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Th2-solut ohjaavat immuunivastetta allergiseen immuunipuolustukseen. Naiivit T-lymfosyytit
voivat erilaistua erilaisiksi toiminnallisiksi immuunivasteen soluiksi ja Th2-soluksi
polarisoitumisen aikaansaa paaasiassa interleukiini 4. Th2-solun erilaistumista saatelevia
transkriptiotekijoitd ovat STAT6, GATAS3 ja NFIL3. STAT6:n ja GATA3:n toimintamekanismit
tunnetaan jo paremmin kuin NFIL3:n. NFIL3:n roolin tarkeydestd immuunipuolustukseen
yleensd on jo saatu varmuus, silldA se on ratkaiseva proteiini esimerkiksi NK-solujen
kehittymisessa.

Taman Th2-solututkimuksen tarkoituksena on ymmartdd NFIL3:n rooli Th2-solun
polarisaatiossa tutkien transgeenisia Nfil3" hiiria ja se toteutetaan tarkkailemalla soluja,
proteiinituotantoa, sytokiinituotantoa ja geenien ilmentymista. Opinnaytetydni kuitenkin rajoittuu
tdman tutkimuksen alkuvalmisteluihin, silld tutkimusmateriaalin eli tutkimushiirien maaraa on
toistaiseksi riittamaton. Poistogeenisten hiirien vertailuparina kaytettiin normaaleja villikannan
soluja ja Th2-solujen vertailuparina kaytettin ThO- tai Th1-soluja. Th-solujen
toimintamekanismien, erilaistumisen ja niiden takana toimivan solusignaaliketjun tutkiminen
auttaa ymmartdmaan ihmisen ja eldinten immuunisysteemin toimintaa ja mahdollistaa
terapeuttisten sovellusten kehittdmistd. Tama opinnaytetyd kasittelee tutkimustyon
alkuvalmistelujen haasteita ja niiden ratkaisemista.

Tutkimuksen alkuvaiheeseen liittyy paljon sopivien metodien kartoittamista ja niiden optimointia.
Silloin talldin uuden asian Idytdminen saattaa johtaa tutkimuksen suunnan muutokseen. Tassa
tutkimuksessa tutkimusmateriaalina kaytettavien poistogeenisten hiirien luultiin alunperin olevan
genotyypiltdan Nfil3”, mutta alkuperaisilla siitoshiirilla onkin ollut sekd poistogeenialleeli etta
villityyppialleeli. =~ Tama johti  hiirkannan  genotyypin  maarittdmiseen ja  uuden
risteytyssuunnitelman tekemiseen hiirilla, joiden genotyypit ovat Nfil3” | Nfil*" ja Nfil3"*. Muita
tutkimuksen kohteita olivat solujen erilaistumisolosuhteiden optimointi ja NFIL3 proteiinin
ekspressiokinetiikka.  Tarkeimpid tutkimuksessa kaytettdvida ~metodeja olivat PCR,
agaroosigeelielektroforeesi, intrasellulaarinen sytokiinien varjays ja virtaussytometria seka
western blot.

ASIASANAT: NFIL3, Th2-solut, polarisoituminen, poistogeeniset hiiret, sytokiini, astma
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Th2-cells have a role in asthmatic immune response. Naive T lyphocytes are capable of
differentiating into various effector cells and interleukin 4 is the main polarizing cytokine for Th2-
cells. Major transcription factors that regulate Th2 polarization are STAT6, GATA3 and NFIL3.
NFIL3 regulation mechanisms of STAT6 and GATAS3 are better known than of NFIL3. Generally
NFIL3 is considered as an important protein in immune system, as it has been observed
essential driving the development of NK-cell.

The goal of this research is to understand the role of NFIL3 in Th2-cell polarization by observing
the difference between Nfil3 knock out mice and wild type mice. The measurements are
determined at cell, at protein and at RNA level. In this thesis particulary it is focused on
preparatory work of the investigation because of low amount of mice. ThO- and Th1-cells were
used as reference for Th2-cells. Investigation of Th-cell differentiation and activation and the
pathway behind that increases our understanding of human and animal immunosystem and
enables the developing of therapeutic applications. This thesis deals with the facts that need to
be takeen into account when starting a new research.

At the begining of the research suitable methods must be found and optimized. One might come
across with problems or unexpected twists that might make reasearch to aim to another
direction. Mice used in this research were thought to be Nfil3" genotype but it was found that
the original breeding pair were heterozygotes for Nfil3. This led to ;;enotyping and planning of
new breeding plan with the population of Nfil3” , Nfi’"” and Nfil3"* -mice. Other aims in the
begining of the research were optimizations of polarization conditions and screening for NFIL3
expression kinetics. Main methods used in the research were PCR, gelagaroseelectroforesis,
western blot, intracellular staining of cytokines and flow cytometry.
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JOHDANTO

T-auttajasolujen kommunikointi tapahtuu erilaisten signaalimolekyylien kuten
sytokiinien ja pintareseptorien avulla. Usein niiden takana on pitka ketju (engl.
pathway) tapahtumia, jotka vaikuttavat tietyn geenin ja sité kautta syntyvan
viestintamolekyylin ilmentymiseen. Turun Biotekniikan Keskuksessa, Riitta
Lahesmaan molekyyli-immunologian tutkimusryhmassa on pitkaan tutkittu
CD4+ T-solujen eli Th-solujen (T-auttajasolu, engl. T helper cell) aktivoitumista,
erilaistumista ja eri tekijoiden vaikutusta niiden toimintaan seka niiden yhteytta

allergia- ja tulehtusreaktioihin sek& muihin autoimmuunisairauksiin.

Elion immuunipuolustus alkaa kun APC-solut (engl. antigen-presenting cell)
aktivoivat T-lymfosyytit esittelemillaan antigeeneilla. Naiivi erilaistumaton T-solu
tunnistaa antigeenin reseptoreillaan ja alkaa kehittya antigeenin aiheuttaman
signaalin ansiosta esimerkiksi ThO-, Th1-, Th2-, Th9-, Th17-, Th22- (Annunziato
ja Romagnani 2009) tai Treg-soluksi (Bettelli 2006). Yksilolle tasapaino
erilaisten lymfosyyttien valilla on tarkeaa terveyden kannalta. Jos tasapaino
poikkeaa normaalista, immuunipuolustus hairiintyy, mika saattaa johtaa
autoimmuunisairauteen. Lymfosyyttien erilaistumista ja siihen vaikuttavia

tekijoita tutkimalla saadaan lisaa tietoa autoimmuunisairauksista.

Th2-solut ovat allergeenispesifisia soluja ja niihin liittyvia sairauksia ovat esim.
allergiat, atopia, Omenn syndrooma ja idiopaattinen keuhkofibroosi
(Romagnani, 1999). NFIL3 on transkriptiotekija, eli proteiini, joka sitoutuu
geenin promoottorialueeseen ja saatelee transkriptiota. Se on GATA3:n ja
STAT6:n ohella yksi tarkea transkriptiotekija Th2-solujen erikoistumisessa.
Tutkimustuloksia on julkaistu NFIL3:n vaikutuksesta vuorokausirytmiin ja NK-
solujen (engl. NK-cell, natural killer cell) kehittymiseen, mutta sen tarkkaa roolia
Th2-solujen erikoistumisessa ei viela tunneta (Male ym., 2011).

Tutkimuksessa kaytettiin hiiren pernasta eristettyja CD4+CD62L+ soluja eli
naiveja Th-soluja. In vitro kasvatetut solut erilaistuvat esim. Th2-soluiksi

kohdatessaan tietyt sytokiinit. Polarisoituneiden eli erilaistuneiden solujen



sytokiiniekspressiota tutkittiin ja verrattiin Nfil3 -knock out hiiristd eristettyjen
solujen sytokiinituotantoon. Valilla eroa villityypin solujen ja knock out solujen
sytokiinituotannossa huomattiin eroavaisuuksia ja valilla ei. Tuloksista paateltiin,
etta tutkimushiirien genotyypissa on oltava eroja. Hiirien genotyypit maaritettiin
ja ymmarrettiin, ettd alkuperaiset siitosparit olivat Nfil3-poistogeenin suhteen
heterotsygootteja, ja tdman hetkisen hiiripopulaation hiiret ovat genotyypiltaan
Nfil3” , Nfi3"" ja Nfil3**. Hiirille suunniteltin uudet siitosparit ja Nfil3”-hiirien
syntymista odotellaan. Toistaiseksi hiiripopulaatio on liian pieni tutkimuksen
jatkamiseksi, mutta tutkimuksen aloitukseen vaadittavat kasvatuksen ja muiden
metodien optimoinnit on tehty ja tutkimusmateriaalin kartuttua tutkimusta
paastaan jatkamaan heti.

