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Eturauhassydpa on Suomessa miesten yleisin syopatyyppi. Tauti voi alkuvaiheessa olla melko
oireeton, joten kolmannes eturauhassyodvistd on diagnoosihetkella ehtinyt jo ldhettda
etapesakkeitd muualle elimistoon. Sydvan ennuste muuttuu huonoksi silloin, kun syopa on
ehtinyt levita elimistéssa ja muodostanut etapesakkeita.

Naisten yleisin sydpatyyppi Suomessa on rintasyopa. Se on yleistynyt viime vuosikymmenien
aikana ja sen on ennustettu yleistyvan edelleen. Rintasydvan seulontamenetelmana kaytetaan
mammografiaa, jonka avulla voidaan todeta epanormaalit muutokset rinnassa. Mammografialla
saadaan suurin osa rintasyovista diagnosoida oireettomassa vaiheessa.

Syopien hoitoon pyritaan jatkuvasti Ioytdmé&an uusia tehokkaampia hoitomuotoja, joiden avulla
voitaisiin vahentdd syoOpasolujen leviamistd ja etdpesdkkeiden muodostumista. Yhtena
kiinnostavana laékekohteena ovat olleet proteiinikinaasit, jotka vaikuttavat solujen moniin
elintarkeisiin  toimintoihin. Pim-ryhmén-kinaasien on todettu edistivdn muun muassa
eturauhassyopasolujen kasvua ja levidmisté, mink& vuoksi on ollut tarpeen tutkia Pim-kinaasien
toimintaa estavien kemiallisten aineiden eli inhibiittorien sek& inaktivoivien mutaatioiden
vaikutusta syopasoluihin.

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli tutkia uuden Pim-kinaasien toimintaa estavan
inhibiittorin, RAG:in, vaikutusta PC-3-eturauhassyopasoluihin. Vertailukontrollina toimi DHPCC-
9-inhibiittori, jolla on aikaisemmissa tutkimuksissa saatu hyvid tuloksia. Pim-kinaasien
ominaisuuksia tutkittin myds Pim-kinaasin inaktivoivalla mutaatiolla MCF-7-rintasydpasoluissa.
Vertailukontrollina oli normaalisti toimiva Pim-villityyppi. Opinnéytetydssa tutkittiin Pim-inhibition
vaikutuksia solujen aktiivisuuteen, aineenvaihduntaan seka elinkykyyn. Tuloksista kavi ilmi etta
uusi Pim-selektiivinen inhibiittrori, RAG, ei vaikuttanut PC-3-sydpésoluihin yhtd hyvin kuin
vertailuna ollut DHPCC-9 inhibiittori. Tuloksista ilmeni mygs, ettd Pim-1-kinaasin mutaatio
vahensi solujen aktiivisuutta Pim-1-villityyppiin verrattuna.
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THE EFFECTS OF PIM-INHIBITON IN PROSTATE
AND BREAST CANCER CELLS

Prostate cancer is one of the most common cancer types for men in Finland. In its early phase
the cancer can be symptomless. When diagnosed, one third of the cases have already
metastasized. Prostate cancer prognosis turns bad, when the cancer has spread in the body
and formed metastasis.

For women breast cancer is the most common type of cancer in Finland. It has become more
common in the last decades, and it is predicted to become even more common in the future.
Mammography is used as a screening method for breast cancer. It allows detection of abnormal
changes in breast tissue. Thanks to mammography, most of breast cancers are diagnosed at
symptomless stage.

Researchers continuously attemps to find new, more efficient forms of treatment, which can
reduce the spread of cancer cells and metastasis. One interesting target for drug discovery, are
protein kinases, which affect in essential cell functions. Pim -kinase family has shown to
promote growth and metastases of for example prostate cancer cells. Therefore it has been
found useful to investigate effects of inhibitors of Pim —kinases but also the effects of
inactivating mutations on cancer cells.

The purpose of this thesis was to study the effects of a new Pim -kinase inhibitor named RAG
on PC-3-prostate cancer cells. As a comparison, DHPCC-9-inhibitor, which has shown
promising results in previous studies, was used as a control. The features of Pim -kinases were
also studied with an inactivating Pim -mutation in MCF-7-breast cancer cells. As a comparison a
normally functioning Pim -wild -type was used as a control. In the thesis the effects of Pim -
inhibition on cell activity, metabolism and viability were studied. The results showed that the
new Pim-selective inhibitor RAG was not as effective in PC-3 cancer cells as the DHPCC-9
inhibitor. The results also showed that the mutation in Pim-1 kinase decreased cell activity in
comparison to Pim-1 -wild -type.

KEYWORDS:

Pim -kinase, Inhibitor, mutation, PC-3, MCF-7, DHPCC-9, RAG
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1 JOHDANTO

EturauhassyOpéd on Suomessa miesten yleisin sydpatyyppi. Sydvan ennuste
muuttuu huonoksi yleensa silloin kun sydpasolut levidvat elimistdon ja muodos-
tavat etéapesakkeita elintarkeisiin kudoksiin. Taman vuoksi on tarkeaa tutkia 1aa-
keainekohteita ja |0ytaa syovan leviamista estavia uusia laékkeita. (Santio ym.
2015.)

Monien solujen tuottamien proteiinien aktiivisuutta voidaan muuttaa fosforyloi-
malla, jolloin molekyyleihin liitetddn ylimaarainen fosfaattiryhmé. Kinaasit ovat
entsyymeja, jotka katalysoivat soluissa fosforylaatio-reaktioita. Proteiineja fosfo-
ryloivat proteiinikinaasit jaetaan kohteidensa mukaisesti ryhmiin. (Heino &
Vuento 2004.) Proteiiniseriini/treoniinikinaasit fosforyloivat seriini- ja/tai treonii-
niproteiineja, ja proteiinityrosiinikinaasit taas tyrosiiniproteiineja (Gerard 2015).
Pim-ryhmé&n kinaasit ovat pienikokoisia suhteellisen aktiivisia kinaaseja, jotka
kuuluvat proteiiniseriini/treoniinikinaasien ryhmaan (Santio ym. 2010). Prote-
iinikinaasit toimivat osana solujen saatelyjarjestelmaa ja vaikuttavat solujen ai-
neenvaihduntaan, jakautumiseen sekd muihin toimintoihin (Heino & Vuento
2004).

Turun yliopiston biologian laitoksen genetiikan ja fysiologian osastolla on tutkittu
Pim-kinaasien merkitystd eturauhassyodpasolujen levidmiseen. lhmisen etu-
rauhassyovan hiirimallilla todennettiin, ettd Pim-kinaasit lisddvat sybpasolujen
kykya muodostaa etdpesakkeitd seka eturauhasta ymparoiviin imusolmukkeisiin
ettd keuhkoihin. Tutkimuksessa saatiin selville, etta DHPCC-9 -niminen inhibiit-

tori, joka estdaa Pim-kinaasien toimintaa soluissa, heikentdd myds hiirissa
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eturauhaseen istutettujen syopasolujen kasvua ja etdpesakkeiden muodostu-
mista (Santio ym. 2010).

