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Kaikki verisolut kehittyvéat luuytimen hematopoiesttisista kantasoluista. Kypsyesséén solut ohjelmoituvat
tiettyyn kehitydinjaan ympéristostdén saamiensa signaalien ohjaamana. T-lymfosyytit kypsyvét kateenkor-
vassa saaden signaalgja kateenkorvan epitedin soluilta. Usean kehitysvaiheen aikana soluigta valitaan ne,
jotka tunnistavat vieraat antigeenit, eivatka stoudu liian voimakkaasti omien solujen rakenteisiin. Kypsytty-
dan naiivit T-auttgjasolut (Th) vapautetaan elimistdon, jossa ne antigeeninsé kohdattuaan aktivoituvat ja
erilaiguvat Thl- tai Th2-soluiks ympériststdan saamiensa sytokiinisignaalien ohjaamaana. T-auttagjasolujen
tuottamat sytokiinit ohjaavat muita immuunipuolustuksen soluja. Thl solut stimuloivat mm. makrofagga ja
tappaja- T-soluja ja Th2-solut stimuloivat B-soluja. T-auttajasoluilla on merkittévéa rooli myds immunivalit-
teisissa taudei ssa, kuten autoi mmuunitaudel ssa, allergiassa ja astmassa.

Kun erilaiguvia Thl- ja Th2-soluja on aiemmin tutkittu mikrosiruilla, on transkriptiotekija TCF7:n havaittu
ilmenevan véhemman Th2-soluissa kaks vuorokautta erilaistumiskasvatuksen alettua. Havainto pitéa paik-
kaansa myos proteiinitasolla. TCF7:n tiedetddn olevan térked T-solujen kehitykselle kateenkorvassa ja on
gjatdtu, ettd se vois sdadella myos solujen erilaistumista kateenkorvan ulkopuolella. TCF7 on osa Wnt-
signaainvélitysreittig, joka on olennainen monien kudosten ja solujen kehitykselle. Aikuisella TCF7 ilmenee
vain T-lymfosyyteissd. TCF7-proteiinista on monta eri isoformia, joiden merkityksesté e ole juurikaan tie-
toa. Jokaisesta isoformista on sekd lyhyt etté pitk& muoto. Pitk&t muodot sitovat b-kateniinia, joka yhdessa
TCF7:n kanssa aktivoi Wnt-kohdegeenien transkription, kun taas lyhyiden muotojen on gjateltu estavéan tran-
skriptiota. Tutkiaksemme TCF7:n isoformien tehtévia T-auttgjasolujen erilaistumisessa halusmme liittéa
TCF7:n 25 ja 2L-isoformit vektoriin yli-ilmenemiskasvatuksia varten. Liséks tahdoimme erotella 2D-
immunoblottauksen avulla, mitkd isoformit ilmenevé Thl- ja Th2-soluissa. Tutkimistamme néytteista el
saatu monistettua 2L -muotoa. 2S-muotoa kloonatessa monigtettiin pétkd, joka sisdls 2S-muodon alun ja lo-
pun. Tasta syntyva proteiini olis pituudeltaan vain 110 aminohappoa, eika sisdltéis edes kokonaan prote-
iiniperhedle tyypillistd DNA :ta sitovaa aluetta. Kloonattu muoto tuskin on toimiva TCF7-proteiinin isoformi

e antanut Sgnaalia, joten emme pystyneet sdlvittdmaan, mitdisoformega Thl- ja Th2-soluissa ilmennetéan.

TCF7:n merkitysta T-auttgjasolujen erilai stumisessa sdlvitettiin hiljentdmala TCF7:n ilmeneminen sRNA:n
avulla. Soluja kasvatettiin rinnakkain kontrollisolujen kanssa ja niille annettiin joko Thl- tai Th2-signaagja
Viikon kasvatuksen aikana kerétyistd RNA-néytteistd mitattiin reaaliaikaisen kvantitatiivisen PCR:n avulla
sekd TCF7:n ilmeneminen ettd merkkigeengd, jotka ilmenevét enemman joko Thl- tai Th2-soluissa. Lisdks
viimel send kasvatuspéivana mitattiin virtausytometrilla paljonko solut tuottavat IFNga ja IL4:88 Jokaisessa
kasvatuksessa TCF7 oli sdvasti hiljennetty kahden ensimmaisen vuorokauden aikana, mutta kasvatuksen
lopussa hiljeneminen oli loppunut. Geenit, jotka kertovat T-auttgjasolujen erilaistumisesta Thl-suuntaan,
ilmenenivéat TCF7-hiljennettyjen ndytteiden Thl-soluissa véhemman kasvatuksen kahden ensmméisen vuo-
rokauden aikana, mutta enemman kasvatuksen lopussa. Thl-solut myds tuottivat hieman enemmaén IFNga
kuin kontrollingyttelden Th1-solut. Th2-solujen geenien ilmenemiseen tai sytokiinituottoon e TCF7:n hiljen-
tamisella ndyttényt olevan juurikaan merkitysta Nayttais sltg, ettd kun TCF7 on hiljennetty, solujen erilais
tuminen Thl-soluiks hidastuu.

Avainsanat: T-solujen  kypsyminen, T-auttgjasolujen erilaistuminen, transkriptiotekija TCF7
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Abstract:

All the blood cells devel op from the hematopoietic stem cellsin the bone marrow. Cellsreceive signals from
their environment and commit to certain developmental lineage. T lymphocytes develop in the thymus in
contact with the epithelium. After several maturation steps T-cells capable of recognizing foreign antigens
and not binding too tightly to self peptides are released into circulation. When naive T helper (Th) cells meet
their antigen they become activated and are differentiated into subsets of Thl or Th2 depending on the cyto-
kine stimulation. Cytokines produced by Thl and Th2 cells guide the other cells of the immune system; Thl
cytokines stimulate macrophages and killer T-cells and Th2 cytokines stimulate B cells. These subsets also
play an important role in the immune mediated diseases such as autoimmune diseases, allergy and asthma.

Previously, transcription factor TCF7 was found to be down regulated at 48 h in Th2 cdls in microarray
experiments and the finding was also confirmed on protein level. TCF7 is known to be an important regulator
of T cell development in thymus, and it is suggested to regulate also the peripheral T cell differentiation.
Transcription factor TCF7 is a part of the Wnt signaling cascade having an important role in the develop-
ment of many cells and tissues. However, in adult animals TCF7 is expressed only in T lymphocytes. TCF7
has several isoforms whaose functions are mostly not known. Each isoform existsin long and short form. The
long forms are capable of binding b-catenin which is required to activate transcription of Wnt target genes.
Thus, the short forms are thought to repress transcription. For overexpression studies two isoforms of TCF7,
2S and 2L, were decided to be inserted to a cloning vector. Also, to find out which isoforms actualy are
expressed in Thl and Th2 cells 2D-western blotting was performed. However, the 2L-isoform could not be
amplified with PCR and the cloning of the 2S-form resulted in a shorter version which contains only the
beginning and end of the protein but 159 amino acids in the middle are missing. Such a form is hardly an
actua isoform but rather the missing part islost already in the mRNA level. In the 2D-wesern blotting TCF7-
antibody failed to detect anything in the blot, so we were unable to find out which isoforms are present in the
Thland Th2 cells.

To study the role of TCF7 in T helper cell differentiation, expression of TCF7 was slenced usng ssRNA
nucleofection technique, and Th cell differentiation cultures were performed. During the culture RNA-
samples were collected and the expression of TCF7 aswell as marker genes preferentially expressed either in
Thl or Th2 cells were analysed by real-time quantitative PCR. Also, during the last day of the culture pro-
duction of IFNg and L4 was measured with flow cytometry. Expression of TCF7 was silenced in al the
cultures during the firgt two days but the effect disappeared after that. Thl marker genes were found to be
less expressed in Thl cellsin the beginning of the culture. However, after a week these genes were expressed
dightly more. Also, Thl cells produced dightly more IFNg in sIRNA treated samples compared to controls.
In Th2 cells the silencing of TCF7 did not seem to have a notable effect on gene expression or cytokine pro-
duction. These findings indicate that in the absence of TCF7 differentiation into Thl cellsisdightly impaired
asindicated by the change of expression profile of Thl marker genes.

Keywords: T cell development, T helper cell differentiation, Transcription factor TCF7
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1. Johdanto

1.1. T-auttajasolut

Elimiston immuunipuolustukseen osallistuu useita erilaisia soluja, jotka viestivdt keske-
ndan. T-auttgjasolut tunnistavat elimistlle vieraita rakenteita ja tuottavat merkkiaineita,
sytokiingja, jotka ohjaavat muiden immuunipuolustuksen solujen toimintaa.

1.1.1. T-auttgjasolujen kypsyminen

Verisolujen tuotto alkaa jo varhaisen sikionkehityksen aikana. Aluksi verisoluja tuotetaan
useissa elimissd, mm. maksassa ja pernassa, mutta 30. raskausviikolta lahtien verisolujen
tuotto keskittyy luuytimeen. Kaikki verisolut kypsyvét luuytimen hematopoieettisista kan-
tasoluista. Kantasolut saavat kasvuympéristostdan signaaleja, jotka ohjaavat mihin kehitys-
suuntaan solu erilaistuu. Esimerkiksi IL7 (interleukiini-7) -signaalien on havaittu ohjaavan
luuytimen kantasoluja lymfosyyttikehityssuuntaan (ks. yleiskatsaus Blom ja Spits, 2006;
yleiskatsaus Ye ja Graf, 2007). Kun luuytimen hematopoieettinen kantasolu alkaa erilais-
tua tiettyyn kehityssuuntaan, muihin kehityssuuntiin ohjaavien geenien ilmeneminen sam-
mutetaan vahitellen (ks. yleiskatsaus Y e ja Graf, 2007).

T-solujen kypsyminen tapahtuu kateenkorvassa vuorovaikutuksessa kateenkorvan solujen
kanssa. T-solujen esiasteet siirtyvat luutiytimesta kateenkorvaan kemokiinien ohjaamina
(ks. yleiskatsaus I|kuta ym., 1992). Vaikka solut ovat saaneet ensmmaiset T-
solukehityssuuntaan ohjaavat signaalit jo luuytimessd, varhaisimpien kateenkorvaan vael-
tavien solujen on kuitenkin havaittu olevan multipotenttga, eli ne voivat viela erilaistua
lymfosyyttien lisdks myds muiks verisoluiks (ks. yleiskatsaus Anderson, 2006).
Kehittyvét T-solut kayvét kateenkorvassa 1gpi monia kehitysvaiheita. Epakypsét T-solut
sirtyvét kateenkorvan osasta toiseen kehitysvaiheiden mukaan kemokiinien ohjaamina (ks.
yleiskatsaus La ja Kondo, 2008). Kypsyessédn T-solujen esiasteet menettavat ensin
kykynsa erilastua erytrosyyteiksi tai megakaryosyyteikss ja myodhemmin vield
granulosyyteiks ja monosyyteiks (ks. yleiskatsaus Rodewald, 1995; yleiskatsaus Blom ja
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granulosyyteiks ja monosyyteiks (ks. yleiskatsaus Rodewald, 1995; yleiskatsaus Blom ja
Spits, 2006). Notch-signaloinnilla on merkittéva rooli kypsyvien solujen ohjelmoitumises-
sa T-solukehityssuuntaan (ks. yleiskatsaus Y e ja Graf, 2007). Transkriptiotekijdt GATA-3
ja TCF7 ovat Notch-signaloinnin kohdegeenegja kateenkorvan varhaisissa T-solujen esias-
teissa (ks. yleiskatsaus Anderson, 2006). Nama transkriptiotekijét vuorostaan vaikuttavat

useiden muiden geenien ilmenemiseen (Ting ym., 1996).

Jo ennen kuin T-solut ilmentavét antigeenid tunnistavan T-solureseptorin geengjd ja lymfo-
syyteille tyypillisa pintamolekyyleja (CD), CD3 (kaikki lymfosyytit), CD4 (T-
auttgjasolut) ja CD8 (T-tappajasolut), ne kykenevét aktivoitumaan, kasvattamaan kokoaan
ja jakautumaan nopeasti (Zufiga-Pflicker ym., 1993; yleiskatsaus Rothenberg ym., 2008).
Néiden T-soluille tyypillisten ominaisuuksien avulla soluméaré kasvaa nopeasti, vaikka
vain suhteellisen pieni maadra kehittyvia T-soluja siirtyy kehitysvaiheesta toiseen. Solujen
aktivaation on gateltu edistdvan myds ohjelmoitumista T-solukehityssuuntaan.
Kypsyessdan T-solu ilmentda rekombinaatiota aktivoivia geenegjd ja T-solureseptoria oh-
jaavat geenit jarjestaytyvét uudelleen tehden uusia yhdistelmi& geenien osista (ks. yleiskat-
saus Miosge ja Zamoyska, 2007). Tarkoituksena on tuottaa geeneista mahdollisimman pal-
jon erilaisia kombinaatioita (Lee ym., 2004). Suurin osa T-solujen T-solureseptoreista
koostuu a- ja b-ketjusta, mutta pienella osalla reseptori koostuu ¢ ja d-ketjuista. T-
solureseptorigeenien ilmeneminen on sdadelty kehityksen mukaan, ensin ilmennetéan g- ja

d-geengj§, sitten b- jalopuks a-geeneja (ks. yleiskatsaus Ikuta ym., 1992).

Kypsilla T-soluilla on keskeinen rooli immuunipuolustuksessa, joten eri kehitysvaiheissa
kypsyvitd T-soluista valitaan vain ne, jotka toimivat halutulla tavalla. Kun T-
solureseptorin b-ketju on saatu jarjestettyd, solu k&y l1&pi b-valinnan. b-valinnassa poiste-
taan apoptoosin avulla ne solut, joiden T-solureseptori el pysty sitomaan a-ketjua ja muo-
dostamaan reseptoria solun pinnalle CD3-signaalinvalitysmolekyylin kanssa (ks. yleiskat-
saus Miosge ja Zamoyska, 2007). Kun solut ovat jarjesténeet uudelleen myods T-
solureseptorin  a-ketjun, solujen toimintaa arvoidaan jalleen. Mikdli solujen ab-
antigeenireseptori on vuorovaikutuksessa kateenkorvan kuoren epiteelisolujen MHC (ma-
jor histocompatibility complex) -molekyylin ja sen siséltéman peptidin kanssa, solut séés-

tyvét apoptoosiita Téata kutsutaan positiiviseksi valinnaksi. Téssa vaiheessa solut ilmenta



11

vét pinnallaan CD3-molekyylin liséksi CD4:84 ja CD8:aa. MHC-molekyylin luokasta riip-
puen solu erilaistuu ilmentdmé&an pinnallaan joko CD4 (luokan Il MHC) tai CD8-
molekyylia (luokan | MHC) jatulee kypséks T-soluks (ks. yleiskatsaus Miosge ja Zamo-
yska, 2007). Positiivisessa valinnassa valikoituneet solut vaeltavat kateenkorvan ytimeen,
jossa lilan vahva kontakti ytimen epiteeli- ja dendriittisolujen kanssa johtaa apoptoosiin
silloin T-solureseptori, joka sitoutuu liian tehokkaasti omiin peptideihin MHC-molekyylin
yhteydessd. Kypsédt CD4+ ja CD8+ solut siirtyvét kateenkorvasta verenkiertoon naiiveina
T-soluina (Lee ym., 2004).