1 TUTKIMUKSEN TAUSTAA

1.1 Immuunisysteemi ja Th2- solut

Lymfosyytit takaavat immuunivasteen perustan. Niitd ovat B-solut ja kahteen
ryhmaan jakautuvat T-solut; Tc-solut (sytotoksiset T-solut, engl. cytotoxic T
cells) ja Th-solut (T-auttajasolut, engl. helper T cells) seka NK-solut (engl.
Natural killer cell tai large granular lymphocyte, LGL, luonnoliset tappajasolut)
(Roitt, ym. 1998). Lymfosyyteillda on kaikilla omat tehtavansa. B-solut
valmistavat vasta-aineita Th-solujen vapauttamien sytokiinien avustamana, Tc-
solut ja NK-solut tappavat infektoituneita soluja. Th-solut auttavat muita
immunivasteen soluja erilaistumaan tai valmistautumaan hyokkaykseen
antigeenia vastaan solu-solu valisella interaktiolla. ThO on
tutkimustarkoitukseen kaytetty olosuhde, jonka kasvatuksessa polarisoivat
sytokiinit jatetaan pois. Naiivi Th-solu ei erilaistu ThO-soluksi luonnollisissa
olosuhteissa.  Naiiveja  T-lymfosyytteja on yleensa verenkierrossa,
imusolmukkeissa tai pernassa ja erikoistuttuaan ne siirtyvat muihin kudoksiin.
(Roitt ym., 1998)
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CD4+ Th-solut ovat immuunipuolustusta organisoivia soluja. Ne saavat alkunsa
luuytimen kantasoluista mutta ne kuljetetaan erilaistumaan kateenkorvaan.
Solujen pinnassa on erilaisia pintareseptoreita solutyypista riippuen. T-solut
tunnistaa esimerkiksi CD4:sta (engl. cluster of differentiation 4) ja MHC I
pintareseptorista ja naivit T-solut CD62L:sta (L-selektiini reseptori) CD44nign -
solut taas ovat muisti-efektori soluja. Pintareseptorit ovat solujen
kommunikointivalineita. Esimerkiksi MHC reseptorit vastaanottavat tietoa
lasnaolevista antigeeneista. (Roitt ym., 1998)

Th-solut kommunikoivat keskenaan erilaisten reseptorien ja sytokiinien avulla.
Kullekin solutyypille on olemassa niille ominaiset reseptorit ja niin ne on
kaytanndssa mahdollista erottaa toisistaan erilaisilla leimausmetodeilla. Th2-
solut tuottavat IL-4 IL-5, IL-9 ja IL-13 -sytokiineja, joilla ne ohjaavat
immuunipuolustusta. Th2-sytokiinit esimerkiksi aktivoivat B-soluja tai vasta-aine
-antigeeni komplekseja fagosytoivia eosinofiileja.

Th2

4

>

Thp et
IL-13
Thl
Vs 1. 2
IFNg

Kuva 2.1.1 Th1- ja Th2-solujen erilaistuminen. Kaavakuvassa on esitetty
tarkeimmat Th1-ja Th2 solujen erikoistumiseen vaikuttavat transkriptiotekijat
(solun sisalla) ja sytokiinit.



11

1.2 NFIL3 transkriptiotekija

DNA:han sitoutuvat geenien ilmentymista saatelevat transkriptiotekijat
kontrolloivat sytokiinituotantoa ja nain ollen vaikuttavat myo6s T-solujen
erikoistumiseen. Th2-solujen tarkein polarisoiva sytokiini on IL-4 ja Th1-solujen
IL-12 ja IFNg (Romagnani S., 1999). IL-4 saatelee mm. transkriptiotekija
STATG6:n ekspressiota, joka taas vaikuttaa nostattavasti IL-4:n tuotantoon (engl.
feed back loop). Transkriptiotekija GATA3 tehostaa IL-4:n, IL-5:n ja IL-13:n
tuottoa ja inhiboi IFNg:n tuottoa. (Rautajoki, 2007)

GATA3:n ja STAT6:n ohella yksi tarkea transkriptortekija Th2-solujen
erikoistumisessa on NFIL3, joka on saanut nimensa transaktivaattorifunktionsa
ansiosta. NFIL3 aktivoi IL-3:ta koodittavan geenin promoottorialueen ihmisen T-
soluissa (engl. nuclear factor IL-3). Se tunnetaan toisellakin nimella; E4BP4
(engl. Basic leucine zipper transcription factor), silla alunperin se todettiin
sitoutuvan adenovirus E4:n promoottorialueeseen toimien aktivoivana
transkriptiotekijana. Kyseisella proteiinilla on todettu olevan vaikutusta
nisakkaiden vuorokausirytmin saatelyyn (Male ym., 2011). Toisaalta se on
valttdamaton proteiini NK-solujen kehittymisessa (Gascoyne ym., 2009) ja
tavattavissa muissa yhteyksessa immuunivasteessa tyoskentelevien solujen
kuten dendriittisolujen  tuotannossa. NFIL3 osallistuu myds solun
sytokiinituotannon saatelyyn ja Th2-solun efektorimuodon erilaistumiseen (Male
ym., 2011).

NFIL3 kuuluu rakenteensa perusteella PAR-perheen proteiinien (engl. proline-
and acide rich proteins) ryhmaan (Cowell, 2002). Se myos sitoutuu
samankaltaiseen DNA sekvenssiin kuin PAR-perheen proteiinit (Kashiwada ym.
2011). NFIL3:n ilmentyminen on vahaistd monissa immuunipuolustuksen
solutyypeissa, mutta Th2-soluissa se indusoituu interleukiini (IL)-4:n
lasnaollessa, solun polarisoitumis- eli erikoistumisvaiheessa. NFIL3:ssa on viela
paljon tutkittavaa, mutta talla hetkella tiedetd@n jo monia asioita liittyen
rakenteeseen, geenin sijaintiin seka tehtaviin. NFIL3 toimii monosyyttien, B-
solujen, T-solujen ja NK solujen kanssa eli voidaan sanoa, etta silla on tarkea
rooli immuunipuolustuksessa (Male ym. 2011).



12

1.3 Sytokiinit ja solun erikoistuminen

Sytokiinit (kreikaksi cyto -, solu; kinos-, liike) ovat solusta soluvaliaineeseen
erittyvia proteiineja, jotka ovat kooltaan 8-80 kDa. Soluspesifisten
signaalimolekyylien tuotto on tarkkaan saadelty. Ihmisen sytokiineja on
identifioitu satoja monenlaisten tieteenedustajien toimesta, joten niilla on
erilaisia nimityksiakin esimerkiksi interferonit, interleukiinit ja kasvutekijat.
Sytokiinien tehtava on signalin valittdminen ja sen vaikutuksen kohteita voivat
olla: solun erilaistuminen, vasta-aineiden tuoton aktivointi, verihiutaleiden
erittyminen tai esim. osteoklastien eli luun syo6jasolujen muodostuminen ja
saately. (Roitt ym., 1998)

T-solujen erikoistumisvaiheessa tiedetdan erittyvan ainakin 20 erilaista
sytokiinia. (Rickwood ym., 1995) Interleukiini (IL) 2 on T-solujen tarkein
sytokiini, ja kaikille T-solutyypeille on omat niille tyypilliset sytokiininsa. IL-4, IL-5
ja IL-13 ovat Th2-valitteisia sytokiineja, joiden geenit ovat sijoittuneena samaan
kromosomaaliseen alueeseen nimeltaan Th2-sytokiinilokus (Fields, 2004) . Th2-
solut tuottavat myos IL-9 ja IL-10 -sytokiineja. Th2-solun sytokiinit edistavat
humoraalista immuunipuolustusta eli toimivat kehon nesteissd paaasiassa
ekstrasellulaarisia patogeeneja vastaan. IL-4, IL-13 ja IL-9 saavat aikaan B-
solujen aktivoinnin. (Tuomela, 2002)