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli selvittaa uuden Pim-selektiivisen inhibiit-
torin seka inaktiivisen mutaation vaikutuksia eturauhas- ja rintasyopéasolujen
kasvuun seka elinkykyyn. Tavoitteena tasséd opinnaytetydssa oli kartoittaa ja

|6ytad uusi toimiva inhibiittori, joka vaikuttaisi Pim-kinaasien toimintaan.
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2 TUTKIMUKSEN TEOREETTINEN TAUSTA

2.1 Tutkimuksen keskeiset kasitteet

2.1.1 Eturauhassyopa

Eturauhassyopa on Suomessa miesten yleisin syopa (Kaypa hoito 2014). Vuo-
sien 2009-2013 aikana Suomessa todettiin vuosittain liki 5000 uutta eturauhas-
syOpatapausta (Nordcan 2015). Sairastuneiden keski-ikd diagnoosihetkella on
71 vuotta (Saarelma, 2015). Kasvaimen syntyyn vaikuttavia tekijoita on onnis-
tuttu selvittdmaan vain osittain, mutta taudin kehittymisen kannalta hormonaali-
silla tekijoilla ja ravintotekijoilla uskotaan olevan merkitysta. (Pfizer 2014.) Kun
eturauhassybpa todetaan, 23-prosentilla tapauksissa tauti on ehtinyt lahettaa
etdpesakkeitd. Eturauhassyobpéa on yleensa taudin alkuvaiheessa melko oiree-
ton. Oireet voivat olla virtsaamisoireita, jotka ovat tyypillisia myds hyvanlaatuisil-

le eturauhas- ja virtsarakkosairauksille.

Pienen uusiutumisriskin potilailla eturauhassyoévan hoitona kaytetaan aktiiviseu-
rantaa, ulkoista tai lyhytetaisyyksista sadehoitoa tai radikaalileikkausta. Pienen
riskin potilailla paranemisennuste on yleensa erinomainen. (Kaypa hoito 2014.)
Pidemmalle levinneessa eturauhassyovassa oireina saattaa esiintya muun mu-
assa luustokipua. (Tammela ym. 2014.) Eturauhassydvan ennuste on huonompi
silloin, kun syopa on levinnyt elimistdssa, ja etapesakkeita on ehtinyt muodos-
tua (Kaypa hoito 2014).

2.1.2 Rintasytpa

Naisten yleisin syopatyyppi Suomessa on rintasyopa. Tauti yleistyy 45 ikavuo-
den jalkeen. Keski-ikd rintasyovan toteamishetkella on noin 60 vuotta. Rin-
tasybpa on selkeasti yleistynyt Suomessa 1970-luvulta lahtien. On ennustettu,
ettd se edelleen lisdantyy. Vuonna 2011 todettiin 4865 uutta rintasyopatapaus-

ta. Kuten eturauhassyovassa rintasyovassakin hormonaalisilla tekijdilla on mer-
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kittiva osuus. Esimerkiksi synnyttaméattomilla naisilla riski sairastua rin-

tasybpaan on suurempi kuin synnyttaneilla naisilla. (Joensuu ym. 2007.)

Rintasydvan toteamisessa, arvioinnissa sekd seurannassa yksi tarkeimmista
menetelmistda on mammografia. Siind rinnoista otetaan rontgenkuvat, joiden
avulla voidaan todeta rinnan epanormaalit muutokset. Tavallisin oire on kivuton
kyhmy, joka ei arista. Muita oireita ovat esimerkiksi kipu tai pistely rinnassa, rin-
nan punoitus sek& ihottuma. Suurin osa rintasyovista diagnosoidaan oireettomi-
na mammografian avulla. Osa todetuista syovista on kuitenkin ehtinyt toteamis-
hetkella muodostaa etapeséakkeitd. (Roche 2016.) Uusien kehittyneiden hoito-
menetelmien ja varhaisen toteamisen vuoksi taudin ennuste on jatkuvasti pa-

rantunut (Duodecim Terveyskirjasto 2012).

2.1.3 Kinaasi

Kinaasit ovat entsyymeja, jotka lisdavat molekyyleihin fosfaattiynmén (Cooper
2015). Monien solujen entsyymien aktiivisuus muuttuu, jos joitakin niiden sivu-
ketjuista muunnellaan fosforyloimalla (Heino & Vuento 2014). Fosforylaatio vai-
kuttaa solujen proteiinien aktiivisuuteen ja niiden toiminnan saatelyyn (Thermo
Fisher scientific 2015). Proteiinien fosforylaatiota katalysoivat proteiinikinaasit.
Naissa reaktioissa fosfaattiryhman luovuttajana toimii ATP (adenosiinitrifosfaat-
ti). Proteiinikinaasit vaikuttavat muun muassa solujen jakautumiseen, aineen-
vaihduntaan ja muihin toimintoihin. Proteiinikinaasit tunnistavat tarkasti ne pro-
teiinit, joita niiden kuuluu fosforyloida. (Heino & Vuento 2014.) Proteiinikinaasit
ovat tarpeen mukaan aktiivisessa tai inaktiivisessa muodossa. Proteiinikinaasi
voi aktiivisessa muodossa sitoutua toiseen proteiinikinaasiin, jolloin ne voivat
aktivoida toisiaan. (Syopatieto 2015.) Kohteensa mukaisesti proteiinikinaasit
jaetaan proteiiniseriini/treoniinikinaaseihin ja proteiinityrosiinikinaaseihin sen
mukaisesti mihin aminohappoihin ne fosfaattirynmia liittavat (Heino & Vuento
2004).
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2.1.4 Pim-ryhman kinaasit

Pim-ryhman kinaasit kuuluvat proteiiniseriini/treoniinikinaasien ryhmaan ja koos-
tuvat kolmesta hyvinkin samankaltaisesta proteiinista: Pim-1, Pim-2 ja Pim-3
(Santio ym. 2010). Pim-kinaasien on todettu vaikuttavan positiivisesti solun sel-
viytymiskykyyn, silla ne estavat apoptoosia eli solun ohjelmoitua kuolemaa (Fox
ym. 2003). Pim-kinaasit ovat liikaa ilmentyessaan yksi syopaa aiheuttavista teki-
joistad (Santio ym. 2010). In vivo hiirikokeilla on osoitettu, ettd Pim-kinaasit, joi-
den ilmentyminen sydvissa lisaantyy, vaikuttavat yhdessa muiden sydpageeni-
en kanssa sydvan syntyyn (Aho 2005). Pim-ryhman kinaasien yli-ilmentymista
onkin l0ydetty niin verta muodostavista eli hematopoieettisista pahalaatuisista

syovista kuin kiinteista kasvaimista (Santio ym. 2010).

2.1.5 Inhibiittori

Inhibiittorit ovat aineita, jotka estavat entsyymien toiminnan sitoutumalla niihin.
Jotkut elimistdn entsyymeista voivat itsekin olla inhibiittoreita, jolloin ne estavat
toisten entsyymien toimintaa. (Heiskanen & Mankinen 2004.) Inhibiittorin vaiku-
tus voi olla reversiibelia eli palautuvaa tai irreversiibelia eli palautumatonta (Hei-
no & Vuento 2014). Palautuva esto voi olla luonteeltaan my6s kilpailevaa, jolloin
inhibiittorit kilpailevat sitoutumisesta entsyymin aktiiviseen kohtaan yhdessa
substraatin kanssa (Heino & Vuento 2004). Substraatti on se kohdemolekyyli,
johon entsyymin toiminta kohdistuu. Entsyymi voi vaikuttaa substraatin Kiinnit-
tymiseen muihin aineisiin tai sen pilkkoutumiseen. Jokaisella entsyymilla on tie-
tynmuotoinen rakenne, joten kuhunkin entsyymiin voi sitoutua vain tietynmuo-
toinen substraattimolekyyli, eli entsyymit ovat spesifisia substraattia kohtaan.
(Ulmanen ym. 2007.) Inhibiittorin kiinnittyessa entsyymiin ne muodostavat ent-
syymi-inhibiittorikompleksin (Okamoto ym. 2003). Kompleksin muodostuttua
inhibiittori voi estaa entsyymin toimintaa myos irreversiibelisti eli palautumatto-
masti, jolloin inhibiittori muuntaa entsyymin pysyvasti ei toimivaan muotoon

(Heino & Vuento 2014). Pim-kinaasien toiminnan estadmiseen on kehitetty monia
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inhibiittoreita ja niilla on todettu olevan vaikutusta syopéasolujen liikkumiseen ja
toimintaan aikaisemmissa tutkimuksissa (Santio ym. 2010, Moreaus ym. 2014).

