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Opinnaytetyomme tarkoituksena oli selvittdd Val201-peptidin vaikutuksia hormoniriippuvaisten
rintasydpasolujen signaalinsiirtoon. Tydn tilaajana oli ValiRx Plc:n tytaryhtié ValiFinn Oy, joka
toimii Oulun ammattikorkeakoulun tiloissa. Ty0 toteutettiin projektina.

Tyolle asetettin kolme paatavoitetta, jotka olivat selvittaa, vaikuttaako Val201-peptidi estavasti
hormoniriippuvaisten rintasydpasolujen signaalin siirtymiseen estrogeenin sitoutuessa resepto-
riinsa, pystyyko Val201-peptidi estdmaan signaalinsiirtajakinaasin (Src) kiinnittymista reseptorin
solukalvon sisapuoliseen osaan seka pystyyko Val201-peptidi estdémaan estrogeenivalitteisen
ERK2-stimulaation ja siten solusyklin etenemisen S-vaiheeseen. Kokeita varten viljeltin MCF-7-
rintasydpasoluja, joita altistettiin eri pitoisuuksille estrogeeni- ja Val201-liuoksia. Saadut naytteet
analysoitiin maarittden niista kokonaisproteiinipitoisuudet, fosforyloituneiden Src:n ja ERK:n seka
kokonais-ERK:n pitoisuusmuutokset.

Kinaasimaaritykset tehtiin semikvantitatiivisesti ja tuloksista muodostettiin pylvasdiagrammit pitoi-
suuserojen havainnollistamiseksi. Reagenssien maara oli rajallinen, joten rinnakkaismaarityksiin
ei ollut mahdollisuutta. Kokeistamme saatujen tulosten perusteella Val201-peptidi on potentiaali-
nen ladke rintasyovan hoitoon, joskin lisatutkimuksia tarvitaan. Tulostemme mukaan Val201-
peptidilla vaikuttaisi olevan suotuisissa olosuhteissa estava vaikutus estrogeenivalitteiseen sig-
naalinsiirtoon.
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The aims of the project were to study if Val201-peptide had an inhibiting effect on signal transduc-
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adequate quantity of cells they were laid to 24-well plates for the experiment. The cells were pre-
disposed to different concentrations of Val201-peptide and estrogen. The exposure time was var-
ied as well. The samples were then analyzed determining their total protein level and changes in
total ERK and phospholyrated Src and ERK levels.

The results suggested that Val201-peptide is a potential anti-cancer drug for breast cancer. It was
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JOHDANTO

Rintasyopa on lansimaisten naisten yleisin syopa ja sen esiintyvyys on kasvanut viime vuosien
aikana (Puistola 2011, hakupaiva 6.2.2014). Rintasyovalle altistavia tekij6ita on useita, mutta
muiden syopien tavoin rintasyopa aiheutuu viime kadessa DNA-mutaatioista. Hoitomuotoina kay-
tetaén sade- ja leikkaushoitoa seka liitannaishoitona esimerkiksi sytostaatteja (Syopajarjestot
2008, hakupaiva 6.2.2014).

Uudenlaisia syopalaakkeita kehitetaan jatkuvasti. Tulevaisuuden syopalaakkeilla pyritaan vaikut-
tamaan spesifisesti solun rakenteen ja toiminnan poikkeavuuksiin. Nain tavoitellaan hyvaa tehoa
ilman vaikeita haittavaikutuksia (Sy6pajarjestot 2014, hakupaiva 17.3.2014). Laékekehitys on pit-
ka ja monivaiheinen prosessi, joka voi vieda kymmenia vuosia. Tama opinnaytetyo on projekti ja
se on osa ValiRx Plc:n syopalaakekehitysta, jossa tutkimme Val201-peptidin vaikutusta signaa-
linsiirtoon hormoniriippuvaisissa rintasyopasoluissa. Tyo on jatkoa syksylla 2013 valmistuneelle
Val201-peptidin vaikutus rintasydpésolujen proliferaatioon —opinnaytetyélle, jossa tutkittiin, miten

peptidi vaikuttaa solujen elinkelpoisuuteen.

Val201-peptidin vaikutus perustuu signaalinsiirron estamiseen. Signaalinsiirtjakinaasit siirtavat
fosfaattiryhmia luovuttajamolekyyleilta kohdemolekyyleille. Niiden paasaantéinen tarkoitus on si-
ten aktivoida kohdemolekyyleja, jolloin ne voivat vaikuttaa esimerkiksi solun kasvuun (Cell Sig-
naling Technology 2014, hakupaiva 13.2.2014). Val201 on rakenteeltaan Src-kinaasin kaltainen,
joka on yksi signaalinsiirtajakinaaseista (Auricchio & Migliaccio 2012, 34-35). Src-kinaasin poik-
keuksellinen aktivaatio on liitetty useisiin syopiin, minka takia sen toimintaa on alettu tutkia tar-

kemmin.

Tassa opinnaytetydssa kaytetdan kaupallista MCF-7-rintasyopasolulinjaa. Sydpasoluja viljellaan
Val201-peptidin testausta varten ja saaduista naytteista analysoidaan niista kokonaisproteiinipi-
toisuudet, fosforyloituneiden Src:n ja ERK:n seka kokonais-ERK:n pitoisuusmuutokset. Lopuksi
kinaasien pitoisuusmuutoksia verrataan kokonaisproteiinipitoisuuksiin. Proteiinimittaus suorite-

taan biuret-menetelmalla ja kinaasimaaritykset immunokemiallisesti.



1 RINTASYOPA

Syopa on DNA-mutaatioiden aiheuttama geneettinen hairio. Mutaatiot voivat syntya joko spon-
taanisti tai ymparistotekijoiden vaikutuksesta. Kaikki mutaatiot eivat automaattisesti johda syovan
syntymiseen, silla soluilla on mekanismeja, joiden tehtava on korjata syntyneitd mutaatioita. Syo-
pakasvain eli maligni neoplasia syntyy, kun solut alkavat jakautua, eika elimisto pysty korjausme-

kanismeillaan enaa vaikuttamaan niihin. (Kumar, Abbas & Aster 2013, 161-163.)

Rintasyopa on lansimaissa naisten yleisin syopa. Viime vuosien aikana sen esiintyvyys on kas-
vanut merkittavasti. Kasvanut elinian odote ei yksistaan selita rintasyovan esiintymisen kasvua,
vaan riskitekijoiksi epaillaan esimerkiksi synnyttamattomyytta, ensisynnytysta myohaisella ialla ja
lihavuutta. Tasta huolimatta kuolleisuus rintasyopaan on laskenut muun muassa seulontojen an-
siosta. (Puistola 2011, hakupaiva 6.2.2014.)

