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Nykyaikaisen tiedon mukaan elimiston makrofagit ovat perdisin kolmesta eri ldhteesti;
alkion ruskuaispussista ja maksasta sekd aikuisen luuytimestd. Kudoksissa alkioaikaiset
makrofagit muodostavat populaatioita alkuperdnsi, toiminta ja sijaintinsa mukaan
(kudoskohtaiset makrofagit). Alkioaikana maksassa muodostuvat monosyytit
kulkeutuvat verenkierron mukana kudoksiin erilaistuen niissdé makrofageiksi.
Lipaistdkseen maksan kapillaarit, sinusoidit, monosyyttien pitda 14paistd sinusoidaalisten
endoteelisolujen muodostama endoteeli. Sinusoidaalissa endoteelisoluissa on aukkoja,
fenestroja, joita peittdd Plvap-proteiinista muodostuva kalvo. Pia Rantakarin ryhmén
tutkimusten  mukaan  Plvap-proteiini  sddtelee = monosyyttien  kulkeutumista
endoteelisolujen 1dpi alkionkehityksen aikana. Monosyyttien ja sinusoidaalisten
endoteelisolujen viliset molekulaariset vuorovaikutukset ovat kuitenkin toistaiseksi
tuntemattomia.

Tutkimuksen tarkoituksena oli optimoida maksan sinusoidaalisten endoteelisolujen,
vaskulaaristen endoteelisolujen ja Plvap-proteiinin immunofluoresenssivirjdys whole
mount -menetelmdlld ja  havainnoida sinusoideissa tapahtuvia muutoksia
alkionkehityksen aikana. Lisédksi tarkoituksena oli optimoida maksakudoksen kasittely
virtaussytometriaan sinusoidaalisten endoteelisolujen fenotyypitysté ja solujen lajittelua
varten. Tavoitteena oli selvittdd normaalisti Plvap-proteiinia ilmentévien hiirten alkion
maksan sinusoidaalisten endoteelisolujen fenotyyppi eri iképisteissd Plvap-proteiinin
ilmentymisen suhteen virtaussytometrilla ja lajitella sekd kerétd talteen sinusoidaaliset
endoteelisolut heterogeenisesta solususpensiosta spesifisten vasta-aineiden avulla.

Tdmén Pro gradun -tulokset vahvistavat kasitystd siitd, ettd Plvap-proteiinin
ilmentyminen paikantuu alkion maksassa sinusoidaalisiin endoteelisoluihin. Kaikissa
sinusoidaalisissa endoteelisoluissa Plvap-proteiinia ei kuitenkaan ilmennetd. Tama
havaittiin kummallakin tutkimuksessa kiytetylli menetelmédlli. Whole mount -
vérjayksilla varmistuttiin, ettd endoteelisolumarkkeerien LYVE-1 ja CD31 avulla
sinusoidaaliset endoteelisolut pystytdédn erottelemaan muista maksan soluista.

AVAINSANAT:  kudoskohtainen = makrofagi, sinusoidaalinen  endoteelisolu,
virtaussytometria, maksa, whole mount -vérjdys
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1. JOHDANTO

Fagosytoosiin kykenevét sydjdsolut, makrofagit, tunnistettiin ensimmaéisen kerran jo yli
sata vuotta sitten. Makrofagien merkityksen ymmaértaiminen patogeenien aiheuttamissa
infektioissa johtivat soluvilitteisen immuniteetin ja fagosyyttijarjestelmén (engl.
Mononuclear Phagocyte System, MPS) tunnistamiseen. Sittemmin makrofageja on
tutkittu intensiivisesti ja niiden toiminnasta on opittu lisdd. Makrofagien tiedetddn
osallistuvan  fagosytoosin lisdksi esimerkiksi tulehduksen aktivoimiseen ja
tulehdusreaktion sdédtelyyn sekd kudosten kehitykseen organogeneesin aikana (Wynn ym.
2013). Makrofagit kykenevit adaptoitumaan ympéristoonsd ja ne toimivatkin kussakin
kudoksessa spesifisesti, vaikuttavat kudoksen normaaliin toimintaan ja yllapitavit
homeostasiaa. Makrofagien muuttunut toiminta kudoksissa liittyy my0s moniin eri
sairauksiin, joten ne ovat kiinnostava ja tiarked kohde lddketieteessd sairauksien hoidossa.

Siksi makrofagien alkuperin ja toiminnan ymmaértaminen onkin tirkeaa.

1.1 Hematopoieesi eli verisolujen muodostuminen

Kantasolut ovat erilaistumattomia soluja, jotka voivat jakautua loputtomasti ja muodostaa
erilaisia solutyyppejd. Alkion kantasolut ovat joko totipotentteja eli kaikkikykyisid tai
pluripotentteja, jotka voivat erilaistua muiksi kuin istukan tai sikiokalvojen solutyypeiksi.
Aikuisen kantasolut ovat multipotentteja, jotka voivat erilaistua muutamiksi eri
solutyypeiksi, tai unipotentteja, jotka erilaistuvat vain yhdeksi solutyypiksi.
Hematopoieettiset kantasolut ovat multipotentteja kantasoluja, jotka voivat erilaistua eri
verisolutyypeiksi. Progenitorisolut eli esisolut ovat varhaisten kantasolujen jilkeldisii,
jotka voivat erilaistua jakautuessaan tietyksi solutyypiksi. Ne eividt voi jakautua
kuitenkaan loputtomasti, kuten kantasolut, vaan rajallisen maiiridn. Kantasoluja ja

progenitorisoluja sijaitsee elimistdssa uudistuvissa kudoksissa.

1.1.1 Alkion hematopoieesi

Hematopoieettiset kantasolut muodostuvat alkio- ja sikidkaudella useassa eri vaiheessa
ja paikassa ennen kuin ne alkavat muodostua luuytimessd syntymén jilkeen.
Gastrulaation jidlkeen mesodermin solut erilaistuvat hemangioblasteiksi eli

multipotenteiksi  prekursorisoluiksi, jotka lopulta kehittyvdt joko verisuonen



endoteelisoluiksi tai verisoluiksi (kuva 1) (Psaltis ym. 2011). Selkdrankaisilla
hemangioblastit muodostavat varhaisen alkion ruskuaspussiin verisaarekkeita (engl.
blood island), joissa alkaa hematopoieesi eli verisolujen muodostuminen (kuva 2).
Hiirelld primitiivinen hematopoieesi alkaa alkiopdivdnd 7,5, jolloin verisaarekkeissa
havaitaan primitiivisid tumallisia erytroblasteja eli punasolujen prekursorisoluja (Palis
ym. 1999, Tober ym 2007). Spesifisen sytokiinistimulaation jilkeen hemangioblastit
eriytyvit joko multipotenteiksi hematopoieettisiksi kantasoluiksi (engl. hematopoietic
stem cells) tai angioblasteiksi (emgl. anglioblast), joista kehittyvit verikapillaarien
endoteelisolut (Psaltis ym. 2011). Seuraavassa vaiheessa hiiren alkiopdivdnd 8,5
ruskuaispussissa kehittyvit erytro-myeloidiset progenitorisolut (engl. erythro-myeloid
progenitors), joista kehittyvit lopulta punasolut ja myeloidinen solulinja (Kasaai ym.
2017, Palis ym. 1999). Alkiopdivéni 9,5 ruskuaispussissa ja alkion mesodermin aortaksi
kehittyvilld P-Sp-alueella (engl. para-aortic splanchnopleura) alkaa kehittyméédn
lymfoidisia progenitorisoluja (Golub & Cumano 2013).
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Kuva 1. Hematopoieettiset kantasolut kehittyvit hemangioblasteista. Alkion
mesodermin  solut  erilaistuvat  hemangioblasteiksi, jotka  eriytyvdt joko
hematopoieettisiksi kantasoluiksi tai angioblasteiksi. (Muokattu Psaltis ym. 2011).

Endoteelisolu

)

Seuraavaksi hematopoieettisia kantasoluja alkaa muodostua alkion aortan seindmin
mesenkymaalisessa kudoksessa eli niin sanotulla AGM-alueella (engl. aorta-gonad-
mesonephros) alkiopdivdnd 10,5 (kuva 2) (Miller ym. 1994). AMG-alueella

muodostuneet solut eivit ole kypsid hematopoieettisia kantasoluja, vaan alkiopdivina



11,5-13,5 ne kulkeutuvat ensin alkion ruskuaispussiin seké istukkaan ja seuraavaksi
maksaan, joissa ne kehittyvét kantasoluiksi (Ema & Nakauchi 2000, Gekas ym. 2005).
Myos ruskuaispussista perdisin olevat erytro-myeloidiset progenitorit vaeltavat alkion
maksaan ja alkavat erilaistua punasoluiksi ja myeloidisen linjan soluiksi (Gomez
Perdiguero ym. 2015). Téssd vaiheessa ruskuaispussista ja aortan seindmén
mesenkymaalisesta kudoksesta alkanut alkiokauden hematopoieesi siirtyy suurimmalta
osin maksan tehtavéksi (Golub & Cumano 2013). Alkion maksa alkaa tuottaa verisoluja
hematopoieettisista ~ kantasoluista  ja  erytromyeloidisista  progenitorisoluista.
Alkionkehityksen lopussa hematopoieettisia kantasoluja ja niiden progenitorisoluja

vaeltaa maksan lisdksi pernaan, kateenkorvaan ja muihin imukudoksiin.
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Kuva 2. Hiiren alkion hematopoieesi. Alkiokauden aikana verisolujen esi- ja kantasolut
muodostuvat kolmessa aallossa alkion ruskuaispussissa, ruskuaispussin verisaarekkeissa
ja AGM-alueella. Hematopoieettiset kantasolut ja erytromyeloidiset progenitorisolut
vaeltavat alkion maksaan, joka on tirked hematopoieettinen elin yksilonkehityksen
aikana. Syntymin jdlkeen hematopoieesi siirtyy luuytimeen. (Muokattu Mevel ym.
2019).



1.1.2 Aikuisen hematopoieesi

Kun maksan hepatoblastit erilaistuvat hepatosyyteiksi, hematopoieesi maksassa vihenee
ja siirtyy punaiseen luuytimeen, jossa verisoluja alkaa muodostua alkiopdivdnd E16,5
vaeltaneista hematopoieettisista kantasoluista syntymin jélkeen jatkuen yksilon aikuisién
ajan (Lewis ym. 2021). Aikuisella verensolujen muodostuminen tapahtuu siis padasiassa
punaisessa luuytimessd. Lymfosyyttejd ja monosyyttejd siirtyy luuytimestd kypsyméén
lymfaattiseen jarjestelmiin, erityisesti pernaan, kateenkorvaan ja imusolmukkeisiin.
Syntymén jilkeen punasoluja ja megakaryosyytteja kypsyy luuytimen lisdksi myds
maksassa ja pernassa. Hematopoieettiset kantasolut jakautuvat lymfoidisiin tai
myeloidisiin progenitorisoluihin (kuva 3). Lymfoidiset progenitorisolut erilaistuvat
lymfoidisiksi prekursorisoluiksi ja edelleen B- tai T-lymfosyyteiksi tai luonnollisiksi
tappajasoluiksi eli NK-soluiksi. Myeloidiset progenitorisolut erilaistuvat myeloidisiksi
prekursorisoluiksi ja edelleen punasoluiksi, megakaryosyyteiksi tai myeloblasteiksi.
Myeloblasteista erilaistuvat monosyytit ja granulosyytit eli basofiilit, neutrofiilit,

eosinofiilit ja sy6ttdsolut.
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l

Myeloidinen progenitorisolu Lymfoidinen progenitorisolu
| |
I 1 I | I | . "
Megakaryosyytti  Punasolu Sybttosolu  Myeloblasti NK'st u Pieni lymfosyytti

I I 1 . .
Basofiili  Neutrofiili  Eosinofiili Monosyytti T-lymfosyytti ~ B-lymfosyytti
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Kuva 3. Aikuisen hematopoieesi. Aikuisella hematopoieesi tapahtuu luuytimessa
hematopoieettisista kantasoluista, jotka jakautuvat myeloidiseen ja lymfoidiseen
solulinjaan. (Muokattu Juzenas ym. 2017).



1.2 Makrofagit

Elimiston puolustusjirjestelmén toiminta voidaan jakaa synnynniiseen ja hankittuun eli
adaptiiviseen immuunivasteeseen. Hankittu immuniteetti perustuu lymfosyyttien
toimintaan, jolloin patogeenejd vastaan hyokdtdin B-solujen tuottamien vasta-aineiden
(humoraalinen immuniteetti) ja T-solujen (soluvilitteinen immuniteetti) avulla.
Hankitulle immuniteetille on ominaista spesifisyys ja immunologisen muistin
muodostuminen patogeenejd vastaan. Synnynndiseen immuunivasteeseen kuuluvat
elimiston fyysiset ja kemialliset esteet ja fagosyyttien seka erilaisten proteiinien toiminta
patogeenejé vastaan. Fagosyytteihin eli sy6jdsoluihin kuuluvat neutrofiilit, monosyytit ja
monosyyteistd kudoksissa erilaistuvat makrofagit. Synnynndinen immuunivaste toimii

epéspesifisesti eikd muodosta immunologista muistia.

1.2.1 Makrofagien jako ja tehtavit

Makrofagit tunnistavat vieraita soluja pintareseptoreillaan, miké johtaa fagosytoosiin ja
solun tuhoutumiseen. Patogeenien lisdksi makrofagit fagosytoivat kuolleita soluja ja
solujitteitd. Makrofagit voivat toimia antigeenejd esittelevind soluina, silld
aktivoituessaan ne esittelevit MHC-molekyyleissd fagosytoitujen solujen antigeenejd T-
lymfosyyteille  tehostaen  immuunijirjestelmén  toimintaa  osana  hankittua
immuunipuolustusta. Makrofagit toimivat immuunipuolustuksen lisdksi kudosten
muodostumisessa ja kehityksesséd sekd homeostasian yllapidossa. Makrofagit osallistuvat
tulehdusreaktioihin, joten niilli on my0ds yhteys moniin sairauksiin, esimerkiksi
kroonisiin tulehdussairauksiin kuten nivelreumaan, neurodegeneratiivisiin sairauksiin
kuten MS-, Alzheimerin ja Parkinsonin tautiin, ateroskleroosiin, diabetekseen,

osteoporoosiin ja syopiin (kuva 4) (Sevenich 2018, Wynn ym. 2013).
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Kuva 4. Makrofagien tehtiivit. Makrofagit osallistuvat elinten muodostumiseen,
kudosten homeostasiaan ja tulehdusreaktioihin. Makrofagien muuttunut toiminta voi
johtaa monien eri sairauksien syntymiseen. (Muokattu Wynn ym. 2013).

