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Visinin-like 1 eli VSNL 1-geeni sijaitsee kromosomissa 2p24 ja se kuuluu NCS-perheeseen
(Neuronal Calcium sensor) eli hermosolujen kalsiumsensoreihin. VSNL 1-geenia ilmenne-
taan runsaasti aivojen hermosoluissa seka keskus- ettd aareishermostossa. Sitd ilmenne-
tddn myos muissa elimissgd; muun muassa maksassa, munuaisissa, sydamessa ja ihossa
etenkin yksilon kehityksen aikana. VSNL1 vaikuttaa sydamen kehitykseen ja sitd on kehit-
tyvan sydamen kudoksissa ja kehittyvissa laskimorakenteissa. Laskimoiden endoteelisolut,
joista myéhemmin kehittyy myds imusuonisto, ilmentavat VSNL1-geenia.

VSNL1-poistogeenisilla hiirillda on hairidita imusuoniston kehityksessa. Niilla esiintyy
ihonalaista turvotusta seka verenvuotoa ja niiden imusuonet ovat hyperplastisia ja taytty-
neet verella. Sikitt kuolevat noin 15 vuorokauden ikaisina. Taman fenotyypin taustalla ole-
vista solun siséisista ja molekylaarisista mekanismeista tarvitaan lisda tietoa, jotta geenin
toimintaa ja vaikutusta ymmarrettaisiin nykyista tarkemmin. Molekylaarisia mekanismeja
l[Ahdettiin tAssa tydssa selvittdmaan kvantitatiivisen reaaliaikaisen polymeraasiketjureak-
tion (RT gPCR) avulla. RT gPCR:n avulla pyrittiin maarittdmaan suonten muodostukseen
vaikuttavien proteiinien mRNA tasojen mahdollisia muutoksia VSNL1-poistogeenisten hiir-
ten E11,5 ja E12,5 paivaisilla sikicilla.

Tutkittuja geeneja oli kymmenen: VEGF-C, VEGF-D, VEGFR-2, VEGFR-3, sVEGFR-2,
NRP-2, ANG-1, ANG-2, TIE-1 ja TIE-2. limentymistasot pysyivat hyvin samanlaisina lahes
kaikilla tutkituilla geeneilld, ja osa tuloksista oli ristiriitaisia eri naytteiden valilla. VEGFR-2
ja sVEGFR-2 geenien ilmentymistasot olivat hieman koholla, mika osaltaan saattaisi selit-
taa VSNL1 poistogeenisten hiirten fenotyypin, silla VEGFR-2 indusoi endoteelisolujen pro-
liferaatiota. Kasvutekija VEGF-D:n mRNA:n ilmentymistasot olivat selkeésti koholla E12,5
sikigilla. VEGF-D:n tiedetaan indusoivan imusuonten muodostusta ja sen on todettu aihe-
uttavan imusuonten laajentumista sekd kudosten turpoamista, joten sen kohonnut ilmen-
tyminen VSNL1-poistogeenisilla hiirilla voisi olla varteenotettava selitys muutoksiin VSNL1-
poistogeenisissa sikidissa.

Avainsanat RT gPCR, angiogeneesi, vaskulogeneesi, lymfangiogeneesi,
sikidnkehitys, poistogeeninen
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Visinin-likel, also known as VSNL1 is localized in chromosome region 2p24 and is a
member of the neuronal calcium sensor (NCS) family. VSNL1 is abundantly expressed in
the neuronal cells in the central and in the peripheral nervous system. It is also expressed
in many other organs such as liver, kidney, heart and skin especially during the embryo-
genesis. VSNLL1 is found to be involved in heart development and it is expressed in the
developing heart tissues and in the developing venous system. The endothelial cells of
veins where from lymphatic vessels start to develop also express VSNLL.

VSNL1 knockout mice have disorders in lymphangiogenesis. They display subcutaneous
edema and hemorrhage and their lymphatic vessels are hyper plastic and filled with blood.
Embryos die around the age of 15 embryonic days. Further studies are needed to reveal
the cellular and molecular mechanisms responsible for phenotype to increase understand-
ing of function and influence of VSNLL1. To investigate the molecular mechanisms the real
time quantitative polymerase chain reaction (RT gPCR) was performed in this study. With
RT gPCR was aimed to identify possible altered mRNA levels of proteins which have influ-
ence on angiogenesis using VSNL1 knockout mouse E11,5 and E12,5 embryos as sam-
ples.

The study included ten genes: VEGF-C, VEGF-D, VEGFR-2, VEGFR-3, sVEGFR-2, NRP-
2, ANG-1, ANG-2, TIE-1 and TIE-2. The expression levels of mRNA were observed to stay
approximately the same between wild type mouse embryos and knockout mouse embryos
of almost all genes investigated and part of the results were contradictory within samples.
The expression levels of VEGFR-2 and sVEGFR-2 were slightly raised which could be the
explanation to the altered phenotype, because VEGFR-2 is described to induce the prolif-
eration of endothelial cells. The expression levels of growth factor VEGF-D mRNA were
distinctly raised in E12,5 embryos. VEGF-D is established to induce the formation of lym-
phatic vessels and it has been discovered to cause dilating of lymphatic vessels and ede-
ma so its over expression in VSNL1 knockout mice could be a possible explanation to
changes in VSNL1 knockout embryos.

Keywords RT-gPCR, angiogenesis, vasculogenesis, lymfangiogenesis,
embryogenesis, knockout

£
e —

i
Metropolia



Sisallys

Lyhenteet
1 Johdanto 1
2 Sikion verisuonten kasvu 2

2.1 Sikibn kehitys
2.2 Sikibn verisuonten muodostus
2.3 Verisuonten muodostumiseen vaikuttavat tekijat

2.4 Veri- ja imusuonijarjestelma 10
2.5 Imusuonten muodostukseen vaikuttavat tekijat 12

3 Hiiret tutkimuksen malliorganismeina 13
3.1 Hiiren sikidnkehitys 13
3.2 Geenimuuntelu tutkimuskayttssa 15
3.2.1 Siirtogeeniset hiiret 17

3.2.2 Poistogeeniset hiiret 20

4  Geenien ilmentymisen tutkiminen 23
4.1 Tutkimusmenetelmat 23

5 VISININ-LIKE1 (VSNL1) 23
5.1 VSNL1:n tehtavéat yksilonkehityksessa 24
5.2 Vaikutus angiogeneesiin 26
5.3 VSNL1-poistogeeniset hiiret 27

6 TyoOn tausta ja tavoitteet 28
6.1 Tavoitteet 29

7 Materiaalit ja menetelmét 30
7.1 Hiiret 30
7.1.1 DNA:n eristys 30

7.1.2 PCR ja genotyypitys 30

7.2 RNA 33
7.2.1 RNA:n eristys 33

7.2.2 RNA:n puhdistus 33

7.3 Tutkitut geenit 35

r

@mpolia



7.3.1 Alukkeiden suunnittelu ja testaus 35

7.4 Kvantitatiivinen reaaliaikainen polymeraasiketjureaktio (RT qPCR) 36
7.4.1 Ohjelman suunnittelu ja optimointi 41
7.4.2 Master mix 42
7.5 Geenien ilmentymistasojen tutkiminen 43
7.5.1 BIO-RAD CFX Manager 2.0 43
7.6 Parafiinileikkeet 44

7.6.1 Vasta-ainevarjaykset eli immunofluoresenssi ja immunohistokemia 44

8 Tulokset ja niiden pohdinta 45
8.1 Immunofluoresenssi ja Immunohistokemia 45
8.2 RNA:n eristaminen ja puhdistaminen 47
8.3 Reaaliaikainen kvantitatiivinen PCR 50
8.4 Geenien iimentymistasot 51

9 Yhteenveto 56

Lahteet 58

Liitteet

Liite 1. DNA:n eristys

Liite 2. PCR

Liite 3. RNA:n eristys

Liite 4. RNA:n puhdistaminen

Liite 5. Kaanteistranskriptaasi

Liite 6. Reaaliaikainen kvantitatiivinen PCR (RT gPCR)

Liite 7. Parafiinileikkeet ja niiden varjays

Liite 8. Alukkeet

Liite 9. Bio-Rad CFX Manager 2.0 esimerkki tulosdatasta (PDF)

y =
e ——

@mpolia



Lyhenteet

ANG-1 Angiopoietiini-1, kasvutekija.

ANG-2 Angiopietiini-2, kasvutekija.

cDNA Komplementaarinen deoksiribonukleiinihappo.

DAPI 4’,6-Diaminido-2-phenylindole, dihydrochloride.

DNA Deoksiribonukleiinihappo.

DNaasi Deoksiribonukleaasi.

dNTP Deoksiribonukleotidi.

DTT Ditiotreitoli.

EDTA Etyleenidiamiinitetraetikkahappo (C1oH16N2Osg).

E12,5 12,5 vuorokauden ikainen sikio (engl. embryonic day).
FGF2 Fibroblastikasvutekija.

HET Heterotsygootti.

KO Poistogeeninen.

MRNA Lahetti RNA (engl. messenger RNA).

PBS Fosfaattipuskuroitu suolaliuos (engl. Phosphate buffered saline).
PBST PBS, mihin lisatty 0,05 % Tween20 (Sigma-Aldrich).
PCR Polymeraasiketjureaktio.

RLT RLT-puskuri (QIAGEN)
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RNA Ribonukleiinihappo.

RNaasi Ribonukleaasi.
RPE RPE-puskuri (QIAGEN).
RT Kaanteistranskriptaasi.

RT gPCR  Reaaliaikainen kvantitatiivinen polymeraasiketjureaktio.

SVEGFR-2 Suonten muodostukseen vaikuttava reseptori.

TAE Tris-asetaatti-EDTA-puskuri.

TBP TATA box binding protein.

TIE-1 Suonten muodostukseen vaikuttava reseptori.
TIE-2 Suonten muodostukseen vaikuttava reseptori.
VEGF Vascular endothelial growth factor.

VEGF-C Vascular endothelial growth factor C.
VEGF-D Vascular endothelial growth factor D
VEGFR-2 VEGF:n reseptori.

VEGFR-3  VEGF-C:n ja VEGF-D:n reseptori.

WT Villityyppi.
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1 Johdanto

iOnkehitysta saatelevat geenit ja mekanismit ovat paaosin hyvin samankaltaisia eri
eldinlajeina, mika nakyy varsinkin kehityksen vSikarhaisvaiheiden ja elinten kehityksen
samankaltaisuutena. Ihmisen sikibnkehityksesta ja siihen vaikuttavista geeneista on
opittu paljon tutkimalla muun muassa banaanikérpasta ja sukkulamatoa. Viime vuosi-
kymmenina on sikionkehityksesté ja siihen vaikuttavista geeneistad saatu huomattavasti
tietoa kayttamalla hiirtd malliorganismina. Hiiri on yleisesti kaytetyin sikionkehityksen
tutkimuksen malli, silla se on geneettisesti hyvin samankaltainen kuin ihminen. Geeni-
en toiminnasta ja niiden vaikutuksesta kehitykseen on saatu paljon tietoa tutkimalla
muuntogeenisia hiiria, silla tallaisten hiirien avulla voidaan geenien toimintaa tutkia fy-

siologisissa olosuhteissa ja yksildnkehityksen aikana.

Sikibn veri- ja imusuonten kehityksestd on olemassa runsaasti tutkimuksia, joissa
suonten muodostukseen vaikuttavia tekijoité on l0ydetty useita. Erityisesti imusuoniston
muodostuksen eli lymfangiogeneesin on viime aikoina todettu olevan kompleksisempi
tapahtuma kuin mité& aiemmin oletettiin. Vaskulogeneesiin, angiogeneesiin seka lym-
fangiogeneesiin vaikuttavat useat eri kasvutekijat yksin tai yhdessa, niiden reseptorit
seka transkriptiotekijat, joiden kaikkien toiminta on tarkoin sdadeltya. Tarkeimpia kas-

vutekijoita ovat FGF2, VEGF -proteiiniperhe ja angiopoietiinit seka naiden reseptorit.

VSNL1 geenin on todettu vaikuttavan sikibnkehityksen aikana useiden eri elinten ja
kudosten kehitykseen. Se muodostaa myds komplekseja muiden geenien kanssa ja
vaikuttaa seka inhibiittorina etta indusoijana erilaisissa yhteyksissa. VSNL1 geenilla on
todettu olevan keskeinen rooli munuaisten seka sydamen kehityksessa. Sen vaikutuk-
sesta suonten muodostukseen ei ole varsinaisia tutkimustuloksia, mutta geenia ilmen-
netdan muiden kudosten lisdksi sikidaikana kehittyvien laskimorakenteiden endotee-
lisoluissa, mistd myds imusuonisto lahtee kehittymaan. Lisdksi VSNL1 poistogeenisilla

hiirilla on todettu ihonalaista turvotusta ja ne kuolevat sikidaikana.

Taman tyon tarkoituksena oli selventdd VSNL1 geenin vaikutusta suonten muodostuk-
seen tutkimalla VSNL1 poistogeenisten hiirien geenin ilimentymistasoja sellaisten gee-
nien osalta, joiden on todettu vaikuttavan suonten muodostukseen. Ty suoritettiin Hel-
singin yliopiston kehitysbiologian tutkimusryhmé&ssa, jonka johtajana toimii kehitysbio-

logian professori Hannu Sariola.



2 Sikion verisuonten kasvu

2.1 Sikion kehitys

Sikion kehitys voidaan jakaa kolmeen kehitysvaiheeseen; blastogeneesiin, or-
ganogeneesiin ja fetogeneesiin. Blastogeneesin aikana sikion solut jakautuvat muodos-
taen blastokystin, joka implantoituu ja kay lapi gastrulaation (Sariola ym. 2003: 154).
Organogeneesi alkaa neljannelld sikidviikolla ja sen aikana kehittyy valtaosa sikion
elimistd. Fetogeneesin aikana sikid kasvaa nopeasti ja kehittyy toiminnallisesti. Tama
vaihe alkaa yhdeksannella viikolla ja kestdd raskauden loppuun saakka. (Sariola ym.
2003: 154.) (ks. kuva 1) Kehityksen perustapahtumia ovat: kasvu, jolloin solut jakautu-
vat ja kasvavat, erilaistuminen, mika mahdollistaa eri solutyyppien kehityksen, muodos-
tuminen, jossa eri elimet ja ruumiinosat saavat tyypillisen kokonsa ja muotonsa, seka
kaavoittuminen, milla tarkoitetaan kolmiulotteisen rakenteen kehitystd (Sariola ym.
2003: 16-18). Eri perustapahtumat ajoittuvat usein samanaikaisesti ja nivoutuvat lahei-
sesti toisiinsa. Naita tapahtumia saateleva tarkein yksittdinen mekanismi on induktiivi-

nen viestinta solujen ja eri kudosten valilla (Sariola ym. 2003: 45).

Kuva 1. Sikion kehitys voidaan jakaa kolmeen vaiheeseen; blastogeneesiin O - 4 viikkoa, or-
ganogeneesiin 4 - 9 viikkoa seka fetogeneesiin 9 - 38 viikkoa. Sikion kasvu on nopeimmil-
laan fetogeneesin alkuvaiheessa. (Sariola ym. 2003)



Sikion kehitys alkaa munasolun hedelmoityksesta, jolloin siittio tunkeutuu munasoluun
ja siittion kromosomisto siirtyy munasolun sisddn muodostaen koiraan esituman. Siitti-
on tunkeutuminen saa aikaan myds haploidin naaraan esituman muodostumisen ja
naiden esitumien yhdistyessa syntyy tsygootin diploidi tuma, joka siséltdéa molempien
vanhempien kromosomiston. Tama on valttaméatontd normaalille sikion kehitykselle.
(Sariola ym. 2003: 23-24.) Hedelmdittymisen jalkeen alkaa solujen jakautumisvaihe,
jolloin munasolu jakautuu useaksi tytarsoluksi eli blastomeeriksi muodostaen morulan
(Sariola ym. 2003: 27). Morulavaiheen jalkeen alkavat ensimmaiset erilaistumistapah-
tumat; blastomeerit polarisoituvat ja muodostavat 64-soluvaiheeseen mennessa kaksi
solutyyppid, pintakerroksen solut eli trofoblastin seka sisédkerroksen solut eli sisésolu-
massan. Alkiosta on muodostunut alkiorakkula eli blastokysti. (Sariola ym. 2003: 28.)
(ks. kuva 2) Alkiorakkulan kehitys tapahtuu samanaikaisesti kun alkio siirtyy munanjoh-
dinta pitkin kohtuun, mika kestéaa ihmiselld noin nelja paivaa. Taméan jalkeen tapahtuu

implantaatio, jolloin alkio kiinnittyy kohdun seindmaan. (Sariola ym. 2003: 30.)
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38-50 h 8-soluvaihe
morula
50-62 h

. vertikaalinen
jakgutumistaso

D /hor'isontaalinen
@ jakautumistaso
p 7N <

blastoseeli-
ontelo

sisasolumassa

primitiivinen
endodermi

trofoblasti |
mor
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Kuva 2. Blastokystin kehittyminen hedelmoittyneest&4 munasolusta eli tsygootista (Sariola ym.
2003).



Osasta sisdsolumassan solukkoa muodostuu epiblasti, josta kehittyvat yksilon kaikki
kudokset (ks. kuva 3). Tastéa yksikerroksisesta epiblastisolukosta muodostuu gastrulaa-
tion aikana kolme alkiokerrosta; ektodermi, mesodermi ja endodermi. Ektodermista
kehittyy hermosto, mesodermistd luusto, lihaksisto, virtsa- ja sukupuolielimet, veren-
kiertoelimet ja luuydin. Endodermista kehittyvat ruoansulatuskanava ja -elimet seka
hengityselimet.

—
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— kallon luusto
—
— keskushermosto
— pintaektodermi
alkion
( epiblasti
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Kuva 3. Alkiorakkulassa on kahdentyyppisid soluja; sisdsolumassa ja trofoblastisolut. Si-
sasolumassasta erilaistuvat primitiivinen endodermi ja epiblasti. Epiblastista erilaistuvat
kaikki kudokset. (Sariola ym. 2003.)



Sikion kehitysta hedelmdityksestd syntymaan saatelevat geenit, joiden oikeanaikainen
iimeneminen on valttdmatontd normaalille yksilonkehitykselle (Sariola ym. 2003: 80).
Lahes kaikki yksilon solut sisaltavat samat perintotekijat, mutta geenien ilmentymisen
saatelyn avulla solut pystyvat kehittymaan, kasvamaan ja erilaistumaan juuri oikeanlai-
siksi oikeassa paikassa. Solujen erilaistuminen perustuu mekanismeihin, jotka séétele-
vat eri geenien ilmentymista eri kehitysvaiheissa, paikoissa ja eri soluissa. Hedelmait-
tyneessa munasolussa on oma mekanisminsa, mikd maaraa mita geeneja ilmenne-
taan, mutta kehityksen jatkuessa geenien ilmentdmiseen vaikuttavat ennen kaikkea

niin sanotut epigeneettiset eli solun ulkopuoliset tekijat. (Sariola ym. 2003: 19.)

Geenien hallittu ilmentymisen séaétely on oleellista monisoluisten elididen kehitykselle
ja toiminnalle (Sariola ym. 2003: 84). Geenien iimenemiseen vaikuttavat useat erilaiset
saatelymekanismit, joista oleellisimpia ovat transkriptio eli DNA:n siséltaman informaa-
tion kopiointi esiaste-RNA:ksi seka sen saately, RNA:n muokkaaminen ja kuljetus,
translaatio seka valmiin proteiinin muokkaaminen. (Sariola ym. 2003: 84-91.) Geenin
luku eli transkription aloittaminen vaatii aktivaation, eli solun ulkopuolelta tulevan vies-
tin, ja vastaavasti geenin luku voidaan myo6s inaktivoida. Geeneja aktivoivia tekijoita
kutsutaan nimella transkriptiotekijat. (Sariola ym. 2003: 84.) Transkriptiotekijdiden ja
muiden saatelijaproteiinien maarat vaihtelevat eri kudoksissa ja kehitysvaiheissa, ja
vaikuttavat nain geeniaktiivisuuteen joko aktivoimalla tai inaktivoimalla geenien lukua
(Sariola ym. 2003: 86).

Suurin osa geeneista ilmentyy useammassa kuin yhdessa kudoksessa tai solutyypissa,
mutta osa geeneista ilmentyy ainoastaan yhden kudostyypin soluissa ja osa geeneista
on niin sanottuja "housekeeping” — geeneja, joita iimennetaan lahes kaikissa kudoksis-
sa. Sikiobnkehityksen aikana geeneille on tyypillista etta niitéa ilmennetddn voimakkaasti

vain tietyssa kehitysvaiheessa. (Sariola ym. 2003: 146)

2.2 Sikion verisuonten muodostus

Sikion verisuonten ja verisolujen muodostus alkaa kolmannella kehitysviikolla rusku-
aispussin verisaarekkeista, jotka muodostuvat kun hemangioblastit aggregoituvat. He-
mangioblastit kehittyvat mesenkymaalisesta solukosta viskeraalisen endodermin vaiku-
tuksesta (Goldie ym. 2008) ja ne ovat seka verisuonten seindmien endoteelisolujen

ettd hematopoieettisen solukon kantasoluja eli hemangioblasteja. Verisaarekkeiden



uloimmat hemangioblastit erilaistuvat endoteelin kantasoluiksi eli angioblasteiksi ja
sisemmat solut hematopoieetiseksi solukoksi. (Sariola ym. 2003: 260; Gilbert 2003:
501-503.) (ks. kuva 4) Verisaarekkeet yhdistyvat aluksi sattumanvaraisesti putkiksi ja
muodostavat primitiivisen hiussuonten verkoston (Sariola ym. 2003: 260). Verisuonisto
kehittyy itsendisesti ja linkittyy kehittyvdan syddmeen pian alkukehityksensa jalkeen
(Gilbert 2003: 500). Sydan on sikibn ensimmainen toimiva elin, jonka lyénnit voidaan
havaita jo 22 péaivan ikaisessa sikidssa. Verisuonisto puolestaan on ensimmainen toi-
minnallinen yksikkd (Sariola ym. 2003: 260). (ks. kuva 5)

ruskuaispussin  mesenkyymisoluja verisaareke hematopoeettinen solu
endodermi endoteelisolu

Kuva 4. Vaskulogeneesissd mesenkyymisolut erilaistuvat ensin hemangioblasteiksi, jotka
muodostavat verisaarekkeita. Verisaarekkeista muodostuvat hematopoeettiset solut ja en-
doteelisolut. Endoteelisolujen yhdistyessda muodostuu primitiivinen hiussuonten verkosto.
(Sariola ym. 2003)

Sikibn verisuonisto toimii hyvin eri tavalla kuin aikuisen yksilén. Sen tehtava on huoleh-
tia kaikesta kuljetuksesta (happi, ravinteet, kuona-aineet) sikion elimistossa. Naméa
toiminnalliset vaatimukset ohjaavat pitkélti kehittyvan verisuoniston muodostusta ja
rakennetta. (Gilbert 2003: 500.) Verisuonisto kasvaa, kehittyy ja muokkaantuu useita
kertoja sikion kehityksen aikana eri elinten muodostuessa (Sariola ym. 2003: 262; Un-
sicker & Krieglstein 2006: 910).