1.1.2. T-auttgjasolujen jaottelu

T-auttgjasolut (T helper, Th) voidaan jakaa eri alatyyppeihin solujen tuottamien sytokiinien
perusteella (Mosmann ym., 1986). Alun perin solut jaettiin vain Thl- tai Th2-soluihin,
mutta mydhemmin on tunnistettu myds muita alatyyppejd, kuten Thl7 jaTh9 (ks. yleiskat-
saukset Zhou ym., 2009; Soroosh ja Doherty, 2009). Toistaiseksi Thl- ja Th2-solut ovat
alatyypeista edelleen tunnetuimmat. Thl-solut ovat erityisen tarkeitd soluvdlitteisessa ja
Th2-solut humoraalisessa immuunipuolustuksessa.  Solupopulaatiota, joka tuottaa seka
Thl- ettd Th2-sytokiingja, kutsutaan ThO:ksi (Firestein ym., 1989). | mmuunipuolustuksen
lisdksi Thl- ja Th2-vasteet ilmenevét tietyissa taudeissa. Voimakas Thl-vaste liitetdan
esim. tulehdusreaktioihin ja autoimmuunisairauksiin, kun taas voimakas Th2-vaste mm.

allergiaan ja astmaan (ks. yleiskatsaus Romagnani, 1996).

T-auttgasolujen eri alatyypit erilaistuvat yhteisesta esiasteesta, joka on kateenkorvassa
kypsynyt naiivi CD4+ T-auttgjasolu (Thp). Thp-solut kypsyvéat toiminnallisiksi soluiksi
saatuaan signaalin antigeenia esittelevélta solulta. Aktivoituakseen T-auttgjasolu vaatii
signaalin seka T-solureseptorikompleksin etta kostimulatoristen molekyylien kautta (ks.
yleiskatsaukset Mosmann ja Sad, 1996; Glimcher ja Murphy, 2000). Kun solu aktivoituu,
sytokiinisignaalit, joita se ympaistéstdan saa, ohjaavat solua erilaisstumaan tietyksi T-
auttgjasolun alatyypiksi. Thl-solut tunnistetaan erityisesti niiden runsaan interferoni-
g (IFNg) -tuoton perusteella (Gajewski ym., 1988). Th2-solut tuottavat pienia madaria usei-
ta sytokiingja, kuten IL4, IL5, IL10 ja IL13 (ks. yleiskatsaus Glimcher ja Murphy, 2000).
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ThO-solut muistuttavat sytokiinituotannoltaan enemman Thl-soluja kuin Th2-soluja (Ariga
ym., 2007). Tarkein Thl-suuntaan ohjaavista sytokiineista on IL12 (Manetti ym., 1994),
kun taas IL4 signaalit ohjaavat solun erilaistumista Th2-suuntaan (Swain ym., 1990).
Kumpikin sytokiini aktivoi spesifiset reseptorit solun pinnalla ja vaikuttaa kohdegeeniensi
ilmenemiseen solunsisdisen Jak-STAT (Janus-kinaasi ja Signal Transducer and Activator
of Transcription) signalointireitin kautta (Bacon ym., 1995). Samalla kun erilaistuva solu
alkaa tuottaa datyypilleen ominaisia sytokiingja, se estéa toiselle alatyypille tyypillisten
sytokiinien tuottoa (ks. yleiskatsaus Glimcher ja Murphy, 2000). Solun itsensa tuottamat
sytokiinit toimivat autokriinisesti voimistaen erilaistumissignaalia (ks. yleiskatsaus Abbas
ym., 1996).

Erilaistuvassa Th-solussa tapahtuu useita muutoksia. Naiivi Thp-solu e ilmenna pinnallaan
IL12-reseptoria, jonka kautta IL12 voimistaa solun erilaistumista Thl-suuntaan. Kun solu
aktivoituu, se alkaa tuottaa IL12-reseptorin kumpaakin alayksikkog, bl:téa ja b2:ta. IL12-
signaalit vélitetdan solussa STAT4:n kautta. Erityisesti IL12Rb2-ketju on téarkea IL12-
signaloinnissa ja siita syysta solun erilaistuessa Th2-suuntaan, I1L4 estéa IL12Rb2:n ilme-
nemisen (Presky ym., 1996; Szabo ym., 1997; Rogge ym., 1999). IL12:n lisdksi Thl-
solujen itsensdkin tuottama |FNg ohjaa T-auttgasoluja Thl-suuntaan. IFNg-signaalit kul-
kevat STAT1:n kautta jasignaalit estavét IL4-signaloinnin Thl-soluissa (Szabo ym., 1997;
Ramana ym., 2000). Jo varhain Thl-solujen erilaistumisprosessin alussa IL12-signaalit
aktivoivat transkriptiotekija T-betin, joka vuorostaan séételee useiden Thl-erilaistumiseen
vaikuttavien geenien ilmenemista (Szabo ym., 2000). T-bet ohjaa Thl-solujen erilaistumis-
ta sdatelemalla mm. 1L 12-reseptorin ilmenemista ja IFNg-tuottoa (Mullen ym., 2001; Sza-
bo ym., 2002; Afkarian ym., 2002; Arigaym., 2007).

Th2-soluissa STATG6 toimii IL4-signaalin valittdana ja on vattaméaon Th2-solujen erilais
tumiselle (Schindler ym., 1994; Kaplan ym., 1996). Th2-suuntaan erilaistuvat T-
auttgjasolut ilmentavét runsaasti GATA-3:a. GATA-3:lla on Th2-soluissa yhta térkea rooli
kuin T-betilld Thl-soluissa; se sételee Th2-sytokiinien ja muiden térkeiden geenien ilme-
nemisesta. Jos solut erilaistuvat Thl-suuntaan, GATA-3:n ilmeneminen soluissa vahenee
(Zheng jaFlavell, 1997).
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1.2. Transkriptiotekija TCF7

TCF7-transkriptiotekija |0ydettiin alun perin tutkittaessa CD3eiiin sitoutuvia proteiingja
(Oogerwegel ym., 1991; Van de Wetering ym., 1991). Transkriptiotekija tunnetaan myos
nimella TCF-1 (T cell factor 1), joka aikuisella nisékkaalla ilmenee ainoastaan T-soluissa.
TCF7, kuten myos muut TCF/LEF — perheen proteiinit, on tarkeé osa Wnt-signaalien vali-

tysreittia.

1.2.1. Whnt-signalointi

Nimi "Wnt' ei itsessddn ole lyhenne mistédan tietysta sanasta. Se on yhdistelméa kahdesta
erikseen |10ydetysta proteiinista, joiden homologia havaittiin mydhemmin; banaanikéarpasen
kehityksessa tarkea wingless (wg) ja hiiren proto-onkogeeni int-1 (Novak ym., 1999). Wnt-
signaalit voivat kulkea joko kanonista tai ei-kanonista signaalinvélitysreittia pitkia
TCF/LEF -transkriptiotekijét ovat osa kanonista Wnt-signalointireittia (ks. kuva 1), joka on

tarked mm. solun kohtalon méaérittamisessa (Katoh ym., 2007).

Aksiini
Apc | oSK3
®

b-kateniini Tuma

% o= =

Kuva 1. Wnt-signalointi. a. Wnt-signaalin puuttuessa aksiinin, glykogeenisyntaasikinaasi-3b:n (GSK3) ja
APC:n (adenomatous polyposis coli) muodostama proteiinikompleks fosforyloi soluliman b-kateniinin, joka
ndin ollen tulee hgjotetuksi. Tumassa transkriptiota estéva Groucho paésee sitoutumaan TCFLEF — perheen
transkriptiotekijéihin. b. Kun Wnt-proteiini sitoutuu Frizzledin ja LRP:n (low-density lipoprotein receptor
related protein) muodostamaan reseptorikompleksiin, aktivoitunut Dsh (Dishevelled) estéd b-kateniinia fos-
foryloivan proteiinikompleksin toiminnan. Téaman seurauksena stabiilia b-kateniinia kertyy sytoplasmaan,
josta se siirtyy tumaan ja korvaa transkriptiota estévan Grouchon. Y hdessa TCF-transkriptiotekijan kanssa b-
kateniini aktivoi Wnt-kohdegeenien transkription. Kuva on tehty yleiskatsauksen Gordon ja Nusse (2006)
mukaan.
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TCF/LEF - perheen proteiineissa on DNA:ta sitova alue, HMG-box (high mobility group),
joka tunnistaa tietyn kohdan DNA:ssa. HMG-box taivuttaa DNA-nauhaa sitouduttuaan
siihen ja DNA:n taipumisen arvellaan vaikuttavan muiden transkriptiotekijéiden sitoutumi-
seen (Atcha ym., 2007; van Noort ym., 2002). Solussa TCF/LEF — proteiinit sijaitsevat
aina tumassa (Castrop ym., 1995). TCHLEF-proteiinit sitoutuvat DNA:han spesifisesti ja
voivat aktivoida Wnt-kohdegeenien transkription yhdessa b-kateniinin kanssa, jolloin b-
kateniini toimii transkription aktivoijana (van de Wetering ym., 2002).

Whnt-signaalit ovat tarkeita alkion kehityksessé ja erilaisten solujen, mm. T-solujen kypsy-
misessa. Wnt-signaalit sdételevat mm. b-kateniinin ja TCF-proteiinien kautta Xenopus lea-
vis — sammakon alkion selké&-vatsa -akselin muodostumista (Brannon ym., 1997). Cavallo
ym. (1998) tutkivat Armadillon (b-kateniinia vastaava proteiini kérpésessd) ja TCF-
proteiinin toimintaa ja huomasivat, etta mikali Armadillo el péése siirtyméan solulimasta
tumaan, TCF-proteiini on sitoutuneena Groucho-proteiiniin ja transkriptio estyy. Siispa

TCF-proteinit voivat aktivoida transkriptiotajoissain soluissa ja estéd sité toisissa.

1.2.2. TCFLEF-proteiinien moni muotoisuus

Ensmméiset proteiinit, jotka TCFLEF-perheesta tunnistettiin, olivat TCF7 ja LEF1. Ne
ova erittdin homologisia ja tunnistavat samat kohdat DNA:ssa (Van de Wetering ym.,
1992). Vaikka TCF7:n ja LEF1:n homologia on yli 90 %, ne ilmenevét eri lailla eri kudok-
sissa (ks. yleiskatsaus Schilham ja Clevers, 1998). Ihmiselld ja muilla nisakkalla TCF7 ja
LEF1 ovat kaksi eri proteiinia, mutta esimerkiksi kanalla on vain TCF7 (Gastrop ym.,
1992). Kanan TCF7-proteiinin N-terminaalinen p&& muistuttaa enemman nisdkkaiden
LEF1:t4 kuin TCF7:88, kun taas C-terminaalinen pda muistuttaa nisékkéiden TCF7:84
TCF7 ja LEF1 ovatkin todenndkoisesti syntyneet geenin kahdentumisen seurauksena.

Kun TCF7 |6ydettiin, siitd tunnistettiin aluksi vain kolme eri isoformia, mutta myéhemmin
vaihtoehtoisia muotoja 10ydettiin lisda (Oosterwegel ym., 1991; Van de Wetering ym.,
1991; Mayer ym., 1995; Van de Wetering ym., 1996). Eri isoformit syntyvédt samasta gee-
nista vaihtoehtoisen silmukoinnin avulla. TCF7-isoformit eroavat toisistaan proteinin C-

terminaalisessa olevan sekvenssin suhteen, joka on |&hella proteiinin DNA:ta sitovaa koh-
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taa (ks. kuva 2). Onkin arveltu, ettd ndmé eroavat sekvenssit saattavat tarjota sitoutumis-
kohtia toisille proteineille ja néin ollen s&atelisivét tiettyjen kohdegeenien ilmenemista
(Van de Wetering ym., 1991; Atchaym., 2007).

e [
e
()
(G |
(G
(Y
(G
(G
H_/ G ~ J
Pitka (L) Muuttuva sekvenssi

muoto

Kuva2. TCF7:n eri proteiini-isofor mit. Kuva on tehty UniprotkK B -proteiinitietokannan tietojen perusteel -
la. Proteiinien runko-osa on pituudeltaan 243 aminohappoa (ah) ja pitkien muotojen N-terminaalisen osan
pituus on 115 ah. C-terminaalisen pédn eroavat sekvenssit vaihtelevat pituudeltaan 7 — 137 ah.

Vaihtoehtoisen silmukoinnin lisdksi TCF7:lla on kaks vaihtoehtoista promoottoria, joiden
ansiosta se voi tuottaa kugtakin isoformista joko lyhyen tai pitkdn muodon (ks. yleiskatsaus
Van Noort ja Clevers, 2002). Pitkissd muodoissa on N-terminaalisessa paéssa b-kateniinia
sitova alue (CTNNB1), joka puuttuu lyhyistd muodoista. On esitetty, ettd TCF7:n pitkat
muodot toimisivat kohdegeenien transkription aktivoijina ja lyhyet estgjina (Mayer ym.,
1995; Bienz, 1998; Hovanes ym., 2001).