Makrofageja esiintyy kaikissa elimiston kudoksissa, joissa ne muodostavat erilaisia
solupopulaatioita alkuperénsd, sijaintinsa ja toimintansa mukaan sekd vaikuttavat
kudoksen toimintaan. Makrofagit voidaan jakaa tulehduksellisiin makrofageihin ja
kudoskohtaisiin makrofageihin (engl. tissue-resident macrophages). Tulehduksessa
luuydinperéiset verenkierrossa kiertdviat monosyytit siirtyvét tulehtuneeseen kudokseen
aktivointisignaalien vaikutuksesta ja erilaistuvat sielld toiminnallisiksi makrofageiksi.
Makrofagit osallistuvat patogeenien tuhoamiseen fagosytoosilla ja toimivat antigeeneja
esittelevind soluina. Tulehdukselliset makrofagit toimivat koko tulehdusreaktion ajan ja
osallistuvat my0s tulehduksen hillitsemiseen, jonka jidlkeen ne poistuvat kudoksesta.

(Fujiwara & Kobayashi 2005, Oishi &Manabe 2018).

Kudoskohtaiset makrofagit ovat hyvin heterogeeninen immuunisolujen populaatio, jotka
eroavat toisistaan kudosspesifisen toiminnan mukaan. Kudoskohtaiset makrofagit ovat
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padosin perdisin alkionkehityksen ajalta ja ne sdilyvét useissa kudoksissa jopa lipi
eldmén. Niilld on tirked rooli kudoksen kehityksessd ja homeostasiassa. Aivojen
mikrogliat vaikuttavat esimerkiksi hermoston kehittymiseen, ihon Langenhansin solut ja
keuhkojen alveolaariset makrofagit toimivat osana immuunipuolustusta ja maksan
Kuppferin solut poistavat verestd mikrobeja. Kudoskohtaiset makrofagit osallistuvat
my0s kudoksen korjaamiseen vaurion jilkeen. (Gordon & Pliiddemann 2017, Wu &

Hirschi 2021).

Samassa kudoksessa makrofagit voivat aktivoitua ja polarisoitua eri tavoin riippuen
alkuperdstd, mikroympdaristostd ja signaaleista, mikd vaikuttaa niiden toiminnalliseen
fenotyyppiin (Galli ym. 2011). Karkeasti jaettuna makrofagit jaetaan klassisesti
aktivoituviin M1-soluihin tai vaihtoehtoisesti aktivoituviin M2-soluihin. Tulehdusta
lisddvissd ympéristossd makrofagit polarisoituvat MI1-tyypin soluksi ja erittdvit
tulehdusta lisddvid sytokiineja toimien sydjdsoluina (Salmi 2017). M2-tyypin solut
puolestaan erittdvit tulehdusta hillitsevid sytokiineja sekd kasvutekijoitd uudistaen

kudosta ja edistéen kasvainten muodostumista (Salmi 2017).

1.2.2 Makrofagien kehitys

Kudosten homeostasiassa ja immunologiassa merkittdvien kudosspesifisten makrofagien
alkuperd on edelleen kiistanalainen. Makrofagien uskottiin pitkdin erilaistuvan aikuisen
verenkierrossa kiertdvistd luuytimen kantasoluista perdisin olevista monosyyteistd, jotka
erilaistuvat kudoksissa makrofageiksi. On kuitenkin osoitettu, ettd osa makrofageista on
riippumattomia luuytimen hematopoieesista ja monosyyteistd ja suurin osa makrofageista
muodostuukin jo alkioaikana (Hashimoto ym. 2013). Makrofagit ovat nykytiedon
mukaan perdisin kolmesta eri 14hteestd: alkion ruskuaispussista, alkion maksasta seka

aikuisen luuytimesté (kuva 5).
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Kuva 5. Makrofagien alkuperd. Ennen syntym#di makrofagit ovat perdisin alkion
ruskuaispussista sekd maksasta ja ne muodostavat elimiin kudoskohtaisia
makrofagipopulaatioita, jotka sdilyvét ldpi eldmén aikuisen kudoksissa. Syntymén
jdlkeen monosyyttejd muodostuu luuytimessé, jotka erilastuvat makrofageiksi kudoksissa
tulehduksessa. (Muokattu Fan ym. 2016).

Makrofagien kehitys alkaa alkion ruskuaispussissa alkiopdivéstd 7,5 progenitorisoluista,
jotka erilaistuvat aikaisiksi erytromyeloidisiksi progenitorisoluiksi (engl. erythro-
myeloid progenitors) ja edelleen alkion makrofageiksi (Palis ym. 1999). Ruskuaispussista
makrofagit ldhtevdt verenkierron muodostuessa vaeltamaan alkiopdivdnd 8,5 alkion
kudoksiin, kuten aivoihin, erilaistuen niissd kudoskohtaisiksi makrofageiksi (McGrath
ym. 2003). Alkiopdivdnd 8,5 monosyyttejd alkaa muodostua ruskuaispussissa
myo6haisistd erytromyeloidisista progenitorisoluista (Gomez Perdiguero ym. 2015). Ndma
alkion monosyytit ldhtevit toisessa aallossa vaeltamaan verenkierron mukana elimiston
kudoksiin, kuten maksaan, organogeneesin alkaessa alkiopdivdnid 9,5 (Hoeffel ym. 2015).

Kudoksissa ne erilaistuvat kudoskohtaisiksi makrofageiksi muodostaen populaatioita.

Seuraavaksi alkiopdivdnd 13,5 monosyyttien tuotanto siirtyy maksaan, jossa niitd
tuotetaan ruskuaispussista perdisin olevista progenitorisoluista sekd maksaan vaeltaneista

hematopoieettisista kantasoluista (Gomez Perdiguero ym. 2015, Hoeffel ym. 2015).



Maksasta monosyytit vaeltavat verenkierron mukana elimiston kudoksiin, joissa ne
erilaistuvat makrofageiksi korvaten kudoksissa osin ruskuaispussista ldhtdisin olevat
makrofagit (Sheng ym. 2015). Aivojen mikrogliat eivit kuitenkaan korvaudu, vaan ovat
aikuisellakin ruskuaispussista perdisin olevia makrofageja (Ginhoux ym. 2010).
Syntymidn jdlkeen monosyyttejd aletaan tuottaa hematopoieettisista kantasoluista
luuytimessd, josta ne vapautuvat verenkiertoon. Joissakin kudoksissa, kuten suolistossa,
alkioperdiset makrofagit korvautuvat luuytimen monosyyteistd erilaistuvista
makrofageista (Bain ym. 2014). Alkioaikaista monosyyttien kehittymisti ja litkkumista
on tutkittu paljon, mutta niiden kudosspesifistdi kulkua ohjaavat molekyylit

ovat edelleen tuntemattomia.

1.3 Maksan sinusoidit

Maksa jakautuu viiteen sidekudoksen ympéardiméén lohkoon. Keskelld maksaa sijaitsee
maksaportti, jota kautta verisuonet, imusuonet ja sappitichyet kulkevat. Happipitoinen
veri tulee maksaan maksavaltimoa pitkin ja vdhidhappinen veri ruoansulatuskanavasta,
pernasta ja haimasta porttilaskimoa pitkin. Porttilaskimon veri sisdltdd suolesta
imeytyneitd ravintoaineita, aineenvaihduntatuotteita ja haitallisia aineita, joita maksa
suodattaa verestd pois. Maksakudos koostuu liuskoista, joissa maksasolut eli hepatosyytit
ovat jdrjestdytyneet yhden solukerroksen paksuisiksi palkeiksi. Hepatosyyttien keskelld
kulkee laajentunut kapillaarisuoni, sinusoidi (kuva 6). Niitd pitkin veri kulkee

porttilaskimon ja maksavaltimon haaroista kohti keskuslaskimoa sekoittuen keskenéén.
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Kuva 6. Maksan rakenne. Maksakudos jakautuu liuskoihin, joiden keskelld kulkee
keskuslaskimo. Hepatosyytit ovat jarjestdytyneet palkeiksi, joiden keskelld kulkee
sinusoidi ja niitd reunustavat endoteelisolut. Veri kulkee porttilaskimon ja maksavaltimon
haaroista kohti keskuslaskimoa. (Muokattu Ficht & Iannacone 2020).

1.3.1 Sinusoidaaliset endoteelisolut

Endoteelisolut verhoavat elimiston veri- ja imusuonia yksikerroksisena epiteelind eli
endoteelina. Endoteeli voidaan jakaa yhtendiseen, aukolliseen ja sinusoidaaliseen sen
morfologian perusteella. Yhtendisen endoteelin endoteelisolujen vilissd on tiiviit
liitokset. Aukollisen ja sinusoidaalisen endoteelin endoteelisoluissa on puolestaan koko
solun paksuisia aukkoja; kaveoleita, fenestroja ja transendoteliaalisia kanavia, joita

yleensé peittdd proteiinista koostuva kalvo (Herrnberger ym. 2012). (Stan 2007).

Maksan sinusoidit ovat hyvin ldpéisevid kapillaarisuonia, silld niissd ei ole ollenkaan
tyvikalvoa, kuten muissa elimiston hiussuonissa.  Sinusoidit ~muodostuvat
sinusoidaalisista endoteelisoluista (engl. liver sinusoidal endothelial cell), joiden seassa
on erikoistuneita makrofageja, Kupfferin soluja (kuva 7.). Endoteelisolujen ja

hepatosyyttien véliin jad niin kutsuttu Dissen tila, jossa tapahtuu veren ja hepatosyyttien
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vilinen molekyylien vaihto endoteelin aukkojen, fenestrojen, kautta, joita peittdd
proteiinikalvo (kuva 7). Ainoa tunnettu sinusoidaalisten endoteelisolujen fenestroja
peittdvd proteiini on Plvap (Herrnberger ym. 2012, Stan ym. 1999). Fenestrat
mahdollistavat veden ja pienten molekyylien suodattumisen maksan soluihin, mutta
estidvét veren proteiinien ja verisolujen paasyn kudokseen. Ensimmadisen kerran maksan
sinusoidaalisten endoteelisolujen viliset fenestrat kuvattiin 1970-luvulla rotan maksasta
elektronimikroskoopilla (Wisse 1970). Fenestrojen perusrakenne on kaikilla lajeilla
samanlainen, mutta ldpimitta ja mééra vaihtelee eri lajeilla sekd myds yksiloiden vélilla
vasteena erilaisille hormoneille, lddkeaineille, toksiineille, sairauksille tai solunulkoisen
matriksin muutoksille (Braet & Wisse 2002). Endoteelisolujen ja fenestrojen eheys on

valttdmatontd molekyylien vaihdon yllapitdmiseksi veren ja maksasolujen vililla.

sinusoidi

keskuslaski
porttilaskimon haara S i

Kuppferin solu

hepatosyytti o
Heringin kanava

sinusoidin
luumen  pissen tila

Kuppferin
solu

Heringin
kanava

hepatosyytti

porttilaskimo sappitie . o
maksan- endoteelisolu dendriittisolu

tahtisolu fenestralla

Kuva 7. Sinusoidaalisten endoteelisolujen sijainti maksassa. Endoteelisolut vuoraavat
sinusoideja yhden solukerroksen paksuisena esteend. Hepatosyyttien ja endoteelisolujen
valiin jdd niin kutsuttu Dissen tila, jonka kautta tapahtuu aineiden vaihto veren ja
hepatosyyttien vililld. (Muokattu Adams & Eksteen 2006).

1.3.2 Sinusoidien kehitys

Maksa kehittyy gastrulaation jdlkeen endodermista eli sisimmadstd alkiokerrokseta.
Endodermi muodostaa alkusuolen, josta ldhtevéstd silmusta kehittyy maksasilmu

haimasilmun viereen (Zaret & Grompe, 2008). Hepatoblastit eli maksan kantasolut voivat
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erilaistua hepatosyyteiksi ja kolangiosyyteiksi eli sappitichyeiden epiteelisoluiksi
(Lemaigre 2009). Maksan kantasolujen alkuperd on epéselvd, mutta vaihtoehtoina on
esitetty Heringin kanavien ympérilld sijaitsevia tiehytsoluja tai hepatosyyttejd, jotka
ulkoisten signaalien aktivoitumina jakautuvat ja erilaistuvat uusiksi hepatosyyteiksi
(Hakonen ym. 2014). Myos maksan sinusoidaalisten endoteelisolujen alkuperéd on viela
osittain kiistanalainen, mutta joidenkin tutkimusten mukaan ne muodostuvat
mesenkyymistd osana mesodermia (Couvelard ym. 1996). On my®ds esitetty todisteita,
ettd ne ovat perdisin endoteeli- ja verisolujen progenitoreista, hemangioblasteista (Zovein
ym. 2008). Alkionkehityksen aikana sinusoidaaliset endoteelisolut menettévit
solumarkkereita pinnaltaan ja aikuisten endoteelisolumarkkerit lisdéntyvit (Couvelard
ym. 1996). Tété sinusoidaalisten endoteelisolujen erilaistumista siételevét hepatoblastit

endoteelikasvutekiji VEGF:n ja solujen vilisten vuorovaikutusten avulla (Walter ym.

2014).

1.3.3 Sinusoidaalisten endoteelisolujen tehtiv:iit

Sinusoidaaliset endoteelisolut toimivat ldpdisevédnd esteend veren ja hepatosyyttien vélilld
huolehtien aineiden kuljetuksesta ja suodatuksesta maksassa. Niilld on korkea
endosytoosikapasiteetti ja tiarked tehtdva veren puhdistuksessa, silld ne poistavat veresta
aineenvaihduntatuotteita,  vanhentuneita  plasman proteiineja, lipoproteiineja,
kylomikroneita, viruksia ja ladkeaineita Dissen tilaan (Poisson ym. 2017). Sinusoidaaliset
endoteelisolut toimivat myds osana synnynnéistd immuunipuolususta fagosytoiden soluja
ja osana hankittua immuunipuolustusta antigeenien esittelyssid. Ne toimivat
tarttumisalustana maksan immuunipuolustuksen soluille eli Kuppferin soluille,
lymfosyyteille ja dendriittisoluille. Kuppferin solut poistavat verestd isoja molekyyleja,
bakteereja ja muita soluja fagosytoosilla. Sinusoidaaliset endoteelisolut sddtelevit lisdksi
monosyyttien kulkua hepatosyyteistd sinusoideihin ja verenkirron mukana kudoksiin

alkionkehityksen aikana.

Sinusoidaalisten endoteelisolujen immunofenotyypitykselld ja yksisolusekvennoinnista
saadulla geenitiedolla niiden tiedetddn muodostavan erilaisia populaatioita sen mukaan,
sijaitsevatko ne ldhelld porttilaskimoa, keskelld sinusoidia vai l&helld keskuslaskimoa ja
populaatiot voidaan erotella toisistaan eri antigeenien ilmenemisen perusteella (Su ym.
2021, Xie ym. 2010). Sinusoidaaliset endoteelisolut kykeneviat myds uusiutumaan

progenitorisoluista esimerkiksi infektioiden tai toksiininen aiheuttamasta maksavauriossa
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(Wang ym. 2012). Endoteelisoluissa tapahtuvilla muutoksilla on vaikutuksia maksan
toimintaan ja niiden toimintahdirididen tiedetddn altistavan useiden eri maksan
sairauksien, kuten maksakirroosin ja -fibroosin, virusinfektioiden ja maksasyovin

syntymiselle (Braet & Wisse 2002).