PMA ja iononomysiini -aktivointi

Intrasellulaarista sytokiinien tuottoa voidaan tutkia tekemallda nopea viiden
tunnin aktivaatio, jolloin solut alkavat tuottaa tehostetusti sytokiineja (Kuva
2.3.1) jonka jalkeen ne leimataan virtaussytometriamittausta varten (ks. 4.3
Virtaussytometria)

PMA on corton 0ljystd johdettu biologisesti aktiivinen, karsinogeeninen aine,
joka voi aiheuttaa hiirille ihosyopaa. Sen on myos todettu edesauttavan

mitoosia ihmisen perifeerisissa veren lymfosyyteissa eli verenkierrossa
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kiertavista B-, T-, ja NK-soluissa. PMA:ta kaytetaan kun halutaan nopea solujen

mitoosin tai sytokiinituotannon aktivointi. (Touraine ym., 1977)

lonomysiini on ionofori eli solun ionien kuljettaja. Se pystyy siirtimaan Ca?* -
ioneja biologisen kalvon lapi. Streptomyces conglobatussa tuotettava
ionomysiini on kuvattu myos polyeetteriantibiootiksi, joka toimii gram-positiivisia
bakteereita vastaan. (Bennet, 1979) Se on laajasti kaytetty sytokiinien
tuotannon tutkimisessa sen ionoforisten ominaisuuksien ansiosta. Yhdessa

PMA:n kanssa solut stimuloidaan tuottamaan sytokiineja.

PMA ja ionomysiini -stimulaation ja inkuboinnin jalkeen sytokiinien erittyminen
ulos solusta estetddn monensiinilla. Monensiini on  Streptomyces
cinnamonensis:n tuottama ionofori, joka kuljettaa solun tarkeimpia ioneja K™:a ja
Na":a. Monensin myos vaikuttaa golgin laiteen toimintaan ja siten estda solun
sisdisen proteiini kuljetuksen ja sitda kaytetdan sytokiinien erittymisen
estamiseksi PMA ja ionomysiini -stimuloinnin jalkeen. (Ellinger, 1984)

k2 S PMAIONO Golgi 1_C10fcs 2 S PMAIONO Gplgi2_Cilfes i S PMAIONO Golgi 3_CO6 fos

&
PMA ja

9 2 1onomysiini

= = : :
—aktivaatio

L4 2214 - L3 2214 IL13 214

nen_024_Th2 S Q?Igi 1_Di0.fes  v@n_024_Th2 SNC&?Igi 2_D1ilfes ven_023_ThiS ti?lgi 3_D06.fcs

@ @ : @
E1

o " o aktivaatiota

3 = £

L4 2214 L3 214 L3 %214

Kuva 2.3.1 Solujen aktivointi sytokiinien tuotantoon. Pistekuvaajasta voi havaita
eron aktivoitujen ja aktivoimattomien solujen sytokiinituotannossa. Ylla PMA ja
lonomysiini -aktivoidut solut ja alla aktivoimattomat solut. Mitatut sytokiinit x-
akseleilla ovat IL-3, IL-4 ja IL-13 ja y-akseleilla IL-10, IL-5 ja IFNg
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2 TUTKIMUKSEN TARKOITUS

Transkriptiotekijoiden STAT6 ja GATA3 toimintamekanismit tunnetaan jo
paremmin kuin NFIL3:n. Tiedetaan, ettd NFIL3 transkriptiotekijalla on rooli mm.
NK- ja Th-soluvalitteisessa immuunipuolustuksessa, mutta sen rooli Th2-solujen

sytokiinituotannon saatelyn puitteissa on kuitenkin viela epaselva.

Lahiaikoina tahan liittyen on julkaistu kaksi tutkimusta, Kashiwada ym. 2011 ja
Motomura ym. 2011, joista ei kuitenkaan viela voi paatella NFIL3:n roolia, silla
tulokset ovat ristiriitaiset (Taulukko1). Tutkimuksessa verrattiin tiettyjen Th2-
soluille tyypillisten sytokiinien tuottoa kahdenlaisissa Th2 soluissa: villityypin
(WT, engl. wild type) ja Nfil3" hiirien soluissa (KO, engl. knock out mouse),
joista Nfil3-geeni on poistettu. Toisessa tutkimuksessa suurelle osalle
sytokiineista havaittiin selkea ero WT:n ja KO:n valilla ja toisessa todettiin, etta
NFIL3 on toistaiseksi tuntematon tekija tarkeimpien Th2-soluvalitteisten
sytokiinien ekspressiossa.

Taulukko 1 Aikaisempien julkaisujen tulokset NFIL3:n vaikutuksesta
sytokiinituotantoon

Taulukko esittaa eri tutkimusten tulokset siita, saateleekd NFIL3 sytokiinin
tuottoa positiivisesti vai negatiivisesti. Ainoastaan IL-10 tuotannossa tutkimukset

ovat yksimielisia.

Kashiwada Motomura
ym. ym.
IL-3 Positiivinen ei eroa
IL-4 Positiivinen ei eroa
IL-5 Negatiivinen ei eroa
IL-10 Positiivinen Positiivinen
IL-13 Negatiivinen ei eroa

Mista johtuu kyseinen ero tutkimusten valilla? Aloitimme tutkimuksen, jonka
tavoitteena on 10ytaa vastauksia muunmuassa seuraaviin kysymyksiin: Mitka

ovat NFIL3:n saatelymekanismit? Mitka ovat sen sitoutumiskohdat genomissa?
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Pitkalla tahtaimelld kiinnostavia aiheita ovat: NFIL3:n fosforyloituminen ja sen

mahdollinen dimeeripartneri.

Tutkimuksessa kaytetyt CD4+CDG62L+ solut on eristetty hiiren pernasta (ks.
kappale 4.1 Tutkimushiiret) ja niita kasvatettiin seitseman paivaa. Kasvatuksen
erilaistumisen  optimoinnin  jalkeen  lahdettin  vertailemaan  solujen
sytokiinituotantoa, joista voidaan paatella mm. solun erikoistumisen suunta.

Erilaistumisen optimoinnissa vertailuparina kaytettiin Th1-soluja.

Tutkimuksessa verrattiin villityypin (WT, engl. wild type) solujen ja Nfil3"
poistogeenistenhiirien solujen, sytokiinituotantoa keskendan ja paateltiin
NFIL3:n  vaikutukset = Th2-solujen  erilaistumisessa. @ Myos  NFIL3:n
ekspressiokinetiikkaa yritettin maarittda kahdella eri metodilla kayttaen ThO-
olosuhdetta vertailukohteena. Myohemmin on tarkoitus selvittaa miten itse
NFIL3-proteiinin tuotantoa saadellaan ja miten se itse oikeastaan aktivoituu.

3 MATERIAALIT JA METODIT

3.1 Tutkimushiiret

Tutkimusmateriaalina kaytettiin Jacksons laboratorion (Yhdysvallat) C57BL/6-
hiiria, joista oli olemassa WT-kannat ja Iso-Britanniassa tehdyt KO-kannat
(Gascoyne ym., 2009). KO-kannan genotyyppia pidettiin lahtokohtaisesti
homotsygoottina ~ Nfil3” -kantana, mutta virtaussytometrialla  tehdyt
sytokiinimaaritykset antoivat epajohdonmukaisia tuloksia, mika vuoksi hiirien
genotyyppien statuksia ryhdyttiin epailemaan. Hiirten terveydentilasta pyydettiin
lisaselvityksia ja osoittautui, etta alkuperaiset toisesta laboratoriosta tilatut
risteytyshiiret ovat olleet Nfil3-geenin suhteen heterotsygootteja tilattujen
homotsygoottien sijaan. Tamanhetkisessa 47 hiiren populaatiossa voi olla
kolmenlaista alleeliyhdistelmaa: nfil3”, nfil3™ tai nfil3** ja niiden genotyypit on

maaritettava ennen tutkimuksen aloittamista.

Hiirien tiineysaika on n. 18 paivaa. Uros erotetaan naaraasta kun raskaus

havaitaan. Hiiret erotetaan emostaan kolmen viikon ikaisena, jolloin ne
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korvamerkitaan genotyyppausta varten. Sukukypsaksi ne tulevat noin kuuden
viikon ikaisenad. Erotus, korvamerkinta ja korvapalojen keraaminen tapahtuu
elainlaboratorion henkilokunnan toimesta. Kaikki hiiret kasvatetaan hakeissa
normaalissa huoneenlammaossa. Yksildiden lukumaara hakkia kohden vaihtelee
yhdesta seitsemaan.