1.2.3. TCF7/-transkriptiotekijan tehtavét

Aikusella nisékkaalla TCF7 ilmenee pédasiassa T-soluissa, mutta alkionkehityksen aikana
my06s useassa muussa kudoksessa (Oosterwegel ym., 1993). Syntyman aikoihin TCF7:n
ilmeneminen kudoksissa sasmmuu, T-soluja lukuun ottamatta. Vaikka TCF7:n roolia nisak-
kéiden alkionkehityksen aikana on tutkittu Iahinn& hiirissg, Castrop ym. (1995) esittavét,
ettéd myds ihmisen alkionkehityksen aikana TCF7:11& on suuri merkitys lymfosyyttien, seka
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muiden solujen ja kudosten kehityksessd. Wnt-signaalit ohjaavat useiden varhaissolupopu-

laatioiden henkiinjda@mistd, jakautumista ja levittaytymista (Mulroy ym., 2002).

Whnt-signaloinnin on havaittu olevan tarkeda T-solujen kehittymiselle, etenkin varhaisissa
kehitysvaiheissa, ja vaikuttavan erityisesti solumaaran kasvuun (Staal ym., 2001; loannidis
ym., 2001; Goux ym., 2005). Wnt-kohdegeenien transkiption aktivoimiseen tarvitaan seka
TCF7 etta b-kateniini eli ns. pitkét, b-kateniinia sitovat muodot TCF7:st& on valttamétto-
mi& normaalin T-solukehityksen kannalta. Wnt-signalointi nayttéisi vaikuttavan myos peri-
feeristen T-solujen erilaistumiseen. Verbeek ym. (1995) huomasivat, etta mutaatiot hiiren
TCF7-geenissa hidastavat lymfosyyttien kypsymisté ja T-solujen maéra jéa selvasti nor-
maalia pienemmaksi. Lisdksi TCF7-poistogeenisten hiirten T-solut ovat normaalia hau-
raampia (lonnidis ym., 2001). T-soluja siis kypsyy jonkin verran TCF7:n puuttuessakin.
Okamura ym. (1998) havaitsivat, etta LEF1 voi korvata osittain TCF7:n tehtavét T-solujen
kehityksessa. T-solujen médra saattaa ja&da pienemméks ja syntyvét solut olla hauraam-
pia, koska LEF1 ilmenee kateenkorvassa paljon véhemman kuin TCF7. Jos mutaatioita on

seka TCF7:ssd ettd LEF1:ss4, T-solujen kypsyminen heikkenee selvasti.

TCF7:n jatoisen transkriptiotekijan, GATA-3:n, rooli T-solujen kehityksessa on merkitt&
va (Hattori ym., 1996; Ting ym., 1996; Tydell ym., 2007). Aivan T-solujen kehityksen
alussa ne toimivat Notch-signaloinnin kohdegeeneina ja ohjelmoivat epékypsét solut T-
solukehityssuuntaan (Anderson, 2006). Mydhemmissa kehitysvaiheissa TCF7 ja GATA-3
vdlittéava Wnt-signaaleja. TCF7:n rooli nayttda liittyvan enemman solumééran kasvuun ja
solujen levittdytymiseen kuin solujen varsinaiseen kypsymiseen (Schilham ym., 1998).
Useassa vaiheessa T-solukehityksen aikana vain pieni mééra soluista valikoituu ja on tér-
kedd, etta valitut solut jakautuvat nopeasti ja levittéytyvét (ks. yleiskatsaukset Anderson,
2006; Rothenberg ja Taghon, 2005). TCF7:n ilmentymisessa on havaittavissa eroja T-
solujen kehitysvaiheesta riippuen (Verbeek ym., 1995). Weerkamp ym. (2006) havaitsivat,
ettd vaikka ilmenevan TCF7:n kokonaisméaéra on suunnilleen sama kaikissa T-solun kehi-
tysasteissa, pitkien (aktivoivien) ja lyhyiden (estdvien) muotojen suhde muuttuu. Akti-
voivien ja estévien muotojen suhde muuttuu myos T-solujen aktivoitumisen seurauksena
(Willinger ym., 2006).
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1.3. Geenien ilmenemisen mittaaminen

Monet tekijét vaikuttavat geenien ilmenemiseen. Samasta geenista voidaan tuottaa useita
erilaisia MRNA-molekyylejd ja samasta mRNA-molekyylista voidaan tehda useita erilaisia
proteiingja. On arvioitu, etta jopa 50 %:lla ihmisen geeneista on vaihtoehtoisia promootto-
reita (ks Kimura ym., 2006) ja peréti 80 %:lla vaihtoehtoista silmukoimista (ks. Kampa
ym., 2004). Transkriptiotekija TCF7 on hyva esimerkki t&std monimuotoisuudesta
TCF7:11a tiedetdan olevan kaksi vaihtoehtoista promoottoria (ks. yleiskatsaus Van Noort ja
Clevers, 2002) ja useita vaihtoehtoisa mRNAita (ks. Van de Wetering ym., 1996). TCF7,
kuten monet muut transkriptiotekijét, voivat joko aktivoida tai estda transkriptiota ja vas-
taavasti transkriptiotekijoiden ilmemiseen vaikutetaan erilaisten siételyaluieiden kautta
(ks. Mayer ym., 1995; yleiskatsaus Farnham, 2009). Geenien transkription estamiseen tai
aktivoimiseen voi vaikuttaa my6s DNA-metylaatio. Ivascu ym. (2007) havaitsivat useiden
transkriptiotekijoiden, kuten TCF7, GATA-3 ja T-bet, DNA-metylaatiossa eroja solujen eri
kypsymis- ja kehitysvaiheiden valilla

Tavallismmat menetelmét geenien ilmenemista tutkittaessa ovat mikrosirut ja reaaliaikai-
nen kvantitatiivinen PCR (RT-gPCR). Mikrosiruissa kiintedlle alustalle, kuten lasille, on
kiinnitetty tavallisesti kymmenia tuhansia 25 — 60 emasparia pitkia oligonukleotideja, jois-
ta kukin tunnistaa spesifisesti tietyn komplementaarisesn DNA (cDNA)- tai cRNA -
molekyylin. Namé& cDNA- tai cRNA-molekyylit on kdannetty mRNA:sta. Kun ndytteessa
oleva cDNA tai cRNA on sitoutunut mikrosiruun kiinnitettyyn oligonukleotidiin, nayte
leimataan fluoresoivalla vérilla Sitoutuneen ndytteen médraa voidaan mitata tarkalla skan-

nerillaja arvioida erojatietyn mRNA:n méaréssa eri naytteiden valilla.

RT-gPCR -tekniikalla mitataan myds tietyn mRNA:n madrag, mutta yleensa vain yhta
mRNA:ta kerrallaan. PCR:ta varten nayte k&énnetéén yksijuosteiseks cDNA:ksi. RT-
gPCR:ss& mRNA:n méarén havaitseminen perustuu reaktioon lisdttyyn fluoresoivaan vé-
riin, esimerkss SYBRGreen, joka sitoutuu kaksinauhaiseen PCR-tuotteeseen. Ongelma
talaisen véarin kdytdssa on, ettd vari sitoutuu kaikkeen kaksinauhaiseen DNA:han, eika
mitattava signaali valttamatta ole mRNA:lle spesifinen. Spesifisyytta voidaan parantaa

kayttamalla leimattuja koettimia, joissa koettimen 5 padhén on kiinnnitetty fluoresoiva
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reportterileimaja 3 padhan ns. ssmmuttajaleima (ks. kuva 3). Koettimen ollessa kokonai-
nen, koettimen paissa olevat leimat ovat |ahell& toisiaan ja fluoresenssiresonanssienergian
sirron (FRET) vuoksi sammuttgaleima estéa reportterileiman fluoresenssin emissiota
PCR-reaktiossa koetin sitoutuu spesifisesti kohdesekvenssiinsd alukkeiden véliin ja DNA
polymeraasin 5 nukleaasiaktiivisuus pilkkoo koettimen monistumisen aikana. Koettimen
pilkkoutumisen johdosta reportterileima joutuu kauemmas sammuttajaleimasta ja reportte-
rileiman signaali kasvaa. Reportterileiman signaali kertoo, paljonko tiettya mRNA:ta nayt-
teessd on. Mitd aiemmin signaali nousee tietyn kynnysarvon yli, sitd enemman kyseista

MRNA:ta naytteessa on.

aluke Q koeting )

aluke

Kuva 3. TagMan-kemia. Leimattu koetin sitoutuu spesifisesti cDNA:han alukkeiden valiin. Kuva on tehty
Applied Biosytemsin kemiaoppaan (Chemistry guide) mukaan.

1.4. RNA-interferenssi

Tutkiessaan siirtogeenisia kasveja, tutkijat huomasivat siirrettdvan geenin ja isantékasvin
homologisen geenin hiljentdvan toisinaan toistensa ekspressiota (Vaucheret ym., 1998).
[Imiota alettiin kutsua RNA-interferenssiksi (RNAI). Kasvien liséksi ilmi6 havaittiin myos
mm. sienissa ja selkérangattomissa eldimissd, mutta nisékassoluissa havaittiin voimakas
vastareaktio sirrettévalle geneettiselle materiaalille RNAI:n sijaan (Fire, 1999). Yli 30
emasta pitkat kaksinauhaiset RNA-sdikeet laukaisevat nisakassoluissa ns. interferonivas-
teen, joka on solun normaali reaktio viruksia ja transposoneita vastaan (Elbashir ym.,
2001b). Interferonivasteen seurauksena solussa on havaittavissa epaspesifista mRNA:iden
hajottamista seka proteiinisynteesin lopettamista (Sui ym., 2002).

RNA:I:& tutkiessaan Elbashir ym. (2001a) havaitsivat, ettd myos lyhyemmét, 21 emasta
pitkdt RNA-séikeet, riittavéat aikaansaamaan RNAI:n, mutta eivét laukaise interferonivas-
tetta Naitd lyhyita RNA-pétkia kutsutaan siRNA:iksi (small interfering RNA). sSiRNA-

molekyyleja voidaan hyddynt&a tutkimuksessa hiljentamadan haluttujen geenien ilmenemis-
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ta. Jotkut SIRNA-sekvenssit hiljentavét kohdegeenin ilmenemisen tehokkaammin kuin toi-
set. Usein on tarpeen suunnitella useampi SRNA kohdegeenilleen ja testata niiden tehok-
kuus (Amarzguioui ym., 2005; Leung ja Whittaker, 2005). Lisdksi on mahdollista, etta
suunniteltu SSIRNA hiljentd8 useamman kuin yhden geenin ilmenemisen (Lee ym., 2009).

Jotta geenien hiljeneminen saadaan aikaan, siIRNA-molekyylit pitéa saada kohdesolujen
sisdlle. Tama onnistuu esimerkiks transfektion avulla. Transfektio on menetelmg, jolla
nukleiinihappoja siirretdan solun sisdéan esimerkiksi lyhyiden sdhkéimpulssien (elektropo-
raatio) avulla. Primaarisoluja on kuitenkin hankala saada transfektoitua perinteisella elekt-
roporaatiolla, koska siirretty nukleiinihappo ei valttamétta sirry solulimasta tumaan.
Transfektiomenetelmad, jossa nukleeinihapot pyritddn siirtédmaén suoraan tumaan, kutsu-
taan nukleofektioksi. Nukleofektiolla hankaliinkin soluihin saadaan sirrettya DNA:ta te-
hokkaammin kuin perinteisella elektroporaatiolla (Martinet ym., 2003; Tahvanainen ym.,
2006; Zaragos ym., 2007).
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2. Tutkimuksen tarkoitus

TCF7:n on havaittu ilmenevan enemman ihmisen Thl- kuin Th2-soluissa 48 h kuluttua T-
solujen aktivaatiosta (Lund ym., 2005). Taman tutkimuksen tarkoituksena on selvittéa on-

ko TCF7-transkriptiotekijalla vaikutusta T-auttgjasolujen erilaistumiseen.
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3. Materiaalit ja menetel mat

3.1. TCF7:n2S- ja2L-muotojen kloonaus

Kahdesta TCF7-isoformista oli tarkoitus kloonata yliekspressiovektori, joiden avulla voi-
taisin ndhda tietyn isoformin normaalia suuremman ilmenemisen vaikutus T-

auttgasolujen erilaistumiseen.

3.1.1. TCF7:n2SjaZ2L muotojen monistus PCR:lla

Kloonaus aloitettiin monistamalla tiettyd TCF7-muotoa PCR:n avulla. Templaattina kay-
tettiin cDNA:ta, joka oli tehty naiiveista T-auttgasoluista eristetystd RNA:sta RNA eris
tettiin soluista Qiagenin RNeasy-kitilla valmistajan ohjeen mukaan (Qiagen, Saksa) ja li-
séksl tehtiin ohjeessa kuvattu ylim&&aréinen DNaasi-vaihe (RNase-free DNase Set, Qiagen,
Saksa). cDNA-syntees tehtiin 500 ng:sta RNA:ta Superscript 11 — kitill& (Invitrogen, Y h-
dysvallat) valmistajan ohjeen mukaan. Alukkeena synteesissa kaytettiin oligo dT:t& (Invit-
rogen, Yhdysvallat). PCR-gjot tehtiin Tetrad — laitteella (MJ Research, Y hdysvallat).
Reaktiotilavuutena PCR:ssa kéytettiin 50 m:aa:

8,5 m vetta

10 m 5x Phusion HF buffer (Finnzymes, Suomi)

1 m dNTP-laimennos 10 mM (Promega, Y hdysvallat)

15 m Betaiini 5 M

5m Cresol Red 2 mM

25m 5 auke, 10 v

2,5m 3 auke, 10 M

0,5 m Phusion DNA-polymeraasi (Finnzymes, Suomi)

5m cDNA
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2S-muotoa monistettaessa ndytteita inkuboitiin ensin 30 s 98 °C:ssa, jonka jélkeen toistet-
tiin 30 kierrosta 10 s 98 °C:ssa, 20 s46 °C:ssaja 30 s 72 °C:ssa. Lopuksi naytteita inkuboi-
tiin viela 10 min 72 °C:ssa. Monistettaessa 2L -muotoa PCR-ohjelma oli muuten samanlai-
nen, mutta sitoutumisvaiheessa |ampdtilana kaytettiin 46 °C:n sijaan 52 °C:tta. Koska
TCF7 2S- ja 2L-muotojen 3' pda on sama, oli niilla yhteinen 3’ aluke, 5 -CGCGCGGTCG
ACCTAGAGCACTGTCATCGGAAG-3'. Monistettaessa 2S-muotoa, kaytetyn 5 aluk-
keen sekvenssi oli 5'-CGCGCGCTCGAGATGTACAAAGAGACCGTCTAC-3 ja 2L-
muotoa monistettaessa kaytettiin aluketta 5’ -CGCGCGCTCGAGATGCCGCAGCTGGAC
TCCG-3.

