisi ollut tar-
peen arvioida myos taysin negatiivisella kontrollilla, eli kayttaen sellaisia soluja, jotka ei-
vat iimenna ollenkaan GLUT4-proteiinia. Tallaisten solujen saaminen on kuitenkin haas-
teellista, silla GLUT4-transportteria ilmennetaan jonkin verran melkein kaikissa tunne-

tuissa viljeltavissa soluissa.

Peitinlasit kuvattiin kayttden mahdollisimman tarkasti samaa valotusaikaa. Kuvien inten-
siteettia ja kontrastia muokattiin Fiji-kuvankasittelyohjelmalla, jotta kuvat saatiin helpom-
min esitettdvaan ja tulkittavaan muotoon. Jokaista kuvaa muokattiin samalla tavalla, jol-

loin niiden valiset erot pysyivat muuttumattomana ja kuvien luotettavuus sailyi.

9.3 Western blot-tulosten pohdinta

FITC ja Santa Cruz olivat tunnistaneet kohdeproteiininsa GLUT4:n Western blotissa.
Santa Cruzilla saatu bandi oli selvasti haaleampi kuin FITC vasta-aineella saatu, eli FITC
tunnisti herkemmin kohdeproteiininsa. Toisaalta Santa Cruz oli spesifisempi, silla se ei

aiheuttanut ylimaaraisia bandeja membraanille toisin kuin FITC vasta-aine.

Abcamin vasta-aineen tuloksia tarkasteltaessa huomattiin, etta varjaamattomalla geelilla
ja vasta-aineessa inkuboidulla membraanilla nakyvilla bandeilla ei ollut mitdan eroa.
Tama tarkoittaa, ettd vasta-aine varjaa epaspesifisesti kaikkia solun proteiineja, jolloin
yksittaistda GLUT4:lle kuuluvaa bandia ei pystyta erottamaan. Abcamin vasta-aineen
epaspesifisyys saattaa johtua ainakin osittain polyklonaalisuudesta. Polyklonaalisten
vasta-aineiden spesifisyys on heikompaa, jolloin saattaa syntya ristireaktioita (Pacific Im-

munology).

10. Johtopaatokset

Virtaussytometriaa lahdettiin testaamaan aiemman julkaisun pohjalta, mutta sita ei saatu
toimimaan odotetulla tavalla. Taten menetelman toimivuus GLUT4-translokaation tutki-
misessa jai viela epaselvaksi. Virtaussytometriassa parhaat tulokset saatiin Santa Cruzin

vasta-aineella, jolla tulokset olivat samansuuntaiset sekd humaani- ettd L6-soluilla.
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Tama vasta-aine tuntuisi sopivan menetelmaan parhaiten testatuista vasta-aineista.
FITC vasta-aine puolestaan ei valttdmatta sovi tdhan menetelmaan kovin hyvin, silla sen
toimivuus ja spesifisyys on saatujen tulosten perusteella kyseenalainen. Tulevaisuu-
dessa testattavien vasta-aineiden spesifisyys tulisi tarkastaa kayttamalla taysin negatii-

visia kontrollisoluja, jotka eivat ilmenna lainkaan GLUT4-proteiinia.

Virtaussytometriaa tulisi tulevaisuudessa optimoida lisaa kasvattamalla elavien solujen
lukumaaraa ja selvittdmalla sopiva vasta-ainepitoisuus titraamalla. Protokollan yksityis-
kohtiin tulee kiinnittdad huomiota, esimerkiksi onko solusiivilan kaytté valttamatonta. Kai-
ken kaikkiaan menetelman testaukseen tulee varata paljon aikaa, jota tdman opinnayte-

tydn puitteissa ei ollut tarpeeksi.

Myds vasta-aineiden validoinnissa Santa Cruzin vasta-aine osoittautui toimivimmaksi.
Western blotissa Santa Cruz- ja FITC-vasta-aine tunnistivat kohdeproteiininsa GLUT4:n.
FITC oli vasta-aineista herkempi, mutta Santa Cruz osoittautui spesifisemmaksi. Myds
peitinlasivarjayksissa FITC osoittautui Santa Cruzia herkemmaksi vasta-aineeksi ja siten
se sopii ehka parhaiten kyseiseen menetelmaan. Abcamin vasta-aine puolestaan naytti
varjaavan epaspesifisesti 1ahes kaiken, mitd tukee myds vasta-aineella saatu western
blot-tulos. Immunosytokemiallisessa fluoresenssivarjayksessa ei todettu eroja insuliinis-
timuloitujen ja basaalisolujen valilla, joten menetelma ei ehka tallaisenaan ole riittavan
herkka osoittamaan insuliinistimulaation vaikutusta. Lisaksi kaytetty mikroskooppi ei ollut

tarkoitukseen paras mahdollinen.
On mahdollista, etta virtaussytometriaa voidaan tulevaisuudessa kayttda suomalaiss-
pesifisen AKT2-geenivariantin tutkimisessa, mutta tdma vaatii enemman menetelman

optimointia seka testausta. Tama opinnaytetyo antaa kuitenkin hyvan pohjan mahdolli-

sille jatkotutkimuksille.