5’ eksoni —X P———— 3’

WT

KO

5 : S
Kuva 4.1 Nfil3-geenideleetio

Ylapuolella oleva nauha on WT-DNA nauha ja alapuolella olevasta KO-
nauhasta osa on poistettu. Deletoidun Nfil3-geenin osan tarkkaa kohtaa
(kuvassa tummennettu) ei kerrota geenin poiston tehneen laboratorion

julkaisussa. X-kuvaa toisen geenin eksonia. (Gascoyne ym., 2009)

3.2 Hiiresta eristettyjen naiivien solujen kasvatus Th-soluiksi

3.2.1 Solujen eristys

Solut eristettiin hiirien pernasta. Pernojen murskaamiseen kaytettiin kahta
metodia: lasihuhmare ja murskaaminen kahden eri siivilan lavitse. Parempi
solususpensio ja sitd kautta solusaanto saatiin lasihuhmaretta kayttaen, joten

se valittiin kaytettavaksi tutkimuksen seuraaviin kasvatuksiin.

Lymfosyytit  erotettin  punasoluista,  verihiutaleista ja  seerumista
sokerigradienttieristyksella perustuen sentrifugointiin ja mouse lympholyte:n
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(Cedarlane) tiheysominaisuuksiin. Sen jalkeen solut erotetaan
pintareseptoreidensa perusteella. CD4 on T-solujen pintareseptori ja CD62L
naiivien T-solujen pintareseptori. Jos CD4+ CD62L+ -solulla on lisaksi CD44
pintareseptori se on efektori muistisolu (Roitt ym., 1998).

Naiivit T-solut on mahdollista eristaa eri tavoilla. Testasimme kahta eri metodia;
MACS  kittin  (Miltenyi)  perustuvaa  magneettipylvaspuhdistusta ja
virtaussyometriaan perustuvaa solulajittelua BD:n FACSaria llu Cell Sorting -
laitteella (ks. kappale 4.3.1 Virtaussytometria). MACS kittiin kuuluu vasta-aine-
leimatut magneettinelmet ja magneettiset pylvaat. Pylvaita on kaksi, joista
ensimmainen erottaa negatiivisella selektiolla CD4+ solut ja toinen positiivisella
selektiolla CD62L+ solut. FACS-laitteeseen syotettavat solut leimattiin suoralla
leimauksella CD4, CD62L ja CD44 vasta-aineilla, joissa on fluorensoiva
konjugaatti. Laite laskee leimatut solut ja erottaa ne leimojen sahkoisen
varauksen perusteella. FACS-laitteeseen syotetyt solut ovat pylvaspuhdistettuja
CD4+ -soluja. Kaytetyt vasta-aineet ovat BD Biosciences:n rotassa tuotettuja
anti-hiiri vasta-aineita, joissa on fluoresoivat konjugaatit FITC, APC ja PE.

3.2.2 Solujen kasvatusolosuhteet

Kasvatusmediana kaytettin IMDM-mediaa (engl. Iscove's modified Dulbecco's
Media, Sigma), johon lisattiin streptomysiinia 10 pg/ml, penisilliinia 10 U/ml,
(penicillin-streptomycin, Sigma, P0781) L-glutamiinia 0,02 mM (Sigma, G7513),
0,001 mM B-merkaptoetanolia (GIBCO), NEAA, non essential Amino acid
(GIBCO) 100X 10ul/Mml ja 10% naudan sikidn seerumia (engl. fetal bovine
serum) (PAA laboratories). Solun metabolian myo6ta kasvatusmedian pH
muuttuu ja se voidaan havaita mediaan lisatyn pH indikaattorin fenolipunaisen
ansiosta. pH on eldinsolukasvatuksessa tarkea tekija ja hyvin voivat solut
edellyttavat kasvumedialtaan n. pH 7-7,3 (S. B. Primrose. 1991).

Naiivien solujen erikoistamiseksi kasvatusmediaan lisattiin

polarisoivat/neutralisoivat vasta-aineet, joka Th2:n tapauksessa ovat IL-4/anti-
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IL-12, anti-IFNg ja Th1:lla IL-12/anti-IL-4, anti-IFNg. ThO-solulle eli neutraalille
kontrolli-Th-solulle annetaan kasvatuksen aloituksessa vain neutralisoivat
vasta-aineet anti-IFNg, anti-IL-12 ja anti-IL-4. Seuraavat vasta-aineet tilattiin
R&D Sysmemsilta: IL-2 (pitoisuus kasvatuksessa 0,2 pg/ml), IL-4 ja IL-12
(pitoisuus kasvatuksessa 0,01ug/ml). Muut vasta-aineet olivat BD:n tuotteita,
joista neutralisoivien vasta-aineiden pitoisuus kasvatuksessa oli 10 pg/mil.
Kaikkiin ~ olosuhteisiin  lisataan anti-CD28 ja kaikkien olosuhteiden
kasvatuskuopat paallystettiin anti-CD3:lla, TCR-tyypin reseptorilla (engl. T-cell
reseptor). Paallystys tehtiin liuottamalla anti-CD3 PBS-puskuriin  (engl.
phosphate buffered saline) ja inkuboimalla kyseisella luioksella taytettyja
kuoppalevyja +37 °C:ssa tunnin ajan. Anti-CD28 ja anti-CD3 on todettu
aktivoivan translaatioon liittyvia proteiineja solun erikoistumisen alkuvaiheessa
(Miranda Kleijn ym., 2002). Niiden pitoisuus haluttin optimoida, jotta
varmistutaan, etta olosuhteet sopivat hiiren Th2 soluille (ks. Kappale 5.1.1 anti-
CD28 ja anti-CD3 pitoisuuden optimointi).

Kasvatukset tehtiin tasapohjaisilla 48- tai 96-kuoppalevyilla riippuen eristettyjen
solujen maarastd. Keskimaarin soluja saatiin 2:10° - 10-10%perna riippuen
eristyskerrasta ja pernan koosta. 48-kuoppalevyn kuopassa voidaan kasvattaa
5 -10° - 2-10° solua ja 96-kuoppalevyn kuopassa 2:10° - 5-10° solua. Solujen
anti-CD3 paallystettyyn  kasvualustaansa kiinnittymista ja aktivaation
yhtaaikaistamista edistettin 2 minuutin sentrifugoinnilla nopeutena 800 rpm

(kierrosta minuutissa) .

3.2.3 Solueristys seka anti-CD28 ja anti-CD3 aktivaatio

Tehtiin kasvatus, jossa Th1 ja Th2 soluille tehtiin erilaiset anti-CD28 ja anti-
CD3-olosuhteet ja ne eristettin kahdella eri tavalla. Laboratoriossamme on
kaytetty kahta eri anti-CD28 ja anti-CD3 pitoisuutta aktivaation ensimmaisena
paivana. Vasta-aineiden pitoisuuden vaikutusta verrattin ja sen perusteella
paatettin kumpi vasta-ainepitoisuus saa aikaan hyvan ja tehokkaan Th2-
polarisaation. Verrattavat pitoisuudet olivat:
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1) 1,3 pl/ml anti-CD3 + 0,5ul/ml anti-CD28

2) Sul/ml anti-CD3 + 5ul/ml anti-CD28

3.3 Virtaussytometria

3.3.1 Virtaussytometrian periaate

Tutkimuksessa kaytettyssa virtaussytometrialaitteessa on BD Biosciences:n
valmistama FACS-laite (engl. Fluorescense-activated cell sorting), jossa solut
kulkevat ohuessa putkessa, johon ne ohjataan tarkasti suunnitellun virtauksen
mukaan niin, etta ne voidaan detektoida yksitellen. Putkessa ne kohtaavat
laservalon sateen, jonka siroamisesta voidaan paatella solun ominaisuuksia,
kuten koko ja granulaarisuus tai detektoida varjattyja intra- tai ekstrasellulaarisia
merkkiproteiineja. Detektori tuo tiedon tietokoneelle, joka piirtdda yksittaisten
solujen perusteella kuvaajan kayttajan haluamalla tavalla.