PCR-tuotteet gjettiin 1 % agaroosigeelille, josta PCR-tuotteet leikattiin irti ja niista eristet-
tiln DNA QIAquick Gel Extraction — kitilla (Qiagen, Saksa) vamistajan ohjeen mukaan.
DNA eluoitiin 30 m:aan vetta

3.1.2. PCR-tuotteiden liittaminen vektoriin ja transformaatio

Gedlilta eristetyt DNA:t ja plRES-H2K-vektori kasiteltiin jokainen omassa putkessaan.
Putkeen liséttiin:

43 m veteen laimennettu vektori (2ng) ta

43 m veteen laimennettu PCR-tuote

5 m 10x digestiopuskuri B (Promega, Y hdysvallat)

2 m Nhel, 10 U/m (Promega, Y hdysvallat)

Naytteita inkuboitiin 2 tuntia 37 °C:ssa. Inkubaation jalkeen naytteet puhdistettiin QIA-
quick PCR Purification kitilla (Qiagen, Saksa) valmistajan ohjeen mukaan, mutta eluointi
tehtiin 45 m:aan vettd. Naytteisiin lisdttiin 5 ml 10x digestiopuskuri D:t& (Promega, Y h-
dysvallat) ja 2 M Sall-entsyymid (Promega, Yhdysvallat) ja putkia inkuboitiin jalleen 2

tuntia 37 °C:ssa.

Digestioiden jalkeen naytteiden pitoisuus mitattiin spektrofotometrilla (NanoDrop ND-
1000, Thermo Fisher Scientific, Y hdysvallat). Vektorista (5780 eméasparia) otettiin 100 ng
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jainsertista (807 eméasparia) 56 ng ligaatiota varten ja putkeen liséttiin viela 1 m 10x ligaa-
tiopuskuria (Promega, Y hdysvallat) jal ml T4 DNA ligaasia (Promega, Y hdysvallat). Lo-
puks putkeen liséttiin vettd, niin etta tilavuudeks tuli 10 m. Naytteitd inkuboitiin yon yli
16 °Cissa

Ligaatioseokseen (10 m) liséttiin 50 mM DH5a kompetenttga soluja ja putkia pidettiin jailla
30 min. Taman jalkeen soluille annettiin 1&mpdshokki eli ne laitettiin 2 minuutiksi 42
°C:een jataman jalkeen taas jdille 5 minuutiksi. Putkiin liséttiin 300 m LB-kasvatusliuosta
ja inkuboitiin tunti 37 °C:ssa. Solut sentrifugoitiin lyhyesti ja putkista otettiin pois 200 m
kasvatusliuosta. Taman jalkeen putkista otettiin 100 i soluja 30 ng/ml kanamysiinia sisal-

taville LB-maljoille ja annettiin kasvaa yon yli 37 °C:ssa.

3.1.3. Pesdke-PCR ja plasmidipuhdistus

Pesdke-PCR:ssa kaytettiin samoja alukkeita kuin kohdassa 3.2.1. Templaattina kaytettiin
yhta pesiketta bakteerimaljata (ks. 3.2.2). Reaktiotilavuutena kéytettiin 25 m:aa:
9,25 nl vetta
2,5 m 10x PCR-reaktiopuskuriailman MgCl,:a (Finnzymes, Suomi)
0,75 m MgCl; (Finnzymes, Suomi)
0,5 m dNTP-laimennos, 10mM (Promega, Y hdysvallat)
7,5 M Betaiini, 5M
2,5m Cresol Red, 2 mM
0,5m 5 auke, 10 "M
0,5m 3 aluke, 10 "M
1 m Dynazyme I, 1 U/m (Finnzymes, Suomi)

Naytteita inkuboitiin ensin 10 min 98 °C:ssa, jonka jalkeen toistettiin 30 kierrosta 30 s 94
°C:ssa, 30 s 46 °C:ssa ja 30 s 72 °C:ssa. Lopuks naytteita inkuboitiin viela 10 min 72
°C:ssa. Lopuksi PCR-tuotteet gjettiin 1 % agaroosigedlille, jotta ndhtéisiin onko PCR toi-
minut ja onko PCR-tuote halutun pituista. Kun bakteerimaljalta oli otettu peséke PCR:&&
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varten, tikku jolla bakteeria siirrettiin PCR-putkeen, pudotettiin 5 ml LB-kasvatusliuosta ja
15 m 30 ng/ml kanamysiinia sisdltavaan putkeen. Putkia inkuboitiin 37 °C:ssa yon yli.

Seuraavana paivana bakteerikasvatuksesta otettiin steriilisti 700 m kasvatusliuosta, liséttiin
joukkoon 300 i 50 % glyserolia ja pakastettiin -70 °C:ssa. Kasvatuksen loppuosasta eris-
tettiin plasmidit Plasmid Mini — puhdistuskitilla (Qiagen, Saksa) valmistajan ohjeen mu-
kaan.

3.2. 2D-immunaoblottaus

Vaikka TCF7:n ilmenemista on mitattu T-auttajasoluissa, el tiedetd, mitka isoformit soluis-
sa ilmenevét ja ilmenevétko Thl- ja Th2-soluissa eri isoformit. Pédtimme kokeilla, pys-
tyismmeko erottamaan eri TCF7-muotoja 2D-immunoblottauksella. Siiné solut erotetaan
seka koon etta isoelektrisen pisteen perusteella, eli sen pH:n, jossa proteiini el liiku varaus-
ta kohti. |1soelektrisessa fokusoinnissa ja 2D-geelin vamistuksessa ja gjossa tarvittavat rea-
genssit oli valmisanut Raija Andersen Turun Biotekniikan keskuksen proteomiikka

yksikossi

3.2.1. Isoelektrinen fokusointi

2D-immunoblottauksessa kéaytetyt solut olivat BC-naytteista eristettyja CD4+ soluja (ks.
3.1.2). Putken pohjalle sentrifugoitujen solujen (20x10°) paélle liséttiin 100 m hajotuspus-
kuria (40 mM Trizma base, 2 % Nonidet P 40, 4 % 3-[(3-kolamidopropyyli)dimetyyli-
ammonio]-1-propaanisulfonaatti, 200 mM ditiotreitoli ja5 mM MgCl,), 1500 U endonuk-
leaasia, 5 ng RNaasia ja 5 il proteaasi-inhibiittoria (Complete Mini Protease Inhibitor
Coctail Tablets, EDTA-free, Roche, Saksa), joka oli valmistettu liuottamalla yksi tabletti
500 m vettd Soluja inkuboitiin 37 °C:ssa 30 minuuttia sekoittaen naytteita aina vailla.
Inkubaation jalkeen ndytteiden annettiin viilentyd huoneenlampdisiksi ja niihin liséttiin
300 i rehydraatiopuskuria (8M Urea, 2 % 3-[(3-kolamidopropyyli)dimetyyliammonio]-1-

propaanisulfonaatti, 10 mM ditioerytritoli, 2 % amfolyytti, 0.8 % bromifenolisininen), se-



25

koitettiin ja annettiin seistéd huoneenlammossa 20 min. Taman jalkeen solut sentrifugoitiin
putken pohjalle 20 min. Nayte pipetoitiin sakkaa lukuun ottamatta liuskakaukaloon ja
18cm pitka geeliliuska (Immobiline DryStrip pH 3-10L, Amersham Pharmacia Biotech,
Y hdysvallat) asetettiin geelipuoli alaspain naytteen paélle. Liuskan péélle pipetoitiin 2,2 ml
parafiinioljya ja asetettiin kaukalon kansi paikoilleen. Kaukalot asetettiin 1PGphor-
laitteeseen (Amersham Pharmacia Biotech, Yhdysvallat) niin, etta kaukalon toinen pda on
anodin ja toinen katodin paalla ja kaynnistettiin go yon yli: 20 min 30 VV, 30 min 100 V, 30
min 600 V, 30 min 1500 V ja 2 h 1500 - 8000 V jaloppuaika 8000 V.

Seuraavana aamuna laitettiin 10 ml tasapainotusliuosta (6 M Urea, 50 mM Tris-HCI, 2 %
natriumdodekyylisulfaatti (SDS), 20 % glyseroli ja 0,2 % bromifenolisininen) kahteen put-
keen, joista toiseen liséttiin 10 mg/ml ditiotreitolia ja toiseen 25 mg/ml jodoasetamidia.
Liuska nostettiin kaukalosta ja nostettiin tasapainotusliuosta ja ditiotreitolia sisaltavéaan
putkeen. Putkea ravisteltiin huoneenlammaossa 15 minuuttia, jonka jalkeen liuska siirrettiin
tasgpainotusliuosta ja jodoasetamidia sisdltdvaan putkeen ja inkuboitiin vield 15 minuuttia.
Ennen geelille lataamista, liuska kuivattiin varovasti painamalla sité geelipuoli alaspdin

kostutettua Whatman-paperia vasten.

3.2.2. SDS-polyakryyliamidigeelielektroforeesi (SDS-PAGE)

Vamistettiin 50 ml 12 % SDS-PAGE geelia

40% Akryyliamidiliuos 15 mi
1,5M Tris-HCI 12,5 ml
10 % SDS 500 m
10% ammoniumpersul faatti 250 m
TEMED (N,N,N',N"-tetrametyylietyliinidiamiini) 25m
Ves| 21,75 ml

Geeli valettiin kahden erikorkuisen lasilevyn vdliin jattden se yldosasta n. 3 cm vajaaksi.
Gedlin péélle pipetoitiin varovasti vetta. Kun gedli oli jAhmettynyt, kaadettiin vesi pois ja
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geelin péélle pipetoitiin kerros latausgeelia. Latausgeelin toiseen reunaan jétettiin kaivo

proteiinistandardia:

40 % Akryyliamidiliuos 500 m
0,5M Tris-HCI 1,25 ml
10 % SDS 50 n
10 % ammoniumpersulfaatti 25nm
TEMED 5m
Ves| 3.2ml

Kun latausgeelikin oli jahmettynyt, nostettiin geeli ajotankkiin, johon kaadettiin 2 |
Laemmlia (28,8 g glysiinig, 2 g SDS ja 6 g Tris Base). Fokusoitu geeliliuska asetettiin la-
tausgeeliin ja pipetoitiin 10 m proteiinistandardia (Prestained SDS-PAGE Broad Range
standard, BioRad, Y hdysvallat) kaivoon. Geelid gjettiin yon yli 6 mA.

3.2.3. Immunoblottaus

Kun 2D-geeli oli gettu, dirrettiin silta proteinit PV DF-siirtomembraanille (polyvinyyli-
deenifluoridi) puolikuivan blottauksen avulla. Ensin PV DF-membraani (Millipore, Y hdys-
vallat) kasiteltiin metanolilla 10 s ja sen jalkeen huuhdeltiin vedella 2 min. Taman jalkeen
sirtopuskuriin (25 mM Tris Base, 0,2 M glysiini ja 20 % MeOH) kastellut Whatman-
paperit, PVDF-membraani ja geeli kasattiin siirtolaitteen (Bio-Rad, Y hdysvallat) péille ja
pino kostutettiin siirtopuskurilla. Siirto tehtiin 400 mA 1 h.

Kun siirto oli tehty, membraani siirrettiin varovasti pesuputkeen ja kasiteltiin TCF7 — vas-
ta-aineella (klooni 7H3, Upstate, Y hdysvallat) valmistajan ohjeen mukaan. Sekundaarivas-
ta-aineena kaytettiin vuohen anti-hiiri HRP-konjugoitua 1gG — vasta-ainetta (Santa Cruz,
Y hdysvallat). Raija Andersen teki geelille hopeavarjayksen, jotta néhtdisiin miten hyvin
proteiinit ovat siirtyneet membraanille. Siirron onnistumista kontrolloitiin b-aktiini — vasta-

aineella (Sigma-Aldrich, Yhdysvallat), jossa sekundaarivasta-aineena kaytettiin vuohen
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anti-hiiri HRP-konjugoitua 1gG — vasta-ainetta (Santa Cruz, Y hdysvallat). Proteiinien visu-
alisointiin kaytettiin ECL Plus — reagensseja (Amersham Pharmacia Biotech, Y hdysvallat).

3.3. Nukleofektiokasvatukset

3.3.1. Plasmidien eristys

Tyossa tarvittavat plasmidikonstruktit, pPSUPER-scramble-H2K* ja pSUPER-H2K*-TCF7-
SiIRNA#2, on kloonattu professori Riitta Lahesmaan laboratoriossa aiemmin. Nukleofekti-
oita varten otin kyseisid plasmideja sisdltavia bakteergja kasvamaan 100 ng/ml ampisillii-
nia sisdltévalle maljalle kasvamaan yon yli 37 °C:ssa. Seuraavana pédivand yks pesake ku-
takin konstruktia sisdltdvia bakteergja siirrettiin 10 ml:aan Luria-Bertani (LB) — kasvatus-
liuosta (Qbiogene), johon oli lisdtty 100 ng/ml ampisilliiniajainkuboitiin ravistelijassa 8 h
37 °C:ssa. Taman jalkeen esikasvatukset siirrettiin 150 ml:aan 100 ng/ml ampisilliinia si-
sdltavadn L B-kasvatusliuokseen ja inkuboitiin ravistelijassa (230 kierrosta minuutissa) yon
yli 37 °C:ssa. Plasmidit eristettiin kasvatuksista Plasmid Maxi — puhdistuskitin (Qiagen,
Saksa) ohjeen mukaan. Eristetty DNA liuotettiin 400 mi:aan vetta ja ndytteen pitoisuus ja
puhtaus mitattiin spektrofotometrilla (NanoDrop ND-1000, Thermo Fisher Scientific, Y h-
dysvallat).

3.3.2. Solujen eristéminen

Tein yhteensi nelja nukleofektiokasvatusta kayttamalla ihmisen CD4+ T-soluja, jotka oli
eristetty joko BC (Buffy coat) -valmisteista (kasvatukset | — I11) tai napaveresta (kasvatus
V). BC-nayttest tilattiin Suomen Punaisen Rigtin Veripalvelusta. Napaveret keréttiin vas-

tasyntyneilta Turun yliopistollisessa keskussairaal assa.