Kuten muitakin syopia, myos rintasyopa voidaan luokitella sen tyypista riippuen. Yleisimmat rinta-
syopatyypit ovat duktaalinen (tiehytperainen) tai lobulaarinen (rauhasperainen) in situ-karsinooma
seka duktaalinen tai lobulaarinen invasiivinen karsinooma. Naiden liséksi on olemassa my6s mui-

ta, harvinaisempia rintasyovan kudostyyppeja. (Syopéajarjestot 2013, hakupéiva 24.2.2014.)

Rintasydvan syyt ovat yha osittain epaselvia. Tutkijat ovat kuitenkin havainneet kolme tarkeaa rin-
tasyovan syntyyn vaikuttavaa tekijaa: geneettiset muutokset, hormonaaliset vaikutukset sek& ym-
paristotekijat. Kuten kaikissa sydvissa, proto-onkogeeneihin ja tuumorisupressorigeeneihin vai-
kuttavat mutaatiot edesauttavat sydvan syntya. Estrogeeni puolestaan stimuloi kasvutekijoiden
tuottoa, joka edistaa kasvainten syntymista. Ymparistotekijoilla tarkoitetaan kehon ulkopuolelta tu-

levia karsinogeeneja, kuten ionisoiva sateily. (Sattar 2013, 707-714.)

Proto-onkogeenit ja tuumorisupressorigeenit ovat geeneja joita on normaalisti toimivissa soluissa.
Proto-onkogeeniin vaikuttava mutaatio saa aikaan geenin aktivoitumisen ja aiheuttaa solun kont-
rolloimattoman jakautumisen (Isola & Kallioniemi 2013, 19). Tuumorisupressori- eli kasvurajoite-
geenit korjaavat normaalisti jo tapahtuneita mutaatioita. Mikali tuumorisupressorigeeni mutatoituu,
sen toiminta lakkaa eiké se siten pysty enaa toimimaan sy6paéa estavalla tavalla. (Isola 2013, 19—
20.)



Rintasydvan ensisijaiset hoitomuodot ovat sade- ja leikkaushoito. Naiden liséksi jatkohoitomuo-
toina kaytetaan erilaisia litannaishoitoja, kuten hormonihoitoa ja solunsalpaajia. Leikkaushoidon
tarkoituksena on poistaa syopakudos elimistdsta. Sen rinnalla voidaan kayttda sadehoitoa, joka
tuhoaa jakautumisvaiheessa olevia soluja. Koska kaikkia syopasoluja ei valttamatta saada leik-
kauksen avulla poistettua, tarvitaan avuksi usein laakehoitoa. Laakehoitona kaytetaan sytostaat-
teja seka hormoni- ja vasta-ainehoitoja. Hoitomuodon valinta riippuu syopéatyypista. (Syopéajarjes-
t6t 2008, hakupaiva 6.2.2014.)

1.1 MCF-7

MCF-7 (Michigan Cancer Foundation) on rintasydpasolulinja, joka eristettiin 69-vuotiaalta kauka-
sialaiselta naiselta vuonna 1970. Rintasy6pa oli levinnyt, joten syopasoluja ei eristetty suoraan
rintakudoksesta vaan pleuraeffuusiosta eli pleuranestepurkaumasta. Poistettu kudos osoittautui
pahanlaatuiseksi adenokarsinoomaksi, josta kerattiin soluja MCF-7-solulinjaa varten. (MCF-7
2014, hakupaiva 16.1.2014.)

MCF-7 on yksi tutkituimmista rintasyopasolulinjoista. Se on sailyttanyt erinaisia rintarauhasen epi-
teelisolujen ominaisuuksia, kuten morfologisia ominaispiirteita seka estrogeeni- ja progesteronire-
septoreja. Taman ansiosta solut kayttaytyvat in vitro —olosuhteissa hyvin samankaltaisesti kuin

ihmisen elimistdssa. (Sutherland, Watts, Lee & Musgrove 1999, 85.)



2 SIGNAALINSIIRTAJAKINAASIT

Kinaasit ovat entsyymeja, joiden tehtava on siirtaa fosfaattiryhmia@ luovuttajamolekyyleilta (esi-
merkiksi ATP) kohdemolekyyleille eli substraateille. Tata fosfaattiryhmien siirtoa kutsutaan fos-
forylaatioksi. Sen paasaantéinen tarkoitus on aktivoida kohdemolekyyleja, kuten esimerkiksi pro-
teiinikinaasit aktivoivat omia kohdeproteiinejaan signaalinvalityksen kautta. Tata tapahtumaa kut-

sutaan signaalinsiirtoketjuksi. (Cell Signaling Technology 2014, hakupaiva 13.2.2014.)

2.1 Src-kinaasi

Src-kinaasi on yksi solun proto-onkogeeneistd, jonka funktiona solussa on signaalin valitys (Isola
& Kallioniemi 2013, 19). Src on osa Src-kinaasiperhettd (SFK), johon kuuluu myds muita ei-
reseptorisia tyrosiinikinaaseja, kuten Yes ja Fyn. Naita tyrosiinikinaaseja on useimmissa ihmiske-

hon kudoksissa, esimerkiksi virtsarakossa, rintakudoksessa ja aivoissa. (Sen & Johnson 2011, 1.)

lhmisen elimistdssa esiintyvéd Src-kinaasi on proteiini, joka koostuu 536 aminohaposta. Src-
molekyylin N-terminaalipdéhan on littyneend myristiinihapporyhma. Sitd seuraa SH4-alue ja ky-
seiselle kinaasille ominainen sekvenssi (X). Naita seuraavat osat ovat SH3 ja SH2 seké niita
SH1:een yhdistava linkkeri (L). Proteiinin 419. aminohappo on tyrosiini, joka sijaitsee SH1-
alueella. Proteiinin vimeisena osana on C-terminaalinen saatelyosa, jossa sijaitsee tyrosiini pai-
kalla 530 (R). Naiden tyrosiinien fosforylaatio johtaa Src-kinaasin aktivoitumiseen. Src-kinaasin

rakennetta on havainnollistettu kuviossa 1. (Sen & Johnson 2011, 2.)

Myr | SH4 | X | SH3 SH2 L | Tyrkinaasi(SH1) | R

KUVIO 1. Scr-kinaasin rakenne. (Sen & Johnson 2011, 2.)

Src-kinaasi kiinnittyy estrogeenireseptorin solukalvon sisapuoliseen osaan. Jotta kinaasi voi kiin-
nittya siihen, tulee reseptorin solukalvon ulkopuoliseen osaan olla ensin kiinnittyneena estrogee-
nimolekyyli. Src-kinaasin signaalinsiirtovaikutus alkaa vasta, kun sen aktiivinen muoto on kiinnit-

tynyt estrogeenireseptoriin. (Mann, Cortez & Vadlamudi 2011, 1693.)