Kun laser osuu putkessa kulkevaan soluun, solu estaa laserin suoran kulun
detektorille muodostaen varjon ja riippuen solun koosta varjo on suurempi tai
pienempi. Detektoriin saapuvan valonperusteella voidaan paatelld solun koko
(Kuva 4.4.1: forward scatter). Solut ovat ulkomuodoltaan erilaisia (Kuva 4.4.1:
side scatter) Esimerkiksi makrofaagit ovat pinnan muodoltaan granulaarisempia
ja kooltaan isompia kuin sileat lymfosyytit. Nain molemmat muodostavat
ominaisuuksiensa perusteella pistekuvaajassa oman populaationsa ja ne
voidaan esimerkiksi valita lajiteltavaksi. Solujen osia kuten pintareseptoreita
voidaan myos varjata fluoresoivilla vasta-aineilla solujen identifiomisen
helpottamiseksi. Laserin osuminen fluoresoivaan merkkiaineeseen synnyttaa
sateita laitteen optiselle alueelle, jossa detektorit peilien ja valosuodattimien
takana keraavat tiedon lahteneen valon aallon pituudesta. FACS-laitetta
voidaan kayttaa solujen ominaisuuksien tarkasteluun tai solujen konkreettiseen

lajitteluun. Lajittelussa (engl. cell sorting) laserilla detektoidut solut kerataan
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sahkoisen varauksensa perusteella eri putkiin magneettikenttien avulla.
(Howard M. Shapiro, 2003)
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Kuva 4.4.1 Virtaussytometrian periaatekuva. Fluoresenssikonjugoidut vasta-
aineet ovat Kkiinnittyneind solun pintaan. Solut kulkevat putkea pitkin ja
kohtaavat lasersateen yksitellen. (Janeway ym., 2005)
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Kuva 4.4.2 FACS:n pistekuvaaja verensolupopulaatioista. Solupopulaatiot
voidaan erootta kokonsa ja pintaominaisuuksiensa perusteella tietokoneelle
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piirretyssa pistekuvaajassa. Kuva muokattu internetlahteesta Brigham young
universityn Research instrumentation core facilityn sivulta [viitattu 10.1.12].

3.3.2 Sytokiinien varjays

Sytokiinien tuottoa seuratessa tehdaan puolelle soluista PMA ja ionomysiini -
aktivaatiot (ks. k 2.3 sytokiinit ja solun erikoistuminen). Solut permeabilisoidaan
kayttaen BD:n kittia cytofix/cytoperm™ plus, jonka jalkeen sytokiinit varjataan
suoralla leimauksella vasta-aineilla, joilla tietyt fluoresoivat komponenttinsa.
FACS-laitteella erilaista aallonpituutta emittoivien fluoresoivien leimausaineiden

sateily lapaisee eri suodattimet riippuen aallonpituudesta.

Alussa Nfil3 KO -hiiret luultiin olevan homotsygootteja Nfil3-deleetion suhteen.
Nfil3 KO -hiirien ja WT hiirien IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 ja IFNg sytokiinien tuottoa
verrattiin keskenaan. Osassa kasvatuksista Nfil3 KO -hiirien ja WT hiirien
sytokiinituotannossa oli eroa (kasvatus |) ja osassa ei (kasvatus Il), joten
paateltiin, ettda KO-hiirten genotyypit vaihtelevat ja ne on maaritettava. (kuvat
4.4.3 - 4.4.6) Tulokset antoivat myos ymmartaa, etta geenin deleetiolla on jotain
vaikutusta. Koska tutkittujen hiirten genotyypista ei ole varmuutta, tulokset eivat
ole luotettavia. Hypoteesi Nfil3:n, vaikutuksesta Th2 solujen erikoistumiseen sai
kuitenkin tukea naista sytokiinimaarityksista, ja tutkimusta on syyta jatkaa.



IL-4
Thl [ko 38.3
Thl WT 39.37
Th2 [ko 51.53
Th2 WT 66.39|

ecimen_001_Th1l WT PMA IO Golgi_A01.fcq
cimen_001_Th2 KO PMA IO Golgi_D01.fcg

| if“ﬂ

hgecimen_OOI_Thl KO PMA 10 Golqi_B01.fcs

men_001_Th2 WT PMA IO Golgi_C01 .fcd

Kuva 4.4.3 Nfil3-deleetion vaikutus Th2 solujen IL-4 -tuotantoon (PE).
Kasvatuksessa | havaittavissa eroa Nfil3 KO -hiirien ja WT hiirien
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sytokiinituotannossa. Taulukossa esiintyvat numerot kuvaavat sinisella portilla

rajatun alueen prosenttista osuutta tutkittavasta lymfosyyttipopulaatiosta.
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Kuva 4.4.4 Nfil3-deleetion vaikutus Th2 solujen IL-10 -tuotantoon (APC).

Kasvatuksessa | on havaittavissa eroa Nfil3 KO -hiirien ja WT hiirien

sytokiinituotannossa. Taulukossa esiintyvat numerot kuvaavat sinisella portilla

rajatun alueen prosenttista osuutta tutkittavasta lymfosyyttipopulaatiosta.
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Toisessa myohemmin tehdyssa kasvatuksessa Il, ei nahty eroa Nfil3 KO -hiirien

ja WT hiirien sytokiinituotannossa. Pistekuvaaja tehdaan kahden muuttujan

perusteella. Tapauksessa haluttiin varjata kuusi eri sytokiinia, joten niista

muokattiin kolme eri varjaysparia niin, etta leimausaineet PE, APC tai FITC

esiintyvat vain kerran yhdessa kuopassa. (Taulukko 4.4.2.1).

Taulukko 4.4.2.1 FACS:n pistek

uvaaja verensolupopulaatioista

Solut varjattiin 96-kuoppalevylla, jossa jokaiseen kuoppaan laitettiin kaksi eri

leimausainetta.

PE | APC | FITC |
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1 IL-4 IL-10
2 IL-3 IL-5
3 IL-13 IFNg

‘GR1PMA IONO Golgi 1_B01 fecs

ER1 PMA IQNO Golgi 1_A01.fes
' - H

B

WT KO
IL-4 52.12% 55.3%

IL10

IL-10 51.9%| 53.49%

T T

L4 62144 IL4 6214

Kuva 4.4.5. Kasvatus ll:n pistekuvaaja IL-4:n ja IL10:n tuotannosta paivana 5.
Kasvatuksessa |l ei havaittavissa eroa Nfil3 KO -hiirien ja WT hiirien
sytokiinituotannossa. Oikean puolimmainen kuvaaja kuvaa villityyppia ja
vasemmanpuolimmainen Nfil3 KO:a. Taulukossa esiintyvat numerot kuvaavat

prosenttista osuutta tutkittavasta lymfosyyttipopulaatiosta.

'ER1 PMA IQNO Golgi 2_AD2fes  GR1 PMA IQNO Golgi 2_B02 fes

WT KO

ILS

IL-13 61.51% 61.73%
IL-5 44.46% 48.6%

™

IL3 a4 . IL3 22144

Kuva 4.4.6. Kasvatus ll:n pistekuvaaja IL-3:n ja IL5:n tuotannosta paivana 5.
Kasvatuksessa Il ei havaittavissa merkittavaa eroa Nfil3 KO -hiirien ja WT

hiirien sytokiinituotannossa. Oikean puolimmainen kuvaaja kuvaa villityyppia ja
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vasemmanpuolimmainen Nfil3 KO:a. Taulukossa esiintyvat numerot kuvaavat

prosenttista osuutta tutkittavasta lymfosyyttipopulaatiosta.

3.3.3 Intrasellulaarinen NFIL3:n varjays

NFIL3 transkriptiotekija toimii tuman sisalla eli sita varjatessa fluoresoivia
variaineita kantavien vasta-aineiden on lapaistava solukalvon lisdksi tumakalvo.
Ensin solut fiksataan eli jahmetetdan (engl. fixing) paraformaldehydilla
proteiinien stabiloimiseksi. Solut inkuboidaan 4% paraformaldehydisséa 10
minuuttia +4 °C:ssa valilla sekoittaen ja nain solut voidaan analysoida viela
vuorokaudenkin kuluttua. (L.L. Lanier, N.L. Warner) Pesujen jalkeen solut
permeabilisoidaan lisaten -20°C metanolia ja inkuboiden 30 min +4°C:ssa.
NFIL3:n varjaamisessa kaytetaan epasuoraa leimausta primaarivasta-aineena
Santa Cruz Biotechnology:n kanissa hiiren E4BP4 proteiinia vastaan tuotettua
ja puhdistettua polyklonaalista IgG:ta (immunoglobuliini G) (Santa Cruz, EBP4
(H-300) Sc-28203) ja sekundaarivasta-aineena Alexa fluor647 -leimattua
vuohen anti-kani 1gG:ta (Invitrogen A21245). Vasta-aineet inkuboidaan 30-45

minuuttia +4°C:ssa.