CD4+ -solujen eristaminen verinaytteista aloitettiin Ficoll-Pague sentrifugoinnilla (Ficoll-
Pague Research Grade, Amersham Pharmacia Biotech, Y hdysvallat). Néytteet laimennet-
tiin fosfaattipuskuroituun suolaliuokseen (PBS), BC-naytteet 1:4 ja napaveret 1:2, ja lai-
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mennettu ndyte kaadettiin varovasti putkeen, jossa oli 15 ml Ficoll-Pague -reagenssia. So-
lujen erottelun kannalta on térked, etteivét Ficoll-Pague ja veri paése sekoittumaan. Putkia
sentrifugoitiin 1500 rmp 30 min. Ficoll-Pague -sentrifugoinnissa mononukleaariset solut
jéavét tiheytensa ansiosta Ficoll-Pague- ja plasmakerroksen véliin, josta ne voidaan varo-
vasti keréta talteen. Punasolut aggregoituvat ja painuvat pohjaan sentrifugoinnin aikana ja
my6s granulosyytit tiheampind soluina paasevét kulkeutumaan Ficoll-Paque kerroksen
[gpi. T-auttgasolujen eristys tehtiin CD4-spesifisilla monoklonaalisilla vasta-aineilla p&al-
lystettyjen superparamagneettisten polystyreenihelmien avulla (CD4+ Isolation Kit, Invit-
rogen Dynal, Norja) valmistgjan ohjeen mukaan. Vasta-aineet sitoutuvat soluihin, joiden
pinnallaon CD4-molekyyli (Iahinn& T-auttgjasolut). Magneetin avulla naytteesta erotellaan
vasta-aineen sitomat solut. Lopuksi solut irrotetaan helmistd DETACHaBEAD -vasta-

ainedlla

3.3.3. Nukleofektiot

Eristettyihin T-auttgasoluihin transfektoitiin nukleofektion avulla haluttu sIRNA- tai
scramble-sekvenssi. Nukleofektiokasvatuksissal - 111 viisi miljoona BC-naytteesta eristet-
tya CD4-postiivista solua suspensoitiin 100 m:aan Optimem-kasvatusliuosta (Gibco, Y h-
dysvallat), lisittiin 10 ngy joko pSUPER-scramble-H2K*- tai pSUPER-H2K*-TCF7-
SRNA#2 -plasmidikonstruktia. Osa soluista jatettiin nukleofektoimatta, jotta saataisiin
kasvatukseen kontrolliksi ns. normaaleja soluja. Naita normaaleja soluja kohdellaan muu-
ten kuten nukleofektoituja soluja, mutta niille ei tehda kuolleiden solujen poisto- eika ja
H2K*-positiivisten solujen rikastamisvaihetta (koska soluissa ei ole niitd). Nukleofek-
tiokasvatuksessa IV nelja miljoonaa napaveresta eristettya CD4-positiivista solua suspen-
soitiin 100 m:aan Optimem-mediumia ja liséttiin 1,5 ng scramble-oligonukleotidia tai
TCF7-siRNA -oligoa (Sigma Proligo, Ranska).

Solut ja SIRNA pipetoitiin kyvettiin jasille annettiin séhkopulssi kayttamalla Nucleofector-
laitteen ohjelmaa U-014 (Lonza (Amexa), Sveits). Taméan jalkeen kyvetti huuhdeltiin kah-
desti 500 m:lla 37 °C:ssa eslammitettyd RMPI-1640 -kasvatusliuosta (Sigma-Aldrich,
Y hdysvallat), johon oli lisétty L-glutamiinia (Sigma-Aldrich, Y hdysvallat), penisilliini-
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sreptomysiinia (Sigma-Aldrich, Y hdysvallat) ja 10 % vastasyntyneen naudan seerumia.
Kun kaikki solut oli kasitelty, solut pipetoitiin 6-kuoppalevylle n. 4 mi/kuoppa. Nukleofek-
tiokasvatuksissa | - |11 solut lepasivéat 37 °C:ssa soluviljelyinkubaattorissa 16 h ja nukleo-
fektiokasvatusta IV 24 h ennen solujen rikastamista tai aktivointia.

3.3.4. Elavien H2K*-positiivisten solujen rikastaminen

Kun soluja nukleofektoidaan plasmidikonstruktilla, iso osa soluista kuolee. Kuolleet solut
poistetaan ennen H2K *-positiivisten solujen rikastamista, koska kuolleista soluista vapau-
tuvat aineet voivat héirita elavien solujen kasvua. Solujen suuren havikin takia myos lahto-
tilanteessa tarvitaan enemman soluja ja siksi nukleofektiokasvatuksissa | - 111 on kaytetty
BC- néytteitd, joista saadaan paljon lahtomateriaalia. BC-naytteista saatavat solut eivét ole
pelk&stéan naiiveja, €li napaveren solut ovat parempia erilaistamiskasvatuksessa. sSIRNA-
oligonukleotideja kaytettéessa transfektiotehokkuus on parempi ja lisaksi solujen elinkyky

séilyy melko hyvin, eli my6s napaveresta saadut solut riittévét erilaistamiskasvatukseen.

Nukleofektiota seuraavana péivana solut laskettiin ja nukleofektiokasvatuksistal - |11 otet-
tiin ensin erilleen 300 000 solua/solutyyppi virtaussytometrianalyysiin (ks. 3.3.5) jalopuis-
ta poistettiin kuolleet solut MACS Dead Cell Removal — kitilla (Miltenyi Biotec, Saksa)
vamistajan ohjeen mukaan. Eristyksessa kuolleet ja apoptoottiset leimataan magneettisilia
helmilldjaleimatut solut sidotaan pylvaaseen magneettitelineen avulla. Elavét solut paése-
vat kulkemaan pylvaan lapi. Pylvasta ja magneettitelinetta kaytetdasn myos H2K*-
postiivisten solujen eristamisessa elavien solujen joukosta valmistajan ohjeen mukaan, kun
H2K*-vasta-aineella paallystetyt helmet sitovat H2K*-positiiviset solut magneettiin. Eris-
tyksen jlkeen soluista otettiin ndyte virtaussytometrianalyysiin (ks. 3.3.5). Loput solut
|aitettiin 6-kuoppalevylle 2,5x10° solua/ml Ysselin kasvatusliuosta (Yssel et al., 1984),
johon oli lisétty 1% AB-seerumi (Suomen Punaisen Ristin Veripalvelu) vieléa runsaaksi

vuorokaudeks, jonka jalkeen k&ynnistettiin erilaistamiskasvatus (ks. 3.3.6).
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3.3.5. Nukleofektiotehokkuuden ja elavyyden arvioiminen virtaussytomet-

rilla

Ennen kuolleiden solujen poistamista ja H2K-positiivisten solujen rikastamisen jélkeen
otetut naytteet (ks. 3.3.4) pintavarjattiin virtaussytometrianalyysia varten. Ensin solut sent-
rifugoitiin putken pohjaan 3 min 1600 rpm. Supernatantti poistettiin ja solut suspensoitiin
100 m:aan PBS:ta. Ennen kuolleiden solujen poistoa otettuihin néytteisiin lisattiin 10 m
H2K*-FITC vasta-ainetta (Miltenyi Biotech, Saksa) ja rikastuksen jalkeen otettuihin nayt-
teisiin lisattiin 10 m Control-FITC vasta-ainetta (Miltenyi Biotech, Saksa). Osa nukleofek-
toimattomista soluista otettiin putkeen varjddmattomana virtaussytometrin asetusten séa-
tamista varten. Naytteet sekoitettiin ja niita inkuboitiin 10 min jailla pimeéssa. Solut pestiin
2 kertaa lisédmalla 1 ml PBS:ta, sentrifugoimalla 1600 rpm 3 min ja kaatamalla superna-
tantti pois. Lopuksi solut suspensoitiin 300 nl:aan PBS:ta, mitattiin FACSCalibur-
virtaussytometrilla (BD Biosciences, Y hdysvallat) ja analysoitiin CellQuest-ohjelmistolla
(BD Biosciences, Y hdysvallat).

3.3.6. Erilaistamiskasvatus

Erilaistamiskasvatuksessa eristetyt solut aktivoidaan CD3- ja CD28 -vasta-aineilla. Akti-
vaation liséksi Thl-soluille lisétéén IL12 ja Th2-soluille IL4. ThO-solut kasvatetaan neut-
raaleissa olosuhteissa, eli ne vain aktivoidaan. Nukkleofektiokasvatuksissal - 111 kéytettiin
96-kuoppalevya ja nukleofektiosolukasvatuksessa 1V 24-kuoppalevya Solujen aktivoimi-
sessa kaytettavd CD3 vasta-aine (Immunotech, Ranska) laimennetaan PBS.een, niin etta
sen pitoisuus on 500 ng/ml, ja tété pipetoidaan 32 m 96-levyn kuoppaan ja 24-levyn kuop-
paan 200 . Levyjainkuboidaan 2 h 37 °C:ssa, jonka jalkeen kuopat pestédan kaks kertaa
PBS:llalisdéamalla 96-levyn kuoppiin 200 nl ja 24-levyn kuoppiin 1 ml PBS:tajaimemdalla
neste pois.

Nukleofektiokasvatuksissa | - 111 soluista otettiin nollahetken naytteet (O h), jotka pestiin
PBS:ll& ja hgjotettiin RNeasy-eristyskitin RLT-puskuriin (Qiagen, Saksa) vetdmalla soluja

muutaman kerran neulan 18pi. Loput solut siirrettiin 6-kuoppalevylta CD3 vasta-aineella
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paéllystettyihin kuoppiin 96-kuoppalevylle 180 mi/kuoppa. Tamén jalkeen kuoppiin lisét-
tiin 20 M Ysselin mediumia, johon oli lisdtty 5 ng/ml CD28 vasta-ainetta (Immunotech,
Ranska) ja Thl-naytteisiin 25 ng/ml IL-12:ta (R&D Systems, Yhdysvallat) ja Th2-
naytteisiin 100 ng/ml I1L-4:85 (R&D Systems, Y hdysvallat).

Nukleofektiokasvatuksen 1V solut kerdttiin 24 h tunnin jdlkeen nukleofektiosta 6-
kuoppalevylta ja sentrifugoitiin. Vanha kasvatusliuos kaadettiin pois ja solut suspensoitiin
Y sselin kasvatusliuokseen ja laskettiin. Soluista otettiin Oh nédytteet, jotka kasiteltiin kuten
nukleofektiokasvatuksissa | - I11. Loput solut laimennettiin Y sselin mediumiin 1,5x10%ml
jalisdttiin anti-CD28 500 ng/ml. Taméan jéalkeen solut jaettiin 3 osaan, joista yhteen lisattiin
IL-12:ta 2,5 ng/ml (Thl-solut), toiseen IL-4:88 10 ng/ml (Th2-solut) ja kolmanteen ei lisdt-
ty sytokiingja (ThO-solut). Solut pipetoitiin 24-kuoppalevylle 1 mi/kuoppa.

pisteet on kerrottu taulukossa 1. Nukleofektiokasvatuksissa Il ja Ill 48 tunnin jalkeen kuo-
pista otettiin varovasti pois 75 i kasvatusliuosta (varoen kuopan pohjalle painuneita solu-
ja) jalisattiin 100 i tuoretta Y sselin kasvatusliuosta, jossa oli 40 U/ml IL-2:ta (R&D Sys-
tems, Y hdysvallat) ja samat sytokiiniolosuhteet kuin kasvatuksen alussa. Nukleofektiokas-
vatuksessa |V kuopista otettiin 48 h jalkeen pois 500 i kasvatusliuosta ja liséttiin 500
uutta, johon oli lisétty 40 U/ml IL-2:ta ja samat sytokiinit kuin kasvatuksen alussa. Mikali
kuoppa alkoi olla liian tdynna soluja, osa soluista siirrettiin uudelle kuopalle ja kuoppiin
listtiin tuoretta Y sselin kasvatusliuosta, johon oli lisétty tarvittavat sytokiinit (IL-2 ja IL-
12 tai IL-4).

Taulukko 1. Y hteenveto nukleofektiokasvatuksista. Néyteryhméjaottel ussa scramble tarkoittaa nukleof ek-
toituja soluja, joissa on spesifisen SRNA:n sjaan kéytetty sekvenssid joka e aiheuta geenin hiljenemista

T2.1jaTCF7/1jaTCF7/3 ovat eri sSIRNA-konstrukteja, jotka hiljentdvéat TCF7:n ilmenemistd. Ei NF — solut
ovat nukl eof ektoi mattomia soluja, jotkatoimivat kasvatuksessa kontrollisoluina

Nukleofektio | Nukleofektio |l | NukleofektioIll | Nukleofektio IV
Naytetyyppi Buffy Coat Buffy Coat Buffy Coat Napaveri
Y ksilomaara 2 2 4 14
Nayteryhmat Scramble, T2.1 | Scramble, T2.1 | Scramble, T2.1 ja | Scramble, TCF7/1
jael NF jae NF e NF jaTCF7/3
Aikapisteet Oh, 24h ja 48h 24h, 48h ja 7d Oh, 24h, 48hja7d | Oh, 24h, 48hja7d
Th-tyypit ThljaTh2 ThljaTh2 ThljaTh2 ThO, ThljaTh2
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3.3.7. Sytokiinituoton mittaaminen intrasellulaarisen vérjdyksen avulla

Intrasellulaarinen sytokiinivéarjdys tehtiin seitseman péivaa kasvatetuille soluille, koska
solujen tuottamien sytokiinien perusteella voidaan sanoa ovatko solut erilaistuneen Thl- tai
Th2-soluiksi. Naytteet varjéttiin kahdella vérilla (fluoreseiini-isotiosyanaetti (FITC) ja fy-
koerytriini (PE)), joiden spektrit menevét osittain paéllekkain. Taman korjaamiseks kayte-
téén kompensaatiota, jossa vain yhté varia siséltavilla soluilla estetddn véarin nakyminen
toisella mittauskanavala. Kompensaatiokontrollien lisdksi tarvitaan kumpaankin vériin
isotyyppikontrollit, joiden avulla mitataan vasta-aineen epéaspesifista sitoutumista. Néiden
lisdksi mittausasetusten sédtamisté varten tarvitaan varjddmattomia soluja.