Primitiivistd verisuonten muodostusta mesenkymaalisesta esisolukosta kutsutaan vas-
kulogeneesiksi. Vaskulogeneesi alkaa kolmannella kehitysviikolla ruskuaispussissa ja
jatkuu sikiossa pitkélle raskauden puoleen véliin. (Sariola ym. 2003: 261.) Vaskulo-
geneesista voidaan erottaa kolme vaihetta; ensimmaisessa vaiheessa hemangioblastit
kehittyvat ja muodostavat verisaarekkeita seké erilaistuvat angioblasteiksi ja hemato-
poieettisiksi soluiksi. Toisessa vaiheessa angioblastit erilaistuvat endoteelisoluiksi ja

kolmannessa vaiheessa ndma muodostavat putkimaisia rakenteita ja primitiivinen ve-



risuonisto kehittyy. (Gilbert 2003: 501.) Vaskulogeneesi voidaan myo6s jakaa kahteen
erilliseen tapahtumaan; niin sanottuun sikion ulkoiseen vaskulogeneesiin, jolla tarkoite-
taan suonten muodostusta ruskuaispussin verisaarekkeista, seka sikion siséiseen vas-
kulogeneesiin, jossa suonia muodostuu sikion mesodermista eri elinten ymparilla usein
elimen itsensé indusoimana (Gilbert 2003: 503). Valtaosa suurista verisuonista kehittyy
vaskulogeneettisesti (Sariola ym. 2003: 261).

C. 4. viikko

oikean- ja vasemmanpuoleiset kiduskaaren
kardinaalilaskimot valtimot

selkaaortta

ruskuaispussin
laskimo

ruskuaispussin
valtimo

napalaskimo

napavaltimot

Kuva 5. Neljan viikon ikaiselle sikiolle on jo kehittynyt yhtendinen sydanputki seka alkeellinen
valtimo- ja laskimojarjestelma. Seka sydan etta verenkiertojarjestelmé ovat jo toiminnassa
(Sariola ym. 2003: 268).

Primitiivisen verisuoniston muodostuttua vaskulogeneettisesti alkaa suonten muodos-
tus myds angiogeneesin avulla. Angiogeneesilla tarkoitetaan suonten muodostusta jo
olemassa olevista suonista joko endoteelisoluihin muodostuvasta silmusta tai juostees-
ta. (Sariola ym. 2003: 261; Gilbert 2003: 503.) Kudosten regeneroituessa seka haavo-
jen parantuessa verisuonet muodostuvat paaasiassa angiogeneettisesti ja silla on rat-
kaiseva merkitys sydpakasvainten kehittymisessa (Sariola ym. 2003: 261). An-
giogeneesissd muodostuvat my@s valtimot ja laskimot kahdesta erilaisesta endotee-
lisolutyypista. Valtimoiden esiasteiden endoteelisoluissa ilmentyy solukalvolla efriini-

B2-molekyylejd, kun taas laskimoiden esiasteiden solukalvoilla taman molekyylin re-



septoreita, EphB4 tyrosiini kinaaseja. (Sariola ym. 2003: 262; Wang ym. 1998.) (ks.
kuva 6) Efriini-B2 saatelee myos pienten kapillaarien yhdistymisté ja estéé valtimoiden
ja laskimoiden yhdistymisen suurien verisuonten kohdalla (Sariola ym. 2003: 262). Ef-
riini-B2 poistogeenisilla hiirilla vaskulogeneesi etenee normaalisti, mutta angiogeneesia
ei tapahdu lainkaan (Sariola ym. 2003: 262; Gilbert 2003: 504). Valtimoiden ja laski-
moiden erottumiseen seka siihen, mista kapillaareista jaa kapillaareja vaikuttavat myos
veren virtausnopeus ja paine eli hemodynaamiset tekijat (Sariola ym. 2003: 261). Val-
timoiden ja laskimoiden kehittyessa suonten seinamiin muodostuu siledlihassolukkoa
ymparoivasta mesenkyymista yksi tai useampi kerros riippuen suonen koosta. Pienissa
kapillaarisuonissa ei téllaista lihassolukkoa ole ymparilla, vaan niiden seinamat muo-

dostuvat pelkastaan endoteelisoluista. (Unsicker & Krieglstein 2006: 909.)

valtimo T laskimo

valtimoiden laskimoiden
endoteelisolut endoteelisolut |
estetty sallittu
efriini-B2— ja EphB4—interaktio yhtyminen yhtyminen

Kuva 6. Valtimoiden ja laskimoiden muodostukseen vaikuttavat muun muassa Efriini-B2 ja sen
reseptori EphB4. Efriini-B2 ilmentyy valtimoiden esiasteiden seindmissa ja EphB4 laskimoi-
den endoteelisoluissa. (Sariola ym. 2003: 262)

2.3 Verisuonten muodostumiseen vaikuttavat tekijat

Vaskulogeneesiin ja angiogeneesiin vaikuttavat useat eri kasvutekijat, niiden reseptorit
seka transkriptiotekijat (ks. kuva 7), joiden toiminta on tarkoin saadeltyd. Osa niista
indusoi suonten kasvua tai muita suonen muodostukseen vaikuttavia tekijoitd ja osa
toimii inhibiittoreina. Kolme térkeinta kasvutekijaa ovat fibroblastikasvutekija-2 FGF2,
basic fibroblast growth factor, mik& kuuluu laajaan fibroblastikasvutekijdiden perhee-
seen (FGF), vascular endothelial growth factor (VEGF), jonka proteiiniperheeseen kuu-
luu ainakin seitseman eri proteiinia (VEGF, PIGF, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-



E ja VEGF-F), sek& angiopoietiinit Angl, Ang2 ja Ang4. (Gilbert 2003: 503; Sariola ym.
2003: 262; Unsicker & Krieglstein 2006: 911-915.)

FGF:t osallistuvat lahes kaikkien kudosten kehitykseen seké fysiologisiin prosesseihin
nisékkaiden sikidissa ja ne sdatelevat muun muassa solujen lisaantymista, liikkumista
ja erilaistumista (Unsicker & Krieglstein 2006: 722). Suonten muodostuksessa FGF2
saatelee muun muassa hemangioblastien kehittymista mesodermisté ja ilman sen las-
naoloa ei muodostu verisaarekkeita eivatka endoteeliset solut erilaistu (Gilbert 2003:
503). Se saa aikaan myds VEGF:n reseptorin VEGFR-2:n ilmentymisen lisdantymisen,
mika edesauttaa vaskulogeneesin tarkeimman kasvutekijan VEGF:n toimintaa. (Goldie
ym. 2008.) VEGF ja sen reseptorit ovat tarkeimpia tekijoitd seka vaskulogeneesin etta
angiogeneesin saatelyssa (Unsicker & Krieglstein 2006: 912,914). VEGF séaéatelee an-
gioblastien erilaistumista ja jakautumista seka primadarisen verisuoniston muodostusta
(Gilbert 2003: 503), mutta VEGF:n on myds osoitettu sdatelevdn muun muassa elinten
verisuoniston kehitystd sekd& suonten muodostusta hermostoputkeen (Unsicker &
Krieglstein 2006: 914). VEGF-poistogeenisten tai sen paareseptorin VEGFR-2-
poistogeenisten hiirien sikiot eivat selvid hengissa, silla niiden ruskuaispussiin ei muo-
dostu verisaarekkeita (Gilbert 2003: 503; Sariola ym. 2003: 262). Pienikin muutos, jopa
yhden eméksen pistemutaatio VEGF:ss&, voi aiheuttaa sikion kuoleman (Unsicker &
Krieglstein 2006: 913). Toisen reseptorin, VEGFR-1:n puuttuessa muodostuu verisaa-
rekkeita ja endoteelisoluja, mutta ne eivat pysty muodostamaan suonia (Gilbert 2003:
503) tai suonet ovat laajentuneita johtuen endoteelisten solujen liikakasvusta. VEGF
kasvutekijan aktiivisuuteen vaikuttavat molemmat sen reseptorit; VEGFR-2 saételee
endoteelisolujen toimintaa, muun muassa proliferoitumista ja liikkumista ja VEGFR-1
toimii joko aktivaattorina tai inhibiittorina vaskulogeneesille. (Unsicker & Krieglstein
2006: 913.) Neuropilin (Nrp) reseptori toimii myos yhteistydéssd VEGFR-2:n kanssa ja
tehostaa VEGF:n toimintaa. Kolmas kasvutekijaryhma angiopoietiinit sdéatelee endotee-
lisolujen ja perisyyttien eli verisuonten sileiden lihassolujen keskinaista vuorovaikutus-
ta. Angiopoietiinien tai niiden reseptoreiden mutaatiot aiheuttavat suonien epamuodos-

tusta tai perisyyttien puuttumista niiden ymparilta. (Gilbert 2003: 503.)
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Kuva 7. Vaskulogeneesiin ja angiogeneesiin vaikuttavia kasvutekijoitd, niiden reseptoreita ja
tehtavia. (Charnock-Jones ym. 2004)

Valtimoiden ja laskimoiden erilaistumiseen vaikuttavat hemodynaamisten tekijoiden
ohella useat geenit, joista osa on reseptori-ligandi systeemeja, kuten edella mainitut
endoteelisolujen solukalvolla sijaitsevat efiriini-B2 ja sen reseptori EphB4 ja osa tran-
skriptionaalisia saatelijoitd. Useiden eri ligandien (muun muassa VEGF:n) kanssa toi-
mivia reseptoreita ovat Nrp-1 ja Nrp-2, joista Nrp-1 ilmentyy ensisijaisesti valtimoissa ja
Nrp-2 vastaavasti laskimoissa. (Unsicker & Krieglstein 2006: 916; Gu ym. 2003.) Nrp-1
poistogeenisten hiirten on todettu kuolevan sikidaikana valilla E12,5 ja E13,5 ve-
risuoniston epanormaalin muodostuksen takia, ja molempien neuropilin reseptoreiden
puuttuessa sikiot kuolevat jo E8,5 ikaising, silla niille ei muodostu toimivaa verisuonis-
toa (Goldie ym. 2008). Notch-signaloinnilla seka Heyl ja Hey2 geeneilla nayttaisi myos
olevan omat roolinsa suonien erilaistumisessa. Tutkimuksissa on osoitettu ettd Notchl
poistogeenisilla hiirilla ei ilmene valtimoiden efiriini-B2 ligandia eik& Nrp-1 reseptoria ja
Heyl sekd Hey2 poistogeenisilla hiirilla valtimoiden erilaistuminen on heikentynytta.
(Unsicker & Krieglstein 2006: 916.)

2.4 Veri- ja imusuonijarjestelma

Verisuoniverkoston tehtava elimistdssa on kuljettaa kaikkialle elimistoon ravinteita ja

happea seké erilaisia proteiineja, muun muassa hormoneja. Sikidaikana sen on myods
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huolehdittava kuona-aineiden poistosta ennen kuin niistd huolehtivat elimet kehittyvéat
(munuaiset, keuhkot). Imusuonijarjestelman tarkeimpia tehtavid on kuljettaa veresta
muualle elimistoon diffundoituva plasma ja sen mukana kulkeutuneet solut ja valkuais-
aineet imusolmukkeiden kautta takaisin verenkiertoon. Imusolmukkeet muodostuvat
imusoluista eli lymfosyyteista ja niissa nesteesté suodattuvat pois ylimaéaraiset epapuh-
taudet ennen kuin imuneste eli lymfa kulkeutuu imusuonia pitkin ja laskee takaisin ve-
renkiertoon vasemman vena subclavian ja vena jugularis internan haarautumakohtaan.
(Sariola ym. 2003: 266; Alitalo ym. 2005.) Imusuonijarjestelma on tarkea osa elimiston
immuunipuolustusta ja se huolehtii myds elimiston nestetasapainosta yhdessa ve-
risuoniston ja munuaisten kanssa. Imusuonistoa on lahes kaikkialla elimistdéssa lukuun
ottamatta keskushermostoa, luuydinta ja sydankudosta. (Alitalo ym. 2005.) Kapillaaris-
ten imusuonten seindmat ovat ohuita ja muodostuvat vain endoteelisista soluista, kun

taas suurempien imusuonten seinamien ymparilla on siledlihassolukkoa.

Imusuonten kehitysta kutsutaan lymfangiogeneesiksi ja siitd on olemassa useita erilai-
sia teorioita, joista vanhimpien mukaan imusuonet erilaistuvat joko sikion laskimoista
angiogeneesin kaltaisesti tai toisen teorian mukaan vaskulogeneettisesti sikion mesen-
kymaalisesta solukosta. Kolmannen teorian mukaan imusuonisto kehittyy molemmilla
tavoilla. (Sariola ym. 2003: 266; Alitalo ym. 2005.) Uusimpien tutkimusten valossa
(Francois ym. 2012) nayttaisi silta etta Florence Sabinin yli sata vuotta sitten esittama
hypoteesi pitda paikkansa (Sariola ym. 2003: 266; Alitalo ym. 2005; Unsicker & Kriegl-
stein 2006: 915). Sabinin (1902) sek&d Francois ym. (2012) mukaan primaariset lymfa-
pussit eli imusuonten esiasteet kehittyvat sikidaikana paalaskimon (cardinal vein) endo-
teelisolukosta angiogeneettisesti. Francois ym. (2012) osoittivat ettd osa laskimon en-
doteelisolukosta erilaistuu uudestaan muodostaen imusuonten endoteelisolukkoa. So-
lut kulkeutuvat ensin poispdain laskimoista keraantyakseen uudestaan muodostaen
imusuonten esiasteita. He eivat pystyneet kuitenkaan todistamaan teoriaansa aukotto-
masti. Imusuoniston kehitys alkaa sikidlla kuudennella kehitysviikolla primaaristen lym-
fapussien muodostuksella ja imusuonisto levidd naista kaikkialle elimistéén muodosta-
en lukemattomia kapillaareja, joista muodostuu my6s isompia suonia sekad lopulta

myds rintatiehyet (thoracic duct) (Sariola ym. 2003: 266; Alitalo ym. 2005).
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2.5 Imusuonten muodostukseen vaikuttavat tekijat

Imusuonten muodostukseen eli lymfangiogeneesiin vaikuttavia tekijoita ovat kasvuteki-
jat VEGF-C ja VEGF-D, niiden reseptorit VEGFR-3 ja Nrp-2, kasvutekijat Ang-1 ja Ang-
2, niiden reseptorit Tiel ja Tie2, FGF2, verihiutaleperdinen kasvutekija (PDGF-B) seka
hepatosyyttikasvutekija (HGF). Naiden kasvutekijoiden liséaksi imusuonten erilaistumis-
ta saatelevat transkriptiotekijat Prox1 seka FOXC2. (Sariola ym. 2003: 266; Alitalo ym.
2005; Unsicker & Krieglstein 2006: 914.) Imusuonten erilaistumista kapillaareiksi tai
suuremmiksi imusuoniksi eli imusuonirungoiksi sdatelevat efriini-B2 ja sen reseptorit
(Alitalo ym. 2005). Imusuonten endoteelissa ilmentyvat myds hyaluronaanireseptori
LYVE-1 (lymphatic vessel hyaluronan receptor-1) ja musiini-tyyppinen transmembraa-
ninen glykoproteiini Podoplanin. (Unsicker & Krieglstein 2006: 914.) Myds kasvutekija
VEGF-A (VEGF) ja sen reseptori VEGFR-2 vaikuttavat imusuonten muodostukseen
ainakin sekundaarisesti saatelemalla suonten seinamien lapaisevyytta ja aktivoimalla
VEGF-C:ta ja VEGF-D:té tuottavia soluja (Alitalo ym. 2005). Liséksi angiopoietiinit Ang-
1 ja Ang-2 seké niiden reseptorit Tie-1 ja Tie-2 vaikuttavat imusuonten kehitykseen
(Unsicker & Krieglstein 2006: 915; Alitalo ym. 2005). (ks. kuva 8)
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Kuva 8. Lymfangiogeneesiin vaikuttavia tekijoitéa (Cao 2005).

Imusuonten muodostuminen on osoittautunut monimutkaisemmaksi tapahtumaksi kuin
mitd aiemmin luultiin. Kasvutekijoiden VEGF-C ja VEGF-D on osoitettu indusoivan
imusuonten kehitystd endoteelisoluista yhdessa Nrp-2 ja VEGFR-3 reseptoreiden
kanssa. (Unsicker & Krieglstein 2006: 914; Alitalo ym. 2005.) N&iden p&atekijoiden
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lisdksi imusuonten muodostumiseen ja erilaistumiseen vaikuttavat useat kompleksiset
signalointisysteemit eri reseptoreiden, kasvutekijoiden ja transkriptiotekijoiden valilla.
Poistogeenisilla hiirilla tehtyjen kokeiden avulla on pystytty osoittamaan, ettad lahes
mink& tahansa naiden tekijoiden puuttuminen aiheuttaa vakavia kehityshairigita sikion
imusuonten muodostuksessa ja voi johtaa sikion kuolemaan. Esimerkiksi VEGF-C ja
Prox1 poistogeenisille hiirille ei kehity lainkaan imusuonistoa ja Nrp-2 poistogeenisilla
hiirilla se kehittyy puutteellisesti. (Alitalo ym. 2005.) Mutaatiot imusuonten kehitykseen
ja muodostukseen liittyvissa geeneissa johtavat useimmiten imusuonten puutteelliseen
kehitykseen ja voivat aiheuttaa lymfedeemaa eli imunesteen keraytymisesta johtuvaa
turvotusta (Sariola ym. 2003: 266).

3 Hiiret tutkimuksen malliorganismeina

3.1 Hiiren sikionkehitys

Hiiren sikionkehitys on paaosin hyvin samankaltainen kuin ihmisella ja muillakin nisak-
kailla. Siina on erotettavissa samat sikionkehityksen vaiheet. Hiirella sikionkehitys ta-
pahtuu vain huomattavasti nopeammin kuin ihmisella: Ihmisen sikidnkehitys kestaa
normaalisti noin 38 viikkoa, kun hiirellda vastaava aika on 19 vuorokautta. Kuvassa 9

nahdaan hiiren eri kehitysvaiheita EO,5 ikdisesta alkiosta E13,5 ikaiseen sikidon.



14

Kuva 9. Hiiren sikiénkehitys E0,5-E13,5 (Zhang 2012).

Ihmissikiolla ensimmainen vaihe eli blastogeneesi, jonka aikana hedelmdittyneesta
munasolusta muodostuu blastokysti ja se kay lapi implantaation ja gastrulaation, kes-
ta& neljannelle viikolle. Hiirella gastrulaatio on valmis E7,5 ikaisella sikiolla, ja jo seu-
raavan vuorokauden aikana seuraava vaihe eli varhainen organogeneesi alkaa (Kauf-
man & Bard 1999: 33). Ihmissikidlla elinten muodostus eli organogeneesi alkaa neljan-
nella viikolla ja kestda yhdeksannelle viikolle, jonka jalkeen siki® kasvaa ja kehittyy
toiminnallisesti. Hiiren elimet ja kudokset ovat paaosin kehittyneet sikion ollessa 17,5
vuorokautta, mutta kaikkein nopeinta kehitys on 9 - 12,5 vuorokauden ikaisilla sikioilla
(Kaufman & Bard 1999: 33).

Verisuonten muodostus eli vaskulogeneesi hiirilld alkaa jo ennen gastrulaation paatty-
mista. Jo E6,5 ikaisilla sikidilla voidaan erottaa verisaarekkeita ja angioblasteja rusku-
aispussissa, missd my6s ensimmaiset hematopoieettiset solut muodostuvat (E7,0), kun
taas sikibn sisainen vaskulogeneesi alkaa E7,3 ikdisena. (Drake & Fleming 2000;
Kaufman & Bard 1999: 26.) Draken ja Flemingin (2000) mukaan dorsaalinen aortta
voidaan myos havaita jo E7,6 siki6illa. Heidan tutkimuksensa mukaan hiirten vaskulo-

geneesi on aktiivisimmillaan E7,0 - E7,8 sikidilla. Siséisen ja ulkoisen primitiivisen ve-
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risuoniston yhdistyminen toisiinsa tapahtuu yleensd E8,0 - E8,5 sikidilla, jolloin sikion
verisuonisto on kehittynyt primitiiviseen muotoonsa ja on valmis toimimaan. (Drake &
Fleming 2000; Kaufman & Bard 1999: 38.) Talloin voidaan erottaa ensimmaiset primi-
tilviset punasolut sikion verenkierrossa (Kaufman & Bard 1999: 38). Samaan aikaan
(E8,0) voidaan myf6s havaita primitiivisen sydamen muodostuminen ja ensimmaiset
epasaanndlliset syddmen sykkeet havaitaan vain puoli vuorokautta myéhemmin (E8,5)
(Kaufman & Bard 1999: 38). Sydan ja verenkierto ovat hiirella kuten ihmisellakin en-

simmainen toimiva elin ja toiminnallinen yksikkao.

Imusuoniston muodostumisesta voidaan havaita ensimmaiset merkit E9,5 ikaisilla siki-
6illa, joiden laskimon (cardinal vein) endoteelisoluissa ilimennetaan LYVE-1 reseptoria,
mika liittyy imusuonien kehitykseen. E10,5 ikaisilla sikidilla voidaan havaita imusuonten
esiasteita ja lymfaattiset endoteelisolut (engl. lymphatic endothelial cell) iimentavat
VEGF-C:té ja sen reseptoria VEGFR-3:sta. (Kreuger ym. 2006.)