CHO
Qeis

N N
H H
Kuva 1. DHPCC-9 inhibiittori (Santio ym. 2010)

Kuvassa 1 on esitetty Pim-selektiivisen DHPCC-9-inhibiittorin rakennekaava.

O D .llCHD

N N

_/

Kuva 2. RAG inhibiittori (Moreau ym. 2014)

Kuvassa 2 on RAG inhibiittori, joka on DHPCC-9-inhibiittorin johdannainen.

RAG:ssa on yksi ylimaarainen butyyliketju lisaa.
2.2 Menetelmateoria
2.2.1 Soluviljely

Elain- tai kasvisolut voidaan eristdéd kudoksesta. Ne voivat jatkaa kasvuaan so-
pivalla alustalla sekd suotuisassa ymparistossa. Kasvaakseen solut tarvitsevat
tarkasti saadellyn ymparistdon. Solut vaativat oikeanlaiset olosuhteet lampétilan,
kaasujen, pH:n ja ravintoaineiden kannalta. (ThermoFisher 2015.) Oikeat solu-
viljelyolosuhteet saattavat hieman vaihdella eri solulinjojen valilla. Suspensiossa
pystytaan viljelemdén suurempia solumaaria. Monet eldinsolulinjat kuitenkin
vaativat kiinnittymisalustan, jolloin soluja viljelladn kasvatusliuoksessa pulloissa
tai maljoilla. (ATCC® 2014.)
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Solujen kanssa tyoskenneltdesséa aseptisuus on tarkeaa. Soluja kasitellaan aina
laminaarikaapissa. Kaytetyt valineet, pullot ja pinnat pyyhitaan 70-prosenttisella
etanolilla ennen tydskentelyn aloittamista. Solut kasvavat maljalla ravintones-
teessd, jonka taytyy sisaltaa soluille valttamattomia yhdisteita kuten glukoosia,
aminohappoja, antibioottia ja seerumia. Vasikan seerumi (FCS, Fetal Calf Se-
rum) sisaltda soluille tarkeitd kasvutekijoita. Antibiootit puolestaan estavat bak-
teerien kasvun solumaljoilla. Solut kiinnittyvat maljan pohjaan ja ne saadaan
irrotettua maljasta trypsiini/EDTA-liuoksen avulla. Solut jaetaan uusille maljoille,
kun niiden solutiheys kasvaa liian suureksi. Nain saadaan yllapidettya solujen
kasvulle otollisia olosuhteita. (Invitrogen/Gibco 2014.)

2.2.2 Transfektio lipofektion ja elektroporaation avulla

Transfektiolla tarkoitetaan DNA:n viemistd kohdesoluun. Transfektion avulla
saadaan solu ilmentdmé&an tutkittavaa geenid. Kohdegeeni transfektoidaan riit-
tavaan maaraéan soluja, jolloin sen geenituotetta voidaan havainnoida ja tutkia
sen vaikutuksia soluun. (Suominen ym. 2010.) Tehokkaan transfektion saavut-
tamiseksi solujen tulee olla elinvoimaisia, joten solujen ravintoneste vaihdetaan
uuteen ennen transfektiota. Soluja kasvatetaan +37C-asteisessa soluviljelykaa-
pissa 24—72 tuntia transfektion jalkeen. (Promega 2016.) Transfektioon on kay-

t6ssa useita eri menetelmia.

Lipofektio kuuluu biokemiallisiin menetelmiin. Siina positiivisesti varautuneet
lipidit muodostavat rakenteen negatiivisesti varautuneen DNA:n ymparille. Na-
ma liposomikompleksit lapaisevat solukalvon endosytoosin avulla muodostaen

endosomeja, joista DNA voi vapautua ja kulkeutua tumaan. (Felgner ym. 1987.)

Elektroporaatiossa kohdesoluihin viedddn DNA:ta sahkopulssin avulla. Elektro-
poraatio perustuu voimakkaaseen, mutta lyhytaikaiseen sahkoéimpulssiin, joka
synnyttda solukalvoon reikia. DNA:n on mahdollista siirtyd suoraan solujen si-
saan naiden reikien kautta. (Suominen ym. 2010.) Kyseista tekniikkaa kaytet-

tdessa tarvitaan yleensa enemmaén soluja, silla osa soluista kuolee sahkdim-
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pulssin seurauksena. Sahkdimpulssin voimakkuus ja pulssin pituus taytyy aina
optimoida kaytossa olevalle solutyypille sopivaksi. (Promega 2016.)

2.2.3 Lusiferaasikoe

Geenien ilmentymista tutkittaessa voidaan kayttaa soluun siirrettdvaa reportte-
rigeenid, jonka tuotantoa tutkittava geeni suoraan tai epasuorasti saatelee (Si-
mon & Kevin 2008). Reportterigeenin tuotetta, esimerkiksi entsyymia ja sen
maaraa, voidaan helposti mitata transfektion jalkeen. Talla tavoin voidaan tutkia
geenien ilmentymisen saatelya seka transfektion tehokkuutta. (ThermoFisher
Scientific 2015.) Yleensa reportterigeeni kloonataan tutkittavan DNA:n kanssa
vektoriin eli geenin kuljettajaan, joka siirretdén transfektiolla soluun. Transfekti-
on jalkeen reportterigeenin proteiini- tai entsyymiaktiivisuus mitataan. Hyva re-
portterigeeni, kuten lusiferaasi, on helposti tunnistettavissa ja mitattavissa maa-
rallisesti, kun se on ilmennetty. (Simon & Kevin 2008.) Lusiferaasientsyymin
aktiivisuuden mittaus perustuu bioluminesenssireaktioon. Lusiferaasientsyymi
katalysoi ATP:td. Reaktion seurauksena syntyy valoa, joka mitataan lumine-
senssin havaitsevalla laitteella. Valon voimakkuus on suoraan verrannollinen

lusiferaasientsyymin aktiivisuuteen. (NanoLight Technology 2011.)
Kaava 1. Lusiferaasimittauksen reaktiokaava (NanoLight Technology 2011.)
ATP + D-lusiferiini + O2 — AMP + PPi + oksilusiferiini + CO2 + valo.

Lusiferaasikoetta varten naytteeseen transfektoidaan kuvan 3 mukaisesti B-gal
ja 12xCSL-LUC reportterigeeneja seka tutkittavaa DNA:ta ekspressiovektorissa,
tassa tapauksessa Notchia. Notch on reseptoriproteiini, joka pystyy lapaise-
maan solukalvon. Reseptoriproteiini koostuu solun ulkoisesta, transmembraani-
sesta ja solunsisdisestd osasta. Solun ulkoinen osa vastaanottaa viereisista
soluista tulevia viestimolekyylejd. Notchin sisédinen osa irtoaa, kun viestimole-
kyyli on sitoutunut proteiiniin. Sisaisen osan irrottua, se siirtyy tumaan aktivoi-

maan kohdegeeninsa transkriptiota.
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ChiV-p-galaktosidaasi

12xCSL-lusiferaasi Notch
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Kuva 3. Solun transfektio

Lusiferaasikoetta varten kaytetaan 12xCSL-LUC:ia. Kyseinen reportterigeeni
siséltdd 12 kohtaa, joihin Notch voi sitoutua. Notchin sitouduttua se alkaa ilmen-
taa lusiferaasientsyymia. Kyseisen entsyymin aktiivisuutta mitataan kaavan 1
esittdmassa reaktiossa spektrofotometrisesti. Lusiferaasikokeessa luminesens-

sia syntyy sita enemman, mita useampaan kohtaan Notch sitoutuu.