Src:n vaikutukset nisakassoluihin ovat pleiotrooppisia eli yksi geeni vaikuttaa moneen ominaisuu-
teen. Vaikutuksen kohteita ovat muun muassa solun morfologia, ymparistddn kiinnittyvyys, liikku-
vuus, invaasiokyky, proliferaatio ja erilaistuminen. (Sen & Johnson 2011, 2; Zhang, Wang, Ger-
ald, Hudis, Norton, Smid, Foekens & Massagué 2009, 68.) Src-kinaasin toiminta riippuu sen si-
jainnista ja se voi valittaa reseptoreilta tulevia signaaleja eteenpain solun sisalla. Kinaasi muok-
kaa solukalvolta tulevia signaaleja solun sisaiseen signalointiin sopiviksi, jotta ne ymmarretaan
esimerkiksi tumakalvolla. Muun muassa kasvutekijareseptoreilta tulevat sigaalit aiheuttavat ki-
naasin valitykselld solun kasvua ja proliferaatioita. Tumassa Src:n uskotaan saatelevan solusyklia

vuorovaikutuksessa muiden proteiinien kanssa. (McDowall 2014a, hakupaiva 4.3.2014.)

Normaalisti Src esiintyy soluissa inaktiivisessa muodossa ja se aktivoituu vain tarvittaessa. Jos
fosforylaatiotasapaino héiriintyy, muutokset voivat aiheuttaa Src-kinaasin toiminnassa rajuja seu-
rauksia. (McDowall 2014b, hakupaiva 4.3.2014.) Src-kinaasin aktivoituminen tapahtuu yleisimmin
syovan yhteydessa. Useissa tutkimuksissa on havaittu Src-aktiivisuuden nousua muun muassa
rinta- ja paksusuolensyodvissa. Myos sydvan pahanlaatuisuuden ja aktiivisen Src:n tason nousun
on havaittu olevan yhteydessa toisiinsa. Tyrosiinikinaasiperheen aktiivisuutta saadellaan usealla
eri tavalla. Src:n aktivaatio saavutetaan yleensa rakenteellisilla muutoksilla, joita aiheuttavat toiset
kinaasit ja fosfataasit. Src-kinaasin aktiivisuutta voidaan saadella monilla tavoilla ja mika tahansa

naista voi edistaa sen aktivoitumista sydpasoluissa. (Sen & Johnson 2011, 2-3, 6.)

Src:n poikkeuksellisella aktivoitumisella vaikuttaa olevan merkittava yhteys sydvan etenemiseen.
Taman liséksi Src saattaa vaikuttaa sydvan metastasointikykyyn eli kykyyn lahettaa etapesakkei-
ta. (Irby & Yeatman 2000, 5636.) limeisesti Src:n vaikutuksesta metastasoitumista voi tapahtua
vuosia alkuperaisen kasvaimen poiston jalkeen. Nain tapahtuu erityisesti sydvissa, jotka ovat est-
rogeenireseptoripositiivisia. (Zhang ym. 2009, 68-69.) Src-kinaasiperhe onkin noussut tarkeaksi

kohteeksi sydpalaakekehityksessa (Auricchio & Migliaccio 2012, 33).

2.2 ERK

ERK (extracellular signal regulated kinase) on proteiini ja osa solun sisaista signaalinsiirtoketjua.
ERK aktivoituu osana Src:n estrogeenivalitteisesti kaynnistamaé signaalinsiirtoketjua, jossa Src
aktivoi fosforyloimalla substraattinsa, joka puolestaan jatkaa seuraavan substraatin aktivoimista.
Nain signaali siirtyy ketjumaisesti eteenpdin ja viesti kulkeutuu kohteeseensa. Fosforyloituneella
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eli aktivoituneella ERK:lla on solulimassa useita substraatteja. Erilaistuneissa soluissa silla on

tarkeita tehtavia, kuten solun jakautumisen k&ynnistaminen ja saéately. (Hofmann 2009, 5-7.)

ERK:t kuuluvat MAP-kinaaseihin (mitogen activated protein kinase) ja niita on useita eri muotoja,
kuten ERK1 (MAPK3) ja ERK2 (MAPK1). (Migliaccio, Di Domenico, Castoria, De Falco, Bontem-
po, Nola & Auricchio 1996, 1292.) Tutkimusten mukaan selektiivisella inhibiittorilla voidaan estaa
estrogeenin stimuloimaa ERK2:n aktivoitumista. Silla voidaan estaa siten solusyklin eteneminen
Gs-vaiheesta S-vaiheeseen, jossa DNA replikoituu. (Castoria, Barone, Di Domenico, Bilancio,
Ametrano, Migliaccio & Auricchio 1999, 2500.)

2.3 Val201-peptidi

Val201 on ensimmainen syopalaake, jonka toiminta perustuu spesifisesti steroidireseptoririippu-
vaisen signaalinsiirron estamiseen, kun taas muut samankaltaiset laakkeet voivat kiinnittya usei-
siin erilaisiin reseptoreihin. Val201-peptidin rakenne jaljittelee laheisesti Src-kinaasin rakennetta
ja prekliinisissa tutkimuksissa onkin osoitettu, etta Val201 ehkaisee estrogeenivalitteista estro-
geenireseptorin ja Src:n valistd vuorovaikutusta hairitsematta reseptorin normaalia transkriptio-
naalista toimintaa. (Auricchio & Migliaccio 2012, 33-35.) Peptidi estaa solusyklin siirtymista G1-
vaiheesta S-vaiheeseen eli DNA:n replikoitumiseen estrogeenivalitteisissa rintasydpasoluissa in
vitro (Migliaccio, Varricchio, De Falco, Castoria, Arra, Yamaguchi, Ciociola, Lombardi, Di Stasio,
Barbieri, Baldi, Barone, Appella & Auricchio 2007, 6620).

Opinnaytetydmme on jatkoa syksylla 2013 valmistuneelle Val201-peptidin vaikutus rintasyGpéaso-
lujen proliferaatioon —opinnaytetyolle, jossa tutkittiin, miten peptidi vaikuttaa solujen elinkelpoisuu-
teen. Tydssa testattiin peptidin vaikutusta soluihin seka estrogeenin kanssa etta ilman. Lopputu-
loksena oli, etta estrogeenin lasna ollessa ladkkeen vaikutus ei merkittavasti vaikuttanut solujen
elinkelpoisuuteen, toisin kuin ilman estrogeenia. Tasta tyon tekijat paattelivat, ettd Val201-peptidi

on sopivampi ei-hormoniriippuvaisiin rintasyopakasvaimiin.
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3 PROJEKTIORGANISAATIO JA TAVOITTEET

Opinnaytetydbmme on osa ValiRx Plc:n 1aakekehitystyota, mutta varsinaisena tyon tilaajana toimii
tytaryhtio ValiRx Finland Oy eli ValiFinn. ValiRx Plc on kansainvalinen biotieteiden alan tutkimus-
yritys ja sen paakonttori sijaitsee Lontoossa. Yrityksen keskeinen tutkimuskohde on onkologisten
sairauksien hoitomuotojen kehittdminen (ValiRx 2014a, hakupaiva 7.2.2014). ValiFinn perustettiin
Oulussa vuonna 2008 ja se toimii Oulun ammattikorkeakoulun tiloissa yhteistydssa bioanalytiikan
koulutusohjelman kanssa (ValiRx 2014b, hakupaiva 7.2.2014).

