Functional role of novel RNA Binding Protein L1TD1 in Human Embryonic
Stem Cells (hESC)
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Alkion kantasoluilla on erityinen kyky uusiutua ja erilaistua elimistdn kaikiksi solutyypeiksi.
Tétd ominaisuutta kutsutaan pluripotenssiksi. Nadiden ominaisuuksien vuoksi alkion
kantasolut ovat kuin luotu regeneratiivisen ladketieteen kayttoon. Jatkuva jakautuminen
sekd pluripotenssi mahdollistavat solujen viljelyn ja erilaistamisen halutuiksi solutyypeiksi.
Pluripotenssia saadelldén tarkoin molekyylitasolla. Ndiden mekanismien tunteminen on
keskeistd, jotta kantasoluja voidaan hybdyntda ldaketieteessd. Pluripotenssia yllapitaa
monimutkainen proteiinien ja RNA-molekyylien joukko, jota kutsutaan
pluripotenssiverkostoksi. Téassd tyossd esitellddn keskeisid tekniikoita, joilla verkoston
toimintaa voidaan tutkia.

Pluripotenssin s&ately on osittain kartoitettu ja indusoituja pluripotentteja soluja on
onnistuttu tekem&an jo useiden vuosien ajan. Kuitenkin suuri osa tutkimuksista on tehty
hiiren alkion kantasoluilla, eik& tuloksia voida soveltaa suoraviivaisesti ihmisen soluihin.
Hiljattain on |8ydetty joukko proteiineja, jotka saadtelevat solun keskeisid toimintoja
vaikuttamalla RNA  molekyyleihin  tuoden uuden tason saatelyverkostoihin.
Tutkimusryhma&mme on hiljattain tunnistanut RNA:han sitoutuvan proteiinin L1TD1:n, joka
vaikuttaa RNA:n ja muiden proteiinien vélitykselld pluripotenssin saételyyn. L1TD1 on
kantasoluspesifinen ja ilmenee suurissa maéarin ihmisen alkion kantasoluissa. L1TD1 on
yksi keskeisistéd pluripotenssin saatelijoista.

Tutkittaessa geenin funktiota solussa kohdennettu geenin hiljentdminen on térkea
l&hestymistapa. Tekniikka mahdollistaa solun toiminnan ja morfologian tarkkailun ilman
proteiinin ilmentymista. Tasséa tydssa geenin ilmentyminen estetddn kayttden hyvaksi RNA-
interferenssia. Soluun lisétty vieras RNA-molekyyli on komplementaarinen L1TD1:n
mRNA:lle ja estd4 sen toiminnan.

Tydssé esitellddn kaksi kohdennettua geenin hiljentdmismenetelmas, lentivirusvélitteinen
shRNA-interferenssi sekd suora siRNA-vilitteinen hiljennys. Lentivirusplasmidi, johon
shRNA:ta koodaava sekvenssi on kloonattu transduktoidaan soluun lentivirusten avulla.
Interferoivan RNA:n koodaaminen alkaa kun soluja késitelldan doksisykliinilla. Hiljennys
kestdd niin pitkdan kuin halutaan ja vaikutus on stabilili. Suorassa menetelmassa siRNA
transfektoidaan soluihin lipofektamiinin avulla. Vaikutus on havaittavissa nopeasti, mutta
menetelma ei ole yhta stabiili ja pitkékestoinen.

Lisdksi tydssd esitellddn optimoitu protokolla in situ RNA-detektiolle, jossa fluoresoivat
alukkeet sitoutuvat L1TD1:n mRNA:han solujen sisélld. In situ hybridisaatio —tekniikalla
voidaan samanaikaisesti detektoida ja kvantitoida kohdesekvenssi.