Hiirien suonten muodostukseen vaikuttavat pddosin samat kasvutekijat ja transkrip-
tiotekijat sekd niiden reseptorit kuin ihmisellakin. Valtaosa siita tiedosta, mitk& tekijat
vaikuttavat ihmisen veri- ja imusuoniston kehitykseen, on saatu kayttamalla eri eldin-
malleja. Hiiri on kaytetyista elainmalleista yleisin johtuen hiiren ja ihmisen geenien ja
sikionkehityksen samankaltaisuudesta (Sariola ym. 2003: 98; Slack 2001: 91-92).

3.2 Geenimuuntelu tutkimuskaytossa

Eri elainmallien ja muuntogeenisten eldinten kayttd tutkimuksessa on lisdantynyt huo-
mattavasti erilaisten tekniikoiden kehityttya, ja niiden kayttdé onkin yksi tarkeimpia ny-
kyisen biola&ketieteen menetelmié. Eri lajien rakenteellisista ja toiminnallisista eroista
huolimatta perusmekanismit kehityksessa sekd kehityksen geneettinen saately ovat
samanlaisia. Viime vuosikymmenien aikana on sikionkehityksesta ja siihen liittyvista
hairidistd saatu valtava ma&ara tietoa erityisesti hiirien tutkimisen avulla. (Sariola ym.
2003: 107, 112.) Muuntogeenisten organismien avulla voidaan tutkia erilaisten sairauk-
sien ja kehityshairididen syntymekanismeja ja syita kayttdmalla organismia tautimallina,
ja yrittdd naiden pohjalta kehittda parannus- tai hoitokeinoja. Kayttamalla kudosspesifi-
sid geenien saatelyelementtejd voidaan siirtogeenien ilmentyminen suunnata valikoi-
den johonkin kudokseen. Tama mahdollistaa kudosspesifisten tautimallien kuten eri-

laisten syOpien mallien kehittdmisen. Varsinkin jyrsijoiden kaytt6 tallaisina tautimalleina
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on yleistd. Lisaksi muuntogeenisten organismien avulla on mahdollista saada arvokas-
ta tietoa eri geenien toiminnasta ja vaikutuksista fysiologisissa olosuhteissa ja yksilon-
kehityksen aikana (Sariola ym. 2003: 115). Siirtogeenisten eldinten avulla on myos
pyritty tuottamaan esimerkiksi ladke- tai vasta-aineita elaimen vereen tai maitoon, josta

se on mahdollista eristaa.

Geenimuuntelun menetelmia ovat muun muassa geenin kloonaaminen, geenin siirto
organismiin ja geenin poisto tai hilientdminen. Geeni voidaan siirtda organismiin muun
muassa transfektion, morula aggrigaation, retrovirusten tai mikroinjektion avulla, joista
mikroinjektio on yleisin tapa siirtogeenisilla elaimilla. Siina haluttu geeni ruiskutetaan
suoraan hedelmoittyneen munasolun tumaan mikroinjektiolla. (Gilbert 2003: 99-100;
Slack 2001: 55.) Transfektiota kaytettdessa hiiren sikion kantasoluja (ES) inkuboidaan
liuoksessa mika sisaltda haluttua geenid sisaltdvaa vektoria. Transfektoituneet solut
valikoidaan esimerkiksi antibioottiresistanssin perusteella, jonka jalkeen néaita soluja
injektoidaan hedelmoittyneeseen munasoluun ja saadaan aikaiseksi niin sanottu ki-
meerinen hiiri, jonka kaikki solut sisaltavat halutun geenin. (Gilbert 2003: 100-101.)
Retrovirusten kaytto siirtogeenisia hiiria tuotettaessa on hankalaa, silla hiiren immuno-
loginen jarjestelma on hyvin kehittynyt (Sariola ym. 2003: 112). Poistogeenisia or-
ganismeja saadaan aikaan aiheuttamalla haluttuun tai sattumanvaraiseen kohtaan
geenia mutaatio korvaamalla osa alkuperdaista geenia tai koko geeni halutulla DNA:lla
(Sariola ym. 2003: 115; Slack 2001: 56; Gilbert 2003: 100). Geenien toiminta voidaan
myds hiljentdd kayttamalla esimerkiksi antisense RNA:ta tai RNA interferenssia (RNAI)
(ks. kuva 10) (Sariola ym. 2003: 118-119; Gilbert 2003:101; Slack 2001: 56-57).
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Kuva 10. RNAi-menetelm&. Soluun viedaan lyhyitd kaksijuosteisia RNA molekyylejaa (siRNA),
mitkd sitoutuvat kohdegeenin lahetti-RNA:han (A). RNAi-koneiston entsyymit pilkkovat 1a-
hetti-RNA:n niisté kohdista, joihin siRNA on liittynyt (B). (Sariola ym. 2003.)

3.2.1 Siirtogeeniset hiiret

Siirtogeenisten elainten avulla tutkitaan useimmiten geenin vaikutusta kun sitéa ilmenne-
taan normaalista poikkeavassa kudoksessa tai sen ilmentymismaard on poikkeukselli-
sen suuri (Sariola ym. 2003: 116). Hiiri on yleisimmin tutkimuksessa kaytetty siirtogee-
ninen organismi. Ensimmaiset mikroinjektion avulla tuotetut siirtogeeniset hiiret syntyi-
vat 1980. Siirtogeenisia hiiria kaytetaan perustutkimuksessa tutkittaessa eri geenien
toimintaa ja saatelyd muun muassa sikidnkehityksen aikana. Ne ovat myos erinomaisia
tautimalleja esimerkiksi syovan tutkimuksessa, silla niiden avulla voidaan tutkia tautien
syntymekanismeja, levidmista ja kehittdd niiden hoitomuotoja. Tautimalleilla voidaan
my0s ladkekehittelyn liséksi tutkia jo olemassa olevien ladkkeiden sivuvaikutuksia. Siir-
togeenisten hiirien avulla on mahdollista kehittda ja tutkia myos erilaisia geeniterapian

menetelmia.

Siirtogeeniset eli transgeeniset hiiret tehddan useimmiten mikroinjektoimalla haluttua

genomista DNA:ta suoraan hedelmdittyneen munasolun esitumaan. (Sariola ym. 2003:
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116; Slack 2001: 149.) Hedelméittyneitd munasoluja kerataan hiiren munajohtimesta,
mink& jalkeen niihin injektoidaan haluttua rekombinanttitekniikalla tuotettua DNA:ta.
Injektoidut munasolut implantoidaan takaisin hiiren munatorveen tai kohtuun. (ks. kuva
11) Vieras DNA integroituu sattumanvaraisesti hiiren genomiin (Sariola ym. 2003: 116;
Slack 2001: 149), jolloin tuloksena saadaan heterotsygootteja jalkelaisia, joiden kaikis-
sa soluissa on geenimuunnos. Téallainen heterotsygootti risteytetaan villityypin kanssa
ja syntyneet poikaset genotyypataan PCR:n avulla. Syntyneista poikasista valitaan
heterotsygoottiset yksilot, joista saadaan luotua haluttua geenia ilmentéva hiirikanta.
(Sipila 2012.)



hedelméittynyt munasolu

DNA:n mikroinjektio
toiseen esitumaan

siirrettava geeni

siirtogeeni yhtyy
munasolun genomiin

N

ei siirtogeenia 1 kopio monta kopiota
3 genomissa genomissa
munasolujen siirto
kantajanaaraaseen
@

kantajanaaras

\
jalkelaiset (FO)
DNA-analyysi
i . siirtogeenin lasnaolo jalkelaisten
hormaall geen = = = genomissa todetaan eri
detektiomenetelmin
siirtogeeni =) —
ei siirtogeenia 1 kopio monta kopiota
genomissa genomissa

Kuva 11. Siirtogeenisten hiirien teko mikroinjektoimalla (Sariola ym. 2003).
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3.2.2 Poistogeeniset hiiret

Poistogeeninen hiiri (engl. knockout) saadaan aikaan kuten siirtogeeninenkin, mutta
siind uuden DNA:n lisddmisen sijaan villityypin alleeli korvataan mutatoidulla alleelilla,
joka aikaansaa geenin hiljentamisen (Gilbert 2003: 100). Hiiren perimésta tuhotaan
nain haluttu geeni tai sen toiminnallinen osa, jolloin kyseisen geenin tuottamaa proteii-
nia ei synny tai proteiini ei ole toiminnaltaan normaali. Hiirtd, jonka yksittédinen geeni on
taysin inaktivoitu, kutsutaan poistogeeniseksi. Taman lisdksi voidaan geeniin aiheuttaa
niin sanottuja pistemutaatioita, jolloin geenituotteen toiminta muuttuu. (Sariola ym.
2003: 120.) Poistogeenisen hiiren teko perustuu alkion kantasoluviljelmiin ja homolgi-
seen rekombinaatioon, jonka avulla geenimuunnos voidaan kohdistaa haluttuun koh-
taan perimaa. Talléin puhutaan kohdennetusta mutageneesistd. Homologista rekombi-
naatiota tapahtuu normaalisti meioosin aikana vastinkromosomien valilla, jolloin kaksi
samaa emasjarjestysta sisdltavaa DNA-rihmaa pariutuu ja juosteet vaihtuvat. (Sariola
ym. 2003: 120-121; Slack 2001: 153; Sipila 2012.) Tata luonnollista koneistoa kayte-
taan hyodyksi, jotta saadaan vietyd mutatoitu geeni osaksi alkion perimaa (Sariola ym.
2003: 121). Kohdennetun mutageneesin lisaksi kaytetdaan sattumanvaraista muta-
geneesia haluttaessa tutkia geeneja, joiden vaikutusta kehitykseen ei viela tunneta
tarkasti. Talléin mutaatio voidaan aiheuttaa esimerkiksi kemiallisesti. (Sariola ym. 2003:
122))
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blastokysti-injektio morula-aggregaatio

alkion kantasolut alkion kantasolut morulavaiheinen

! alkio

J

sisasolumassa

blastokysti

Kuva 12. Muunneltuja alkion kantasoluja voidaan siirtdé osaksi kehittyvaa hiiren alkiota kahdel-
la menetelmdlld; 1) blastokysti-injektiolla, jolloin kantasoluja ruiskutetaan mikroinjek-
tioneulalla blastokystivaineen alkion sisaan, seka 2) Morula-aggregaatiolla, missa rykelméa
kantasoluja laitetaan morulavaiheisen alkion viereen pieneen kuoppaan, jolloin kantasolut
aggregoituvat osaksi alkiota. (Sariola ym. 2003.)

Tehtdessa poistogeenisia hiirid tarvitaan ensin poistettavan geenin sisaltdva klooni,
josta kloonataan targetointikonstrukti, joka tuhoaa geenin ja mahdollistaa kaksoisselek-
tion (Sipila 2012). Kaksoisselektiolla rikastetaan ES-soluista ne, joissa haluttu geeni on
hiliennetty. Téllaisia targetoituja mutaatioita ja geeni trappeja on mahdollista tilata in-
ternetin valityksellda kantasolupankeista. Hiiren alkion kantasolut transfektoidaan DNA-
konstruktilla, jonka jéalkeen valikoidaan transfektoituneet solut niin sanotun markkerin
avulla. Taman jalkeen nama heterotsygoottiset solut joko injektoidaan blastokystivai-
heessa olevaan munasoluun, mika siirretaén hiiren kohtuun, tai ne aggregoidaan moru-
lavaiheen alkion kanssa (ks. kuva 12). (Sariola ym. 2003: 121; Sipila 2012.) Syntyneet
hiiret ovat kimeereja eli niiden jokaisessa solussa on oman periman liséksi haluttu mu-

taatio. Tallainen kimeerinen hiiri paritetaan villityypin hiiren kanssa, jolloin syntyy hete-
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rotsygoottisia jalkelaisid. Kun heterotsygootteja risteytetdadn keskenaan, poikueesta
noin 25 % on poistogeenisia hiiria (ks. kuva 13). (Sipila 2012; Slack 2001: 154.)
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Kuva 13. Poistogeenisen hiirikannan tekeminen (kohdennettu mutageneesi) (Sariola ym. 2003).

Perinteisten poistogeenimallien ongelmana on se, etta poistettava/hiljennettava geeni

inaktivoituu kaikissa kudoksissa ja soluissa, jolloin se voi johtaa hiiren kuolemaan jo



23

sikidaikana. Tama vaikeuttaa geenien toiminnan tutkimista ja sen vuoksi on kehitelty
erilaisia konditionaalisia tai kudosspesifisia poistogeenihiiria (Sipila 2012). Tamé voi-
daan toteuttaa esimerkiksi Cre-rekombinaation avulla, jolloin on mahdollista rajoittaa
geenin hiljentdminen tiettyihin soluihin tai kudoksiin, aktivoida geeneja vasta halutussa
iAssa, aiheuttaa pistemutaatioita, muokata kromosomeja seka tehda indusoitavia pois-
togeenisia hiiria. (Sariola ym. 2003: 122; Sipila 2012.)

4  Geenien ilmentymisen tutkiminen

4.1 Tutkimusmenetelmét

Geenien ilmentymisen paikan ja ajan perusteella voidaan tutkia kyseisten geenien toi-
mintaa (Sariola ym. 2003: 147). Mikali geenia ilmennetdan esimerkiksi vain sikionkehi-
tyksen aikana primaarisessa verisuonistossa, voidaan paatella sen vaikuttavan ve-
risuonten kehitykseen. Geenin toiminnasta voidaan saada tietoa myos tutkimalla sen

iimentamismaaraa tietyssa kehitysvaiheessa.

Geenin ilmentymisen paikkaa ja maardd voidaan tutkia muun muassa Northern-
hybridisaation, RNA:n in situ —hybridisaation, kvantitatiivisella, reaaliaikaisella polyme-
raasiketjureaktion (RT gPCR) ja mikrosirutekniikan avulla. Nailla menetelmilla pysty-
taan paikantamaan lahetti-RNA soluista tai tutkimaan sen maaraa. Geenituotteiden eli
proteiinien paikkaa ja maaréa voidaan tutkia Western blotting-menetelmalld, vasta-
ainevarjayksilla joko immunosytokemiallisesti tai immunohistokemiallisesti, seka mik-

rosirumenetelmilla. (Sariola ym. 2003: 147-152.)

5 VISININ-LIKE1 (VSNL1)

Visinin-like 1 eli VSNL 1-geeni sijaitsee kromosomissa 2p24 (ks. kuva 12) ja se koodaa
VSNL1-proteiinia, mikd tunnetaan myos nimella VILIP-1. VSNL 1-proteiini kuuluu NCS-
perheeseen (Neuronal Calcium sensor) eli hermosolujen kalsium sensoreihin (Braune-
well and Gundelfinger, 1999), silla VSNL1 sitoo kalsiumia ja sen aktiivisuus riippuu
pitkalti kalsiumin lasn&olosta (Braunewell & Klein-Szanto 2009). NCS-perheeseen kuu-
luu kaiken kaikkiaan noin 40 proteiinia, joista viisi kuuluu VSNL-perheeseen; VSNL1,
VSNL2, VSNL3, Hippocalcin ja Neurocalcin- & (Braunewell & Klein-Szanto 2009).
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Kuva 14. VSNL1 geenin sijainti 2p24 kromosomissa.

Aikaisempien tutkimusten mukaan VSNL 1-geenid ilmennetdan runsaasti aivojen her-
mosoluissa, keskushermostossa seka &aareishermostossa. Sitd ilmennetdan myos
muissa elimissa, muun muassa maksassa, munuaisissa, sydamessa ja ihossa etenkin
yksilén kehityksen aikana (Ola 2012: 24-25). VSNL 1-proteiini osallistuu useisiin erilai-
siin tehtaviin elimistéssd. Se muun muassa indusoi tiettyjen solujen erilaistumista, mu-
kauttaa insuliinin eritysta ja vaikuttaa solusyklia sdateleviin geeneihin (Braunewell &
Klein-Szanto 2009). Useissa tutkimuksissa on todettu proteiinin toimivan vuorovaiku-
tuksessa muiden proteiinien ja reseptoreiden kanssa (Ola 2012: 25) ja pystyvan muo-
dostamaan myds eraanlaisen signalointikompleksin muiden proteiinien ja reseptorei-

den kanssa (Chaumont ym. 2008).

VSNL 1 toimii markkerina erilaisissa neurologisissa sairauksissa kuten skitsofreniassa
(Braunewell ym. 2011). Useissa tutkimuksissa myos aivohalvaus ja Alzheimer potilailla
on havaittu korkeita VSNL 1 ilimentamistasoja (Laterza ym. 2006). Syovan tutkimuksis-
sa silla on todettu olevan kahdenlainen vaikutus kasvaimiin toimimalla joko kasvun

estdjana tai onkogeenina (Ola 2012: 26).

5.1 VSNL1:n tehtavat yksilonkehityksessa

VSNL1-geenin toimintaa on tutkittu paljon aikuisilla, etenkin keskushermostoon ja eri-
laisiin neurologisiin sairauksiin liittyen (Ola ym. 2012). Sen rooli yksilonkehityksen aika-
na on kuitenkin jaanyt vahaisemmalle huomiolle, vaikka silla mita ilmeisimmin on mer-
kittava rooli useiden eri elinten kehityksessa sikionkehityksen eri vaiheissa. (ks. kuvat
15 ja 16) Ainoastaan sen osallisuutta munuaisen kehitykseen on tutkittu tarkemmin ja
VSNL1:n on todettu ilmentyvdn munuaisen alkukehitysvaiheissa, muun muassa virtsa-
putken silmun karjessa (Ola 2012: 43). Ola ym. (2012) tutkivat VSNL1:n roolia sikion-
kehityksessa in situ hybridisaation ja immunohistokemian avulla. Heidan mukaansa
VSNL1 geenia ilmennetaan sikionkehityksen aikana muun muassa sydamessa, ve-

risuonistossa, munuaisissa, lisimunuaisissa, ihossa, sylkirauhasissa, makusilmuissa ja
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joissakin korvan osissa. Olan ym. (2012) tutkimus osoitti, ettd VSNL1 geenia voitaisiin
kayttaa hyvana markkerina tutkittaessa sydamen ja verisuoniston kehitysta.

VSNL1-geenin ilmentyminen E10,5 sikiossd. Nuolet osoittavat VSNL1:n ilmentymisen sy-
damessa (A, B) ja Wolffin tiehyessa (C,D) Scale bars: 50 um. h: heart, hb: hindbrain, mb:
midbrain, Md: Mullerian duct, ov: otic vesicle, Wd: Wolffian duct. (Ola ym. 2012)
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Kuva 15. VSNL1-geenin ilmentyminen E13,5 sikiossa. Nuolet osoittavat VSNL1:n ilmentymisen
useissa eri kehittyvissé kudoksissa. Muun muassa aivoissa (B-E), nenan aiheessa (F, G);
kielessa(H-1), sydamessa (J-M), selkaytimen neuroneissa (N, O), lisémunuaisessa (R, S) ja
genitaalialueella (P, Q) Scale bars: 50 ym. ag: adrenal gland, cp: choroid plexus, crp: cere-
belar primordium, dm: diaphragm, gr: genital ridge, icv: inferior cava vein, kd: kidney, lu:
lung, Iv: liver, mb: midbrain, mo: medulla oblongata, nc: neocortex, np: nasal processes, pl:
pleura, pv: pulmonary vein, ra: right atrium, scn: spinal cord neurons, sd: semicircular ducts
of the inner ear, scv: superior cava vein, tg: tongue, vc: ventricular chamber, vv: venous
valve. (Ola ym. 2012).

5.2 Vaikutus angiogeneesiin

VSNL1-geenin on todettu vaikuttavan sydamen kehitykseen sikidaikana, silla se ilmen-
tyy voimakkaasti sydamen aiheessa ja kaikki sydanlihaksen solut, joista myéhemmin
kehittyvat laskimorakenteet, ilmentavat VSNL1:ta (Ola 2012). Ola (2012) havaitsi
VSNL1 geenin ilmentymisen heti gastrulaation jalkeen kudoksissa, joista sydan lahtee
muodostumaan. VSNL1-geeni iimentyy sekéd sydamen kehityksen aikana (ks. kuvat 15
ja 16) ettd aikuisessa sydamessa (Ola 2012: 46—49; Ola ym. 2012). VSNL1-geenin
vaikutusta angiogeneesiin ei ole juurikaan tutkittu, mutta on todennakoisté etta se osal-
listuu myods suonenmuodostukseen silla se ilmentyy niin voimakkaasti kehittyvassa
sydamessa ja erityisesti sydamen kehittyvissa laskimorakenteissa. Ola ym. (2012) kui-
tenkin osoittivat (ks. kuva 17) ettd VSNL1-geenia ilmennetaan voimakkaasti sikionkehi-
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tyksen aikana monissa suurissa suonissa, esimerkiksi ylaonttolaskimoissa (Iscv ja rscv)

ja keuhkolaskimoissa (pv).

Kuva 16. E11,5 sikididen parafiinileikkeille on tehty immunohistokemiallinen varjays (IHC)
VSNL1-vasta-aineella, joka varjaa ruskeaksi ne alueet missa geenia ilmentyy. (Ola ym.
2012)

5.3 VSNL1-poistogeeniset hiiret

VSNL1-poistogeenisten hiirten kanta on kehitetty kohdennetun mutageneesin avulla
siirtAmalla normaalin geenin paikalle LacZ-geeni (Ola 2013). VSNL1-poistogeenisilla
hiirilla huomattiin muutoksia muun muassa suonten muodostuksessa eli angiogenee-
sissa. VSNL1-poistogeenisilla hiirilla on ihonalaista turvotusta (ks. kuva 18) ja veren-
vuotoa ja sikiot kuolevat sikidaikana noin 15 vuorokauden ikdisind. Niiden imusuonet
ovat hyperplastisia ja ne ovat tayttyneet verella. Poikkeava fenotyyppi on nahtéavissa jo
12 paivan ikaisilla sikioilla.
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Vsnl1 +/+ Vsnl1 LacZ/LacZ

Kuva 17. Kuvassa vasemmassa sarakkeessa villityypin E14,5, E13,5 ja E12,5 ikaiset sikitt
seké oikeassa sarakkeessa samanikaiset VSNL1-poistogeeniset sikitt. Poistogeenisilla si-
kidilla on nahtavissa ihonalaisia 6deemia (nuolet).