3.1 Projektiorganisaatio

Projektiorganisaatiomme koostui projektipaallikosta, projektiryhmasta, ohjaajista ja vertaisarvioi-
jista. Projektipaallikkona ja paaasiallisena sisallonohjaajana toimi ValiRx Finland Oy:n sairaala-
kemisti Simo Rasi. Projektiryhman muodostivat opinnaytetydn tekijat Jenna Mammi ja Kirsi Timo-
nen. Lehtori Paula Reponen ja tuntiopettaja Outi Makitalo toimivat ohjaavina opettajina. Tyon ver-

taisarvioijat olivat kanssaopiskelijat Elise Nivakoski ja Elisa Saarela.

ValiRx Plc

Projektipaallikko
Simo Rasi

Sairaalakemisti
ValiRx Finland Oy

Projektiryhma
0 tit Jenna Mammi Ohjaavat opettajat
. ppo.nen ! . Kirsi Timonen Paula Reponen
Elise Nivakoski Bioanalyytikko-opiskelijat Lehtori
Elisa Saarela o
Bioanalyytikko-opiskelijat oTlttrlnli\c/Jl;?ektg?a!O

KUVIO 2. Projektiorganisaatiokaavio.
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3.2 Projektin tavoitteet

Opinnaytetydmme on osa ValiRx Plc:n 1a&kekehitysprosessia. He ovat kehittaneet uuden sydpa-
lagkkeen Val201-peptidin, ja tydossamme testataan kyseista laaketta. Tavoitteiksi tyon tilaaja antoi

selvittaa:

1. Vaikuttaako Val201-peptidi estavasti hormoniriippuvaisten rintasyopasolujen signaalin
siirtymiseen estrogeenin sitoutuessa reseptoriinsa.

2. Pystyyko Val201-peptidi estamaan signaalinsiirtajakinaasin (Src) kiinnittymista reseptorin
solukalvon sisapuoliseen osaan.

3. Pystyykd Val201-peptidi estdmaan estrogeenivalitteisen ERK2-stimulaation ja siten solu-

syklin etenemisen S-vaiheeseen.

Asetimme projektille tyon tilaajan tavoitteiden lisaksi laadullisen tavoitteen ja laadun takaamiseksi
noudatimme GLP-kaytanteitd (Good Labotatory Practise). Tavoitteenamme on tuottaa validia tut-
kimustietoa, josta on konkreettista hyotya tyon tilaajalle. Mahdollisuuksien puitteissa otimme
huomioon myos kestavan kehityksen, mutta soluviljelytyoskentelyn luonteen ja aseptiikan vuoksi

jatetta syntyy kertakayttovalineiden vuoksi vaistamatta.

Oppimistavoitteenamme halusimme muun muassa hyddyntaa molekyylibiologian ja geeniteknii-
kan kurssilla opetettuja metodeja kaytannossa. Tavoitteenamme oli oppia lisaa soluviljelysta ja
sen tuomista mahdollisuuksista. Halusimme olla osana tarkeaa tutkimusta ja tutustua tutkimus-

prosessiin. Samalla saimme mahdollisuuden tutustua laékekehitysprosessiin.

13



4 PROJEKTIN SUORITUS JA KAYTETYT MENETELMAT

Tyon kaytannon osuudet suoritettiin Oulun ammattikorkeakoulun sosiaali- ja terveysalan yksikon
soluviljelylaboratoriossa seka Oulun yliopiston fysiologian laitoksella. Tydskentelyssa noudatettiin
GLP-kaytanteita (Good Laboratory Practise). Koska soluviljely kuului oleellisena osana tydhon,
hyva aseptiikka oli erityisen tarkeassa asemassa. Kokeiden suorituksen jalkeen naytteista maari-
tettiin kokonaisproteiinipitoisuudet. Solun sisaista signaalinsiirtoa mitattiin analysoimalla fosfory-
loituneiden Src:n ja ERK:n sekd kokonais-ERK:n pitoisuusmuutokset. Pidimme tyosta laborato-

riopaivakirjaa, joka jai tyon tilaajalle mahdollista myohempaa kayttoa varten.

4.1 Soluviljely

Soluvilielylla tarkoitetaan eukaryoottisolujen kasvattamista laboratorio-olosuhteissa. Olosuhteet
pyritaan jarjestamaan siten, etta ne vastaavat mahdollisimman hyvin solujen luonnollisia kas-
vuoloja. Taman takia kaikki kaytetyt liuokset tulee lammittaa +37-asteiseksi ja soluja kasvatetaan
hiilidioksidilampdkaapissa. Soluvilielmat ovat herkkid epapuhtauksille, joten kontaminoitumisen
valttamiseksi on tarkedad noudattaa aseptisia tyétapoja. Niihin kuuluvat laminaarikaapissa tyos-
kentely, kertakayttokasineiden ja steriilien valineiden kaytto seka tarvittaessa valineiden kasitte-

leminen 70 % etanolilla.

Tyon kaytannon osuus aloitettiin soluviljelylla tammikuussa 2014. Koska opinndytetydbmme on
jatkoa jo aiemmin aloitetulle Val201-peptidin testaukselle, kaytimme tydssa edellisen ryhman pa-
kastamia MCF-7-soluja. Soluviljelya varten valmistimme steriilin kasvatusliuoksen (mediumin)
kaupallisesta DMEM-kasvatusliuoksesta, streptomysiini-penisilliiniantibiootista seka [ampo-
hauteessa inaktivoidusta ja suodatetusta FBS:sté (Fetal Bovine Serum) (liite1). MCF-7-soluja var-
ten mediumin tulee olla 10 % FBS:n suhteen seké sisaltaa L-glutamiinia (Cell Lines Service 2014,
hakupéiva 23.1.2014).

Aloitimme soluviljelyn vilielemalla yhden ampullin nestetypessa olleita soluja kahteen pieneen so-
luviljelypulloon. Soluja kasvatettiin hiilidioksidildmpdkaapissa (5 % CO2,+37 °C). Solujen kasvua
seurattiin ja kasvustoa harvennettiin tarpeen mukaan jakamalla soluja uusiin pulloihin niiden elin-
tilan lisaamiseksi. Talla tavoin solujen kasvuvauhti ja -tapa tulee tutuksi, mika puolestaan helpot-
taa esimerkiksi morfologiassa mahdollisesti tapahtuvien muutosten huomaamista. Morfologian
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muutokset voivat olla merkki muun muassa vaaranlaisista kasvuoloista. Myds mahdolliset konta-
minaatiot voidaan havaita mikroskoopin avulla. (Davis 2011, 110-111.) Kun olimme saaneet tar-
peellisen maaran soluja kokeitamme varten, pakastimme solut odottamaan kokeiden suoritus-
ajankohtaa. Pakastuksessa kaytetaan freezing mediumia, jonka sisaltdma dimetyylisulfoksidi suo-
jelee soluja pakastuksen aikana (Freshney 2005, 322). Solut pakastettiin pienissa cryo-putkissa
ja laitettiin isopropanolihauteeseen (-70 °C), josta ne siirrettiin vuorokauden kuluttua nestetyp-

peen. Soluvilielyyn kului aikaa muutama viikko.

