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Embigiini (GP70) on transmembraaninen glykoproteiini. Embigiinid on I6ydetty kiveksista,
lisdkiveksistd, munuaisista, ihosta sekd keuhkoista. Hiirillda embigiinia ilmentyy
alkionkehityksen aikana paljon ja ian myota sen ilmentyminen vahenee, joten se on
oletettavasti alkionkehityksessa tarkea proteiini. On myds huomattu, etta se edistaa solusta
soluvaliaineeseen tapahtuvaa vuorovaikutusta. Tiedetdaan, ettd se toimii avustavana
proteiinina monokarboksylaattitransportteri-2:lle (MCT2) ja uusia biologisia prosesseja,
joihin embigiini vaikuttaa, selvitetdan tassa tutkimuksessa. Tutkimuksen tarkoituksena on
selvittdd, miten embigiinin hiljennys vaikuttaa solun geeniekspressioprofiiliin seka tutkia
proliferaatiokokeilla hiljennyksen vaikutusta solujen kykyyn jakautua erilaisilla pinnoilla.

Tassa tyossa embigiinia hiljennettiin kahdella eri siRNA:lla hiiren IMBCA keratinosyyteista.
Hiljennyksien annettiin vaikuttaa 48 h jonka jdlkeen solujen RNA eristettiin. Hiljennyksien
onnistuminen tarkistettiin western blotilla. RNA-naytteet sekvensoitiin uuden sukupolven
sekvensointimenetelmalla. Sekvensointidata analysoitiin kolmella eri
geeninrikastusohjelmalla. Hiljennettyjen solujen jakautumista seurattiin myds eri pinnoilla.
Kuoppalevyt paallystettiin  poly-I-lysiinilla, fibronektiinilla tai annettiin  kasvaa
kasittelemattémalla muovipinnalla. Solujen maara mitattiin 450 nm absorbanssissa
hiljennnyksen jdlkeen 48 h, 72 h ja 96 h aikapisteissa. Mittaus perustuu eldvien solujen
maaraan kuopissa.

Geeninrikastusanalyyseista huomattiin munuaisten kehityksen seka
urogenitaalijarjestelman kehityksen geenien rikastuneen hiljennyksen vuoksi. My6s muita
huomionarvoisia rikastuneita biologisia prosesseja olivat esimerkiksi putkimaisten
rakenteiden kehitys, verisuonirakenteiden kehitys, migraatio ja solun lokalisaatio.
Proliferaatiokokeessa havaittiin hiljennyksen vaikutuksen lakkaavan 72 h hiljennyksen
jalkeen. Hiljennettyjen solujen jakautuminen ja kasvu fibronektiinipinnalla oli hitaampaa
kuin kontrollisolujen, mika tukee havaintoa siitd, ettd embigiini edistda solunjakautumista.

Asiasanat: embigiini, RNA-interferenssi, RNA-sekvensointi, proliferaatio, alkionkehitys
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1. Hiiren alkionkehityksen paapiirteet

Ennen kuin keskitytadan enemman embigiiniin, tarkastellaan hiiren alkionkehitysta.
Embigiinia on loydetty alkionkehityksen alkuvaiheesta ja kokeiden tulosten perusteella

embigiini on sidoksissa urogenitaalijarjestelman, erityisesti munuaisten, kehitykseen.

Hiiren alkionkehitys alkaa hedelmoityksestd. Hedelmaitysprosessi on tarkkaan sdddelty,
jotta vain yksi munasolu ja siittio yhdistyvat. Tasta muodostunut tsygootti muodostaa
blastulan, joka siirtyy gastrulaatiovaiheeseen nopeasti. Hiiren gastrulaatio poikkeaa muista

nisakkaista suhteellisen paljon, vaikka samat alkiokerrokset muodostuvatkin.

Kohdun seindmaan kiinnittymisen eli implantaation jalkeen hiiren alkio on kupin muotoinen
ontto sylinteri, jonka sisapuoli koostuu epiblastista. Alkionkehityksen jatkuttua kuusi ja
puoli pdivaa (E6.5) alkujuoste (engl. primitive streak) muodostuu alkion posterioriseen
puoleen. Alkujuosteen edetessa kohti alkion aaripaata osa sisdakerroksen epiblastisoluista
tunkeutuu sen lapi. Tata tapahtumaa kutsutaan epiteelin mesenkymaaliseksi transitioksi
(engl. Epithelial to mesenchymal transition, EMT). Nama epiblastisolut muodostavat pohjan
mesodermin ja endodermin muodostumiselle. Solut, jotka jaavat epiblastiin muodostavat
ektodermin. Hiiren seitsemdnnen alkionkehityspdivan jilkeen (E7.5) gastrulaatiossa
muodostuvat alkionkehitykselle ominaiset kolme alkiokerrosta: ektodermi, mesodermi ja

endodermi (kuva 1).

Ektodermistda muodostuu hermosto ja epidermin solut. Mesodermista muodostuu luu,
rusto, poikkijuovaiset lihassolut, verinahka ruumiinontelo, sydan ja verisuonet seka
munuaiset. Endodermista muodostuu ruuansulatuskanavan eri osia ja useiden eri elinten
epiteelit. Eri osien erilaistuminen toiminnallisksi kokonaisuuksiksi vaatii suuren joukon
signalointimolekyyleja ja erilaisia signaalinvalitysreitteja. Gastrulaation loppuvaiheessa
alkio siirtyy organogeneesivaiheeseen, jolloin hermostoputki ja sisdelimet alkavat

muodostua. (Wolter 2012; Peng ja Jing 2017)
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Kuva 1. Nisdkkdiden gastrulaation alkiokerrokset. Ektodermisté muodostuvat hermosto ja
epidermin solut. Mesodermistd muodostuvat luu, rusto, poikkijuovaiset lihassolut,
verinahka, ruumiinontelo, syddn ja verisuonet seké munuaiset. Endodermistd muodostuu
ruuansulatuskanavan eri osia ja useiden eri elinten epiteelit. A: Hiiren gastrulaation
alkiokerrokset muodostuvat ontosta sylinterimallisesta gastrulaatiosta. (Muokattu kuvasta
Liu ja muut 2018) Hiiren gastrulaatio poikkeaa muista nisékkdisté suhteellisen paljon, vaikka
samat alkiokerrokset muodostuvatkin. B: Muiden nisékkdiden, yleisempi, gastrulaatiomalli
yksinkertaistettuna.

Seuraavissa kappaleissa otetaan |dhempaan tarkasteluun hiiren munuaisten seka
urogenitaalijarjestelman kehittyminen alkionkehityksen aikana aloittaen munuaisten

kehityksesta.

1.1.  Hiiren munuaisten kehitys

Munuaisten tehtdavana on suodattaa verestd kuona-aineita seka yllapitdaa pH-, vesi-
ja suolatasapainoa elimistossa. Hiiren kummassakin kehittyneessd munuaisessa on 12 000
- 16 000 nefronia. lhmisella nefroneja on vastaavasti 200 000 — 1 800 000. Hiiren
munuaiset alkavat muodostua vadlimesodermista kahdeksantena alkionkehityspéivana (E8).
Valimesodermin osaa, josta munuaiset alkavat muodostua, kutsutaan nefrogeeniseksi
juosteeksi. Nisdkkdilld munuaiset muodostuvat kolmessa vaiheessa, jotka ovat pronefros,

mesonefros ja metanefros. Pronefros ja mesonefros surkastuvat pois munuaisten
7



kehityksen edetessa ja lopulliset munuaiset muodostuvat metanefroksesta. Kehityksen
tarkeimpia saatelymolekyyleja ovat Pax2, Pax8 Gata3, Lhx1l sekd gliasolulinjaperdinen
hermokasvutekija (engl. Glial-derived neurotrophic factor, GDNF). Kehityksen saatelyyn
kuuluu kuitenkin iso joukko muitakin saatelytekijoita. (Davidson 2009; Little ja McMahon

2012)

1.1.1. Pronefros toimii pohjana metanefrokselle

Hiiren munuaisten kehitys alkaa nefrisen tiehyen muodostumisesta nefrogeenisen juosteen
rinnalle alkionkehityspdivana 8 (E8) (kuva 2.) Muodostuneella pronefroksella ei ole
juurikaan toiminnallista merkitysta nisakkailla, vaan se toimii enemmankin pohjana
mesonefroksen muodostukselle. Muilla kuin nisakkailla, esimerkiksi vesieldimilla, pronefros

voi olla toiminallinen jo esiastemunuaisena. (Torres ja muut 1995; Kuure ja muut 2000)

1.1.2. Mesonefroksesta muodostuu uretersilmu ja metanefrinen mesenkyymi

Yhdeksantena alkionkehityspdivana (E9) pronefroksesta alkaa muodostua mesonefros.
Nefrisen tiehyen rostraaliosa poistetaan apoptoosilla ja kaudaaliosat saavat aikaan
mesonefristen putkien muodostumisen nefrogeeniseen juosteeseen. Nefrinen tiehyt
kasvaa kohti kloaakkia ja sen saavutettuaan siitd muodostuu mesonefrinen tiehyt, joka
tunnetaan myos Wolffin tiehyena. Muodostuneesta mesonefroksesta alkionkehityspaivana
10 (E10) alkaa muodostua uretersilmu GDNF-kasvutekijan indusoimana. Metanefrinen
mesenkyymi koostuu nefrogeenisen juosteen soluista, jotka ovat erilaistuneet tuottamaan
GDNF-kasvutekijaa. Uretersilmu kasvaa nefrisesta tiehyestd metanferisen mesenkyymin
sisdpuolelle, jossa se alkaa haaroittua. Uretersilmun ja metanefrisen mesenkyymin valiset
vuorovaikutukset saavat uretersilmun haaroittumaan toistuvasti ja metanefriset nefronit
muodostumaan. Mesonefrisestd tiehyestd muodostuu uroksilla  testosteronin
vaikutuksesta sukupuolielimien osia, esimerkiksi siemenjohtimet (Torres ja muut 1995;
Davidson 2009). Naarailla tiehyet surkastuvat (Torres ja muut 1995; Hannema ja Hughes

2007; Davidson 2009)
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Kuva 2. Hiiren munuaisen kehityksen pddpiirteet. Nefrinen tiehyt alkaa muodostua
nefrogeenisen juosteen rinnalle kahdeksannen alkionkehityspdivin (E8) jdlkeen
rostraalipdicistd kohti kloaakkia. Nefrisen tiehyen rostraaliset osat alkavat tuhoutua
apoptoosilla ja kaudaalinen osa jatkaa kasvua. Nefrinen tiehyt saa aikaan mesonefristen
putkien muodostumisen nefrogeeniseen juosteeseen. Jdljellé oleva nefrinen tiehyt liittyy
nefrogeeniseen juosteeseen yldosastaan. Uretersilmu kasvaa GDNF-kasvutekijén
indusoimana nerfogeenisen juosteen alueen sisélle (metanefrinen mesenkyymi, kuvassa
punaisella), joka koostuu nefrogeenisen juosteen erilaistuneista soluista. Uretersilmun ja
metanefrisen mesenkyymin vdliset vuorovaikutukset saavat uretersilmun haaroittumaan
toistuvasti ja metanefriset nefronit muodostumaan. E=alkionkehityspdivd. (muokattu
kuvasta Davidson 2009)



1.1.3. Metanefroksesta muodostuu lopulta toiminnalliset munuaiset

Metanferos alkaa muodostua 11. alkionkehityspaivana (E11) kun metanefrinen
mesenkyymi ja uretersilmu yhdistyvat. Uretersilmusta muodostuu virtsanjohdin ja sen
haaroittumisen ansiosta se muodostaa munuaisten kokoojaputket mesenkyymin sisaan.
Uretersilmun haaroittuneisiin pdihin alkaa muodostua nefronit metanefrisen mesenkyymin
ja uretersilmun vuorovaikutuksesta. Uretersilmun haaroittuneiden paiden ymparilla oleva
mesenkyymi on erilaistunut muusta metanefrisesta mesenkyymista (engl. cap
mesenchyme), ja ne tuottavatkin eri transkriptiofaktoreita mahdollistaen nefronien
muodostumisen. Monimutkaisten signalointireittien ja -prosessien sekd vuorovaikutusten
kautta toiminnalliset nefronit lopulta muodostuvat. (Torres ja muut 1995; Davidson 2009;

McMahon 2016)

1.2.  Hiiren urogenitaalijarjestelman kehitys

Urogenitaalijarjestelman kehitys on kiinteasti sidoksissa hiiren ja muidenkin nisakkaiden
munuaisten  kehitykseen.  Urogenitaalijarjestelmdan  kuuluu  munuaisten  lisaksi
sukupuolirauhaset, virtsanjohtimet seka lisdantymiselimet. Jarjestelmilld on useita
paallekkaisia transkriptiofaktoreita ja signalointimolekyyleja; mikali jokin puuttuu,
esimerkiksi Pax2, voi seurauksena olla munuaisten sekd genitaalijohtimien puuttuminen
(Bouchard ja muut 2002). Urogenitaalijarjestelman osat alkavat kehittya valimesodermista
nopeasti gastrulaation jalkeen, esimerkiksi Wolffin tiehyt alkavat kehittyd hiirilla noin
yhdeksannen alkionkehityspdivan (E9) tienoilla vdlimesodermista (Hannema ja Hughes

2007).