6 TyOn tausta jatavoitteet

VSNL1-geenin vaikutusta kehityksessa tutkittiin hiirilla poistogeenisten hiirien (VSNL1
knockout) avulla. VSNL1-poistogeenisilla hiirilla on huomattu muutoksia muun muassa
suonten muodostuksessa eli angiogeneesissa, missd VSNL1-geenin vaikutuksesta ei
ole tehty tutkimusta. Muuntuneen fenotyypin taustalla olevista solun sisaisista ja mole-
kylaarisista mekanismeista tarvitaan lisaa tietoa, jotta geenin toimintaa ja vaikutusta

pystytaan ymmartamaan tarkemmin. Molekylaaristen mekanismien tutkimiseksi tassa
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tydssa pyrittin selvittdmaan geenien ilmentymistasojen mahdollinen muutos niiden
geenien osalta, joiden on aikaisemmissa tutkimuksissa todettu vaikuttavan veri- ja
imusuonten kehitykseen. Muutosta pyrittiin havainnollistamaan mittaamalla reaaliaikai-
sen, kvantitatiivisen PCR:n (engl. Real Time gPCR) avulla mRNA:n maaraa ja sita

kautta geenien ilmenemistasoja tutkittavien geenien osalta.

Tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd VSNL1:n vaikutusmekanismi suonten kasvuun
vertailemalla transkriptien ilmentamistd VSNL1-poistogeenisten ja villityypin hiirten va-
lilla kohdegeenien osalta. Tutkimuksessa pyrittiin selventamaan molekylaarisia meka-
nismeja VSNL1-poistogeenisten hiirien ilmiasun taustalla ja tutkimaan valittujen kohde-
geenien mahdollista vaikutusta sikiéiden kuolemiin. Naytteind tutkimuksessa kaytettiin
C57BL/6 hiirten villityypin sikididen ja VSNL1 homotsygoottien poistogeenisten sikioi-

den kudosta.

Kohdegeeneja oli kymmenen; vaskulaariset endoteliaaliset faktorit C ja D (VEGF-C/D),
niiden vastaava reseptorigeeni VEGFR3, Neuropilin 2 (Nrp2), joka vaikuttaa seka veri-
ettd imusuonten kehitykseen, Angiopoietiinit Angl ja Ang2, naiden reseptorit Tiel ja
Tie2, VEGF-A:n proangiogeneettinen reseptori VEGFR2, sekd sVEGFR-2. Naytteiden
sisdista ja keskinaista vaihtelua mRNA:n méaran osalta sekéd RT-gPCR:n tehokkuuden
osalta pyrittiin kontrolloimaan kayttdamalla ns. kalibraattorigeeneind beta aktiinia sek&
TBP:ta (TATA binding protein). Lisaksi mMRNA:n maara VSNL1-geenin osalta analysoi-
tiin sekd RT gPCR:n ettd immunohistokemian avulla, jotta saatiin varmistettua poisto-

geenisyys naytteiden osalta.

6.1 Tavoitteet

- Menetelméan kehittaminen mRNA:n eristdmiseksi sikion kudoksesta.

- Alukkeiden suunnittelu valituille kohdegeeneille kirjallisuuden ja NCBI tietokan-
tojen avulla.

- Real Time gPCR kokeiden suunnittelu niin, ettd saadaan parhaalla mahdollisel-
la tavalla maaritettya mRNA:n ilmentamisen tasot hiiren alkion kudoksista.

- Vertailla mRNA:n ilmentymista kohdegeenien osalta poistogeenisten ja normaa-
lien hiirten valilla Roche The LightCycler® 480 Real-Time PCR System:lla tai

Bio-radin CFX manager 2.0:n avulla.
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7 Materiaalit ja menetelmat

7.1 Hiiret

Tutkimuksessa kaytettiin C57BL/6 hiirten villityypin sikididen ja Vsnll homotsygoottien
poistogeenisten sikididen kudosta. Siki6t olivat ialtdan E11,5 ja E12,5. Niiden ik& maa-
riteltiin hedelmdityksen seurauksena naaraan vaginaan muodostuvan vahatulpan avul-

la; kun vahatulppa nékyy, on raskaus kestanyt 0,5 vuorokautta.

7.1.1 DNA:n eristys

Sikidista otettiin naytepalat hAnnast4, joista eristettiin DNA. Kudos hajotettiin ensin niin
sanotussa lyysauspuskurissa proteinaasi-K:n avulla, jonka jalkeen liuoksen proteiinit
saostettiin suolan avulla, jolloin DNA jai kirkkaaseen faasiin. TAméan jalkeen DNA saos-
tettiin ja pestiin etanolin avulla ja syntynyt DNA-pelletti liuotettiin steriiliin veteen. (ks.
Liite 1)

7.1.2 PCR ja genotyypitys

Polymeraasiketjureaktion eli PCR:n kehitti Kary Mullis, ja hén sai tdméan johdosta No-
bel-palkinnon vuonna 1993. PCR on yksi tarkeimmistd molekyylibiologian menetelmis-
ta. Sen avulla on mahdollista monistaa haluttua geenisekvenssia eksponentiaalisesti.
PCR:a voidaan kayttdd myds muun muassa perinndllisten sairauksien etsimiseen, yksi-
|6iden tunnistamiseen geneettisten sormenjalkien avulla, infektiosairauksien diag-

nosointiin ja geenien kloonaamiseen.

PCR-reaktiossa monistettava DNA eli templaatti DNA denaturoidaan ensin eli sen juos-
teet saadaan erilleen nostamalla lAmpdétila hetkellisesti korkeaksi (noin 94-98 °C). Ta-
man jalkeen lampdtilaa lasketaan noin 45-65 °C alukkeista riippuen, jolloin molempien
juosteiden paihin sitoutuvat spesifiset alukkeet, toinen toisen juosteen 5-p&dhén ja
toinen toisen juosteen 3’-paahan. Lampdtila nostetaan noin 72 °C, jonka jalkeen DNA-
polymeraasi tekee molemmille juosteille uudet vastinjuosteet. Nain alkuperédisesta
templaatista syntyy kaksi kopiota, jotka voivat molemmat toimia taas templaattina uu-
delle synteesireaktiolle. PCR toistetaan yleensa noin 30 syklin ajan, joista jokaisella

syklilla syntyneet templaatit kahdentuvat ja néin saadaan monistettua alkuperéista


http://fi.wikipedia.org/wiki/Molekyylibiologia
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DNA:ta monikertaisesti (ks. kuva 19). Monistettu fragmentti voidaan taman jalkeen
nahda etidiumbromidilla varjatylla agaroosigeelilla. Monistetut DNA-n&ytteet ajetaan
geelielektroforeesilla séhkovirrassa, jolloin negatiivisesti varautuneet DNA-molekyylit
kulkeutuvat positiivista napaa kohden ja fragmentit erottuvat niihin sitoutuneen etidium-
bromidin ansiosta UV-valossa (ks. kuva 20).
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Kuva 18. PCR-reaktiossa toistuvat vaiheet 1) denaturaatio (engl. denaturation), jolloin juosteet
saadaan erilleen, 2) alukkeiden liittyminen (engl. annealing) ja 3) ekstensiovaihe (engl.
elongation tai extension), jolloin DNA polymeraasi tekee uudet vastinjuosteet. Jo neljannen
syklin jalkeen kopioiden maara on 32.

Tassa tydssa naytteille tehtiin genotyypitys PCR-tekniikan avulla. Kullekin naytteelle
tehtiin kaksi erillista PCR-reaktiota, jotta saataisiin selville, mitkd sikitista olivat villi-
tyyppeja (+/+, wt), mitkd heterotsygootteja (+/-, het) ja mitkd homotsygootteja (-/-, ko)
VILIP1- geenin osalta. Toisessa PCR-reaktioissa, "Vilip wt” (ks. Liite 2), kaytettiin aluk-

keita, mitka sitoutuvat villityypin geeniin (VILIP1), kun taas toisessa, "Vilip ko”, alukkei-
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ta, mitk& sitoutuvat poistogeenisen hiiren genomissa olevaan mutatoituun geeniin.
Alukkeiden sekvenssit on lueteltu liitteessa 8. Villityypin siki6illa VILIP1-geeni on mo-
lemmissa alleeleissa normaali ja se muodostaa agaroosigeelilla nakyvan fragmentin
Vilip wt -reaktiossa, mutta ei Vilip ko -reaktiossa. Homotsygooteilla eli VILIP1-
poistogeenisilla sikitilla on mutatoitu geeni molemmissa alleeleissa, ja sen DNA:sta
saadaan agaroosigeelilla nakyva fragmentti Vilip ko -reaktiossa, mutta ei Vilip wt -
reaktiossa. Heterotsygooteilla saadaan nékyvat fragmentit molempien PCR-reaktioiden
tuloksena. (ks. kuva 20) PCR:n tulosten perusteella valittiin kaytettaviksi naytteiksi villi-

tyypin ja VILIP1 poistogeenisia sikidita, joita tutkimuksessa verrattiin keskenaan.

No.ose JiLUP WT 6545 PharmaciaBiotech

Ho.ote N ILAP KO bSsS .\ FharmaciaBiotech

= — —
R Rl - e e e

Kuva 19. Sikididen 638—-646 genotyypitys. Kuvassa kaksi agaroosigeelid, joista ylemmassé
Vilip wt ja alemmassa Vilip ko PCR -reaktion tuotteet on ajettu geelielektroforeesilla. Kuvas-
ta ndhdaan, etté esimerkiksi 642 on villityyppi, 643 hetero ja 644 poistogeeninen. Jokaiseen
PCR -reaktioon laitetaan mukaan niin sanotut positiivinen ja negatiivinen kontrolli, joiden
avulla varmistetaan reaktion toimiminen halutulla tavalla.
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7.2 RNA

7.2.1 RNA:n eristys

Kun geenia ilmennetaan kudoksissa tai soluissa, DNA:n sisaltaméan perinndllisen in-
formaation pohjalta syntetisoidaan ilmennettavalle geenille komplementaarinen RNA-
juoste eli lahetti-RNA (MRNA). Tata kutsutaan transkriptioksi. Transkription jalkeen
lahetti-RNA kuljetetaan solun sytoplasmaan, missa syntetisoidaan proteiini lahetti-
RNA:n mallin mukaan (translaatio). (Sariola ym. 2003: 80-92; Kiinnapuu 2010.) Tutkit-
taessa geenien ilmentymistasoja on kudoksista eristettdva siind esiintyva kokonais-
RNA, joka puhdistetaan ja k&&nnetaan cDNA:ksi, jota syntetisoidaan lahetti-RNA:sta
k&anteistranskriptaasi-entsyymin avulla. Nain syntetisoidun cDNA:n m&ara on verran-
nollinen geenin ilmentymismaaradan: Mita enemman geenia ilmennetaan, sitd enem-
man syntetisoitua cDNA:ta saadaan. CDNA:n maaria voidaan tutkia gPCR:n avulla,

josta saadaan laskettua kudoksissa tai soluissa ilmennettavan geenin maara.

Tassa tutkimuksessa RNA eristettiin E11,5 ja E12,5 hiiren sikioista, joista otettiin nayt-
teiksi ylavartalo kainaloista kaulaan, jolloin my6ds sydén saatiin naytteisiin mukaan.
Naytteiden paino oli noin 50 pg ja ne jaadytettiin valitttmasti -80 "C:een naytteenoton
jalkeen. Genotyypityksen perusteella valitut ndytteet homogenisoitin TRl Reagentin
(Applied Biosystems) avulla ja niista eristettin RNA (ks. Liite 3). Naytteiden RNA-

pitoisuus ja puhtaus mitatiin Nanodropilla (Nanodrop 8000, Thermo Scientific).

7.2.2 RNA:n puhdistus

Eristettya RNA:ta voitaisiin kayttaa myos sellaisenaan cDNA:n synteesiin, mutta jotta
saataisiin mahdollisimman tarkat ja luotettavat tulokset, saatu RNA puhdistettiin DNaa-
sin ja kaupallisen puhdistuskitin avulla. Puhdistuksen tavoitteena on poistaa RNA-
naytteesta mahdolliset kontaminoivat biomolekyylit, kuten DNA, proteiinit, hiilihydraatit

ja lipidit.

DNaasi

DNaasi eli deoksiribonukleaasi on entsyymi, joka pilkkoo DNA:ta hydrolyyttisesti. Inku-

boimallal0 pg naytteitd DNase | -entsyymin (Invitrogen) ja sen puskurin kanssa vesi-
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liuoksessa, saatiin jaljelle jaanyt DNA poistettua. (ks. Liite 4) Reaktioseoksen maaréat

seka inkubointiajat ja -lampdtilat valittiin entsyymin valmistajan ohjeiden mukaan.
Puhdistuskitti

DNaasi kasittelyn jalkeen naytteet pudistettin kaupallisella RNA:n puhdistuskitilla
(RNeasy Mini Kit, Qiagen), jonka jalkeen naytteiden RNA-pitoisuus ja puhtaus mitattiin
Nanodropilla (Nanodrop 8000, Thermo Scientific). Puhdistettaessa RNA:ta seurattiin
kitin valmistajan ohjeita ja kaytettiin myos ylimaaraista puhdistusvaihetta (ks. Liite 4,
RNA purification kit). Puhdistettu RNA sailytettiin -80 °C:ssa.

Kaanteistranskriptaasi

Kvantitatiivista polymeraasiketjureaktiota varten on puhdistettu RNA k&annettava
komplementaariseksi DNA:ksi eli cDNA:ksi, jota monistetaan qPCR -reaktiossa eks-
ponentiaalisesti. Kaanteistranskriptaasi on entsyymi, joka tekee yksijuosteiselle
MRNA:lle vastinjuosteen eli cDNA:n (ks. kuva 21). Tassa tydssa kaytettiin kaanteis-
transkriptaasientsyymind Super Script® |l Reverse transcriptase:a (Invitrogen). Nayt-
teistd mitattin 1 - 1,5 pug puhdistettua RNA:ta reaktioseokseen, johon liséttiin alu-
keseosta, nukleotideja, puskuria seka kaanteistranskriptaasientsyymia. Reaktioseok-
sen maarat sekad inkubointiajat ja -lampdtilat valittiin entsyymin valmistajan ohjeiden

mukaan. Syntetisoitu cDNA laimennettiin 1:10 ja sailytettiin -80 °C:ssa.

!

57 mRINA 3’

l Anneal primer

mRINA

dITTT15
l Reverse transcriptase
mRNA

LLL L e ittt gyl diiins
cDINA

l Alkali

LI e ettty diviis
cDNA

Kuva 20. Lahetti-RNA:sta syntetisoidaan komplementaarinen cDNA-juoste kaénteistranskrip-
taasientsyymin avulla. (devbio.com)
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7.3  Tutkitut geenit

Tahan tutkimukseen valittiin sellaiset geenit, joiden tiedettiin osallistuvan verisuonten
tai imusuonten muodostukseen sikidaikana aikaisempien tutkimusten perusteella. Valit-
tuja geeneja oli kymmenen; VEGF-C, VEGF-D, VEGFR-2, VEGFR-3, sVEGFR-2, Nrp-
2, Angl, Ang2, Tiel ja Tie2, joiden ilmentymistasojen mahdollista muutosta pyrittiin
tutkimaan VSNL1-poistogeenisilla hiirilld. Kalibraattorigeeneiksi valittin beta-aktiini
(ACTB), jota ilmennetaan kaikissa soluissa muun muassa solun tukirangassa, seka
TBP (TATA-box-binding protein), joka on yleinen transkriptiotekija. Kalibraattorigeenien

avulla tulosten geenien ilmentymistasot saatiin normalisoitua.

7.3.1 Alukkeiden suunnittelu ja testaus

Alukkeet tulisi suunnitella siten, etta niiden véalinen sulamislampdétilaero ei saisi ylittaa 5
°C:a, niiden koon tulisi olla valillda 18-28 emasparia ja ne eivat saisi olla kesken&aéan
hyvin samankaltaisia (Invitrogen, 27). Beta-aktiinin, VEGF-C:n, VEGF-D:n, VEGFR-2:n,
VEGFR-3:n, sSVEGFR-2:n ja Nrp-2:n alukkeet (TAG Copenhagen A/S) saatiin artikkelis-
ta (Dicke ym. 2011) ja TBP:n artikkelista (Pombo-Suarez ym. 2008) (TAG Copenhagen
A/S). Angl:n, Ang2:n, Tiel:n ja Tie2:n alukkeiden (Oligomer) sekvenssit saatiin toisel-
ta tutkimusryhmalta (Alitalo ym.) ja VSNL1 geenin alukkeet (TAG Copenhagen A/S)
suunniteltiin kayttden NBCI:n alukkeiden suunnitteluohjelmaa. Alukkeiden tarkat sek-

venssit on lueteltu liitteessa 8.
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Kuva 21. Alukkeiden testaaminen villityypin sikidsta saadulla cDNA:lla. Negatiivisena kontrollina
kaytettiin cDNA:ta, mik& oli kdannetty ilman kaénteistranskriptaasientsyymia.

Alukkeiden testaukseen kaytettiin PCR-reaktiota. Ensin eristettiin RNA villityypin sikitn
ylavartalosta, puhdistettiin ja kaannettiin cDNA:ksi. Suunniteltin PCR-reaktio alukkei-
den sulamislampdétilojen ja kdytetyn entsyymin perusteella (ks. Liite 6, alukkeet). Reak-
tiossa kaytettiin Taq -polymeraasia (Invitrogen) ja reaktioseos tehtiin valmistajan ohjei-
den mukaan (Liite 6, alukkeet). PCR-reaktion jalkeen naytteet ajettiin agaroosigeelilla
(ks. kuva 22). Kaikki geenit muodostivat selkean fragmentin.

7.4  Kvantitatiivinen reaaliaikainen polymeraasiketjureaktio (RT qPCR)

Kvantitatiivisella reaaliaikaisella polymeraasiketjureaktiolla (engl. quantitative real time
polymerase chain reaction) tarkoitetaan sellaista PCR-reaktiota, missd PCR-tuotteen
muodostusta seurataan ajan funktiona. RT gPCR:ll& voidaan monistaa sekd DNA:ta
ettd RNA:ta. PCR-tuotteen maara mitataan jokaisen syklin jalkeen siihen sitoutuvan
fluoresoivan leiman avulla. Tuotteen eli syntyvien amplikonien méaré on suoraan ver-
rannollinen fluoresenssiin. Fluoresenssisignaali ilmoitetaan laitekohtaisena fluoresens-
siyksikkona (RFU, engl. relative fluorescence unit). (ks. kuva23) Fluoresoiva leima
voi olla yleisesti kaksijuosteiseen DNA:han sitoutuva (SYBR Green), jolloin fluoresenssi
kasvaa mitd enemman tuotetta syntyy. Fluoresoiva leima voi myds sijaita templaatti-

DNA:han spesifisesti sitoutuvassa alukkeessa tai probissa. (Invitrogen, 3.)
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Kuva 22. Laitteen antama kuva (Bio-Rad CFX Manager 2.0) reaaliaikaisen gPCR:n monistus-
kayrasta 10 eri geenin ja negatiivisten kontrollien osalta (nakyvat suorana viivana nollassa).
Y-akselilla ndkyy mitatun fluoresenssin maara ja x-akselilla PCR -syklien maara.

Amplikonien maara kasvaa eksponentiaalisesti PCR -reaktion aikana, jolloin RT qPCR
-laite mittaa sekéa fluoresenssia ettéd PCR -sykleja (ks.kuva 23). Syntyneiden amplikoni-
en maaran ja nopeuden, eli milla syklilla amplikonien maara ylittaa tietyn raja-arvon (Ct,
engl. treshold cycle), perusteella voidaan laskea kyseisen geenin ilmentymismaara.
(ks. kuva 24) Mikali amplikonien maara eli fluoresenssi ylittaa Ct-arvon aikaisissa syk-
leissé, kyseista geenia on ollut naytekudoksessa paljon (ks. kuva 24), mikali Ct-arvo
taas ylittyy mydhaan, on kyseisen geenin maara ollut vahainen. (Invitrogen, 4.) Ct-arvo
voidaan asettaa manuaalisesti ja se tulisi asettaa niin, etta kayrat ylittdvat sen eks-
ponentiaalisessa vaiheessa.Eksponentiaalista vaihetta kutsutaan myo6s logaritmiseksi
vaiheeksi, silla silloin fluoresenssin méara kasvaa lineaarisesti verrattuna syntyvan

PCR—tuotteen maaraan.
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Kuva 23. Syntyvan fluoresenssin (RFU) ylittdessa tietyn raja-arvon (Ct), voidaan syklien maa-
raa talla hetkella verrata kyseisen geenin ilmentymistasoon, silla fluoresenssin méaara kas-
vaa lineaarisesti verrattuna syntyvan PCR -tuotteen maaraéan. Ylemmassa kuvassa on beta-
aktiinin muodostama kayra (wt, het ja ko) ja alemmassa VILIP1 geenin kayréat poistogeenis-
ten sikididen naytteistda. Alemman kuvan kayréat ylittavat Ct-arvon niin myoéhaisilla sykleilla,
etté tasta voidaan paatella kyseisen geenin hyvin alhainen ilmentyminen tai sita ei ilmenne-
ta lainkaan.
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Kuva 24. Sulamiskayraanalyysi. Y-akselilla nakyy fluoresenssi ja x-akselilla lampdétila. (Bio-Rad
CFX Manager 2.0) Lampdtila nousee 54,0 °C:sta 95,0 °C:een 0,5 °C 0,05 sekunnin vélein,
jolloin kaksijuosteiset DNA-rihmat denaturoituvat ja fluoresoiva leima vapautuu.

