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Insin6oritydn tarkoituksena oli testata solujen proliferaation ja solusyklin tutkimiseen tarkoi-
tettuja varjaystapoja ja verrata niiden toimivuutta kayttden naytteiden analysoimiseen vir-
taussytometria.

Virtaussytometria on yksittaisia soluja ja niiden ominaisuuksia tutkiva tieteenala. Naytteen
solupopulaatioiden tunnistaminen perustuu nestevirrassa liikkuvien solujen ja virtaussyto-
metrin valonlahteen vuorovaikutuksen mittaamiseen. Useiden erilaisten kaupallisten fluo-
resoivien variaineiden avulla voidaan virtaussytomerilla analysoida mm. solun nukleiini-
happojen maaraa, jolloin saadaan tietoa missa solusyklin vaiheessa solu on.

Solusykli on tapahtuma, jonka aikana solun DNA kahdentuu ja jonka pééatteeksi solu ja-
kaantuu kahdeksi tytarsoluksi. Solusykli jakaantuu neljaan eri vaiheeseen eli G1-, S-, G2-
ja M-vaiheisiin. Solusyklin tutkiminen antaa tietoa solun tilasta ja hyvinvoinnista.

Varjayksissa mitattiin solujen DNA-pitoisuutta, jonka avulla saatiin tietda, misséa vaiheessa
solusyklia solut olivat. Tieto siitd, kuinka iso osa tutkittavista soluista oli kussakin solusyklin
vaiheessa, antoi tietoa solujen jakaantumisen tilasta. Tydssa kaytettiin Pl-varjaysta ja kau-
pallisia EAU- ja BrdU-varjaystesteja. Tutkittavina soluina tydssa kaytettiin HeLa- ja HEK
293 -soluja.

Tulosten perusteella Pl-varjays on toimiva tapa solusyklin tutkimiseen. Testatuista kaupal-
lisista varjaystesteistad BrdU-testi osoittautui luotettavammaksi ja paremmin toimivaksi kuin
EdU-testi, kun haluttiin tutkia solusyklid ja solujen proliferaatiota yhté aikaa.

Avainsanat virtaussytometria, solusykli, solujen proliferaatio, PIl, EdU, BrdU

£
R —

Metropolia



Abstract

Author(s) Heidi Makkyla
Title Validation of Cell Proliferation Methods Using Flow Cytometry
Number of Pages 39 pages + 3 appendices
Date 17 May 2013
Degree Bachelor of Engineering
Degree Programme Biotechnology and Food Engineering
Specialisation option Biomedicine
Instructor(s) Nina Peitsaro, Docent
Titta Pirkola, Lecturer

The aim of this thesis was to test cell proliferation and cell cycle dyes and compare their
performance using a flow cytometer.

In flow cytometry the attributes of single cells are being researched. The detection of the
cell populations of the sample is based on measuring the interactions between the cells
moving in a liquid flow and the light source of the flow cytometer. Several commercial fluo-
rescent dyes are available which can be used to analyze i.a. the amount of nucleic acids
in the cells. The nucleic acid concentration relates to the phase of cell cycle the cell is cur-
rently in.

Cell cycle is the series of events during which the DNA of the cell doubles and finally the
cell divides into two daughter cells. The cell cycle can be divided into four phases called
G1, S, G2 and M. Research of the cell cycle gives information of the state and health of
the cell.

The DNA concentration was measured by dyeing the nucleic acids and the results gave
information of the phase of the cell cycle the cell was in during the process. The
knowledge of how many of the cells were in each phase of the cell cycle provided infor-
mation of the state of the cell proliferation. Pl dyeing and commercial EJU and BrdU Kits
were used to measure the DNA concentration. HeLa and HEK 293 cells were used as the
cell samples.

According to the results Pl dyeing is a functional method to analyze cell cycle. The com-
mercial BrdU kit proved to be more reliable than the EdU kit when both cell cycle and cell
proliferation were studied at the same time.

Keywords flow cytometry, cell cycle, cell proliferation, PI, EAU, BrdU
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1 Johdanto

Tama insinoority6 on tehty Biomedicum Helsingin virtaussytometrian palveluyksikossa
21.1.2013 ja 28.03.2013 valisena aikana. Insindoritydn aiheena oli testata solusyklin ja
solujen proliferaation eli lisaantymisen tarkasteluun tarkoitettuja varjaystapoja ja kau-

pallisia testeja, ja verrata niiden toimivuutta toisiinsa nahden.

Biomedicum Helsinki on Helsingin Meilahdessa sijaitseva tutkimus- ja opetuskeskus,
jossa tydskentelee noin 2300 tutkijaa, tutkijankoulutettavaa ja tutkimusta ja opetusta
avustavaa henkil6a. (Biomedicum 2013) Virtaussytometrian palveluyksikkd FACS Core
Facility tarjoaa analysointi ja solujen lajittelupalveluja seka koulutusta virtaussytometri-
en kayttdon Biomedicum Helsinki 1:n tiloissa. Virtaussytometrian palveluyksikdsséa on
seka analyyseja ettd solujen lajittelua suorittava virtaussytometri BD FACSAria Il.
(FACS Core Facility 2012)

Testattavina varjaystapoina olivat PI- (propidium jodidi), EJU- (5-etynyyli-2’-
deoksiuridiini) ja BrdU-varjaykset (bromideoksiuridiini). EAU- ja BrdU-varjayksissa kay-
tettiin kaupallisia testeja, joista EdU-testi oli melko uusi tuote markkinoilla ja jota tAman
vuoksi haluttiin testata ja verrata kauemmin markkinoilla olleeseen BrdU-testiin.

Tyossa kaytettiin HeLa- ja HEK 293 -soluja ja testatut kaupalliset véarjaystestit olivat
Invitrogen™ Click-iT® EdU Flow Cytometry Assay Kit ja BD Pharmingen™ BrdU Flow
Kit. Varjaykset suoritettiin aloittaen HeLa-soluista. Ensimmaisena suoritettiin PI-
varjayksia, seuraavaksi EdU-varjaykset ja viimeisena BrdU-varjaykset. Kun HelLa-
soluille oli suoritettu tarpeellinen maara varjayksia, suoritettiin varjaykset HEK 293

-soluille.

Naytteiden analysoinnit suoritettin BD Accuri C6 -sytometrilla ja saatu informaatio ka-
siteltiin tuloksiksi CFlow® Sampler -ohjelmalla. HEK 293 -solujen lajitteluun ennen vér-
jayksia kaytettiin BD FACSAria Il -sytometria.

2 Insindorityon taustaa

Solujen proliferaation eli lisdantymisen mittaaminen on perinteinen tapa saada tietoa
solujen hyvinvoinnista (Invitrogen 2011: 1). Proliferaation mittaamiseen kaytettyja tut-
kimusmenetelmia ovat proliferaatioon liittyvien antigeenien havainnointi immunohisto-
kemiallisesti, DNA:n synteesin méaaritys kayttdmalla apuna 3H-tymidiinia, solun sisdssa
tapahtuvien pelkistysreaktioiden maaritys ja solusisédisen ATP-konsentraation (adeno-

siinitrifosfaatti) mittaaminen. (Methods 2012)



Proliferaatiota voidaan tutkia tarkastelemalla antigeeneja, joita esiintyy jakaantuvissa
soluissa kayttdmalla antigeenin tunnistavia monoklonaalisia vasta-aineita. Esimerkiksi
ihmissoluissa Ki-67-niminen vasta-aine tunnistaa samannimisen lahes yksinomaan
tumassa esiintyvan proteiinin, jota esiintyy vain solusyklin S-, G2- ja M-vaiheissa. (Cell
Proliferation Assays 2013; Verheijen ym. 1986: 531)

Jakaantuvat solut voidaan leimata kayttden apuna radioaktiivista 3H-tymidiinia. 3H-
tymidiini yhdistyy solujen jakaantuessa kopioituun DNA:han, jonka jalkeen 3H-
tymidiinin aiheuttaman radioaktiivisen sateilyn maara voidaan mitata tuikeilmaisimen
avulla. (Cell Proliferation Assays 2013; Methods 2012.)

Solujen aineenvaihduntaa tutkimalla voidaan myds saada tietoa solujen tilasta ja ja-
kaantumisesta. Esimerkiksi tetrazoliumsuolat ovat yhdisteitd, jotka pelkistyvat soluissa,
joilla on aktiivinen aineenvaihdunta. Solujen laktaattientsyymi aikaansaa reaktion, jonka
seurauksena syntyy variaineita, jotka muuttavat kasvatusliuoksen varia. Varinmuutosta
voidaan mitata spektrofotometrilla. Mitd voimakkaampi varimuutos tapahtuu, sita aktii-

visemmin solut jakaantuvat. (Cell Proliferation Assays 2013; Methods 2012)

Kuolevat ja kuolleet solut sisdltava vain vahan tai eivat ollenkaan ATP:ta. TAman vuok-
si ATP-konsentraation mittaaminen solulysaatista kertoo solujen proliferaation tilasta.
ATP:n havaitseminen perustuu bioluminenssireaktioon, joka aikaansaadaan kayttamal-
1a lusiferaasientsyymia ja sen substraattia lusiferiinia. ATP:n lasné ollessa lusiferaasi

tuottaa valoa, joka voidaan mitata luminometrin avulla. (Cell Proliferation Assays 2013)
3 Virtaussytometria

Sytometria on yksittaisten partikkelien kemiallisia ja fyysisid ominaisuuksia tutkiva tie-
teenala. Virtaussytometriassa tutkittavat solut kulkevat mittausinstrumentin eli sytomet-
rin (kuva 1) lapi nestevirrassa. Virtaussytometrian tarkeimpid ominaisuuksia on nayte-
partikkeleiden ominaisuuksien mittaaminen solu kerrallaan eika vain naytteen ominai-
suuksien keskiarvojen mittaaminen. Homogeenisten tai heterogeenisten solupopulaati-
oiden tunnistaminen perustuu virrassa liikkkuvien solujen ja valonlahteen vuorovaikutuk-
sesta syntyvien elektronisten ja optisten parametrien mittaamiseen. Osassa sytomet-
reistd on mahdollisuus tutkittavien solujen lajitteluun valittujen kriteerien mukaan.
(Mandy ym. 1995: 304; Ormerod 1990: 1; Shapiro 2003: 1)



Kuva 1. Virtaussytometrilla tutkitaan yksittaisia naytepartikkeleita. Kuvassa BD Accuri C6 -
sytometri (BD Accuri C6 2013).