4.2 Kokeiden suoritus

Kokeet suoritettiin altistamalla soluja eri vahvuisille estrogeeni- ja Val201-peptidiliuoksille. Estro-
geenina kaytettiin estradiolia (E2) ja nollanaytteena pelkkaa kasvatusliuosta. Soluviljelypulloissa
kasvatetuista soluista valmistettiin solususpensiot, joiden solumaarat laskettiin kammiolaskennan
avulla. Nain suspensiot voitiin laimentaa siten, etta niisté saatiin pipetoitua sama maara soluja jo-
kaista kaivoa kohden (30000 solua/100 pl/kaivo). Kasvatettuja soluja jaettin neljalle 24-
kuoppalevylle (levyt 1-4) kasvamaan kokeiden suoritusta varten. Kuhunkin kaivoon lisattiin 100 pl
solususpensiota ja 400 ul kasvatusliuosta. Solut laitettiin kuoppalevyilla hiilidioksidildmpdkaappiin
kasvamaan muutamaksi paivaksi, jonka jalkeen solujen paalla ollut kasvatusliuos vaihdettiin
DMEM-kasvatusliuokseksi, joka ei sisalla fenolipunaa. Fenolipunaa sisaltavalla kasvatusliuoksella
on todettu olevan lievasti estrogeenia muistuttavia vaikutuksia, joten sillé saattaisi olla vaikutusta
tuloksiin (Migliaccio ym. 1996, 1292). Fenolipunaton kasvatusliuos aiheuttaa soluille lievan ravin-
nonpuutteen, minka ansiosta solut ovat herkempia testauksessa kaytettaville testiliuoksille. Feno-

lipunattoman kasvatusliuoksen tulee antaa vaikuttaa soluihin vahintaan 24 tunnin ajan.

Testiliuoksissa kaytettiin normaalia kasvatusliuosta, 10 nM estrogeenia seka 4 nM, 40 nM, 400
nM ja 4000 nM Val201-peptidia (liite 2). Kuoppalevyilla 1 ja 2 kokeessa kaytettiin seuraavia altis-
tusaikoja: 10 sekuntia, 1, 5, 10, 30 ja 60 minuuttia. Kuoppalevyilla 3 ja 4 kaytettiin altistusaikoja
10 sekuntia, 2 minuuttia, 20 minuuttia ja 60 minuuttia. Kokeet suoritettiin seuraavasti: kuoppale-
vyn kaivoista pipetoitiin kasvatusliuos pois, jonka jalkeen solujen paalle lisattiin kuhunkin kaivoon
200 pl testiliuosta. Testiliuoksen annettiin vaikuttaa maaratyn ajan, jonka jalkeen se pipetoitiin
pois ja solut pestiin jaakylmalla 1 X PBS:lla 200 pl/kaivo. Heti pesun jalkeen solujen paalle lisat-
tiin soluja hajottavaa puskuria 200 pl/kaivo, joka sisalsi proteaasiestajaa. Hajottavan puskurin
annettiin vaikuttaa +4 °C tasosekoittajassa 20-30 minuuttia, jonka jalkeen kuoppalevyt pakastet-
tiin -70°C. Kuoppalevyjen pipetointikaaviot on havainnollistettu liitteesséa 4.
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4.3 Menetelméaperiaatteet ja analysointi

Kitin sisaltamat reagenssit riittivat yhteensa 96 naytteelle. Neljalla kuoppalevylla oli yhteensa 80
naytetta, joten karsimme naytemaaramme puoleen, koska samalla kitilla tehtiin myos toisen ryh-
man naytteet. Kuoppalevyt 1 ja 2 olivat keskenaan rinnakkaiset, joten levy 1 jatettiin kokonaan
pois. Lisaksi levylta 2 jatettiin pois viiden ja 30 minuutin altistusaikojen naytteet. Levyilta 3 ja 4 ja-
tettiin analysoimatta 20 minuutin altistusajan naytteet (liite 4). Kokonaisproteiinimaaritys suoritet-
tiin kvantitatiivisesti ja mittaustulokset ovat litteessa 4. Emme olleet kiinnostuneita tarkoista ki-
naasipitoisuuksista, vaan lahinna niiden pitoisuusmuutoksista, joten tarkoitustamme varten se-

mikvantitatiivinen mittausmenetelma oli riittava.

4.3.1 Kokonaisproteiinimaaritys

Naytteiden kokonaisproteiinin maaritys tehtiin kayttamallda Novagen® BCA Protein Assay -kittia.
Menetelma perustuu biuret-reaktioon, jonka aiheuttamaa varin muutoksen voimakkuutta mitataan
fotometrisesti yleensa aallonpituudella 540 nm. Teknisista syistd paadyimme kuitenkin kaytta-
maan aallonpituutta 595 nm, jonka projektipaallikkomme Simo Rasi katsoi soveltuvaksi. Biuret-
reaktiossa reagenssin Cu2* -ionit pelkistyvat naytteen sisaltdmien proteiinien vaikutuksesta Cu* -
ioneiksi ja tama on havaittavissa varin muutoksena. Tapahtuakseen reaktio tarvitsee alkaliset

olosuhteet. Kitin proteiinimaaritys on luotettava valilla 20-2000 wl/ml. (Novagen 2011, 2)

4.3.2 Kinaasimaaritykset

Naytteista analysoitiin kahta erilaista signaalinsiirtajakinaasia, ERK:ta ja fosforyloitunutta Src:ta.
ERK:sta analysoitiin sen kokonaismaara seké fosforyloituneen ERK:n osuus. Kaytetty menetel-
maperiaate oli immunokemiallinen. Naytteitd inkuboitiin kuoppalevylla fluoresoivasti varjattyjen
helmien kanssa, jotka oli paallystetty kullekin kinaasille spesifisilla vasta-aineilla. Jotta reaktiosta
saatiin poistettua vasta-aineisiin sitoutumaton kinaasi, naytekaivot pestiin. Muodostuneita helmi-
nayte-komplekseja inkuboitiin biotinyloitujen, kinaaseille spesifisten vasta-aineiden kanssa y6n
yli. Reaktion loppuun saattamiseksi suoritettiin viela yksi inkubaatio, jossa kompleksiin sitoutui
Streptavidiini-PE-konjugaatti. Myos PE on fluoresoiva vari. Src-reaktiossa syntyvaa naytekomp-

leksia on havainnollistettu kuviossa 3. (Millipore 2012.)
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Y Biotinvloitu vasta-aine

Streptavidiini-PE

KUVIO 3. Src-méérityksen reaktiossa syntyvé ndytekompleksi. Oranssi pallo kuvaa fluoresoivasti

vérjéttya helmeé, joka on pééllystetty Src:lle spesifisillé vasta-aineilla.