RT gPCR:ssa toistetaan samoja reaktiovaiheita kuin tavallisessa PCR:ssékin; denatu-
rointi, alukkeiden liittyminen ja ekstensio. Taman jalkeen laite mittaa fluoresenssin
maaran. Sykleja toistetaan yleensa 30—-40 kertaa, jonka jalkeen laite tekee viela nayt-
teille sulamiskayraanalyysin (engl. melting curve), jonka avulla tarkistetaan PCR-
tuotteen puhtaus ja oikeellisuus. Sulamiskayrdaanalyysissad lampdtilaa nostetaan esi-
merkiksi 54,0 °C:sta 95,0 °C:een puoli astetta 0,05 sekunnin vélein (ks. kuva 25).
Lammitettdessa kaksijuosteisen DNA:n juosteet erkanevat toisistaan sekvenssille omi-
naisessa lampaotilassa, jolloin kaksinjuosteiseen DNA:han sitoutunut merkkiaine (SYBR
green) vapautuu muodostaen fluoresenssisignaalipiikin (ks. kuva 26). Kuvassa 26 on
beta-aktiinin sulamispiikki (ylempi kuva) selkeasti korkeampi kuin VILIP1-geenin (alem-
pi kuva), mikéa tarkoittaa sita, etta beta-aktiinia ilmennetdan runsaasti ja VILIP1:st&a hy-

vin vdhan. Kummassakaan kuvassa ei ndy alukedimeerien muodostusta.

Kontrolligeenien tai kalibraattorigeenien kaytté on suositeltavaa tutkittaessa geenien
iimentymistasoja RT qPCR:Il&. Niiden avulla saadaan geenien ilmentymistasojen erot
normalisoitua eri reaktioiden valilla sek& normalisoitua kokonais-RNA:n osuuksien ero-

tus naytteissa. (Invitrogen, 20.)
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Kuva 25. Fluoresenssisulamispiikki, josta nahdaan muodostuneiden PCR -tuotteiden oikeelli-
suus ja puhtaus. Sulamispiikin tulee olla selkeasti yndessa kohdassa ja riittavan korkea. Mi-
kali varsinaista piikkid ennen nakyy ylimaardinen matalampi piikki, se tarkoittaa etta reakti-
0ssa on syntynyt myds niin sanottuja alukedimeereja eli alukkeet ovat sitoutuneet toisiinsa,
ja mikali piikki on hyvin matala, on PCR -tuotetta syntynyt hyvin vahan. Ylemmassa kuvassa
on beta-aktiinin sulamispiikit villityypin, heterotsygootin ja poistogeenisen sikién naytteista ja
alemmassa VILIP1 geenin sulamispiikit poistogeenisen sikion kolmen rinnakkaisnaytteen
osalta. (Bio-Rad CFX Manager 2.0)

Tassa tyodssa reaaliaikaista kvantitatiivista polymeraasiketjureaktiota kaytettiin tutkitta-
essa geenien ilmentymistasoja valittujen kohdegeenien osalta. Jokaisen kohdegeenin
alukkeet pyrittiin valitsemaan niin, etté niiden sulamislampdétilojen erotus oli korkeintaan
2 °C. Templaattina kaytettiin villityyppisen, heterotsygoottisen ja poistogeenisen hiiren
sikidista eristetystd RNA:sta kdannettya cDNA:ta. Templaattina kaytetystda cDNA:sta

tehtiin ensin laimennussarja, milla suoritettiin PCR-ajo kontrolligeenien kanssa (ks. Liite
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9; standardisuorat). Standardisuoran avulla pyrittin paattelemaan templaatin sopiva
maara reaktioon. Taman perusteella paadyttin kayttamaan 1:10 laimennusta, joten
cDNA laimennettiin RT qPCR -reaktiota varten 1:10 steriililla vedella (Amresco). Fluo-
resoivana leimana kaytettin SYBR Green:a (FastStart SYBR Green Master, version
09, Roche), joka fluoresoi sitoutuessaan kaksijuosteiseen DNA:han. RTgPCR -laite,
jolla reaktiot suoritettiin, oli BioRadin (Bio-Rad CFX) ja tulosten tulkinnassa kéaytettiin
ohjelmaa Bio-Rad CFX Manager 2.0. Ohjelman avulla pystyttiin laskemaan kohdegee-

nien ilmentymistasot naytteista.

7.4.1 Ohjelman suunnittelu ja optimointi

Ohjelmaa suunniteltaessa otettiin huomioon amplikonien koko, mik& oli valittujen koh-
degeenien osalta 100-200 emasparia. Amplikonit eivét saisi olla kovin suuria, ei mielel-
l[aan yli 250 emasparia, silla silloin reaktion tehokkuus karsii. Tehokkuudella tarkoite-
taan sita, etta syntyvat PCR-tuotteet ovat kopioituneet mahdollisimman taydellisesti.
(Invitrogen, 23) Templaattina kaytettin puhdistamatonta cDNA:ta, mink& johdosta oh-
jelmaan lisattiin alkuinkubointiaika normaalin denaturaatioajan lisaksi; 10 min 95 °C,
mika toistetaan vain kerran reaktion alussa (ks. Liite 6, PCR MIX RT-PCR). Alku-
denaturaatio aktivoi myds reaktiossa kaytetyn polymeraasientsyymin. (FastStart SYBR
Green Master, version 09, Roche.) Alukkeiden sulamislampétilojen avulla ohjelmaan
valittiin alukkeiden liittymislampétila (engl. annealing), minka tulisi olla noin 5 °C alempi
kuin alukkeiden sulamislampétila. Ekstensiovaiheen lampétilan valintaan vaikuttavia
tekijoitd ovat templaatin pituus, maara ja kaytetty polymeraasi. Useimmin kaytetty

lAmpdtila on 70-72 °C.

PCR-ohjelman toimivuutta joudutaan usein kokeilemaan ennen kuin ldydetaan kul-
lekin templaatille ja alukkeelle sopiva ohjelma. Testivaiheessa néaytteena kaytettiin
E12,5 villityypin sikididen RNA:sta kaannettyd cDNA:ta sekd E13,5 sikididen
cDNA:ta, jolloin naytteet olivat villityyppisesta, heterotsygoottisesta seka poisto-
geenisesta sikiosta. Ensin kokeiltiin ohjelmaa, missa alukkeiden kiinnittymisvaiheen
lampédtila oli 60 °C ja alukkeiden kiinnittymisvaiheen kesto 15 s. Ekstensiovaiheen
lampdtila oli 72 °C ja sen kesto 15 s. Tallaisella ohjelmalla PCR -tuotteita syntyi
hitaasti ja vahan, joten ohjelmaa muutettiin niin, etta kiinnittymisvaiheen lampdétila
laskettiin 55 °C:een ja ekstensiovaiheen 60 "C:een ja molempien vaiheiden kestot
muutettiin 30 s:iin (ks. Liite 6, PCR MIX RT-PCR). Talla muokatulla ohjelmalla tu-
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lokset paranivat huomattavasti ja sitd kaytettiin kaikissa PCR -reaktioissa tutkitta-

essa naytteita.

7.4.2 Master mix

RT gPCR -reaktiossa kaytettiin entsyymin valmistajan (FastStart SYBR Green Master,
version 09, Roche) suosittelemaa reaktioseosta (ks. Liite 6, PCR MIX RT-PCR). Re-

aktioseosta pipetoitiin 96-kuoppalevylle (Biotop) 20 pl/kuoppa. Alukkeiden kaytto-

konsentraatio oli 5 uM jolloin lopulliseksi konsentraatioksi seoksessa saatiin 250

nM. Templaattia pipetoitiin 2 pl/kuoppa, jolloin veden osuus reaktioseoksessa jai 6

pl:aan. Kuoppalevy pidettiin pipetoinnin aikana jaiden paalla, jotta reaktioseos ei

lAmpenisi likaa. Kun kaikki kuopat oli pipetoitu, kuoppalevy peitettiin suojakalvolla,

joka estda seoksen haihtumisen PCR -reaktion aikana. Jokaista PCR —ajoa varten

kuoppalevysta tehtiin "kartta”, minka avulla naytteet ja tutkittavat geenit pipetoitiin

(ks. kuva 27). Jokaisesta naytteesta tehtiin aina kolme rinnakkaista, jotta saatiin

mahdollisimman hyvin poistettua esimerkiksi pipetointi tms. mittausvirheet ja jokai-

seen ajoon lisattiin negatiivisiksi kontrolleiksi master mix -reaktioseos kuten muilla,

mutta templaatin tilalla kaytettiin steriilia vetta.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 1 1 1
TIE1 A |wt wt wt het het het ko ko ko beta-actin+wt  |beta-actin+wt beta-actin +wt
TIE2 B |wt wt wt het het het ko ko ko beta-actin+het beta-actin+het | beta-actin + het
ANG1 C |wt wt wt het het het ko ko ko beta-actin+ko  beta-actin+ko |beta-actin + ko
ANG2 D |wt wt wt het het het ko ko ko beta-actin+ H20 |beta-actin + H20 |:|
VEGF-C E|wt wt wt het het het ko ko ko TBP +wt TBP + wt TBP + wt
VEGF-D Foojwt wt wt het het het ko ko ko TBP + het TBP + het TBP + het
G TBP + ko TBP +ko TBP +ko
H | | |
1 2 3 4 5 6 7 8 9 [ 1 | u | n |
Nrp2 A wt wt wt het het het ko ko ko beta-actin + wt | beta-actin+wt | beta-actin + wt
VSNLL B wt wt wt het het het ko ko ko | beta-actin+het | beta-actin+ het | beta-actin + het
SVEGFR-2| € wt wt wt het het het ko ko ko beta-actin +ko | beta-actin+ko | beta-actin + ko
VEGFR-2 D wt wt wt het het het ko ko ko | beta-actin + H20 | beta-actin + H20 |:|
VEGFR-3 E wt wt wt het het het ko ko ko TBP +wt TBP +wt TBP +wt
F TBP + het TBP + het TBP + het
G TBP + ko TBP + ko TBP + ko
H | I |

Kuva 26. Kartta kahta 96-kuoppalevya varten. Koska kaikista naytteistd haluttiin ajaa kolme
rinnakkaista naytettd, kaikki geenit eivat mahtuneet samalle kuoppalevylle.
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7.5 Geenien ilmentymistasojen tutkiminen

Geenien ilmentymistasoja tutkittiin kayttamalla Bio-Radin ohjelmaa (Bio-Rad CFX Ma-
nager 2.0), mika laskee geenien ilmentymistasot suoraan ja sen avulla ne on myds
mahdollista normalisoida. Kuvassa 28 on tutkittu kuuden kohdegeenin osalta ilmenty-
mistasoja E12,5 villityypin, heterotsygootin ja poistogeenisen hiiren sikididen kudoksis-
sa. Geenien ilmentymistasot on normalisoitu kayttaen sekd beta-aktiinia etta TBP:ta.
Referenssinaytteeksi on valittu villityyppi, jonka geenien ilmentymistasot laite asettaa

arvoon 1 ja vertaa muiden naytteiden tasoja tahan.

E12,5 wt 634, het 635 and ko 633
T T T T T T
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Kuva 27. Beta-aktiinilla ja TBP:lla normalisoidut geenien ilmentymistasot villityypin (wt), hetero-
tsygootin (het) ja poistogeenisen (ko) hiiren kudoksista. Y-akselilta voidaan lukea geenin il-
mentamismaara ja x-akselilla ovat tutkitut geenit. (Bio-Rad CFX Manager 2.0)

7.5.1 BIO-RAD CFX Manager 2.0

Bio-Rad CFX Manager 2.0 -ohjelma on suunniteltu kaytettavéksi Bio-Radin RT qPCR -
laitteella tehtyjen PCR -ajojen analysointia varten. Ohjelma antaa PCR -reaktiosta
kaikki mittaustulokset (ks. Liite 9) ja laskee geenien ilmentymistasot sekd normalisoi
geenit valituilla kontrolligeeneilla. Tutkittaessa geenien ilmentymistasoja laite kayttda

kuvassa 29 esitettyja kriteereja mittaustulosten oikeellisuuden arvioimiseen. Laite ei




44

esimerkiksi hyvéaksy kolmen rinnakkaisnaytteen vertailussa 0,2 suurempaa keskihajon-

taa (alin rivi, engl. standard deviasion).

Drescription & [Walue & |Usze Results & E:nglge ]
Meqative control with a Cq less 3z [+ r
NTC with a Caq less than c:N r
NRT with a Cq less than e [V -
Positive contral with a Cq greah an v r
Unknown without a Cog [+ r
Standard without a Cq [V r
Efficiency greater than 1100 [+ I I
Efficiency lezs than an,0 [«

Std Curve R™2 less than 0980 [V
Replicate graup Cq Std Dew are 020 [« r

Kuva 28. Bio-Rad CFX Manager 2.0 -ohjelman mittauskriteerit.

7.6 Parafiinileikkeet

E12,5-E13,5 ikaisista sikidista tehtiin parafiinileikkeita fiksaamalla ne ensin 4 % PFA:lla
1 - 3 paivaa +4 °C, jonka jalkeen ne dehydroitiin etanolisarjan ja xyleenin avulla. Ta-
man jalkeen sikitt valettiin parafiinimuottiin pystyasennossa, jolloin leikkeet saadaan
poikkileikkauksina. Muoteista leikattin mikrotomilla 5 um:n paksuisia leikkeita, jotka
siirrettiin - objektilaseille. Joka viides objektilasi varjattin - hematoksilliini-eosiini-

varjayksella, jotta osattiin valita halutusta kohdasta olevat leikkeet.

7.6.1 Vasta-ainevarjaykset eli immunofluoresenssi ja immunohistokemia

Osa objektilaseista valittiin vasta-aineilla tehtdvaa immunofluoresenssi-varjaysta var-
ten, ja ne kasiteltiin ja varjattiin kuten liitteessa 7 (immunofluoresenssi) on esitelty. Var-
jaysten avulla pyrittiin osaltaan selvittamaan syita sille, ettda VSNL1 poistogeenisilla
hiirilla on todettu muuttunut fenotyyppi, muun muassa ihonalaista turvotusta ja kuollei-
suutta sikibaikana. Osalle leikkeista tehtiin immunohistokemiallinen varjays VILIP1-

vasta-aineella (Liite 7, immunohistokemia), jolla varmistettiin poistogeenisten sikididen
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olevan poistogeenisid. Poistogeenisten sikididen ei pitaisi ilmentaa lainkaan hiljennet-

tya geenia, joten vasta-aineen ei pitaisi sitoutua niisté tehtyihin leikkeisiin ollenkaan.

8 Tulokset ja niiden pohdinta

Insin6oritydn tarkoituksena oli tutkia ja mahdollisesti selventdd solun sisaisia mekanis-
meja ja molekylaarisia muutoksia VSNL1 poistogeenisten hiirten muuttuneen fenotyy-
pin taustalla paaasiassa vertailemalla villityypin ja poistogeenisten hiirien geenien il-
mentymistasoja. Tavoitteena oli myos optimoida menetelmd mRNA:n eristamiseen ja
puhdistamiseen jaadytetyn sikion kudoksista, seka optimoida RT gPCR -ohjelma halut-

tujen geenien ilmentymisen tutkimiseen.

8.1 Immunofluoresenssi ja Immunohistokemia

VSNL1-poistogeenisten sikididen kudosleikkeita vertailtiin vasta-ainevarjaysten (immu-
nofluoresenssi) avulla villityypin kudosleikkeisiin. Varjaysten avulla pyrittiin selventa-
maan ulospain nakyvaa fenotyyppia eli ihonalaista turvotusta seka sikidaikaista kuole-
maa. Kuvassa 30 on tehty immunofluoresenssi-varjdys E13,5 ikaisten sikididen para-
fiinileikkeille. Vasemmanpuoleisessa sarakkeessa on Vvillityypin sikid ja oikeanpuolei-
sessa sarakkeessa VSNL1-poistogeeninen sikid. Kaikissa kuvissa nakyva sininen vari
johtuu kaytetysta peitinaineesta (engl. mounting media) (Vectashield DAPI, Vector la-
boratories), mik& varjaa solujen tumat sinisiksi.. Ensimmaisessa rivissa olevissa kuvis-
sa on kaytetty primaarisind vasta-aineina endomysiinia (vihred) ja LYVELl:sta (punai-
nen). Endomysiini ilmentyy verisolujen endoteelissa ja LYVE1 imusuonten endoteeli-
sissa soluissa. Toisessa rivissa on kaytetty primaarivasta-aineena ainoastaan
PROX1:sta (vihred), joka ilmentyy imusuonissa (normaalisti vain niiden endotee-
lisoluissa), silla se on imusuoniston erilaistumista saéateleva transkriptiotekija (ks. kuva
8 luku 2.5). Kolmannessa rivissa on kaytetty primaarivasta-aineena endomysiinia (vih-
red) ja SMA:ta (punainen). SMA:ta ilmennetaan perisyyteissa eli verisuonten sileali-
hassoluissa. Vasta-aineet ja niiden laimennukset seké kaytetty menetelma ovat liit-

teessa 7.
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Vsnl1+/+ \‘E13.5 Vsnl1-/-

Endomucin Lyve Dapi

Prox1 Dapi

Endomucin SMA Dapi

Kuva 29. Immunofluoresenssilla varjattyja E13,5 sikididen parafiinileikkeitd. Is=lymphatic sac,
a=aorta, cv=cardinal vein. Kuvista ndhdaan ettd VSNL1-poistogeenisilla siki6illa primaariset
lymfapussitt (Is) ovat tayttyneet verella (nuolet).

Kuvasta 30 nahdaan, etta poistogeenisilla hiirilla primaariset lymfapussit ovat tayttyneet
iimeisesti verelld tai sitten endoteelisoluilla. Villityypin leikkeissé lymfapussin sisdpuo-
lella ei ole lainkaan soluja, silla DAPI varjaa tumat siniselld, kun taas poistogeenisen
sikion leikkeissa lymfapussin sisapuoli on taynnd soluja, mitkd ilmentavat myos
Prox1:sté ja LYVEL:sta. Naiden geenien tulisi normaalikudoksissa ilmentya vain suoni-
en seinamissa. Lisdksi lymfapussit ovat poistogeeniselld sikidlla turvoksissa verratta-
essa villityypin sikioon. Nama ilmiot saattavat johtua esimerkiksi epdnormaalista lisaan-

tyneestd endoteelisolujen proliferaatiosta.
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Immunohistokemian (IHC) avulla pyrittin varmistamaan ettd tutkimuksessa kaytetyt
VILIP1 poistogeeniset sikiot olivat todella poistogeenisia, silla joskus geenin hiljentami-
nen onnistuu vain osittain. TAman varmistamiseksi tehtiin osalle parafiinileikkeista im-
munohistokemiallinen vérjays VSNL1 -vasta-aineella. Poistogeenisten sikididen ei pi-
taisi ilmentda ollenkaan hiljennettya geenia, joten sille spesifisella vasta-aineella teh-
dyssé IHC varjayksessé ei pitaisi nakya mitddn véarin muodostusta. Kuvassa 31 va-
semmanpuoleinen leike on villityypin sikidsta ja siina erotetaan ruskea vari sikion sy-
damen kudoksissa. Oikeanpuoleinen leike on VSNL1-poistogeenisesta sikidsta ja siind
ei tallaista varinmuodostusta esiinny lainkaan. IHC toistettin useilla VSNL1-

poistogeenisista sikidista otetuilla leikkeilla, ja tulos oli jokaisessa hyvin selkea: Todet-

tiin geenin hiljennyksen olevan onnistunut VSNL1-geenin osalta.

Kuva 30. Immunhistokemiallinen varjays VSNL1-vasta-aineella E12,5 sikididen parafiinileikkeil-
le. Vasemmanpuoleisessa kuvassa on villityypin sikitsta tehty leike, missa ruskea vari na-
kyy selkeasti ja oikeanpuoleinen on VSNL1-poistogeenisesta sikiosta tehty leike.

8.2 RNA:n eristdminen ja puhdistaminen

Korkealaatuisen ja vahingoittumattoman RNA:n eristdminen on ensimmainen ja usein
myos kriittisin vaihe monissa molekyylibiologisissa menetelmissa, kuten tassa tyossa
kaytetyssd RT gPCR:ssa. RNA on hyvin herkka erilaisille kontaminaatioille ja se saat-
taa muuttua tai hajota kasittelyjen aikana. RNA:ta pilkkovaa ribonukleaasia on lahes
kaikkialla; iho ja huonepdlyn mahdollisesti siséltaméat bakteerit ja homeet ovat po-
tentiaalisia ribonukleaasien lahteitd. Myds laboratoriovalineistd kuten pipetinkarjis-
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ta, koeputkista ja reagensseista voi aiheutua kontaminaatio naytteisiin. Taman

vuoksi aseptinen tyéskentely on erittéin tarkeda tydoskenneltdessa RNA:n kanssa.

RNA eristettiin sikididen jaadytetysta kudoksesta. Tahan tyohon valittin TRI reagenssi
naytteiden homogenisointiin (TRl Reagent® RNA Isolation Reagent) ja sen valmistajan
(Ambion) suosittelema menetelmé&. Homogenisoinnin onnistuminen on oleellista RNA:n
eristyksessa, silla mitd paremmin kudos saadaan hajotettua tasalaatuiseksi, sitéa pa-
rempi on RNA:n saanto. Menetelméaa kokeiltiin ennen varsinaisia naytteita niita vastaa-
villa kudoksilla, E12,5 villityypin sikididen ylavartaloilla. Saatu RNA mitattiin spektrofo-
tometrisesti Nanodropilla (Nanodrop 8000, Thermo Scientific), jolloin saatiin selville

RNA:n konsentraatio sekd puhtaus.