1.4 Alkion maksan monosyyttien kulkeutuminen kudoksiin

Alkiopdivian 13,5 jédlkeen alkion monosyytit alkavat vaeltaa maksasta verenkierron
mukana kudoksiin muodostaen niissd suurimman osan aikuisen kudoskohtaisista
makrofagipopulaatioista (Hoeffel ym. 2015). Pidistdkseen maksasta verenkiertoon,
monosyytit 1dpdisevit sinusoidaalisten endoteelisolujen muodostaman solukerroksen eli
maksan sinusoidien seindmin endoteelisolujen fenestrojen lépi. Ainoa tunnettu fenestroja

peittava proteiini on Plvap (Stan ym. 1999).

1.4.1 Plvap

Plvap (engl. Plasmalemma vesicle associated protein) on glykolysoitu
transmembraaniproteiini, joka esiintyy endoteelisolujen fenestroissa. Se tunnetaan myds
nimilld PV-1, PAL-E ja MECA-32. Maksassa Plvap ohjaa alkioaikaisten monosyyttien
litkkkumista muodostamalla siivildnkaltaisia kalvoja sinusoidaalisten endoteelisolujen
fenestroihin (Auvinen ym. 2019). Kalvon muoto muistuttaa kérrynpyordd, jossa
homodimeeriset fibrillit suuntautuvat kohti fenestran keskiosaa (Stan ym. 1999).
Fenestrojen biogeneesi on huonosti tunnettu ja niiden muodostumisen on ajateltu olevan
Plvap-proteiinista riippuvaista (Herrnberger ym. 2014). Auvinen ym. (2019) ovat
kuitenkin osoittaneet, ettd Plvap ei vaikuta sinusoidien morfologiaan, fenestrojen

madradn tai maksan verisuoniston rakenteeseen.

1.4.2 Plvap-poistogeeniset hiiret

Plvap-puutteisilla hiirilld on havaittu alkion maksan monosyyteistd perdisin olevissa
makrofagipopulaatioissa merkittdvid puutoksia useissa kudoksissa, kun puolestaan
ruskuaispussista ja luuytimestd perdisin olevat makrofagipopulaatiot esiintyvit
normaalisti (Rantakari ym. 2016). Plvap-proteiinin osoitettu ilmentyvin sinusoidaalisten
endoteelisolujen fenestroissa, silld kaveoli-puutteisilla hiirilld ei havaittu muutoksia
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alkioperdisten makrofagien madrdssd kudoksissa eikd kaveloideiden puuttuminen
vaikuttanut Plvap-proteiinin ilmentymiseen (Rantakari ym. 2016). Plvap-proteiinin
puuttumisen johdosta sinusoidaalisten endoteelisolujen fenestroihin ei muodostu
sitvilimaistd kalvoa, joten ne jddvét avoimiksi (Herrnberger ym. 2012). Avoimet
fenestrat estdvit alkioaikana monosyyttien kulkeutumisen niiden ldpi sinusoideihin ja
verenkierron mukana kudoksiin.

Makrofagien puutos kudoksissa aiheuttaa héiriditd elimiston makrofagivilitteisissi
toiminnoissa. Esimerkiksi pernan ja maksan makrofagit vélittivdt normaalisti raudan
kierrdatykseen liittyvid toimintoja, joten Plvap-puutteisilla hiirilld rautaa kertyy pernaan ja
maksaan (Rantakari ym. 2015). Plvap-proteiinin puute lisdi verisuonten ldpdisevyyttd ja
johtaa alle 70 kDa:n kokoisten proteiinien vuotamiseen ulos suonista, miké aiheuttaa
turvotusta, sisdisid  verenvuotoja, veren proteiinien puutoksia ja elinten
epdmuodostumista alkionkehityksen aikana (Elkadri ym. 2015, Herrnberger ym. 2012,
Stan ym. 2012). Homotsygoottiset Plvap-puutteiset hiiret kuolevatkin yleensi jo ennen

syntymaa tai hyvin nuorina (Herrnberger ym. 2012).

1.5 Tutkimuksen tarkoitus

Alkion maksan sinusoidaalisilla endoteelisoluilla on keskeinen rooli useissa eri
kudoksissa esiintyvien kudoskohtaisten = makrofagien liikkumisen sddtelyssd
alkionkehityksen aikana. Maksassa tuotettujen monosyyttien pitdd ldpdistd sinusoidien
endoteelisolukerros padstddkseen verenkierron mukana vaeltamaan kudoksiin. Pia
Rantakarin ryhmid on osoittanut, ettd tdtd monosyyttien litkkumista sédtelee
sinusoidaalisten endoteelisolujen fenestroissa esiintyvad Plvap-proteiini (Rantakari ym.
2016). Plvap-proteiinin siis on oltava vuorovaikutuksissa tiettyjen molekyylien kanssa,
jotka sditelevdat monosyyttien liikennettd, mutta toistaiseksi ndmid vuorovaikutukset
sinusoidaalisten endoteelisolujen ja monosyyttien vililld sekd liikkumista séddtelevit

molekulaariset mekanismit ovat tuntemattomia.

Tdmidn pro gradu —tutkielman tavoitteena on optimoida maksakudoksen kisittely ja
vérjaysprotokolla maksan vaskulaaristen ja sinusoidaalisten endoteelisolujen sekd Plvap-
proteiinin immunofluoresenssivirjdyksiin whole mount -menetelmilld. Virjayksilla
varmistetaan, ettd kdytetyt vasta-aineet sitoutuvat spesifisesti tutkimuskohteena oleviin
alkion maksan sinusoidaalisiin endoteelisoluihin, jolloin niiden avulla halutut solut
voidaan eristid maksan muista soluista. Eri ikdisten alkioiden maksojen
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mikroskooppisella kuvantamisella on tavoitteena kuvata sinusoidien kehitysté

alkionkehityksen aikana.

Toisena tavoitteena on optimoida maksakudoksen késittely sinusoidaalisten
endoteelisolujen fenotyypitykseen virtaussytometrilla. Fenotyypitykselld selvitetddn
sinusoidaalisten endoteelisolujen osuus maksan soluista ja Plvap-proteiinia ilmentivien
solujen osuus sinusoidaalisista endoteelisoluista. Tarkoituksen on selvittdd, muuttuuko
Plvap-proteiinia ilmentdvien solujen osuus alkionkehityksen aikana Plvap-proteiinia

normaalisti ilmentédvissi hiirissa.

Kolmantena tavoitteena on optimoida maksakudoksen  kisittelyprotokolla
sinusoidaalisten endoteelisolujen eristimiseksi heterogeenisesta solususpensiosta
lajittelevalla virtaussytometrilla vasta-aineiden avulla. Tarkoituksena on selvittda, kuinka
paljon eri ikdisten alkioiden maksoista saadaan lajiteltua sinusoidaalisia endoteelisoluja
yksisolusekvensointia varten. Kerityistd soluista eristetiin RNA, mikd kédnnetddn
cDNA:ksi ja ldhetetdin yksisolusekvensoitavaksi tulevaisuudessa analysoitavaa

geenidataa varten.
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2. AINEISTO JA MENETELMAT

2.1 Hiiret

Hiiret ylldpidettiin Turun yliopiston koe-eldinkeskuksessa standardiolosuhteissa
(Iampotila 24 °C, ilmankosteus 39 %, 12 tunnin valo-/pimeédrytmi). Hiirilld oli jatkuvasti
saatavilla ruokaa ja vettd. Eldinkokeet suoritettiin Suomen koe-eldinlautakunnan
hyvéksymin tavoin (lisenssinumero ESAVI/14685/2020) ja EU-lainsddaddnnon
mukaisesti noudattaen EU-direktiivid 2010/63/EU.

Toissd kiytettiin yleistd sisdsiittoista C57BL/6NRj (6N, Janvier Labs) -hiirikantaa.
Hiirialkioiden ika laskettiin aikaparitusten avulla. Parittelun katsottiin onnistuneen, kun
naaraalla havaittiin parittelutulppa aamulla, minké jilkeen uros ja naaras erotettiin eri
hikkeihin. Parittelutulpan havaitsemispiivéna alkioiden iké on EO,5 (engl. E=embryonic
day) ja siitd eteenpdin ikd lasketaan vuorokausien mukaan. Poikaset syntyvit 1820
pdivdd hedelmoitykseen johtaneen parittelun jalkeen. Kudokset kerittiin hiiren alkioista
alkiopdivind 12,5, 15,5 ja 17,5 seké vastasyntyneistd poikasista (P0). Hiiriemot lopetettiin
hiilidioksidilla ja niskamurrolla. Kohtu kerittiin kylméén PBS-liuokseen ja pidettiin
kylméssd 30 minuuttia, jolloin alkiot altistuvat hypotermialle. Sen jédlkeen alkiot

preparoitiin kohdusta, lopetettiin dekapitaatiolla ja kudokset keréttiin talteen.

2.2 Whole-mount-virjiykset

Whole-mount —tekniikassa vasta-aineilla virjdtdan haluttuja proteiineja tai muita
antigeenejd kudospaloista, kokonaisista kudoksista tai alkioista. Tekniikka eroaa muista
immunofluoresenssivirjiyksistd siten, ettd ndytteet ovat paksumpia, jolloin kudoksista
saadaan kuvattua kolmiulotteisia rakenteita. Tdssd pro gradu -tutkimuksessa
tarkoituksena oli paikantaa sinusoidaalisten endoteelisolujen ja Plvap-proteiinin sijainti
vasta-aineiden avulla sekd kuvata kolmiulotteisesti ikdsarja kehittyvin alkion maksan
sinusoidien rakenteesta. Ennen varsinaisia virjayksid kudosten késittely ja vasta-aineiden
kayttopitoisuudet piti optimoida, silld niitd ei ollut testattu aiemmin whole mount -

varjdyksissa.
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2.2.1 Kudosten kerays ja kasittely

Hiiren alkioiden maksat kerittiin 24-kuoppalevylle kylmadan PBS-liuokseen. Kudoksia
inkuboitiin tunnin ajan hepariini-PBS-liuoksessa (1:20) (hepariini LEO 100 IU/ml)
tasoravistelijassa huoneenldmmossd. Inkuboinnin jdlkeen ndytteet fiksattiin 2 % PFA-
PBS-liuoksessa 20 minuutin ajan jiilld. Fiksaation jilkeen nidytteet pestiin PBS:1lad
kolmesti 10 minuutin ajan jilld. Yleensd ndytteistd ei heti valmistettu whole mount-
leikkeitd, joten pesujen jdlkeen ne dehydroitiin eli vesi poistettiin 50 % metanoli/PBS-
liuoksella 30 minuutin ajan ja kahdesti 100 % metanolilla 30 minuutin ajan. Néytteet
sdilottiin 100 % metanolissa —20 °C:ssa. Sédilomisen jélkeen ndytteet rehydroitiin eli vesi
palautettiin ennen vérjayksid ensin 50 % metanoli/PBS-liuoksella 30 minuutin ajan ja
PBS:11d kahdesti 20 minuutin ajan jdilli. Sen jdlkeen ndytteet valettiin 4 %
agaroosigeeliin (Low melting agarose, Lonza) muottiin. Geelin jdhmetyttyd néytteisti

leikattiin vibratomilla 500 um:n paksuisia leikkeitd 24-kuoppalevylle PBS:44n.

2.2.2 Vasta-ainevirjiys

Whole mount -virjiyksissd kidytettiin epdsuoraa menetelméé eli kudos késiteltiin ensin
primaarivasta-aineella, joka ei sisdlld merkkiainetta. Sen jilkeen kudos kisiteltiin
fluoresoivalla merkkiaineella leimatulla sekundaarisella vasta-aineella, joka tarttuu
spesifisesti primaariseen vasta-aineeseen. Ty0ssd kaytetyt kudokset vérjéttiin joko
yhdelld tai kahdella vasta-aineella samanaikaisesti. Whole mount -leikkeet vérjattiin
ensin primaarisilla vasta-aineilla (taulukko 1) ja sen jilkeen sekundaarisilla vasta-aineilla

(taulukko 2).

Vasta-ainevérjiykset ja pesut tehtiin 24-kuoppalevylld 500 pl:in tilavuudessa valolta
suojattuna. Antigeenispesifisten vasta-aineiden epéspesifinen sitoutuminen estettiin
inkuboimalla néytteitd kolme tuntia PBS-Triton-seerumit—liuoksessa (1 % NGS + 0,5 %
FCS + 1 % BSA + 0,4 % Triton PBS-liuoksessa) +4 °C:ssa tasoravistelijassa. Naytteet
vérjattiin ensin yhdelld tai kahdella primaarisella vasta-aineella (taulukko 1) yon yli +4
°C:ssa tasoravistelijassa. Seuraavana pdivdnd sitoutumaton vasta-aine pestiin pois 3-6
tunnin ajan PBS-BSA-T-liuoksessa +4 °C:ssa tasoravistelijassa ja pesuliuos vaihdettiin
tuoreeseen kahdesti pesun aikana. Primaarivasta-aineen ja pesujen jidlkeen ndytteet
vérjattiin yhdelld tai kahdella sekundaarisella vasta-aineella (taulukko 2) yon yli +4

°C:ssa tasoravistelijassa ja seuraavana pdivini sitoutumaton vasta-aine pestiin pois 3-6
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tunnin ajan PBS-BSA-T-liuoksessa +4 °C:ssa tasoravistelijassa. Seerumit pestiin pois
kolme kertaa 20 minuutin ajan 0,4 % Triton -PBS-liuoksella. Niytteistd poistettiin vesi
pitdmalld niité jailld 20 minuuttia 50 % metanolissa ja kaksi kertaa 10 minuuttia 100 %
metanolissa. Kontrollileikkeet késiteltiin kuten edelld, mutta ne vérjittiin ainoastaan
sekundaarivasta-aineilla. Lopuksi ndytteiden ympaériltd poistettiin agaroosi pinsettien ja

saksien avulla.

Taulukko 1. Whole mount -virjayksissi kiytetyt primaariset vasta-aineet.

Antigeeni | Isintieldin Valmistaja ja Laimennossuhde| Erinumero
tuotenumero
LYVE-1 Kani ReliaTech, GmbH 1:50 1410R09-1
103-PAS50
MECA-32 Rotta Bio X Cell, BE0200 1:300 5507/1214
CD31 Rotta BD Pharmingen, 1:100 6196687
553370

Taulukko 2. Whole mount -virjiyksissi kiytetyt sekundaariset vasta-aineet.