3.3.4 Western blot

Western blotissa proteiinit erotellaan koon mukaan 10 % SDS-geelilla 30mA:n
virralla, jonka jalkeen ne siirretaan membraanille 350mA:n virralla 45
minuutissa/geeli. Membraanilta NFIL3 voidaan detektoida sandwich
leimauksella fluoresoivaa HRP-detektiota (engl. Horseradish Peroxidase,
piparjuuri peroksidaasi) kayttaen. Western blot soveltuu NFIL3 tuotannon
kinetiikan maarittamiseen. Western blotia varten keratyt solunaytteet lyysataan
kerayspaivana kuumentamalla ne 5 minuuuttia hajotuspuskurissa 95°C :ssa ja
sonikoimalla 7 minuuttia. Proteiininaytteet sailotaan -20°C:ssa, kunnes kaikkien
aikapisteiden naytteet on keratty. Naytteet laimennetaan SDS-pagea varten 5x
varjayspuskurilla niin, etta kaikkiin kuoppiin saadaan sama
kokonaisproteiinimaara. Yleensa tama maara on 12-20 mg.
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Blokkauspuskurina kaytettiin TBS:aa (Tris buffered saline), jossa 0,1% Tweenia
ja 5% maitojauhetta. Silla estetaan vasta-aineiden epaspesifinen sitoutuminen
membraaniin. Primaarivasta-aineena kaytettiin Santa Cruz Biotechnology sc-
374451x:a ja se inkuboidaan yon yli +4 °C:ssa liuotettuna blokkauspuskuriin.
Konsentraatioon paadyttiin ensin testaamalla 1:1000 ja 1:2000 suhteita, joiden
tuloksena oli epaspesifista vasta-aineen sitoutumista. Lopulliseksi vasta-aine -
maito-TBS-tween suhteeksi valittiin 1:5000.

House keeping proteiini on tutkittavalle proteiinille referenssina kaytettava
tunnettu proteiini. NFIL3:lle kaytetty house keeping proteiini eli taloudenpito
proteiini on B-aktiini (Sigma, hiiressa tuotettu monoklonaalinen vasta-aine
A5441). Primaarivasta-aineet inkuboitiin yon yli +4 °C:ssa ja sekundaarivasta-
aine 1h huoneen lammossa. Sekundaarivasta-aine oli molemmille sama: HRP-
konjugoitu vuohessa tuotettu anti-hiiri IgM. HRP entsyymi saadaan
fluoresoimaan kayttden sen substraattia sisaltdvaa detektioreagenssia
(Chemiluminescent HRP substrate, Millipore WBKLS0500).

3.3.5 PCR ja agaroosigeelielektroforeesi

Hiiria oli lahtotilanteessa 36 ja niiden mahdolliset genotyypit ovat nfil3-geenin
suhteen +/+, +/- tai -/-. Hiiriyksildiden genotyypin maarittamiseen tarvittava DNA
eristettiin korvapalasta. Korvapala inkuboitiin hajoituspuskurissa n. +50°C:ssa
yli yon ja seuraavana paivana tehtiin NaCl-uutto ja etanolisaostus. DNA:ta tuli
talld metodilla vaihtelevasti 1000-2000 ng/korvapala.

PCR:n vaatii primerit eli alukkeet kopioinnin aloittamiseen. Projektissa kaytettiin
samoja alukkeita, joita on kaytetty laboratoriossa, josta hiiret ovat peraisin.
Kaytetyt alukkeet on suunniteltu niin, etta kayttaen joko WT- tai KO alukkeita
saadaan erilaiset tulokset eri genotyypeille (ks. kuva 3.2.1). Monistetun DNA-
patkan pituuden perusteella paateltiin onko tuote KO-DNA:ta vai WT-DNA:ta.
Lyhyemman 238 bp:n patkdn muodostavat WTF-aluke 5-TGAGCTTGGCTGA
TGTG-3', ja WTR-aluke 5'- GCTTCAAGTCTCCACCAAGC -3'. KO-yksilon
naytteesta saadaan detektoitua n. 450 bp:n geeninpatka kayttamalla WTF ja
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KOR, 5' -CCATGCTCCTGTCTTGATGA- 3' -alukkeita (Duncan M Gascoyne,
Elane Long ym.)

PCR tuotteen visualisoiminen tapahtuu 1,5 % agaroosigeelilld, joka erottelee
DNA-patkat koon perusteella. Geeli ajetaan TBE puskurissa (eng. Tris Borate
EDTA buffer) 100V:lla ja DNA detektoidaan UV-valossa. Geeli varjataan Nucleic
Acid Gel Stain:lla (Lonza) 1:10 000.

Alukkeiden kiinnittymislampdtila piti optimoida ennen koko naytesarjan ajamista.
Alukkeet ovat pituudeltaan 20 emasparia ja niiden valmistajan antama
annealing lampatila oli 57,3-59,4 °C. Optimointilampaotilagradientiksi valittiin 57,
59, 60,3, 61,6, 63 °C ja optimointi-DNA:ksi valittin kahden genotyypiltaan
tuntemattoman hiiren 001 ja 002 DNA:ta seka kahden WT hiiren DNA:ta

PCR-tuotteet ajettiin agaroosielektroforeesigeelilla ja niistd paateltin onko
monistettu geenin patka WT- vai KO- tyypin geenista. WT Forward -alukkeen ja
WT Reverse -alukkeen etaisyys toisistaan on 238 emasparia (bp) ja patka
monistuu vain WT-DNA:ssa, silla WTR alukkeen pariutumiskohta on alueella,
joka KO-geenista on deletoitu (Kuva 3.2.1). WT:n geenissa, jossa eksoni on
tallella WT Forward alukkeen pariutumispaikan ja KO reverse alukkeen
pariutumispaikan etaisyys genomissa on 4450 emasparia ja KO:n geenissa,
josta eksoni on deletoitu sama etaisyys on 4450 bp - deleetio = 400 emasparia.
Nain geelillda kulkeutuvasta DNA-patkasta voidaan paatella onko se WT vai KO.
Laboratorio, josta hiiret ovat peraisin, ei kerro deleetion tarkkaa kohtaa.
(Gascoyne ym, 2009).

Taulukko 3.2.1 PCR:ssa monistuvien bandien emasparipituudet. Taulukossa
geelilta visualisoitavien geenin patkien pituudet emaspareina WT- ja KO-
yksiloissa. 4450bp on liian pitka patkd monistettavaksi kaytetyilla PCR-
olosuhteilla.
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WT yksilossa KO yksilossa
WTF > WTR 238 bp

4450 bp - deleetio =
WTF 2> KOR 4450 bp 450bp

st ppi 002003 004005 006 po7 008009010 0N 012 013 Oi4 0I5 0I6 017 018 018 020 021 022 023 024 025 026 027 028 029 030 031 032 033 034 035 036 WT H20 [St 50bp

Kuva 3.2.2 36:n yksilon PCR-tuotokset kayttaen WTF ja WTR alukkeita. Bandi
238 bp:n kohdalla tarkoittaa, etta yksilolla on muokkaamaton, WT:n, nfil3 alleeli
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Stikb 001002 003 004 005 006 D07 008 009 010 O 0i2 D13 D4 015 OIG 07 D18 OIS 020071 022023 024 025 026 027 028028 030 031 032033 034 035 036 WT_H20 JST 50by)

Kuva 3.2.3 36:n yksilon PCR-tuotokset kayttaen WTF ja KOR alukkeita. Bandi
400 bp:n kohdalla viittaa KO alleelin Iasnaoloon.