Varjattavat solut suspensoitiin ensin Y sselin kasvatusliuokseen 1x10° solua/ml. Nukleofek-
toimattomista soluista otettiin 3 miljoonaa solua mittauksen kontrollisoluiksi. Lisaksi
scramble-, sSIRNA- ja nukleofektoimattomista ndytteista otettiin kustakin 750 000 solua
Thl-, Th2- ja ThO-soluja vérjaysta varten. Kustakin nayteryhmasta aktivoitiin 250 000
solua liséémalla 0,5 ng/ml forboli-12-myristaatti- 13-asetaattia (Calbiochem, Saksa) ja 500
ng/ml ionomysiinia (Sigma-Aldrich, Y hdysvallat), jotta ne saataisiin tuottamaan sytokiine-
ja mitattavia méaria. Lisdksi aktivoitiin kaksi miljoonaa kontrollisoluista. Naytteitd, myos
aktivoimattomia, inkuboitiin 37 °C:ssa 2 tuntia, jonka jalkeen niihin liséttiin 10 mg/ml
Brefeldin A:ta (Alexis, Sveitsi). Brefeldin A:n tarkoituksena on estda sytokiinien erittymi-

nen soluista. Soluja inkuboitiin vield 3 tuntia Brefeldin A:n lisédmisen jalkeen.

Y hteensa viiden tunnin inkubaation jalkeen solut pestiin ensin 2 kertaa 500 mi:lla vérjays-
puskuria (0,5 % BSA ja 0,01 % natriumatsidia PBS:ssa) sentrifugoimalla solut pohjaan
1600 rpm 2 min ja kaatamalla supernatantti pois. Soluja pidettiin jaill& koko varjdyksen
gjan. Pesujen jalkeen solut fiksattiin 100 m:lla 4 % paraformaldehydi& (PBS:ss&, pH 7-7,2)
inkuboimalla putkia 15 min. Taman jalkeen solut pestiin varjdyspuskurilla kuten edella.
Solut permeabilisoitiin inkuboimalla niita 10 min 100 mi:ssa permeabilisaatiopuskuria
(0,5% saponiini, 0,5% BSA ja 0,01 % natriumatsidi PBS:ssa). Taman jalkeen liséttiin
vasta-aineet, IFNg-FITC (hiiren 1gG1, Invitrogen, Y hdysvalat) ja IL4-PE (rotan IgGl,
Invitrogen, Y hdysvallat), sek& aktivoituihin soluihin ettd 250 000 aktivoimattomia soluja ja
putkia inkuboitiin 20 min. Toiseen kompensaationdytteeseen liséttiin pelkastdan IFNg-
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|gG1-FITC (Invitrogen, Y hdysvallat) ja toiseen isotyyppikontrolliin rotan IgG1-PE (Invit-
rogen, Yhdysvallat). Solut mitattiin FACSCalibur virtaussytometrilla (BD Biosciences,
Y hdysvallat) ja analysoitiin CellQuest-ohjelmistolla (BD Biosciences, Y hdysvallat).

3.3.8. Geenien ilmenemisen mittaaminen reaaliaikaisella kvantitatiivisella
PCR:lla

Nukleofektiokasvatuksen aikana kerétyista naytteista eristettiin RNA samalla tavalla kuin
kohdassa 3.1.1. on kerrottu. Eristykseen jalkeen naytteiden RNA-pitoisuudet mitattiin
spektrofotometrilla (NanoDrop ND-1000, Thermo Fisher Scientific, Y hdysvallat) ja laatu
tarkistettiin kapillaarielektroforeesilla (Experion, Bio-Rad, Yhdysvallat). cDNA tehtiin 50
ng:sta totaali-RNA:ta valmistajan ohjeen mukaan kayttéen alukkeena oligo dT:ta (Trans
criptor First Strand cDNA Synthesis Kit, Roche Applied Science, Saksa).

RT-gPCR -gjot tehtiin ABI PRISM 7700 Sequence Detection Systems -laitteella (Applied
Biosystems, Y hdysvallat). Naytteité inkuboitiin ensin 15 min 95 °C:ssa, jonka jakeen tois-
tettiin 40 kierrosta 15 s 95 °C:ssaja 1 min 60 °C:ssa. Reaktiotilavuutena PCR:ssa kéytettiin
10 m:aa:

5 m 2x ABsolute QPCR ROX mix (ABgene, 1so-Britannia)

1m 5 aluke, 3nM

1m 3 aluke, 3nM

1 m koetin, 2 "M

2 1:10 laimennettu cDNA

Naytteista mitattiin tietyt merkkigeenit, joiden tiedetéén ilmenevan eri lailla Thl- ja Th2-
soluissa. Alukkeet ja koettimet on suunniteltu Primer Express -ohjelmistolla (Applied Bio-
systems, Yhdysvallat), paitss LEF1:n suunniteltiin ProbeFinder -ohjelmalla (Roche Ap-
plied Science, Saksa). Alukkeiden ja koettimien sekvenssit ovat taulukossa 2.



Taulukko 2. RT-gPCR:ssé kaytettyjen alukkeiden ja koettimien sekvenssit. Koettimet, LEF1:n koetinta
lukuun ottamatta, on leimattu kahdella fluoresoivalla lemalla, 5 pééssi FAM ja 3’ padssa TAMRA. Myds
LEF1:n koettimessa 5’ pédssd on FAM, mutta 3’ paén leimaei fluoresoi.

EFla

5 auke: 5-CTGAACCATCCAGGCCAAAT-3

3 auke: 5-GCCGTGTGGCAATCCAAT-3

koetin: 5-(FAM)-AGCGCCGGCTATGCCCCTG-(TAMRA)-3

GATA3

5 auke: 5-GGACGCGGCGCAGTAC-3

3 auke: 5-TGCCTTGACCGTCGATGTTA-3

koetin: 5-(FAM)-TGCCGGAGGAGGTGGATGTGCT-(TAMRA)-3

IFNg
5 duke: 5-CTCGAAACAGCATCTGACTCCTT-3

3 duke: 5-TGTCCAACGCAAAGCAATACA-3

koetin: 5-(FAM)-TGCTGGCGACAGTTCAGCCATCAC-(TAMRA)-3

IL12Rech2

5 auke: 5-CGTTTGTGGCACCAAGCA-3

3 auke: 5-GCTGGAAGTAATGCGTTGAGAA-3

koetin: 5-(FAM)-TGCATTGCTATCATCATGGTGGGCAT-(TAMRA)-3

LEF1

5 auke: 5'-CAGGCTGGTCTGCAAGAGA-3

3 auke: 5-CCTGATGCAGATTCCTGTAGTTT-3
koetin: Universal Probelibrary probe #35 (Roche, Saksa)

NFIL3

5 auke: 5-AGCTCGCTGTCCGATGTTTC-3

3 auke: 5-CTTCTGCAGCTTCCCTGCAC-3

koetin: 5-(FAM)-TCCTCAGTAGAACACACGCAGGAGAGCTC-(TAMRA)-3

SATB1

5 auke: 5-ACCAGTGGGTACGCGATGA-3

3 auke: 5-TGTTAAAAGCCACACGTGCAA-3

koetin: 5-(FAM)-AACGAGCAGGAATCTCCCAGGCG-(TAMRA)-3

T-bet

5 auke: 5-ACAGCTATGAGGCTGAGTTTCGA-3'

3 auke: 5-GGCCTCGGTAGTAGGACATGGT-3

koetin: 5-(FAM)-TCAGCATGAAGCCTGCATTCTTGCC-(TAMRA)-3

TCF7

5 auke: 5-CTGCAGACCCCTGACCTCTCT-3

3 auke: 5-ACACCAGAACCTAGCATCAAGGAT-3

koetin: 5-(FAM)-CTCCCTGACCTCAGGCAGCATGG-(TAMRA)-3

RT-gPCR:ss& mittausarvo on ns. Ct-arvo (threshold cycle). Tutkimuksessa kéytettiin suh-
teellista kvantitointia eli tietyn geenin ilmenemisero kahden naytteen valilla lasketaan ver-
tallemalla ndytteiden Ct-arvoja. Naytteen kasittely aiheuttaa kuitenkin teknista vaihtelua
cDNA-n&ytteiden pitoisuuteen ja siksi jokaisesta ndytteesta mitataan kontrolligeenin taso,
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joka ilmenee suhteessa cDNA:n méérdan, jatutkittavan geenin Ct-arvoa verrataan kontrol-
ligeenin Ct-arvoon. K&ytannossa tutkittavan geenin Ct-arvosta vahennetéén kontrolligeenin
Ct-arvo ja saadaan normalisoitu signaali, jota kutsutaan DCt-arvoks. Eri naytteiden DCt-
arvot ovat gis vertailukelpoisia keskendan. Eroa kahden ndytteen DCt-arvojen valilla mer-
kitadn DDCt-arvolla. Todellinen muutoksen suuruus saadaan laskemalla 2°°°“ (ks. Applied
Biosystems User Bulletin #2).

On tarkedd, ettd RT-gPCR:ssa kaytetty kontrolligeeni ilmenee tasaisesti tutkittavissa so-
luissa aktivaatiostatai stimulaatiosta riippumatta, koska muiden geenien mittausarvoa ver-
rataan kontrolligeenin arvoon. Hamalainen ym. (2001) 16ysivét sopivan kontrolligeenin T-

auttgjasoluille, EFla:n, kaytyaan 1&pi monia kandidaatteja.
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4. Tulokset

4.1. TCF7:n 25 ja2L-isoformien kloonaus

TCF7:n 2S-isoformin monistamisen jalkeen geelilla oli nahtévissa kolme eripituista PCR-
tuotetta (ks. kuva 4). Muoto 2S on pituudeltaan 807 eméasparia €li vois vastata kuvassa 13
alinta PCR-tuotetta. Kaks muuta kuvassa esiintyvaa PCR-tuotetta e vastaa pituudeltaan
yhtak&an UniprotKB-proteiinitietokannassa esitettyd TCF7-muotoa. Kyseessa saattaa kui-
tenkin olla jotain muotoja TCF7:stg, silla Van de Wetering ym. (1996) ovat laskeneet, etta
vaihtoehtoisten promoottoriensa, eksoniensa ja pilkkoutumiskohtiensa ansiosta, TCF7-
geenista olisi teoriassa mahdollista tuottaa 96 erilaista mRNA:ta.

Kuva 4. TCF7:n 2S-muodon PCR. Kun TCF7 2S-muotoa monistettiin PCR:118, saatiin kolme erikokoista
PCR-tuotetta, joista ain vois vastata pituudeltaan 2S-isoformia. Kuvassa ep = eméaspari.

2L -isoformin monistus PCR:ll& el onnistunut, vaikka kokeilin 1&htomateriaalina seka Thp-
soluja ettd Thl- ja Th2-soluja. Yritin my6s muokata PCR-ohjelmaa laskemalla sitoutumis-
lampdtilaa. On siis mahdollista, ettéa kyseista TCF7-muotoa e ilmene kayttamissani nayt-
teissa tal PCR-reaktio tai primerit vaatisivat lis88 optimointia.

Kun 2S-PCR:n geelilta eristetyt PCR-tuotteet oli puhdistettu, ylimp&a PCR-tuotetta oli
3,15 ng, keskimmaista 3,61 ng ja alimmaista 1,99 ng. Kukin PCR-tuote liitettiin vektoriin
jasiirrettiin bakteeriin. Bakteereista muodostui 12 pesékettd, joista kuuteen oli siirretty 2S-
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PCR -geelilla ylimmainen PCR-tuote, viiteen keskimmainen ja yhteen alimmainen. Kun
nadista pesdkkeista gjettiin PCR, ainoastaan yhdesta pesékkeesta saatiin PCR-tuote (ks. ku-
va 5). Tama tuote oli perdisin 2S-PCR:n keskimmaisestd PCR-tuotteesta. Pesdke-PCR:ssa
ainoa muodostunut PCR-tuote oli selvasti 2S-muotoa lyhyempi, vain n. 300 emésparia.
Kun PCR-tuote oli sekvensoitu, voitiin sekvenssejd vertailemalla todeta, etta kyseinen
PCR-tuote sisdltdd muodon 2S alku- ja loppuosan (ks. kuva 6). Lahes 500 emasparin pitui-
nen patka isoformin keskelta puuttui. On mahdollista, etta kun 2S-muoto on katkaistu ent-
syymeilla kloonausta varten, PCR-tuote on katkennut useammasta kohdasta ja ligaatiossa

on liitetty yhteen 2S-muodon alku- ja loppupéét.

Kuva 5. Pesdake-PCR. Vain yhdesta peséke-PCR -reaktiosta saatiin PCR-tuote, ja sekin vain n. 350 eméspa-
ria (ep) pitka

Kloonattu 110 ah
patka
s [ 269 ah

Kuva 6. Kloonattu patka. Pesdke-PCR:ss& muodostunut PCR-tuote sisdlsi ainoastaan TCF7:n 2S-muodon
alku- jaloppuosan, €li eksonit 4b, 9 ja 10.
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4.2. 2D-immunoblottaus

TCF7:11a on monta eri isoformia, eika tiedetéa mika naiden kunkin isoformin rooli on T-
soluissa. Halusimme tietdd, mitka TCF/-isoformeista ilmenevét T-auttgasoluissa ja ilme-
neekd Thl- ja Th2-soluissa eri isoformeja. Koska monet TCF7-muodoista ovat niin sa
mankokoisia (ks. kuva 7), etta niiden erottaminen voi olla vaikeaa yksisuuntaisella SDS-
PAGE-geelillg, gjattelimme tehda T CF7-immunoblottauksen isolle geelille ja erotella pro-
teiinit geelilla koon lisaksi isoelektrisen pisteen avulla

Molekyylipaino

55

50

45

40

35

30

25 -
1s 1L 2S 2L 3S 3L 4S 4 5 5L 6S 6L 7S 7L 8 8L

Isoelektrinen piste

1S 1L 28 2L 3S 3L 4S 4L 55 5. 6S 6L 7S 7L 8 8L

Kuva 7. TCF7:n eri proteiini-isoformien molekyylipaino ja isoelektrinen piste. Kuva tehty UniprotkK B-
proteiinitietokannan tietojen perustedla.