Naytteet analysoitiin Luminex® 200™ -analysaattorilla. Analysaattorissa naytteet viritetdan, jonka
seurauksena fluoresoivat helmet ja PE voidaan havaita ja mitata. Naiden suhteiden perusteella
analysaattori laskee naytteiden kinaasipitoisuudet. (Millipore 2012.) Kaytimme naytteiden kaupal-
lisia MILLIPLEX® MAP -kitteja, Cell Signaling Buffer and Detection Kit, Phospho Src (Tyr419)
Magnetic Bead MAPmate™ Src:lle ja ERK:lle 2-Plex Total/Phospho ERK Magnetic Bead Kit.
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5 TULOKSET

Tyon tavoitteiksi asetettiin selvittad, vaikuttaako Val201-peptidi estavasti hormoniriippuvaisten rin-
tasyOpasolujen signaalin siirtymiseen estrogeenin sitoutuessa reseptoriinsa, pystyykd Val201-
peptidi estdmaan signaalinsiirtajakinaasin (Src) kiinnittymista reseptorin solukalvon sisapuoliseen
osaan seka pystyyko Val201-peptidi estamaan estrogeenivalitteisen ERK2-stimulaation ja siten
solusyklin etenemisen S-vaiheeseen. Tuloksia tulkittin pylvasdiagrammien avulla, jotka muodos-

tettiin VVal201-peptidin pitoisuuksien mukaan.

Saavuttaaksemme toivotut tulokset, eli Val201-peptidin estavat vaikutukset signaalinsiirtoon tu-
loksista tulisi kayda ilmi, etté fosforyloituneen Src:n (jatkossa pelkka Src) osuus pienenee estro-
geenin ja Val201-peptidin yhteisvaikutuksesta. Vaikutuksia verrataan DMEM-kontrolliin, jossa so-
luja ei ole stimuloitu estrogeenilla tai testattavalla laakkeella. Pelkalla estrogeenilla stimuloiduissa
naytteissa tulisi olla havaittavissa Src-tason nousua. llman estrogeenia pelkén Val201-peptidin

vaikutukset ovat oletettavasti vahaiset kontrolliin verrattuna.

Kuvioissa 4, 5 ja 6 on havainnollistettu mittaustuloksia 40 nM Val201-peptidin osalta. Muut
Val201-peptidin eri pitoisuuksien perusteella piirretyt kuvaajat ovat liitteessa 5. Koska meilla ei ol-
lut mahdollisuutta tehda rinnakkaisndytteita, tuloksissa ei ole huomioitu keskihajontaa tai virhe-
marginaaleja. Kinaasimaaritys oli semikvantitatiivinen, joten tulokset ovat pitoisuuksien suhteen

suuntaa antavia.

Src-tasossa on havaittavissa oletettu nousu estrogeenin vaikutuksesta erityisesti ensimmaisen
minuutin kohdalla. Val201-peptidin vaikutuksesta Src:n aktiivisuus laskee estrogeenin lasna ol-
lessa, kun taas pelkan Val201-peptdin vaikutus on vahainen. Tutkimusten mukaan spesifisen in-
hibiittorin, tassa tapauksessa Val201-peptidin, vaikutuksen on todettu olevan huipussaan ensim-
maisten minuuttien kuluttua altistuksesta, jonka jalkeen sen vaikutus hiipuu (Migliaccio ym. 1996,
1292-1293). Taman takia keskityimme tulosten tulkitsemisessa néytteisiin ensimméisen kymme-
nen minuutin ajalta. Kymmenen sekunnin (0,17 min) altistusajan naytteissé ei ole havaittavissa

selvia eroja, joten paattelimme altistusajan olleen liian lyhyt.

Kuviosta 6 voidaan tarkastella kokonais-ERK:n vaihteluja, jotka tukevat Src-tason vaihteluja. Ku-
viossa 5 on kuitenkin nahtavillda 10 minuutin kohdalla selittdméatén fosfo-ERK-tason nousu, jolle
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voi olla lukuisia syita. ERK sijaitsee signaalinsiirtoketjussa paljon Src:td myéhemmin ja siihen voi

vaikuttaa moni muukin tekija Src:n aktivoitumisen ja Val201-peptidin lisaksi.

MCF-7, 40 nM VAL201, Fosfo-Src
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KUVIO 4. Val201-peptidin (40 nM) vaikutus signaalinsiirtoon (Src). X-akselille on merkitty altistus-
liuos ja kéytetty altistusaika. Y-akseli kuvaa fluoresenssin keskimaaraista intensiteettia (MFI).

Kontrollina kéytettiin ei-stimuloituja soluja (pelkkd DMEM), E=estrogeeni ja V=Val201 ja sen kéy-

tetty pitoisuus.
MCF-7, 40 nM VAL201, Fosfo-ERK
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KUVIO 5. Val201-peptidin (40 nM) vaikutus signaalinsiirtoon (fosfo-ERK).
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MCF-7, 40 nM VAL201, Kokonais-ERK
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KUVIO 6. Val201-peptidin (40 nM) vaikutus kokonais-ERK-pitoisuuteen.

Keskityimme diagrammien tarkastelussa 40 nM pitoisuudella suoritetuista kokeista saatuihin tu-
loksiin, koska niissa muutokset olivat selkedmmin havaittavissa muihin kuvaajiin verrattuna.
Kuoppalevyjen 3 ja 4 soluja kasvatettiin vuorokauden pidempaan, jolloin solumaara oli oletetta-
vasti suurempi kuoppalevyyn 2 verrattuna. Taman vuoksi solut ovat saattaneet altistua suhteessa
pienemmalle estrogeenimaaralle, jolloin sen vaikutus on ollut vahaisempi. Tata teoriaa tukevat

my0s naiden kuoppalevyjen naytteiden perusteella muodostetut kuvaajat (liite 5).

Oikean pitoisuuden I6ytyessa Val201-peptidilla vaikuttaa olevan estava vaikutus hormoniriippu-
vaisissa rintasyopasoluissa signaalin siirtymiseen estrogeenin sitoutuessa reseptoriinsa. Taten
voidaan olettaa, etta Val201-peptidi estda Src:n kiinnittymista reseptorin solukalvon sisapuoliseen
osaan. Val201-peptidin estettya Src:n aktivoitumisen estyy signaalinkulku myds ERK:lle, joten ai-
nakin Src-valitteinen ERK:n aktivointi estyy. Tydmme on ensimmaisia tutkimuksia Val201-peptidin
vaikutuksista signaalinsiirtoon, joten lisakokeita tarvitaan vaistamatta. Kokeiden avulla tulisi selvit-
taa ainakin oikeat estrogeeni- ja laakepitoisuudet seka inkubaatioajat ladkkeen optimaalisen toi-
minnan varmistamiseksi. Signaalinsiito on monimutkainen kompleksi, johon Val201-peptidilla
saattaa olla my6s ennalta-arvaamattomia vaikutuksia. Laaketutkimus vaatii siten viela paljon tut-

kimusta.
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6 POHDINTA

Opinnaytetyon tekeminen oli opettavainen ja ammatillisesti erittain mielenkiintoinen projekti. Paa-
simme osaksi konkreettista [adkekehitystyota, jossa saimme hyddyntaa bioanalyytikon ammatillis-
ta osaamista. Projekti sujui kokonaisuudessaan hyvin, vaikka haasteilta ei valtyttykaan. Suurim-
mat haasteet johtuivat projektin loppupuolella reagenssien toimitusvaikeuksista aiheutuneista ai-

katauluongelmista.