Puhtautta mitataan absorbanssin avulla; RNA absorboi tyypillisesti aallonpituudella
260, DNA ja proteiinit aallonpituudella 280. Laite laskee mitatusta naytteesta konsent-
raation liséksi suhdeluvut Axeo/Azgo ja Azeo/Azso,joista ensimmainen kertoo RNA:n ja
DNA:n suhdeluvun ja jalkimmaé&inen on niin sanottu sekundaarinen suhdeluku. RNA:n ja
DNA:n suhteen pitaisi olla lahella kahta, jolloin ndyte on RNA:ta. Jalkimmaisen suhde-
luvun pitdisi myos olla lahella kahta. Mikéali Aseo/Asgo On alhaisempi kuin 1,85, néayte
siséltda myos muita biomolekyyleja, kuten DNA:ta, proteiineja ja lipideja (mikali nayte
on puhdasta DNA:ta, suhdeluku on noin 1,8), mitka absorboivat aallonpituudella 280.
Mikali sekundaarinen suhdeluku on alhainen, on naytteessa epéapuhtauksia. Korkea
suhdeluku taas voi viitata oligonukleotidiketjuihin. (Nanodrop, Technican support bulle-
tin, 2007.) Kuvassa 32 on Nanodrop -laitteen mittaustulokset kolmelle naytteelle, joiden
kaikkien A,eo/Asgp suhdeluku on valilla 1,85-2,1 ja joiden konsentraatio on riittava (yli
1lpg/ul). Sekundaariset suhdeluvut ovat heikohkoja, mutta RNA:ta ei ole vield puhdistet-
tu. Hyvan saannon ja suhdeluvun perusteella todettiin TRI reagenssin ja menetelméan

olevan hyva. Kaikista naytteista eristetyt RNA:t mitattiin samalla tavalla.
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Plats Repon‘ Testlype:l Nucleic Acid | 1652013 12:17 Exit |
ReportName ] | Report Full Mode lgnare v]
Sample User Date Time | Conc. | Units | A260 | A280 | 260/280 | 260/230 ;]
D D
E11.5 upperRNA B42ut145 Default | 1652013 | 1214 | 1131 | ngpul | 28271 | 14369 | 197 0,85
E11.5 upperRNA B43het 145 Default | 1552013 | 1215 | 1262 | ngful | 31546 | 15658 | 201 1.21
E11.5upperRNA 644ko 145 Default | 1552013 | 1216 | 1210 | ngful | 30249 | 15528 | 195 0,65

Kuva 31. Kolmesta naytteesta eristettyjen RNA:n mittaustulos Nanodropilla.

RNA puhdistettiin sek& DNaasilla (Invitrogen) ettd RNA Purification kitilla (RNeasy Mini
Kit, Qiagen) ja puhdistuksessa seurattiin kitin ohjeita. Puhdistetut naytteet mitattiin Na-
nodropilla (ks. kuva 33). Puhdistuksen jalkeen konsentraatio oli selkeasti pienempi,
mutta naytteet saatiin puhtaammiksi, jolloin tulosten luotettavuus paranee. RT gPCR:n
tuloksiin vaikuttava DNA saatiin puhdistettua mahdollisimman hyvin, silla molemmat
suhdeluvut olivat lahelld kahta. Kaikki naytteet mitattiin puhdistuksen jalkeen ennen

kuin niista kaannettiin cDNA:ta.

s Report’ Testtype:l Nucleic Acid | 1652013 12:22 Exit |
JeportNarne | | Report Full Mode Ignare vl
Sample User Date Time | Conc. | Units | A260 | A280 | 2607280 | 260/230 Conc, _:]
D D Factar (noful)
E11.5 purRNA 64244155 Default | 1652013 | 1220 | 1644 | ngful | 4111 | 1990 | 207 1.7 40,00
E11.5 purRNA B43het 155 Default | 1652013 | 1221 | 2272 | ngful | 5679 | 2757 | 206 181 40,00
E11.5 purRNA 644ko 155 Default | 1652013 | 12:22 | 2101 | ngpul | 5277 | 2522 | 209 196 40,00

Kuva 32. Puhdistettu RNA.

Mittausten perusteella voidaan paatella, ettd niin tydssa kaytetty RNA:n eristysmene-
telm&, kuin RNA:n puhdistusmenetelmakin toimivat hyvin. Kaikista naytteistd saatiin
riittdva saanto (konsentraatio) ja ne olivat riittdvan puhtaita, silla naytteistd mitatut suh-

deluvut olivat hyvaksyttavissa rajoissa.
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8.3 Reaaliaikainen kvantitatiivinen PCR

Yksi tyon tavoitteista oli optimoida RT qPCR-ohjelma tata tyota varten. Aluksi kaytettiin
toista RT qPCR-laitetta (Roche The LightCycler® 480 Real-Time PCR System) seka
sen vaatimaa entsyymia (SYBR Green version 12, Roche). Useista yrityksista ja erilai-
sista PCR -ohjelmista huolimatta talla laitteella ja entsyymilla ei saatu kunnollisia tulok-
sia geenien iimentymisestd. Reaktio ei toiminut hyvin ja naytteet ylittivat Ct -arvon niin
myohaisilla sykleilla, ettd PCR -tuotetta syntyi hyvin vahan. Talléin geenien ilmentymi-
sen luotettava analysointi ei ole mahdollista. Tamén johdosta kokeiltiin toista laitetta
(Bio-Rad) ja entsyymia (FastStart SYBR Green Master, version 09, Roche), mitka to-

dettiin toimiviksi.

Ensin kokeiltiin ohjelmaa niin sanotuilla oletusarvoilla, joita sitten muutettiin reaktion ja
PCR-tuotteen muodostuksen parantamiseksi. Alukkeiden liittymislampétilan ja -ajan
sekd ekstensiovaiheen lampdtilan ja ajan muuttaminen tuottivat toivotun tuloksen ja
reaktio saatiin tehokkaaksi (ks. kuva 34). Lampétiloja ja aikoja suunniteltiin ja arvioitiin
alan kirjallisuuden seka muiden laboratorion tutkijoiden avustuksella, jotka olivat teh-

neet vastaavanlaista tutkimusta.

7 7 7 7 5 5
%00 00
1000 015
B0.0C G
5000 gl 00 0
2.0 !
3
5

Kuva 33. RT gPCR —ohjelma (Bio-Rad CFX Manager 2.0).
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8.4 Geenien ilmentymistasot

Kvantitatiivinen PCR on menetelma, mink& avulla voidaan tutkia geenien ilmenemista
MRNA -tasolla, silla reaktiossa kaytetaan templaattina mRNA:sta kaannettya cDNA:ta.
Geenien ilmentymista proteiinitasolla voidaan tutkia esimerkiksi Western blotting -
menetelmalla. (Sariola ym. 2003: 147-151.)

Naytteina tassa tutkimuksessa kaytettin E11,5 ja E12,5 hiirten sikioita, joista pyrittiin
valitsemaan kuhunkin PCR-ajoon yksi villityyppi, yksi heterotsygootti ja yksi poistogee-
ninen samasta poikueesta. Taman vuoksi naytteiden saanti oli hankalaa, silla poikueita
ei ollut kovin paljon kaytettavissa ja kaikissa poikueissa ei esimerkiksi ollut yhtdan VI-
LIP1 poistogeenista sikitta. Talloin kyseistd poikuetta ei tdssa tydssa voitu kayttaa.
Heterotsygootin sikion kudosta ei valttamatta olisi tarvittu, silla analyyseissa vertailtiin
paaasiassa villityypin ja poistogeenisen sikion geenien ilmentymistasoja. Tutkimukses-
sa verrattiin neljan E12,5 VSNL1 poistogeenisen sikion geenien ilmentymistasoja villi-
tyypin kanssa, mutta E11,5 sikidista ei saatu kuin kaksi poistogeenista yksil6a, joten

E11,5 sikididen tuloksista ei voitu tehda varsinaisia tieteellisid paatelmia.

E12,5 wt 640, ko1 638 and ko2 639
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Target
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Kuva 34. Viiden verisuonten muodostukseen vaikuttavan geenin ilmentymistasot normalisoitu-
na beta-aktiinilla ja TBP:Ila, missa naytteind on kaytetty yhta villityypin sikiéta ja kahta pois-
togeenistd samasta E12,5 poikueesta. Kuvassa nadhdaan poistogeenisten hiirten alhaiset
VSNL1 geenin ilmentymistasot (punaiset pylvaéat oikeassa reunassa).
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VSNL1-geenin osalta haluttin varmistaa, ettd poistogeenisiksi genotyypitetyt naytteet
olivat poistogeenisia, silla tavallisella PCR:ll& tehdyt genotyypitykset eivéat ole taysin
luotettavia. RT gPCR -ajoissa kaytettiin tutkittavien geenien lisaksi erdanlaisena kont-
rollina VSNL1-geenid: Mikali geenin hillentaminen on onnistunut ja kyseinen sikité on
poistogeeninen, VSNL1-geenin ilmentymistasojen tulisi olla hyvin alhaiset gPCR:ssa.
Kuvasta 35 nahdéaén, ettd kahden VSNL1-poistogeenisen sikion geenin ilmentymista-
sot ovat hyvin alhaiset, mika tarkoittaa sita, ettd naméa kaksi sikiotd ovat poistogeenisia
ja geenin hiljentaminen on onnistunut. Kuvassa 36 on esimerkki gPCR -ajon tuloksista,
missa VSNL1-poistogeeniseksi genotyypitetty sikid ei olekaan poistogeeninen, silld sen
VSNL1-geenin ilmentymistaso on korkeampi kuin heterotsygoottisella. Taman poiku-

een tuloksia ei otettu huomioon analysoitaessa muiden geenien ilmentymistasoja.

E12,0 wt, het and ko
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Target
[—=wt = het 3 ko |

Kuva 35. Viiden geenin ilmentymistasot E12,5 siki6illa, joista yksi on villityyppi, yksi heterotsy-
gootti ja yhden pitéisi olla VSNL1-poistogeeninen. Kuvasta nahdaan kuitenkin etta poisto-
geenisen sikion VSNL1-geenin ilmentymistaso on selvasti korkeampi kuin heterotsygootin,
joten se ei voi olla poistogeeninen.
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Taulukko 1. Geenien ilmentymistasojen muutokset neljalla E12,5 poistogeenisella sikiblla ver-
rattuna villityypin sikioon.

NRP2 0,41 0,16 0 -0,18
VEGFR-2 0,52 0,77 0,15 0
VEGFR-3 1,12 -0,41 0,36 0,1
VEGF-C -0,27 0 0,12 0
VEGF-D 0,1 0,4 1,76 0,92
SVEGFR-2 0,99 0,25 0,51 0
ANG1 -0,1 0 0 -0,32
ANG2 0 0,42 0,67 -0,11
TIE1 -0,27 0,14 0,3 -0,27
TIE2 -0,14 0 0,67 -0,12

Taulukossa 1 on esitelty neljan eri poistogeenisen sikion geenien ilmentymistasojen
muutokset kaikkien tutkittujen geenien osalta. Kontrolligeeneiné tassa on kaytetty seka
beta-aktiinia ettd TBP:ta ja geenien ilmentymistasoja on verrattu samojen poikueiden
villityypin sikididen geenien ilmentymistasoihin (merkitty arvolla 1). Kuvassa 37 on néis-
ta arvoista laskettu keskiarvot ja piirretty niistd pylvasdiagrammi. Taulukosta nédhdaan
ettd useimpien geenien osalla ilmentymistasoissa voidaan havaita vain hyvin pienia
muutoksia tai muutokset ovat ristiriitaisia eri sikididen valilla. Toisissa naytteissa geeni-
en ilmentymistasot ovat esimerkiksi laskeneet poistogeenisilla hiirilla, kun taas toisilla
ne ovat kohonneet. Esimerkiksi imusuonten muodostukseen vaikuttavan reseptorin
VEGFR-3:n geenin ilmentymistaso on kolmella poistogeenisella sikidlla kohonnut ja
yhdella laskenut. Taman vuoksi tuloksista laskettu keskiarvo nayttaa silta kuin geenin
iimentymistaso ei olisi muuttunut lainkaan (ks. kuva 37). Imusuontenmuodostuksessa
vaikuttavan kasvutekijan VEGF-C:n muutokset ovat niin vahaisia, etta tuloksista voi-
daan paatella sen ilmentymisen olevan samanlaista villityyppisella ja VSNL1-
poistogeeniselld hiirella.

Ainoastaan imusuonten muodostuksessa vaikuttavan toisen kasvutekijan VEGF-D:n
ilmentymistaso on muuttunut huomattavasti. Sen ilmentymistaso on kohonnut noin 80
% verrattaessa villityypin kanssa (ka 0,8, ks. kuva 37). VEGF-D:n on todettu indusoivan
imusonten kehitystd yhdessa VEGF-C:n kanssa. (ks. luku 2.5) Rissanen ym. (2003)
totesivat tutkimuksessaan sen liiallisen ilmentymisen aiheuttavan pienten imusuonien

voimakasta laajentumista seké turvotusta kudoksissa. Myos sVEGFR-2:n ja VEGFR-
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2:n ilmentymistasot ovat jonkin verran koholla. VEGFR-2:n tiedetééan vaikuttavan endo-
teelisolujen proliferoitumiseen suonten muodostuksessa, joten sen lisaantynyt ilmen-
tyminen VSNL1-poistogeenisilla hiirilla saattaisi olla yksi selittava tekija fenotyypin
muutoksille (ks. 8.1 kuva 30).

Geenien ilmentymistasot (ka) E12,5
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0,8
0,7
0,6
0,5
0,4

_0 1 nq/ (1/ D C) 0 (1/ ! fﬂl < N
’ 0 <<

%

»
<

2%

0,2 © X X X ) A\Z

Kuva 36. Geenien ilmentymistasojen keskiarvot neljan E12,5 sikion kudoksista.

Saaduista tuloksista voidaan nadiden naytteiden perusteella sanoa etta ainoastaan kas-
vutekija VEGF-D:n osalta on tapahtunut selked muutos geenin ilmentymistasossa
VSNL1-poistogeenisilla hiirilla. Toistoja tulisi tehdd enemman, jotta voitaisiin nahda
mihin suuntaan esimerkiksi VEGFR-3:n tasojen heilahtelut menisivat, eli onko tassa
tutkimuksessa saatu negatiivinen tulos (ilmentymistaso laskenut) yhden naytteen osal-

ta virheellinen.

E11,5 poikueita ei saatu enempéé ja saaduista poikueista l6ytyi vain kaksi VSNL1-
poistogeenista sikidta, joten tuloksista ei voida sanoa tieteellisesti mitaan varmaa. Tu-
lokset on esitelty taulukossa 2 seka kuvassa 38, misséa on laskettu keskiarvot ilmenty-
mistasojen muutoksista kuten E12, 5 naytteillakin. Vaikka tuloksia ei voidakaan tieteel-
lisesti tarkastella, silla ndytteitéd on liian vahan, on silti merkillepantavaa ettd molemmilla
VSNL1 poistogeenisilla siki6illa on VEGF-D:n ilmentymistaso laskenut (ka noin 40 %).
Vuorokautta vanhemmilla sikitilla VEGF-D oli ainoa geeni, jonka ilmentymistaso oli

selkeasti kohonnut, noin 80 %. Muuttunut fenotyyppi havaitaan E12,5 sikigilla (ks. kuva
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18, luku 5.3), joten on mahdollista etté geenien ilmentyminen poikkeaa huomattavasti-
kin naiden kahden ian valilla. Naytteita tarvittaisiin kuitenkin lisaa, jotta tuloksista voitai-

siin tehda varmoja paatelmia.

Taulukko 2. Geenien ilmentymistasojen muutokset kahdella E11,5 poistogeenisella sikiélla ver-
rattuna villityypin sikioon.

NRP2 0,91 -0,46
VEGFR-2 0 0,52
VEGFR-3 -0,16 0
VEGF-C -0,36 0
VEGF-D 0,12 -0,67
SVEGFR-2 0 0
ANG1 -0,38 0,25
ANG2 -0,32 0,83
TIEL -0,35 0
TIE2 -0,25 0,19

Geenien ilmentymistasot (ka) E11,5
0,3

0,2
0,1
0

v Q. . M 1
0.1 &K K¢ & X & & ‘?&9 < &

\

& € I &

Kuva 37. Geenien ilmentymistasojen keskiarvot kahden E11,5 sikidn kudoksista.
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9 Yhteenveto

VSNL1-geenin on todettu vaikuttavan sikidaikana useiden eri elinten ja kudosten muo-
dostukseen, muun muassa munuaisten muodostukseen sekd sydamen kehitykseen.
Geenin toimintaa on tutkittu VSNL1-poistogeenisten hiirien avulla, mitka tehtiin kor-
vaamalla normaali geeni LacZ-geenilla, jolloin VSNL1-geeni saatiin hiljennettya. Pois-
togeenisilla hiirilld on huomattu muutoksia suonten muodostuksessa eli angiogeneesis-
sa ja lymfangiogeneesissa. Nama fenotyypin muutokset on havaittu E12,5 sikidilla,
joilla on todettu ihonalaista turvotusta eli 6deemia ja sikiot kuolevat noin 15 vuorokau-
den ikaisina. Vasta-ainevarjaysten avulla todettiin turvotuksen johtuvan ainakin osittain
laajentuneista primaarisista lymfapusseista, mista sikion imusuonisto lahtee muodos-
tumaan. Verisuonissa ei havaittu poikkeavaa fenotyyppia vasta-ainevarjaysten perus-
teella. Primaaristen lymfapussien laajentuminen saattaa johtua endoteelisolujen li-

saantyneesté proliferaatiosta tai niiden lisdantyneesta erilaistumisesta.

Muuttuneen fenotyypin taustalla vaikuttavista molekylaarisista tekijoista tarvitaan lisaa
tietoa, jotta VSNL1-geenin toimintaa ja vaikutusta erityisesti lymfangiogeneesiin eli
imusuonten muodostukseen pystytddn ymmartamaan paremmin. Molekylaaristen me-
kanismien selventamiseksi tdssa tydssa pyrittin selvittimaén geenien ilmentymis-
tasojen mahdollinen muutos niiden geenien osalta, joiden on aikaisemmissa tutkimuk-
sissa todettu vaikuttavan imusuonten kehitykseen. Tutkimusmenetelmaksi valittin RT
gPCR, silla sen avulla on mahdollista havainnollistaa geenien ilmentymistasojen muu-

tosta mRNA-tasolla.

Tutkittavia geeneja valittiin kymmenen, joiden kaikkien on todettu vaikuttavan verisuon-
ten ja imusuonten kehitykseen sikidaikana; VEGF-C, VEGF-D, VEGFR-2, VEGFR-3,
SVEGFR-2, ANG-1, ANG-2, TIE-1 ja TIE-2. Kontrolligeeneiksi valittiin yleisesti kudok-
sissa ilmentyvat beta-aktiini ja TBP. Naytteiksi valittiin E11,5 ja E12,5 villityypin, hetero-
tsygootin ja poistogeenisen sikididen kudosta, joista lahinna villityyppié ja poistogeenis-

ta verrattiin keskenaan.

E12,5 sikididen geenien ilmentymistasot tutkittujen geenien osalta olivat padosin hyvin
samankaltaisia villityypin ja poistogeenisen sikion valilla eli muutosta geenin ilmentymi-
sessé ei ollut tapahtunut tai muutokset eri naytteiden valilla olivat niin ristiriitaisia, etta
niista laskettu muutoksen keskiarvo oli 1&helld nollaa. llmentyminen oli hivenen koholla

geenien sVEGFR-2 ja VEGFR-2 osalta, mutta muutos ei ole kovin merkittava.
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Imusuonten muodostusta indusoivan kasvutekijan VEGF-D:n ilmentymistaso oli sen
sijaan selkeasti koholla, noin 80 %. VEGF-D:n normaalia suurempi ilmentyminen saat-
taisi olla yksi selitys turvotuksella ja laajentuneille primaarisille lymfapusseille. Sen on
todettu indusoivan imusuonten kehitystéa ja muissa tutkimuksissa on osoitettu sen aihe-
uttavan imusuonten laajentumista ja 6deemien muodostusta kudoksiin (Rissanen ym.
2003). Myds VEGFR-2:n koholla oleva ilmentyminen voi osaltaan vaikuttaa muuttunee-
seen fenotyyppiin, silla sen on todettu vaikuttavan endoteelisolujen proliferaatioon seka

likkumiseen.

E11,5 sikididen tutkimustuloksia ei voida tarkastella tieteellisesti, silla tutkimukseen
saaduista poikueista I6ytyi vain kaksi poistogeenista sikiotd. Kahden yksilon perusteella
on mahdoton tehda varmoja paatelmia, mutta naiden tutkimustulosten perusteella voi-
daan geenien ilmentymistasojen paatella olevan hyvin erilainen kuin E12,5 sikidilla.
Kaiken kaikkiaan sek&a E11,5 ettda E12,5 sikidita olisi pitédnyt tutkia suurempi maara,
jotta tuloksista voitaisiin tehda todellisia johtopdatoksia. Suuremman maaran avulla
voitaisiin esimerkiksi saada ristiriitaisiin tuloksiin selvyytta. Ristiriitaisia tuloksia saatiin
esimerkiksi imusuonten muodostuksessa toimivan reseptorin, VEGFR-3:n osalta.

Tassa tutkimuksessa kaytetyt kontrolligeenit valittin kirjallisuuden perusteella. Jotta
geenien ilmentymistasoja voitaisiin ehdottoman luotettavasti tutkia, olisi ndiden geenien
oltava juuri siihen tutkimukseen valittuja ja testattuja. Tutkimuksessa ilmeni useissa
PCR -ajoissa vaihtelua kontrolligeenien ilmentymistasoissa eri naytteiden valilla. Vaih-
telun pitaisi olla hyvin pienta, jotta muiden geenien ilmentymistasojen normalisointi on-
nistuisi mahdollisimman luotettavasti. Taman tutkimuksen ajallisesti rajoitetuissa puit-
teissa kontrolligeenien optimointi tai tasojen vaihtelun syiden selvittaminen ei kuiten-

kaan ollut mahdollista.

Taman tutkimuksen tulokset tukevat aikaisempien tutkimusten tuloksia ja tehtyja ha-
vaintoja siita, ettd VSNL1-geeni vaikuttaa angiogeneesiin ja lymfangiogeneesiin. Sen ei
ole todettu vaikuttavan suoraan, mutta se nayttaisi toimivan yhteistydssa eri suonten- ja
imusuontenmuodostukseen vaikuttavien tekijdiden kanssa. Geenin toiminnasta tarvit-
taisiin lisda tamankaltaista tutkimusta, jotta vaikutusmekanismeja voitaisiin ymmartaa
paremmin. Tallaista tietoa voitaisiin mahdollisesti kayttaa hyvéaksi joko perustutkimuk-
sessa tai kehiteltdessa hoitomuotoja sellaisiin sairauksiin, missa suonten muodostumi-

sella on keskeinen merkitys, esimerkiksi syopaan.
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DNA:n eristys

Genotyypitettavien sikididen hénnista otetaan naytepalat, jotka pakastetaan -
0°C 1,5 ml:n eppendorfputkissa.

Kuhunkin eppendorfputkeen pipetoidaan 300 ul lyysauspuskuria (ohje alla), jo-
hon on lisatty 4 ul Proteinaasi K:ta (Thermo Fisher), jonka jalkeen putket laite-
taan ravistelijaan 56 °C 800 rpm 1-2 tunniksi, kunnes naytepalat ovat taysin
liuenneet puskuriin.