Reportterigeeni ilmentda lusiferaasia. Naytteeseen lisatty Pim-kinaasi fosforyloi
Notchia, jolloin se sitoutuu useampaan kohtaan. N&in ollen lusiferaasiaktiivisuu-
den maara naytteessa nousee. Estettdessa Pim-kinaasin aktiivisuus joko inhi-
biittorilla tai Pim-KD mutaatiolla, ei fosforylaatiota paase tapahtumaan, jolloin

lusiferaasientsyymin aktiivisuus ei nouse.

2.2.4 B-galaktosidaasikoe

B-galaktosidaasia kaytetaan usein tasoittamaan lusiferaasikokeen tuloksia, silla
kyseinen entsyymi ilmentyy soluissa saman verran, jos DNA:ta on naytteessa
sama maara. CMV-B-gal entsyymia transfektoidaan solun sisaan ja sen maara
voidaan mitata kayttamalla ainetta, joka sitoutuessaan entsyymiin aiheuttaa va-
rireaktion. Nain ollen saadaan transfektiotehokkuus normalisoitua. (Smale
2010.)
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2.2.5 MTT-koe

Solujen metabolista aktiivisuutta voidaan mitata MTT-kokeen avulla, joka mittaa
mitokondriaalisen sukkinaattidehydrogenaasientsyymin aktiivisuutta. Solut, jois-
sa on metabolista aktiivisuutta, ottavat sisaansa keltaista tetratsoliumbromidia
eli MTT:ta (engl. 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide).
MTT pelkistyy veteen liukenemattomiksi, tummansinisiksi formatsaanikiteiksi.
Nama kiteet voidaan liuottaa esimerkiksi isopropanolilla, minka jalkeen nayt-
teessa olevan varin voimakkuus voidaan mitata spektrofotometrisesti. Pelkisty-
neen varin pitoisuus korreloi metabolisesti aktiivisten solujen maardd. MTT-
kokeella voidaan helposti tutkia erilaisten aineiden tai kasvuolosuhteiden vaiku-

tuksia solujen hengissa sailymiseen ja lisdantymiseen. (Koskinen 2009.)
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3 OPINNAYTETYON TARKOITUS, TAVOITTEET JA
TEHTAVAT

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli vertailla aiemmin tutkitun DHPCC-9 in-
hibiittorin seka sen johdannaisen RAG:in vaikutuksia Pim-kinaaseihin. Inhibiitto-
rien vaikutuksia testattin PC-3-eturauhassyodpasoluilla. Lisaksi tutkittiin Pim-
kinaasin mutaation vaikutusta MCF-7-rintasyopéasoluihin. Erityisesti tarkasteltiin
sitd, miten Pim-inhibiittorit tai Pim-kinaasin mutaatio vaikuttavat syopasolujen

aktiivisuuteen, aineenvaihduntaan ja elinkykyyn.

Tavoitteena oli I6ytad mahdollisesti aiempaa tehokkaampi Pim-selektiivinen in-
hibiittori. Pim-kinaasin mutaatiota tutkimalla pyrittiin saamaan lisatietoa muista
mahdollisista menetelmista, joilla syopasolujen kykyyn tehda etapesakkeita voi-

taisiin vaikuttaa.
Tutkimusongelmat:

1. Onko RAG-inhibiittori tehokkaampi PC-3-eturauhassyopéasoluille kuin
DHPCC-9?
2. Heikentddko Pim-kinaasin mutaatio MCF-7-rintasyopasolujen aktiivisuut-

ta?
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4 OPINNAYTETYON KAYTANNON TOTEUTUS

4.1 Toteutussuunnitelma

Opinnaytetyon toteutus tapahtui Turun yliopiston biologian laitoksen genetiikan
ja fysiologian osastolla dosentti Paivi Koskisen tutkimusryhméssa. Kaytannén
osuus suoritettiin suurimmaksi osaksi marras-joulukuussa 2015, jolloin inhibiitto-
rien vaikutusta testattiin PC-3-solulinjalla. Kevaan 2016 aikana tehtiin lisdkokei-
ta. Tutkimuksessa kaytettin sekd PC-3-eturauhassyopasoluja ettda MCF-7-
rintasyopasoluja. Opinnaytety6 valmistui kevaalla 2016. Opinnaytetyon lahto-
kohtina toimivat Paivi Koskisen tutkimusryhmén aiemmat tutkimustulokset ja

niista julkaistut artikkelit.

4.2 Metodologiset ratkaisut

Kvantitatiivisessa eli maarallisessa tutkimuksessa tavoitteena on kuvata ilmidita
numeerisesti. Aineisto analysoidaan tilastollisia analyysimenetelmia kayttaen.
(Vilkka 2007.) Peruslahtokohtana nain ollen on, ettd mittauksista saadaan tu-
lokselle numeerinen sisaltd. Numeroarvojen antaminen kohteille ei kuitenkaan

yksindan tee tutkimuksesta kvantitatiivista. (Eratuuli ym. 1994.)

Tama opinnaytetyo oli luonteeltaan kvantitatiivinen, silla aineistoa voidaan mita-
ta numeerisesti ja tulosten tarkastelemiseen kaytetaan tilastollisia analyysime-
netelmid. Suurin osa testeista oli toistettu aikaisemmin, joten tutkimusaineiston

valinta perustuu edellisiin tutkimuksiin.

4.3 Eettisten ndkokohtien tarkastelu

Opinnaytetydssa noudatettiin hyvaa tieteellista kaytantéd. Tutkimuksen kaikissa
vaiheissa painottui rehellisyys, huolellisuus ja tarkkuus. (Tutkimuseettinen neu-
vottelukunta 2014.) N&in varmistettiin tutkimuksen mahdollisimman hyvé luotet-

tavuus ja tulosten uskottavuus (Helsingin yliopisto 2015). Muiden tutkijoiden
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toitd kunnioitettiin ja lahdeviitteet merkittiin asianmukaisesti eikd muiden julkai-
suja plagioitu. Tutkimusryhmalla oli tarvittavat tutkimusluvat kunnossa. (Tutki-
museettinen neuvottelukunta 2014.) Opinnaytetyosta tehtiin asianmukainen tut-
kimussuunnitelma, joka noudatti Turun AMK:n kirjallisen tydn ohjeita. Laborato-

riotyoskentelysta pidettiin laboratoriopaivakirjaa.

4.4 Tutkimuksen kokeellinen suoritus

4.4.1 Solujen kasittely

Tyon kaytannon toteuttaminen aloitettiin syksylla 2015 solu- ja molekyylibiologi-
an syventavan harjoittelun aikana. Testeja jatkettiin kevaalla 2016. Tutkimus
alkoi kasvattamalla PC-3-eturauhassyodpasoluja, joita tutkimusryhmalla oli kay-
tettavissaan. Solujen kunto tarkastettiin mikroskoopilla, jolloin kavi ilmi solujen
terveys ja jakamistarve seka ravintonesteen vaihtotarve. Solujen jakaminen ta-
pahtui sen perusteella, kuinka paljon soluja oli maljalla ja kuinka paljon soluja
tarvittiin tutkimuksiin. Haluttu solutiheys testista riippuen oli 175 000 — 300 000
solua/ml. Solutiheys laskettiin Birkerin kammion avulla (lite 2). Solut jaettiin
tydohjeen (lite 3) mukaisesti maanantaisin ja torstaisin. Solut viljeltin RPM1-
1640-ravintonesteessa eli mediumissa, johon lisattin 10-prosenttia FCS-
seerumia, antibiootiksi penisilliini/streptomysiiniliuosta ja tuoretta 1 mM L-
glutamiinia, silla tama aminohappo hajoaa ravintonesteessa noin 10 paivassa.
Soluja kasvatettiin +37C-asteisessa inkubaatiokaapissa, jossa hiilidioksipitoi-
suus oli 5-prosenttia. Soluja jaettaessa tai keratessa kaytettiin itse tehtya 10
mM trypsiini/1 mM EDTA-liuosta, joka oli valmistettu PBS-puskuriin (fosfaatti-
puskuroitu liuos). Tutkimuksia varten solut jaettiin kuoppalevyille. Myohemmin
kaytettavat solut jaettiin uusille maljoille. Kevaalla 2016 kasvatettin MCF-7-
rintasybpasoluja, joiden viljelyssad kaytettin DMEM-ravintonestettd. Mediumiin
lisattin L-glutamiinia, 10-prosenttia FCS-seerumia, penisilliini/streptomysiinia