3.1 Virtaussytometrian historiaa

Virtaussytometrian perusperiaatteet juontavat juurensa laminaarivirtaukseen, joka maa-
riteltiin 1800-luvun loppupuolella. Erinéisié ideoita virtaussytometriasta oli jo 1900-luvun
alkupuolella, mutta vasta 1900-luvun puolivalissé suunniteltiin instrumentti, joka pystyi
identifioimaan yksittaisid soluja mikroskoopin ja valotunnistimen avulla. Ei kuitenkaan
ole varmaa, jaiko instrumentti vain suunnitelman tasolle. Ajan tietokoneiden ja kuvan-
tamisteknologian tasot rajoittivat suurien tietomaarien analysoimista, minka vuoksi ke-
hityksessa suuntauduttiin yhd enemman kohti yksittaisten solujen analysoimista. (Ro-
binson 2004: 630)

1960-luvulla IBM:n Watson’s Labs:ssa tyoskenteleva Louis Kamentsky aloitti varsinais-
ten yksittdisid soluja analysoivien instrumenttien suunnittelun ja rakentamisen. Han oli
kiinnostunut sydpasolujen tunnistamisesta optisin keinoin, mutta tietokoneiden lasken-
tatehon puute esti suurien tietomaarien kasittelyn, minka vuoksi Kamentsky keskittyi
yksittaisiin soluihin. Han kehitti sytometrin, joka mittasi yksittaisten solujen valoabsorp-
tiota ja sirontaa. Hieman myéhemmin hén lisasi instrumenttinsa myds mahdollisuuden

lajitella soluja nestevirtojen avulla. (Robinson 2004: 630-631)

1970-luvun loppupuolella kaupalliset monoklonaaliset vasta-aineet, luotettavat laserit ja
halvat ja tehokkaammat tietokoneet tekivat kaupallisten sytometrien kehityksesta kan-
nattavaa. Herzenbergin ryhma Stanfordin yliopistossa kehittivat ensimmaisen soluja
lajittelevan sytometrin, jolla oli kaupallista myyntiarvoa. Samaan aikaan alkoivat immu-

nologistit kiinnostua uudesta teknologiasta. (Mandy ym. 1995: 303-304)



Virtaussytometrien toimintaperiaate on pysynyt samana laitteiden keksimisesta lahtien,
mutta analyysimahdollisuudet ovat monipuolistuneet uusien varjaystapojen ja herkem-
pien antureiden myo6ta. Analyysien lisaksi virtausstytometrin avulla voidaan lajitella ja
kerata tarkasti partikkelit jatkotutkimuksia varten. (Radbruch 1999: 3-4)

3.2 Virtaussytomerian kayttokohteet

Virtaussytometrian ja solujen lajittelun sovellutuksia on lukuisia. Kaupallisia fluoresens-
sikoettimia 16ytyy useita, joiden avulla voidaan analysoida useita solujen ominaisuuksia
kuten nukleiinihappojen maaraé, entsyymiaktiivisuutta, kalvopotentiaalia ja pH:ta. Fluo-
resoivien varien kunjugoiminen ligandeihin ja polyklonaalisiin ja monoklonaalisiin vasta-
aineisiin on mahdollistanut solujen pinnalla esiintyvien reseptoreiden maaran ja jakaan-
tumisen tutkimisen. Monia fluoresoivia vareja ja reagensseja voidaan kayttaa yhdessa,
jolloin on mahdollista analysoida useaa solun ominaisuutta samanaikaisesti. (Radbruch
1999: 1)

Yksi suurimmista virtaussytometrian sovellutuksista on kliinisten tieteiden alalla, jossa
kaytetaan solujen reseptoreihin sitoutuvia vasta-aineita, joihin on konjugoitu fluorokro-
mi. Lahes kaikkia ihmisen soluja voidaan analysoida virtaussytometrian avulla. Solubio-
logiassa virtaussytometrian avulla voidaan tunnistaa soluja esimerkiksi niiden koon,
rakenteen tai pintareseptoreiden avulla. Mikrobiologian alalla virtaussytometriaa kayte-
taan mikrobien kasvun, lisdantymisen ja aineenvaihdunnan tarkkailuun. Vaikka tar-
keimmat virtaussytometrian sovellutuskohteet liittyvat ihmis- ja eldinsolujen tutkimi-
seen, voidaan myds kasvisoluja analysoida virtaussytometrian avulla. Esimerkiksi gee-
niekspressiota voidaan tutkia virtaussytometrisesti geenimuunnelluista kasveista. (Ro-
binson 2004: 636-638)

Virtaussytometrialla analysoidaan usein yksittéisia soluja, mutta myds soluelinten ja
pienten kudosnaytteiden analysointi on mahdollista. Naytetta valmistettaessa on térke-
aa saada solut tai muut naytepartikkelit erilleen toisistaan. Naytteen tulisi sisaltdd mah-
dollisimman vahan tarpeettomia partikkeleita, kuolleita soluja tai toisiinsa tarttuneiden

solujen muodostamia rykelmid. (Ormerod 1990: 1, 35)

3.3 Virtaussytometrin perusosat

Sytometri voidaan jakaa jarjestelmien toiminnan mukaan kolmeen jarjestelméaosaan:

nestejarjestelmaan, joka kuljettaa naytetta laitteen sisalla, optiseen jarjestelmaan, jon-



ka avulla naytteen ominaisuudet identifioidaan; ja elektroniseen jarjestelmaan, joka
muokkaa naytteestd saadut tiedot tietokoneen ymmartamé&an muotoon. (Owens & Lo-
ken 1995: 33)

3.3.1 Nestejarjestelma

Tyypillisesti nestejarjestelmé koostuu kahdesta nestelinjasta, joista toisessa kulkee
puhdasta "sheath”-liuosta (suoja-, suojusneste), joka on yleenséa puskuroitua suolaliu-
osta ja nestelinjassa kulkee nayteliuos. Sheath-liuos virtaa jatkuvana virtana, ja sen
nopeutta voidaan kontrolloida ilmanpaineen avulla. Naytevirran nopeutta kontrolloidaan
toisen ilmanpainesaatimen avulla. Nestevirtauksen tulee olla laminaarinen, jotta syto-
metrilla voidaan tehda tarkkoja analyyseja. Laminaarivirtauksen yllapitamiseen tarvi-
taan tarkasti suunniteltu nestejarjestelma. (Ormerod 1990: 4; Robinson 2004: 631) Yk-

sinkertaistettu kaavio nestejarjestelméasta on esitetty kuvassa 2.

detektorikammio ilmanpaineputki

nayteputki

jate “sheath”-neste

Kuva 2. Nestejarjestelmén osat yksinkertaistettuna.

Nestejarjestelman tarkoituksena on kuljettaa naytepartikkelit nayteputkesta valodetek-
torille yksitellen tasaisin véliajoin. Tama tapahtuu ajamalla nayteliuosta ja sheath-
liuosta eri paineilla, jolloin tapahtuu hydrodynaaminen fokusointi. Nayteliuos injektoi-
daan sheath-virran keskelle, joten hydrodynaaminen fokusointi tiivista& naytevirran
pieneksi ja pakottaa nadin naytepartikkelit ohittamaan yksitellen ilmaisinkammion laser-
sateen (kuva 3). (Bakke 2001: 209; Owens & Loken 1995: 35-36; Radbruch 1999:4-5)



Nayteliuos

Sheath-liuos

Sivulle suuntautuva
sironta

Lasersade Eteen suuntautuva
sironta

Kuva 3. Nayteliuos injektoidaan sheath-virran keskelle.

Nayteliuoksen paine on aina korkeampi kuin sheath-liuoksen. Nayteliuoksen nopeutta
saadelladn muuntamalla nayteliuoksen painetta suhteessa sheath-liuoksen painee-
seen. Nayteliuoksen paineen nostaminen nopeuttaa naytevirtaa kaventamalla naytevir-
ran leveytta sheath-virran keskella. Leveassa virrassa naytepartikkelit voivat liikkua ja
taten ohittaa lasersateen vahemman optimaalisesti, joten on suositeltavaa kayttaa hi-
taampaa nayteliuoksen nopeutta paremman erottelukyvyn takaamiseksi. (BD Bioscien-
ces 2000: 10-11)

3.3.2 Optinen jarjestelma

Optinen jarjestelma koostuu valoa lahettavasta optiikasta eli valonlahteesta ja valoa
kerdavasta optiikasta eli eteenpdin suuntautuvan sironnan keraavasta optiikasta seka
fluoresenssin ja sivulle suuntautuvan sironnan kerdavasta optiikasta. (BD Biosciences
2000: 19; Radbruch 1999: 6)

Valonlahteena voi olla perinteinen lamppu (esimerkiksi elohopeakaarilamppu), mutta
tavallisimmin valonl&hteena on laser. Peilien ja heijastavien prismojen avulla laserséade
ohjataan kohtisuorasti nestevirtaan. Jarjestelmaan voi kuulua yksi tai useampi lasersa-
de, jotka solu lapaisee pienen aikaviiveen valein. Mikali kaytetddn useaa lasersadetta
yhta aikaa, on jarjestelman tallennettava tarkasti samasta solusta saadut tiedot jokai-

selta laserilta erikseen ottaen huomioon, etta lasersateiden valimatkan aiheuttaman



aikaviiveen vuoksi ensimmaisen sateen lapi saattaa kulkea soluja ennen kuin ensim-

mainen solu l&péisee seuraavan lasersateen. (Radbruch 1999: 6-7; Robinson 2004:

634)

Kaistanpaasto-
suodattimia

-
) hajottavia
Fluoresenssi- '

Valoa

i peileja
tunnistin

| —

Sivusironnan

tunnistin
Valoa
keraavia
linsseja
- A Lasersdde
Etusironnan Nayte

tunnistin

Kuva 4. Lasersadettéd ohjataan linssien ja peilien avulla tunnistimille.

Eteenpdin suuntautuvan sironnan kerdamista varten vastapaata valonlahdetta sijaitsee
fotodiodi, joka kerda sironnan, jonka suunta poikkeaa 2-20° lasersateen suunnasta
(kuva 4). Eteenpéain suuntautuva sironta antaa tietoa naytepartikkeleiden koosta, mutta
koska naytepartikkelit eivat valttamatta ole sdénnoéllisen muotoisia, saadaan tulokseksi
partikkelin suhteellinen koko. (Owens & Loken 1995: 34-35; Radbruch 1999: 7)

Sivulle suuntautuvaa sirontaa ja fluoresenssia havainnoidaan valomonistinputkilla, jot-
ka ovat suorassa kulmassa lasersateeseen ndhden (kuva 4). Fluoresenssisignaalit
ovat usein heikkoja, joten tietylle fluoresenssiaallonpituudella spesifista valomonistin-
putkea vahvistetaan asettamalla sen eteen suodatin, jonka lapaisee valo vain tietyilla
aallonpituuksilla. Tallaista suodatinta kutsutaan kaistanpééastosuodattimeksi. Sivulle
suuntautuvan sironnan avulla saadaan tietoa ndytteen granulariteetista ja naytepartik-
kelin sisdisestéd rakenteesta. (BD Biosciences 2000: 22; Owens & Loken 1995: 35;
Radbruch 1999: 7)



Muita virtaussytometriassa kaytettyja suodattimia ovat suodattimet, jotka paastavat
lavitseen jotain tiettyd aallonpituutta lynyemmat tai pidemmat aallonpituudet. Suodatti-
mien liséksi valon ohjaamisen tarvitaan valoa hajottavia peileja, jotka heijastavat eri
aallonpituuksia eri suuntiin. (BD Biosciences 2000: 22)