4 TULOKSET JA PAATELMAT

4.1 Solujen kasvatus

Solujen kasvatuksen aloituksessa vastaan tuli kohtia, johon halusimme etsia
paremman keinon. Yksi niista oli pernojen murskaaminen. Muovisiivilan kaytto
murskaamiseen ei osoittautunut niin tehokkaaksi kuin lasihuhmareen
kayttaminen, joten siirryimme kayttamaan lasihuhmaretta. Se on my0s
helppokayttdisempi  aseptisissa olosuhteissa. Vertasimme kahta eri
kasvatuksen aktivoinnissa kaytettavaa anti-CD3:n ja anti-CD28:n pitoisuutta ja
tulos oli selkea. Valitsemme pienemman pitoisuuden (1,3 pl/ml anti-CD3 +
0,5ul/ml anti-CD28), silla talla valinnalla saamme hyvan Th2-polarisaation.

FACS-lajittelu valittiin solujen eristysmetodiksi pylvaspuhdistuksen sijaan, silla
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emme tieda tarkkaan efektori muistisolujen vaikutusta Th1-tai Th2-solujen
erikoistumiseen ja pylvaspuhdistus ei kykene erottamaan CD44 high soluja
kohdesoluistamme. Haluamme, etta solut lahtevat erikoistumaan Th1-ja Th2-
soluiksi vain naiveista CD4+ CD62L+ CD44low soluista.

4.1.1 Anti-CD28 ja anti-CD3 pitoisuuden optimointi

Th-solujen eristamista ja kasvattamista tehdaan rutiinisti Riitta Lahesmaan
tytkimusryhmassa, mutta hiirimallille on ollut kaytossa kaksi eri anti-CD28 ja
anti-CD3 pitoisuutta ja haluttiin maarittdd mika pitoisuus soveltuisi projektiin
anti-CD3 ja anti-CD28 -pitoisuus
kilhdyttaa Th1-solujen sytokiinien tuotantoa kun taas heikommalla anti-CD3 ja
anti-CD28
(Taulukko 5.1.1). IL-4:n tuotanto on korkeaa Th2-soluissa ja IFNg:n tuotanto

parhaiten. Yleisesti ottaen korkeampi

-aktivaatiolla saadaan parempi Th2-solujen erikoistuminen

Th1-soluissa. IL-4:n tuotantoa on n. 60%:lla Th2-soluista kun tarkastellaan
heikompaa aktivointia eli Th2-solut ovat erilastuneet toivotusti. Vahvemmalla
aktivoinilla ei paasta ihan niin korkeisiin lukemiin, silla vahvempi aktivaatio tukee
enemman Th1-solujen erilaistumista. Myds Th1-solujen polarisaatio nayttaa
yleisestiottaen hyvalta, silla IFNg:n tuotantoa on yli 60% koko populaation
soluista. Tutkimukseen valittiin alhaisempi anti-CD3 ja anti-CD28 -pitoisuus eli
1,3 pl/ml anti-CD3 + 0,5ul/ml anti-CD28.

heikko aktivointi vahva aktivointi
Thl Th2 Thl Th2
8.66 66.59 8.07 58.13 | Pylvas
IL-4 24.14 57.12 13.07 44.54 | FACS
63.59 10.37 65.28 7.89 | Pylvas
IFNg 67.87 4.8 74.23 4.01 | FACS
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N2015_Th2 S Unstained_H10.fcs
E

SSC-A

Kuva 5.1.1 Kasvatus ja puhdistus olosuhteiden vertailu

Taulukossa on esitetty kuvan 5.1.2 tulokset numeerisina arvoina. Arvot
kuvaavat IL-10- tai IFNg- leimattujen solujen prosenttista osuutta koko R-1
solupopulaatiosta. Kuvan 5.1.2 histogrammit perustuvat tahan
tutkimusmateriaaliin - seitseman paivaa kasvatettuihin varjadmattomiin Th2-
soluihin.
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0,5 pl/ml anti-CD28 5 pl/ml anti-CD28

Kuva 5.1.2 Solueristyksen seka anti-CD28 ja anti-CD3 pitoisuuden optimointi.
IL-4 on varjatty PE-konjugoidulla vasta-aineella ja IFNg FITC-konjugoidulla
vasta-aineella. Kuvan numeeriset arvot on ilmoitettu Kuvassa 5.1.1 ja niista
nahdaan anti-CD28 ja anti-CD3 pitoisuuden ja solujen eristystavan vaikutus

solujen sytokiinituotantoon.

4.1.2 Solujen eristysmetodi

Kun verrattiin eri solujen eristysmetodeja, huomattiin, etta virtaussytometrialla
lajiteltujen solujen sytokiinituotanto on aina hieman alhaisempi. Tama johtuu
solujen puhtaustasosta. CD4+ CD62L+ eli naivien solujen pylvaspuhdistus oli
toimiva ja sen puhtaustaso oli hyva n. 90% CD4+ CD62L+ -soluja, mutta FACS-
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lajittelulla saatiin valittua juuri haluttu populaatio. Syyna sytokiinien suurempaan
tuotantoon olivat CD44+ solut, joita pylvaspuhdistus ei puhdista. CD44+ solut
ovat efektori muistisoluja (kuvassa 5.1.2 merkitty vihrealld), jotka eivat
varsinaisesti ole naiiveja soluja vaan ovat jo ohjelmoitu tiettyjen sytokiinien
tuotantoon (E.T. Bloom ym. 1994). FACS-lajittelu valittiin  solujen
eristysmetodiksi solujen puhtaustason takia.

Sortti WT 31_10_2012-column purif naive Sortti WT 31_10_2012-column purif haive
3 “a- CD4+ CDBY 4high memory
%_: A —5 : 3
- va—
S &3 CD4 + (FITC+ =3 ‘ s
3 23 3 13| Q23 L]
] a CD4+ CDE2LH CD44low naive
83 O o -
~ 3 - Q33| Q43
cE
c-]‘l]l"] T lll”"l T 177 ”"] Nc__
10° 10 10* 10° ~ 3
FITC-A .
|||||||| T lllllll LI ||||||| T llllllll T
10° 10° 10* 10°
CD62L ]

Kuva 5.1.3 CD4+ CD62L+ CD44low -solut. Vasemmanpuolinen kuvaaja kertoo
pylvaspuhdistuksen tehokkuudesta eristaa CD4+ -solut. Oikeanpuoleisessa
kuvaajassa vihrealla varilla on merkitty efektori muistisolut, jotka eivat ole
naiiveja soluja vaan jo ohjelmoitu tuottamaan tiettyja sytokiineja. Kasvatuksessa
kaytimme soluja, jotka osuvat Q2-3:n oranssilla varjatylle alueelle (CD4+
CD62L+ CD44low naive). Niiden osuus koko CD4+ populaatiosta on 46,2%.
Efektori muistisolujen eli CD4+ CD62L+ CD44high solujen osuus koko CD4+
populaatiosta on 36,2%
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Kuva 5.1.4 Tiheyskuvaaja FACS-lajiteltujen solujen puhtaudesta. CD4+
CD62L+ CD44low solujen osuus jo lajitelluista soluista on 99,1%

4.2 Hiiripopulaation genotyypit

Hiirien genotyypit maaritettin PCR:n avulla (Liite 1). Lopullinen populaation
koko oli 47 yksiléa ja se koostui 32 naaraasta ja 15 uroksesta. Nfil3” -hiiria oli

+/+

yhdeksan, joista vain kaksi oli uroksia. Nfil3** -hiiria oli yhteensa kuusi ja Nfil3*"
-hiirid 32. Uudet siitospariyhdistelmat suunniteltiin niin, etta + -alleelia esiintyisi
mahdollisimman vahan (liite 2). Paritukseen ei haluttu laittaa pelkkid Nfil3" -
hiiria, silla haluttiin nahda onko + -alleelilla mahdollisesti vaikutusta hiirien
pariutumiseen verrattuna Nfil3” genotyyppiin. NFIL3:n moninaisten vaikutusten
esimerkiksi  vuorokausirytmin saatelyn yhteyttd niiden seksuaaliseen

kayttaytymiseen ei tunneta.