Fluorokromi | Iséintieliin Valmistaja ja Laimennossuhde| Erinumero
tuotenumero
Alexa Fluor | Vuohi-anti- | Life technologies, 1:500 A11006
A488 rotta A11006
Alexa fluor | Vuohi-anti- | Invitrogen, A27040 1:500 RK239132A
A647 kani

2.2.3 Naytteiden kirkastus

Kuvaamista varten néytteet kirkastettiim 50 % ja 100 % bentsyylialkoholi-
bentsyylibentsoaattiliuoksella (BABB). 100 % BABB-liuos valmistettiin yhdistimalla
yksi osa bentsyylialkoholia (Sigma-Aldrich) ja kaksi osaa bentsyylibentsoaattia (Sigma-
Aldrich). 50 % BABB-liuos valmistettiin yhdistaimilld yksi osa 100 % BABB-liuosta ja
yksi osa 100 % metanolia. Kirkastus tehtiin 100 plin tilavuudessa lasipohjaisissa
petrimaljoissa, joissa niytteitd pidettiin ensin 50 % BABB-liuoksessa kerralla 10-20
minuuttia ja liuos vaihdettiin kerran uuteen. 100 % BABB-liuoksessa naytteitd pidettiin

kerralla 10—20 minuuttia ja uusi liuos vaihdettiin 2—4 kertaa, kunnes néyte oli kirkastunut.
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Lopuksi nidytteet jétettiin 100 % BABB-liuokseen (120 pl), peitettiin peitinlasilla ja

sdilytettiin +4°C:ssa valolta suojattuna kuvaamiseen asti.

2.2.4 Kuvaaminen

Naytteet kuvattiin 31 Marianas CSU-W 1 spinning disk konfokaalimikroskoopilla 40x/1.1
vesiobjektiivilla ja SlideBook 6 -ohjelmalla (Intelligent Imaging Innovations). Kuvat
analysoitiin Fiji-kuvanmuokkausohjelmalla. Konfokaalimikroskopian etuna
fluoresenssimikroskopiaan on terdvampi ja tarkempi kuva. Yksittdisen apertuurin (engl.
pinhole) sijaan spinning disk konfokaalimikroskoopissa on satoja apertuureja
spiraalimaisessa muodossa nopeasti pyorivissd levyssd. Reikien avulla nidyte skannataan
riveittdin ja siitd muodostuu kuva. Muuttamalla levyn pyorimisnopeutta, reikien
halkaisijaa tai etdisyyttd toisistaan voidaan optimoida kuvan kirkkautta, kontrastia ja
laatua. Valonldhteend on laservalo, jonka objektiivi kohdistaa diffraktiorajoitettuun
pisteeseen niytteessd tietyssd syvyystasossa. Néaytettd tarkastellaan siis leikkeind eri
syvyystasoissa. Nédytteestd emittoituvat fotonit ohjataan objektiivin lapi apertuurin kautta
ilmaisimelle. Tarkennetun pisteen yld- ja alapuolelta tuleva valo ei padse apertuuriin,
joten kuvasta saadaan terdvd. Spinning disk mikroskoopilla pystytddn kuvaamaan

tehokkaasti tarkkoja kolmiulotteisia kuvia kudoksesta ja sen rakenteista.

2.3 Virtaussytometria ja lajitteleva virtaussytometria

Virtaussytometrialla voidaan selvittdd erilaisten solutyyppien ja -populaatioiden méaéraa
kudoksessa. Virtaussytometriassa hyodynnetdédn solujen fysikaalisia ja kemiallisia
ominaisuuksia, joita havainnoidaan fluoresoivilla vériaineilla, fluoresoivalla aineella
konjugoiduilla vasta-aineilla tai transfektoimalla soluihin fluoresoivia proteiineja.
Solususpensio imetddn virtauskammioon, jossa paineistettu ajoliuos pakottaa
ndyteliuoksessa olevat solut kulkemaan yksitellen jonossa laservalon ohi (nk.
hydrodynaaminen fokusointi). Soluista sironnut laservalo sekd virittyneesti
merkkiaineesta sironnut fluoresenssi ohjataan optisten peilien ja suotimien avulla
suorasironta-, sivusironta- ja fluoresenssi-ilmaisimille. Ilmaisimien kerd&dmin datan
perusteella solut erotellaan toisistaan koon (suorasironta), granulaisuuden (sivusironta) ja
antigeeneihin sitoutuvien vasta-aineiden (fluoresenssi) avulla. Tdssd tutkimuksessa

virtaussytometrialla karakterisoitiin eri ikdisten hiiren alkioiden maksan sinusoidaalisten
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endoteelisolujen fenotyyppid spesifisten endoteelisolumarkkeereiden LYVE-1 ja CD31
avulla. Lisdksi tarkoituksena oli maédrittdd Plvap-proteiinia (MECA-32) ilmentdvien

solujen mééara sinusoidaalisista endoteelisoluista.

Lajittelevalla virtaussytometrilla voidaan elektrostaattisesti lajitella ja keritd talteen
heterogeenisesta yksisolususpensiosta eri solupopulaatiot. Soluvirta hajotetaan pisaroiksi
ja jokainen pisara siséltdd yhden solun, joka voidaan varauksen avulla lajitella ja ohjata
kerdysputkeen. Téssd tutkimuksessa tarkoituksena oli lajitella ja keritd talteen hiiren
alkion sinusoidaaliset endoteelisolut (LYVE-1" CD31°, LYVE-1" CD31" solut) muista

maksan soluista ja kerittiin talteen yksisolusekvensointia varten.

2.3.1 Solujen eristys hiiren alkion maksasta

Hiiren alkioiden maksat preparoitiin 24-kuoppalevylle kylmédn RPMI-1640 mediumiin
(Sigma-Aldrich), minkd jilkeen maksakudos pilkottiin pieniksi paloiksi saksilla ja
kudospalat hajotettiin solususpensioksi pipetoimalla niitd edes takaisin. Mekaanisen
hajotuksen jilkeen kudos hajotettiin entsymaattisesti kollagenaasi D:114 (1 mg/ml, Roche)
ja DNAasi I:11d (50 pg/ml, Roche) tunnin ajan 37 °C:ssa tasoravistelijassa. Inkuboinnin
puolessa vilissd solususpensiota sekoitettiin pipetoimalla edes takaisin. Inkuboinnin
jélkeen solususpensio homogenisoitiin resuspensoimalla, suodatettiin silkkikankaan (77
um) lépi ja solut pestiin RPMI-1640-liuoksella, johon oli lisdtty 5 mM EDTA. Lopuksi

solut resuspensoitiin PBS-liuokseen.

2.3.2 Solujen vasta-ainevirjiys

Virtaussytometriaa varten solut vérjéttiin suoralla menetelmailld eli vasta-aine on leimattu
fluoresoivalla merkkiaineella ja se tarttuu spesifisesti suoraan
epitooppiin. Sinusoidaalisten endoteelisolujen fenotyypitystd varten solut virjittiin 96-
kuoppalevylld ja lajittelevaa virtaussytometriaa varten FACS-putkissa. Lajittelevaa
virtaussytometriaa varten yhden pentueen maksoista eristetyt solut sekoitettiin keskenéén
ennen vérjdystid. Solut pelletoitiin sentrifugilla (96-kuoppalevy; 3 minuuttia 500 x g,
FACS-putket; 1,5 minuuttia 1006 x g) aina ennen kuin solut resuspensoitiin seuraavaan

liuokseen. Virjdyksen ajan solut pidettiin jdilld valolta suojattuna.
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Ensin soluista vérjattiin kuolleet solut 20—30 minuutin ajan niiden sisédén kulkeutuvalla
Fixable Viability Dye eFluor 780 vériaineella (1:1000) (Invitrogen, 65-0865).
Sitoutumaton vériaine pestiin  pois kahdesti EPICS I-liuoksella (liite 1).
Antigeenispesifisten vasta-aineiden (taulukko 1 ja 2) epéspesifinen sitoutuminen FcyllI-
ja Fcyll-reseptoreihin estettiin varjddmalld solut leimaamattomalla CD16/32 vasta-
aineella (1:100) (Bio X Cell CUSTOM24G2, 603816M1) 5 minuutin ajan.

Leimaamatonta vasta-ainetta ei pesty pois ennen konjugoitujen vasta-aineiden lisddmista.

Fenotyypitystd varten solut vérjéttiin neljill eri vasta-aineella (taulukko 3) ja lajittelevaa
virtaussytometriaa varten viidelld eri vasta-aineella (taulukko 4). Solut véarjittiin vasta-
aineilla 20-30 minuutin ajan ja sitoutumaton vasta-aine pestiin pois kahdesti EPICS I-
liuoksella. Virjatyt solut resuspensoitiin EPICS I-liuokseen, tai jos virtaussytometriaa ei
tehty samana paivéna, solut fiksoitiin FACS fix —liuokseen (liite 1) ja sdilottiin + 4 °C:ssa
valolta suojaatuna. Kontrollisolut kisiteltiin kuten edelld, mutta niitd ei véarjatty
antigeenispesifisilld vasta-aineilla. Virtaussytometriset néytteet analysoitiin BD LSR
Fortessa -virtaussytometrilla ja data késiteltiin FlowJo -ohjelmalla (versio 10.7.2).
Tilastolliset analyysit tehtiin Prism — GraphPad -ohjelmalla ja kaksisuuntaisella

varianssianalyysilld (ANOVA).

Ennen lajittelevaa virtaussytometriaa FACS-putket ja solujen kerdysputket pinnoitettiin
tunnin ajan vasikan sikion seerumilla (FCS) huoneenldimmdssd. Pinnoite estdd soluja
tarttumasta putkien seindmiin. Ennen lajittelevaa virtaussytometriaa solususpensio
suodatettiin filtterikorkin lépi uusiin FACS-putkiin ja solususpensio laimennettiin
puskuriliuoksella (liite 1). Solususpensiosta lajiteltiin ja keréttiin talteen LYVE-1" seké
LYVE-1" CD31" sinusoidaaliset endoteelisolut Sony SH800 -lajittelevalla
virtaussytometrilld.  Solut keréttiin RNAlater RNA Stabilization Reagent -liuokseen
(Qiagen) ja sdilottiin - 20°C:ssa RNA:n eristykseen asti. Saatu data analysoitiin FlowJo -
ohjelmalla (versio 10.7.2).
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Taulukko 3. Virtaussytometriassa kiytetyt konjugoidut vasta-aineet.

Antigeeni [Fluorokrom| Isintielidin | Valmistaja ja | Erinumero [Laimennossuhde
i tuotenumero
CD45 PerCP- Rotta BD 0300800 1:200
Cy5.5 Pharmingen,
550994/561869
LYVE-1 PE Rotta  |R&D Systems, [ACFE0115031 1:400
FAB2125P
CD31 APC Rotta BioLegend, B312609 1:200
102510
MECA-32 A488 Rotta BioLegend, B277044 1:200
120506

Taulukko 4. Lajittelevassa virtaussytometriassa kiytetyt konjugoidut vasta-aineet.

Antigeeni |[Fluorokromi|lsintieliin| Valmistaja ja | Erdnumero [Laimennossuhde
tuotenumero
CDl11b BB515 Rotta BD 5337583 1:200
Pharmingen,
564454
CD3 FITC Rotta BioLegend, B321980 1:200
100203
CD45 A488 Rotta BioLegend, B285085 1:200
103122
LYVE-1 PE Rotta |R&D Systems, [ACFE0115031 1:400
FAB2125P
CD31 APC Rotta BioLegend, B312609 1:200
102510

2.3.3 RNA:n eristys ja cDNA-synteesi

RNA eristettiin lajitelluista sinusoidaalisista endoteelisoluista RNeasy Plus Micro Kitilld

(Qiagen) valmistajan ohjeen mukaisesti. Eristetyn RNA:n pitoisuus maédritettiin

NanoDrop-laitteella ja saatu RNA kéddnnettiin cDNA:ksi SensiFAST cDNA Synthesis

Kitilla (Meridian Bioscience) valmistajan ohjeen mukaisesti. Saatu ¢cDNA ldhetettiin

yksisolusekvensointiin

kartoittamiseksi.

(Single

Cell

Omics,
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3. TULOKSET

3.1 Alkion maksan immunofluoresenssivirjiys

Whole mount -virjiysten tarkoituksena oli osoittaa mikroskooppisesti sinusoidaalisten
endoteelisolujen sekd Plvap-proteiinin sijainti alkion maksassa eri iképisteissd. Ikdsarjan
avulla havainnoitiin myds sinusoidien kehitysté alkionkehityksen aikana. Whole mount -
vérjdys on vaativa sekd aikaa vievd menetelmid ja protokolla vaatii usein pitkddkin
optimointia, jotta saadaan luotettavia tuloksia. Téssd tyOssd optimoitiin kudoksen
kisittely ja virjdysprotokolla toimiviksi ja valikoitiin vasta-aineet, jotka sitoutuvat
spesifisesti tutkittaviin alkion maksan sinusoidaalisiin endoteelisoluihin. Ndiden vasta-
aineiden avulla pystyttiin myohemmin eristimain halutut solut muista maksan soluista.
Tiettyjen vasta-aineiden oli todettu toimivan aiemmin tehdyissd alkion maksan

jadleikevéarjdyksissd, mutta whole mount -virjiyksissi niité ei ollut testattu.

3.1.1 Whole mount -virjiysten optimointi

Maksakudos sisdltdd paljon verta, joka autofluoresoi ja siten hiiritsee kuvaamista
mikroskoopilla. Veren poistamiseksi kudoksia inkuboitiin tunnin ajan hepariini-PBS-
liuoksessa (1:30) (hepariini LEO 100 IU/ml) tasoravistelijassa +4°C:ssa. Kasittely ei
kuitenkaan ollut riittdvi, joten lopulta paddyttiin kdyttimaan vahvempaa hepariini-PBS-

livosta (1:20) ja korkeampaa inkubaatioldmpdétilaa (huoneenldmpd, 1 h).

Hepariinikasittelyn jilkeen kudokset fiksoitiin PFA:lla (paraformaldehydi). Fiksaation
tarkoituksena on estdd solujen autolyysi eli pysdyttdd entsyymitoiminta ja estda
bakteerikasvua sekd pitdd kudos mahdollisimman alkuperdisessé muodossa ilman
rakenteiden muuttumista tai hdvidmistd. Yleensd whole mount- virjdyksiin kiytettdvat
kudokset fiksoidaan 4 % PFA:lla ja alhaisen pitoisuuden vuoksi fiksausajat ovat usein
pitkid. Tassd tyossd kudokset pédddyttiin fiksaamaan 2 % PFA:lla tutkimusryhmén
aikaisempien havaintojen perusteella. Fiksaatioaikaa optimoitiin niin, ettd solujen
antigeeneind toimivat reseptorit pysyvét alkuperdisessd muodossa, jolloin vasta-aineet
tunnistavat ne. Lopulta maksoja péaddyttiin fiksoimaan 20 minuutin ajan jiilld. Whole
mount -virjiyksissd voidaan kdyttdd kokonaista elintd tai alkiota, mutta tdssd tyOssa
maksa valettiin agaroosiin ja maksasta leikattiin vérjdyksiin vibratomilla 500 pm:n

paksuisia leikkeita.
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Maksakudoksen kasittelyprosessin optimoinnin lisdksi myds vasta-aineiden pitoisuudet
ja sopivat sekundaarivasta-aineet testattiin. Anti-LYVE-1 primaarivasta-ainetta
(ReliaTech) oli testattu jo aiemmin tutkimusryhmaéssé laimennossuhteella 1:50 ja timén
oli havaittu toimivan varjayksissd hyvin. Sekundaarivasta-aineina testattiin Alexa Fluor
DyLight405-, A488 -ja A647-leimattuja vasta-aineita. A488 vasta-aineella signaalia ei
saatu ollenkaan (tulosta ei esitetty). DyLight405 vasta-aineella signaali oli heikko (kuva
8). Paras signaali havaittiin A647 sekundaarivasta-aineella (kuva 8), joten sitd kdytettiin

kaikissa varjdyksissd (1:500 laimennos).