Analyyseja suoritettaessa negatiivisten ja positiivisten signaalin voimakkuudet ovat
riippuvaisia vasta-aineeseen konjugoidusta fluorokromista. Mikali tutkitaan voimak-
kaasti ekspressoitua antigeenia, voidaan yleensa valita lahes mika tahansa fluorokro-
mi. Mikali antigeenin esiintyminen on vahaisempaa, on valittava kirkkaampi fluorokro-
mi, jotta voidaan erottaa positiivisten solujen antama signaali negatiivisesta. (Abcam
2012) Mikali kaytetaan useampaa fluorokromia yhta aikaa, on niita valittaessa otettava
huomioon fluorokromien spektrien mahdollinen osittainen paallekkaisyys eli ylivuoto.
Ylivuoto vaikuttaa analyysistad saadun tiedon tarkkuuteen ja laatuun. Ylivuotoa voi kui-
tenkin kompensoida mittaamalla kaytettavien fluorokromien signaalien keskiarvot, jois-
ta kaytettava ohjelma laskee tarvittavat kompensaatioprosentit. (BD Biosciences 2009:
2)

3.3.3 Elektroniikka ja informaation kasittely

Aina naytepartikkelin kulkiessa lasersateen lapi syntyy signaaleja, jotka fotodiodit ja
valonmonistinputket muuntavat elektronisiksi signaaleiksi. Fotodiodi ei ole yhta herkka
valosignaaleille kuin valomonistinputket, joten fotodiodilla kaytetdan havaitsemaan
voimakas eteenpdin suuntautuva sironta ja herkemmilla valomonistinputkilla havaitaan
heikommat sivulle suuntautuvan sironnan ja fluoresenssin signaalit. Kun valoilmaisi-
meen (fotodiodi tai valomonistinputki) osuu valosignaali eli fotoni, valoilmaisin muuntaa
fotonin signaalin elektroneiksi. Elektronien méara riippuu valosignaalin voimakkuudes-
ta. Elektronit aikaansaavat séahkdvirran, joka kulkee vahvistimen lapi ja joka muunne-

taan jannitepiikiksi. (BD Biosciences 2000: 24)

Syntynyt jannite kulkee digitaalimuuntimeen, joka muuntaa sen analogisesta digitaali-
seksi, jolloin jannitepiikkia voidaan tarkastella tietokoneen naytoélta. Piikin korkeimmas-
ta kohdasta nakee partikkelin sironnan tai fluoresenssin voimakkuuden. Piikin muoto
on riippuvainen partikkelin koosta, nopeudesta, jolla se ohitti lasersateen, lasersateen
leveydesta ja fluoresenssia mitattaessa fluoresoivien partikkeleiden jakautumisesta
naytepartikkelissa. (BD Biosciences 2000: 24-25; Ormerod 1990: 15)



Tallennetusta informaatiosta voidaan tietokoneohjelmien avulla tehdéa analyyseja (kuva
5). Usein muodostetaan erilaisia kuvaajia, joiden avulla voidaan tarkastella partikkeli-
populaatioiden jakaantumista, kokoa ja niiden lahettamien signaalien voimakkuuksia.
Esimerkkeja kuvaajista ovat erilaiset histogrammit ja pistekuvaajat. (BD Biosciences.
2000: 27-28; Owens & Loken 1995: 40-41)
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Kuva 5. CFlow® Sampler -ohjelmalla voi tuloksia analysoida usealla eri tavalla

3.4 Solujen lajittelu

Ensimmaisen lajittelemaan kykenevan kaupallisen sytometrin kehitteli Herzenbergin
ryhma. Naissd ensimmaisissa lajittelevissa sytometreissa lajittelu tapahtui elektrostaat-
tisesti, ja tata tekniikkaa kaytetaan vieldkin useimmissa sytometreissa. Tekniikka pe-
rustuu halutun solun ja sen sijainnin tunnistamiseen naytevirrassa, jonka jalkeen solun
sisltdva naytepisara voidaan séhkovarauksen avulla erottaa muusta naytevirrasta ja
kerata talteen. (Robinson 2004: 635)

Jotta soluja voitaisiin erotella elektrostaattisesti, on soluvirta saatava ilmassa yksitellen
kulkevaksi pisaroista koostuvaksi virraksi. Tama tapahtuu useimmiten ajamalla nayte
suuttimen lapi, jonka yhteyteen on liitetty pietsosahkoinen kristalli. Kristalli varéhtelee
halutulla taajuudella ja rikkoo solut siséltavan nestevirran pisaroiksi. SAatamalla varah-
telyd voidaan muokata syntyvien pisaroiden kokoa ja etdisyytta naytesoluille sopivaksi.
Kun pisarat irtoavat suuttimesta, ne kulkevat yhden tai useamman lasersateen lapi,

jolloin voidaan laskea solun irtoamisen ja lasersateen lapaisemisen valinen aikaviive.
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Viiveen avulla voidaan laskea tarkka hetki, koska pisara irtoaa virrasta. (Macey 2007:
259; Ormerod 1990: 49)

Lasersade ' S

® Varauksen anto

L . Positiivisesti
@
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Kuva 6. Solut lajitellaan antamalla niille sdhkdinen varaus.

Kun viive on maaritetty, voidaan solujen lajittelu aloittaa. Yksittaiset pisarat voidaan
varata sahkdisesti niiden irrotessa nestevirrasta (kuva 6). Pisaralle voidaan antaa joko
positiivinen tai negatiivinen varaus, tai ne voidaan jattaa varaamatta. Pisaravirta kulkee
kahden levyn vdlitse, jotka muodostava staattisen sahkokentan. Levyjen jannite vaihte-
lee 2000 ja 6000 voltin valilla sytometrista ja lajiteltavien solupopulaatioiden maarasta
riippuen. Levyt vetavat vastakkaisesta varautuneita pisaroita puoleensa, jolloin varau-
tuneet pisarat irtoavat virrasta muodostaen sivuvirtoja, jotka voidaan kerata erilleen.
Alun perin pystyttiin lajittelemaan kahta populaatiota kerrallaan, yksi sivuvirta pisaravir-
ran molemmin puolin. Nykyaan voidaan erotella jopa nelja eri populaatiota yhta aikaa
antamalla eri populaatiolle eri vahvuinen varaus. Tall6in muodostuu kaksi sivuvirtausta
molemmin puolin jatteeksi menevaa pisaravirtaa. (Macey 2007: 261; Ormerod 1990:
49)
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4  Solusykli

Solusykli eli solukierto koostuu neljasta eri vaiheesta, G1-, S-, G2- ja M-vaihe (kuva 7),
joiden aikana solun DNA kahdentuu ja solu kasvattaa kokoa jakaantuen lopulta kah-
deksi tytarsoluksi. Solu voi myds asettua solusyklin ulkopuolelle GO-vaiheeksi kutsut-

tuun tilaan, jonka aikana se ei jakaannu. (Heino & Vuento 2009: 272)

G2-vaihe

G1l-vaihe

GO-vaihe

Kuva 7. Solusyklin vaiheet.

Solusyklia saatelevat sykliiniproteiinit, joita on useita kuten A-, B-, D-, E- ja M-sykKliini.
Sykliineille ominaista on ilmentyminen tarkasti tietyssa solusyklin vaiheessa, jolloin ne
aikaansaavat seuraavaan vaiheeseen siirtymiseen tarvittavat muutokset. Samalla akti-
voituvat seuraavassa vaiheessa tarvittavat sykliinit ja nilden oma tuhoutuminen. Syklii-
nit kiinnittyvat Cdk-proteiineihin (cyclin dependant protein kinase) ja saatelevat solun
toimintaa. (Heino & Vuento 2009: 273)

Solunjakautumisen vaiheiden vélissa on ns. tarkistuspisteita, joissa solu voi pysayttaa
syklin, mikali olosuhteet eivat ole jakaantumiselle suotuisat. Naissa kohdissa jakaan-
tumisen jatkumiseen tai paattymiseen vaikuttavat mm. viereisilta soluilta tulevat signaa-
lit. Ensimmainen tarkistuspiste sijaitsee G1-vaiheessa. Tassa tarkistuspisteessa tarkis-
tetaan, ovatko olosuhteet otolliset solun jakaantumiselle. Seuraava tarkistuspiste sijait-
see G2-vaiheessa, jolloin solu tarkistaa, onko koko DNA replikoitunut ja ovatko repli-
kaation aikana mahdollisesti syntyneet DNA-vauriot korjattu. Kolmas tarkistuspiste si-
jaitsee M-vaiheessa, jolloin solu tarkistaa, ovatko kromosomit kiinnittyneet mitoosisuk-
kulaan ja onko solu valmis erottamaan sisarkromatidit toisistaan. (Alberts ym. 2009:
612-613)
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Solusyklin tutkiminen antaa tietoa solun tilasta ja voinnista, ja solusyklin tutkiminen on
osoittautunut erityisen tarkeaksi erityisesti syopasoluja tutkittaessa. Syopasoluissa mu-
taatiot periméassa kasaantuvat ja vaikuttavat solun jakaantumiseen, mink& vuoksi ne
jakaantuvat usein nopeasti ja hallitsemattomasti. (Invitrogen 2011: 1; Malumbres &
Barbacid. 2009: 153)

4.1 G1l-vaihe

Solujen jakaantumista edistavat kasvutekijat aikaansaavat sykliini D -proteiinin ilmen-
tymisen. Sykliini D -proteiini tarttuu Cdk-proteiiniin, mika aloittaa solusyklin saéatelyyn
osallistuvan retinoblastoomaproteiinin fosforyloitumisen. Fosforyloitunut retinoblastoo-
maproteiini vapauttaa E2F-nimisen transkriptiotekijan, joka aktivoi sykliinien A ja E
geenit. ((Alberts ym. 2009: 620))

G1-vaiheessa on solusyklin ensimmainen tarkistuspiste, jossa solu vastaanottaa sig-
naaleja muilta soluilta ja vahvistaa, etta olosuhteet ovat suotuisat solunjakautumisen
jatkumiselle. Mikali ensimmainen tarkistuspiste lapaistaan, jatkaa solu S-vaiheeseen ja
useimmiten myos kay lapi koko syklin. Jos olosuhteet eivat ole suotuisat solunjakautu-
misen jatkumiselle, jakaantuminen pysahtyy ja solu siirtyy GO-vaiheeseen. (Alberts ym.
2009: 612-613, 619)

4.2 S-vaihe

DNA:n replikoituminen eli kahdentuminen tapahtuu solusyklin S-vaiheessa (Heino &
Vuento 2009: 274). DNA:n kahdentuminen alkaa replikaation aloituskohdasta, joita on
useita jokaisessa kromosomissa. Aloituskohdassa on tietynlainen nukleotidijarjestys,
johon tarttuvat replikaation aloittamisesta ja paattamisesta vastaavat proteiinit. Useasta
proteiinista koostuva ORC-proteiinikompleksi (origin recognition complex) pysyy sitou-
tuneena replikaation aloituskohtaan koko solusyklin ajan, ja sen tehtavana on auttaa
muita saatelyproteiineja sitoutumaan ennen S-vaiheen alkamista. (Alberts ym. 2009:
620)