seka 1/100 Na-pyruvaattia ja 1/100 ei-valttamattomia aminohappoja.
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PC-3-solut transfektoitiin lipofektiolla kayttaen FUGENE transfection reagent —
kittia (liite 4). Transfektio-péivdn aamulla solujen ravintoneste vaihdettiin uu-
teen, jotta solut olivat mahdollisimman elinvoimaisia transfektiota varten ja otti-
vat entistd paremmin DNA:ta sisddnsa. Kaytetyt DNA:t olivat tutkimusryhmalla
valmiina. Tutkimuksessa kaytetyt DNA:t olivat pCS2-Notch ja tyhja kontrollivek-
tori, lisaksi kaikkiin naytteisiin pipetoitin CSL-LUC ja B—gal-reportterigeeneja.
Soluihin transfektoitiin yhteensd 2ug DNA:ta, joka liuotettiin seerumittomaan
ravintonesteeseen. FUGENE-reagenssia pipetoitiin suhteessa DNA:han 3:1 (3
osaa FUGENE:a ja 1 osa DNA:ta). Liuos valmistettin 1,5 ml:n eppendorf-
putkiin, jossa sen annettiin inkuboitua 15 minuuttia. Inkubaation jalkeen liuosta
pipetoitiin 100 ul jokaiseen kuoppalevyn kuoppaan. Transfektion jalkeen solut

saivat olla 24 tuntia + 37C-asteisessa inkubaatiokaapissa.

MCF-7-solut transfektoitin kayttaen elektroporaatiota (lite 5). Kaytettyja
DNA:aita olivat pCDNA3, Pim-1 WT ja Pim-1 KD seka jokaiseen naytteeseen
CSL-LUC:ia ja B-gal:ia. Kontrollina toimiva pCDNA3 laimennettiin kayttden TE-
puskuria (10 mM Tris/1 mM EDTA-puskuri), jotta tilavuus saatiin samaksi Pim-1
WT:n ja Pim-1 KD:n kanssa. Soluihin transfektoitin 10 ug DNA:ta. Jokaista
naytetta kohden kaytettiin omaa kyvettia, joiden lapimitta oli 4 mm. Ennen trans-
fektiota, kyvetit steriloitin UV-valon alla 15 minuuttia. Solut keréattiin viljelymal-
jalta 10 mM trypsiini/1 mM EDTA-liuoksella falcon-putkeen. Putkea sentrifugoi-
tiin 3 minuuttia, jonka jalkeen supernatantti imettiin steriililla lasipipetilla pois.
Jaljelle jaanyt solupelletti liuotettiin 1200 ul DMEM:iin. Soluja lisattiin 400 pl jo-
kaiseen DNA:ta sisaltavaan eppendorf-putkeen ja sekoitettiin hellavaraisesti
edestakaisin pipetoimalla. Putkista naytteet pipetoitiin elektroporaatiokyvettei-
hin. Elektroporaatio suoritettiin kayttaen laitetta Bio Radin Gene Pulser Xcell-
laitetta, ja elektroporaation asetuksina kaytettiin 230V ja 975uF. Transfektion
jalkeen solut siirrettiin lasipipettid kayttden takaisin maljoille tai kuoppalevyille.
Soluille lisattiin ravintonestettd, ja maljat siirrettin +37C-asteiseen inkubaa-

tiokaappiin 48 tunniksi.

PC-3 syopasoluille lisattiin inhibiittori 24 tunnin kuluttua transfektiosta. Inhibiitto-

reina oli DHPCC-9 sek& uusi RAG-yhdiste. Kontrollina toimi néayte, jossa
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DMSO:ta oli lisatty soluihin. DMSO:ta kaytettiin kontrollina, koska inhibiittorit oli
liuotettu siihen. Inhibiittoreita pipetoitiin kuoppalevyn kuoppiin kahta tai viitta eri
maaraa, jolloin pystyttiin tutkimaan pitoisuuksien muutosten vaikutusta soluihin.
Inhibiittorin lisdyksen jalkeen kuoppalevyt laitettiin takaisin +37C-asteiseen in-

kubaatiokaappiin 24 tunnin ajaksi.

Tutkimuksia varten solut irrotettiin kuoppalevyiltd imemalla ravintoneste pois ja
huuhtelemalla yksinkertaisella PBS:Il& kahteen kertaan. Huuhtelun jalkeen solut
raaputettiin kuoppalevyjen pohjasta lastalla ja pipetoitin 1,5 ml:n eppendorf-
putkiin. Keratyt solut lyysattiin eli hajotettiin sulatus—jaadytys-menetelmalla lusi-
feraasi- ja B-galaktosidaasikokeita varten. Solususpensiota sisaltavat eppen-
dorf-putket sentrifugoitiin + 4C-asteessa, 1300 rpm ja 3 minuuttia. Sentrifugoin-
nin seurauksena muodostunut supernatantti pipetoitiin pois. Solupelletin maara
arvioitiin silmamaaraisesti, ja lyysispuskuria liséttiin 5-kertainen maara pelletin
kokoon nahden. Solupelletti resuspentoitiin puskuriliuokseen, jonka jalkeen so-
lut lyysattiin liitteen 6 ohjeen mukaisesti. Lopuksi putket sentrifugoitiin lyhyesti +
4C-asteessa 13 200 rpm. Uudesta putkesta pipetoitiin supernatantti eli liuos,
joka sisalsi halutut proteiinit. Naytteita pidettiin jadhauteella aina kun mahdollis-
ta. Naytteet oli mahdollista pakastaa heti raaputtamisen jalkeen tai silloin, kun

supernatantti oli kerétty uuteen putkeen.

4 .4.2 Lusiferaasikoe

Naytteet otettiin lusiferaasikoetta varten jaahauteelle sulamaan noin tuntia en-
nen, jos ne olivat olleet pakastettuna. Myds lusiferiinistokki otettiin jaahauteelle
sulamaan. Putki suojattiin valolta folion kanssa. Naytemaardan nahden tehtiin
sopiva maara lusiferaasiseosta (liite 7, tydohje 1) seka lusiferaasi naytepuskuria
(lusiferase assay buffer) (lite 7, tybohje 2). Lusiferaasiseosta tehtiin 4 kertaa
blankki (jotka toimivat tyhjina naytteind) + n (nayteméaara + rinnakkaiset) + 10.
Blankit ja naytteet pipetoitiin valkoiselle 96-kuoppalevylle 20 pl/kuoppa. Lusife-
riinistokki (lusiferiinikantaliuos) lisattiin lusiferaasiseokseen juuri ennen mittaus-

ta, silla reaktio alkoi heti sen pipetoimisen jalkeen. Lusiferaasiseosta, joka sisal-
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si lusiferiinin, pipetoitiin monikanavapipetilla 110 pl/kuoppa ja tulos mitattiin valit-
tomasti, kayttaen Envision-laitteen Lusiferase-assay protokollaa.