Ennen sukupuolien eriytymista alkiolla on sekd Wolffin tiehyt seka Miillerin tiehyt. Mullerin
tiehyt alkavat muodostua Wolffin tiehyen rinnalle 11 alkionkehityspédivan (E11.5) jalkeen
(Behringer ja Kobayashi 2003). Ainoastaan toinen tiehyistd jatkaa kehittymista, mika
maaraytyy kivesten tai munasarjojen kehityksen alkamisella. Miilleria tiehyita surkastuttava

hormoni (engl. Miillerian inhibiting substance) ja testosteroni saavat aikaan Miillerin
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tiehyeiden surkastumisen ja mikali naita kivesten alkumuodon tuottamia hormoneja ei ole

lasna Wolffin tiehyet surkastuvat. (Capel 2000)

1.2.1. Wolffin tiehyt muodostavat uroksilla lisdadntymiselinten rakenteet

Wolffin tiehyt muodostavat urosten lisddantymiselimien rakenteet, joita ovat muun muassa
lisdkivekset, siemenjohdin seka rakkularauhanen. Wolffin tiehyt muodostuu pronefrisesta
tiehyesta (edella mesonefrinen tiehyt) ja kasvaa kaudaalisesti kohti kloaakkia. Uretersilmu
haarautuu Wolffin tiehyestd metanefriseen mesenkyymiin muodostamaan munuaista.
Wolffin tiehyen muodostukseen osallistuu joukko geeneja, muun muassa Pax2, Pax8, Lim1

ja Emx8. (Bouchard ja muut 2002; Behringer ja Kobayashi 2003; Hannema ja Hughes 2007)

Pax2 osallistuu mesonefristen tiehyiden, munuaisten ja genitaalitiehyiden muodostukseen.
Pax8 osallistuu yhdessa Pax2:n kanssa urogenitaalialueiden muodostukseen, mutta
yksindan Pax8 ei pysty toimimaan. Yhdessa Pax2 ja Pax8 ovat tarpeellisia EMT:ssa. Lim1:ta
tarvitaan Miillerin tiehyiden ja Wolffin tiehyiden erilaistumisen alkuvaiheessa. (Torres ja

muut 1995; Bouchard ja muut 2002)

Myods homeobox-geenit osallistuvat genitaalialueiden sadatelyyn ja erilaistumiseen.
Uroshiirellda homeobox-a9 (Hoxa9) ja Homeobox-d9 (Hoxd9) ilmentyy lisdkiveksissa ja
siemenjohtimessa. Hoxal0:a ja Hoxd10: ilmentyy lisdkiveksien kaudaaliosassa seka
siemenjohtimessa, jossa on myos Hoxall:a. Hoxal3:a ja Hoxd13:a ilmentyy Wolffin tiehyen

kaudaaliosassa ja rakkularauhasissa. (Hannema ja Hughes 2007)

1.2.2. Miillerin tiehyistd muodostuu naarailla lisddntymiselinten rakenteet

Millerin tiehyistd muodostuu vastaavasti naaraiden lisddntymiselinten rakenteet, joita ovat
munanjohdin, kohtu, kohdunkaula sekd emattimen yldosa. (Behringer ja Kobayashi 2003)
Wolffin tiehyt oletettavasti ovat valttamattomat Millerin tiehyen muodostukselle: jos
Wolffin tiehyen kasvaminen kaudaalisesti estetdan, Miillerin tiehyt eivat kehity (Hannema
ja Hughes 2007). Miillerin tiehyet eriytyvat eri geenien vaikutuksista munanjohtimiksi,
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kohduksi, kohdunkaulaksi seka emattimen vyldosaksi. Millerin tiehyen tarvitsemia
transkriptiofaktoreita seka signalointimolekyyleja ovat muun muassa Pax2, Pax8, Lim1 ja

Emx2. (Torres ja muut 1995; Bouchard ja muut 2002)

Pax2 ja Pax8 tarvitaan Wolffin tiehyen seka pronefroksen muodostumiseen (Bouchard ja
muut 2002). Lim1l:n puuttuessa munanjohtimet, kohtu ja kohdun yldosa eivat kehity.
Emx2:n puuttuessa sukuelimet, sukurauhaset sekd munuaiset eivat kehity. (Behringer ja

Kobayashi 2003)

Vastaavasti kuten uroksilla, myds naarailla Hox-geenit osallistuvat genitaalialueiden
erilaistumiseen ja kehityksen saatelyyn. Hoxa9:3a on ilmentyneenda munanjohtimissa,
Hoxal0:a kohdussa, Hoxall:a kohdussa seka kohdunkaulassa ja Hoxal3:a kohdunkaulassa
ja kohdun yldosassa. Hoxa-geenien ilmenemisen sijainnista voidaan paatellad ndiden geenien

vaikuttavan kyseisten alueiden kehitykseen ja saatelyyn. (Behringer ja Kobayashi 2003)

Hiiren munuaisten seka urogenitaalijarjestelman kehityksessa on siis useita eri vaiheita ja
sithen osallistuu useita erilaisia saatelytekijoita. Kuten edelld huomattiin, monet geenit ja
vaiheet ovat paallekkdisia kummankin jarjestelman kehityksessa ja nain ollen yhden
saatelytekijan puutos tai muuttuminen vaikuttaa olennaisesti alkionkehitykseen.

Seuraavaksi tarkastellaan yhta oletettua hiiren alkionkehityksen saatelytekijaa: embigiinia.

2. Basigiini, neuroplastiini ja embigiini kuuluvat IgSF-superperheeseen

Immunoglobuliini superperhe (engl. immunoglobulin superfamily, 1gSF) on yksi isoimmista
ja laajimmista proteiiniperheista ja siihen kuulu 765 proteiinia. Taman perheen proteiineille
tyypillista on yksi tai useampi Ig-domaini, joka koostuu kahdesta vastakkaissuuntaisesta B-
laskoksesta, jotka ovat stabilisoitu disulfidisillalla. 1gSF-proteiinit valittavat kalsiumista
riippumatonta adheesiota. (Wai Wong ja muut 2012). Monet IgSF-superperheen

proteiineista osallistuvat pdaasiassa solujen valisiin vuorovaikutuksiin ja niiden
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immunoglobuliineille tyypilliset rakenteet ovat erikoistuneet molekyylien tunnistamiseen

seka soluadheesioon. (Huang ja muut 1990; Juliano 2002; Wai Wong ja muut 2012)

Embigiini (Emb, GP70) kuuluu IgSF-superperheeseen basigiinin ja neuroplastiinin kanssa
(Beesley ja muut 2014). Embigiini, basigiini ja neuroplastiini ovat keskenaan samankaltaisia
rakenteeltaan ja muodostavatkin IgSF-perheen sisalla oman selkedn ryhmansa (kuva 3).
Embigiini on perheen ensimmaiseksi |6ydetty jasen. Basigiinia on tutkittu enemman ja se
tunnetaan paremmin sekd fysiologisesti ettd patologisesti kuin embigiini, jonka vuoksi

ryhma on nimetty basigiiniperheeksi. (Muramatsu 2016)

+/-1gl +/- Igl

T T Y EW
L ]

Meuroplastiini Basigiini Embigiini

Kuva 3. Basigiiniperheeseen kuuluvan neuroplastiinin, basigiinin ja embigiin rakenne.
Embigiinillé on havaittu vain kaksi Ig-domainia, kun taas neuroplastiinilla ja basigiinilla on
havaittu olevan mahdollisesti jopa kolme (+/-1g1). Kaikilla kolmella on glutamaatti (kuvassa
E) samassa kohdassa solukalvon ldpdisevéssd osassa. Harmaat vékdset ovat arvioidut
glykosylaatiokohdat hiirellé ja ihmiselld. Basigiinille on 16ydetty myés fosforylaatiokohdat
solun sisdpuolisessa osassa, mutta neuroplastiinille ja embigiinille vastavia ei ole I6ydetty.
(muokattu kuvasta Beesley ja muut 2014)
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2.1. Basigiini on tarkea proteiini verkkokalvon kehitykselle

Basigiiniperheen nimikkoproteiinin, basigiinin, koko on glykosyloituna 43-66 kDA ja sen
ydinproteiinin koko on 28 kDA. Basigiinista on kaksi isomuotoa: toisessa on 2 Ig-domainia ja
toisessa on 3 Ig-domainia. Basigiinilla, kuten muillakin basigiiniperheen proteiineilla, Ig-
domainit ovat solukalvon ylittavia ja silla on solukalvon ldpaisevdssa osassa glutamaatti,
joka on harvinainen ominaisuus vain kerran solukalvon lapaiseville proteiineille. (Beesley ja
muut 2014). Basigiinia ilmentyy useissa eri kudoksissa alkioilla seka aikuisilla (Muramatsu
ja Miyauchi 2003). Basigiini on tarkea proteiini silman verkkokalvon kehitykselle. Sen
puuttuminen vaikuttaa sauva- ja tappisoluihin negatiivisesti sekd verkkokalvo ei kehity

kunnolla (Hori ja muut 2000)

Basigiinin tehtavana on lisaksi kuljettaa monokarboksylaattitransportteri 1 (MCT 1), MCT3
ja MCT4 solukalvolle (Philp ja muut 2003). Basigiinia Ioytyy lisdksi myos kiveksista ja
lisakiveksista. Basigiini on lisdksi todenndkdisesti erittdin tarkea proteiini sukusolujen

kehitykselle ja erilaistumiselle. (Bi ja muut 2013)

2.2.  Neuroplastiini osallistuu hermoston kehitykseen

Neuroplastiinia on kahta muotoa: Np65 ja Np55. Muotojen koot ovat glykosyloituina 65 kDa
ja 55 kDa ja niiden ydinproteiinien koot ovat 40 kDa ja 28 kDa (Beesley ja muut 2014). Ne
muodostuvat yhdestd geenista vaihtoehtoisella silmukoinnilla ja ovat muuten identtisia
keskendan, paitsi ettd Np65:1la on sille spesifinen Ig-domaini N-terminuksessa (Langnaese
ja muut 1997). Neuroplastiinien rakenteet ovat samanlaisia kuin basigiinilla: niilld on kaksi
solukalvon ylittavaa Ig-domainia ja solukalvon lapaisevassa osassa on glutamaatti. Np65 on
pdasaantoisesti ilmentyneena aivojen alueella. Sitd on I6ydetty aivokuoresta, pikkuaivoista
ja hippokampuksesta. Np55:ttd on myds loydetty muistakin elimistd, esimerkiksi
munuaisista, pernasta, lihaksista ja kateenkorvasta. Sitd on myds koko aivojen alueella.

(Langnaese ja muut 1997; Smalla ja muut 2000)

Neuroplastiinit todennakoisesti osallistuvat hermoston kehitykseen ja yllapitoon. Np55

vaikuttaisi olevan synapsien modulaatiossa mukana. Np55 nostaa synapsien valistda Ca2+
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konsentraatiota aktivoimalla FGFR1:een liittyvdn signalointireitin (engl. FGFR-associated
pathway) (Owczarek ja muut 2010; Owczarek ja Berezin 2012). Np65 valittaa homofiilisia
interaktioita ja sitda kautta edistada soluadheesiota. Se myds edistdada neuriittien
haaroittumista ja hippokampuksen synaptista plastisuutta (Owczarek ja muut 2011).
Neuroplastiinit osallistuvat myds neuronaaliseen erilaistumiseen FGFR-reseptorin
aktivaatiosta riippuvaisesti (Gerrow ja El-Husseini 2006). Neuroplastiinit toimivat lisaksi
avustavana proteiinina MCT2:lle, joka on paaasiallinen neuronaalinen MCT jyrsijoilla.

(Halestrap 2012; Wilson ja muut 2013)

2.3.  Embigiini on tarkea proteiini hiiren alkionkehityksessa

Embigiini tunnistettiin ensimmaisen kerran teratokarsinoomatutkimuksissa vuonna 1988,
jolloin sita kutsuttiin GP70:ksi. Ozawa ja muut (Ozawa ja muut 1988) arvioi silloin koko
glykoproteiinin kooksi 62-90 kDA ja ydinproteiinin kooksi 37 kDA. Sen koko voi siis vaihdella
glykolysaation takia paljonkin. Silla on kaksi solukalvon ylittavaa transmembraanista Ig-
domainia, solukalvon ldpdisevdassa osassa glutamaatti ja sytoplasman puolella useita

glykosylaatiokohtia. (Ozawa ja muut 1988; Muramatsu 2000; Beesley ja muut 2014)

Suurinta osaa IgSF-perheen proteiineista ei ole |I6ydetty alkuvaiheessa olevista alkiosoluista
mutta embigiinia niista on loydetty. Taman vuoksi embigiini on todennadkoisesti tarkea
proteiini alkionkehityksessa. Sen ilmenemisen on havaittu olevan koholla alkiovaiheessa ja
sen maaran on todettu olevan vain vahainen aikuisissa hiirissa. Embigiinia on havaittu jo
viidentena pdaivana hedelmoityksestad. 7-9 paivaa hedelmoityksesta (E7-E9) on huomattu
olevan embigiinin tuotolle parhainta aikaa alkiosoluissa, minka jalkeen sen tuotto laskee
lahes olemattomaksi ja sita on erittdin vahan enaa 10.-15. pdivina (E10-E15). Embigiinid on
havaittu endodermissd  implantaation jalkeisessa vaiheessa sekd somiittien
muodostusvaiheessa. Embigiinin tuotto jatkuu kuitenkin koko elinidan, mikd saattaa
tarkoittaa sitd, ettd pieni embigiinin tuoton yllapito on tarkeaa jo erilaistuneissa soluissa.
Alkionkehityksen alkuvaihe on kuitenkin sen ilmentymiselle suurin piikki ja sen jalkeen sen

ilmentyminen hiipuu organogeneesistd eteenpain. (Huang ja muut 1990; Fan ja muut 1998).
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Seuraavaksi tarkastellaan vield [ldhemmin taman tutkielman padproteiinia, embigiinia, sen

arveltujen tehtavien, vaikutusten ja interaktiopartnereiden kautta.