Saatelyproteiini Cdc6:n pitoisuus kasvaa G1-vaiheen alussa, ja sen vaikutuksesta
muodostuu pre-RC-proteiinikompleksi (pre-replicative complex, kahdentumista edelta-
va proteiinikompleksi), jonka jalkeen S-Cdk:n aktivoituminen aloittaa DNA:n kahdentu-
misen. Replikaation aloittamisen jalkeen S-Cdk:n tehtdvana on estdd DNA:n uudelleen
kahdentuminen saman solusyklin aikana fosforyloimalla Cdc6-proteiineja, jolloin pre-
RC-kompleksi hajoaa eikéa replikaatio tapahdu kuin kerran S-vaiheen aikana. Kahden-

tumisen aikana helikaasit avaavat DNA:n kaksoiskierteen, josta replikaatio etenee mo-
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lempiin suuntiin DNA-juosteita pitkin. Syntyvissa DNA-kaksoiskierteissa on yksi vanha
ja yksi uusi juoste, mink& vuoksi replikaatiota voidaan kutsua semikonservatiiviseksi.
(Alberts ym. 2009: 620; Heino & Vuento 2009: 274)

Replikaatio etenee aloituskohdasta molemmissa juosteissa 5’-3’ -suunnassa, jolloin
toisen juosteen synteesi on epdjatkuvaa eli toinen juoste rakennetaan osissa, joita kut-
sutaan Okazakin fragmenteiksi (kuva 8). DNA-polymeraasi rakentaa uuden juosteen
kayttaen vanhaa juostetta templaattina. Syntetisoitavaa DNA:ta rakennetaan liittamalla
nukleotideja perakkain toisiinsa aloittaen lyhyestd RNA-alukkeesta, joka toimii aloitus-
kohtana replikaatiolle. Liitettavat nukleotidit ovat trifosfaatteina ja DNA:ssa nukleotidit
ovat monofosfaatteina. LiittAmisen aikana yksi nukleotidin fosfodiesterisidos katkeaa ja
samalla muodostuu toinen fosfodiesterisidos edellisen ja liitettavan nukleotidin valille.
(DNA:n replikaatio 2013)

DNA ligaasi

DNA polymeraasi x

~

\ RNA-aluke

5
3! -~ Okazakin fragmentit

/" RNA-aluke
‘/

DNA polymeraasi 5
3|

5 I

Kuva 8. Replikaatio etenee molemmissa juosteissa 5’-3’ -suunnassa

Koska replikaatio onnistuu vain 5’-3’ -suuntaan, on toinen juoste syntetisoitava Okaza-
kin fragmentteina. Vanha juoste toimii talléin templaattina lyhyelle komplementaariselle
RNA-alukkeelle, jonka jatkoksi DNA-polymeraasi voi alkaa rakentaa uutta DNA-
juostetta. RNA-aluke poistetaan taman jalkeen ja DNA-polymeraasi rakentaa juostetta
aiemmin tehdyn fragmentin kohdalle asti ja irtoaa. DNA-ligaasi liittaa fragmentit toisiin-

sa muodostaen yhtendisen DNA-juosteen. ( Okazakin fragmentit 2013)
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4.3 G2-vaihe

G2-vaiheen aikana solu tuottaa mitoosissa tarvittavia proteiineja ja valmistautuu ja-
kaantumiseen. G2-vaiheessa olevassa tarkistuspisteessa varmistetaan, etta kahdentu-
nut DNA ei ole vioittunut, mahdollinen viallinen DNA on korjattu ja replikaatio on paat-
tynyt. Mikali tarkistuspiste lapéaistaan, voi solu siirtya solusyklin M-vaiheeseen. Jos
vioittuneen DNA:n korjaaminen ei onnistu, solu ei lapaise tarkistuspistetta. Talldin solu
aloittaa ohjatun solukuoleman eli apoptoosin. Joissain tapauksissa solu voi kuitenkin
jatkaa jakaantumistaan vioittuneesta DNA:sta huolimatta. Tallainen hallitsematon ja-
kaantuminen johtaa usein mutaatioiden kasaantumiseen DNA:ssa, jolloin solut saatta-
vat muuttua syopasoluiksi. (Alberts ym. 2009: 612, 621; Heino & Vuento 2009: 272)

4.4 M-vaihe

M-vaihe eli mitoosi voidaan jakaa kuuteen eri vaiheeseen: profaasi, prometafaasi, me-
tafaasi, anafaasi, telofaasi sytokineesi (kuva 9). Naiden vaiheiden aikana solu jarjestaa
uudelleen lahes kaikki soluelimensa ja jakaa ne tasaisesti syntyville tytarsoluille. Edel-
listen vaiheiden aikana soluun keraéntynyt M-sykliini aktivoi M-Cdk-proteiinikompleksin,
joka aikaansaa lahes kaikki soluelinten jakaantumiseen ja jarjestelyyn liittyvat reaktiot.
(Alberts ym. 2009: 622; Heino & Vuento 2009: 275)

> s 5
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Kuva 9. M-vaihe jakaantuu useaan eri vaiheeseen.

Mitoosi alkaa profaasilla, jonka aikana kromosomit tiivistyvat DNA-rihman kiertyessa
moninkertaisesti itsensa ymparille. Pakkautumista avustavat histoniproteiinit, jotka fos-

foryloituessaan saatelevat kromosomien tiivistymista. Sentriolit eli mikrotubulusten or-
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ganisaatiokeskukset siirtyvat tuman vastakkaisille puolille profaasin aikana. Profaasi-
vaihe péaéattyy tumakotelon kadotessa. (Alberts ym. 2009: 628; Heino & Vuento 2009:
275-276)

Seuraavaa vaihetta kutsutaan prometafaasiksi. Sen aikana muodostuu mitoosisukkula
mikrotubuluksista, joka kiinnittd& kromosomit itseensé. Kohesiini-proteiinit pitavat sisar-
kromatidit toisissaan kiinni ja sentromeerin kohdalle syntyy mikrotubulusten muodos-
tama kinetokori-proteiinikompleksi, johon mitoosisukkula kiinnittyy. (Alberts ym. 2009:
628-629; Heino & Vuento 2009: 276)

Solu siirtyy metafaasivaiheeseen, kun mitoosisukkula on vetanyt kromosomit jako-
tasoon. Tassa vaiheessa solu kay lapi kolmannen tarkistuspisteen, jonka aikana tarkis-
tetaan, ovatko kaikki kromosomit kiinnittyneet mitoosisukkulaan. Solu ei voi siirtyd ana-
faasivaiheeseen, ennen kuin kaikki kromosomit ovat kiinnittyneet. Anafaasivaiheessa
sisarkromosomit irtoavat toisistaan sentromeerin kohdalta ja mitoosisukkula vetaa ne
vastakkaisille puolille solua. Mitoosi paattyy telofaasivaiheeseen, jonka aikana tytarso-
luihin syntyy tytartumat tumakoteloiden muodostuessa ja solu kay lapi sytokineesin el
tytarsolut erkanevat toisistaan. (Alberts ym. 2009: 630-631, 633; Heino & Vuento 2009:
276)

45 GO-vaihe

Jakaantumisen jalkeen solun on mahdollista asettua ikaan kuin solusyklin ulkopuoli-
seen tilaan, jolloin se ei jakaannu. Tata tilaa kutsutaan G0O-vaiheeksi. GO-vaiheessa
solut odottavat, etta ulkoiset olosuhteet tulevat suotuisiksi solunjakaantumiselle. (Al-
berts ym. 2009: 612; Heino & Vuento 2009: 272)

5 Varjaykset

DNA-pitoisuus on solun eniten mitattu ominaisuus. DNA-pitoisuuden avulla voidaan
paatella solun kromosomien maara, tarkastella, missa vaiheessa solusyklia solu on ja
saada tietoa solun mahdollisesta apoptoottisuudesta. Paatos siita, jatkaako solu solu-
syklid, tapahtuu G1l-vaiheessa ennen DNA-synteesin ja aloittamista, joten tassa vai-
heessa tapahtuvan DNA-synteesin analysoiminen antaa tietoa tutkittavien solujen kas-
vun sdatelyn tilasta. Tieto siitd, paljonko tutkittavista soluista on kussakin solusyklin
vaiheessa, antaa tietoa solun jakaantumisen sdatelysta. Naista tiedoista on hyttya
erityisesti esimerkiksi syopasoluja tutkittaessa. (Cecchini ym. 2012: 1; Darzynkiewicz
ym. 2010: 137)
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5.1 Pl-varjays

PI (propidium jodidi) on laajasti kaytetty DNA:ta varjaava fluoresoiva molekyyli. PI kiin-
nittyy DNA:n kaksoiskierteeseen ja pystyy myos tarttumaan kaksijuosteiseen RNA:han
(dsRNA), minka vuoksi Pl-varjaysta suoritettaessa tulisi RNA hajottaa RNaasi-

entsyymilla. Pl ei pysty l1apaisemé&én elavien solujen solukalvoa, vaan ennen varjaysta
solut tulisi kiinnitta&a. Parhaimman tuloksen saa 70-prosenttisella etanolilla kiinnitetyilla
soluilla. (Techiques for Immune Function Analysis. 2009: 172) BD Biosciencesin ohjei-
siin perustuva ja insin60rity0ssa kaytetty Pl-varjaysprotokolla [0ytyy liitteesta 1.

Tulokset voidaan lukea histogrammista, josta nakee GO/G1-, S- ja G2/M-vaiheessa
olevat solut omia alueinaan (kuva 10). Solut, jotka ovat GO/G1-vaiheessa, sisaltavat
tietyn maaran eli 1x DNA:ta ja muodostavat kuvion ensimmaisen piikin. Toinen piikki
muodostuu G2/M-vaiheessa olevista soluista, joissa on 2x maaré DNA:ta. Piikkien va-
liin jaavat S-vaiheessa olevat solut, joissa DNA:n méara on 1x ja 2x valilla. (Techiques
for Immune Function Analysis. 2009: 171-172)

G1/GO0
Nz

G2/M
"%

Solujen Ikm

DNA/fluorenssin intensiteetti

Kuva 10. Solusyklin histogrammista ndkee solusyklin vaiheet.

5.2 Invitrogen™ Click-iT® EdU Flow Cytometry Assay Kit

EdU (5-etynyyli-2’-deoksiurudiini) on vastine tymidiinille, ja se liittyy DNA:han DNA-
synteesin aikana. Tunnistus perustuu reaktioon, jossa kupari katalysoi kovalenttisen
sidoksen muodostumista atsidin ja alkyynin valille. TAssa testissa EdU:n etynyyli-ryhma
sisaltaa alkyynin ja atsidi on liittyneena kaytettyyn vériin (Alexa Fluor® 488, Alexa Fluor®
647). Proliferaatiovarjayksen kanssa voidaan suorittaa myo6s varjays solusyklivareilla
(P1, Click-iT™ EdU CellCycle 633-red, Click-iT™ EdU CellCycle 488-red, SYTOX®
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AADvanced™ Dead Cell Stain). (Invitrogen 2011: 1, 7; Invitrogen 2009: 9) Tydssa kéay-
tetty Invitrogen™ Click-iT® EdU Flow Cytometry Assay Kit -ohjeeseen perustuva var-
jaysprotokolla Ioytyy liitteesta 2.