Kuva 8. Anti-LYVE-1 primaarivasta-aineelle sopivan sekundaarivasta-aineen

testaus. DyLight405 sekundaarivasta-aineella signaali oli heikko. Paras tulos saatiin
A647 vasta-aineella, joten sitd kéytettiin kaikissa vérjdyksissd. Mittajana 100 pm.

Anti-CD31  primaarivasta-ainetta (BD  Pharmingen) oli testattu aiemmin
laimennossuhteella 1:100 ja tdméin oli havaittu toimivan vérjdyksissd hyvin.
Sekundaarivasta-aineina testattiin Alexa Fluor A488, A546 ja A647 -leimattuja vasta-
aineita. A546 sekundaarivasta-aineella signaali oli heikko ja vasta-ainetta sitoutui
epéspesifisesti (kuva 9). A488 sekundaarivasta-aine toimi hyvin, mutta A647 vasta-
aineella saatiin vahvempi signaali (kuva 9), joten se wvalittiin vérjdyksiin (1:500

laimennos).
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CD31 + A488 CD31 + A546 CD31 + A647

Kuva 9. Anti-CD31 primaarivasta-aineelle sopivan sekundaarivasta-aineen testaus.
A546 vasta-aineella sitoutumista tapahtui epéspesifisesti, mikd aiheutti taustan
varjaytymistd. A647 vasta-aineella signaali oli hieman vahvempi kuin A488 vasta-
aineella, joten se valittiin virjdyksiin. Mittajana 100 pm.

Whole mount -virjdysten haasteena on usein ndytteen taustan varjdytyminen, mika voi
johtua esimerkiksi vasta-aineiden epédspesifisestd sitoutumisesta, kudoksen késittelystd,
leikkeiden kuivumisesta tai liilan paksuista leikkeistd. Aluksi Plvap-proteiini
havainnoitiin kudoksesta MECA-32 vasta-aineella niin sanotulla suoralla menetelmailla.
Suoran menetelmidn etuna on nopeus ja useamman vasta-aineen kéyttdminen
samanaikaisesti ilman riskid ristiin reagoinnista. Suoraa menetelméd testattiin
konjugoidulla MECA-32 vasta-aineella usealla eri konsentraatioilla ja taustan
varjdytymistd ehkiistiin rotan isotyyppikontrollilla, mutta saatu signaali oli hyvin heikko
(tulosta ei esitetty), joten virjdyksid jatkettiin epdsuoralla menetelmalla.
Isotyyppikontrolli on primaarinen vasta-aine, jolla ei ole spesifisyyttéd kohteelle, joten sitd
voidaan kidyttdd negatiivisena kontrollina epidspesifisen taustasignaalin erottamisesta
spesifisestd ~ vasta-ainesignaalista. =~ MECA-32  primaarivasta-ainetta  testattiin
konsentraatioilla 2,5 pg/ml, 5 pg/ml ja 10 pg/ml, kunnes saatiin tarpeeksi vahva signaali
(kuva 10). Virayksiin kéytettiin 10 pg/ml (1:300) konsentraatiota. MECA-32
primaarivasta-aineelle  testattiin  Alexa Fluor A488- ja  A647-konjugoituja
sekundaarivasta-aineita, joista A647 vasta-aineesta ei saatu signaalia (tulosta ei esitetty),

joten vérjdyksiin valittiin A488
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Kuva 10. MECA-32 vasta-aineen testaus. MECA-32 primaarivasta-ainetta testattiin
konsentraatioilla 2,5 pg/ml, 5 pg/mlja 10 pg/ml, kunnes saatiin sopiva signaali. Mittajana
100 pm.

Vasta-ainevérjdyksien jdlkeen whole mount -maksaleikkeet kirkastettiin ennen
kuvaamista. Kirkastamisen tavoitteena on saada kudos ldpindkyvéksi, mikd estdd
ndkyvin aallonpituuden valon tunkeutumista kudokseen hdiriten mikroskopointia,
minimoi valonsirontaa ja absorptiota. Maksassa oleva veri aiheuttaa haasteita kudoksen
kirkastamiseen. Kirkastavan BABB-kirkastusliuoksen vaikutusaika sekd se, kuinka
monta kertaa liuos vaihdettiin tuoreeseen, optimoitiin tarkasti. Kudokset saatiin
lapindkyviksi, mutta ne jaivit aina hieman kellertiviksi, mika ei kuitenkaan merkittavésti

haitannut kuvaamista. Optimoitu whole mount -varjdysprotokolla on esitetty kuvassa 11.
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Kudoksen eristys

|

Hepariinikdsittely
Hepariini (LEQ 100 1U/ml} 1:20
1 tunti huoneenldmmissd tasoravistelijassa

'

Kudoksen fiksointi
2% PFA 20 min +4 °C

‘

Kudoksen wvalaminen agaroosiin ja leikkaaminen
vibratomilla 500 pm:n paksuisiksi leikkeiksi

|

Epéspesifisten sitoutumiskohtien peittdminen
1% NGS5 +0,5% FC5 + 1% B5A + 0,4 % Triton
3 tuntia + 4 °C tasoravistelijassa

:

Primaarivasta-aine
Anti-LYVE-1 1:50
Anti-CD31 1:100
MECA-32 1:300
Yon yli + 4 °C tasoravistelijassa

.

Primaarivasta-aineen pesu
3 x1-2 tuntia + 4 "C tasoravistelijassa

}

Sekundaarivasta-aine
Alexa Fluor A488 1:500

Alexa Fluor AG47 1:500
Yon yli +4 °C tasoravistelijassa

{

Sekundaarivasta-aineen pesu
3 x 1-2 tuntia + 4 °C tasoravistelijassa

$

Triton-pesu
3 x 20 min 0,4 % Triton + 4 °C tasoravistelijassa

|

Veden poisto kudoksesta
50 % MeOH 20 min +4 °C
100 % MeOH 2 x 10 min +4 °C

¢

Kudoksen kirkastaminen
50 % BABB 2 x 15-30 min
100 % BABB 3 x 15-30 min

b

Kuvantaminen

Pdiva 1

Paiva 2

Pdiva 3

Pdiva 4

Patva ‘ Spinning disk konfokaalimikroskooppi

Kuva 11. Alkion maksan whole mount -virjiysten protokolla. Maksan
sinusoidaalisten endoteelisolujen immunofluoresenssivirjiyksiin whole mount -
tekniikalla optimoitiin  kudoksen késittely, vasta-ainevérjdys sekd kudoksen
kirkastaminen kuvantamista varten.
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3.1.2 LYVE-1:n ilmentyminen

Alkioikdisten (E12,5; E15,5; E17,5) ja vastasyntyneiden (PO) hiirten alkion
maksaleikkeet  vidrjdttiin - sinusoidaalisten  endoteelisolujen  pinta-antigeeneihin
sitoutuvalla monoklonaalisella anti-LYVE-1 primaarivasta-aineella. Kuvasta 12
havaitaan, etti LYVE-1" endoteelisolut muodostavat selkein sinusoidien verkoston
jokaisessa iképisteessd ja verkosto kehittyy sikionkehityksen aikana laajemmaksi ja
haaroittuneemmaksi. Vérjayksen perusteella ndyttdd siltd, ettdi LYVE-1 ei ilmenny ei-
sinusoidaalisissa eikd ei-vaskulaarisissa solutyypeissd missddn kehitysvaiheessa.
Tulokset viittaavat siithen, ettd LYVE-l-vasta-aine sitoutuu spesifisesti sinusoideja
vuoraaviin endoteelisoluihin, joten sitd voidaan kéyttdd erottelemaan sinusoidaaliset

endoteelisolut muista maksan soluista.

E12.5 E15,5 E17,5

LA
e A

Kuva 12. Anti-LYVE-1 vasta-aine virjaid spesifisesti kehittyvin maksan
sinusoidaaliset endoteelisolut. LYVE-1 ilmentyy maksan sinusoidaalisissa
endoteelisoluissa, jotka muodostavat sinusoidiverkoston. Muissa kuin sinusoidaalisissa
endoteelisoluissa ei havaita LYVE-1:n ilmentymistd. Mittajana 100 pm, suurennoksissa
20 pm.

3.1.3 CD31:n ilmentyminen

Alkioikdisten (E12,5; EI15,5; E17,5) ja vastasyntyneiden (PO) hiirten alkion
maksaleikkeet vérjéttiin verisuonten endoteelisolujen pinta-antigeeneihin sitoutuvalla
anti-CD31-vasta-aineella ja sinusoidaalisten endoteelisolujen pinta-antigeeneihin

sitoutuvalla monoklonaalisella anti-LYVE-1 primaarivasta-aineella. Kuvasta 13
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ndhdddn, ettd CD31 ilmentyy sinusoidaalisissa endoteelisoluissa sekd maksan
suuremmissa verisuonissa eli porttilaskimon tai keskuslaskimon endoteelisoluissa.
CD31:n ei havaita sitoutuvan ei-vaskulaarisiin soluihin. Kuvan 13 LY VE-1-virjiys tukee
edelld havaittua tulosta siitd, ettei LYVE-1 ilmenny muissa maksan soluissa kuin
sinusoidaalissa endoteelisoluissa. Vérjdystulokset osoittavat selkedsti, ettd CD31-vasta-
ainetta voidaan kayttdd erottelemaan maksan endoteelisolut muista maksan soluista ja

yhdessd LY VE-1-vasta-aineen avulla voidaan erotella sinusoidaaliset endoteelisolut.

CD31 | LYVE-1 | Yhdistett

Kuva 13. Anti-CD31 vasta-aine virjai kaikki maksan vaskulaariset endoteelisolut.
CD31 (sininen) ilmentyy sinusoidaalisissa endoteelisoluissa ja porttilaskimon seki
keskuslaskimon endoteelisoluissa. LYVE-1 (violetti) ilmentyy vain sinusoidaalisissa
endoteelisoluissa. Mittajana 100 um, suurennoksessa 20 pm.

3.1.4 Plvap:n ilmentyminen

Plvap-proteiinin esiintymisen havaitsemiseksi maksan soluissa alkioikdisten (E12,5;
E15,5; E17,5) ja vastasyntyneiden (PO) hiirten alkion maksaleikkeet virjéttiin Plvap-
proteiinin  sitoutuvalla monoklonaalisella anti-Plvap MECA-32-vasta-aineella ja
sinusoidaalisten endoteelisolujen pinta-antigeeneihin sitoutuvalla monoklonaalisella anti-
LYVE-1 primaarivasta-aineella. Kuten kuvasta 14 havaitaan, Plvap paikantuu
pistemdisend LYVE-1" endoteelisoluihin kaikissa ikédpisteissd. Kuvasta 14 havaitaan

lisdksi, ettd kaikissa sinusoidaalisissa endoteelisoluissa ei ilmennetd Plvap-proteiinia.
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Kuva 14. Plvap-proteiinia ilmentyy sinusoidaalisissa endoteelisoluissa kaikissa
ikipisteissi. Plvap eli MECA32 (vihred) ilmentyy maksan rakenteessa pistemdisend.
LYVE-1 (violetti) ilmentyy maksan sinusoidaalisissa endoteelisoluissa, jotka
muodostavat sinusoidien verkoston. Yhdistetyissd kuvissa ja suurennoksissa ndhdéién,
ettd osa soluista on pelkistdan LYVE-1" ja Plvap-proteiinia esiintyy LYVE-1:td
ilmentdvissd soluissa. Nuolilla merkattuna esimerkkeja LYVE-1" soluista ja tihdilld

merkattuna esimerkkeja LYVE-1" MECA32" soluista. Mittajana 100 pm, suurennoksissa
20 pm.

3.2 Alkion maksan sinusoidaalisten endoteelisolujen fenotyypitys

3.2.1 Maksakudoksen Kisittelyn optimointi virtaussytometriaan

Solujen eristys maksasta optimoitiin ennen varsinaisten virtaussytometristen analyysien
aloittamista. Sinusoidaalisia endoteelisoluja on maksan soluista vain pieni osa, joten niita
on haastavaa tutkia ja eristéé erityisesti kehittyvisté alkiosta, jonka maksa on hyvin pieni
aikuisen maksaan verrattuna. Virtaussytometriaa varten tutkittava kudos pitdd hajottaa
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solususpensioksi. Maksakudos hajotettiin suspensioksi mekaanisesti ja entsymaattisesti
tutkimusryhméin kayttdman protokollan mukaan. Solususpensiosta yritettiin ensin
erotella erikseen parenkymaaliset ja ei-parenkymaaliset solut, jonka jélkeen oli tarkoitus
erotella Percoll-gradienttisentrifugaatiolla sinusoidaaliset endoteelisolut ja Kuppferin
solut soludebriksestd, kuolleista soluista, punasoluista ja eldvistd hepatosyyteistd. Tama
menetelma ei kuitenkaan toiminut odotetusti. Seuraavaksi kokeiltiin parenkyymaalisten
ja ei-parenkymaalisten solujen erottelua sentrifugaatiolla. Solususpensio sentrifugoitiin
ja supernatantti poistettiin, kunnes jiljelle jdi vain ei-parenkymaalisten solujen pelletti.
Tamaikdidn menetelma ei toiminut odotetusti ja lopulta vasta-ainevarjdykseen paadyttiin
kayttimadn maksasoluja, jotka oli saatu mekaanisen ja entsymaattisen hajotuksen ja
suodattamisen jilkeen. Talld metodilla eristetyt solut pysyivét parhaiten hengissd ja
sinusoidaalisia endoteelisoluja menetettiin mahdollisimman vahén. Tavoitteena oli, ettei
kisittely vaikuttanut solujen ilmiasuun eli reseptorit pysyivit alkuperdisessd muodossa.