Eppendorfputkiin pipetoidaan 90 pl ylikyllaista NaCl, — liuosta, sekoitetaan huo-
lella ja sentrifugoidaan 45 min 14 000 rpm.

Uusiin eppendorfputkiin pipetoidaan 500 ul jadkylmééa 100 % etanolia ja jokai-
sesta nayteputkesta pipetoidaan omaan putkeen 320 ul supernatantista. Taman
jalkeen sentrifugoidaan 30 min 14000 rpm.

Etanoli kaadetaan pois ja putkiin pipetoidaan 500 pl jadkylmaa 70 % etanolia ja
sentrifugoidaan 5 min 14 000 rpm.

Etanoli kaadetaan pois ja loppu etanoli poistetaan pienella pipetin kérjella ja
haihduttamalla.

DNA-pelletti liuotetaan 45 pl steriilia vetta (Nuclease free water, Amresco) na-
puttelemalla putkia kevyesti ja pitamalla niitd 30 min huoneenlammaossa.

Sailytetaan + 4 °C:ssa.

LYYSAUSPUSKURI (200 ml)

670 pul 3 M Tris-HCI pH 8,0
800 ul 0,5 M EDTA pH 8,0
80 ml 1M NacCl

10 ml 20 % SDS

108,53 ml H,O (MQ)
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PCR

o Naytteiden DNA:lle tehdaan kaksi eri PCR:&4, jotta saadaan selville mitk& nayt-
teistd ovat homotsygootteja, heterotsygootteja tai villityyppia tutkitun geenin
(Vsnll) suhteen.

VILIP KO PCR mix:

H,O (MQ) 8,05 ul

5 x puskuri 2,5 pl

dNTP 2 mM 1,25 pl

SU fwd 20 pM 0,25 pl (Oligomer Oy)

LacZ rev 20 pM 0,25 pl (Oligomer Oy)

Phusion (Thermo Scientific) 0,2 pl kokonaistilavuus 12,5 pl/tuubi
Naytettd (DNA) 0,4 pl/tuubi

Ohjelma:

5 min 98 °C

10s98°C

30s 66 °C

30s72°C toistetaan vaiheet 2-4 30x
4s72°C

4°C

o g s~ w N PE
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VILIP wt PCR mix:

H,O (MQ) 13,7 pl

10 x puskuri 2 pl

dNTP 2mM 2 ul

Se2 0,5 ul (Oligomer Qy)

Antil 0,5 ul (Oligomer Qy)

Dynazyme (Thermo Scientific) 0,3 ul  kokonaistilavuus 19,0 pl/tuubi
Naytetta (DNA) 1,0 pl/tuubi

Ohjelma:

4 min 98 °C

30s98°C

30s60°C

3 min 45s 68 °C toistetaan vaiheet 2-4 35x
10 min 68 °C

4°C

o gk~ w NP

e Agaroosigeeli 1,5 %
o 1xTAE50mi
o 0,75 g Agaroosi (Bioline)
o 10 pl etidium bromidi (Amresco)
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RNA:N ERISTYS TRI Reagent solution (Applied Biosystems)

o Naytteina jaadytetyt hiirten sikididen yldosat (kainaloista kaulaan) sydan mu-
kaan lukien, paino noin 50 pg. Naytteet 1,5 ul eppendorfputkissa.

o Eppendorfputkiin pipetoidaan 1 ml TRl Reagent —liuosta, jonka jalkeen kudosta
hajotetaan manuaalisesti muovisen tikun avulla ja pipetoidaan edestakaisin
kunnes kudos on taysin hajonnut ja liuos homogenisointunut. T&mén jalkeen in-
kuboidaan huoneenlamma@ssa 5 min.

e Putkiin pipetoidaan 200 pl kloroformia ja vorteksoidaan 15 s.

e Putkia sentrifugoidaan 12 000 rcf 15 min +4 C°, jolloin liuoksesta erottuu kolme
faasia.

e Kirkas faasi pipetoidaan uusiin eppendorfputkiin ja niihin lisdtadan 500 pl isopro-
panolia (2-propanol) ja vorteksoidaan 5-10 s. Inkuboidaan huoneenlammadssa
5-10 min.

e Sentrifugoidaan 12 000 rcf 8 min +4 C°, jonka jalkeen supernatantti kaadetaan
varovasti pois. RNA muodostaa eppendorfputken pohjalle pelletin.

e Pipetoidaan putkiin 1 ml 75 % etanolia ja sekoitetaan kevyesti.

e Sentrifugoidaan 7 500 rcf 5 min +4 C°, jonka jalkeen etanoli kaadetaan pois.
Putket sentrifugoidaan nopeasti pienelld sentrifuugilla, jonka jalkeen jaljelle jaa-
nyt etanoli poistetaan mahdollisimman tarkasti pienella pipetin karjella. Loppu
etanoli poistetaan haihduttamalla 3-5 min huoneenlammaossa.

o Syntynyt RNA-pelletti liuotetaan 40 pl steriilia vetta (Nuclease free water, Am-
resco) pipetoimalla edestakaisin ja inkuboimalla 10 min +65 C°.

o Naytteiden RNA-pitoisuus ja puhtaus mitataan Nanodropilla (Nanodrop 8000,
Thermo Scientific).

¢ RNA sdilytetaan pakastimessa, -80 C":ssa.
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RNA:n PUHDISTAMINEN

e DNaasi

O

O

Pipetoidaan 10 pg kustakin naytteesta 0,5 ml eppendorfputkeen ja lisa-
taan steriilia vetta (Nuclease free water, Amresco) niin etta tilavuudeksi
tulee 8,5 pl.

Pipetoidaan putkiin 1 pl 10 x puskuria ja 0,5 pl DNase | — entsyymia (In-
vitrogen)

Inkuboidaan +37 °C:ssa 1 h

¢ RNA Purification kit (RNeasy Mini Kit, Qiagen, RNA cleanup)

O

Pipetoidaan DNaasilla kasiteltyihin eppendorfputkiin 90 pul steriilia vetta,
jolloin kokonaistilavuudeksi tulee 100 pl.

Lisatdan 350 pl RLT -puskuria mihin on lisatty B-Mercaptoetanolia 10
pl/2 ml puskuria.

Lisataan 250 pl 96 % etanolia, sekoitetaan pipetoimalla edestakaisin.
Pipetoidaan liuokset (700 pl ) RNeasy kolumneihin ja sentrifugoidaan 15
s 8000 rcf > +20 °C:ssa.

Siiretaan kolumnit uusiin keraystuubeihin (2 ml) ja pipetoidaan kolum-
neihin 500 pl RPE -puskuria, mihin on lisatty 96 % etanolia 4 ml/ 1 ml
puskuria. Sentrifugoidaan kuten edella.

Lapitullut puskuri kaadetaan pois ja kolumniin pipetoidaan uudestaan
500 ul RPE —puskuria, sentrifugoidaan 2 min 8000 rcf > +20 °C:ssa.
Siirretdén kolumnit uusiin keraystuubeihin (2 ml) ja sentrifugoidaan 1
min 14 000 rcf.

Siirretd&n kolumnit uusiin 1,5 ml eppendorfputkiin ja pipetoidaan suo-
raan kolumnien silica geelikalvojen p&alle 30 pl steriilia vetta. Sentrifu-
goidaan 1 min 8000 rcf.

Mitataan puhdistetut RNA-naytteet Nanodropin (Nanodrop 8000, Ther-
mo Scientific) avulla.

Sailytetdan -80 °C:ssa
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KAANTEISTRANSKRIPTAASI (Super Script® Il Reverse transcriptase, Invi-

trogen)

o Pipetoidaan 0,5 ml eppendorftuubeihin 1- 1,5 pg puhdistettua RNA:ta ja
lisataan steriilia vetta niin etta tilavuudeksi tulee 10 pl.

o Pipetoidaan tuubeihin 1 pl 50 ng/ pl alukesekoitusta ja 1 pl 10 mM
dNTP, jonka jalkeen inkuboidaan 5 min 65 °C:ssa.

o Jaadhdytetaan tuubit jailla ja lisatdén 4 pl 5 x puskuria ja 2 pl 0,1 M DTT,
sekoitetaan pipetoimalla edestakaisin ja inkuboidaan huoneenlammaéssa
2 min.

o Lisatdén 0,5 ul SuperScript Il RT/ tuubi, sekoitetaan pipetoimalla ja sent-
rifugoidaan nopeasti. Inkuboidaan huoneenlammaossa 10 min, +42
°C:ssa 50 min ja 70 °C:ssa 15 min.

o Laimennetaan saatu cDNA 1:10 steriililla vedella ennen real time
gpcr:aa.

o Sdilytetdaan — 80 °C:ssa.



Liite 6
1(2)

Reaaliaikainen kvantitatiivinen PCR (RT gPCR)

e ALUKKEET

Osa alukkeista saatiin artikkelista (Dicke ym., 2011) ja loput suunniteltiin

O

NBCI:n alukkeiden suunnitteluohjelman avulla.
TBP, VSNL1, VEGF-C, VEGF-D, VEGFR-2, VEGFR-3, Nrp2, B-Actin ja

Svegfr-

Oy)

2 ( TAG Copenhagen A/S), Angl, Ang2, Tiel ja Tie2 (Oligomer

Alukkeet testattiin todellisia naytteita vastaavalla cDNAlla (villityyppi) te-
kemalla PCR.

PCR M

aster Mix (Platinum®TagPCRxDNAPolymerase, Invitrogen)
tehd&an jailla 0,5 ml eppendorfputkiin

Steriili H,O 38 pl

10 x puskuri ilman MgCl, 5 pl

10 mM dNTP 1 pl

50 mM MgCl, 1,5 pl

10 pM alukkeet rev + fwd 1 pl + 1 pl

Taq polymeraasi 0,5 pl

templaatti DNA 2 pl

= Negatiivisina kontrolleina "cDNA”, joka oli valmistettu ilman kaan-

teistranskriptaasia seka templaatin tilalla pelkka vesi.

= Ohjelma (Master cycler, Eppendorf):

1.

a > w0

2 min 94 °C

30s94°C

30s55°C

20s72°C

4°C

Toistetaan vaiheita 2-4 35x

= Naytteista pipetoidaan 15 pl 1,5 % agaroosigeelille ja ajetaan gee-
li.
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o PCR MIX RT-PCR (FastStart SYBR Green Master, version 09, Roche)
o Pipetoidaan jailla 96-kuoppalevylle (Biotop), suojataan valolta
Steriili H,O 6 pl
Alukkeet 5 uM (fwd + rev) 1 pl + 1 pl
Master Mix 2 x conc 10 pl kokonaistilavuus 18 pl/kuoppa

Templaatti cDNA (laimennettu 1:10) 2 pl/ kuoppa

o Sekoitetaan pipetoimalla edestakaisin

o Peitetddn kuoppalevy suojakalvolla, miké tekee siita ilmatiiviin ja sent-

rifugoidaan pikaisesti, jotta saadaan kaikki reagenssit kuoppien poh-

jalle.

o Ajetaan naytteet real-time PCR —laitteella (Bio-Rad)

o Ohjelma:

1.
2.

o g M~ w

2 min 50 °C

10 min 95 °C

15s95°C

30s55°C

30 s 60 °C, levyn luku

Sulamiskayra 54 °C:sta 95 °C:een, lisdys 0,5 °C, levyn luku
Toistetaan vaiheita 3-5 35x

e Tulokset analysoidaan Bio-Rad CFX Manager 2.0 —ohjelman avulla.
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PARAFIINILEIKKEET JA NIIDEN VARJAYS

Sikiot valetaan parafiinimuotteihin pystyasennossa, jotta saadaan poikittaisia
leikkeita.

Kun muotit ovat jadhtyneet, ne leikataan mikrotomilla 5-7 um paksuisiksi viipa-
leiksi, jotka siirretdadn varovasti objektilaseille ja kiinnitetaén lammon avulla. La-

seja inkuboidaan yon yli +37 °C:ssa.

Immunofluoresenssi:

Laseista valitaan halutusta kohdasta olevat leikkeet ja ne deparafinisoidaan
seuraavasti:

o 5 min xyleeni x 2

o 5 min 100 % etanoli x 2

o 5 min 70 % etanoli

o 5 min 50 % etanoli

o 5 min steriloitu H,O x 2
Lammitetd&n mikrossa 0,01 M sitraattipuskuria n. 2 min jonka jalkeen objektila-
sit siirretdén siihen ja lammitetdan ensin taydella teholla kunnes puskuri kiehuu,
jonka jalkeen pienelld teholla, yhteensa 10 min. Annetaan jaahtya.
Tehd&an laseilla olevien naytteiden ympaérille rasvatussilla ympyrét ja pestaén
lasit PBS:ll& 2 x 5 min.
Pipetoidaan tussiympyrdihin 1:3 laimennettua blocking donkey seerumia niin et-
ta leikkeet peittyvat kokonaan ja inkuboidaan huoneenlammdossa 0,5 h kostean
paperin paalla suljetussa laatikossa, niin etta leikkeet eivéat paase kuivumaan.
Pestaan lasit 2 x PBS 5 min.
Pipetoidaan tussiympyr6ihin primadarivasta-aineet n. 10-30 pl, niin etté leikkeet
peittyvat. Inkuboidaan joko 1 h huoneenlammadssa tai yon yli + 4 °C:ssa koste-

an paperin paalla laatikossa. Vasta-aineet laimennetaan 0,05 % PBS Tween

NIa.
o Prox 1 (goat) 1:50 (R&D Systems)
o Lyve 1(rabbit) 1:1000 (R&D Systems)
o Sma (mus) 1:400 (Promega)

o Endomycin (rat)1:1000 (Hycult Biotech)

Pestaan lasit 3 x PBS 5 min.
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Pipetoidaan tussiympyrdihin sekundéaarivasta-aineet kuten primaarit ja inkuboi-
daan kuten edella valolta suojattuna. Laimennetaan 1:300 0,05 % PBS Tween
&
o Eri ympyrdihin riippuen primaarivasta-aineesta:

= alexa fluor 488 a-goat (vihred) (Invitrogen)

» alexa fluor 563 a-mus (punainen) (Invitrogen)

» alexa fluor 488 a-rat (vihred) (Invitrogen)

» alexa fluor 568 a-rabbit (punainen) (Invitrogen)

= alexa fluor 488 a-rabbit (vihred) (Invitrogen)
Pestaan lasit 3 x PBS 5 min.
Pudotetaan lasien paalle pari pisaraa peitinainetta (Vectashield DAPI, Vector
Laboratories) ja asetetaan peitinlasi varovasti paalle, suojataan valolta niin pal-
jon kuin mahdollista pitdmalla foliota lasien paalla.
Kuvataan lasit fluoresenssimikroskooppiin liitetylla kameralla.(Zeiss Axioplan Il

microscope).

Immunhistokemia:

Deparafinisointi kuten immunofluoresenssissa.

Inkuboidaan 10 min 3 % H,0O,, huuhdellaan MQ-vedella.

Jatketaan kuten immunofluoresenssilasien kanssa sitraattipuskuri, pesut, tussi
seka blokkaus ja pesut.

Pipetoidaan primaarivasta-ainetta VILIP1 10-25 pl/ ympyra.

Inkuboidaan yon yli +4 “C:ssa kostean paperin paalla laatikossa.

Pestéén lasit 2 x PBSTween 0,05 % 5 min ja 1 x PBS 5 min.

Pipetoidaan ympyroihin sekundaarivasta-aine a-rabbit HRP (ImmPRESS™
REAGENT KIT peroxidase, Vector laboratories).

Inkuboidaan huoneenlammadsséa noin 40 min.

Pestaan lasit 2 x PBSTween 0,05 % 5 min ja 1 x PBS 5 min.

Sekoitetaan eppendorf-putkessa 1 ml H,O, 45 ul DAB A ja 45 ul DAB B (Im-
muno Vision Technologies). Seoksen annetaan vaikuttaa 2-10 min samalla seu-
raten varinmuodostusta mikroskoopin alla.

Huuhdellaan juoksevalla vedella 10 min.
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Laitetaan leikkeiden p&alle pari pisaraa peitinainetta (Polyvinyl alcohol mounting
medium with DABCO®, Sigma-Aldrich). Asetetaan peitinlasi paalle.
Kuvataan lasit fluoresenssimikroskooppiin liitetylla kameralla.(Zeiss Axioplan Il

microscope).
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Alukkeet

PCR: (Oligomer)

vilip anti1 (wt fwd) 5-TAG AGC TGC TGG AAC TCC TC-3' Tm 59,4 °C

vilip1 se2 (wt rev) 5-GCT CCC ATA TAC CTA ACA TG-3' Tm 55,3 °C

SU (vilip ko fwd) 5’-CAG GAA CAA TAG CTG TCT GG-3' Tm 57,3 °C

LacZ (vilip ko rev) 5-GCT GGC TTG GTC TGT CTG TCC TA-3 Tm 64,2 °C

RT gPCR: (Oligomer)

Ang1 fw §’-CAT TCT TCG CTG CCATTC TG-3 Tm 57,3 °C

Ang1rev 5-GCATGC CCATGT TGA ATC-3 Tm 57,9 °C

Ang2 fw 5’-TTA GCA CAA AGG ATT CGG ACA AT-3 Tm 57,1 °C

Ang2rev 5’-TTT TGT GGG TAG TAC TGT CCATTC A-3’ Tm 59,7 °C

Tie1 fw 5-CAA GGT CAC ACA CAC GGT GAA-3' Tm 59,8 °C

Tie1 rev 5-GCC AGT CTA GGG TAT TGA AGT AGG A-3 Tm 63,0 °C

Tie2 fw 5’-ATG TGG AAG TCG AGA GGC GAT-3' Tm 59,8 °'C

Tie2 rev 5-CGA ATA GCC ATC CAC TAT TGT CC-3' Tm 60,6 °C

TAG Copenhagen A/S:

Beta-actin fw 5-ACC AAC TGG GAC GAC ATG GAG AAA A-3 Tm 63,0 °C

Beta-actin rev 5-TAC GGC CAG AGG CGT ACA GGG ATAG-3yTm67,9°C
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Nrp2 fw 5’- TCA GGT AGA CCT GGG GAC AC-3' Tm 61,4 °C

Nrp2 rev 5-TCC CAG TCC TTG CCATTT AG-3 Tm 57,3 °C

SVEGFR-2 fw 5’-CAC CAG TTTGCA AGA ACT TGG ATG CT-3 Tm 63,2 °C

SVEGFR-2 rev 5-CAA TTC TGT CAC CCA GGG ATG C-3' Tm 62,1 °C

TBP fw 5-TGC ACA GGA GCC AAG AGT GAA-3' Tm 59,8 °C

TBP rev 5-CAC ATC ACA GCT CCC CAC CA-3 Tm61,4°C

VEGF-C fw 5-TGT GTC CAG CGT AGATGA GC-3' Tm 59,4 °C

VEGF-C rev 5’-TCC CCT GTC CTG GTATTG AG-3' Tm 59,4 °C

VEGF-D fw 5’-GTG CAA GTA GAA AGC CAG CC-3’Tm 59,4 °C

VEGF-D rev 5-CAA GGG TTC TCC TGG CTG TA-3’ Tm 59,4 °C

VEGFR-2 fw 5-ACC ATT GAA GTG ACT TGC CC-3' Tm 57,3 °C

VEGFR-2 rev 5-CCG GTT CCC ATC TCT CAG TA-3 Tm 59,4 °C

VEGFR-3 fw §-ACG CTG ATG ATAGTC CACCC-3 Tm 59,4 °C

VEGFR-3 rev 5’-CTT CAT CCT GGA AGA GCC TG-3' Tm 59,4 °C

VSNL1 fw 5-AGA TTC ACC CGAGCG TGT TG-3' Tm 59,4 °C

VSNL1 rev 5-GCT AAA CCG TCT CTG CGA GT-3’ Tm 59,4 °C
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Bio-Rad CFX Mnager 2.0 Esimerkki tulosdatasta (PDF)

Standard Curve

40 35 30 25 20 A5 A0

Log Starting Quantity
3 Standard
. Unknown
SYBR  E=802% R"2=0,995 Slope=-3,611 y-int=15 061

Beta-actin 1:10, 1:100, 1:1000, 1:5000, 1:10000

Standard Curve

34

30
28
26
24
22
20
16

Cq

Log Starting Quantity

T Standard
. Unknown
—— S¥BR  E=1127% R"2=0 972 Slope=-2 943 y-int=21,167

TBP 1:10, 1:100, 1:1000, 1:5000, 1:10000

Kuva 38. Standardisuorat; cDNA-laimennokset 1:10, 1:100, 1:1000, 1:5000 ja 1:10000
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29.04.13.pcrd
30.8.2013 13:46
Report Information
User: BioRad/admin
Data File Name: Angio with 6 primers and beta-actin +TBP 29.04.13.pcrd
Data File Path: E:\Results\Reports\Tuloksia Biorad
Well Group Name: All Wells
Report Differs from Last Save: No
Run Setup
Run Information
Run User: admin
Run Date: 29.4.2013 11:21
ID:
Notes:
Sample Volume: 20
Temperature Control Mode: Calculated
Lid Temperature: 105
Base Serial Number: CT004512
Optical Head Serial Number: 785BR8542
Protocol
1: 50,0°C for 2:00
2:95,0°C for 10:00
3:95,0°C for 0:15
4: 55,0°C for 0:30
5: 60,0°C for 0:30
Plate Read
6: GOTO 3, 35 more times
7: Melt Curve 54,0°C to 85,0°C : Increment 0,5°C 0:05
Plate Read
Plate Display
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
A| Unk-1 | Unk-1 | Unk-1 | Unk2 | Unk-2 | Unk-2 | Unk-3 | Unk-3 | Unk-3 | NTC | *Unk | *Unk
TIE1 TIE1 TIE1 TIE1 TIE1 TIE1 TIE1 TIE1 TIE1 Beta- SYBR | SYBR
wt wt wt het het het ko ko ko actin
B| Unk-4 | Unk-4 | Unk-4 | Unk-5 | Unk5 | Unk5 | Unk-6 | Unk-6 | Unk6 | NTC | *Unk | *Unk
TIE2 TIE2 TIE2 TIE2 TIE2 TIE2 TIE2 TIE2 TIE2 Beta- | SYBR | SYBR
wt wt wt het het het ko ko ko actin
C| Unk-7 | Unk-7 | Unk-7 | Unk-8 | Unk-8 | Unk-8 | Unk-9 | Unk-8 | Unk-9 | *Unk *Unk *Unk
ANG1 | ANG1 | ANG1 | ANG1 | ANG1 | ANG1 | ANG1 | ANG1 | ANG1 | SYBR | SYBR | SYBR
wi wi wi het het het ko ko ko
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
D| Unk-10 | Unk-10 | Unk-10 | Unk-11 | Unk-11 | Unk-11 | Unk-12 | Unk-12 | Unk-12 | *Unk *Unk *Unk
ANG2 | ANG2 | ANG2 | ANG2 | ANG2 | ANG2 | ANG2 | ANG2 | ANG2 | SYBR | SYBR | SYBR
wit wt wt het het het ko ko ko
E| Unk-13 | Unk-13 | Unk-13 | Unk-14 | Unk-14 | Unk-14 | Unk-15 | Unk-15 | Unk-15 | *Unk *Unk *Unk
VEGF-C|VEGF-C |VEGF-C|VEGF-C |VEGF-C|VEGF-C|VEGF-C |VEGF-C|VEGF-C| SYBR | SYBR | SYBR
wi wt wt het het het ko ko ko
F | Unk-16 | Unk-16 | Unk-16 | Unk-17 | Unk-17 | Unk-17 | Unk-18 | Unk-18 | Unk-18 | *Unk *Unk *Unk
VEGF-D|VEGF-D |VEGF-D |VEGF-D |VEGF-D|VEGF-D|VEGF-D |VEGF-D|VEGF-D| SYBR | SYBR | SYBR
wit wt wt het het het ko ko ko
G| Unk-19 | Unk-19 | Unk-19 | Unk-20 | Unk-20 | Unk-20 | Unk-21 | Unk-21 | Unk-21 | *Unk *Unk *Unk
TBP TBP TBP TBP TBP TBP TBP TBP TBP SYBR | SYBR | SYBR
wit wit wit het het het ko ko ko
H| Unk-22 | Unk-22 | *Unk-22 | Unk-23 | Unk-23 | Unk-23 | Unk-24 | Unk-24 | Unk-24 | *Unk *Unk *Unk
Beta- Beta- Beta- Beta- Beta- Beta- Beta- Beta- Beta- | SYBR | SYBR | SYBR
actin actin actin actin actin actin actin actin actin
wit wt wt het het het ko ko ko
Quantification
Step#: 5
Analysis Mode: Fluorophore
Cq Determination: Single Threshold
Baseline Method:
SYBR: Auto Calculated
Threshold Setting:
SYBR: 89,61, User Defined
Amplification
6000
5000
4000
=2
& 3000
2000
1000
0 j S T
0 5 10 15 20 25 30 35
Cycles

Quantification Data

Well | Flunor | Target |Content|Sample| Cq | Cq | Cq
Mean | Std.