5.3 BD Pharmingen™ BrdU Flow Kit

BrdU (bromideoksiuridiini) on tymidiinin vastine, joka sitoutuu uuteen DNA:han tunkeu-
tumalla soluun S-vaiheen aikana. Sitoutunut BrdU varjataan BrdU-spesifisilla vastai-
neella, johon on lisatty fluoresoiva molekyyli (APC, allophycocyanin). Proliferaation
liséksi voidaan tehda soluille varjays solusyklivarilla (7-AAD, 7-aminoaktinomysiini D).
(BD Biosciences. 2011: 6) BD Pharmingen™ BrdU Flow Kit -ohjeisiin perustuva var-
jaysprotokolla Ioytyy liitteesta 3.

6 TyoOssa kaytetyt solut

Tassa insinddrityossa kaytettiin kahta erilaista solutyyppia: HeLa- ja HEK 293 -soluja.
HeLa-solut ovat paljon kaytettyja ja tutkittuja, joten ne sopivat hyvin testauksiin, koska
niiden kasvu- ja muut ominaisuudet olivat tiedossa. Lisdksi niiden kasvattaminen ja
hoitaminen oli helppoa. HEK 293 -solut valittiin, koska niiden kasvuominaisuuksia ha-
luttiin tutkia varjaysten ohessa.

6.1 Hela-solut

Alkuperéiset solut (kuva 11) kerattiin 31-vuotiaan afrikanamerikkalaisen naisen, Hen-
rietta Lacksin, pahanlaatuisesta kohdunkaulan kasvaimesta vuonna 1951. Solulinjaa
kutsutaan kuolemattomaksi, silla solut voivat viljeltyina jakaantua loputtomasti. HeLa-
solut ovat aneuploidisia ja kromosomeja on yleensa 82; kromosomista 12 on nelja ko-
piota ja kromisomeista 6, 8 ja 17 kolme. Kromosomien mééara voi kuitenkin vaihdella
70:n ja 164:n vélilla. (HeLa Cell Line 2013)
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ATCC Number: CCL-2
Designation: Hela

- =
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Kuva 11. HeLa-soluja kasvamassa (HeLa 2013).
6.2 HEK 293 -solut

HEK 293 -solulinja (human embryonic kidney) luotiin siirtdmalla adenovirus 5 -viruksen
DNA:ta ihmisalkion munuaissoluihin 1970-luvun alkupuolella (Graham ym. 1977: 59).
Transformaatiossa siirrettiin 4500 emasparia virusgenomia munuaissolujen kro-
mosomiin 19. Koska kyseessa oli koe numero 293, annettiin solulinjalle nimeksi HEK
293 (kuva 12). (HEK293 Cell Line 2013)

ATCC Number: CRL-1573
Designation: 293

Low Density Scale Bar = 100um High Density Scale Bar = 100pm

Kuva 12. HEK 293 -soluja kasvamassa (HEK 293)

Ei ole varmuutta, minka tyyppisia munuaissoluja HEK 293-linjan solut ovat, silla trans-
formaatio on voinut muuttaa solujen alkuperaista morfologiaa ja ilmentymisté. Alkion
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munuaisista 10ytyy l&hes kaikkia kehon eri solutyyppejd, mutta on kuitenkin arveltu, etta
solut olisivat hermostollista alkuperdd, minka puolesta puhuu soluista I6ytyvd mRNA ja
tietyt proteiinit, jotka ovat hermosoluille tyypillisia. (HEK293 Cell Line 2013)

7 Materiaalit ja laitteisto

7.1 Materiaalit

Tyo6ssa kaytettiin seuraavia materiaaleja:

BSA (Sigma-Aldrich)

DMEM (Lonza)

DNaasi (Promega)

FBS (Lonza)

L-glutamiini (Lonza)
Milli-Q-vesi

Natriumsitraatti (Sigma-Aldrich)
Nonidet P-40 (Sigma-Aldrich)
PBS (Sigma-Aldrich)
Penisilliini-streptomysiini (Lonza)
Pl-vari (Invitrogen)

RNaasi (Machery-Nagel)
Trypsiini-EDTA (Lonza)

7.2 Laitteisto

Tyossa olivat kaytdssa seuraavat laitteet:

Sytometrit (BD, Accuri C6 ja BD FACSAria Il)
Inkubaatiokaappi (Thermo, Hepa Class 100)
Koeputkisekoittaja (Scientific Industries, Vortex Genie 2)
Sentrifuugit (Beckman, Allegra X-30 ja Sigma-Aldrich, 1-14)

Solulaskuri (Nexcelom Bioscience, Cellometer Vision)
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8 Insindoritydn suoritus

8.1 Solujen kasvatus ja hoitaminen

InsinGoritydn suoritukseen kuului tydssa kaytettyjen solujeviljelmien hoitaminen. Mo-
lempia solutyyppeja kasvatettiin kaupallisessa DMEM-kasvatusliuoksessa (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium), johon lisattiin penisilliini-streptomysiiniliuosta, glutamiinia ja
FBS:aa (fetal bovine serum). Solujen kasvun hidastamiseksi kaytettiin myos kasvatus-
liuosta ilman FBS:&a4. Soluja kasvatettiin kasvatuspulloissa ja testeja varten kuusikuop-
palevyilla inkubaattorikaapissa 37°C:ssa. Kahdesti viikossa solut irrotettiin pulloista ja
jaettiin kasvamaan uusiin pulloihin. Aluksi kasvatettiin vain HelLa-soluja. Kun Hela-
soluille oli tehty tarpeeksi varjayksia, aloitettiin HEK 293 -solujen kasvattaminen ja var-

jaaminen.

Soluja irrotettaessa imettiin ensin pois vanha kasvatusliuos ja pestiin solut 5 mllla
PBS:aa, joka imettiin pois. Varsinainen irrotus tapahtui lisaéamalla pulloihin 2,5 ml tryp-
siinia ja inkuboimalla soluja 2-5 minuuttia inkubaatiokaapissa 37 °C:ssa. Inkubaation
jalkeen solut irtosivat pulloa kevyesti taputtamalla. Irronneet solut huuhdeltiin pullon
pohjalle 5 ml:lla PBS:44 ja siirrettiin koeputkeen. Putki sentrifugoitiin (1000 x g, 5 min),
mink& jalkeen neste poistettiin solupellettida varoen ja pelletti hajotettiin kasvatusliuok-
seen. Syntynytta solususpensiota lisattin 1 ml halutulla suhteella (esim. 1:5) kasva-
maan uuteen kasvatuspulloon, jossa oli 19 ml kasvatusliuosta. Kuusikuoppalevyja var-
ten solut laskettiin solulaskurilla, minka jalkeen valmistettiin liuos tarvittavalla solukon-

sentraatiolla ja lisattiin 1 ml soluliuosta kuoppiin, joissa oli 4 ml kasvatusliuosta.

8.2 Varjaykset

Varjaykset suoritettiin aluksi HeLa-soluille. Varjayksista ensimmaiseksi valittiin PI, kos-
ka protokolla on yksinkertainen (lite 1) ja paljon kaytetty. Pl-varjayksien tuloksista saa-

tiin vertailukohta kaupallisille testeille.

Seuraavaksi testattin ensimmaista kaupallista varjaystestia eli Invitrogenin™ Click-iT®
EdU Flow Cytometry Assay Kit -testid (lite 2). Proliferaatiovarind testeissa kaytettiin
Alexa Fluor® 488 -varia. Testia kokeiltin yhdessa eri solusyklivarien kanssa. Aluksi so-
lusyklivarina oli PI, sitten testattiin Click-iT™ EdU CellCycle 633-red ja Click-iT™ EdU
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CellCycle 488-red -solusyklivareja. Viimeisena varjayksena Hela-soluille tehtiin BD
Pharmingen™ BrdU Flow Kit -varjays (liite 3), jossa proliferaatiovérina oli APC ja solu-
syklivarina 7-AAD.

Osa HEK 293 soluista sisélsi GFP-proteiinin (green fluorescent protein), ja haluttiin
tutkia, onko proteiinilla vaikutusta solun kasvuun, joten solut eroteltin GFP-positiivisiin
ja GFP-negatiivisiin populaatioihin BD FACSAria Il -sytometrilla ja laitettiin kasvamaan
erikseen ennen varjaysten aloittamista. Varjaykset HEK 293 -soluille suoritettiin sa-
massa jarjestyksessa kuin Hela-soluille, mutta GFP-proteiinin takia Invitrogenin™
Click-iT© EdU Flow Cytometry Assay Kit -testin proliferaatiovariksi oli vaihdettava Ale-
xa Fluor® 647. Vaihdon syyna oli GFP:n ja Alexa Fluor® 488:n nakyminen samalla tun-

nistimella BD Accuri C6 -sytometrissa.

HEK 293 -solujen kanssa testattiin insindérityén loppuvaiheessa myds SYTOX® AAD-

d™ Dead Cell Stain -varia yhdessé Invitrogenin™ Click-iT© EdU Flow Cytometry

vance
Assay Kit -testin kanssa. SYTOX® AADvanced™ Dead Cell Stain -varia testattin HEK
293 -soluilla seka liitteessa 2 olevan protokollan mukaan etta hajottamalla solut ja var-
jaamalla vain tumat. Solujen hajotuksessa jatettiin pois tydvaiheet 6-8 (liite 2.) ja kor-
vattiin ne minuutin kasittelylla 0,1 % natriumsitraatissa, jossa oli 0,03 % Nonidet P-
40:t4. Solujen hajottamista ja tumien varjaamistd paatettiin kokeilla, koska ldydettiin
tutkimusatrtikkeli, jossa oli havaittu varjaystulosten olevan paremmat vain tumia varjat-

taessa. (Hamelik & Krishan 2009).

Varjayksissa testattiin myos miten FBS:n puuttuminen kasvatusliuoksesta vaikutti solu-
jen kasvuun vaihtamalla HelLa-soluille FBS-vapaa kasvatusliuos testia edeltavana pai-
vané ja HEK 293 -soluille neljaa tuntia ennen testia. HEK 293 -solut vaikuttuvat olevan
herkempi& seerumin puutokselle, mika oli syyna lyhyempaan aikaan seerumittomassa

kasvatusliuoksessa.