3. Embigiinin tehtavat

Embigiinin tehtdvat tunnetaan viela verrattain huonosti. Se on erittdin konservoitunut
proteiini ja sen homologia 16ytyy monista eri lajeista, esimerkiksi banaanikarpasesta,
ihmisesta, hiiresta seka kanasta. Embigiinia on loydetty useista erilaisista kudoksista, kuten
kiveksistd, sydamestd, maksasta, keuhkoista, munuaisista ja aivoista. Embigiinin
ekspressiotrendi ja konservoituneisuus evoluutiossa tarkoittanee sitd, ettd embigiini on
osana tarkeitd biologisia prosesseja, kuten kehityksessd, soluvilitteisessa adheesiossa,
solunjakautumisessa ja erilaistumisessa sekd tuumorinmuodostuksessa. (Guenette ja muut

1997; Pridans ja muut 2008; Schaum ja muut 2018)

3.1. Embigiinin arvellaan olevan osana soluvilitteisessa adheesiossa

Embigiini saattaa olla osana soluvalitteisessa adheesiossa soluvaliaineen proteiinien seka
integriinien kautta (Huang ja muut 1993; Guenette ja muut 1997). Huangin tutkimusryhma
vuonna 1993 transfektoi hiiren L-fibroblasteja embigiinin cDNA:lla. L-fibroblastit eivat
normaalisti tuota embigiinia. He saivat tuotettua transfektion jalkeen embigiinia ilmentavia
soluja ja huomasivat niita tutkiessaan, ettda nailla embigiinia ilmentavilla soluilla on
kohonnut soluadheesiokyky. He epadilivat soluadheesiokyvyn parannuksen perustuvan
embigiinin ja integriinien valisiin vuorovaikutuksiin ja siihen, ettd embigiini mahdollistaisi

vahaistenkin integriinimaarien toiminnan. (Huang ja muut 1993; Guenette ja muut 1997)

3.2. Embigiini on MCT2:n avustava proteiini

Embigiinin ja MCT2:n valinen vuorovaikutus on parhaiten tutkittu embigiinin tehtava. MCT-

proteiiniperheeseen  kuuluu 14 transportteria, joista MCT:t 1-4 vastaavat
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monokarboksylaattien passivisesta kuljetuksesta solukalvon yli. N&aitd ovat esimerkiksi
laktaatti, ketoaineet ja palorypdlehappo. Nama varaukselliset monokarboksylaatit eivat
kykene siirtymadan solukalvon yli ilman MCT:iden passiivista kuljetusta, joka tarvitsee
toimiakseen ainoastaan gradienttieron solun ulko- ja sisdpuolen valille. Koska MCT:t
kuljettavat useita aineenvaihdunnalle tarkeitd monokarboksylaatteja, ne ovat nisakkaiden
metabolian keskeisid proteiineja ja ovat kriittisia solujen valisessa kommunikaatiossa.
MCT:illa transmembraanisten domainien maara on 10-12. MCT1:1la seka MCT2:lla on 12
domainia (kuva 4). 12 transmembraanisen domainin rakenne l6ytyy my6s GLUT-

transporttereilta. (Halestrap ja Price 1999; Halestrap 2012; Mannowetz ja muut 2012)
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Kuva 4. MCT-proteiiniperheen proteiinien rakenne ihmiselld. MCT:illa transmembraanisten
domainien mddrd on 10-12. MCT1:lld ja MCT2:lla on 12 domainia. Kuvassa MCTI1.
(Muokattu kuvasta Halestrap ja Price 1999)

Embigiini on MCT2:n avustava proteiini (Wilson ja muut 2005). MCT2:lla on korkein
affiniteetti laktaatille (Km = 0,1 mM) ja palorypélehapolle (Km = 0,74 mM). Affiniteetit ovat
korkeammat verrattuna MCT1:een, jolla vastaavat Km-luvut ovat 1 mM ja 3,5 mM

(Halestrap 2012). Avustavien proteiinien tehtdvdana on auttaa MCT:t solukalvolle ja saada

17



niille oikea laskostuminen. Basigiini, jota on enemman ilmentyneend kudoksissa kuin
embigiinid, on MCT 1, MCT3 ja MCT4:n avustava proteiini ja embigiini on MCT2:n (Pérez-
Escuredo ja muut 2016). MCT1 voi myos hyodyntda embigiinia vastaavasti kuin MCT2 mikali

sen avustavaa proteiinia, basigiinia, ei ole tarjolla (Ovens ja muut 2010; Halestrap 2012)

Embigiinia ja basigiinia on myds havaittu kiveksissa ja lisakiveksissa. Embigiinia on lisdksi
havaittu siittiosoluissa. MCT1 ja MCT2 on myo0s l6ydetty hiiren lisdantymiselimista. MCT2:a
on paaasiallisesti ilmentyneena sertolin soluissa ja siittiosoluissa. Tasta voidaan paatella
ettd embigiini osallistuu yhdessa basigiinin, MCT1:n ja MCT2:n kanssa sperman

muodostukseen. (Mannowetz ja muut 2012)

3.3. Embigiinia on |6ydetty hermo-lihasliitoksista ja se saattaa edistaa niiden
muodostumista

Uusia hermo-lihas -interaktiota tutkittaessa huomattiin, ettd eraan
hermosoluadheesiomolekyylin, NCAM:in, ja tenascin-C:n poistaminen ei vaikuttanut
olennaisesti hermo-lihasliitoksen muodostukseen vaikka niiden maaran tiedetdan olevan
denervaation jdlkeen koholla. Kokonais-mRNA:ta vertailtiin hiiren ja rotan kantalihaksesta,
jossa on hermot tallella sekd 4 paivdaa vanhasta kantalihaksesta, jossa denervaatio on
tapahtunut. Huomattiin, ettd embigiinin mMmRNA:n maara on vahvasti koholla
hermottomassa lihaksessa sekd Northern blot ettd gRT-PCR -tekniikoilla. (Lain ja muut

2009)

Lain tutkimusryhma havaitsi tutkimuksessaan, ettda embigiinia ilmentyy kehittyvassa
lihaksessa ja sen on keskittynyt hermo-lihasliitoksen alueelle syntyman aikoihin. Sen maara
kuitenkin vdahenee kehityksen aikana, mutta se pysyy hermo-lihasliitoksen alueella.
Embigiinin maaran huomattiin kohoavan denervaatiossa, koska lihas ei saa impulsseja. Se
saattaa olla mukana myods hermo-lihasadheesiossa yhdessa NCAM:in kanssa, jossa nama
proteiinit vuorovaikutuksessa keskenaan estdvat metalloproteaaseja solukalvon pinnalla

katkaisemasta solukalvon ulkopuolista osaa. (Lain ja muut 2009)
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3.4. Embigiini saattaa liittyd hematopoieesin sdatelyyn

Embigiinin on huomattu olevan Pax5:n hillitsema geeni. Pax5 on tarkea hematopoieesin
transkriptiofaktori, joka vaikuttaa useaan tarkedan B-solun kehittymisprosessiin, joita ovat
esimerkiksi B-solujen erilaistuminen ja Igh-lokuksen V-DJ rekombinaatio (Pridans ja muut
2008). B-soluilla on yleisesti vahan tai ei lainkaan embigiinia. Myeloidisissa soluissa ilmentyy
paljon embigiinia ja T-solut ilmentavat embigiinia jonkin verran. Normaalissa
hematopoieesissa T-soluissa ja myeloidisissa soluissa ilmentyy embigiinid ja B-soluissa ei
ilmenny. Embigiinin on kuitenkin havaittu tavallisten B-solujen erilaistumisen loppupuolella
indusoituvan ja sen ilmentymisen jatkuvan plasmasoluissa. Embigiini saattaa siis osallistua
B-solujen erilaistumiseen Pax5:n kautta. Embigiinin poissaolo B-soluista on myds hyva
merkki siita, ettd Pax5 toimii kunnolla (Pridans ja muut 2008) Embigiinin on havaittu myos
sadtelevan hematopoieettisien kantasolujen lokalisaatiota ja niiden uinumisvaihetta (engl.

quiescense). (Silberstein ja muut 2016)

3.5. Embigiini syovissa

Embigiinin vaikutuksia sydpaan on tutkittu vahan ja on epaselvaa, mihin kaikkeen embigiini
syovissa vaikuttaa. Sillda on huomattu olevan seka edistavaa ettd heikentavaa vaikutusta.
Ristiriitaiset vaikutukset saattavat johtua siita, ettda embigiinilla on oletettavasti monia eri

interaktiopartnereita, joita edelldkin on jo kuvailtu.

3.5.1. Embigiini saattaa vaimentaa rintasydvan etenemista ja tuumorinmuodostusta

HOXC8 kuuluu homeobox-geeniperheeseen ja se on osallisena useissa eri fysiologisissa seka
patologisissa prosesseissa, joita ovat esimerkiksi hiiren alkionkehitys sekd ihmisen
tuumorigeneesi. HOXC8:n ilmentymisen on todettu edistavan erilaisia syopid, muun muassa
rintasyopad, kohdunkaulansydpad, eturauhassyopaa ja ruokatorven syopaa. HOXC8:n on
myos todettu sdatelevan eri geenien maaria, mukaanlukien embigiinin maaraa. HOXC8
inhiboi embigiinia sitoutumalla sen promoottorialueeseen ja estden embigiinin

transkriptiota. Matalan embigiinitason omaavilla rintasy6paa sairastavilla on
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todennakdisesti korkeampi riski saada tuumoreita seka heikentynyt

selviytymismahdollisuus. (Lei ja muut 2005; Chao ja muut 2015)

Chaon tutkimusryhma huomasi tutkimuksessaan, etta embigiinin maaran vaheneminen
syOpasoluissa lisaa niiden solunjakautumista, kasvualustasta riippumatonta kasvua seka
syopasolujen migraatiota. Tama saattaa osoittaa, etta embigiinin kohonnut maara voi

vaikuttaa hidastavasti rintasyovan etenemiseen. (Chao ja muut 2015)

3.5.2. Embigiini yhdessa MCT2:n kanssa saattaa edistdaa haimasyovan etenemista

Haiman duktaalinen adenokarsinooma (engl. Pancreatic ductal adenocarcinoma, PDAC) on
todella arhakka haimasyopa. Sen sairastavilla on huono todennakdisyys eloonjaamiselle,
silla sita ei voida kunnolla hoitaa. Embigiinin vaikutusta solun migraatioon ja invaasioon
tutkittiin haimasy6pasoluissa ja tutkimuksesta huomattiin, ettd embigiinin ilmentyminen on
koholla haimasy6paa sairastavien haiman soluissa verrattuna normaaleihin haiman
soluihin. Kokeessa vain kahdella 12:sta haimasyopapotilaasta ei ollut embigiinin maara
koholla. Immunohistokemikaalinen analyysi osoitti myos sen, ettd embigiinia ilmentyy
vahan normaaleissa haiman rauhasrakkulasoluissa seka olemattoman vahan normaaleissa
duktaalisoluissa, joten se ei ole duktaalisoluille spesifinen proteiini. (Jung ja muut 2016;

Ansari ja Andersson 2017)

Jungin tutkimusryhma testasi embigiinin hiljennystd haimasyodpasoluista shRNA:lla.
Hiljennys vahensi solun migraatio- ja invaasiokykya verrattuna kontrolliryhmaan
pitkdaikaisessa hiljennyksessa shRNA:lla sekd in vivo ettda in vitro. Transformoiva
kasvutekija-B (engl. Transforming growth factor-6, TGF-B) -kasitellyilld soluilla embigiinin
ilmentyminen kasvoi ja sen hiljennys vaikutti heikentavasti TGF-B -signalointireitin alavirran
signaaleihin. TGF-B -signalointireitti on kytkeytyneend EMT:hen. EMT tapahtuu
alkionkehityksen seka syovan etenemisen aikana, jolloin epiteelisolut menettavat solu-solu
-adheesiokykynsd sekad polarisuutensa mutta solut pystyvat silloin migraatioon seka
invaasioon. Matriksin metalloproteinaasi 2:n (engl. matrix metalloproteinase, MMP) ja

MMP-9:n maardan vaheneminen embigiinihiljennetyissa soluissa vahensi lisda invaasiota,
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mika saattaa osoittaa embigiinin osallistuvan my6s solun liikkkumisen saatelyyn. Embigiinin
hiljennys vahensi myds laktaatin kuljetusta, silla se on MCT2:n avustava proteiini ja sen
paatehtdva on laktaatin kuljetus. Syopasolut tuottavat ylimaarin laktaattia ja pyruvaattia
kasvaakseen ja lisddntydkseen, mika saattaakin selittda embigiin hiljennyksen heikentavat

vaikutukset syopasoluihin. (Jung ja muut 2016)

3.5.3. Embigiini saattaa vaikuttaa edistavasti eturauhassyovan etenemiseen S100A:n
kautta

S100A4 kuuluu S100-proteiiniperheeseen, joka sitoo kalsiumia. Silla on todettu olevan
tuumorin etenemiseen edistavia vaikutuksia solun sisalld, esimerkiksi se edistda tuumorin
lilkkuvuutta, invaasiokykya ja apoptoosia. Se voi solun ulkopuolella edistda angiogeneesia,
stimuloida solun liikkkumista, sadadella matriksin metalloproteaaseja seka tuumoriin liittyvia

transkriptiofaktoreja. (Helfman ja muut 2005)

Ruman tutkimusryhma tutki S100A4:n ja embigiinin vaikutuksia syovan etenemisessa ja
saivat selville, ettd embigiinin mRNA-ekspressiotaso on koholla lahes kolminkertaisesti seka
haima- ettd eturauhassytpaa sairastavilla. He huomasivat myds, etta embigiini sitoutuu
S100A4:33n ainoana S100-proteiineista ja embigiinilla on S100A4:n kanssa paljon vaikutusta
syopien etenemisessa. S1004A:n sitoutuminen embigiiniin tehostaa eturauhassydpasolujen
invaasiokykya huomattavasti, mutta embigiini voi edistdd invaasiota myds S100A4:sta
riippumattomasti. Embigiini saattaa osallistua S100A4:n NF-kB:n aktivointiin ja matriksin
metalloproteaasien sadtelyyn MMP-9:n ilmenemisen saatelyn kautta. He huomasivat, etta
embigiinin sytoplasminen osa saattaa olla tarked eturauhassyovan solujen proliferaatiolle,
silla se yhdessda S100A4:n kanssa edistdd eturauhassyovan etenemista AMPK-
signalointireitin (AMP-aktivoitu proteiinikinaasi) toiminnan estiamisen kautta. AMPK-
signalointireitin estyminen johtaa lopulta proliferaation indusointiin ja autofagian

inhibointiin. (Ruma ja muut 2018)