Aiempi tietamyksemme muun muassa soluviljelysta perustui molekyylibiologian kurssilla kasitel-
tyihin perusteisiin. Laakekehityksesta ja siihen liittyvista prosesseista meilla ei ollut lainkaan
aiempaa tietamysta. Koska opinnaytetyon aiheemme oli meille entuudestaan taysin vieras, aloi-
timme aiheeseen perehtymisen taysin alusta. Aihe tarjosi siten kaivattua haastetta, vaikka se
aluksi tuntui jopa liian haasteelliselta. Erityisesti luotettavien, relevanttien ja ennen kaikkea ym-
marrettavien lahteiden I6ytdminen vaikutti aluksi Iahes mahdottomalta. Saimme kuitenkin tukea ja

neuvoja hyviin lahteisiin ohjaajiltamme, eika tyo kokonaisuudessaan ollut liian haastava.

Tutkimuksemme oli ensimmaisia koskien Val201-peptidin vaikutuksia signaalinsiirtoon. Koska
koejarjestelyjen optimaalisuudesta Val201-peptidin toiminnalle ja siten signaalinsiirron estamiselle
ei ollut varmuutta, kitteja tilattiin kustannussyista vain yksi kutakin. Yhden kitin reagenssit riittivat
96 naytteelle, eika rinnakkaisnaytteille ollut tilaa, vaikka niin olisimme saaneet enemman dataa ja
siten luotettavampia tuloksia. Toistettavuuden takaamiseksi koejarjestelyt olisi hyva tehda use-
amman kerran, jolloin tulosten tilastointi olisi luotettavaa ja niille voitaisiin laskea keskihajonnat ja

virhemarginaalit.

Val201-peptidin toimivuutta tullaan tutkimaan jatkossa lisaa. Suorittamiemme tutkimusten perus-
teella lisatutkimusta kaipaavat erityisesti [aakkeen optimaalisen pitoisuuden ja altistusaikojen sel-
vittaminen. Kayttamistamme altistusajoista tunnin altistus oli tulosten perusteella liian pitka. Sig-
naalinsiirto tapahtuu nopeasti jo ensimmaisten minuuttien kuluttua altistuksesta, joten tunnissa ti-
lanne on ehtinyt jo normalisoitua. Jatkotutkimuksia ajatellen mittauspisteita kannattanee sijoittaa
enemman altistuksen ensimmaisiin minuutteihin. Kymmenen sekunnin altistusaika vaikuttaa puo-
lestaan liian lyhyelta, koska missaan kuvaajassa ei ole havaittavissa selvia muutoksia tassa ajas-
sa. Altistuskokeita suoritettaessa pipetoimme naytteet kasin ja laskimme altistusajat sekuntikellon
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avulla. Jos altistusajat valitaan Iyhyilla aikavalilla, tulee pipetointiin kiinnittaa tarkkuutta. Parhaiten

tama saavutetaan automatisoimalla pipetointia.

Luultavasti myos estrogeenipitoisuus vaikuttaa laakkeen toimivuuteen, joten myos sen optimaali-
nen pitoisuus tarvinnee lisaselvityksia. Kayttamamme estrogeenipitoisuus olisi voinut olla suu-
rempi kuin 10 nM, jolloin olisimme saattaneet saada selvempia kinaasipitoisuuseroja. Toisaalta
kuoppalevyn 2 naytteista saatiin oikeansuuntaisia tuloksia, joten liian pieni estrogeenipitoisuus ei
selita alhaisia kinaasiaktivaatioita toisilla kuoppalevyilld. Syy saattaa olla my0s siing, etté estro-
geenia oli liian vahan suhteessa solumaaraan, silld kuoppalevyjen 3 ja 4 soluja kasvatettiin vuo-

rokauden pidempaan ja niissa oli siten enemman soluja.

Vaikka tutkimustuloksemme ovat suuntaa antavia, niista on havaittavissa selkeita viitteita siita, et-
ta Val201-peptidi toimii kuten sen kuuluukin. Vaikka naytteista ei tehty rinnakkaismaarityksia eika
kokeita toistettu, pid@mme saamiamme tuloksia luotettavina. Teimme tydvaiheet tarkasti ja ohjeita
noudattaen. Pyrimme tiedostamaan erilaiset riskitekijat, kuten soluviljelyn kontaminaatiomahdolli-

suuden, jotta osaisimme valttya virheilta ja toimia tilanteen vaatimalla tavalla.

Toimimme opinnaytetyOprojektissa ammattietikkamme mukaan. Luotimme toisen tekemiseen ja
siihen, etta tyot tehdaan huolella ja ohjeistetusti. Projektin myota opimme luottamaan omiin tai-
toihimme niin kaytannon tyoskentelyssa kuin uusien asioiden sisaistamisessa itseopiskelun kaut-
ta. Halusimme, ettd opinnaytetyoprosessi sisaltaa kaytannon laboratoriotyoskentelya, joten tama
aihe tuntui meille luonnolliselta. Koemme, etta tyomme on arvokasta ja siita saadaan konkreettis-
ta hyotya Val201-peptidin jatkotutkimuksia varten. Meista on hienoa, etta saimme olla osana tar-
keda tutkimusprosessia ja koemme oppineemme projektista paljon. Mielestdmme opinnéytetyo-
projekti tuki ammatillista kasvuamme bioanalyytikoina ja antoi valmiuksia tutkimustyon tekemisel-

le tulevaisuudessa.
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LIITE 1 Kasvatusliosten valmistaminen 1/8

DMEM-kasvatusliuos

500 ml Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (with L-glutamine and 4 500 mg glucose/l)
50 ml Fetal Bovine Serum
5ml Streptomysiini-penisilliini

e Inaktivoi FBS +56 °C 30 min

e Suodata FBS filtterin lapi steriiliin pulloon

e Lisada DMEM-pulloon FBS ja streptomysiini-penisilliini
e Jaa valmis kasvatusliuos 50 ml falcon-putkiin

o Sailytys jadkaapissa

Fenolipunaton DMEM-kasvatusliuos

500 ml Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (with 4 500 mg glucose/l, without L-
glutamine and phenol red)

5ml Streptomysiini-penisilliini
e Lisaa antibiootti DMEM-liuokseen

o Jaa 100 ml steriileihin pulloihin

o Sailytys jadkaapissa
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LIITE 2 Estrogeeni- ja Val201-liuosten valmistaminen 2/8

Estrogeeniliuos

272,38 mg estrogeenia/1 | etanolia = 1 mM estrogeeniliuos
Taten 5 mg estrogeenia/9,18 ml etanolia = 2 mM estrogeeniliuos
Laimenna 2 mM estrogeeniliuosta valmiilla kasvatusliuoksella. Jatka laimentamista kayttamalla

edellisessa vaiheessa laimentamaasi liuosta.