8.3 HEK 293 -solujen lajittelu

Koska osassa HEK 293 -soluista oli GFP-proteiini, lajiteltiin ne GFP-positiivisiin ja GFP-
negatiivisiin populaatioihin, jotta niitd oli mahdollista kasvattaa erikseen ja tutkia varja-

ysten avulla, onko GFP-proteiinilla vaikutusta solujen kasvuun.
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Jotta solut olivat mahdollisimman hyvassa kunnossa, ei kasvatuspullon pohjan ollut
annettu kasvaa tayteen soluja vaan, pulloissa oli viel& hieman tyhjaa tilaa. Lajittelemat-
tomat solut irrotettiin kasvatuspulloista trypsiinikasittelylla. Irrotetut solut siirrettiin koe-
putkiin ja sentrifugoitiin. Neste poistettiin ja solupelletti hajotettiin noin millilitraan kasva-
tusliuosta.

Analysointi ja lajittelu tapahtuivat BD FACSAria Il -sytometrilla. Ennen varsinaista lajit-
telua analysoitiin pieni maara solususpensiota, jotta saatiin selville solujen sisaltaman
GFP-proteiinin antama spektri (kuva 13). Spektrissa oli selkedasti erotettavissa negatii-
vinen ja positiivinen piikki. Spektrista rajattiin omiksi alueikseen kerattavien positiivisten
ja negatiivisten solujen intensiteetit. Rajauksia ei tehty toisiinsa kiinni, koska vain vahan
GFP-proteiinia siséltavia soluja ei haluttu lajitella mukaan. Nain varmistettiin, etta posi-

tiiviset solut sisalsivat runsaasti GFP-proteiinia ja negatiivisissa sita ei ollut lainkaan.
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Kuva 13. YIh&alla vasemmalla nékyy solujen muodostama populaatio ja oikealla on GFP:n antama
spektri. Alhaalla nakyy, paljonko soluista oli GFP-positiivisia ja -negatiivisia.

32 % solususpensiosta oli kerattavia GFP-positiivisia soluja ja kerattavia GFP-
negatiivisia soluja oli 35 %, loput ndytteen soluista menivat jatteeksi. Solut lajiteltiin
kasvatusliuosta sisaltaviin koeputkiin. Lajitellut solut sentrifugoitiin putkien pohjille, pois-
tettiin neste ja hajotettiin solupelletti viiteen millilitraan kasvatusliuosta, minka jalkeen
solususpensio siirrettiin kasvatuspulloon, jossa oli 15 ml kasvatusliuosta ja annettiin

kasvaa, kunnes kasvatuspullo oli Iahes taysi. Taman jalkeen soluja hoidettiin kahdesti
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vilkossa varoen sekoittamasta GFP-positiivisia ja GFP-negatiivisia solulinjoja keske-

naan.

9 Tulokset jatulosten tarkastelu

Tulosten analysointi aloitettiin rajaamalla haluttu solupopulaatio analysoitavaksi sivulle
ja eteen suuntautuvien sirontojen kuvaajasta (kuva 14) . Tassa tytssa analysoitavana
oli kerrallaan vain yhta solutyyppid, joten kuvaajassa nékyi aina vain yksi solupopulaa-
tio, joka tuli rajata analyyseja varten. Rajauksen sisdan jadva osuus sytometrin havait-
semista tapahtumista ei ole 100 %, koska osa havaituista tapahtumista johtui roskasta,

jota syntyi mm. solujen hajotessa varjaysten aikana.

ADT A
Gate: [Mo Gating]
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Kuva 14. Kuvaajasta nékee solupopulaation. Pystyakselilla on sivulle suuntautuva sironta ja vaaka-
akselilla eteenpéin suuntautuva sironta.

9.1 Hela-solujen vérjaysten tulokset

9.1.1 Pl-varjaykset

HelLa-solujen Pl-varjaykset eivat aluksi onnistuneet, vaan analyysivaiheessa todettiin
ison osan soluista hajonneen varjaysprosessin aikana. Varjayksia toistettiin useaan
otteeseen ja huomattiin, etta tulokset paranivat, kun tyovaiheiden vélisissa sentrifu-
goinneissa laskettiin voimakkuus 1000 x g:sta puoleen. Tallgin tulokset olivat huomat-

tavasti paremmat, ja soluja sailyi ehjana analyysivaiheeseen tarpeeksi.
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HeLa-solujen Pl-varjaysten analysointi tapahtui rajaamalla kuvaajasta kutakin solusyk-
lin vaihetta vastaavat kohdat (kuva 15). Ensimmainen piikki vastaa G1-vaiheessa ole-
via soluja ja toinen G2-vaiheessa olevia soluja ja valiin jddvd osuus koostuu S-
vaiheessa olevista soluista.

154 323 500000 1 0OO 000 1762 532
PIH

Kuva 15. HeLa-solujen analyysi Pl-varjayksen jalkeen.

Analyysikuvat kaytiin 1api yksitellen ja rajauksia siirreltin tarpeen mukaan. Naytteista
saadut Hela-solujen PI-varjaysten tulokset taulukoitin (taulukko 1). Koska PI-
varjayksissa oli ongelmia solujen hajoamisen kanssa, jouduttiin useita naytteita hyl-
kdamaan liian vahaisen solumaaran takia.

Taulukko 1. HeLa-solujen Pl-varjaysten tulokset

Hela PI
Nayte % G1 %S % G2
A 70,3 8,1 15,7
B 74,9 5,5 14,4
C 72,9 7,1 15,9
D 72,4 7 17,8
E 74,4 5,9 15,5
0 0 0 0
Keski-arvo 72,98 6,72 15,9
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9.1.2 Click-iT® EdU Flow Cytometry Assay Kit -varjaykset

Tehtdessd Hela-soluille Invitrogenin™ Click-iT© EdU Flow Cytometry Assay Kit
-varjayksia oli ongelmia solusyklivarien kanssa. Mikdan kaytetyista solusyklivareista
(PI, Click-iT™ EdU CellCycle 633-red ja Click-iT™ EdU CellCycle 488-red) ei tulosten
perusteella nayttanyt toimivan yhdessa EdU:n kanssa. Yhteensopivuusongelmien
vuoksi jouduttiin hylkdéaméaan epékelpoja naytteita.

Kun solusyklivarind EdU-vérjayksessa oli PI, naytti Alexa Fluor® 488 -vérin signaali

menevéan kasaan (kuva 16). Oikeanlaisen signaalin sai vain naytteista, joille tehtiin pel-
kastaan EdU-varjays.

Al EdUEPRI AD4 EdU
E Gate: P1 E Gate: P1
SR R
:.;:-;-5 w wt 2 wlf ;1 ol wd ot a8 W W72
AdTE-A AdEE-A

Kuva 16 Proliferaatiovarin signaali meni kasaan Pl-varin ollessa mukana (vasen kuvaaja), mutta
toimi yksin&én oikein (oikea kuvaaja).

Mydskaan Pl-vari ei toiminut odotetusti yhdessa EdU-varjaysten kanssa. Pl-vérin ku-
vaajista ei voitu nahda eri vaiheiden piikkeja, kuten kuului, vaan tuloksena oli vain yksi
piikki (kuva 17).
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Kuva 17. Pl-véri ei antanut odotetun muotoista sighaalia yhdessa EdU-véarin kanssa.

Click-iT™ EdU CellCycle 633-red ja Click-iT™ EdU CellCycle 488-red -solusyklivérien
kanssa ilmeni samanlaisia ongelmia kuin Pl-varin kanssa. Kumpikaan véreista ei toimi-
nut yhdesséd EdU-varin kanssa, vaan molemmista saatiin tulokseksi vain yksittaiset
piikit kuvaajiin eikd odotettua solusyklin kuvaajaa (kuva 18).
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Kuva 18. Click-iT™ EdU CellCycle 488-red (vasen kuvaaja) ja Click-iT'™ EdU CellCycle 633-red (oi-
kea kuvaaja) yhdessa EdU-véarin kanssa.

Toisin kuin Pl-varin kanssa, EdU-vari toimi molempien Click-iT™ EdU CellCycle -varien

kanssa halutulla tavalla muodostaen seka negatiivisen etta positiivisen piikin (kuva 19).
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Kuva 19. Alexa Fluor©® 488 yhdessa Clik-iT™ EdU CellCycle 488-red (vasen kuvaaja) ja Click-iT"™
EdU CellCycle 633-red (oikea kuvaaja) -varien kanssa.

Koska solusyklivéreja ei toistoista huolimatta saatu toimimaan, voitiin Invitrogenin™
Click-iT© EdU Flow Cytometry Assay Kit -varjayksista tarkastella vain proliferaatiovarin
antamia tuloksia. Tulokset luettiin rajaamalla kuvaajista positiivinen piikki, jonka muo-
distivat inkubaation aikana S-vaiheen lapikayneet solut (kuva 20).

ADZ 5, BdU+CCEIS
Gate: P1
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Kuva 20. Proliferaatiovérin tulokset luettiin rajaamalla positiiviset erilleen negatiivisista.

Molemmista vériyhdistelmista saadut proliferaatiovarin tulokset taulukoitiin (taulukko 2

ja taulukko 3). Ongelmana varjayksissa oli varjaysprosessin pesujen aikana havinneet
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solut, joten osa naytteista, joissa kaytettin Click-iT™ EdU CellCycle 633-red -varia,

sisélsi lilan vahan soluja tulosten lukemiseksi.

Taulukko 2. EdU ja Click-iT™ EdU CellCycle 488-red yhdessa. Taulukosta nékee kuinka moni solu
jakaantui kahden tunnin inkubaation aikana.

Hela EdU + CellCycle 488-red Hela EdU + CellCycle 488-red

Seerumilla Ilman seerumia
Ndyte |% Jakaant. Nadyte |% Jakaant.
A 19,2 A 14,5
B 19,8 B 14
C 19,2 C 16,6
D 18 D 15,1
E 18,8 E 16,4
F 17,8 F 15,4
G 17,7 G 22,9
H 31,4 H 15,7
I 18,8 Keskiarvo 16,3
Keskiarvo 20,1

Taulukko 3. EdU ja Click-iT™ EdU CellCycle 633-red yhdessa. Taulukosta nakee, kuinka moni solu

jakaantui kahden tunnin inkubaation aikana.

Hela EdU + CellCycle 633-red Hela EdU + CellCycle 633-red

Seerumilla Ilman seerumia
Nayte | % Jakaant. Nayte |% Jakaant.
A 23 A 18,7
B 24,1 B 17,1
C 26 C 24,1
Keski-arvo 24,4 Keski-arvo 20,0

Tuloksista voitiin huomata solujen kasvun hidastuneen soluissa, jotka olivat vuorokau-
den ilman FBS:aa, silla S-vaiheessa olevien solujen maara on pienempi. Jos variyhdis-
telmia verrattiin toisiinsa, huomattiin Click-iT™ EdU CellCycle 488-red -vérin heikenté-

van hieman EdU-vérin signaalia varjaysten tuloksia verrattaessa.

9.1.3 DB PharmingenTM BrdU Flow Kit -varjaykset

BrdU-varjayksissa proliferaatiovarin tulokset luettiin rajaamalla positiiviset eli S-

vaiheessa olevat solut, jotka muodostavat kuvaajan toisen piikin (kuva 21).
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Kuva 21. BrdU-véarjayksen proliferaatiovari muodosti negatiivisen ja positiivisen piikin.