4.4.3 B-galaktosidaasikoe

B-galaktosidaasimittausta varten otettin noin tuntia ennen ONPG (orto-
nitrofenoligalaktopyranosiidi), Mg?* (magnesium-ioni) ja naytteet jaahauteelle
sulamaan. Mikali naytteet oli keratty juuri ennen mittausta, pidettiin ne jadhau-
teella. Mittausta varten tehtiin reaktioseos (liite 8) naytemaaraan riittavaksi. Re-
aktioseosta valmistettiin 4 kertaa blankki + n (ndytemaara + rinnakkaiset) + 1.
Blankit ja naytteet pipetoitiin kirkkaalle 96-kuoppalevylle, 20 pl/kaivo. Jokaiseen
kaivoon lisattiin 280 pl reaktioseosta, jonka jalkeen kuoppalevy peitettiin para-
filmilla ja laitettiin +37C-asteiseen lampokaappiin inkuboitumaan. Liuos muuttui
keltaiseksi, jolloin naytteet mitattin Envisionin B-galactosidase assay-

protokollalla.

4.4.4 MTT-koe

Solut irrotettiin maljalta liitteen 3 ohjeen mukaisesti. Kerattyjen solujen maara
laskettiin Burkerin kammiota kayttaen (lite 2) Haluttu solumaara oli 175 000
solua/ml, jolloin yhdelle 96-kuoppalevyn kuopalle tuli noin 35 000 solua. En-
simmaiselle riville pipetoitiin solususpensiota, joka sisalsi DHPCC-9 inhibiittoria.
Toiselle riville pipetoitin RAG:ia sisaltavat solut ja kolmannelle riville pipetoitiin
soluista laimennossarja. Kaikista naytteista pipetoitiin myds rinnakkaiset nayt-
teet. 96-kuoppalevyn kuoppiin lisattin laminaarikaapissa MTT-kantaliuosta
20ul/kuoppa. Kantaliuos sailytettiin pimeassa -20C-asteessa. Soluja inkuboitiin
taman jalkeen + 37C-asteisessa viljelykaapissa 3 tuntia. Inkuboinnin jalkeen
nesteet imettiin kuopista pois ja jokaiseen kuoppaan pipetoitiin 200 pl isopro-
panolia, jossa oli 0,04M HCI:aa eli suolaliuosta. Naytteita pipetoitiin edestakai-
sin formatsaanikiteiden liuottamiseksi. Lopuksi naytteiden absorbanssit mitattiin

595 nm:ssa.
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5 TUTKIMUSTULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

5.1 MTT-koe

Opinnaytetyoprosessin aikana elinkykytesti tehtiin PC-3-soluille kerran. Mo-
lemmissa inhibiittoria siséltavissa mittauksissa vertailuna, eli kontrollina, toimi-
vat DMSO:lla kasitellyt solut. Kontrollia pienemmaét absorbanssiarvot tarkoittavat

solujen vahentynytta jakautumiskykya.

350 %

300 %

250 %

200 %

150 % m DHPCC-9
100% -

0% 1 T T T T T
DMSO 2puM  4pM  6uM  8uM 10 pM

Kuvio 1. DHPCC-9-inhibiittorin vaikutus PC-3-solujen elinkykyyn

Kuviossa 1. ndkyy kaavio solujen elinkykymittauksesta DHPCC-9-inhibiittorin
kanssa. Inhibiittorin negatiivisena kontrollina toimi DMSO-kasittely. DHPCC-
9:44 oli soluihin pipetoitu viitta eri pitoisuutta: 2 uM, 4 uM, 6 uM, 8 uM ja 10 pM.
Tuloksia tarkasteltaessa voidaan todeta, ettei DHPCC-9 inhibiittori millaan pitoi-
suuksilla vaikuttanut PC-3-eturauhassyopasolujen elinkykyyn. DHPPC-9-
inhibiittorin kanssa saadut tulokset ovat verrattavissa aikaisempiin tutkimustu-

loksiin solujen elinkyvysta, joka tukee tutkimustulosten oikeellisuutta.



26

PC-3 MTT
200 %
180 %
160 % ]
140 % 1
120%
100% -
s0% | B RAG
60% -
40% -
20% -
0% - : : : : :
DMSO  2uM 4pMm 6 UM SuM  10pM

Kuvio 2. RAG inhibiittorin vaikutus PC-3-solujen elinkykyyn

Kuvion 2 tulokset ovat solujen elinkykytestistd RAG inhibiittorin kanssa. Tassa
kokeessa RAG:ia oli samat pitoisuudet kuin DHPCC-9-testissa, ja kontrollina
toimi mydés DMSO-kasittely. Tuloksia tarkasteltaessa voidaan todeta, ettei RAG
inhibiittori vaikuttanut PC-3-eturauhassyopéasolujen elinkelpoisuuteen. Solujen
elinkyky pysyi samanlaisena jopa silloin, kun inhibiittoripitoisuus oli 10 yuM.
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Kuvio 3. Elinkykytesti laimennossarjalla PC-3 solususpensiota
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Elinkykytesti tehtiin lisdksi soluille, joita ei kasitelty inhibiittoreilla. Tama toimi
kontrollina DHPPC-9- ja RAG-testeille. Soluista tehtiin laimennossarja, joissa
naytteiden kokonaistilavuus oli aina 200pul. Solususpension méaara puolitettiin
aina edellisesta, ja jaljella olevaan tilavuuteen pipetoitiin pelkk&a ravintonestet-
ta. Kuviota 3 tarkasteltaessa voidaan todeta, etta laimennossarja toimi kontrolli-
na odotetusti. Elinkykyisten solujen maaran véhentyessa naytteissa pieneni
my6s metabolinen aktiivisuus. Tulosten luotettavuuden vuoksi koe olisi kannat-

tanut toistaa useampaan kertaan ja verrata saatuja tuloksia keskenaan.

Standardisuora

40000

35000 y=0,9982x + 363,2
30000 /
25000 /
20000 /
15000 /
10000 /

5000 /

0 / T T T T T T T T T T T T T T T T T T
N R T OS2 L IR T IR L NRS
Mm N 00— e W 0 T O N M~ O NN~
-5000 U > S =S = RS B S - BT R I
N S W M O H MmN~ OO o O 0 & = M
- = = = = N N N N N & e om

Kuvio 4. Laimennossarjan standardisuora

Laimennossarjan tuloksista tehtiin standardisuora (kuvio 4). Siina naytteiden
absorbanssit ovat y-akselilla ja naytteissa olevat arvioidut solumaarat ovat x-
akselilla. Tuloksista tehdyn standardisuoran yhtalén avulla voitiin naytteiden

solumaarat laskea tarkemmin.
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Laimennossarjan solumaarat
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Kuvio 5. Laimennossarjan solumaéarat, jotka oli laskettu standardisuoraa kaytta-
en

Kuvion 5 tuloksissa laimennossarjan tarkat solumaarat laskettiin standar-
disuoran avulla. Solujen maara vaheni saanndllisesti, kun solususpension maa-

ra oli naytteissa pienentynyt aina puolella.

Solumaarat
45000
40000
35000
30000
25000 m DHPCC-9
20000 -
RAG

15000 - —

10000 - —

5000 - —

0 T T T T T T 1
DMSO 2 uM 4uM 6 UM 8uM  10puM

Kuvio 6. Inhibiittoreita sisaltavien solujen maarat, jotka oli laskettu standar-
disuoraa kayttaen
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Inhibiittoria sisaltéavien naytteiden metabolisesti aktiivisten solujen maarat las-
kettiin standardisuoran avulla kuviossa 6. Molemmilla inhibiittoreilla kasitellyt
naytteet sisalsivat lahes saman verran soluja, mutta 10 pM DHPCC-9 nayte

poikkesi jostain syysta muista.

5.2 Lusiferaasi ja B-galaktosidaasikokeet

5.2.1 PC-3-eturauhassyopasolut

PC-3-eturauhassyotpasoluilla toistettiin lusiferaasi- ja p-galaktosidaasikokeita
useaan kertaan. Mittauksia tehtiin kahdella erilaisella sarjalla inhibiittoreita. Yh-
desséa sarjassa negatiivisen kontrollin eli DMSO-ka&sittelyn lisdksi molempia in-
hibiittoreita kaytettiin 5 uM- sek&a 10 puM-pitoisuuksilla. Toisessa testissa kaytet-
tiin DMSO-kasittelya negatiivisena kontrollina, jonka lisaksi molempia inhibiitto-

reita pipetoitiin sarjana 2 uM, 4 uM, 6 uM, 8 uM ja 10 uM.