1:200 50 pl E2+ 9 950 pul DMEM = 10 uM =10 000 nM
1:100 100 pl Eo/DMEM + 9 900 ul DMEM =100 nM
1:10 1000 ul E2/DMEM + 9 000 pl DMEM =10 nM
1:10 1000 ul E2/DMEM + 9 000 pl DMEM =1nM

1:10 1000 ul E2/DMEM + 9 000 pl DMEM =0,1nM
Val201-liuos

Punnitse 1 mg Val201-peptidia ja liuota se 840 pl 1 X PBS:aan = 1 mM Val201

Laimenna 1 mM Val201-liuosta valmiilla kasvatusliuoksella. Jatka laimentamista kayttamalla edel-

lisessa vaiheessa laimentamaasi liuosta.

1:100 100 pl Val201 + 9900 pl DMEM =10 uM =10 000 nM
1:2,5 4 000 pl Val201/DMEM + 6 000 yl DMEM =4 000 nM
110 1000 pl Val201/DMEM + 9 000 pl DMEM =400 nM
110 1000 pl Val201/DMEM + 9 000 ul DMEM =40 nM
110 1000 pl Val201/DMEM + 9 000 yl DMEM =4 nM

1:10 1000 pl Val201/DMEM + 9 000 yl DMEM = 0,4 nM
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LIITE 3 Soluviljelyn tybohjeet 3/8

Soluviljely aloitetaan sulattamalla solut nestetypesta.

Sulata solut +37 °C vesihauteessa

Siirré solususpensio cryoputkesta 15 ml falcon-putkeen

Lisaa 2 ml valmista kasvatusliuosta

Sentrifugoi 4 min 1 000 rpm

Pipetoi supernatantti pois ja lisaa tilalle 2 ml kasvatusliuosta

Vortexoi ja lisaa kasvatusliuosta vield 6 ml

Jaa soluliuos kahteen pieneen soluvilielypulloon ja laita hiilidioksidilampokaappiin
(CO,,+37 °C)

Solujen jakaminen tai pakastaminen

Pipetoi kasvatusliuos pois solujen paalta

Pese solut kahdesti 1 X PBS:lla, 7ml/pesu

Lisa@ 3 ml trypsiini-EDTA:ta ja anna vaikuttaa hiilidioksidilampdkaapissa 5-10 minuuttia.
Tarkkaile solujen irtoamista mikroskoopilla.

Pysayta trypsiini-EDTA:n vaikutus lisaamalla soljen paalle 10 ml kasvatusliuosta

Pipetoi soluliuos 15 ml falcon-putkeen

Sentrifugoi 4 min 1 000 rpm

Jatkoviljely Solujen pakastaminen

e Pipetoi supernatantti pois e Pipetoi supernatantti pois

e Lisaa solunapin paalle 4 ml kasva- e Lisaa solunapin paalle 2 ml freezing
tusliuosta mediumia

e Jaa soluliuos kahteen isoon soluvil- e Sekoita hyvin ja jaa kahteen cryo-
jelypulloon putkeen, 1 ml/putki

e Lisaa molempiin pulloihin 18 ml e Laita putket isopropanolihauteessa -
kasvatusliuosta 70°C

e Laita solut kasvamaan hiilidioksidi- e Siirra putket vuorokauden kuluttua
lampokaappiin nestetyppeen
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LIITE 4 Kuoppalevyjen pipetointikaaviot ja naytteiden proteiinipitoisuudet 4/8

Kaytetyt yhdistelmaliuokset tehtiin 1:1. Jokaiseen kaivoon pipetoitiin 200 pl testiliuosta. Nollanayt-
teena kaytettiin pelkkaa kasvatusliuosta. Kuoppalevyt 1 ja 2 olivat rinnakkaisia, joten levy 1 jatet-

tiin pois rajallisen naytemaaran vuoksi.

2. 1 2 3 4 5 6
10s 1 min 5 min 10 min 30 min 1h
A
DMEM | 102,3 pg/ml | 213,5 pg/ml 182,9 pg/ml 267,6 pg/ml
B
E2/ 130,0 pg/ml | 135,9 pg/ml 196,8 pg/ml 320,6 pg/ml
DMEM
c
E2/ 145,5 pg/ml | 252,1 pg/ml 285,1 ug/ml 262,7 pg/ml
Val201
D
Val201/ | 213,3 pg/ml | 288,1 pg/ml 280,3 pg/ml 314,0 pg/ml
DMEM
E2: 10 nM/ Val201: 40 nM
3. 1 2E2/ 3E2/ 4 DMEM/ 5 6
DMEM DMEM Val 4 nM Val 4 nM
A
10s 485,7 ug/ml | 443,9 pg/ml | 282,0 pg/ml | 295,0 ug/ml
B
2min | 436,6 pug/ml | 467,5 pg/ml | 396,4 pg/ml | 401,1 ug/ml
c
20 min
1h 436,9 pg/ml | 434,5 pg/ml | 4455 pg/ml | 421,6 pg/ml
E2: 10 nM
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5/8

4, 1E2/ 2 DMEM/ 3E2/ 4 DMEM/
Val 400 nM | Val 400 nM | Val 4000 nM | Val 400 nM

A

10s 2741 ug/ml | 275,0 pg/ml | 279,7 pg/ml | 266,7 ug/ml

B

2 min 2321 pg/ml | 253,3 pg/ml | 222,4 pg/ml | 297,5 pg/ml

C

20 min

D

1h 173,1 pg/ml | 175,5 pg/ml | 193,7 pg/ml | 216,0 pg/ml

E2: 10 nM
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LIITE 5 Tulosdiagrammit 6/8

VAL201 4 nM
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KUVIO 1. Val201-peptidin (4 nM) vaikutus signaalinsiirtoon.
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KUVIO 2. Val201-peptidin (4 nM) vaikutus kokonais- ERK-pitoisuuteen.
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VAL201 400 nM
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KUVIO 3. Val201-peptidin (400 nM) vaikutus signaalinsiirtoon.
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KUVIO 4. Val201-peptidin (400 nM) vaikutus kokonais- ERK-pitoisuuteen.
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8/8

VAL201 4000 nM
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KUVIO 5. Val201-peptidin (4000 nM) vaikutus signaalinsiirtoon.
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KUVIO 6. Val201-peptidin (4000 nM) vaikutus kokonais- ERK-pitoisuuteen.

34