Varjayksissa kaytetty solusyklivari muodosti kuvaajan, josta oli vaikeaa rajata kussakin
solusyklin vaiheessa olevat solut (kuva 20). Taman vuoksi kuvaajaan pistettiin vastak-
kain solusyklivari proliferaatiovarin kanssa, jolloin muodostui eri solusyklin vaiheissa
olevista soluista kuvaajaan omat selkedsti erottuvat populaationsa, jotka oli helppo

rajata (kuva 22).
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Kuva 22. Solusyklivarin kuvaaja oli vaikeasti analysoitavissa (oikea kuvaaja), joten populaatiot
eroteltiin kuvaajasta, jossa vastakkain olivat solusyklivari ja proliferaatiovéri (oikea kuvaaja).

Varjaysten tulokset kaytiin 1api ja taulukoitiin (taulukko 4 ja taulukko 5). Koska varjayk-
sissa oli yha ongelmana solujen katoaminen vérjaysten aikana, oli osa naytteista hylat-

tava lilan vahaisen solumaéaran vuoksi.
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Taulukko 4. Proliferaatiovarin tulokset kahden tunnin inkubaation jalkeen.

BrdU + 7-AAD BrdU + 7-AAD
Seerumilla Ilman seerimumia
Ndyte| % Jakaant. Nayte| % Jakaant.
A 21 A 19,9
B 20,6 B 18,1
C 24,7 C 23,5
D 15,7 D 19,1
Keski-arvo 20,3 Keski-arvo 20,2

Taulukko 5. Solusyklivérin tulokset kahden tunnin inkubaation jalkeen.

BrdU + 7-AAD BrdU + 7-AAD
Seerumilla Ilman seerimumia
Nayte %G1 %S % G2 Nayte %G1 %S % G2

A 68,5 22 7,7 A 68,8 21,4 8,1
B 67,4 23,6 8,1 B 70,5 18,5 9,7
C 70 25,1 4,2 C 71,8 19,5 7,9
D 71 23,9 4 Keski-arvo 70,4 19,8 8,6
E 70,8 16,3 12,9

Keski-arvo 69,54 22,2 7,4

Tuloksia tarkastellessa voidaan huomata, ettd FBS:n puuttuminen nakyy solusyklivarin

tuloksissa, mutta proliferaatiovarin tuloksissa naytteiden keskiarvot ovat lahes samat.

9.2 HEK 293 -solujen varjaysten tulokset

HEK 293 -solut vaikuttivat reagoivan voimakkaammin seerumin puutokseen, mink&a
vuoksi ne irtosivat kuoppalevyjen pohjasta itsekseen ollessaan vuorokauden seerumit-
tomassa kasvatusliuoksessa. Taman vuoksi seerumitonta aikaa lyhennettiin neljaéan

tuntiin ennen varjaysten aloittamista.

9.2.1 Pl-varjaykset

HEK 293 -solujen véarjayksissa oli ongelmana yha varjaysprosessin aikana hajoavat
solut. Soluja varjattiin ennen erottelua ja erottelun jalkeen, jolloin voitiin vertailla, oliko

GFP-positiivisilla ja -negatiivisilla soluilla eroa kasvussa.

Verrattaessa erottelemattomiin soluihin huomattiin pieni ero solujen kasvussa, mista
voitiin olettaa solujen hieman kérsineen erottelussa, ja siksi jakaantuminen vaheni hie-
man (taulukko 6 ja taulukko 7). GFP-positiivisilla ja -negatiivisilla ei nayttanyt olevan

eroja kasvussa (taulukko 7).
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Taulukko 6. HEK 293 -solujen PI-véarjays ennen erottelua.

Pl HEK (erottelemattomat) Seerumi

Nayte % G1 %S % G2
A 44,8 22,2 25,7

B 47,4 21,4 26,1

C 46,4 21,8 24,4

D 45 24,8 25

E 43,3 24,4 26,3

F 56,6 20,4 21,3

G 56,9 19,2 21,6

H 51,5 17,3 27,8

I 49,3 17,4 29,2

K 52,36 18,8 26,1
Keski-arvo 49,0 21,0 25,3

Taulukko 7. HEK 293 -solujen Pl varjaykset erottelun jalkeen.

PI HEK (GFP+/GFP-) Seerumi PI HEK (GFP+/GFP-) Ilman seerumia
Nayte %G1 %S % G2 Nayte %G1 %S % G2
A, GFP+ 44,7 17,4 25,9 A, GFP+ 50,7 14,1 29,8
B, GFP+ 42,1 17,1 2,1 B, GFP+ 44,7 13,1 31,1
C, GFP+ 46,3 15,9 25,4 C, GFP+ 54,5 12,4 25,5
D, GFP+ 49 14,1 19,2 D, GFP+ 50,7 18,5 26,4
E, GFP+ 54,3 15,2 20,1 E, GFP+ 53 16,2 26,9
F, GFP+ 57,1 15 14,5 F, GFP+ 52,8 19,6 24,6
G, GFP+ 49,1 14,4 23 G, GFP- 48,2 14,1 22,8
H, GFP+ 52,7 13,2 30,9 H, GFP- 56,7 12,8 27
|, GFP+ 51 14,4 31,5 |, GFP- 52,4 13,1 27,3
J, GFP+ 51,9 12,6 32,3 J, GFP- 62,1 17 18,4
K, GFP- 54 10,2 14,3 K, GFP- 49,9 19,4 27,5
L, GFP- 54,7 8,6 10,1 L, GFP- 47,7 16,9 31,9
M, GFP- 61,7 11,9 16,3 GFP+, Ka. 51,1 15,7 27,4
N, GFP- 65,7 12,6 14,3 GFP-, Ka. 52,8 15,6 25,8
0, GFP- 51,8 12,3 31,7
P, GFP- 52,9 141 29,36
Q, GFP- 48,4 15,2 32,4
GFP+, Ka. 49,8 14,9 24,5
GFP-, Ka. 55,6 12,1 21,2

9.2.2 Click-iT® EdU Flow Cytometry Assay Kit -varjaykset

Solusyklivarit eivat edelleenkdan toimineet yhdessad EdU-varin kanssa, joten varjayk-

sista voitiin lukea tulokset vain proliferaatiovérin osalta. Hajonneet ja kadonneet solut
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laskivat jélleen onnistuneiden naytteiden maardad. Tulokset kaytiin samalla lailla [&pi

kuva kerrallaan kuin HeLa-solujen tulokset ja taulukoitiin.

Taulukko 8. Proliferaatiovarjaysten tulokset kahden tunnin inkubaation jalkeen.

EdU HEK (GFP+/GFP-) EdU HEK (GFP+/GFP-
Seerumi Ilman seerumia
Nayte (% Jakaant. Nayte | % Jakaant.
A, GFP+ 44,8 A, GFP+ 45,2
B, GFP+ 45,5 B, GFP+ 45,8
C, GFP+ 45,9 C, GFP+ 45,7
D, GFP- 44,8 D, GFP- 44,7
E, GFP- 41,7 E, GFP- 45,6
F, GFP- 43,3 0, GFP- 0
0, GFP- 0 GFP+, Ka. 45,6
GFP+, Ka. 45,4 GFP-, Ka. 45,2
GFP-, Ka. 43,3

Koska seerumillisten ja seerumittomien solujen kasvussa ei havaittu merkittavia eroja,
voitiin paatella, ettei nelja tuntia ilman seerumia ollut tarpeeksi pitk& aika, jotta se olisi

nakynyt tuloksissa (taulukko 8).

HEK 293 -soluilla testattin myds uutta SYTOX® AADvancedTM Dead Cell Stain -varia
solusyklin tutkimiseen, mutta kuten muutkin testatut solusyklivarit, ei sitdk&an saatu

toimimaan yhdessé proliferaatiovarin kanssa (kuva 23).
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Kuva 23. SYTOX® AADvancedTM Dead Cell Stain -vari ei toiminut yhdessa proliferaatiovarin
kanssa.
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SYTOX® AADvancedTM Dead Cell Stain -vérin toimivuutta kokeiltiin myds hajottamalla
solut ja varjaamalla vain tumat ldydetyn artikkelin (Hamelik & Krishan 2009) ohjeiden
mukaan, mutta varia ei saatu tallakdan metodilla toimimaan toivotulla tavalla. Hajotet-
tuista soluista oli vaikea erottaa tumia hajonneista soluista syntyneesté roskasta rajat-
taviksi (kuva 24). Proliferaatiovarin kuvaajakaan ei nayttanyt oikeanlaiselta.

< AD3E, GFP+ AD4 E, GFP-
o Gate: Mo Gating] g Gate: 1
g N
<=
o= 584
&S O
i 5nnu1unn 1iuuL 000 1|a??? 18 P B S B ™ ™ B
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Kuva 24. Tumapopulaatiota ei voinut erottaa roskien seasta (vasen kuvaaja), eivatka tuloksetkaan
nayttaneet onnistuneilta (oikea kuvaaja).

9.2.3 DB PharmingenTM BrdU Flow Kit -varjaykset

BrdU:lla vaikutti olevan haitallinen vaikutus HEK 293 -soluihin, silla ne irtosivat kuopista
itsekseen. Varsinkin seerumittomassa kasvatusliuoksessa olevat solut karsivat BrdU-
inkubaatiosta. Solujen huono tila nakyi solujen hajoamisena, minka vuoksi oli jalleen
jatettéava osa naytteistd huomiotta lilan vahaisen solumaaran vuoksi. Koska solusykliva-
rin kuvaajat olivat samalla lailla vaikeasti luettavat, mytés HEK 293 -solujen kohdalla
solupopulaatiot eroteltiin kuvaajasta, jossa oli solusyklivari ja proliferaatiovari vastak-
kain.



Taulukko 9. Proliferaatiovarin tulokset kahden tunnin inkubaation jalkeen.

BrdU + 7-AAD
Seerumilla
Nayte| % Jakaant.
A, GFP+ 45,7
B, GFP+ 47,6
C, GFP+ 52,2
D, GFP+ 50
E, GFP+ 47,9
F, GFP+ 45,2
G, GFP- 41,4
H, GFP- 43,3
I, GFP- 43,1
J, GFP- 44,1
K, GFP- 51,1
GFP+, Ka. 48,1
GFP-, Ka. 44,6

BrdU + 7-AAD

[Iman seerimumia
Nayte |% Jakaant.
A, GFP+ 53,3
B, GFP+ 52,2
C, GFP+ 47,9
D, GFP- 55,9
E, GFP- 53,4
F, GFP- 54,6
0, GFP- 0

GFP+, Ka. 51,1

GFP-, Ka. 54,6

Taulukko 10. Solusyklivérin tulokset kahden tunnin inkubaation jalkeen.