Dev

A01 |SYBR| TIE1 |Unkn-01 wt |23,19| 23,20 | 0,074




Well | Fluor | Target |Content |Sample| Cq | Cq Cq

Mean | Std.

Dev
A02 |SYBR| TIEL Unkn-01 wt 0,074
AD3 |SYBR| TIEL Unkn-01 wt 0.074
AOD4 |SYBR| TIEL Unkn-02 |  het 0,140
AD5 |SYBR| TIEL Unkn-02| het 0.140
A6 |SYBR| TIEL Unkn-02 |  het 0,140
A07 |SYBR| TIEL Unkn-03| ko 0.118
A0S |SYBR| TIEL Unkn-03 | ko 0.118
AQ9 |SYBR| TIEL Unkn-03| ko 0,118
Al0 [SYBR |Beta-actin| NTC 0.000
BO1 |SYBR| TIE2 |Unkn-04| wt 0,059
BO2 |SYBR| TIE2 |Unkn-04| wt 0,059
BO3 |SYBR| TIE2 |Unkn-04| wt 0.059
B04 |SYBR| TIE2 |Unkn-05| het 0,062
BOS |SYBR| TIE2 |Unkn-05| het 0,062
B0O6 |SYBR| TIE2 |Unkn-05| het 0,062
BO7 |SYBR| TIE2 |Unkn-06| ko 0.089
BO8 |SYBR| TIE2 |Unkn-06| ko 0,089
B09 |SYBR| TIE2 |Unkn-06| ko 0,089
B10 | SYBR |Beta-actin | NTC 0.000
C01 |SYBR| ANG1 |Unkn-07| wt 0.041
C02 |SYBR| ANG1 |Unkn-07| wt 0,041
C03 |SYBR| ANG1 |Unkn-07| wt 0.041
C04 |SYBR| ANG1 |Unkn-08| het 0,022
CO5 |SYBR| ANG1 |Unkn-08| het 510,022
C06 |SYBR| ANGIl |Unkn-08| het 0,022
CO7 |SYBR| ANG1 |Unkn-09| ko 0,039
CO8 |SYBR| ANG1 |Unkn-09| ko 0,039
C09 |SYBR| ANG1 |Unkn-09| ko 0,039
D01 [SYBR| ANG2 |Unkn-10| wt 0,191
D02 |SYBR| ANG2 |Unkn-10| wt 0,191
D03 [SYBR| ANG2 |Unkn-10| wt 0,191
D04 [SYBR| ANG2 |Unkn-11| het 0,020
D05 |SYBR| ANG2 |Unkn-11| het 0,020
D06 [SYBR| ANG2 |Unkn-11| het 0,020
D07 |SYBR| ANG2 |Unkn-12| ko 0,085
D08 [SYBR| ANG2 |Unkn-12| ko 0,085
D09 [SYBR| ANG2 |Unkn-12| ko 0,085
E01 |SYBR | VEGF-C |Unkn-13| wt 0,087
E02 |SYBR | VEGF-C |Unkn-13| wt 0,087
E03 |SYBR| VEGF-C |Unkn-13| wt 0,087
E04 |SYBR | VEGF-C |Unkn-14 | het 0,030
E05 |SYBR | VEGF-C |Unkn-14 | het 0,030
E06 |SYBR| VEGF-C |Unkn-14| het 0,030
E07 |SYBR | VEGF-C |Unkn-15| ko 25,29 25,38 | 0,079
EO8 |SYBR| VEGF-C |Unkn-15| ko 2541 25,380,079
E09 |SYBR | VEGF-C |Unkn-15| ko 2544 2538|0079
FO1 |SYBR | VEGF-D |Unkn-16| wt 28,88 28,820,144
F02 |SYBR | VEGF-D |Unkn-16| wt 28.93 | 28.82|0.144
F03 |SYBR | VEGF-D |Unkn-16| wt 28.66 | 28,82 | 0.144
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Well | Fluor | Target |Content |Sample| Cq | Cq | Cq
Mean | Std.

Dev

F04 |SYBR | VEGF-D |Unkn-17| het |[28.75|28.67 (0,088
F05 |SYBR | VEGF-D |Unkn-17| het |[28.57|28.67 (0,088
FO6 |SYBR | VEGF-D |Unkn-17| het |[28.68|28.67 0,088
FO7 |SYBR | VEGF-D |Unkn-18| ko [28.65|28.61 0,047
F08 | SYBR | VEGF-D | Unkn-18 ko 28.62| 28.61 [ 0.047
F09 | SYBR | VEGF-D | Unkn-18 ko 28.50| 28.61 [ 0.047
GO1 | SYBR TBP Unkn-19 wt 22,69 | 22.65 | 0.032
G02 |SYBR TBP Unkn-19 wt 22,64 22.65 |0.032
G03 |SYBR TBP Unkn-19 wt 22,63 | 22.65 |0.032
G04 | SYBR TBP Unkn-20| het 22.15| 22,26 [ 0.099
GO05 | SYBR TBP Unkn-20| het 22,33 22,26 [ 0.099
G06 | SYBR TBP Unkn-20| het 22,30 22,26 [ 0.099
GO7 [SYBR TBP Unkn-21 ko 22.85|22.95 | 0.093
GO8 | SYBR TBP Unkn-21 ko 22,96 22.95 | 0.093
G09 [SYBR| TBP |Unkn-21 ko |23.04]22.95|0.003
HO1 |SYBR |Beta-actin | Unkn-22 |  wt 17.89 | 17.97 | 0.118
HO2 |SYBR |Beta-actin | Unkn-22 |  wt 18.,05]17.97 | 0.118
HO04 |SYBR |Beta-actin | Unkn-23 | het |[17.74|17.59 | 0.136
HO5 |SYBR |Beta-actin | Unkn-23 |  het |[17.53]17.59|0.136
HO6 | SYBR |Beta-actin | Unkn-23 | het |[17.49|17.59|0.136
HO7 |SYBR | Beta-actin | Unkn-24 | ko 18.20 | 18.23 | 0.116
HO8 | SYBR | Beta-actin | Unkn-24 | ko 18,35 18.23 | 0.116
H09 | SYBR | Beta-actin | Unkn-24 | ko 18.13 | 18.23 | 0.116

Gene Expression

Analysis Parameters

Analysis Mode: Normalized expression ( AACq )
Chart Data: Relative to zero
Scaling options:
Chart Error: £ 1,0 SEMs

Normalized Fold Expression

14
12
1.0
08
06
04
0,2

0.0

ANG1

E12,5 wt 634, het 635 and ko 633

ANG2

TIE1

b

TIEZ

Target

wt

— het

-

ko

T

VEGF-C

VEGF-D
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Sample Names
Name | Full |Control
Name
wt wt Yes
het het No
ko ko No
Gene Expression Data
Da | Tar |Sa(f Rel | Rel | Corr | Rel | Corr | Unsca | Unsca | Corre | Unsca | Corre | Expre | Expre | Corre | Expre | Corre WM C | C
ta | get | m [ ativ | ativ |ected | ativ [ected | led led | cted | led | cted | ssion | ssion | cted | ssion | cted |ele| q | q
Set ply e e |Relat| e |Relat|Expre Expre|Unsca|Expre|Unsca SD |Expre| SEM |Expre|l{a| S |SE
e l Qu|Qu | ive | Qu | ive | ssion | ssion | led | ssion | led ssion ssion (1(n| D | M
anti | anti | Qua |anti | Qua SD |Expre| SEM |Expre SD SEM [s|C
ty | ty |ntity | tv | ntity ssion ssion q
SD | SD | SE |SEM SD SEM
M
1- | AN |he||1.21]0.01|0.018(0.01{0.010| 0.925 | 0,055 | 0.055 | 0.032 | 0.032 | 0,925 | 0.055 | 0.055 | 0,032 | 0,032 [3(2| 0. | 0.
SY| GI |t ||[043[8B55| 55 [071| 71 04 7 76 20 20 04 76 76 20 20 3102|101
BR .121)27
717
3
1- | AN |ko ||0.89]0.02]0.024(0.01 [0.014| 1.088 | 0,063 | 0.063 | 0.036 | 0.036 | 1,088 | 0.063 | 0.063 | 0.036 | 0,036 (3(2| 0. | 0.
SY| Gl 796 | 454 | 34 | 417| 17 55 48 48 65 65 35 48 48 65 63 4(03]02
BR .| 9427
1136
8
1- | AN |wt}1.00]0.02]0.028 |0.01 [0.016| 1.000 | 0,050 | 0.050 | 0.029 | 0.029 | 1,000 | 0.050 | 0.050 | 0.029 | 0,029 (3(2| 0. | O,
SY| Gl 000|846 | 46 |643| 43 00 99 99 44 44 00 99 99 44 44 40402
BR .| 10137
o6 |1
3
1- | AN |he ||1.56]0.02]0.021 |0.01 {0.012| 1.198 | 0,071 | 0.071 | 0.041 | 0.041 | 1.198 | 0.071 | 0.071 | 0.041 | 0,041 [3{2| 0. | O,
SY| G2 |t ||838|162| 62 |248| 48 59 81 81 46 46 39 81 81 46 46 710101
BR .| 98|14
1198
8
1- | AN |ko||1.16]0.06|0.068 [0.03(0.039| 1.415 | 0,110 | 0.110 | 0.063 | 0.063 | 1.415 [ 0.110 | 0.110 | 0.063 | 0,063 [3(2| 0. | 0.
SY| G2 806|846 | 46 |953| 53 98 49 49 79 79 98 49 49 79 79 7108 |04
BR .| 45|88
6| 6|2
0
1- | AN |wt}1.00]0.13]0.132(0.07[0.076| 1.000 | 0,139 | 0.139 | 0.080 | 0.080 | 1.000 | 0.139 | 0.139 | 0.080 | 0,080 (3(2| 0. | 0.
SY| G2 000|246 | 46 |648| 48 00 05 05 28 28 00 05 05 28 28 711911
BR L1103
803
3
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Da | Tar |Sa(] Rel | Rel | Corr | Rel | Corr [ Unsca | Unsca | Corre | Unsca | Corre | Expre | Expre | Corre | Expre | Corre WM C | C
ta | get | m [ ativ | ativ | ected | ativ |ected | led led | cted | led | cted | ssion | ssion | cted | ssion | cted |ele| q | q
Set ply e e |Relat| e |Relat|Expre|Expre|Unsca|Expre|Unsca SD |(Expre| SEM |Expre|l|a| S |SE
e | Qu| Qu| ive | Qu | ive | ssion | ssion | led | ssion | led ssion ssion (ljn| D | M
anti | anti | Qua |anti | Qua SD |Expre| SEM |Expre SD SEM |s|C
ty | ty |ntity | ty |ntity ssion ssion q
SD | SD | SE [SEM SD SEM
M
1- |Beta | he |[1.30|0.12(0.122]0.07|0.071| NJA | N/A | NJA | N/A | NJA | N/A | N/JA | NJA | N/A | N/A |3{1/ 0. |0
SY| - |t ||[389(299]| 99 |101| 01 701307
BR |actin .| 60|85
50817
9
1- |Beta | ko |[0.83|0.06(0.067|0.03]|0.038| NA | NA | NA | NA | NA | NA | NA | NA | NJA | N/A [3]1|0.| 0.
SY| - 699|716 | 16 |877| 77 8 11)06
BR |actin .|57)68
2163
3
1- |Beta |wt{{1.00|0.08 [0.081|0.05|0.057| NA | NA | NA | NJA | NA | NA | NJA | NA | NJA | N/A |2]1| 0. | 0.
SY| - 000|163 | 63 |772| 72 7(11)|08
BR |actin 7732
1- |TBP |he |[1.31|0.09(0.090|0.05{0.051| NJA | NJ/A | NJA | NA | NJA | N/A | N/A | N/A | N/A | N/A |3[2] 0.
SY t|[317|002| 02 |197| 97 2|09 05
BR .| 8971
21010
6
1- |TBP |ko ||0.81 |0.05(0.052|0.03]0.030| N/A | N/A | NJA | N/A | NJA | N/A | N/A | NVJA | N/A | N/A |3[2| 0.
SY 301|254 | 54 |034| 34 2|0905
BR .132]38
91 43
5
1- |TBP |wt{{1.00|0.02(0.022|0.01]0.012| NA | NA | NA | NA | NJA | NA | N/A | NA | N/A | N/A |3[2]| 0.
SY 000|224 | 24 |284| 84 2|03|01
BR .|20]85
693
5
1- |TIE1|he |[1.22|0.11[0.118|0.06|0.068 | 0.935 | 0.105 | 0.105 | 0,061 | 0.061 | 0.935 | 0,105 | 0.105 | 0.061 | 0.061 |3|2| 0, | 0.
SY t||369|889| 89 |864| 64 17 96 96 18 18 17 96 96 18 18 2| 1408
BR .|o1)09
91713
1
1- |TIE1| ko |[0.93|0.07 [0.076|0.04|0.044 | 1.137 | 0.109 | 0.109 | 0.063 | 0.063 | 1.137 | 0.109 | 0,109 | 0,063 | 0,063 |3|2| 0, | 0.
SY 872|666 | 66 |426| 26 96 87 87 43 43 96 87 87 43 43 3| 11|06
BR .| 78] 80
2112
9
1- |TIE1|wt{1.00|0.05(0.051|0.02|0.029 | 1.000 | 0.066 | 0.066 | 0,038 | 0.038 | 1.000 | 0.066 | 0.066 | 0.038 | 0.038 |3|2| 0. | O.
SY 000|121 | 21 |957| 57 00 42 42 35 35 00 42 42 35 35 3{07|04
BR .138]26
2|86
0
1- |TIE2| he |[1.05|0.04 [0.045]0.02|0.026 | 0.803 | 0.058 | 0,058 | 0,033 | 0.033 | 0.803 | 0,058 | 0,058 | 0,033 | 0,033 |3|2| 0. | 0.
SY t||156|524| 24 |612| 12 62 23 23 62 62 62 23 23 62 62 3106|03
BR .|20]58
1174
8
1- | TIE2 | ko || 0.89|0.05|0.055 |0.03|0.031| 1.083 | 0.087 | 0,087 | 0,050 | 0.050 | 1,083 | 0,087 | 0,087 | 0.050 | 0.050 |3|2] 0. | O,
SY 356|530 30 |193| 93 21 22 22 36 36 21 22 22 36 36 3|08|05
BR .|92]15
4/ 8| 5
1
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Da | Tar |Sa{[ Rel | Rel | Corr | Rel | Corr |Unsca |Unsca | Corre | Unsca | Corre [ Expre | Expre | Corre | Expre | Corre WM C | C
ta | get | m f ativ | ativ |ected | ativ |ected | led led | cted | led | cted | ssion | ssion | cted | ssion | cted |eje| q | q
Set ply e e |Relat| e |Relat|Expre |Expre|Unsca|Expre|Unsca SD |Expre| SEM |Expre|lja| S |SE
e l Qu | Qu | ive | Qu | ive | ssion | ssion | led | ssion | led ssion ssion |1n| D | M
anti |anti | Qua |anti| Qua SD |Expre| SEM |Expre SD SEM |s|C
ty | ty |ntity | ty | ntity ssion ssion q
SD | SD | SE |SEM SD SEM
M
1- |TIEZ | wt | 1.000.04 [0.041 [0.02 [0.023 | 1.000 | 0.058 | 0.058 | 0.034 | 0.034 | 1.000 | 0,058 | 0,058 | 0,034 | 0,034 |3]2] 0, | O,
SY 000 | 110| 10 [373| 73 00 98 98 05 05 00 98 98 05 05 3|05|03
BR .| 92142
20913
5
1- |VEG| he|[0.93(0.01 (0.019(0.01 [0.011 | 0.714 | 0.044 | 0.044 | 0.025 | 0,025 | 0,714 | 0,044 | 0,044 | 0,025 | 0,025 |3]2] 0. | O,
SY|F-C |t [|[519(913| 13 |105( O3 69 16 16 49 49 69 16 16 49 49 5/02(01
BR L9570
2| 1] 4
1- |VEG | ko |[0.86 [0.04 [0.047 [0.02 [0.027 | 1.051 | 0.079 | 0.079 | 0.045 | 0.045 | 1,051 | 0,079 | 0,079 | 0,045 | 0,045 |3]2] 0. | O,
SY | F-C 755|749 49 | 742 42 68 05 05 64 64 68 05 05 64 64 510704
BR .| 89|56
31710
8
1- |VEG|wt{|1.00|0.06 [0.060 [0.03 [0.034 | 1.000 | 0.073 | 0.073 | 0.042 | 0.042 | 1,000 | 0,073 | 0,073 | 0,042 | 0,042 |3]2] 0. | O,
SY | F-C 000|046 | 46 [491| 91 00 79 79 60 60 00 79 79 60 60 5|08 |05
BR .| 72|03
/26
1- |VEG|he || 1.110.06 | 0,068 |0.03 |0.039 | 0.851 | 0.072 | 0,072 | 0.041 | 0.041 | 0,851 | 0,072 | 0,072 | 0.041 | 0,041 (3]2| 0. | 0.
SY|F-D |t [[394 (826 26 |941| 41 30 00 00 7 7 30 00 00 7 7 8/ 08|05
BR .| 8410
6/ 0|4
1- |VEG|ko|[1.15[0.03 [0.037 [0.02 [0.021 | 1.403 | 0.085 | 0.085 | 0.049 | 0.049 | 1.403 | 0,085 | 0.085 | 0.049 | 0.049 |3]2] 0. | 0.
SY | F-D 780|759 | 59 |170( 70 54 46 46 34 34 54 46 46 34 34 8|04 |02
BR .| 68|70
6|44
1
1- |VEG|wt || 1.00(0.09 (0.099 [0.05 [0.057 | 1.000 | 0.108 | 0.108 | 0.062 | 0.062 | 1.000 | 0.108 | 0,108 | 0,062 | 0,062 |3]2] 0, | O,
SY | F-D 000 (994 94 (770 70 00 53 53 66 66 00 53 53 66 66 8| 14|08
BR .| 4132
895
2
Target Stability
Target | Coefficient | M-Value
Variance
TEP 0.0096 0.0276
Beta-actin| 0.0096 0.0276
Average Coefficient Variance: : 0,0096
Average M-Value: : 0,0276
Melt Curve

RFU (1043)
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Melt Curve Data

Well | Fluor | Target | Content | Sample | Melt
Temp
HO1 | SYBR | Beta-actin | Unkn-22 wt 81,50
HO02 | SYBR | Beta-actin | Unkn-22 wt 81,50
End Point
Fluorophore/Target: SYBR
End Cycles to Average: 5
Mode: Percentage of Range - 10
Lowest RFU Value: -2,68
Highest RFU Value: 6775
Cut Off Value:
‘Well | Fluor | Content | Sample | End | Call
RFU
HO1 | SYBR | Unkn-22 wt 5015
HO02 | SYBR | Unkn-22 wt 6119
QC Parameters
Description Value | Use | Results | Exclude All
Wells | excluded
wells
Negative control with a Cq less than 38 |True False
NTC with a Cq less than 38 |True False
NRT with a Cq less than 38 |True False
Positive control with a Cq greater than 30 |True False
Unknown without a Cq N/A | True False
Description Value | Use |Results | Exclude All
Wells | excluded
wells
Standard without a Cq N/A | True False
Efficiency greater than 110.0 | True
Efficiency less than 90.0 |True
Std Curve R”2 less than 0.980 | True
Replicate group Cq Std Dev greater than | 0.20 | True False
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