Tiivistettyna embigiinilla on siis useita erilaisia tehtavia. Embigiinin on todettu ilmentyvan
erityisesti hiiren alkionkehityksen aikana ja sen on havaittu vaikuttavan esimerkiksi syépien

kehitykseen seka edistdvasti ettd heikentavasti, mika tekeekin siitd hyvan tutkimuskohteen
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ristiriitaisten tutkimustulosten vuoksi. Embigiinia on tutkittu vield vahan, joten tdma
ristiriitaisuus on ymmarrettavaa. Lisatutkimukset embigiinista ja sen tehtavista saattavat
jatkossa auttaa esimerkiksi syopien hoidossa. Embigiinin tehtavien kartoitus voi auttaa
myo6s ymmartamaan alkiokehityksen biologisia prosesseja paremmin. Seuraavaksi siirrytaan
itse tutkimukseen, jossa tutkittiin miten embigiinin hiljennys soluista vaikuttaa solujen

geenien ilmentymiseen seka solunjakautumiseen.
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4. Tyon tavoitteet

Tyon tavoitteena on hiljentaa embigiinia hiiren keratinosyyttisoluista kahdella eri embigiini-
siRNA:lla ja selvittad, miten embigiinin hiljennys vaikuttaa solujen geeniekspressioprofiiliin
seka tutkia proliferaatiokokeilla hiljennyksen vaikutusta solunjakautumiseen ja solun
toimintaan. Hiljennetyista soluista eristetdan RNA ja ne ldhetetdan sekvensoitaviksi Finnish
Functional Genomics Centreen (FFGC). Geeniekspressioprofiilin muuttumista tutkitaan
sekvensointidatasta eri geeninrikastustyokaluilla. Solunjakautumista seurataan erilaisilla
pinnoilla seka eri aikapisteissa hiljennyksen jalkeen varinmuodostusreaktion avulla, jossa
eldvien solujen proteiinit muuttavat lisdtyn reagenssin oranssinvariseksi formazaaniksi.
Tavoitteena on l0ytaa mahdollisesti uusia, ennestaan tuntemattomia biologisia prosesseja,
joihin embigiini vaikuttaa seka selvittda, miten embigiinin hiljennys vaikuttaa solun koko

geeniekspressioprofiiliin seka solunjakautumiseen.
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5. Materiaalit ja menetelmat

5.1. Embigiinin hiljennyksessa kaytetyt solut ja hiljennys siLentFectilla

Hiiren keratinosyyttisoluja (IMBCA) kasvatettiin maljoilla FAD-mediumissa (DMEM (12-
709F, Lonza) ja 25 % F-12 Nutrient Mix (21765-029, gibco) johon lisattiin vield 10 % FCS
(Biowest), 2 mM glutamiini (Ultraglutaminel, BE17-605E/Ulm, Lonza), 1 % pen/strep
(DE17-602E, Lonza), 200 uM adeniini, 5 pg/ml insuliini (human insulin solution 19278-5 ml,
Sigma-Aldrich), 10 ng/ml EGF (E5036-200 ug, Sigma-Aldrich), 16,8 ng/ml koleratoksiini
(C8052, Sigma-Aldrich) ja 0,5 pg/ml hydrokortisoni (Sigma-Aldrich)).

Keratinosyytteja kasvatettiin inkubaattorissa, jossa oli 37 °C ja 5 % CO,. Solujen
yllapitamiseksi maljat jaettiin yleisesti 80 - 90 % konfluenssissa tarpeen ja kokeen mukaan.
Solut irrotettiin aina trypsiini-EDTA:lla (Lonza). Solujen irrotusta maljoilta testattiin aluksi
raaputtamalla lastalla PBS:3an, mutta huonon solumaaran vuoksi siirryttiin kayttamaan
pelkdastaan trypsiinia solujen irrottamiseen. Solujen kappalemaarien laskuun kaytettiin TC10

Automated Cell Counteria (Bio-Rad).

Embigiinia hiljennettiin soluista siLentFectilld (Bio-Rad) valmistajan ohjeen mukaan niin,
ettd transfektiossa oli 75 nm siRNA:n konsentraatio ja solumaara valittiin niin, ettd
konfluenssi olisi siRNA:n lisdyksen aikoihin noin 50 % (6 cm maljat, jossa 260 000 solua tai
vastaavasti 10 cm maljat, joissa 700 000 solua). Maljat valmistettiin 24 h ennen
transfektiota. Mm_Emb_1 (emb1, QIAGEN) ja Mm_Emb_4 Flexitube (emb4, QIAGEN)
siRNA:ita kdytettiin tdssa kokeissa hiljennyksiin. Negatiivisena kontrollina kokeissa
kaytettiin AllStars-siRNA:a (QIAGEN). Transfektion jalkeen solujen annettiin kasvaa maljoilla
24 h ja sen jalkeen ne jaettiin edelleen 85 - 90 % konfluenssissa. Proliferaatiokokeisiin solut
irrotettiin maljoilta 24 h transfektiosta ja mitattiin ensimmaisen kerran 48 h jilkeen
hiljennyksestd. Sekvensointikokeiden hiljennyksien tarkistus tehtiin 48 h transfektion

jalkeen.
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5.2.  Hiljennyksien onnistumisen tarkastus western blotilla

Hiljennyksien onnistumisen tarkastukset tehtiin western blotilla. Western blotteja varten
valmistettiin 10 % SDS-PAGE -geeli. Proteiinindytteet lyysattiin SDS-ndytepuskurissa (5%
glyseroli; 1,7 % SDS; 1,6 % DTT; 0,002 % bromofenoli sininen; 0,05 M Tris-HCl pH 6,8) ja
ndytteet keitettiin 5 min, +100 °C. Geelille laitettiin naytteiden lisdksi kokomarkkeriksi
BlueStar Plus Prestained Protein Marker (Nippon Genetics). Geelit ajettiin laitteen
valmistajan (Bio-Rad) ohjeen mukaan: 60 V, 30 min, jonka jalkeen 120 V geelin alareunaan

asti. Ajon jalkeen proteiinit siirrostettiin nitroselluloosamembraanille yon yli 32 V, +4 °C.

Siirrostuksen jalkeen membraani blokattiin maito-TBST:ssa (5 % maitojauhe, 150 mM NaCl,
0,05 % Tween 20, 10 mM Tris-HCI) 30 — 60 min. Blokkauksen jalkeen membraani laitettiin 2
h kevyeen sekoitukseen putkessa, johon lisattiin primaarivasta-aineet maito-TBST:ssa
(Embigin G7.43.1 eBioscience, 1:1000; B-aktiini Sigma-Aldrich 1:200000.) Sekoituksen
jalkeen membraani pestiin TBST:IlId (150 mM NaCl, 0,05 % Tween 20, 10 mM Tris-HCl) nelja
kertaa 3 — 5 min. Pesun jalkeen membraani siirrettiin maito-TBST:hen, johon lisattiin
sekundaarivasta-aineet (1:15000 Odyssey anti-rat IRDye 800CW (LI-COR); 1:15000 Odyssey
anti-mouse IRDye 680ER (LI-COR)) ja annettiin sekoittua kevyesti 1 h valolta suojattuna.
Taman jalkeen membraani pestiin edelleen valolta suojattuna TBST:lld nelja kertaa 3 — 5
min. Lopuksi membraanit skannattiin (Odyssey CLx) ja kuvat kasiteltiin sekd proteiinien

maarat kvantitoitiin Image Studio-ohjelmalla (LI-COR).

5.3. Proliferaatiokoe

5.3.1. Solujen valmistelu ja kuoppalevyjen paallystys

Proliferaatiokokeissa embigiinia hiljennettiin soluista (kohta 5.1.) negatiivisella kontrollilla,
embl- sekd emb4-siRNA:illa ja annettiin kasvaa 24 h hiljennyksestd, jonka jalkeen solut
siirrettiin kuoppiin ja maljoille FAD-mediumissa. Kolmelle 96-kuoppalevylle jokaiseen
tehtiin yon yli +4 °C 5ug/cm?2 fibronektiinipaallystys (F1141-5MG, Sigma-Aldrich) ja poly-L-
lysiinipaallystys 5 pg/cm2 (P9155-5MG, Sigma-Aldrich), minka jalkeen kuoppiin lisdttiin 100

ul soluja. Soluja laitettiin kuoppalevyn kaivoihin 2000 solua/100 pl. llman paallystysta
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oleviin kuoppiin lisattiin kontrolli, emb1-hiljennettyja ja emb4-hiljennettyja soluja niin, etta
jokaisesta tuli kolme rinnakkaista naytetta. Paallystetyille kuopille lisattiin myos soluja niin,
ettd jokaisesta naytteestd tuli kolme rinnakkaista. Paallystetyt kuopat huuhdeltiin vield
ennen soluja PBS:ssd, jossa 0,1 % BSA, jotta solut eivat tarttuisi levyn pohjaan tyhjiin kohtiin
kiinni. Samaan aikaan tehtiin maljat western blottia varten, joilla voidaan tarkistaa solujen

hiljentymisen onnistuminen eri aikapisteissa: 48 h, 72 h ja 96 h hiljennyksen jdlkeen.

5.3.2. Absorbanssimittaukset ja western blot -naytteet

24 h maljoille siirrostuksen jalkeen (48 h hiljennyksestd) tehtiin ensimmainen
absorbanssimittaus. Mittaukseen kaytettiin Cell counting8 -kittia (Dojindo). Eldvien solujen
absorbanssit mitattiin kitin valmistajan ohjeen mukaan kuoppalevylukijalla (Victor3, Perkin
Elmer) 450 nm:ssa 1 h ja 2 h reagenssin lisdyksen jalkeen. Tastda mittapisteesta solut
irrotettiin maljoilta western blottia varten. Solut irrotettiin trypsiinilla. Noin 400000 solua
sentrifugoitiin (500 x g, 3 min) ja lyysattiin 80 pl SDS-naytepuskuriin. Sen jalkeen nadytteet
siirrettiin -70 °C. Sama ty0 toistettiin viela 72 h ja 96 h jakeen hiljennyksesta, jolloin saatiin
kolmesta mittapisteesta sekd western blot -ndytteet ettd absorbanssimittaukset

kuoppalewyilla.

5.4.  RNA:n sekvensointi ja rikastusanalyysit

5.4.1. Western blotit ja RNA:n eristys soluista

Sekvensointia varten embigiinia hiljennettiin soluista kuten edelld 5.1.-kohdassa. Solut
irrotettiin maljoilta 48 h hiljennyksen jalkeen (70 — 85 % konfluenssissa) ja naytteiden
embgiinin hiljennyksen onnistuminen tarkastettiin western blotilla. Western blot -ndytteen
(noin 400000 solua/80 ul SDS-naytepuskurissa) valmistamisen jalkeen loppusolumadrasta
eristettiin RNA. Solumassa sentrifugoitiin (500 x g, 3 min). RNA:n eristykseen kaytettiin
Nucleospin-RNA -kittia (Macherey-Nagel) valmistajan ohjeen mukaan. RNA-ndytteiden
pitoisuus tarkistettiin Nanodropilla (ND-2000, Thermo Scientific). RNA-naytteita

valmistettiin nelja rinnakkaista eraa, jotka tehtiin eri pdivina. Naytteet pakastettiin -70 °C.
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100 ng/ul RNA-ndytteet valmistettiin ja pakastettiin -70 °C ennen sekvensointiin lahetysta.

Naytteiden pitoisuus ja puhtaus tarkistettiin viela Nanodropilla.

Naytteet lahetettiin Finnish Functional Genomics Centreen (FFGC) sekvensointia varten.
FFGC tarkisti naytteiden laadun Agilent Bioanalyzer 2100:lla. Naytteiden konsentraatiot
tarkastettiin Qubit® Fluorometric Quantitation (Life Technologies) ja/tai Nanodropilla (ND-
2000, Thermo Scientific.) FFGC valmisti sekvensointindytteet lllumina TruSeq® Stranded
mRNA Sample Preparation Kitillda ja 300 ng naytteet analysoitiin lllumina NovaSeq 6000
SP:lla.

5.4.2. Chipster ja datan suodatus Excelissa

FFGC lahetti sekvensointidatan .fastq.gz-tiedostoina, jotka ladattiin Chipster-palveluun
(Kallio ja muut 2011). Sekvensoitidatan laatu tarkistettiin FastQC:lla (Andrews 2017) seka
MultiQC-tyokaluilla (Ewels ja muut 2016). Sekvenssit rinnastettiin (engl. alignment)
kdyttdaen STAR for paired end reads -tyokalua (Dobin ja muut 2013). Referenssigenomina oli
Mus musculus.GRCm38.95, joka on saatavilla Chipsterissa. Yhdelle geenilukemalle
maariteltiin maksimirinnastuksien maardksi 10 ja lukemien yhteensopimattomien
rinnastuksien sallittu maara oli 10, jolloin jos lukemalle tuli yli 10 yhteensopimatonta

rinnastusta ne suodattuivat pois.