BrdU + 7-AAD
Seerumilla
Nayte %G1 %S % G2
A, GFP+ 40,4 46,8 10
B, GFP+ 37,1 51,1 10,8
C, GFP+ 35,4 54,1 10,2
D, GFP+ 39,2 45,9 13
E, GFP+ 38,8 47,2 11,5
F, GFP+ 41,5 44,6 11,4
G, GFP- 45,8 46 7,4
H, GFP- 43,6 49,4 6,7
I, GFP- 44,3 46,5 7,4
J, GFP- 46,1 41,7 9,3
K, GFP- 36,7 51,2 9,2
GFP+, Ka. 38,7 48,3 11,2
GFP-, Ka. 43,3 47,0 8,0

34

BrdU + 7-AAD
Ilman seerimumia
Nayte %G1 %S % G2
A, GFP+ 35,5 54,8 8,8
B, GFP+ 39,4 51,5 8,7
C, GFP+ 41,4 46,9 10,9
D, GFP- 33,3 56,8 9,4
E, GFP- 31,3 54,3 13,6
F, GFP- 31,1 53,6 14,5
GFP+, Ka. 38,8 51,1 9,5
GFP-, Ka. 31,9 54,9 12,5

Taulukkojen 9 ja 10 tuloksista voitiin huomata jalleen, ettei seerumillisessa ja seerumit-

tomassa kasvatusliuoksessa inkuboitujen solujen valilla ole suurta eroa, kuten ei

mydskaan GFP-positiivisten ja -negatiivisten solujen valilla.

10 Johtopaatokset

Pl-vari yksindan toimii hyvin solusyklin analysoinnissa. Mikali kuitenkin haluaa tutkia

yhdessé solusyklia ja solujen proliferaatiota, vaikuttaisi DB Pharmingen™ BrdU Flow
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Kit -varjays toimivammalta ja luotettavammalta kuin Click-iT© EdU Flow Cytometry
Assay Kit -varjays. DB PharmingenTM BrdU Flow Kit oli protokollaltaan hieman tyo-
laampi ja monimutkaisempi kuin Click-iT© EdU Flow Cytometry Assay Kit, mutta se
antoi luotettavampia tuloksia ja sita kaytettdessa solusyklivari ja proliferaatiovari toimi-
vat yhdessa.

Syita, miksi solusyklivarit ja proliferaatiovérit eivét toimineet yhdessa Click-iT® EdU
Flow Cytometry Assay Kit -varjaysta kaytettaessa, ei saatu selville. Asiaa yritettiin tut-
kia etsimalla julkaisuja, joissa olisi kyseista testia kaytetty. Julkaisuja ei kuitenkaan
monta I6ytynyt. Kyseinen varjaystesti on aika uusi, mutta julkaisujen vahyys kuitenkin
yllatti, mika sai miettimaan, olisivatko muut kayttajat kohdanneet samoja ongelmia tes-

tia kayttaessa.

Toistoja tarvittaisiin useampia, jotta voitaisiin todeta, kuinka suuri vaikutus solujen ja-
kaantumiseen seerumin puutoksella on. GFP-proteiini ei nayttaisi naiden testien perus-

teella vaikuttavan solun kasvuun.

Mikali varjayksia haluaisi vertailla laajemmin, tulisi kokeita toistaa eri variyhdistelmilla
useampia kertoja. Liséksi olisi saatava muodostettua varjayksistd oikeanlainen rutiini
soluhavikin minimoimiseksi. Jos tutkimusta jatkettaisiin HEK 293 -soluilla, tulisi testata,
mik& olisi sopiva aika pitda soluja seerumittomassa kasvatusliuoksessa. Ajan tulisi olla
niin pitka, etté ero olisi selkeasti huomattavissa, mutta solujen ei saisi alkaa kuolla see-

rumin puutteen vuoksi.
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Pl-varjaysprotokolla

Tyossa kaytetty varjaysprotokolla perustuu Techiques for Immune Function Analysis
-opaskirjan (Techiques for Immune Function Analysis 2009.) ohjeisiin.

1. Kiinnitetdén solut jaakylmalla 70 % etanoliliuoksella vahintédén tuntia ennen var-
jaysta ja sdilyta niita 4 °C:ssa. Solut sailyvat useita kuukausia etanolikasittelyn

jalkeen.
2. Sentrifugoidaan solut (500 x g, 5 min) ja poista neste solupellettia varoen.

3. Hajotetaan solupelletti 1 ml:aan PBS-liuosta, toistetaan sentrifugointi (500 x g, 5

min) ja poistetaan neste pellettia varoen.

4. Hajotetaan solupelletti 100 ul:aan RNaa-PBS -silaimennosta, jonka RNaasi pi-

toisuus on 1 mg/ml ja inkuboidaan 30 minuuttia 37 °C:ssa.

5. Lisatdan 900 ul:aa PI-PBS -liuosta, jossa on 50 pl:aa 1 mg/ml Pl-varia per nay-

te ja inkuboidaan valolta suojattuna 30 minuuttia huoneenlammaossa.
6. Sentrifugoidaan solut (500 x g, 5 min) ja poistetaan neste pellettia varoen.

7. Hajotetaan solupelletit 250 pl:aan PBS-liuosta ja analysoidaan. Naytteita voi

sdilyttaa 4 °C:ssa yon yli suojattuna valolta ennen analyysia.
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Invitrogen™ Click-iT® EdU Flow Cytometry Assay Kit -protokolla

Tydssa kaytetty varjaysprotokolla perustuu Invitrogen™ Click-iT® EdU Flow Cytometry

Assay Kit -ohjeisiin (Invitrogen 2011).

10.

11.

12.

Lisatdan 1 pl:aa 10 pM:sta EdU-liuosta per 1 ml kasvatusliuosta ja sekoitetaan
hyvin.

Lisataan kasvatuskuoppiin 2 ml EdU:a sisaltavaa kasvatusliuosta ja inkuboi-

daan kaksi tuntia 37 °C:ssa.

Pestaéan solut 1 ml:lla PBS-liuosta ja irrotetaan solut trypsiinilla.

Pestaan irtoavat solut 1 ml:lla PBS-liuosta, jossa on 1 % BSA:ta ja siirretddn so-

lut eppendorf-putkiin.
Sentrifugoidaan putket (500 x g, 5 min) ja poistetaan neste pellettia varoen.

Hajotetaan pelletit 100pul:aa Click-iT® Kiinnitys -liuosta ja sekoitetaan hyvin. So-
lujen kiinnitykseen voi kayttdd myds PBS-liuosta, jossa on 4 %:a paraformalde-
hydia. Inkuboidaan putkia 15 minuuttia valolta suojattuna huoneenlammaossa.

Pestaéan solut 1 ml:lla PBS-BSA-liuosta. Sentrifugoidaan (500 x g, 5min) ja

poistetaan neste.

Hajotetaan solut 100 pl:aan Click-iT® saponiinipohjaista kiinnitys- ja pesuliuosta

ja inkuboidaan 15 minuuttia.

Valmistetaan varjaysliuos, jossa on 438 ul:aa PBS-liuosta, 10 pl:aa CuS0O4 -
liuosta, 2,5 pl:aa azidivariainetta ja 50 pl:aa reaktiopuskuria per nayte.

Lisataan varidaineliuosta 500 pl:aa ja inkuboidaan putkia 30 minuuttia valolta

suojattuna huoneenlammaossa.

Pestédéan solut 500 pl:lla Click-iT® saponiinipohjaisella kiinnitys- ja pesuliuoksel-
la, sentrifugoidaan (500 x g, 5 min) ja poistetaan neste. Jos solusyklivarjaysta ei

tehda siirrytd&n kohtaan 15.

Hajotetaan solupelletti 100 pl:aan RNaa-PBS -laimennosta, jonka RNaasi pitoi-

suus on 1 mg/ml ja inkuboidaan 30 minuuttia 37 °C:ssa.



Liite 2
2(2)

13. Lisataan 900 pl:aa solusyklivariliuostaja inkuboidaan valolta suojattuna minuut-

tia huoneenlammossa vérin tarvitseman ajan.
14. Sentrifugoidaan solut (500 x g, 5 min) ja poistetaan neste pelletti& varoen.

15. Hajotetaan solupelletit 250 pl:aan PBS-liuosta ja analysoidaan. Naytteita voi

sdilyttaa 4 °C:ssa yon yli suojattuna valolta ennen analyysia.
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BD Pharmingen™ BrdU Flow Kit -protokolla

Tydssé kaytetty varjaysprotokolla perustuu BD Pharmingen™ BrdU Flow Kit -ohjeisiin
(BD Biosciences. 2011).

1.

10.

Lisatdan 10 pl:aa BrdU-liuosta (1 mM BrdU PBS-liuoksessa, jossa on 1 % BSA-
liuosta) per 1 ml kasvatusliuosta.

Lisataan kasvatuskuoppiin 2 ml:aa BrdU:ta siséaltavaa kasvatusliuosta ja inku-

boidaan kaksi tuntia 37 °C:ssa.
Pestaéan solut 1 ml:lla PBS-liuosta ja irrotetaan solut trypsiinilla.

Pestaan irtoavat solut 1 ml:lla PBS-liuosta ja siirretaan solut eppendorf-putkiin,

sentrifugoidaan (500 x g, 5 min) ja poistetaan neste pellettia varoen.

Kiinnitetddn ja permeabilisoidaan solut hajottamalla pelletti 100 pl:aan DB Cyto-

fix/Cytoberm Buffer -liuosta. Inkuboidaan 15 minuuttia huoneenlammaossa.

Pestaan solut 1 ml:lla DB Perm/Wash Buffer -liuosta. Sentrifugoidaan (500 x g,

5 min) ja poistetaan neste.

Hajotetaan pelletti 100 pl:aan BD Cytoperm Permebilization Buffer Plus -liuosta.
Inkuboidaan 10 minuuttia jaisséa ja pestdén kuten kohdassa 6.

Kiinnitetdan ja permeabilisoidaan solut uudelleen hajottamalla pelletti 100
pl:aan DB Cytofix/Cytoberm Buffer -liuosta. Inkuboidaan 15 minuuttia huoneen-

lAmmossa ja pestaan kuten kohdassa 6.

Tehdaan DNaasikasittely hajottamalla pelletti 100 pl:aan DNaasi-laimennosta
(300 pg/ml PBS-BSA-liuoksessa). Inkuboidaan tunti 37 °C:ssa ja pestaén kuten

kohdassa 6.

Varjataan solut lisaéamalla 50 pl:aa Perm/Wash Buffer -liuosta, jossa on suh-
teessal:50 anti-BrdU variainetta (APC). Inkuboidaan 20 minuuttia huoneen-
lammadssa valolta suojattuna. Pestaan kuten kohdassa 6. Mikali solusyklivarja-

ysta ei tehda, siirrytd&n kohtaan 12.
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11. Hajotetaan solut 20 pl:aan 7-AAD-liuosta ja inkuboidaan 15 minuuttia huoneen
[Amma@ssa valolta suojattuna. Pestdan kuten kohdassa 6.

12. Hajotetaan solupelletti 250 pl:aan PBS-liuosta ja analysoidaan. Naytteita voi

sdilyttaa 4 °C:ssa yon yli suojattuna valolta ennen analyysia.