11. Luotettavuus ja eettisyys

11.1 Luotettavuus

Opinnaytetydn kaytannon tydn aikana noudatettiin laboratorion tydtapoja seka Minervan

omia kaytantoja koskien laboratoriotyoskentelya. Tyon laatuun kiinnitettin huomiota ja
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pyrittiin tarkkuuteen sekd huolellisuuteen kaikissa tydvaiheissa luotettavuuden takaa-
miseksi. Kaikki nayteputket ja viljelypullot merkattiin huolellisesti OMB-koodeilla sekaan-
nuksien valttdmiseksi ja solujen ristikontaminaatiota valtettiin kayttamalla aina puhtaita
tyovalineita. Koska meilla ei missaan vaiheessa ollut tietoa naytteiden antaneista ihmi-
sista tai heidan taustoistaan, nama seikat eivat millaan tavalla voineet vaikuttaneet saa-

tuihin tuloksiin tai tapaan kasitella naytteita.

Ennen tydskentelya perehdyimme taustatietoon ja noudatimme menetelmien protokollia
huolellisesti. Opinnaytetydn aikana dokumentoitiin kaikki tydskentely ja pidettiin kirjaa eri
protokollista seka niihin tehdyistd muutoksista. Tydskentely tapahtui tiiviissa vuorovaiku-
tuksessa ohjaaja Selina Makisen kanssa, joka oli ajan tasalla tyon etenemisesta ja saa-

duista tuloksista.

Virtaussytometriatulosten luotettavuus voidaan kyseenalaistaa, silla analyysiin saatujen
solujen maara oli hyvin matala, joka vaikutti my6s soluista mitattuun fluoresenssin inten-
siteettiin. Elavien solujen osuus 10 000 laskettua solua kohti oli valilla vain muutaman
prosentin luokkaa. Nain alhaisesta maarasta analysoituja soluja on mahdotonta vetaa
varmoja johtopaatoksia. Lisaksi Abcamin vasta-aineen ja FITC vasta-aineen kohdalla
nousi esiin epaily vasta-aineen spesifisyydesta. Mikali vasta-aine tunnistaa muutakin
kuin kohdeproteiininsa, silld saatuihin tuloksiin tulisi suhtautua varauksella. Luotettavuu-
den parantamiseksi olisi voitu kokeilla eri vasta-aineita tai kayttda enemman aikaa me-
netelman optimointiin. Tydn toteuttamiseen varattu aika ei kuitenkaan mahdollistanut

tata.

11.2 Eettisyys

Etiikka maaritellaan filosofian osa-alueeksi, joka tutkii hyvaa, pahaa seka moraalista toi-
mintaa (Tieteen termipankki 2017). Bioanalyytikko noudattaa ty6ssaan terveydenhuollon
yleisten eettisten periaatteiden lisdksi kliinisen laboratoriotydn eettisia periaatteita. Kliini-
sen laboratoriotydn periaatteista olennaisimpia opinnaytetydmme kannalta ovat salas-
sapitovelvollisuus, tutkimusten laadusta ja luotettavuudesta huolehtiminen, naytemateri-
aalin kasittely luovuttajan yksityisyytta ja oikeuksia kunnioittaen, vastuun ottaminen
omasta toiminnasta sekd ammatin luotettavuuden ja arvostuksen yllapito. (Suomen Bio-
analyytikkoliitto ry 2006.)
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Tassa opinnaytetydssa hyddynnettiin vapaaehtoisilta koehenkildiltéd kerattyja biopsioita
eli koepaloja. Ihmisten tutkimisessa tarvitaan tutkittavalta suostumus ja tutkimuksen hait-
toja tulee verrata odotettavissa olevaan hyotyyn. Ihmiseen kohdistuvasta tutkimuksesta
on saadetty laissa ja asetuksessa. (ETENE ym. 2006: 3.) Laaketieteellisella tutkimuk-
sella tarkoitetaan tutkimusta, jossa puututaan ihmisen koskemattomuuteen ja jonka tar-
koituksena on lisata tietoa terveydesta, sairauksien syista, oireista, diagnostiikasta, hoi-
dosta, ehkaisysta tai tautien olemuksesta yleensa (Laki ladketieteellisesta tutkimuksesta
488/1999 § 2.)

Tutkimustyon etiikkaan liittyy olennaisesti se, etta tutkimustydssa noudatetaan hyvaa tie-
teellista kaytantéa. Vastuu tasta kuuluu jokaiselle tutkimusryhman jasenelle ja koko tie-
deyhteisolle. Hyvan tieteelliseen kaytantdéon kuuluu rehellisyys, tarkkuus ja huolellisuus
tutkimustydssa, tulosten esittdmisessa ja arvioinnissa. Tutkimusetiikan mukaisesti mui-
den tutkijoiden saavutukset on otettava huomioon ja niihin on viitattava asianmukaisesti,
eli kenenkaan tutkimusty6ta ei saa kopioida omakseen. Hyvan tieteellisen kaytannon
mukaisesti eteneva tutkimusprosessi noudattaa tieteelliselle tutkimukselle asetettuja
vaatimuksia tutkimuksen suunnittelussa, toteutuksessa ja raportoinnissa. Ennen tutki-
muksen aloittamista tulee hakea tutkimuslupa ja laatia eettinen ennakkoarviointi. Tutki-
muksessa kaytettdvien menetelmien tulee olla eettisesti kestavia ja tutkittavien tietosuoja
on huomioitava. Tutkimuksen tuloksia ei saa vaaristella tai sepittda ja tulokset tulee jul-

kaista avoimesti. (Helsingin yliopisto.)
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