Lusiferaasikoe
250000
200000
150000 T T T I
=
—
(=4
100000 -
50000 -
0 T T T T T T
DMSO DHPCC-95 DHPCC-9 DMSO RAG 5 pM RAG 10 pM
TLY 10 uM

Kuvio 7. Lusiferaasiaktiivisuus 5 pM- ja 10 pM-pitoisuuksilla

Kuvion 7 tuloksia tarkasteltaessa huomataan, ettei naytteiden valilla ole ollut
suuria eroja. Tuloksissa keskihajonta oli kohtalaisen suuri, joka saattaa vaikut-

taa tuloksiin.
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B-galaktosidaasikoe

2,5 =

1,5

1
0)5 i
0 T T T T T

DMSO DHPCC-95 DHPCC-910 DMSO RAG 5uM RAG 10 uM
TLY TLY

RLU

Kuvio 8. B-galaktosidaasiaktiivisuus 5 puM- ja 10 pM-pitoisuuksilla

Kuvion 8 B-galaktosidaasikokeen tuloksissa arvot olivat yhtenevaisia kuvion 7
lusiferaasikokeen kanssa. Keskihajonta oli kohtalaisen suuri, mutta tulokset oli-

vat keskendan samansuuntaisia.

LUC/B-gal

250000

200000

150000

T
-
100000 -
50000 - . '
0 - . . . . .

DMSO DHPCC-95 DHPCC-9 DMSO RAGS5uM RAG 10 uM
TLY 10 uM

RLU

Kuvio 9. Lusiferaasiaktviisuuden tulokset, jotka oli normalisoitu [-
galaktosidaasilla

Lusiferaasikokeen tulokset normalisoitiin B-galaktosidaasikokeen tuloksilla kuvi-

ossa 9. Molempien inhibiittorien kanssa solujen aktiivisuus heikkeni verrattuna



31

kontrolliin. Vaikka naytteiden valilla oli paljon variaatiota seka lusiferaasi- etta -
galaktosidaasikokeissa, tama variaatio pieneni merkittavasti, kun kunkin nayt-

teen LUC-arvo normalisoitiin sita vastaavalla p-gal-arvolla.

Lusiferaasikoe

80000
70000 -
60000 -
50000 -
40000 -
30000 -
20000 -
10000 -

RLU

Kuvio 10. Lusiferaasiaktiivisuus inhibiittorien laimennossarjalla

Soluille pipetoitiin viisi eri pitoisuutta molempia inhibiittoreita. Kuviossa 10 on
molempien inhibiittorisarjojen lusiferaasikokeen tulokset. DHPCC-9-inhibiittorin
kanssa lusiferaasiaktiivisuus véaheni verrattuna DMSO-kontrollin. 6 pM-
pitoisuudessa aktiivisuus poikkeuksellisesti kasvoi. RAG-inhibiittorilla ei ollut
yhta suurta vaikutusta solujen lusiferaasiaktiivisuuden kanssa. RAG-inhibiittoria
siséltavien solujen tulokset olivat matalampia kuin DHPCC-9:n tulokset. Syita
voi olla useita. RAG saattoi olla epdvakaampi soluissa tai sen rasvaliukoisuus ja
kyky paasta solukalvon l&pi voi olla huonompi kuin DHPCC-9-inhibiittorilla.
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RLU

Kuvio 11. B-galaktosidaasiaktiivisuus inhibiittorien laimennossarjalla
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Naytteiden B-galaktosidaasikokeen tulokset olivat kuvion 11 mukaan samantyy-

liset naytteiden lusiferaasikokeen kanssa.

100000
90000
80000
70000
60000
50000
40000
30000
20000
10000

RLU

LUC/B-gal

Kuvio 12.

Inhibiittorien laimennossarjan tulokset, jotka normalisoitin 3-
galaktosidaasilla

Kuvion 12 tuloksista nakyy, etta solujen aktiivisuus heikkeni hieman DHPCC-9-

inhibiittorin kanssa, lukuun ottamatta 6 uM pitoisuuden poikkeusta. RAG inhibiit-
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tori ei vaikuttanut yhté selke&sti soluihin kuin DHPCC-9. Keskihajonta oli va-

haista naissa tuloksissa, miké parantaa tulosten luotettavuutta.

1,2

0,8 \
0,6 \\ DHPCC-9

1 \
RAG

HA

0,4

0,2

Kuvio 13. DHPCC-9- ja RAG-inhibiittorien vaikutus PC-3-sy6pasoluihin 5 pM- ja
10 puM-pitoisuuksilla

Kuviossa 13 esitetdaan yhteenveto usean testin tulosten keskiarvoista. Keskiha-
jonta oli kohtalaisen suuri 10 pM-pitoisuuden tuloksissa. Tuloksista huomataan,
ettd tutkittava inhibiittori RAG ei vaikuttanut soluihin yhta hyvin, kuin DHPCC-9

inhibiittori. DHPCC-9 vaikutti soluihin jo selkeésti pienemmilla pitoisuuksilla.

5.2.2 MCF-7-rintasyopéasolut

MCF-7 rintasyopasoluille tehtiin B-galaktosidaasi- ja lusiferaasikokeet, joilla mi-

tattiin Pim-1- ja Pim-3-kinaasin mutaatioiden vaikutuksia solujen aktiivisuuteen.
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Lusiferaasikoe
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Pim-1 Pim-1KD Pim-3 P|m—3 KD Pim-1 Pim-1KD
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Kuvio 14. Pim-WT:n seka Pim-KD:n vaikutus MCF-7-solujen lusiferaasiaktiivi-
suuteen

Kuviossa 14 on erikseen nakyvissa rinnakkaiset naytteet. Lusiferaasikokeen
arvot olivat erittéain matalia, silla Notchin aktiivisuus MCF-7-soluissa ilman stimu-
laatiota oli alhainen. Kuviosta nékee, ettd Pim-mutaatiota sisaltavien solujen

lusiferaasiaktiivisuus oli pienempi kuin Pim-villityypin, joka toimi kontrollina.

B-galaktosidaasikoe
1,2
1
0,8 -
0,6 +— - | o
0,4 - H B B
02]11 I
0" ' . . .
Pim-1 le—l P|m—3 Pim-3 c3 Pim-1 Pim-1
WT KD WT KD WT KD

Kuvio 15. MCF-7-solujen B-galaktosidaasiaktiivisuus
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Lusiferaasimittauksen normalisointiin tarkoitetun B-galaktosidaasikokeen tulok-
set nékyvat kuviossa 15. Rinnakkaiset tulokset olivat hyvin vertailukelpoisia

keskenéaan, ja tulokset olivat suhteellisen tasaiset.