I mmunoblottauksessa TCF7-vasta-aineella el saatu ndkymaan mitéan, vaikka geelin ho-
peavérjayksesta ndki, etta proteiinit ovat siirtyneet geelilta membraanille. Asian varmista-
miseksi pddtimme kokeilla mittausta toisella vasta-aineella ja valitsimme b-aktiinin (ks.

kuva 8). Kuvasta ndkee selvasti, ettd proteiinin siirto on toiminut.
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p————

Kuva 8. 2D-immunoblottaus, b-aktiini. Proteiinien siirto 2D-gediltd membraanille on onnistunut ja b-
aktiini antaa voimakkaan signaalin jo minuutin val otusajan jal keen.

ja testaamalla immunoblottausta erilaisilla naytteilld, mutta mikdan ndisté el tuottanut sig-
naalia. Voi olla, ettd sirryttéessa suureen mittakaavaan TCF7-mittausohjetta pitéisi muo-
kata paljon enemman proteiinin havaitsemiseksi. Yksittdisten isoformien proteiinimaara
voi myos olla niin pieni, ettei niiden mittaaminen talla menetelmalla onnistu lisddmétta

kaytettavaa kokonai sproteiinimagra huomattavasti.

4.3. Nukleofektiokasvatukset

Nukleofektiokasvatuksia varten tilatut ndytteet ja niista eritettyjen solujen méérét on esi-
tetty taulukossa 3. Nukleofektiokasvatuksistal — 111 taulukkoon on lisétty solumaarat myos
kuolleiden solujen poiston ja H2K-rikastuksen jalkeen. Vaikka suuri osa soluista kuoli
heti nukleofektion jalkeen, olivat eloon jaéneet solut yleensé suhteellisen hyvakuntoisen
ndkoisia ja niiden maéra saattoi jopa kasvaa viikon kasvatuksen kuluessa. Nukleofek-
tiokasvatus I1:n alkana solut voivat huonosti, erityisesti viimeisen aikapisteen aikana.
Scramble-naytteissé oli vain vahan soluja jaljelld ja RNA-saannot jéivét todella pieniksi.

Taulukko 3. Solueristysten solumaar at. Solusaaliit nukleofektiokasvatuksen eristysvaiheissa. Scr tarkoittaa

scramble-néytteitd, joissa on SRNA:n sijaan kaytetty sekvenssia joka e aiheuta geenin hiljenemistd. T2.1 on
siRNA-konstrukti, jotka hiljentdvat TCF7:n ilmenemista.

Nukleofektio | Nukleofektio Il | Nukleofektio Il | Nukleofektio IV

Naytetyyppi Buffy Coat Buffy Coat Buffy Coat Napaveri
Yksilomaara |2 2 4 14
CD4+ maara |292,8x10° 326,7x10° 729x10° 201
Kuolleiden Scr:  28,56x10°|Scr:  39,06x10°| Scr: 97,5x10° | Ej tehty
solujen poisto | T2.1: 33,18x10° | T2.1: 33,32x10° | T2.1: 131,75x10°

k .
H2K'+ solujen| ger: 12,4x10° | Scr: 12,8x10° | Scr: 48,6x10° | Ej tehty
rikastaminen | T2 1: 14x10° T2.1: 17,8x10° T2.1: 38,75x10°
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Silla aikaa, kun tein nukleofektiokasvatuksia | — 111 professori Lahesmaan laboratoriossa
testattiin napaveren solujen nukleofektointia SIRNA-oligonukleotideilla. Testaukseen otet-
tiln mukaan myos TCF7-siRNA-oligonukleotidit. Eristin naistd TCF7-siRNA-néytteistg,
RNA:t, tein cDNA:n ja mittasin seka kontorolligeeni EF1-a:n ettd TCF7:n ilmenemisen.
Scramble-naytteet kasiteltiin testauksen muiden nadytteiden kanssa, joten minun tehtavana

oli mitata niistd ainoastaan TCF7:n ilmeneminen. Tulokset on esitetty kuvassa 9.

TCF7

12

@ Scramblel
| Scramble2
B TCF7 siRNA1
@ TCF7 siRNA2
@ TCF7 siRNA3

24h 48h

Kuva 9. TCF7-ssRNA — dligotestaus. TCF7:n ilmeneminen hiljenee paremmin TCF7 siRNA1:114 ja TCF7
siRNA3:lla kuin TCF7 sRNAZ2:lla. Kuvassa punaiset pylvddt edustavat kahta eri scramble-sRNA-
oligonukelotidiajavihredt eri TCF7-sRNA-oligonukleotidga.

Testista nékee, ettda TCF7-sSiRNA1 ja TCF7-sSiRNA3 hiljentavdt TCF7:n ilmenemista pa-
remmin kuin TCF7-siRNA2 (ndytteiden DCt-arvo on suurempi) ja siks ne valittiin Nuk-
leofektiokasvatus IV:8an. RT-gPCR:n tulosten tulkitsemisesta on kerrottu tarkemmin kap-

paleessa 3.3.8.

4.3.1. IFNgnjalL4:n tuotto

Viikon kuluttua kasvatuksen aloittamisesta nukleofektioista Il, 111 ja 1V kerétiin naytteet,
intrasellulaariseen vérjaykseen, jolla mitattiin solujen IFNg ja IL4-tuottoa. Néiden sytokii-
nien tuotto kertoo Th-solujen erilaistumissuunnan. Virtaussytometrilla mitatut sytokiinita-
sot eri kasvatuksista on esitetty kuvissa 10 - 12. Sytokiinin tuotto on esitetty x-akselilla, y-

aksdlilla on mitattujen solujen méard. Kuvissa 10 ja 11 on esitetty kunkin nayteryhman
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Thl- ja Th2-solut samassa kuvassa. Solujen sytokiinituotosta kertovat PMA:lla ja ionomy-
ginilla aktivoidut solut, mutta aktivoimattomat solut ovat mukana kuvaamassa taustaa.
Aktivoiduista soluista on annettu sytokiinituoton suhteen positiiviseksi katsottujen solujen
prosenttiosuus kaikista elévista soluista. Lisdksi kuvaan on merkitty aktivoimattomien so-
lujen prosenttiosuus, mikali se on yli 2 %. Kuvassa 12 aktivoimattomat Thl- Th2-solut on
jéatetty pois kuvan selkiyttamiseksi ja aktivoimattomia soluja edustamaan on valittu ThO-

nayte.

I/ \\oi84%

A 111%

o Ei akt. Thl
W Akt. Thi
o O Ei akt. Th2
J, W 0,39%
m Akt. Th2

v“i
|10.52%

7 3 \41,9206

T1,72%

IFNg IL-4

Kuva 10. Nukleofektio 11 -solujen IFNg- ja IL4-tuctto. Intrasdllulaarisen véarjayksen tulokset. Kuvassa
punaiset kayrét esittavat Thl-ndytteitd ja vihredt Th2-naytteitd; vaaleat véarit ovat aktivoimattomia soluja,
jotkatoimivat vérjayksessa negatiivisena kontrollina ja tummemmat kertovat solujen sytokiinituotosta.
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O Ei akt. Thl
B Akt. Thl
O Ei akt. Th2
B Akt. Th2
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IFNc
Kuva 11. Nukleofektio 111 -solujen IFNg- ja IL4-tuotto. Intrasdllulaarisen vérjayksen tulokset. Kuvassa
punaiset kayrét esittavat Thl-ndytteitd ja vihredt Th2-naytteitd; vaaleat véarit ovat aktivoimattomia soluja,
jotka toimivat vérjayksessa negatiivisena kontrollina ja tummemmat kertovat solujen sytokiinituotosta.

/f\'( Scramble
i A
\A i'h
‘ 'LV }—{ J!v‘w
L N
kx\ e, W 33.27 /)/ |
L ‘\ / \
111.22% " 1 \1.34%
) \\@%:?‘E’%w Af/' \&‘,\f{:@p.sz%
0.77%
" o Ei akt. Tho
(; A ‘\ | m Akt. ThO
Moyl —
HAN
,"I / %&\\ W‘WW&N«35.85 % [ | Akt. Thl
2l Sy N 0'04’;;0“"," . Akt. Th2
TCF7/3
—
LA 300 ‘ 1.869%7 2714% -
2.87%
IFNg IL-4

Kuva 12. Nukleofektio IV -solujen IFNg- ja IL4-tuctto. Intrasellulaarisen véarjayksen tulokset. Kuvassa
punaiset kayrét esittavat Thl-ndytteitd ja vihredt Th2-naytteitd; vaaleat vérit ovat aktivoimattomia soluja,
jotkatoimivat vérjayksessa negatiivisena kontrollina ja tummemmat kertovat solujen sytokiinituotosta.
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Kuvien perusteella ndyttda siltd, etta TCF7:n hiljentdminen saattaisi liséta hieman solujen
IFNg tuottoa. Suurin ero on kuitenkin ndhtavissa kasvatuksessa Il, jossa solut olivat huo-
nokuntoisia, eivdtka tulokset vélttamatta ole luotettavia. Solujen 1L4-tuottoon e TCF7
siRNA:lla nayttanyt olevat mitdan vaikutusta. Solut tosin tuottavat normaalistikin vain

vahan IL4:44, joten pientd muutostaolisi vaikea havaitakaan.

4.3.2. Geenien ilmeneminen

Erilaistamiskasvatuksen naytteista mitattiin RT-gPCR:11& TCF7:n ilmenemistaso, jotta ndh-
taisiin, miten hyvin SRNA on hiljentanyt TCF7:n ilmenemisen (ks. kuva 7). Lisdksi mi-
tattiin kontrolligeenin, EF1-a:n, ilmenemistaso, johon kaikkien muiden geenien ilmene-
misarvoja verrattiin. T-auttgjasolujen erilaistumista mitattiin tietyilla merkkigeeneilld, joi-
den tiedetdan ilmenevan eri tavalla Thl- ja Th2-soluissa (ks. 1.1.2. jaLund ym., 2005)

Alla olevissa kuvissa (ks. kuva 13) on esitettyna yhteenveto merkkigeenien ilmenemisesta
nukleofektiokasvatuksissa. Jokaiselle nayteryhmdlle on laskettu kaikkien kasvatusten kes-
kiarvo, paljonko kukin geeni ilmenee. Muutoksen suuruus on laskettu vertaamalla tutkitta
van geenin normalisoitua ilmenemistasoa 0 h scramble-néytteen ilmenemistasoon, eli néyt-
teeseen, joka on otettu kasvatuksen alkaessa. X-akselilla on esitetty aikapiste ja y-akselilla
muutoksen suuruus. Jos muutoksen suuruus on kymmenen yksikkddg, niin tutkittava geeni
ilmenee kyseisessa naytteessa kymmenen kertaa enemman kuin kasvatuksen alkaessa ote-
tussa scramble-ndytteessd. Saman suuruinen muutos negatiivisella asteikolla kertoo geenin
ilmenevan kymmenen kertaa véhemman kuin vertailunadytteessa. Mitatut arvot vaihtelivat
melko paljon kasvatusten vélilla, mika ndkyy kuvan virhepalkeista, jotka kertovat keskiar-
von keskivirheesta.



Kuva 13. Geenien ilmeneminen nukleofektiokasvatuksissa. a. TCF7:n ilmenemisen hiljentdminen kertoo
siRNA:n vaikutuksesta. b — d. IFNg, IL12Rb2 ja T-bet ilmenevdt enemman Thl-suuntaan erilaistuvissa
soluissa. e—g. GATA-3, NFIL3 ja SATBL1 ilmenevédt enemman Th2-suuntaan erilai stuvissa soluissa. Kuvis-
sa harmaat palkit esittdvat nukleofektoimattomia soluja, jotka toimivat nukleofektiokasvatuksissa l, 11 jalll
kasvatuksen kontrollisoluina. Punaiset pakit ovat scramble-naytteita eli SRNA-kontrollindytteita ja vihredt
palkit kuvaavat naytteitd, joissa TCF7 on hiljennetty. Thl ovat yksivarisid, Th2 solut ruudullisiaja ThO-solut
raidallisia.
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g. SATB1
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Kuvasta 13a nédkee, etta SRNA on hiljentéanyt TCF7:n ilmenemista. Neljannessi kasvatuk-
sessa kaytetyistd siRNA-oligonukleotideista TCF7/1 toimii selvasti paremmin Kkuin
TCF7/3, jonka hiljentdmisvaikutus on yhta suuri kuin nukleofektiokasvatuksissa | — Il
kaytetylla plasmidikonstruktilla. Napaveren soluissa hiljentdminen on voimakkainta vuo-
rokauden jalkeen kasvatuksen aloittamisesta, mutta BC-kasvatuksissa vasta kahden vuoro-
kauden jalkeen. Solujen erilaistaminen on onnistunut, koska Thl-merkkigeenit, IFNg,
IL12Rb2 ja T-bet, ilmenevd enemman Thl-soluissa ja Th2-merkkigeenit, GATA-3,
NFIL3 ja SATB1, enemman Th2-soluissa.