Optimoitu késittely- ja virjaysprotokolla virtaussytometriaan on esitetty kuvassa 15.
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Kudoksen kerd&minen

|

Kudoksen mekaaninen hajotus

|

Kudoksen entsymaattinen hajotus
Kollagenaasi D 1 mg/ml

DNAasi 50 pg/ml
1 tunti +37 °C tasoravistelijassa

|

Solususpension suodatus
77 pm silkkikangas

|

Solujen pesu
RPMI-1640 + 5 mM EDTA

|

Kuolleiden solujen varjays
Fixable Viability Dye eFluor 780 1:1000
30 min +4 °C

|

Solujen pesu
RPMI-1640 +5 mM EDTA

|

Fc-reseptorien peittdminen
CD16/32 1:100
5min +4 °C

}

Vasta-ainevérjdys
CD45 1:200
LYVE-1 1:400
CD31 1:200
MECA-32 1:200 / CD11b 1:200, CD3 1:200
30 min +4 °C

|

Solujen pesu
RPMI-1640 +5 mM EDTA

|

Solujen fiksointi
EPICS FIX

|

Virtaussytometria

Kuva 15. Solujen kisittelyprotokolla virtaussytometrisiin analyyseihin. Hiiren alkion
kudoksen késittely optimoitiin maksan sinusoidaalisten endoteelisolujen eristystd ja
fenotyypitystd varten. Kudos hajotettiin ensin solususpensioksi ja solut vérjittiin vasta-
aineilla ennen virtaussytometriaa.

3.2.3 Virtaussytometrisen analyysiprosessin malli

Virtaussytometrian tulokset analysoitiin FlowJo-ohjelmalla rajaamalla solut valon
sironnan ja vasta-aineiden fluoresesenssin perusteella (kuva 16 A). Valon sivu- ja
suorasironnan avulla eroteltiin ensin soludebris eli kuolleet solut eldvistd koon ja
granulaisuuden mukaan (kuva 16 a). Sivusironnan avulla eroteltiin myos yksittdiset solut

toisiinsa takertuneista soluista (kuva 16 b). Elédvét solut rajattiin kuolleista Fixable
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Viability Dye eFluor 780 vériaineen avulla, joka kulkeutuu kuolleisiin soluihin (kuva 16
). Seuraavaksi rajattiin  LYVE-1" CD31" positiiviset solut eli sinusoidaaliset
endoteelisolut muista maksan soluista (kuva 16 d). Téstd populaatiosta tarkasteltiin
erikseen MECA-32" soluja eli Plvap-proteiinia ilmentivid soluja ja MECA-32" soluja
(kuva 16 e). Kuvassa 13 B on esitetty esimerkkikuvat sinusodaalisten endoteelisolujen

populaatiosta eri ikdpisteissa.
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Kuva 16. Solupopulaatiot rajattiin FlowJo-ohjelmalla analyysimallin mukaisesti.
(A) Soluista rajattiin pois soludebris (a), toisiinsa takertuneet solut (b) ja eldvét solut (c).
Jéljelle jaéneestd populaatiosta tarkasteltavaksi rajattiin LYVE-1" CD31" solut(d), jotka
jaettiin erikseen MECA-32" solut ja MECA-32" solupopulaatioihin (e). (B)
Esimerkkikuvat eri ikédpisteiden LYVE-1" CD31" solupopulaatioiden rajauksesta.

3.2.4 LYVE-1" ja CD31" solujen osuus

Endoteelisolumarkkereeiden LYVE-1 ja CD31 avulla maédiritettiin sinusoidaalisten

endoteelisolujen médrd maksassa ja muuttuiko niiden suhteellinen osuus

alkionkehityksen aikana. Kuvasta 17 havaitaan, etti LYVE-1" ja CD31" solujen osuus
kaikista eristetyistd maksan soluista vaihteli 0,5-1,3 % alkionkehityksen aikana.
Kyseessd on siis hyvin pieni, maksassa esiintyvd solupopulaatio. LYVE-1" ja CD31"
solujen osuus kasvoi alkiopdivdstd 12,5 alkiopdivddn 15,5 ja védheni merkittdvasti

alkiopdivéastd E15,5 syntyméaén (PO).
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Kuva 17. Sinusoidaalisten endoteelisolujen osuus maksan soluista vaihteli
alkionkehityksen aikana. LYVE-1" CD31" solujen eli sinusoidaalisten endoteelisolujen
osuus prosentteina eri iképisteissd kaikista maksan soluista. LYVE-1" CD31" soluja on
keskimédrin alle 1 % maksan soluista. n=20 (E12,5), n=12 (E15,5), n=21 (E17.5), n=11
(PO). Tilastollista merkittivyyttd mitattiin kaksisuuntaisella varianssianalyysilla
(ANOVA). *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001.

3.2.5 Plvap:n ilmentyminen LYVE-1* CD31" soluissa

Virtaussytometrialla selvitettiin lisiksi MECA-32" ja MECA-32" eli solujen méirit
Plvap-proteiinia ilmentdvien hiirten alkion sinusoidaalisista endoteelisoluista.
Tarkoituksena oli selvittdd kuinka suuri osa sinusoidaalisista endoteelisoluista ilmentida
Plvap-proteiinia (MECA-32") ja kuinka suuri osa ei (MECA-32") ja muuttuuko ndiden
solujen keskindinen osuus alkionkehityksen aikana. Lisdksi selvitettiin kuinka paljon
MECA-32" ja MECA-32" soluja esiintyy alkion maksassa eri iképisteissd. Kuvassa 18 A

on esitetty esimerkkikuvat ndiden populaatioiden rajaamisesta eri iképisteissa.

Kuvasta 18 B nihdiin, ettdi MECA-32" solujen osuus sinusoidaalisista endoteelisoluista
(LYVE-1" CD31") pysyy melko tasaisena alkiopdivdstdi 12,5 syntyméin asti.
Keskimairin 38-50 % sinusoidaalisista endoteelisoluista ilmentdd Plvap-proteiinia
alkionkehityksen aikana. Alkiopdivien 12,5 ja 17,5 vélilli MECA-32" solujen osuus
sinusoidaalisista endoteelisoluista laskee hieman. Kuvasta 18 C havaitaan, ettd MECA-
32" solujen maéré kaikista maksan soluista vaihtelee kuitenkin eri ikdpisteiden valilla.
Alkiopdivéstd E12,5 alkaen MECA-32" solujen médrd kasvaa merkittavisti alkiopdiviin
E15,5 ja E17,5 verrattuna. MECA-32" soluja on kuitenkin merkittivdsti vihemmain

vastasyntyneen (P0) maksassa kuin E15,5 ikéisen alkion maksassa.
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Kuvasta 18 D ndhdéén, ettd vastaavasti MECA-32" solujen osuus sinusoidaalisista
endoteelisoluista pysyy melko tasaisena alkiopdivéstid 12,5 syntymién asti (LYVE-1"
CD31%). Alkiopdivien 12,5 ja 17,5 vililli MECA-32" solujen osuus sinusoidaalisista
endoteelisoluista laskee hieman. Kuvasta 18 E havaitaan, etti MECA-32" solujen mééra
alkion ja vastasyntyneen (P0) maksassa vaihtelee kuitenkin eri iképisteiden valilla.
MECA-32" solujen méérd kasvaa merkittavésti alkionkehityksen aikana alkiopdivdin

17,5 asti, kunnes niiden mééra laskee vastasyntyneelld (P0).
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Kuva 18. Virtaussytometrinen analyysi hiiren alkion ja vastasyntyneen maksan
sinusoidaalisista endoteelisoluista. (A) Esimerkkikuvat eri ikdpisteiden LYVE-1"
MECA-32" ja LYVE-1" MECA-32" solujen rajauksesta. (B) MECA-32" solujen osuus
(%) LYVE-1" CD31" sinusoidaalisista endoteelisoluista eri ikdpisteissd. (C) MECA-32"
solujen méédra keskimddrin yhdessd alkion maksassa eri iképisteissd. (D) MECA-32-
solujen osuus (%) LYVE-1" CD31" sinusoidaalisista endoteelisoluista eri ikdpisteissa.
(E) MECA-32" solujen mééra keskiméérin yhdessé alkion maksassa eri ikdpisteissd. n=20
(E12,5), n=12 (E15,5), n=21 (E17,5), n=11 (P0). Tilastollista merkittivyyttd mitattiin
kaksisuuntaisella varianssianalyysilli (ANOVA). *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001;
*H%xp<0,0001.
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3.3 Sinusoidaalisten endoteelisolujen keriiminen

Virtaussytometristen analyysien jidlkeen tarkoituksena oli eristdd sinusoidaaliset
endoteelisolut  lajittelevalla  virtaussytometrilla  yksisolusekvensointia  varten.
Virtaussytometrialla selvisi, ettd sinusoidaalisia endoteelisoluja on keskiméirin alle 1 %
kaikista maksan soluista koko alkionkehityksen ajan, joten kyseessd on hyvin pieni
solupopulaatio. Lajittelevalla virtaussytometrialla selvitettiin, pystytddnké maksasta
eristimain tarpeeksi soluja yksisolusekvensointiin. Maksa hajotettiin solususpensioksi ja
solut varjéttiin samalla tavalla kuten fenotyyppianalyyseissd. Whole mount -virjayksilla
ja virtaussytometrialla oli jo aiemmin varmistettu, ettd kdytettdvilla vasta-aineilla saadaan

luotettavasti eroteltua sinusoidaaliset endoteelisolut muista maksan soluista.

3.3.1 Lajittelevan virtaussytometrian analyysimalli

Solupopulaatiot rajattiin Flow Jo -ohjelmalla kuvan 19 C analyysimallin mukaisesti.
Valon sivu- ja suorasironnan avulla eroteltiin ensin soludebris eli kuolleet solut elavisti
koon ja granulaisuuden mukaan (kuva 19 a). Sivusironnan avulla eroteltiin myos
yksittdiset solut toisiinsa takertuneista soluista (kuva 19 b). Elédvit solut rajattiin
kuolleista vidrin avulla, joka kulkeutuu kuolleisiin soluihin (kuva 19 c). Seuraavaksi
linjamarkkeereilla (engl. lineage markers, LIN) rajattiin pois T-lymfosyytit (CD3),
hematopoieettiset solut (CD45) ja leukosyytit (CD11b). Jéljelle jddneestd
solupopulaatiosta rajattiin lajiteltaviksi LY VE-17 yksittéispositiiviset ja LYVE-1"CD31"
tuplapositiiviset  solut.  Solupopulaatioiden rajaus on esitetty yli jddneistd
lajittelemattomista solususpensioista, joista tehtiin virtaussytometriset analyysit ja
analysoitiin FlowJo-ohjelmalla. Kuvassa 19 B on esitetty lajiteltu ja talteen keritty
solupopulaatio eri iképisteissd. Kuvassa 19 C on esitetty esimerkkikuva lajittelun
hetkelld. Lajittelevalla virtaussytometrilla populaatiot rajattiin  edelld esitetyn

analyysimallin mukaisesti, mutta eri laitteesta johtuen ndkyma on erilainen.
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Kuva 19. Hiiren alkion sinusoidaalisten endoteelisolujen lajittelu
virtaussytometrilla. (A) Solupopulaatiot rajattiin FlowJo-ohjelmalla analyysimallin
mukaisesti. Soluista rajattiin soludebris (a), toisiinsa takertuneet solut (b), eldvit solut (¢)
ja lopuksi tuplapositiiviset LYVE-1" CD317 ja yksittiispositiiviset LYVE-1" solut. B)
esimerkkikuvat lajitellusta ja talteen kerdtystdi LYVE-1" CD31" sinusoidaalisten
endoteelisolujen populaatiosta eri iképisteissd. (C) Esimerkkikuva Sony SH800
solulajittelu -laitteen populaatioiden rajauksesta solujen kerddmisen aikana.

3.3.2 RNA:n eristys ja cDNA-synteesi

Lajittelevalla virtaussytometrilla lajiteltiin ja keréttiin talteen LYVE-1"CD31"ja LYVE-
1" solut koko maksan solususpensiosta. Lajitteluun keréttiin aina yhden pentueen kaikki
maksat, joiden solususpensiot sekoitettiin keskendin. Solujen kerddminen oli hidasta eika

jokaisessa ikdpisteessd koko soluméérdd pystytty lajittelemaan. Kuvasta 20 ndhddan,
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kuinka paljon soluja saatiin kerdttyd eri ikdpisteissd. E12,5 ikdisten alkioiden
kymmenestd maksasta saatiin kerdttyd yhteensd 3007 solua. E15,5 ikiisistd alkioista
kerittiin arviolta viiden maksan verran sinusoidaalisia endoteelisoluja eli 5048 solua ja
E17,5 ikéisistd alkioista arviolta yhden maksan verran eli 4599 solua. Kerétyisti soluista
eristettiin RNA ja pitoisuus méadritettiin NanoDrop-spektrofotometrilla. RNA:n pitoisuus
vaihteli ndytteissd 10-32 ng/ul eli yhteensd 20 ul:n ndytteissd oli RNA:ta 200-640 ng.
RNA:n puhtautta mittaavaa absorbanssisuhde 260/280 wvaihteli 1,4-3,0 ja
absorbanssisuhde 260/230 0,05-0,3. RNA kéddnnettiin c¢DNA:ksi ja ldhetettiin

yksisolusekvensoitavaksi.
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Kuva 20. Talteen Kkeriittyjen LYVE-1" yksittiispositiivisten ja LYVE-1* CD31"
tuplapositiivisten solujen méirid eri ikiipisteissia. Lajittelevalla virtaussytometrilld

lajiteltiin ja kerdttiin talteen Alkion maksan heterogeenisesta solususpensiosta
sinusoidaaliset endoteelisolut (LYVE-1"CD31°, LYVE-1" CD31%).
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4. POHDINTA

4.1 Plvap séaiitelee alkiokautisten monosyyttien kulkua maksan endoteelin lipi

Kudoskohtaisten makrofagien kehityksessé keskeisessa tehtdvéssi on alkion maksa, jossa
monosyyttejd alkaa muodostua alkion hematopoieesissa alkiopdivdstd 12,5 ldhtien
(Hoeffel ym. 2015) . Maksasta monosyytit siirtyvét verenkierron mukana elimiston
muihin kudoksiin, joissa ne erilaistuvat makrofageiksi ja muodostavat kudoskohtaisia
populaatioita (Gomez Perdiguero ym. 2015, Hoeffel ym. 2015, Naito ym. 1990).
Rantakarin ryhmé on tutkinut kudoskohtaisten makrofagien alkuperii ja osoittanut, etti
alkion maksan endoteeli séddtelee alkioaikaisten monosyyttien kulkua kudoksiin
sinusoidaalisten endoteelisolujen aukkojen, fenestrojen, kautta, joita peittdd Plvap-

proteiinikalvo (Rantakari ym. 2016).

On osoitettu, ettd Plvap-puutteisilla hiirilld fenestrat jddvdt avoimiksi, jolloin
alkiokautisten monosyyttien soluliikenne héiriintyy (Rantakari ym. 2016). Plvap-
puutteisilla hiirilld havaittiin esiintyvdn merkittivasti vdhemméan alkion maksan
monosyyteistd perdisin olevia kudoskohtaisia makrofageja useissa kudoksissa, kuten
pernassa,  keuhkoissa, imusolmukkeissa, vatsaontelossa ja  paksusuolessa.
Ruskuaispussista ja luuytimestd perdisin olevat kudoskohtaiset makrofagit esiintyivét
kuitenkin normaalisti. Kaveoli-puutteisilla hiirilld makrofagien vihentymista ei havaittu,
eikd puutos vaikuttanut Plvap-proteiinin ilmentymiseen, miké vahvistaa késitystd Plvap-

proteiinin vaikutuksesta monosyyttien liikkenteeseen (Rantakari ym. 2015).