Alignauksesta saadut .bam-tiedostot vietiin HTSeg-tyokalulle (Anders ja muut 2015), joka
laskee lukemien maarat joka geenille. Asetukset pidettiin muuten oletuksina paitsi koska
datassa oli molemmat juosteet (engl. stranded data), valittiin kdanteinen (engl. reverse)
vaihtoehto, jolloin tydkaluun toiseksi syotetyn tiedoston lukema sijoittuu samalle juosteelle
kuin geeni ja ensimmadisen tiedoston Ilukemien on sijoituttava vastinjuosteelle.
Referenssigenomiksi valittiin Mus_musculus.GRCm38.95. Tuloksena saatiin .tsv-tiedosto
jossa on on geenilukemat taulukossa. Saaduille .tsv-tiedostoille tehtiin oletusasetuksilla
padkomponenttianalyysi PCA and heatmap -tyokalulla (Love ja muut 2014), josta nahtiin,
ettd jokaisen ndytteen ensimmadisen replikaatin tulokset poikkesivat muista. Taman

perusteella ne jatettiin pois ja loppumaaritykset tehtiin kolmella replikaatilla.
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HTSeq:sta saatu .tsv-tiedostomuodossa olevat kaikkien ndytteiden taulukot yhdistettiin
Define NGS experiment -tyokalulla, joka tekee yhteistaulukosta myos phenodata-tiedoston.
Tyokaluun vaihdettiin kokeen tyypiksi RNA-seq, muuten kaytettiin oletusasetuksia.
Phenodata-tiedostoon madritettiin ryhmat negatiiviselle kontrollille (ryhma 1), emb1l-

hiljennetyille soluille (ryhma 2) sekd emb4-hiljennetyille soluille (ryhma 3).

Yhdistetty .tsv-tiedosto siirrettiin edgeR for multivariate experiments -tyokaluun (Robinson
ja muut 2010) differentiaali geeniekspressioanalyysia varten. Tydkalu vertaa muita ryhmia
kontrolliryhmaan ja saa vertailusta laskettua logaritmisen muutoskertoimet (engl.
logarithmic fold change, logFC) seka virheellisten 10yddsten osuudet (engl. false discovery
rate, FDR) eri ryhmille. Tydkalu normalisoi datan TMM-menetelmalla (Trimmed Mean of M-
values), joka laittaa Iahinna keskiarvoa olevat lukemat vertailuarvoksi ja vertaa muita

lukemia naihin arvoihin.

Saatuun edgeR-taulukkoon lisattiin tunnisteet hiiren geeneille Annotate Ensembl identifiers
-tyokalulla (Huber ja muut 2009), minka jalkeen .tsv-tiedostomuodossa oleva taulukko

ladattiin Chipsterista ja avattiin Excelilla.

Excelissa datan suodatus tehtiin LogFC ja FDR mukaan niin, ettd nakyviin jaa ainoastaan ne
geenit, joiden logFC arvot ovat >0,6 ja <-0,6 sekd FDR-arvo on <0,05. LogFC as factor group2-
palkki vertaa kontrollisolujen (ryhmal) geenien lukemia embl-hiljennettyjen solujen
(ryhma?2) geenien lukemiin. Samat suodatukset voidaan lisdata emb4-hiljennettyjen solujen
(ryhma3) sarakkeeseen, jolloin saadaan vastaava vertailu kontrollisolujen ja emb4-
hiljennettyjen solujen vdlille. Datasta tehtiin myds Volcano kuvaajat Originissa emb1l-
sarakkeille ja emb4-sarakkeille, joista nahtiin, ettd nama suodatukset ovat hyvaksyttavia ja

mielekkaita kayttaa.

5.4.3. Geeninrikastusanalyysit

Suodatetusta taulukosta saatiin ne geenit, joiden lukemat ovat muuttuneet merkittavasti.
Geenien nimilista ladattiin WebGestaltiin (Liao ja muut 2019). Tassa kokeessa valittiin

yliedustusanalyysi (engl. over-representation analysis) ja geeniontologiasta biologiset
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prosessit tarkasteluun. Tarkastelualueeksi valittiin 15 geenilukemaltaan tilastollisesti
merkittavimmin muuttuneet biologiset prosessit. Samanlainen rikastusanalyysi kuin
WebGestaltilla tehtiin myds Metascapella (Zhou ja muut 2019), johon ladattiin sama

geenilista ja sama geeniontologia, biologiset prosessit, otettiin tarkasteluun.

Kolmas ohjelma mita kaytettiin oli PantherDB (Mi ja muut 2019). PantherDB:hen ladattiin
sama geenilista ja siitd saatiin tuloksena eri biologisten prosessien osuudet soluissa.
Geeninrikastusanalyyseistd saadut kuvaajat tehtiin vield uudelleen Originilla selkeyden ja
suomennoksen  vuoksi. Taustana  kaikissa  geeninrikastusohjelmissa  kaytettiin
suodattamatonta geenilistaa (edgeR:sta saatu taulukko .tsv-muodossa, 5.3.2.), jossa kaikki

geenit ovat nakyvissa.

5.4.4. Tilastollinen analysointi

Hiljennyksen tilastollinen analysointi sekvensointindytteiden western bloteista tehtiin
riippumattomalla kahden otoksen t-testilla. Analysointi tehtiin kolmesta toistosta, jotka
tehtiin eri pdivina. T-testi tehtiin kdyttaen IBM SPSS Statistics 27 -ohjelmaa. Tilastollinen

merkitsevyys saavutetaan p-arvolla 0,05.
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6. Tulokset

Tama tyo koostui kahdesta kokonaisuudesta, sekvensointidatan analysoinnista seka
proliferaatiokokeesta. Laboratorio-osuus suoritettiin  Turun yliopistossa biokemian
laitoksen tiloissa alkuvuodesta 2020. Kummatkin ty6t saatiin tehtya melko hyvin loppuun
koronapandemian aiheuttamasta vyliopiston sulkemisesta huolimatta. Ainoastaan
proliferaatiokokeen hiljennyksen tarkistus western blotilla sekd kokeen toistamiset jaivat

tekematta tilanteen vuoksi.

6.1. Embigiini saattaa vaikuttaa munuaisten seka urogenitaalialueiden kehitykseen

Embigiinin hiljennyksen vaikutuksia geeniekspressioprofiiliin alettiin tutkia keraamalla RNA-
ndytteet hiljennetyista soluista. Hiiren keratinosyyttisolujen embigiini hiljennetdaan siRNA-
menetelmadlla (engl. small interefering RNA.) Menetelmd perustuu lyhyisiin RNA-
sekvensseihin, jotka ovat komplementaarisia embigiinin geenisekvenssille. Nama lyhyet
RNA-sekvenssit saavat aikaan embigiinin [ahetti-RNA:n pilkkoutumisen, jolloin embigiinin
ilmentyminen estyy. Hiljennyksiin kaytettiin kahta eri valmiiksi suunniteltua siRNA:ta
(emb1- ja emb4-siRNA). Negatiivisena kontrollina oli AllStars-siRNA samalta valmistajalta.
Kummastakin hiljennyksesta seka kontrollista tehtiin nelja replikaattia, jokainen eri pdivana,
jotta saadaan mahdollisimman kattavaa ja Iluotettavaa dataa sekd minimoitua

tavallisimpien virheiden aiheuttamat muutokset tuloksiin.

6.1.1. Embigiinin hiljennys onnistui Western blottien mukaan

Naytteiden embigiinin hiljentymisen onnistumista tarkasteltiin ennen sekvensointia
Western blotilla. Naytteet tehtiin soluista, joista eristettiin RNA 48 h hiljennyksen jalkeen.
Aluksi ensimmaisten naytteiden valmistuksessa kaytettiin vahvempaa SDS-naytepuskuria
proteiinien lyysaukseen, mutta sen huomattiin hankaloittavan naytteiden kasittelya
muuttaen ne liian viskooseiksi. Tdman vuoksi siirryttiin kayttamaan puolet laimeampaa

ndytepuskuria kasittelyn helpottamiseksi.
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Western blotit onnistuivat ja ja tuloksista nahdaan, etta embigiinin hiljennys yleisesti
onnistui (kuva 5 A-H). Embigiini glykosyloituu noin 70 kDA:n tienoille, ja sen ydinproteiinin
koko on noin 37 kDA. Emb1-siRNA vahensi embigiinia neljassa eri replikaatissa keskimaarin
noin 86 + 3,9 % ja emb4-siRNA noin 79 + 18 % (keskiarvo * keskihajonta). Hiljennys oli siis
huomattavaa kummallakin siRNA:lla verrattuna kontrolliin. Geelikuvien kvantitoinnin
normalisointi tehtiin B-aktiinin suhteen. Tulokset osoittavat, ettd emb1-siRNA hiljensi
tehokkaammin embigiinia soluista kuin emb4-siRNA mutta erot ovat todella vahaiset.
Kaikkien muiden replikaattien geelikuvat olivat vastaavanlaisia, paitsi ensimmaisten, jossa
emb4-siRNA oli hiljentanyt embigiinia tehokkaammin kuin emb1-siRNA (kuva 5 A). Lisaksi
toisessa replikaatissa on hieman alhaisempi embigiinin hiljennys kuin muissa emb4-
siRNA:lla hiljennettyjen solujen replikaateissa (kuva 5 B). Nama seikat aiheuttavat

suurehkon hajonnan emb4-siRNA:n hiljennyksen keskiarvoon.

Replikaatissa 1 embigiini vaheni hiljennyksen vaikutuksesta emb1-siRNA:lla noin 81 % ja
emb4-siRNA:lla noin 97 %. Replikaatissa 2 vastaavat luvut olivat 89 % ja 53 %, replikaatissa
389 % ja 83 % seka replikaatissa 4 86 % ja 84 % (kuva 5 E-H).

Ensimmadisen replikaattisarjan western bloteissa emb4-siRNA hiljensi embigiinia
tehokkaammin kuin emb1-siRNA mutta myohemmin saadusta sekvensointidatasta tehdylla
pdadkomponenttianalyysilla se tullaan rajaamaan pois tarkasteluista, koska siitd huomataan
ensimmaisen replikaatin tuloksien poikkeavan muista replikaateista. Eroavaisuudet
saattavat johtua SDS:n lisdyksestda aiheutuvasta naytteen viskoosiudesta tai siitd, ettd

naytteet olivat pidempaan -70 °C kuin muut replikaatit.

Kun ensimmadinen replikaatti jatetdan pois tulosten tarkastelusta, saadaan embigiinin
vahenemisen uusiksi keskiarvoiksi emb1-siRNA:lla 88 + 1,8 % ja emb4-siRNA:lla 73 £+ 17 %
(keskiarvo * keskihajonta). Tilastollinen analyysi embigiinin hiljennyksistd tehtiin
riippumattomalla kahden otoksen t-testilld, josta saatiin ettd tulos ei ole tilastollisesti
merkittava p-arvolla 0,21. Tama tarkoittaa, ettd molemmat siRNA:t hiljentavat embigiinia

kdytannossa yhta tehokkaasti (kuva 5 1).
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Kuva 5. Embigiinin hiljennys onnistui. A-D: Replikaattien 1-4 geelikuvat. Embigiini
glykolysoituu ndissé soluissa noin 70 kDA:n tienoille, mikd néikyy western bloteissa vahvana
mustana alueena. E-H: Embigiinin hiljentyminen prosentteina 1-4 geeleiltd. |: 2-4
replikaattien hiljentymisen keskiarvot, p=0,21 (ei tilastollista merkitsevyyttd.) Kuvassa
keskiarvo t keksihajonta. Normalisoitu 8-aktiinin suhteen.
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6.1.2. RNA-ndytteiden laatu tarkistettiin ja Idhetettiin sekvensoitaviksi

Western blot -menetelmalla osoitetun embigiinin hiljennyksen jalkeen soluista eristettiin
RNA. RNA eristettiin Nucleospin-kitilla valmistajan ohjeen mukaan. Eristys perustuu RNA:n
kykyyn sitoutua putkessa olevaan kalvoon, jonka jalkeen naytetta pestdaan pesupuskureilla
ja lopuksi puhdas RNA irrotetaan vedelld, jossa ei ole RNaasia, pois putkesta. Naytteiden
pitoisuus ja puhtaus tarkistettiin tassa kohtaa Nanodropilla, jotta voidaan varmistua etta
RNA on saatu eristettyd onnistuneesti eikd se ole kontaminoitunut. Saatujen RNA-
naytteiden A260/A280 -suhteet olivat hyvaksytylla 2,08 — 2,20 vaililla ja ne pakastettiin -70
°C odottamaan lahetysta. Kun kaikki nelja replikaattia oli tehty, ndytteiden pitoisuus ja
puhtaus tarkistettiin vielda Nanodropilla. Naytteista laimennettiin 100 ng/ul -naytteet

sekvensointia varten ja laimennosten puhtaus tarkistettiin samoin kuin edella.

6.1.3. RNA-naytteiden sekvensointi NGS-menetelmalla

Ndytteet lahetettiin Finnish Functional Genomic Centreen (FFGC) sekvensoitaviksi.
Sekvensointiin kaytettiin New Generation Sequencing (NGS) -tekniikkaa. Menetelman
perusperiaate on sama kuin perinteisessa Sangerin sekvensoinnissa mutta NGS:ssa ei
kayteta dideoksinukleotideja sekvensointiin. Aluksi sekvensoitavasta RNA:sta valmistetaan
cDNA:ta. cDNA paloitellaan entsyymeilla tai ultraddnella tarvittaessa. Taman jalkeen saadut
palat monistetaan paikallisesti ja ndma kirjastot sekvensoidaan sykleissd. Sekvensointi
perustuu massiiviseen rinnakkaissekvensointiin, jolla voidaan sekvensoida samanaikaisesti
miljoonia péatkia kerralla. Tama on helpompaa ja nopeampaa kuin perinteisemmat

sekvensointimetodit.