Kolmen kuukauden aikana siitosparit ovat tuottaneet kaksi pesuetta el
yhteensa 11 poikasta. Ensimmaisen pesueen kaikki yhdeksan poikasta olivat
NFil3*" -hiiria ja toisen pesueen kaksi poikasta olivat Nfil3" -hiiria. Hiiripopulaatio
on toistaiseksi liilan pieni tutkimuksen jatkamiseksi, silla suurin osa sen
yksildista on heterotsygootteja Nfil3:n suhteen ja hyvaan lymfosyyttisaantoon

tarvitaan n. 4 pernaa.
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4.3 NFIL3 ekspressiokinetiikka

Toivottiin, ettd intrasellulaarisella NFIL3:n varjayksella saataisiin maaritettya
NFIL3 proteiinin ekspressiokinetiikka, mutta valitettavasti kaytetty varjaysmetodi
ei tuottanut tulosta ja paadyimme tekemaan tadman osan western blot -
menetelmalla. Taloudenpitoproteiinista nahdaan, etta western blot -menetelmaa
tehdessa geelin latausvaiheessa neljannen paivan Th2 naytettd ei ole
latautunut saman verran kuin muita, eli ei nahda onko Th2 kinetiikkan suunta
ylospain (Kuva.4.3.1). Taysin eksaktia tulosta western blot -menetelmalla ei
koskaan saadakaan. Alla oleva kuva on kuitenkin enemman kuin suuntaa
antava. Thp soluissa eli naiveissa aktivoimattomissa Th-soluissa havaitaan
NFIL3:a Th1-soluissakin NFIL3:a esiintyy runsaasti ensimmaisena ja toisena
kasvatuspaivana aktivoinnin jalkeen, mutta myohemmin sen maara vahenee
huomattavasti. NFIL3:n maara lisaantyy IL-4:n Iasndollessa ja nain Th2-soluissa

sita huomataan jatkuvasti heti aktivoimisen jalkeen.

Seuraavaksi voimme keskittya tutkimaan NFIL3:n tehtavia solussa. Minka
sytokiinin tuottoa se saatelee ja milla mekanismilla saadelldan itse NFIL3:n
tuottoa. Th-solut ovat tymosyyteista derivoituvia soluja, joilla NFIL3:a on
luonnostaan alunperin (Tatsumi ym. 1990). Kateenkorvasta (engl. thymus)
naiivit Th-solut kuljetetaan sekundaarisiin immunijarjesteman elimiin kuten
pernaan. Tassa vaiheessa NFIL3-proteiinia havaitaan, mutta myéhemmin T-
solureseptorin (TCR) kautta tuleva signaali aktivoi tai inaktivoi tietyt geenit
myOhempaa erilaistumista varten. Nfil3-geeni hiliennetdan Th1 ja ThO
olosuhteissa, mutta Th2-olosuhteissa se aktivoidaan proteiinituotantoon.
Kuvasta 4.3.1 voidaan nahda, etta Th1-soluissa ja jopa ThO-soluissa sen
tuotantoa saadellaén aktiivisesti alaspain. Kun taas Th2 olosuhteessa jo
ensimaisen paivan aikana NFIL3:n tuotanto on noussut ja pysyy korkeana
muidenkin aikapisteiden naytteissa.
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Kuva 4.3.1 NFIL3 ekspressiokinetiikka

NFIL3:n ekspressio vaihtelee paivittdain. Kuvassa Thp seka ThO, Th1 ja Th2 -
olosuhteissa kasvatettu ja western blot menetelmalla detektoitu proteiini.
Taloudenpitoproteiinin B-aktiinin detektoinnilla nahdaan onko proteiiniainesta
ajettu geelillda saman verran kuoppaa kohden.

5 LOPUKSI

Solujen valinen kommunikointi on tarkea tekija kun halutaan ymmartaa jonkun
sairauden toimintamekanismi ja mahdollinen  ehkaisytapa. Solujen
kommunikointi tapahtuu yleensa proteiinien valityksella ja yksittaisella
proteiinilla voi olla tarkea rooli jonkin sairauden synnyssa, jos se esim. vaikuttaa
toisen proteiinin ilmentymiseen ja nain katkaisee tarkean kehitysketjun.
Immunologia tutkii yksilon vastustuskykyyn liittyvia solun
kommunikointimekanismeja ja jos jokin proteiini esimerkiksi puuttuu kokonaan
voi potilaan terveydentila poiketa taysin normaalista. NFIL3 on kriittinen tekija

mm. astman kehittymisessa (Kashiwada ym. 2011).

Yksilon immunologiseen statukseen liittyvia seikkoja voidaan tutkia
tarkastelemalla muun muassa soluja, proteiineja, RNA:ta tai DNA:ta. Tuloksia ja
niiden pohdintaa on hyva kayda lapi vertaistutkimusryhman kanssa esim.

tutkimuksen hiirimalliryhman ja ihmismalliryhman valilla. Tutkimuksen alussa
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metodien optimoiminen on vaistamaton tehtava. Menetelmien optimoiminen ja
odottamattomien ongelmien ratkaiseminen tekevat tutkimuksen alkuvaiheen
aikataulun suunnittelemisen vaikeaksi. Siihen onkin vain varattava aikaa
riittdvasti ja varauduttava mahdollisiin ongelmiin. Tyoskentelytavat ja metodit
taytyy todeta hyvaksi jos ne otetaan kayttoon tutkimuksessa myodhempien
spekulointien valttamiseksi. Solujen eristystapa ja kasvatusmetodi on optimoitu
Th2-solututkimukselle sopivaksi ja hiirien genotyypit on maaritetty. Vaikka
siitosparien genotyypit eivat olleet oletusten mukaisia ja tutkimuksen suunta
muuttui taysin, on alkuvalmistelut ja optimoinnit tehty ja tutkimusta voidaan
jatkaa kun materiaalin maara on lisdantynyt. Syntyvien hiirien genotyypit
voidaan maarittaa rutiinisti samalla optimoidulla PCR-tekniikalla.

Tulevaisudessa NFIL3 transkriptiotekijan sitoutumispaikka genomissa ja sen
kanssa interaktivoivat proteiinit voidaan selvittdad ChIP -menetelmaa (engl.
Chromatin Immuno precipitation) eli kromatiinin immuunisaostus -menetelmaa
kayttden. Nain vahvasti immuunisysteemiin kytkoksissa olevan proteiinin
saatelymeksanismit ovat tarkeitd yksityiskohtia autoimmuunisairauksien kuten
astman tuntemisessa ja sita kautta niiden ehkaisyssa.
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Liite 1. Nfil3-poistogeenisen hiiripopulaation genotyypit
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Sinisella, keltaisella ja punaisella on merkitty alkuperaiset siitosparit ajalta,

jolloin kaikkien knock out hiirien oletettiin olevan genotyypiltaan Nfil3".

DNA
code parents DOB genotype DNA code | sex | parents DOB genotype
026 F
027 F
003 M MO/FO 7.5.11 +/- 028 M 003/004 | 15.11.11 | +/-
029 M 003/004 | 15.11.11 | +/-
030 M 003/004 | 15.11.11 | +/-
031 M 003/004 | 15.11.11 | +/-
007 F MO/FO 21.6.11 -/- 032 M 003/004 | 15.11.11 | +/-
008 F 033 F 003/004 | 15.11.11 | +/-
009 F 034 F 003/004 | 15.11.11 | +/+
010 F 035 F 003/004 | 15.11.11 | +/-
011 F 036 F 003/004 | 15.11.11 | +/-
012 F 037 M 003/004 | 27.12.11 | +/-
013 F 038 M 003/004 | 27.12.11 | +/-
014 F 039 M 003/004 | 27.12.11 | +/-
015 F 040 M 003/004 | 27.12.11 | +/-
016 F 041 F 003/004 | 27.12.11 | +/-
017 F 003/004 10.10.12 | +/+ 042 F 003/004 | 27.12.11 | +/-
018 F 003/004 10.10.12 | +/+ 043 F 003/004 | 27.12.11 | +/-
019 F 003/004 10.10.12 | +/+ 044 F 003/004 | 27.12.11 | +/-
020 F 003/004 10.10.12 | +/- 045 F 003/004 | 27.12.11 | +/-
021 M 046 M 005/009 08.02.12 | -/-
022 M 047 F 005/009 08.02.12 | -/-
023 F
024 F
025 F




Liite 2. Uudet siitosparit

DNA code sex parents DOB genotype
1 M MO/FO 7.5.11 +/-
2 F MO/FO 7.5.11 -/-
5 M MO/FO 07.05.11 -/-
9 F 001/002 21.9.11 -/-
21 M 005/006 12.11.11 +/-
10 F 001/002 21.9.11 -/-
22 M 005/006 12.11.11 +/-
11 F 001/002 21.9.11 -/-
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