Plvap ohjaa siis alkiokautisten monosyyttien kudosspesifistd kulkua sinusoidaalisten
endoteelisolujen ldpi vuorovaikutuksessa muiden molekyylien kanssa, mutta ndméi
vuorovaikutukset ovat vield tuntemattomia. T&hdn mennessd sinusoidaalisten
endoteelisolujen tutkiminen on keskittynyt sairauksien syntymiseen, silld niiden
toimintahdirididen tiedetdin olevan yhteydessd useisiin maksan sairauksiin (Gracia-
Sancho ym. 2021). Téssi tyossi tarkoituksena oli optimoida menetelmid sinusoidaalisten
endoteelisolujen tutkimiseksi ja havainnoida Plvap-proteiinin ilmenemisté. Selvittimalla
sinusoidaalisten  endoteelisolujen,  Plvap-proteiinin ja  monosyyttien  vilisid
vuorovaikutuksia pédédstddn ldhemmads kudoskohtaisten makrofagien alkuperdn ja

toiminnan ymmartamistd. (Rantakari ym. 2016).
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4.1.1 Whole mount -virjiaykset

Immunofluoresenssivdrjdys on keskeinen solubiologinen menetelmd proteiinien
tutkimisessa. Tietyn proteiinin esiintyminen ja sijainnin selvittiminen kudoksessa tarjoaa
tarkedd tietoa sen biologisista toiminnoista. Yksi timén Pro gradu -tutkielman tarkoitus
oli whole mount -vérjdysprotokollan optimointi niin, ettd fluoresoivilla vasta-aineilla
kyetddn osoittamaan maksan sinusoideista endoteelisolujen sekéd Plvap-proteiinin sijainti.
Tavoitteena oli varmistaa, ettd spesifisilld vasta-aineilla vérjdtyt, virtaussytometriassa
analysoitavat ja kerdttdvat solut ovat varmasti sinusoidaalisia endoteelisoluja. Whole
mount —varjayksiin kéytettiin maksoja alkiopdivastd 12,5 syntyméédn (PO) asti, joten
alkion kehityksen aikana tapahtuvia muutoksia maksan sinusoideissa kyettiin hyvin
havainnoimaan. Ensimmdiseksi iképisteeksi valittiin alkiopdivd 12,5, jolloin alkion

monosyytit eivit vield ole lahteneet siirtyméén maksasta kudoksiin.

Whole mount -menetelmén optimointi on oleellista, jotta menetelmélld saavutetaan sen
tavoite eli luotettavien tulosten ja korkealaatuisten mikroskooppikuvien saaminen
alkiorakenteista, mikd mahdollistaa kattavan analyysin alkiokehityksen aikana
tapahtuvista tapahtumista (Sbalzarini 2016). Pasternak ym. (2015) todensivat, ettd
toimivan protokollan avulla koe pystytdén toistamaan luotettavasti ja varmistutaan, etti
kéytettdvdt aineet toimivat halutusti. Téassd pro gradu -tyOssd tavoitteena oli optimoida
maksakudoksen késittely, toimivat vasta-aineet ja konsentraatiot kéytettiville aineille.
Sinusoidaalisten endoteelisolujen markkeerina kaytettiin anti-LYVE-1 vasta-ainetta ja
vaskulaaristen endoteelisolujen markkeerina anti-CD31 vasta-ainetta.
Endoteelisolumarkkeerien lisdksi vérjdyksissd kéytettiin Plvap-proteiiniin sitoutuvaa

anti-Plvap MECA-32 vasta-ainetta.

Sinusoidaaliset endoteelisolut voidaan erottaa muista maksan soluista markkeerien
avulla, silld solut ilmentédvit keskendén erilaisia antigeeneja. LYVE-1 (engl. Lymphatic
Vessel Endothelial Hyaluronan Receptor 1) on hyaluronihappoa sitova tyypin I
solukalvon integraalinen glykoproteiini, joka tunnistettiin ensimmaéisend imusuonten
endoteelista (Banerji ym. 1999). Sitd esiintyy useiden elinten ja alkion verisuonten
endoteelisoluissa (Pandey ym. 2020, Sheng ym. 2015). Maksassa LYVE-1:n on todettu
esiintyvin sinusoidaalisissa endoteelisoluissa sekd alkiolla joissakin maksan
makrofageissa (Carreira ym. 2001, Lim ym. 2018). LYVE-1:n ei ole havaittu esiintyvéin
muissa maksan soluissa, joten sitd voidaan kéyttdd spesifisend sinusoidaalisten

endoteelisolujen markkeerina (Kato ym. 2006). CD31 (engl. Cluster of Differentiation
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31) eli PECAM-1 (engl. Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule) on verisuonten
endoteelisolumarkkeri ja adheesiomolekyyli, joka osallistuu endoteelisolujen vilisten
adheesioiden vilittimiseen (Albelda ym. 1991). Liséksi sitd esiintyy leukosyyteissé ja
alkiolla hematopoieettisissa kantasoluissa (Baumann ym. 2004). Maksassa seka
vaskulaariset ettd lymfaattiset endoteelisolut ilmentdviat CD31:td (DelLeve & Maretti-Mira

2017), joten sitd voidaan kayttdd spesifisend maksan endoteelisolujen markkeerina.

Alkion maksan sinusoidaalisten endoteelisolujen virjdys anti-LY VE-1-vasta-aineella
onnistui hyvin koko ikésarjassa eikd LY VE-1 ilmentynyt muissa maksan soluissa. Tulos
oli odotusten mukainen, silld sinusoidaalisten endoteelisolujen on todettu ilmentdvéin
LYVE-1-reseptoria, eikd sitd ole havaittu esiintyvit muissa maksan soluissa aikuisella
hiirelld (Carreira ym. 2001). Ikdsarjan avulla havaittiin, etti sinusoidit kehittyvit

alkionkehityksen aikana laajemmaksi ja haaroittuneemmaksi verkostoksi.

Vaskulaarisiin endoteelisoluihin sitoutuvana vasta-aineena kéytettiin anti-CD31 vasta-
ainetta. Ajanpuutteen vuoksi kokonaista ikdsarjaa ei kuitenkaan ehditty toteuttaa. 17,5
pdivan ikdisen alkion maksan vaskulaaristen endoteelisolujen vérjdys anti-CD31 vasta-
aineella onnistui hyvin. CD31 ilmentyi sinusoidaalisten endoteelisolujen lisdksi
suurempien  verisuonten endoteelissa eli  kaikissa ~maksan vaskulaarisissa
endoteelisoluissa. CD31:td ilmentyi selkedsti enemmédn suurten suonten endoteelissa.
Tulos on linjassa aiempiin tutkimuksiin, silld CD31:n on todettu ilmentyvdn enemméin
maksan portaalilaskimossa ja maksavaltimossa kuin sinusoidaalisissa endoteelisoluissa

koko alkionkehityksen ajan (Dingle ym. 2018, Sugiyama ym. 2010).

Plvap-proteiinin vérjadminen MECA-32 vasta-aineella oli haastavaa, mutta onnistui
lopulta suoralla menetelmélld. Plvap-proteiinin havaittiin ilmentyvin LYVE-1" soluissa,
mutta kaikissa LY VE-1" sinusoidaalisissa endoteelisoluissa sitd ei esiintynyt. Kuvista ei
analysoitu erikseen LYVE-1:n ja MECA-32:n kolokalisaatiota, mutta Plvap ilmentyi
pisteméisend rakenteena sinusoidien endoteelissa. Tulos eroaa Auvisen ym. (2019)
tutkimuksesta, jossa mikroskooppisissa analyyseissa Plvap:in havaittiin ilmentyvin
kaikissa sinusoidaalissa endoteelisoluissa ennen syntymid sekd syntyméidn jilkeen.
Whole mount -virjayksissd Plvap-proteiinin ei havaittu ilmentyvin muissa maksan
soluissa kuin sinusoidaalisissa endoteelisoluissa, miké tukee aiempia havaintoja Plvap:n

ilmentymisestd (Auvinen ym. 2019).

Plvap-proteiinin ilmentymisestd maksan sinusoidaalisissa endoteelisoluissa eri ikéisilld

hiirilld on saatu ristiriitaisia ja vaihtelevia tuloksia (Herrnberger ym. 2014, Stan 2007,
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Wang ym. 2014). Whole mount virjdyksissd Plvap-proteiinia havaittiin ilmentyvéan koko
alkionkehityksen ajan, miké on linjassa Auvisen ym. (2019) tutkimukseen, jossa Plvap
ilmentyi sinusoidaalisten endoteelisolujen fenestroissa koko alkionkehityksen ajan.
Aiemman kisityksen mukaan Plvap ilmentyy yksinomaan fenestrojen kalvoissa, jotka
havidvéit syntymén jidlkeen (Rantakari ym. 2016). Auvinen ym. (2019) toteuttivat
kuitenkin ikdsarjan alkiopdivastd 12,5 viikkoon 11 asti ja todistivat mikroskooppisilla
sekd mRNA-analyyseilld Plvap-proteiinin ilmentymisen myds syntymin jdlkeen

sinusoidaalisten endoteelisolujen solukalvolla.

Suurimpana haasteena whole mount -vérjayksissa oli tekniikan hitaus ja optimointiin
kuluikin paljon aikaa. Whole mount -virjdys on melko haastava menetelméd, mutta muihin
immunohistokemiallisiin vérjdyksiin verrattuna sen etuna on paksut kudosleikkeet tai
kokonaiset kudokset, jolloin niitd voidaan kuvantaa kolmiulotteisesti. Parafiini- ja
jadleikkeet ovat yleensd 5—40 um:n paksuisia, kun whole mount-virjayksissi kéytettiin
300-500 pm:n paksuisia kudosleikkeitd. Menetelmén kaytto oli perusteltua, silld maksan
sinusoidien morfologiaa haluttiin kuvata kolmiulotteisesti. Suurten ja paksujen kudosten
kisittely vaatii kuitenkin pitkid inkubaatioaikoja, jotta fiksatiivi, blokkauspuskuri, vasta-
aineet ja pesunesteet padsevit kudoksen sisddn. Kahden vasta-aineen vérjayksissd aikaa
kului ldhes viikko, jonka jilkeen ndytteet kuvattiin ja analysoitiin, jolloin saatiin selville
toimivatko vasta-aineet ja kudoksen késittely. Kudosten késittelyd ja vasta-aineiden
pitoisuuksia jouduttiin optimoimaan useaan kertaan, joten véarjdysprotokolla kéytiin ldpi
monesti. Useamman vasta-aineen vérjayksid voisi nopeuttaa suoralla menetelmalld, mutta
haasteena on usein heikompi signaali. Whole mount -vérjdyksissd emme saaneet suoralla
menetelmdlld vérjdyksid onnistumaan nimenomaan signaalin heikkouden takia, joten

kaikki alkion maksan vérjaykset tehtiin lopulta epdsuoralla menetelmélla.

4.1.2 Virtaussytometria ja lajitteleva virtaussytometria

Téssd Pro gradu -tutkimuksessa karakterisoitiin vasta-aineiden avulla hiiren alkion
maksan sinusoidaalisten endoteelisolujen fenotyyppid virtaussytometrialla. Lisdksi
lajittelevalla  virtaussytometrilla lajiteltiin  ja  keréttiin  talteen sinusoidaaliset
endoteelisolut heterogeenisesta solususpensiosta. Kéytettdvien vasta-aineiden toimivuus
todennettiin whole mount -vérjdyksilld ja virtaussytometrialla, jolloin saatiin keréttyd
halutut solut. Virtaussytometria on nykyain yleisesti kiytetty ja nopea menetelma solujen

ominaisuuksien tutkimiseksi, mutta vaatii optimointia luotettavien tulosten saamiseksi.
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Ennen virtaussytometriaa kudos tulee hajottaa yksisolususpensioksi, solut vérjdta
fluoresoivilla vasta-aineilla tietyn paneelin mukaan ja optimoida virtaussytometrilaitteen

asetukset ennen ajoa.

Kun kudos hajotetaan yksisolususpensioksi, on tirkeéa, etti solut pysyvit elinvoimaisina
eikd niiden ilmiasu muutu. TAma on usein haastavaa, joten on tiarkedd optimoida solujen
kasittelyprotokolla sekd virtaussytometriassa kdytettdvit reagenssit ja vasta-aineet hyvin
(Meyer ym. 2016). Téssd Pro gradu -tutkimuksessa maksakudoksen hajotuksen ja
késittelyn optimointi  yksisolususpensioksi oli tdrkedd, silldi sinusoidaalisten
endoteelisolujen midrd on pieni eikd niitd haluttu menettdd. Maksa on yksi elimiston
suurimmista elimistd, mutta esimerkiksi 12,5 péivén ikdiselld alkioilla maksa on hyvin

pieni aikuiseen hiiren verrattuna.

Vasta-ainepaneelit optimoidaan sen mukaan, miti soluja halutaan tutkia. Sinusoidaaliset
endoteelisolut voidaan erotella muista maksan soluista endoteelisolumarkkeerien LY VE-
1 ja CD31 avulla. Solut tuplavérjattiin, silld alkion maksassa esiintyy myos LYVE-1"
makrofageja, joita ei haluttu tutkia (Carreira ym. 2001). Lajittelevaan virtaussytometriaan
solut vérjattiin lisdksi linjamarkkeereilla, jotta paéstiin eroon T-lymfosyyteistd (CD3),
hematopoieettisista soluista (CD45) ja leukosyyteistdi (CD11b). Whole mount -
vérjayksilla todettiin kdytettdvien vasta-aineiden sitoutuvan spesifisesti haluttuihin

soluihin.