FFGC tarkisti naytteiden puhtauden (A260/A280 arvot valilla 2,16 — 2,20), sekvensoi
ndytteet kayttden edelld mainittua NGS-tekniikkaa ja |ahettivat sen jalkeen sekvensoinnin
tulokset .fastq.gz -tiedostoina. Lahetetyt nadytteet olivat puhtaita ja sekvensointi onnistui

muutenkin hyvin ilman ongelmia.
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6.1.4. Sekvensointidatan laadunvarmistus seka suodatuksen oikeellisuuden varmistus

Sekvensointidatan oikeellisuus varmistettiin latauksen yhteydessa vertaamalla jokaisen
tiedoston tiivisteet (engl. hash values) FFGC:n ldhettamaan tiedostotiivistelistaan. Tiivisteen
luku muuttuu, jos tiedoston sisaltd ei ole sama kuin lahettdjalla. Nain varmistettiin, etta
tiedostot eivat ole vioittuneet tai muuttuneet latauksesta. Sen jalkeen tiedostot ladattiin
Chipster-palveluun. Palvelu mahdollistaa ndytteiden datan laadunvarmistuksen yksitellen
FastQC:lla (Andrews ja muut 2010) sekd MultiQC:lla (Ewels ja muut 2016) kaikki nipussa.
Naytteiden laatu tarkistettiin kummallakin tydkalulla, jotta voidaan olla varmoja siita, etta
ndytteissa ei ole vikaa ja ettd talla datalla on mielekasta jatkaa analyyseja. Tyokaluista
saatujen raporttien mukaan kaikkien naytteiden laatu oli hyva, koska kuvaajassa data ei
kertaakaan mennyt vihredltd alueelta keltaiselle tai punaiselle, mika tarkoittaisi jo

epdvarmuutta datassa. Kaikkien naytteiden kuvaajat nayttivat samanlaisilta (kuva 6).

H sijainti lukemassa (bp)

7123456789 11 13 15 17 19 21 23 25 27 20 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 Sl

sijainti lukemassa (bp)

Kuva 6. Datan laatu oli hyvid FastQC ja MultiQC-tyokaluilla tarkistettuna. A: FastQC:sta
saadun yhden ndytteen kuvaaja (Sanger / lllumina 1.9. koodaus). Kuvassa tyypillinen
esimerkki. B: MultiQC:sta saatu kuvaaja kaikista ndytteistd samassa kuvaajassa.

Padkomponenttianalyysissa (engl. Principle component analysis, PCA) datasta etsitdan ne
keskendan riippumattomat komponentit, jotka ovat keskendadan samankaltaisia ja sen
perusteella voidaan poistaa poikkeavat datapisteet. PCA-tyokalu kayttda naytteen
geenilukemia ja normalisoi tdman datan. Tyokalu laskee normalisoidulle datalle
geometrisen keskiavon joka geenille ndytteissa ja sen jalkeen jakaa geenilukemat talla
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PC2: 29% variance

arvolla. PCA-kuvaajaan saadaan silloin pisteet joka naytteelle riippumattomasti muista
ndytteista. Mita ldahempana pisteet ovat toisiaan kuvaajassa sita enemman ne ovat

samankaltaisia keskenaan.

Paakomponenttianalyysin tulokset osoittivat, ettd ensimmaisen replikaattisarjan tulokset
poikkesivat muista (kuva 7). Vasemmasta kuvasta ndhdaan, ettd ensimmaisen
replikaattisarjan kaikki kolme pistettd ovat paljon erillddn muista. Oikeanpuoleisessa
kuvaajassa on poistettu ensimmainen replikaattisarja, jolloin pisteet ovat kaikki siististi
samoilla alueilla. Taman perusteella ensimmaisen replikaatin ndytteet poistettiin
jatkoanalyyseistd. Ensimmaisen replikaattisarjan eroavaisuudet muista sarjoista saattaa
johtua siita, ettd ensimmaisen replikaatin embigiini-siRNA:t olivat eri erda kuin
loppuhiljennykset seka ne olivat -70 °C pakastimessa odottamassa pidempaan lahetysta
kuin muut replikaatit. Myods western blot -tulokset nayttivat poikkeavilta hiljennyksien
suhteen. Naiden syiden perusteella ne jatettiin pois ja loppumaaritykset tehtiin kolmella

replikaattisarjalla.
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Kuva 7. Pddkomponenttianalyysi osoittaa ensimmdiisen replikaatin hiliennysten poikkeavan
muista. Punaiset pisteet ovat kontrollindytteitd, vihredt pisteet ovat embl-siRNA:lla
hiljennetyt ndytteet ja siniset pisteet ovat emb4-siRNA:lla hiljennetyt nédytteet.
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Excelissa data suodatettiin niin, ettd vain tilastollisesti merkityksellisimmat muutokset
geenien lukemissa sisallytetdan. LogFC as factor group2-sarake vertaa negatiivisen
kontrollin (ryhma 1) geenien lukemia emb1-hiljennettyjen solujen (ryhma 2) geenien
lukemiin. LogFC-arvo kertoo kuinka moninkertaisesti lukema on kasvanut. Esimerkiksi
logFC:n arvolla 1, geeninlukema on kasvanut kaksinkertaiseksi. FDR (p-arvo) kuvastaa
tilastollista merkitsevyytta. Kaytetylla suodatuksella saadaan vain tilastollisesti merkittavat
muutokset geenilukemissa sisallytettya tarkasteluihin. Korkeampi logFC luku tarkoittaa
suurempaa ilmenemista ja pdinvastoin. Negatiivinen luku tarkoittaa, ettd geenin
ilmentyminen on vahentynyt. Nailla suodatuksilla sisallytetaan tarkasteluun ainoastaan ne
geenit, joiden ilmentdminen on muuttunut vahintaan 1,5-kertaisesti joko vahenevasti tai
nousevasti verrattuna kontrollindytteeseen. Myo6s geenien raakadatan lukumaaria
suodatettiin niin, ettd geenilld pitdaa olla vahintddan 50 geenilukemaa edes yhdessa
ndytteessa, jotta geeni sisallytetaan tarkasteluun. Nain pyritdan varmistamaan, etta geenin
muutos on oikeasti merkittava, eikd sattumaa. Lisdksi geenin pitdaa olla kummassakin
ryhmassd, sekd embl-siRNA:lla ettd emb4-siRNA:lla hiljennetyissa  soluissa,
samansuuntaisesti muuttuneita tullakseen sisallytetyksi. Esimerkiksi transgelin-geenin
logFC-arvot ovat embl-hiljennetyissd sekd emb4-hiljennetyissd soluissa arvoltaan
negatiivisia, jolloin se otetaan mukaan analyyseihin. Koska emb1-siRNA oli tehokkaampi
hilientdmaan embigiinia, sen ryhman tuloksia verrattuna kontrolliin kaytettiin

padsaantoisesti tassa tutkimuksessa.

Suodatuksiin kdytetyt raja-arvot tarkistettiin viela tekemalla Volcano kuvaajat sekda emb1-
hiljennettyjen solujen ettd emb4-hiljennetyjen solujen geenilistoista (kuva 8). Volcano
kuvaajista nakyy, etta kaytetty >0,6 ja <-0,6 logFC:n arvo on kummallakin hiljennyksella
mielekds kayttda ja rajaa pois tilastollisesti ei-merkittdvasti muuttuneet geenit. Volcano
ploteista ndhdaan, etta valittujen logFC:n arvojen 0,6 sekd -0,6 valissa on suuri joukko
vahiten maaraltadn muuttuneita geeneja, jolloin ne voidaan rajata pois kummastakin
siRNA-hiljennyksestd. Mielenkiintoisimmat ja tilastollisesti merkittavimmin muuttuneet

geenit 16ytyvat kuvaajista mahdollisimman kaukaa keskiosasta ja ylhaalta.
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Kuva 8. LogFC:n arvoja 0,6 ja -0,6 on kummallakin hiljennykselld mielekds kéyttdd. Volcano
kuvaajissa musta piste kuvaa yhtd geenid.

6.1.5. Geeninrikastusanalyyseista huomattiin munuaisten kehityksen seka
urogenitaalijarjestelman kehityksen geenien rikastuneen hiljennyksen vuoksi
Webgestaltissa tehty yliedustusanalyysi kertoo paljonko tietyn kategorian geenit ovat yli-
tai aliedustettuina ohjelmaan ladatussa geenilistassa. Tdssa kokeessa valittiin
geeniontologiasta biologiset prosessit tarkasteluun. Biologiset prosessit kertovat, mihin
kaikkiin suurempiin kokonaisuuksiin proteiini kuuluu. Yksittdinen proteiini voi kuulua
useampaankin kategoriaan, esimerkiksi proteiini voi kuulua samanaikaisesti seka
verisuoniston kehitykseen ettd verisuonien kehitykseen. Tarkasteluun valittiin 15
tilastollisesti merkittavinta geenimaaraltadn muuttunutta biologista prosessia, jotka ovat
muuttuneet hiljennetyissa soluissa verrattuna kontrollisoluihin. Geeninrikastusanalyysi ei

ota kantaa, onko geenien lukemat kasvaneet vai vahentyneet.

Webgestaltista saaduista tuloksista nahdaan, ettd munuaisten ja urogenitaalialueiden
kehityksen geenit ovat rikastuneet merkittavasti embigiinin hiljennyksen vaikutuksesta
(kuva 9). Tulokset osoittavat, ettd embigiinin hiljennykselld on vaikutusta erilaisiin

kehitysprosesseihin.
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FDR <0,05

Virtsanerityselimiston (munuaisten) kehitys
Urogenitaalijarjestelman kehitys
Verisuonien kehitys

Verisuoniston kehitys

Sydan-ja verisuonijérjestelman kehitys
Putkirakenteiden morfogeneesi
Solumigraation saately

Putkirakenteiden kehitys

Soluadheesio

Verenkiertojarjestelman kehitys

Solun pintareseptorien signalointireitti
Ulkopuolisen arsykkeen vaste
Monisoluisen organismin kehityksen saately
Anatomisen rakenteen morfogeneesi
Kehitysprosessien saately

0 1 2 3
Rikastusaste

Kuva 9. Webgestalt-rikastusanalyysin tulokset, biologiset prosessit geeninontologiana.
Embigiinin hiliennyksen rikastamia mielenkiintoisten prosessien geenejd ovat munuaisten
kehitys, urogenitaalijéirjestelmdn kehittyminen sekd useiden biologisten putkirakenteiden
kehitykset.

Metascape antaa tuloksen rikastuneista geeneistd eri biologisissa prosesseissa
(klustereissa). Logl0OP kuvastaa tilastollista merkitsevyytta: mitd pienempi arvo, sita
tilastollisesti merkittavampi tulos on. Metascape antoi hieman eri tuloksen kuin Webgestalt
mutta kuitenkin molemmat olivat samansuuntaisia ja kummassakin on samat tai
samantyyliset prosessit listan karjessa (kuva 10). Tuloksissa verisuoniston kehityksen (engl.
vasculature development) ja haaroittuvan epiteelin morfogeneesin geenit ovat rikastuneet
eniten. Myd6s solun ulkopuolisen rakenteiden jarjestaytyneisyyteen liittyvat geenit ja
metalli-ionikuljetuksen geenit ovat rikastuneet, mikd saattaa viitata matriksin

metalloproteinaaseihin ja niiden saatelyyn osallistumisesta.
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Kuva 10. Metascape-geeninrikastusohjelmasta saatu 15:den eniten rikastuneen biologisen
prosessin  kuvaaja. Metascapeen ladattiin  sama geenilista kuin Webgestaltiin.
Geeniontologiana on sama biologiset prosessit kuin edellé WebGestaltissa.

6.1.6. Embigiinin hiljennys vaikuttaa monen eri biologisen prosessin geeniosuuksiin

Panther DB -geeninrikastusohjelmasta tuloksena saatiin piirakkadiagrammi, jossa nakyy
minka biologisten prosessien geenien maarat ovat muuttuneet. Panther DB:hen ladattiin
sama geenilista kuin edelld ja sen jalkeen ohjelma jakoi geenit niiden biologisten prosessien
toiminnan perusteella. Tuloksista nahddan, ettd lokalisaation, solukomponenttien
jarjestaytyneisyyden, biogeneesin sekd soluprosessien geeniosuudet ovat vahentyneet.
Vastaavasti huomionarvoisia prosesseja, joissa geeniosuudet ovat kasvaneet, ovat

signalointi, biologinen adheesio, stimuluksen vaste seka kehitykselliset prosessit.

Embigiinilld on havaittu olevan vaikutusta solun liikkeeseen ja migraatioon syodvissa (Chao
ja muut 2015; Jung ja muut 2016). Tasta on kuitenkin ristiriitaista tietoa, ettd vaikuttaako
se edistavasti vai estdvasti. Eridva tulos aikaisemmissa tutkimuksissa saattaa johtua
kokeissa kaytetyista erilaisista syopasolulinjoista. Geenien osuuksien vdheneminen tassa
opinndytetyossa voisi viitata liikkkeen sekd migraation estamiseen mutta lisdtutkimukset

aiheesta ovat tarpeen.
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Kuva 11. PantherDB:std saadut tulokset, joista ndhdddn embigiinin hiljennyksen vaikutukset
eri biologisten prosessien prosenttiosuuksiin keratinosyyttisoluissa. A: Emb1-siRNA:lla
hiljennettyjen solujen biologisten prosessien osuudet. B: Emb4-siRNA:lla hiljennettyjen
solujen biologisten prosessien osuudet. C: Kaikki geenit sekvensoinnista. Normaalitilanne

kontrollisoluissa, joissa ei ole embigiinin hiljennystd.
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6.1.7. Munuaisen kehityksen geenien suurimmat muutokset ovat putkimaisten
rakenteiden kehityksen geeneissa

Aiemmista tuloksista ndhdaan, ettd munuaisten kehityksen geenit ovat rikastuneet
embigiinin hiljennyksen vuoksi. Taman vuoksi Webgestaltin tuloksista rajattiin pelkastaan
munuaisten kehityksen geenit tarkasteluun (taulukko 1). Tassa tarkasteluun otettiin ne
geenit, joiden logFC arvot ovat >1 tai <0, jolloin esimerkiksi logFC:n arvolla 1 geeninlukema
on kasvanut kaksinkertaiseksi. Tulokset osoittavat, etta integriinin f4:n geenilukemat ovat
kasvaneet eniten emb1-hiljennetyissa soluissa suhteessa kontrolliin ja sentrosomaalinen
proteiini 55:n geenilukemat vastaavasti vahentyneet. Naistd useat geenit osallistuvat
putkimaisten rakenteiden kehitykseen, esimerkkina juuri sentrosomaalinen proteiini 55.
Lisaksi my6s verisuonituksen, niiden kehityksen seka vasokonstriktion geenilukemat ovat

kasvaneet, esimerkkina angiotensiinia konvertoiva entsyymi.