Kun verrataan kunkin aikapisteen ja nayteryhman TCF7-siRNA-naytteitd scramble-
naytteisiin, saadaan selville TCF7:n hiljentamisen vaikutus solujen erilaistumiseen. Kuvis-
sa 14 - 16 on esitetty SIRNA-naytteiden ilmenemistaso verrattuna saman aikapisteen saman
polarisaation scramble-naytteeseen. Nayttéis siltg, ettd TCF7:n hiljentdmisen vaikutukses-
ta varhaisissa aikapisteissa Thl-suuntaan erilaistuvissa soluissa Thl-merkkigeenit, IFNg,
IL12Rb2 ja T-bet, ilmenevét hieman vahemman kuin scramble-néytteissa, mutta kasvatuk-
sen lopussa niiden ilmeneminen on scramble-naytteita suurempi. Koska kasvatus 2 oli sel-
vasti laadultaan muita kasvatuksia huonompi, on y-akseli asteikko asetettu niin, etta mui-

den kasvatusten tulos nékyy mahdollisimman selvasti.
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Kuva 14. IFNgn ilmenemiserot. Erilaistumiskasvatuksen alussa IFNg ilmenee véhemmaén Th1l-nytteissg,
joissa TCF7 ilmeneminen on hiljennetty, mutta kasvatuksen edetessi IFNg ilmeneminen on jopa suurempi
SIRNA-naytteissa kuin kontrollindytteissd. Ylemmassa kuvassa on esitetty kasvatusten | — 111 néytteet ja
alemmassa kasvatuksen |V naytteet. Kuvissa eri vérit kuvaavat eri kasvatuksa. Ylemmassa kuvassa viol it
palkit kovat kasvatuksen | naytteet, siniset kasvatuksen |1 ndytteet ja vihredt kasvatuksen 111 naytteet. Alem-
massa kuvassa vihredt palkit kuvaavat TCF7-siRNA-oligonukleotidi 1:té4 ja siniset TCF7-siRNA-
oligonuklectidi 3:a. Ruudulliset palkit ovat ThO-, yksivériset Thl- jaraidalliset Th2-naytteita.
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Kuva 15. IL12Rb2:n ilmenemiserot. Erilaistumiskasvatuksen alussa IL12Rb2 ilmenee véhemmén Thl-
naytteissa, joissa TCF7 ilmeneminen on hiljennetty. Ylemmassa kuvassa on esitetty kasvatusten | — 111 néyt-
teet ja alemmassa kasvatuksen 1V naytteet. Kuvissa eri vérit kuvaavat eri kasvatuksia. Ylemmassa kuvassa
violetit palkit kovat kasvatuksen | ndytteet, siniset kasvatuksen Il néytteet ja vihredt kasvatuksen |11 néytteet.
Alemmassa kuvassa vihredt pakit kuvaavat TCF7-siRNA-oligonuklectidi 1:ta ja siniset TCF7-sRNA-
oligonuklectidi 3:a. Ruudulliset palkit ovat ThO-, yksivériset Thl- jaraidalliset Th2-naytteita.
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Kuva 16. T-betin ilmenemiserot. Erilai stumiskasvatuksen alussa T-bet ilmenee véhemman Th1l-néytteissg,
joissa TCF7 ilmeneminen on hiljennetty. Ylemma&ssi kuvassa on esitetty kasvatusten | — I11 néytteet ja alem-
massa kasvatuksen 1V naytteet. Kuvissa eri vérit kuvaavat eri kasvatuksia. Ylemméssa kuvassa violetit palkit
kovat kasvatuksen | ndytteet, siniset kasvatuksen Il naytteet ja vihreét kasvatuksen 111 ndytteet. Alemmassa
kuvassa vihredt palkit kuvaavat TCF7-siRNA-oligonuklectidi 1:td ja siniset TCF7-sRNA-oligonuklectidi
3:a Ruudulliset pakit ovat ThO-, yksivériset Thl- jaraidalliset Th2-néytteita

Th2-soluissa TCF7-siRNA:lla el nayta olevan samanlaista yhtendista vaikutusta geenien
ilmenemiseen. Ainoastaan SATB1 ilmenee hieman vahemman Th2-soluissa, kun TCF7:n
ilmeneminen on hiljennetty (ks. kuva 17).
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Kuva 17. SATBL1:n ilmenemiserot. Erilaistumiskasvatuksen aussa SATB1 ilmenee vdhemmén Th2-
néytteissa, joissa TCF7 ilmeneminen on hiljennetty. Y1emméssa kuvassa on esitetty kasvatusten | — 111 néyt-
teet ja alemmassa kasvatuksen 1V naytteet. Kuvissa eri vérit kuvaavat eri kasvatuksia. Ylemmassa kuvassa
violetit palkit kovat kasvatuksen | ndytteet, siniset kasvatuksen Il néytteet ja vihredt kasvatuksen |11 néytteet.
Alemmassa kuvassa vihredt pakit kuvaavat TCF7-siRNA-oligonuklectidi 1:tA ja siniset TCF7-sRNA-
oligonuklectidi 3:a. Ruudulliset palkit ovat ThO-, yksivériset Thl- jaraidalliset Th2-naytteita.

Koska kypsyvissa T-soluissa TCF7:lla ja LEF1:11& on osittain pdallekkaiset tehtévét ja
my6s LEF1:n tiedetddn ilmenevan kypsissd T-soluissa, pddtimme mitata vaikuttaako
TCF7:n hiljentdminen LEFL:n ilmenemiseen. Kasvatuksessa Ill scramble-naytteissa ja
naytteissd, joita el nukleofektoitu, LEF1:n ilmeneminen vahenee hieman kahden ensim-
maisen vuorokauden alkana ndytteissa, mutta naytteissa, joissa TCF7 on hiljennetty, sen
ilmeneminen pysyy ldhes samana (ks. kuva 18). Kasvatuksessa IV sen sijaan, Scramble-
ndytteen Th2-soluissa LEF1:n ilmeneminen liséantyy kahden ensimmaisen vuorokauden
aikana, mutta vahenee Thl-soluissa. My6s sSsIRNA-TCF7/3-ndytteen Thl-solut ilmentavéat
vahemman LEF1:t4 kahden vuorokauden kuluttua, mutta ilmeneminen ThO- ja Th2-
soluissa e juuri eroa alkutilanteesta. Nayttaisi silta, etta ndytteissd joissa TCF7:8a e ole
hiljennetty, Thl-solut ilmentaisivat vahemman LEF1:ta kuin Th2- tai ThO-solut 48 tunnin
jalkeen kasvatuksen aloittamisesta. Kun TCF7 hiljennetéén, LEF1 ilmenee tasaisena solu-

jen erilaistumisesta riippumatta ainakin kaksi vuorokautta kasvatuksen aloittamisesta.
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Kuva 18. LEF-1:n ilmeneminen. Ylemmassa kuvassa on esitetty LEF-1:n ilmeneminen nukleofektiokasva-
tus 111:ssa ja alemmassa nukl eof ektiokasvatus IV :ssd. Havaittuja mittausarvoja on verrattu kasvatuksen alku-
hetken scramble-ndytteeseen. Kuvissa punaiset kdyrét ovat scramble-néytteitd, vihredt ja siniset SSRNA-
naytteitd ja harmaat kayrét ovat ndytteitd, joitae ole nukleofektoitu.
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5. Tulosten tarkastelu

5.1. TCF7:n 2S- ja2L-muotojen kloonaus

TCF7:n muodot 2S ja 2L halutiin kloonata, jotta niita voitaisiin kayttéd yli-
ilmenemiskasvatuksissa. Niiden avulla oltaiisiin nahty, onko lyhyella ja pitkdla TCF7-
isoformilla erilainen merkitys T-auttgasolujen erilaistumiseen. Kloonauksessa on useita
vaiheita, joissa voi tulla ongelmia. 2L-muodon kloonaus ei pddssyt alkua pidemmalle, kos-
ka sité el saatu monistettua reaktio-olosuhteiden optimoinnista huolimatta. On mahdollista,
ettd kyseistd muotoa ei esiinny Thp- tai erilaisstumassa olevissa Thl- tai Th2-soluissa, joita
kaytettiin |ahtomateriaalina.

Lyhyemman muodon kloonaus néytti onnistuvan paremmin. Vasta monistettaessa pesak-
keitd huomettiin, ettd kloonattu sekvenssi oli haluttua lyhyempi. Geenipala sisdlsi 2S
muodon alun ja lopun, mutta 477 emasparia puuttuu sekvenssin keskeltéd. Vaikka TCF7-
geenista on periaatteessa mahdollista tuottaa lukuisia eri isoformeja, néain lyhyella TCF7-
muodolla tuskin on mitdan funktiota. Kloonatussa muodossa e ole edes kokonaan DNA:ta
sitovaa HM G-boxia (Van de Wetering ym., 1992). Mikéli tama lyhyt muotokin osoittautui-
lyhyita V S-muotoja (very short). Todenndkdisempéa on, ettd koska PCR:n jalkeen monis-
tettu fragmentti oli oikean pituinen, eksonit 5 — 8 ovat irronneet digestiossa. Uusintayritys
2S-muodon kloonamisessa voisi hyvinkin tuottaa halutun lopputuloksen, kunhan 2S-
muodon sekvenssi tarkastetaan restriktioentsyymien katkaisukohtien suhteen ja kloonaus
suunnitellaan uudestaan sen mukaisesti. Mikali 2D-immunoblottaus olisi toiminut, olisi
saatu jonkinlaista késitysta mitd isoformeja T-auttajasoluissa esiintyy solujen erilaistuessa
Thl- jaTh2-soluiksi. Valitettavasti TCF7-detektiota ei saatu toimimaan, vaikka olosuhteita
koetettiin muokata ja itse proteiinien siirto naytti toimivan hyvin. 2D-immunoblottausta
olis hyvad testata viela huomattavasti suuremmalla proteiiniméardla.  2D-
immunoblottauksella olisi ehk&a saatu vastaus myos kloonausongelmaan; onko soluissa

isoformeja, jotka vastaavat ominaisuuksiltaan 2L - ja 2V S-muotoja.
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5.2. Nukleofektiokasvatukset

Nukleofektiokasvatusten tarkoituksena oli tutkia miten TCF7:n hiljentéaminen vaikuttaa T-
auttgjasolujen erilaisstumiseen Thl- ja Th2-soluiksi. Viikon kuluttua kasvatuksen aloittami-
sesta mitattiin solujen IFNg- ja IL4-tuottoa ja ndyttaa siltd, etta kun TCF7 on hiljennetty,
Thl-solut tuottavat hieman enemman |FNga. Muutos on kuitenkin niin pieni kasvatuksis-
s, joissa solut olivat hyvakuntoisia, etté tarvittaisiin useampia toistoja tuloksen varmista-
miseks. Toisaalta yhdessékaan kasvatuksessa |FNga el tuotettu vahemman. Samankaltai-
nen muutos on néhtdvissa RN A-tasolla seitsemén paivan aikapisteessa. Niissa kasvatuksis-
s, joissa solut olivat hyvékuntoisia ja RNA-saanto kohtuullinen, IFNg ilmenee hieman
enemman soluissa, joissa TCF7 on hiljennetty. Kasvatuksen alussa tilanne on péinvastoin.
Vuorokauden kuluttua kasvatuksen aloittamisesta IFNg ilmenee vdhemman soluissa, joissa
TCF7 on hiljennetty.

Myos IL12Rb2 ja T-bet, jotka tyypillisesti ilmenevdt enemman Thl-soluissa, ilmenevét
vahemman TCF7-hiljennetyissi soluissa kasvatuksen alkupuolella ja enemman kasvatuk-
sen edetessd. Vaikka kasvatusten valilla geenien ilmemistasossa on vaihtelua ja ero saattaa
nakya jo vuorokauden tai vasta kahden vuorokauden jalkeen kasvatuksen alettua, kaikissa
kasvatuksissa kaikilla Thl-geeneilld samankaltainen profiili. Tulos ei ollut yllattava, silla
TCF7:n on jo aiemmin raportoitu vaikuttavan Thl-geenien, kuten IL12Rb2:n ilmenemi-
seen (Noble ym., 2003).

Th2-soluissa tyypillisesti ilmenevissi geeneissd, lukuunottamatta SATB1:t4, e ole havait-
tavissa yhtendistd muutosta kuten Thl-geeneissd. Varhaisissa alkapisteissa Th2-solut il-
mentavét vahemman SATB1:t4, kun TCF7 on hiljennetty. SATB1:114 tiedetéén olevan
samankaltaisia ominaisuuksia kuin TCF7:[la. Nama protelinit voivat toimiajoko transkrip-
tion aktivoijana ta estgjand SATB1 sddtelee mm. Th2-sytokiinien ilmenemista muutta-
malla kromatiinin rakennetta geenejd koodaavilla alueilla (Cai ym., 2006) ja voi toimia
joko transkription aktivoijana tai estjjdna (Kumar ym., 2006). Saattaa olla, ettd kun

TCF7:n ilmeneminen soluissa on hiljennetty, solut ilmentévéa vahemman tekij6ita, jotka



53

estavét Th2-geenien ilmenemista ja SATB1:n ilmenemisté el aktivoida kuten TCF7:n |&s-

nédollessa.

Naytteistd mitattiin myos LEF-1:n ilmenemistg, koska haluttiin ndhda onko LEF1:114 ja
TCF7:1la padlekkéiset roolit kypsissa T-auttgasoluissa kuten kehittyvissa T-soluissa
(Okamuraym., 1998; Staal ja Clevers, 2000). Seka LEF1:n ettd TCF7:n on todettu ilmene-
van kypsissa naliveissa T-soluissa, mutta niiden ilmenemisen véhenevan solun aktivoitues-
sa (Hebenstreit ym., 2008). Myds naissa kasvatuksissa LEF1:n ilmeneminen véhenee solu-
jen aktivoituessa, paitsi kun TCF7:n ilmeneminen hiljenee. Tall6in LEF1:n ilmeneminen ei
juuri muutu kasvatuksen alusta. On siis mahdollista, ettéd TCF7:n puuttuessa, LEF1 ilmenee

normaalia enemman Thl-soluissa korvatakseen TCF7:n puutteen.

Normaalien T-solujen liséksi TCF7 ja LEF1 ilmenevé pahanlaatuisissa soluissa esimer-
kiksi T-solulymfooman yhteydessd (Castrop ym., 1995). Tutkiessaan perifeerisa T-
solulymfoomia Dorfman ym. (2003) huomasivat 87 % tapauksista solujen ilmentévan Thl-
merkkigeengl&. TCF7:n on gis havaittu liittyvan Thl-soluihin. Myos tédman tutkimuksen
tulokset viittaavat siihen, ettd TCF7 vaikuttaa nimenomaan Thl-solujen erilaistumiseen.
TCF7:n hiljentdminen nayttéisi viivastyttavan solujen erilaissumista Thl-soluiksi. Koska
viikon kuluttua kasvatuksen aloittamisesta TCF7 el enda ole hiljennetty, Thl-solut ilmen-

tavét tyypillisid Thl-geenegjajatuottavat IFNgaa jopa enemman kuin kontrollisolut.

Tulosten varmistamiseksi olisi vield syyta tehda lisda kasvatuksia ja mittauksia. Tehtyja
kasvatuksia oli melko vaikea verrata keskendan, koska ne poikkesivat toisistaan joko nédy-
temateriaalin, sIRNA-konstruktin, mittauspisteiden tai solujen kunnon suhteen. Parasta
olisi toistaa kasvatukset samalla tavalla, kdyttden samasta verityypista eristettyja soluja ja
samanlaisia siRNA-konstruktgga. TCF7:n hiljentdmisesta aiheutuneet muutokset olivat
verrattain pienid, joten on vaikea arvioida johtuivatko havaitut erot vain normaalista kasva-
tusten valisesta vaihtelusta. TCF7:n hiljeneminen oli kuitenkin niin merkittéava, etta sel-
vempid muutoksia olisi varmasti ollut ndhtavissa, mikali TCF7 olisi hyvin olennainen Thl-
jaTh2-solujen erilaistumiselle. Olisi myos téarkeda tietda miten tutkittujen geenien ilmene-

minen muuttuu, jos TCF7:éa yli-ilmennetaan.
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