Virtaussytometristen analyysien perusteella havaittiin, ettd LYVE-1" CD317 solujen eli
sinusoidaalisten endoteelisolujen osuus maksan soluista vaihteli 0,2—1,2 %, mika tukee
oletusta siitd, ettd kyseessd on hyvin pieni solupopulaatio. Solujen miird on linjassa
alempaan tutkimukseen, jossa virtaussytometristen analyysien mukaan 4+2,6 % alkion
maksan sinusoidaalisista ilmensi endoteelisolumarkkeereita LYVE-1 ja CD31 (Cafiete
ym. 2017). Sinusoidaalisten endoteelisolujen osuudessa oli jonkin verran vaihtelua eri
ikdpisteiden vilillad. Solujen osuus kasvoi ensin alkiopdivéstd 12,5 alkiopédivéddn 15,5 ja
1ahti sitten vihenemdén kohti syntyméa. Tulos on kiinnostava, silld maksan koko ja siten
solumédrd kasvaa, joten sen perusteella sinusoidaalisten endoteelisolujen osuuden olisi
voinut ajatella kasvavan syntymién asti. Taémén tutkimuksen perusteella maksan koon
kasvu kuitenkin lisdd muiden maksan solujen kuin sinusoidaalisten endoteelisolujen
osuutta. Aiempaa tutkimustietoa sinusoidaalisten endoteelisolujen madrdstd eri
alkionkehityksen vaiheissa ei ole, joten tdimén tutkimuksen perusteella ei voida sanoa

onko vaihtelulla biologista merkitysta.
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Virtaussytometristen analyysien mukaan kaikissa iképisteissd keskiméérin noin puolet
sinusoidaalisista endoteelisoluista ilmensi Plvap-proteiinia. Plvap-proteiinia ilmentévien
(MECA-32") solujen osuus LYVE-1" CD31" soluista pysyi melko tasaisena koko alkion
kehityksen ajan alkiopdividstd 12,5 syntymdéan asti. Ainoa merkitsevé ero oli 17,5 ikéiselld
alkiolla, jolla MECA32" solujen osuus LYVE-1" CD31" soluista oli yli 60 %. Vastaavasti
MECA-32" soluja oli joka ikédpisteessd keskimédrin puolet sinusoidaalisista
endoteelisoluista. Merkitsevé ero oli ikdpisteesséd 17,5, jossa MECA32" solujen osuus on
alle 40 %. Aiempaa tutkimustietoa mydskddn Plvap-proteiinin ilmentymisesti
sinusoidaalisissa endoteelisoluissa alkionkehityksen aikana ei ole, joten on tdmén

tutkimuksen perusteella ei voida sanoa millainen biologinen merkitys vaihtelulla on.

Plvap-proteiinia ilmentivien solujen méaérédssi per maksa esiintyi jonkin verran vaihtelua
eri ikdpisteissi. MECA32" solujen méirin kuvaaja noudatti samaa kaavaa kuin LY VE-
1" CD31" solujen kuvaaja, eli ikdpisteessd 12,5 Plvap-proteiinia ilmentivid soluja oli
hyvin védhin ja niiden miird kasvoi 15,5 pédivdian asti, jonka jdlkeen méiérd pieneni
merkitsevisti. MECA32" solujen méérd puolestaan nousi merkitsevisti alkiopéivistd 12,5
alkiopdivddn 17,5 ja mééra pieneni vasta vastasyntyneelld (P0). Tulos vahvistaa Plvap-
proteiinin ilmentymisen nimenomaan maksan sinusoidaalisissa endoteelisoluissa koko
alkionkehityksen ajan. Kaikissa sinusoidaalisissa endoteelisoluissa sitd ei kuitenkaan

esiinny, mika todettiin myds whole mount -virjiyksissa.

Virtaussytometriassa haasteena on kompensaatioasetukset. Vasta-aineisiin liitetyt
fluorokromit emittoivat valoa eri aallonpituuksilla ja muodostavat spektrin, jolloin osa
aallonpituuksista menee pééllekkdin. Eri fluorokromien kanavissa on valittuna mitattava
aallonpituus, mutta paillekkdisyyttd tapahtuu silti ja kanaviin vuotaa toisten
fluorokromien valoa. Kompensaatioasetusten avulla on tarkoitus huomioida
aallonpituuksien pééllekkdisyys laskemalla kompensaatioprosenttien avulla todellinen
signaali. Laitevalmistajat ohjeistavat kompensaatioasetusten tekemisessd (BD
Biosciences 2021), mutta lopulta tutkija itse madrittdd ne. Pédllekkidisyyttd voidaan
valttdd myos valitsemalla fluorokromeja, joiden spektrit eivit mene pddllekkiin.
Virtaussytometrian luotettavuudessa on tdrkedd, ettd laitteet toimivat oikein ja ovat
kunnossa. Laitteissa seurataan tiettyjd parametreja kompensaatio- ja kalibraatiohelmien
avulla ja kompensaatioasetuksia voidaan tarkastaa ja muokata toistettavuuden
sdilyttimiseksi. Huollettaessa asetukset voivat kuitenkin muuttua ja esimerkiksi
kompensaatioasetukset voidaan joutua tekemiin uudestaan, jolloin ne ole endd tiysin

samanlaiset kuin aiemmin. (Bio-Rad 2022).
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Virtaussytometrisissa analyyseissd haasteena on liséksi solupopulaatioiden rajaaminen.
Tutkija padttdd miten rajaukset tehdddn, joten rajaukset pitdd tehdd samalla tavalla
jokaisessa kokeen toistossa, jotta tulokset ovat luotettavia. Téssd Pro gradu -
tutkimuksessa rajaukset tehtiin tuloksissa esitetyn kaavan mukaan jokaisessa toistossa.
Jokaisessa iképisteessd koe toistettiin 2—3 kertaa ja yhdessd toistossa kiytettiin 4-9
maksaa, joten otanta oli hyvd. Haasteena oli tutkittavien solujen pieni médr, silld alle 3

% maksan soluista on sinusoidaalisia endoteelisoluja.

Lajittelevalla virtaussytometrilla saatiin lajiteltua heterogeenisesta solususpensiosta
30005000 sinusoidaalista endoteelisolua per ikdpiste. Mddrd on hyvé, silld yleensd
yksisolusekvensointiin tarvitaan 500—10 000 solua. Lajitelluista soluista eristettiin RNA,
mikd kéddnnettiin cDNA:ksi ja ldhetettiin yksisolusekvensoitavaksi. Saadun RNA:n
puhtaus ja médra oli riittdvi. Yleensd RNA:n kokonaismédrin tulisi olla 100—-1000 ng ja
tissd tyoOssd sinusoidaalisista endoteelisoluista eristetyn RNA:n méard vaihteli 200-640
ng. Yksisolusekvensointi ja geenidatan analysointi ei endd kuulunut tdhidn Pro gradu —

tutkielmaan.

Haasteena lajittelevassa virtaussytometriassa oli menetelmén hitaus. Saman pdivin
aikana kudos tulee keritd, hajottaa solususpensioksi, vérjdtd vasta-aineilla ja lajitella.
Sinsuoidaalisten endoteelisolujen vidhdisen méérin takia lajittelu muista maksan soluista
oli hidasta. Solujen lajittelussa on tdrkedd, ettd solususpensiossa ei ole litkaa soluja
suhteessa puskuriliuokseen eikd solut liimautuisi toisiinsa ja siten tukkisi laitetta, joten

solususpensiota piti ajoittain laimentaa puskuriliuoksella ja vorteksoida lajittelun aikana.

4.2 Jatkotutkimus

Tulevaisuudessa tarkoituksena on selvittdd, miten Plvap sddtelee monosyyttien kulkua,
miksi Plvap-poistogeenisilld hiirilld monosyyttien kulkeutuminen maksasta alkioaikana
estyy, millaisia molekulaarisia vuorovaikutuksia solujen sekd molekyylien vililld on ja
mitd muutoksia sinusoidaalisissa endoteelisoluissa tapahtuu alkionkehityksen aikana.
Rantakari ym. (2016) ovat tutkineet Plvap-proteiinin interaktioita joidenkin molekyylien
kanssa ja havainneet Plvap:n sitoutuvan hepariinia sisdltdviin helmiin. Monet
kemotaktiset molekyylit, jotka sddtelevdt monosyyttien ja makrofagien liikennetti
aikuisilla, vuorovaikuttavat nimenomaan hepariinin kanssa. Auvinen ym. (2019)
havaitsivat my0hemmin hepariinia sitovien molekyylien, VEGF-A- ja neuropilinl-
reseptorien, vélisid vuorovaikutuksia Plvap-fuusioproteiinin kanssa.
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Rantakarin tutkimusryhmaén tavoitteena on jatkaa tutkimista erilaisten in vitro -kokeiden
avulla ja selvittdd, mitkd molekyylit vuorovaikuttavat keskenddn alkion monosyyttien,
sinusoidaalisten endoteelisolujen sekd Plvap-proteiinin vililld. Tarkoituksena on lajitella
virtaussytometrilla Plvap-poistogeenisten hiirten eri ikidisten alkioiden maksasta
sinusoidaalisia endoteelisoluja tissd tydssd optimoidun protokollan mukaan. Téll6in
pystytddn vertailemaan normaalisti Plvap-proteiinia ilmentévien villityypin ja
poistogeenisten hiirten sinusoidaalisissa endoteelisoluissa ilmentyvien geenien eroja ja
saadaan tietoa sinusoidaalistem endoteelisolujen kehityksestd transkriptomitasolla
yksisolusekvennoinnista saadun datan avulla. Tulevaisuudessa geenitiedon avulla
voidaan selvittdd sinusoidaalisten endoteelisolujen ja maksan monosyyttien vélisid
vuorovaikutuksia geeniekspressiotasolla ja saada tietoa mekanismeista, jotka voisivat olla
osallisena monosyyttien kulkeutumisessa. Eri molekyylien ilmentymistd kudostasolla
voidaan testata esimerkiksi tdssd tydssd optimoiduilla whole mount -virjayksilld

kayttamalla uusia vasta-aineita.

4.3 Tutkimuksen merkitys

Kudoskohtaisten makrofagien alkuperéd ja toimintaa on tutkittu jo pitkddn. Alun perin
makrofagien ajateltiin olevan perdisin luuytimessd muodostuvista verenkierrossa
kiertdvistd monosyyteistd (van Furth & Cohn 1968, Volkman & Gowans 1965), mutta
nykyddn makrofageja tiedetdiin muodostuvan jo alkioaikana. Makrofagit jaetaan
alkionkehityksen aikana muodostuviin kudoskohtaisiin makrofageihin ja syntymén
jalkeen luuytimen monosyyteistd erilaistuviin tulehdusperdisiin makrofageihin (Gomez
Perdiguero ym. 2015). Ensimmiiset makrofagit kehittyvéat ruskuaispussissa ja levidvit
verenkierron mukana kaikkiin kudoksiin (Hoeffel ym. 2015). Myo6hemmin
monosyyttituotanto hematopoieettisista kantasoluista keskittyy alkion maksaan, ja néistad
erilaistuvat makrofagit korvaavat suurimmassa osassa kudoksia ruskuaispussista perdisin
olevat makrofagit (Sheng ym. 2015). Syntymén jilkeen monosyyttituotanto siirtyy
luuytimeen. Tulehduksessa ndméd monosyytit voivat tuottaa mihin tahansa kudokseen

tulehdusperdisen makrofagipopulaation (Epelman ym. 2014, Salmi 2017).

Alkioperdiset makrofagit ovat pitkdikdisid soluja, jotka kykenevidt uusiutumaan ja
jakautumaan ja sdilyvit useissa kudoksissa ldpi elamédn (Merad ym. 2002, Sieweke ym.
2013). Kudoskohtaiset makrofagit vaikuttavat kudosten kehitykseen ja toimintaan, mika
on havaittu esimerkiksi maitorauhasessa ja kiveksissé, joissa makrofagipopulaatioiden
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havaittiin olevan alkioperdisid ja vaikuttavan kiveksen spermatogeneesiin sekéd
maitorauhasen kehittymiseen (Jippinen ym. 2019, Lokka ym. 2020). Makrofagit liittyvit
moniin elimiston toimintoihin, kuten immuunivasteeseen, kudosten kehitykseen ja
homeostasiaan sekd eri sairauksien syntymiseen, joten on tirkedd ymmartda
kudoskohtaisten makrofagien alkuperi ja niiden kulkeutumiseen vaikuttavat mekanismit.

Makrofageista tiedetddn lopulta vield hyvin vdhédn, joten tutkittavaa riittdd pitk&an.

4.4 Yhteenveto

Tassd tutkimuksessa tavoitteena oli optimoida hiiren alkion maksan verisuoniston
endoteelisolujen immunofluoresenssivérjdys whole mount -menetelmilli ja osoittaa
vasta-aineiden spesifinen sitoutuminen haluttuihin  soluihin.  Sinusoidaalisten
endoteelisolujen ja vaskulaaristen endoteelisolujen virjdys onnistui hyvin eikéd vasta-
aineiden sitoutumista ei-vaskulaarisiin soluihin havaittu. Ikédsarjan avulla havainnoitiin
maksan  verisuonistoa, joka kehittyi  haaroittuneemmaksi ja  laajemmaksi
alkionkehityksen aikana. Plvap-proteiinin ilmentyminen paikantui sinusoidaalisiin
endoteelisoluihin, mikd vahvisti aiempia havaintoja sen ilmentyvin LYVE-1"

endoteelisoluissa.

Toisena tavoitteena oli optimoida hiiren alkion maksan késittely virtaussytometrisiin
analyyseihin ja karakterisoida sinusoidaalisten endoteelisolujen fenotyyppi sekd kerdta
talteen sinusoidaaliset endoteelisolut heterogeenisesti solususpensiosta.
Virtaussytometristen analyysien perusteella alle 1 % alkion maksan soluista on
sinusoidaalisia endoteelisoluja ja keskimdirin noin puolet sinusoidaalisista
endoteelisoluista ilmensi Plvap-proteiinia. Sinusoidaalisten endoteelisolujen ja siten
Plvap-proteiinia ilmentdvien solujen mééra vaihteli kuitenkin eri ikdpisteissd solumédarén

kasvaessa alkiopdivén 12,5 jéilkeen ja vidhentyen ennen syntyméa.

Alkion sinusoidaalisia endoteelisoluja on tutkittu aiemmin hyvin vdhén ja tavoitteena oli
saada eristettyd niitd lajittelevalla virtaussytometrilla eri ikdisten alkioiden maksasta
yksisolusekvensointia varten. Kyseessd on hyvin pieni solupopulaatio verrattuna muihin
maksan soluihin, joten haasteena oli solujen védhdinen miédrd. Jokaisesta halutusta
ikdpisteestd saatiin kuitenkin eristettyd tarpeeksi soluja, joista eristettiin RNA ja

kadnnettiin cDNA:ksi ennen yksisolusekvensointia.
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tdmén Pro gradu -tyon mahdollistamisesta sekéd koko Rantakarin tutkimusryhmaa kaikista
opeista, avusta ja kannustuksesta. Kiitokset myos Turku Biosciencen The Cell Imaging
and Cytometry (CIC) Core -yksilon henkilokunnalle virtaussytometrin ja
konfokaalimikroskoopin kéyton perehdytyksestd. Kiitdn ohjaajaani Tiina Henttistd
kannustavasta ohjauksesta ja avusta tutkielman parissa. Kiitos perheelle, ystiville ja
opiskelukavereille kaikesta tuesta ja avusta projektin aikana. Kiitos myds rakkaalle
koiranpennulle, jonka ansioista pdiviin on mahtunut kirjoittamisen liséksi paljon liikuntaa

ja leikkia.
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LIITE

Liuokset:

EPICS PBS

Kaupallinen PBS-tabletti (Gibco, tuotenumero 18912014). Valmistetaan valmistajan
ohjeen mukaan 1 tabletti/ 500 ml MilliQ-vetta. Ei steriloida, sdilytetddn +4 °C:ssa.

EPICS I
40 ml EPICS PBS
0,8 ml FCS (tai FBS)

0,04 ml 4 % NaN3

EPICS FIX/FACS FIX

20 ml EPICS PBS

0,54 ml 37 % formaldehydi
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