Taulukko 1. Munuaisten kehityksen geenien logFC-arvot, emb1l-hiljennetyissé soluissa
verrattuna kontrollisoluihin. Taulukoituna ne geenit, joiden logFC >1 tai <O0.

Lyhenne Nimi logFC
Itgb4 integriini B 4 1,82
Bmper BMP:ta sitova endoteelinen saatelija 1,71
Agpl akvaporiini 1 1,69
Ace angiotensiini 1:ta konvertoiva entsyymi 1,68
Pdgfrb verihiutaleperdinen kasvutekijareseptori beta 1,57
Fat4 FAT epatyypillinen kadheriini 4 1,48

. Cbp/p300-vuorovaikuttava transaktivaattori, jossa Glu/Asp-rikas
Cited1 . . . . 1,40

karboksiterminaalinen domain 1

Assl arginiinisukkinaatti syntetaasi 1 1,25
Sulfl sulfataasi 1 1,23
Ednra endoteliinireseptori, tyyppi A 1,17
Has2 hyaluronaani syntaasi 2 1,15
Angpt2 angiopoietiini 2 1,11
Greml gremlin 1 1,07
Glis2 GLIS perheen sinkkisormiproteiini 2 -0,62
Smo smoothened, luokan F reseptori -0,71
Npnt nefronektiini -0,83
Wnt7b wingless-tyypin MMTV integraatiokohdan jasen 7B -0,89
Hnflb HNF1 homeobox B -0,94
Yap1l yes-linkitetty proteiini 1 -0,97
Acta2 aktiini a2 -1,07
Cep55 sentrosomaalinen proteiini 55 -1,14
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6.2. Proliferaatiokokeen tulokset

Solunjakautuminen on nisakkadiden kehitykselle tarkea tapahtuma, silla kaikki kehitys ja
kasvu tarvitsee solunjakautumista tapahtuakseen. Esimerkiksi erilaiset putkimaiset
rakenteet, kuten munuaistiehyt, vaativat solunajakutumista muodostuakseen ja
kehittydkseen. Proliferaatiokokeilla tutkitaan solujen solunajakautumiskykya. Koetta
kaytetaan solujen toiminnan selvittamiseen eri olosuhteissa. Solut laitetaan erilaisiin
ymparistoihin tai niita kasitellaan jollakin tavalla. Proliferaatiokokeilla voidaan tarkastella ja
vertailla esimerkiksi solujen maaran muutosta ajan suhteen, solujen jakautumisten

lukumaaraa, metabolista aktiivisuutta tai DNA:n synteesia.

Western blotteja, joilla hiljennyksen onnistuminen olisi tarkastettu, ei voitu ajaa
koronavirustilanteen vuoksi. Koetta olisi myos toistettu mikali tilanne olisi ollut erilainen.
Western blot -ndytteet joka aikapisteesta (48 h, 72 h ja 96 h hiljennyksen jalkeen) tehtiin
valmiiksi -70 °C:een. Tassa tyossa oletetaan hiljennyksen onnistuneen, koska hiljennys

tehtiin samalla tavalla kuin sekvensointitydssa ja siina hiljennykset onnistuivat hyvin.

Tassd kokeessa kaytetyn Cell Counting Kit-8:n mittaus perustuu eldvien solujen
dehydrogenaasien toimintaan, joka muuttaa kitin mukana tulevan reagenssin
oranssinvariseksi formazaaniksi. Absorbanssi voidaan mitata 450 nm 96-kuoppalevylta,
jolloin voidaan arvioida eldvien solujen maarda. Mitd enemman varid muodostuu, sita

enemman elavia soluja kuopassa on.

Proliferaatiokokeessa kayttettyyn solumaardaan paadyttiin testaamalla ennen varsinaista
koetta pelkalla kasittelemattomalld kuoppalevylld, missa kuopissa oli 1000, 2000 ja 3000
solua/100 ul. Tasta kasittelemattomalla soluviljelymuovilla tehdysta kokeesta nahtiin, etta
2000 solua/100 ul on sopiva maara kuopissa, silld siita saatiin isompi maara soluja ja tila
riitti vield kuopissa ilman etta solut kuolivat tilanpuutteeseen. Talla solumaaralla jatkettiin
varsinaiseen proliferaatiokokeeseen, jossa kuopat paillystettiin fibronektiinilla tai poly-I-
lysiinilla. Lisaksi jatettiin yksi paallystamaton solurivi, josta nahdaan vastaako kasvut
soluviljelyssa havaittuja kasvutrendeja. Jokaisen eri pinnan kaivoihin laitettiin kolme

rinnakkaista naytetta jokaisesta siRNA-kasittelystad. Absorbanssit mitattiin sekd 1 h ja 2 h
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reagenssin lisdyksen jdlkeen. 1 h ja 2 h mittapisteiden valilla ei ollut merkittdavaa eroa

absorbansseissa, joten tassa tyossa valittiin 1 h mittapiste tarkasteluun.

6.2.1. Soluviljelymuovilla kasvaneet solut vastasivat soluviljelyssa havaittua kasvua

Kasittelemattomalla  soluviljelmuovilla kasvaneet solut kasvoivat samoin kuin
soluviljelyissdkin (kuva 12 A). Yleisesti emb1-hiljennetyt solut kasvavat hieman hitaammin
kuin emb4-solut ja kontrollisolut kasvavat selkeasti tehokkaimmin. Emb4-hiljennetyt solut
kasvavat melkein yhta hyvin kuin kontrollisolut joissain tapauksissa, mita ei soluviljelysta

oikeastaan huomattu kertaakaan.

6.2.2. Hiljennyksen vaikutus lakkaa 72 h jalkeen

Fibronektiinipinnalla huomattiin jo vahan eroa kontrollisolujen ja hiljennettyjen solujen
valilla. Embigiinin on huomattu sitoutuvan fibronektiiniin ja tuloksista huomataan, etta sen
hiljennys vaikuttaa solujen kykyyn jakautua talla pinnalla. Tulosten mukaan 96 h kohdalla
kontrollisolut kasvaisivat vahemman kuin embl- ja emb4-hiljennetyt solut, mutta
luultavasti kuopissa on loppunut tila kesken, jolloin eldvien solujen maara on vahentynyt

(kuva 12 B).

Fibronektiinipinnalla emb4-hiljennetyt solut jakautuvat hieman enemman kuin embl-
hiljennetyt solut (kuva 12 B.) Tulokset osoittavat, ettd emb1- ja emb4-hiljennetyjen solujen
jakautuminen hiipuu hieman fibronektiinin paalla verrattuna kontrollisoluihin 72 h kohdalla.
Kuvaajasta nahdaan myos, etta solumaarallisesti emb1-hiljennettyja soluja on vihemman
kuin emb4-hiljennettyja soluja. Tama on ymmarrettavaa, silla western bloteista edelld
havaittiin emb1-siRNA:n hiljentavan embigiinid tehokkaammin kuin emb4-siRNA (kuva 5 A-

D.)

Poly-I-lysiinikuopat olivat kontrollikuoppia, joista tarkistettiin, ettad solut eivat ole karsineet
kasittelyista. Solujen tiedetdan kiinnittyvan ja jakautuvan sen paalla ja interaktio ei ole

riippuvainen tutkittavasta proteiinista. Kuvaaja nayttaa, etta solut ovat toimintakuntoisia ja
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ettei solujen jakautumisessa tapahtunut lasku fibronektiiniin paalla johdu esimerkiksi siita,
ettad solut olisivat karsineet kasittelyista. Tassa kokeessa solut kasvoivat poly-I-lysiinin paalla

ilman ongelmia, joten voidaan olettaa, etta solut eivat ole kdrsineet kasittelyista. (kuva 12

C)
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Kuva 12. Keratinosyyttisolujen jakautuminen heikentyy embigiinin hiljennyksen myoétd ja
hiljennyksen vaikutus lakkaa 72 h jdlkeen. Kuvissa esitetty yhden kokeen keskiarvo +
keskihajonta, kolmesta replikaatista (n=3, tekninen replikaatti). Absorbanssit mitattu 450
nm, 1 h reagenssin liséyksen jélkeen. A: Kdsittelemdttémdllé soluviljelymuovilla kasvaneet

solut. B: Fibronektiinipinnalla kasvaneet solut. C: Poly-I-lysiinipinnalla kasvaneet solut.
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7. Tulosten tarkastelu

Embigiinin tehtavat tunnetaan vield huonosti. Tutkimuksen tavoitteena oli avata mihin
biologisiin prosesseihin embigiinin hiljennys vaikuttaa ja saada lisaa selvyyttd embigiinin
tehtavista. Embigiinin tehtavat ovat viela pitkalti hamaran peitossa, mutta tama tutkimus
pyrkii tuomaan lisaa tietoa embigiinin osasta alkionkehityksessa ja siitd missa biologisissa
prosesseissa embigiinia saattaa ilmentyd. Tutkimus tukee myds edeltavida havaintoja

embigiinin arvelluista tehtdvista alkionkehityksessa.

7.1.  Embigiini vaikuttaa mahdollisesti putkimaisten rakenteiden muodostukseen

Taman kokeen tuloksien perusteella voidaan sanoa, ettd embigiini saattaa osallistua
erilaisten putkimaisten rakenteiden muodostumiseen. Professori Jyrki Heinon
tutkimusryhma Turun vyliopistosta on onnistunut nayttdmaan, ettd embigiinia on
putkimaisten rakenteiden ymparilla alkionkehityksen aikana. Sitad ilmentyy muun muassa
kiveksissa, lisdkiveksissa ja munuaisissa sekd keuhkoissa (julkaisematon tutkimus). Myos
Tabula Muriksesta |0ytyvasta hiiren geeniekspressiokartasta embigiinia ilmentyy
esimerkiksi juuri nadissa edellamainituissa putkimaisisten rakenteiden kudoksissa. Tabula
Murikseen on koottu hiiren trankriptomidata yksittaisten solujen RNA:n sekvensoinneista
(engl. single cell RNA sequencing), josta voi tarkastella tietyn geenin ilmentymista eri

kudoksissa. (Schaum ja muut 2018)

Taman opinndytetyon rikastusanalyysituloksien perusteella embigiinin ilmentyminen
vaikuttaisi erityisesti munuaisiin sekd urogenitaalialueisiin. Sekd WebGestalt etta
Metascape geeninrikastusanalyysien tulokset antavat viitteitd siitd, ettd embigiinilla on
vaikutusta munuaisten, urogenitaalijarjestelman seka tubulaarirakenteiden kehityksessa.
Lisaksi putkimaisten rakenteiden kehityksen seka putkimaisten rakenteiden morfogeneesin

geenit ovat rikastuneet embigiinin hiljennyksen myo6ta.

Embigiinin maara on suurimmillaan alkionkehityksen alkuvaiheessa, mika saattaa selittaa
osaltaan sen, ettd monet kehitysprosessit sekd erilaisten elinten ja putkirakenteiden
muodostumisen geenit ovat rikastuneet. Tama saattaa selittdd myos miksi embigiinin
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hiljennys rikastaa useita kehitykseen liittyvia biologisia prosesseja. Myos solun migraation
ja soluadheesion geenit ovat rikastuneet. Embigiinin on arveltu olevan yhteistyossa
soluadheesioproteiinien, esimerkiksi integriinien kanssa, joten tama tulos ei yllata.

(Guenette ja muut 1997)

Tama tulos osoittaa, etta embigiini osallistuu ehka solujen erilaistumiseen seka
putkimaisten rakenteiden muodostumiseen ja haaroittumiseen. Edeltavat havainnot
embigiinin toiminnasta ja mikda sen tehtdavan on arveltu olevan tukevat tata tulosta.
Embigiinia on aiemmin |oydetty etenkin alkionkehityksen alkuvaiheista ennen
organogeneesivaihetta (Huang ja muut 1990; Pridans ja muut 2008). Embigiinia on myo6s
loydetty lisdantymiselimista yhdessda MCT2:n kanssa (Mannowetz ja muut 2012).
Embigiinillda on havaittu jo aikaisemmin olevan vaikutusta solun ulkopuolisen matriksin
jarjestaytyneisyyteen ja matriksin metalloproteinaaseihin (Lain ja muut 2009; Jung ja muut

2016).

Stuart ja muut (Stuart ja muut 2003) tutkivat geenien ilmentymistd munuaisen eri
kehityvaiheissa. Heidan tutkimus erityisesti kohdistui uretersilmuun seka metanfriseen
mesenkyymiin.  Heiddan  tutkimuksessa viiden pdivan ikdisesta (E5) rotan
uretersilmukasvatuksesta in vitro huomattiin embigiinin ilmentyneen vahvasti. Uretersilmu
on putkimainen rakenne, joka haaroittuu voimakkaasti. He arvioivat, ettd embigiini toimisi
uretersilmun kehityksessa solun ja solun ulkopuolinen matriksin vuorovaikutuksia
edistdavana tekijana (Stuart ja muut 2003). Stuartin kokeen tutkimustulokset vaikuttavat
tukevan taman opinndytetyon rikastusanalyysien tuloksia, joista huomattiin hiljennyksen
johdosta erityisesti muutoksia munuaisten kehityksen geeneissa seka putkimaisten
rakenteiden kehityksen geeneissd. Taman opinnaytetyon tuloksien perusteella embigiinin
tehtdvana saattaa olla kaiken muun lisdksi munuaisten ja urogenitaalialueiden putkimaisten

rakenteiden kehittyminen ja niiden haaroittumisen edistaminen.

Silbersteinin tutkimustulokset (Silberstein ja muut 2016) tukevat tdaman tutkimuksen
tuloksia, joiden mukaan embigiini osallistuu hematopoieesiin. Taman opinndytetyon
tutkimustuloksista nahddan verenkiertojarjestelman kehityksen sekd verisuonituksen

kehityksen geenien rikastuneen. Tabula Muriksesta tarkastettuna embigiinia myos ilmentyy
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luuytimen useassa eri solussa, mika vahvistaa tdman tyon tuloksien varmuutta. (Schaum ja
muut 2018.) Silbersteinin tutkimuksessa on lisdksi huomattu, ettd naapurisolut estavat
embigiinia (Silberstein ja muut 2016). Estaminen saattaa vaikuttaa heikentavasti esimerkiksi
solunjakautumiseen, putkimaisten rakenteiden haaroittumisen ja niiden pitenemisen

edistamiseen.

7.2.  Embigiinin hiljennys vaikuttaa munuaisen kehitykseen osallistuvien geenien
ilmentymiseen
Tulosten perusteella tarkasteltiin vield lisdksi miten sekvensoinnista saatu aineisto solujen
geenilukemista ja niiden logFC-arvoista munuaisten kehityksessa seka putkimaisten
rakenteiden kehityksessa tukee edelld tehtyja havaintoja. Tarkasteluun otettiin
geeninrikastusanalyyseistd saatu munuaisten kehityksen (engl. renal system development)
geenilista (taulukko 1), josta ndahdaan mihin yksittdisiin geeneihin embigiinin hiljennys
vaikuttaa munuaisen kehitykseen osallistuvien geenien osalta. Kaikkien seuraavaksi
mainittujen proteiinien tehtavien selvittdmiseen kaytettiin Uniprot-tietopankkia (The

UniProt Consortium 2021) ellei muuta lahdetta ole mainittu.

Geenilukemista kolme suurinta logFC:n negatiivista muutosta ovat sentrosomaalinen
proteiini 55 (engl. centrosomal protein 55, Cep55, logFC -1,14), Aktiini a2 (engl. actin,
alpha2, smooth muscle, aorta, Acta2, logFC -1,07 ) seka yes-linkitetty proteiini 1 (engl. yes-
associated protein 1, Yapl, logFC -0,97). Cep55 osallistuu aivojen ja munuaisten
kehitykseen. Acta2 osallistuu solun tukirannan muodostukseen useissa eri solutyypeissa.
Yapl on transkription saatelija ja sen saately vaikuttaa elinten kokoon sekad tuumorin
suppressioon apoptoosin ja solunjakautumisen sdatelyn kautta. Muut paitsi Yap1 liittyy
suoraan putkimaisiin rakenteisiin. Yap1 liityy tosin solunjakautumisen saatelyyn, mihin

embigiininkin on todettu liittyvan.

Vahentyneistd geenilukemista kolmen eniten vdhentyneen lisdksi huomataan
nefronektiinin (engl. Nephronectin, Npnt, logFC -0,83) lukemien vahenneen. Nefronektiini
on solun ulkopuolisen matriksin proteiini, joka on liitetty Wolffin tiehyeen seka

uretersilmun kehitykseen ja haaroittumiseen (Miner 2001). Se on myds integriini a-8/p-1 -
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ligandi ja osallistuu lisdaksi integriinivalitteisesti soluadheesioon, levidmiseen seka
selviytymiseen. Wingless-tyypin MMTV integraatiokohdan jasen 7B (wingless-type MMTV
integration site family, Wnt7b, logFC -0,87) on myo6s vdahentynyt. Wntb7 on yhdistetty
samankaltaisiin tehtaviin elimistdissa kuin embigiini: se osallistuu keuhkojen, silmien,
dendriittien ja luun muodostukseen seka munuaisten kehitykseen. Molempien geenien
lukemien vaheneminen tukee tulosta siitd, ettd embigiini osallistuisi erilaisten putkimaisten
rakenteiden muodostukseen ja niiden kehitykseen. Saattaa myos olla etta embigiini on

vuorovaikutuksessa ndiden proteiinien kanssa munuaisen kehityksen yhteydessa.

Geenilukemista kolme suurinta logFC:n positiivista muutosta ovat integriini B4:l1a (engl.
integrin 84, ltgb4, logFC 1,82), BMP:tad sitovalla endoteeliselld saatelijalla (engl. BMP-
binding endothelial regulator, Bmper, logFC 1,7) seka akvaporiini 1:11a (engl. aquaporinli,
Agpl, logFC 1,69). Itgb4 on laminiinireseptori ja se on tarked epiteelisolujen
hemidesmosomille. Bmper on luun morfogeenisen proteiinin (BMP) inhibiittori, joka
saattaa saadelld BMP-vastetta osteoblasteissa ja rustossa. Akvaporiinil on munuaisten

akvaporiini ja sita on erityisesti punasoluissa seka munuaisten putkirakenteissa.

Kolmen suurimman muutoksen lisdksi olevia mielenkiintoisia positiivisia muutoksia
geenilukemissa hiljennyksen johdosta ndahddian geeneissa, joiden proteiinit vaikuttavat
vasokonstriktioon, esimerkiksi angiotensiini 1:td konvertoivassa entsyymissa (angiotensin 1
converting enzyme, Ace, logFC 1,68) ja angiopoietiini 2:ssa (engl. angiopoietin 2, Angpt2,
logFC 1,11). Lisaksi myos verihiutaleperdinen kasvutekijareseptori B (engl. Platelet-derived
growth factor receptor beta, Pdgfrb, logFC 1,57), jonka tehtaviin lukeutuu alkionkehityksen
saately, solunjakautuminen, selviytyminen, erilaistuminen, kemotaksis sekda solun
migraatio, on geenilukemaltaan kasvanut. Embigiini saattaa siis osallistua naiden
biologisten prosessien sdatelyyn yhteisvaikutuksessa ndiden proteiinien kanssa ja osaan
ndistd tehtavista embigiini onkin ennen jo yhdistetty (Jung ja muut 2016; Silberstein ja muut

2016).
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7.3.  Embigiini edistdd mahdollisesti solunjakautumista

Proliferaatiokokeissa kontrollisolut jakautuvat kaikilla pinnoilla eniten verrattuna
hiljennettyihin soluihin. Samanlaista kasvua huomattiin myos soluviljelyssa: emb1- ja emb4-
siRNA:lla hiljennettyja soluja oli aina vahemman kuin kontrollisoluja. Tasta voidaan paatell3,
ettd embigiini saattaa edistda solunjakautumista ja osallistuu sen sadatelyyn, silla sen
poissaolo  vaikuttaa  negatiivisesti  solujen  jakautumiskykyyn eri  pinnoilla.
Solunjakautumisen edistaminen tukisi myds edeltdvida havaintoja embigiinistd tarkeana
proteiinina  putkirakenteiden kehitykselle. Putkirakenteiden kehitykseen kuuluu
olennaisena osana solunjakautuminen, silld kaikki solun kasvaminen ja rakenteiden kehitys
vaatii solunjakautumista. Embigiini on ennenkin yhdistetty solujen jakautumisen
edistamiseen. Esimerkiksi Lain tutkimusryhma (Lain ja muut 2009) huomasi embigiinin
edistavan hermo-lihasliitosten muodostumista ja Ruman tutkimusryhma (Ruma ja muut
2018) huomasi myds embigiinin edistdvan solunjakautumista ja tata kautta edistdvan
haimasyovan etenemistd. Nama havainnot tukevat tdman opinndytetyon tuloksia
embigiinin tehtavasta solunjakautumisen edistdjana. (Lain ja muut 2009; Ruma ja muut

2018)

Fibronektiinipinnalla tehdystd kokeesta ei odotettu massiivista vaikutusta embigiinin
hiljennykselld, silla soluilla on muitakin fibronektiinireseptoreita kuin embigiini. Turun
yliopiston biokemian laitoksella tehdyissd Professori Jyrki Heinon tutkimusryhman
tutkimuksissa embigiinin on todettu olevan fibronektiinireseptori, joten kasvamisen
hidastuminen fibronektiinipinnoilla hiljennyksen vuoksi tukisi tdata havaintoa (vield
julkaisematon tutkimus.) Edeltdavat havainnot embigiinista fibronektiinireseptorina tukevat
tdman opinndytetyon tuloksia, joissa hiljennyksen myota solujen jakautumiskyky heikkenee

hieman fibronektiinipinnalla.

Fibronektiinipinnalla  huomattiin  kontrollisolujen  jakautumismaaran  vahenevan
huomattavasti 72 h hiljennyksen jdlkeen. Syyna tdhan saattaa tosiaan olla yksinkertaisesti
tilanpuute, jolloin solut alkavat kuolla. Muuten voisi olettaa, ettd kontrollisolujen maara

olisi huomattavasti isompi verrattuna embigiinihiljennettyihin soluihin, silla on huomattu,
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ettd fibronektiini on embigiinille tarkea sitoutumiskohde. Tosin saattaa olla myds

mahdollista, etta solut ovat takertuneet fibronektiiniin ja eivatka sen takia enaa jakaudu.

Jatkossa solunjakautumiskokeen voisi toistaa siten, etta aloittaisi mittaukset seka ottaisi
western blot -ndytteet jo 24 h kohdalla hiljennyksesta. Tassa kokeessa 96 h saattoi olla liian
pitka aika, koska hiljennys alkoi jo hiipumaan 72 h kohdilla. Kokeessa myds olisi voinut olla
lisdksi mukana kollageenipaallysteisia kuoppia sekd BSA-paallysteisida kuoppia. Solujen ei
pitdisi tarttua BSA-kuoppiin. Kollageenikuopista nahtaisiin embigiinin hiljennyksen
vaikutukset solujen kykyyn jakautua toisen solun ulkopuolisen proteiinin kanssa. Tassa
kokeessa hiljennykset tehtiin soluille ennen solujen pipetoimista kaivoihin. Hiljennykset
voisi tehda suoraan kaivoihin, milla voitaisiin ehka vahentda kaivojen valisia eroja. Nailla
muutoksilla ja toistolla saataisiin lisdvarmuutta saatuihin tuloksiin sekd saatettaisiin

huomata jotain uutta embigiinista ja sen toiminnasta.
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8. Yhteenveto

Taman tutkimuksen tavoitteina oli hiljentaa hiiren keratinosyyttisoluista embigiinia
kahdella eri siRNA:lla ja selvittaa hiljennyksen vaikutukset solujen geeniekspressioon seka
solunjakautumiseen. 1.) Hiljennettyjen solujen RNA:n sekvensoinnin tuloksista selvitettiin
geeninrikastusanalyyseilla miten embigiinin hiljennys vaikuttaa solun
geeniekspressioprofiiliin.  2.) Proliferaatiokokeilla tutkittiin embigiinin hiljennyksen

vaikutuksia solunjakautumiseen erilaisissa ymparistoissa.

1.) Geeninrikastusanalyyseista huomattiin munuaisten kehityksen seka
urogenitaalijarjestelman kehityksen geenien rikastuneen hiljennyksen vuoksi. Lisdksi
embigiinin hiljennys saattaa vaikuttaa erilaisiin putkimaisiin rakenteisiin, esimerkiksi
munuaisissa. My0s muita huomionarvoisia rikastuneita biologisia prosesseja olivat
esimerkiksi putkimaisten rakenteiden kehitys, verisuonirakenteiden kehitys, migraatio ja
solun lokalisaatio. Kaikki edellda mainitut biologiset prosessit on liitetty embigiiniin

aiemminkin, joten edeltdavat havainnot embigiinin tehtavista tukevat tata tulosta.

Embigiinin hiljennys onnistui hyvin. Emb1-siRNA:lla hiljennetyt solut hiljensivat keskimaarin
embigiinid vahan tehokkaammin (86 + 3,9 %) kuin emb4-siRNA:lla (83 + 21 %) hiljennetyt

solut.

2.) Proliferaatiokokeessa embigiinihiljennettyjen solujen jakautuminen ja kasvu
fibronektiinipinnalla oli oletettavasti hitaampaa kuin kontrollisolujen, vaikka
kontrollisolujen maara putosi. Syyna tahan lienee kontrollisolujen liilan nopea kasvu, jolloin
tila kuopassa loppui kesken. Embigiini on oletettavasti fibronektiinireseptori (julkaisematon
tutkimus) ja tdma tulos tukee myoOs olettamusta siitd, ettd solut joissa on embigiinia
jakautuvat fibronektiinipinnalla nopeammin kuin hiljennetyt solut. Tama tulos tukee
oletusta siitd, ettd embigiini edistda solunjakautumista seka osallistuu jakautumisen
saatelyyn. Solunjakautumista tarvitaan kaikkeen solun kasvuun ja esimerkiksi putkimaisten
rakenteiden muodostumiseen. Kasittelemattomalta soluviljelymuovilta havaittiin, etta
emb1-siRNA:lla hiljennetyt solut kasvoivat heikommin kuin emb4-hiljennetyt solut, mika
vastasi soluviljelyssa havaittua kasvua. Naista kokeista huomataan myds, ettd jokaisessa

kokeessa kontrollisolut kasvoivat tehokkaammin kuin kummallakaan siRNA:lla
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hiljennetyista soluista. Tulos tukee oletusta siita, ettd embigiinin tehtdvana saattaa olla
solunjakautumisen edistaminen. Kokeissa havaittiin myods hiljennyksen vaikutuksen

lakkaavan 72 h jalkeen.
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