LUC/B-gal
120
100 |
N | | |
60 |
40 +—
A
, I
P|m1 P|m1 P|m3 P|m3 Pim-1  Pim-1
WT KD WT KD WT KD

Kuvio 16. Lusiferaasikoe, jonka tuloksia on normalisoitu B-galaktosidaasikokeen
tuloksilla

Kuvion 16 tuloksia tarkasteltaessa nékee, etta Pim-1-villityypin arvot olivat suu-
rempia kuin Pim-1-mutantin ja ettd kahden eri koesarjan tulokset olivat vertailu-
kelpoiset. Pim-3-WT nosti lusiferaasiaktiivisuutta, mutta Pim-3-mutaation tulok-

set eivat olleet oletuksen mukaiset, silla se nosti aktiivisuutta kaikkein eniten.
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Pim-1 yhteenveto
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C Pim1WT Pim1 KD

Kuvio 17. Pim-1-villityypin sek& mutantin tulosten yhteenveto

Kuvio 17 havainnollistaa Pim-1:n villityypin ja mutaation vaikutuksia solujen lusi-
feraasiaktiivisuuteen. Pim-1-WT nosti aktiivisuutta, kun taas Pim-1-KD soluissa

lusiferaasiaktiivisuus pysyi samalla tasolla kontrollisolujen kanssa.
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6 POHDINTA

6.1 Yleinen pohdinta

Opinnaytetyon aihe oli ajankohtainen. Pim-inhibiittorien vaikutuksia sydpasolu-
jen toimintaan on tutkittu, minka seurauksena on pyritty 16ytdmaan uusia, mah-
dollisesti tehokkaampia, Pim-selektiivisid inhibiittoreita. Aiheen teoreettiseen
viitekehykseen perehtymisessa hyvaa harjoitusta toi suurimmaksi osaksi eng-
lanninkielinen aineisto. Ryhman vetdja neuvoi tarpeen vaatiessa aiheista suo-
meksi, ja taydensi teoreettista tietdmysta. Tutkimuksessa kaytetyt menetelmat
opinnaytetyon tekija opetteli soluviljelysta lahtien, silla mitkd&dn menetelmat eivét
olleet ennestdan tuttuja. Tama saattoi vaikuttaa joidenkin tulosten luotettavuu-
teen. Kokemattomuuden huomasi esimerkiksi projektin toteutuksen alkupuolella
reaktioseosten laskujen virheellisyytend tai kuoppalevyjen pipetointivirheina.
Monien uusien menetelmien opettelu toi kuitenkin arvokasta kokemusta erilai-
sista molekyylibiologisista tutkimuksista ja niiden periaatteista. Tutkimuksen
aikana kaikki tyovaiheet kirjattiin tarkasti laboratoriopaivakirjaan. Paivakirjan
perusteella pystyttiin tarkastelemaan aiemmin tehtyja toita ja tarvittaessa tois-
tamaan kokeet samalla tavalla. Tutkimuksissa pyrittiin aina luomaan mahdolli-
simman samanlaiset olosuhteet ja tekemaan rinnakkaiset naytteet. Nama seikat
parantavat tutkimustulosten luotettavuutta. Joitakin tyévaiheita muutettiin tutki-
musten edetessa, mik& vaikuttaa tulosten verrattavuuteen. Esimerkiksi solujen
maaraa ja inhibiittorien pitoisuuksia vaihdeltiin, jotta I6ydettiin parhaiten toimivat
kokonaisuudet. Tutkimuksista saadut tulokset kaytiin aina lapi yhdessa tutki-

musryhman vetajan Paivi Koskisen kanssa.

6.2 Tutkimustulosten pohdinta

PC-3-solujen elinkykya ja aineenvaihduntaa tutkittin MTT-kokeilla. Testin tulok-
set tukivat jo aiemmin saatuja tutkimustuloksia siitd, ettei Pim-kinaasien estami-

nen inhibiittorin avulla vaikuta solujen elinkelpoisuuteen. Uusi RAG inhibiittori
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toimi samantyylisesti DHPCC-9-inhibiittorin kanssa. Solut pysyivat inhibiittoria
siséltavissa naytteisséa elinkykyisina ja olivat metabolisesti jopa hieman aktiivi-
sempia kuin kontrollina toimineet DMSO:lla kasitellyt solut. Tutkimus tehtiin vain
kerran, mutta tulokset olivat verrattavissa aikaisempien tutkimusten tuloksiin
(Santio ym. 2010). Toisena kontrollina toiminut solujen laimennossarja tuki

my0s tutkimustulosten oikeellisuutta.

Eturauhassyopasoluille tehtiin liséksi lusiferaasi- ja B-galaktosidaasi-mittauksia,
joilla pyrittiin selvittdm&&an inhibiittorien vaikutuksia solujen aktiivisuuteen. Inhi-
biittoreista testattin RAG ja DHPCC-9. Inhibiittorien maaria naytteissa vaihdel-
tiin. Inhibiittorien lisdédmisen soluille oletettiin vahentavan solujen ilmentaman
lusiferaasientsyymin maaraa, silla ne estavat Pim-kinaasia fosforyloimasta Not-
chia, ja myds Notchin toiminta muuttuu. Tutkimustuloksia tarkasteltaessa voi-
daan todeta, ettd DPHCC-9 selkeasti vahensi PC-3-eturauhassyodpasolujen ak-
tiivisuutta. Uusi tutkittava inhibiittori, RAG, ei toiminut yhta hyvin kuin oli odotet-
tu. RAG véahensi PC-3-solujen aktiivisuutta, mutta ei yhta tehokkaasti kuin ver-
tailuna toiminut inhibiittori. Tulosten luotettavuutta parantaa se, ettda useasta
kokeesta saatiin vertailukelpoisia tuloksia. Kokeissa saattaa ilmaantua yksittai-

sia poikkeuksia.

MCF-7-rintasybpasoluja tutkittiin, jotta saataisiin kattavampaa tietoa Pim-
inhibition vaikutuksista inhibiittorien liséksi. Kontrollinayttein& oli DMSO:lla k&si-
tellyt solut. Kontrollin lisaksi oli naytteitd, joihin oli transfektoitu Pim-villityyppia
tai Pim-kinaasi-inaktiivista mutanttia. Rintasydpasoluilla Pim-3-KD ei vaikuttanut
oletuksen mukaisesti. Pim-3 mutaatio nosti lusiferaasiaktiivisuutta, joka saattaa
johtua DNA-preparaatin laimeasta pitoisuudesta. Pim-1-mutaatiosta saatiin kui-
tenkin hyvia tuloksia, jotka vastasivat hypoteesia Pim-kinaasin vaikutuksesta
solujen aktiivisuuteen. Pim-1- ja Pim-3-villityypit nostivat selkeasti solujen lusife-
raasiaktiivisuutta kontrolliin verrattuna, silla ndissa soluissa Pim-kinaasit paasi-
vat fosforyloimaan Notch-reseptoriproteiinia, joka vaikuttaa solujen lusife-
raasientsyymin tuotantoon. Pim-1-mutaatiossa kinaasin toiminta on estetty, jol-
loin fosforylaatiota ei pitdisi pystyd tapahtumaan eikd solujen aktiivisuuden pi-

taisi lisdadntyd. Tuloksista nadkyy, ettda nadin kavi. Pim-1-KD-néaytteiden lusife-



39

raasiaktiivisuus oli samalla tasolla kontrollinaytteiden kanssa. Tutkimusryhmé&n
muut jasenet toistivat viela myohemmin naitd kokeita ja varmistivat siten saa-
mieni tulosten luotettavuuden. Tuloksia esitteleva kuva myds julkaistiin osana
Pim-kinaasien ja Notchl-proteiinin vuorovaikutuksia kasittelevaa tieteellista ar-
tikkelia (Santio ym. 2016).

6.3 Jatkotutkimusaiheet

Jatkotutkimusaiheena voisi tutkia tarkemmin Pim-kinaasiryhman mutaatioiden
vaikutuksia solujen aktiivisuuteen. Nyt saatiin hyvia tuloksia Pim-1-mutaatiosta
MCF-7-soluilla. Tarkempia tutkimuksia voisi tehda ainakin Pim-3-mutaatiolla ja
selvittdd reagoiko se samalla tavalla kuin Pim-1-mutaatio. Lisaksi mutaation
vaikutusta voitaisiin  tutkia my6s muilla solulinjoilla, kuten PC-3-
eturauhassyopasoluilla. Inhibiittorien vaikutuksia voisi myds tutkia muilla solulin-
joilla, esimerkiksi PC-3-solujen lisaksi juuri MCF-7-rintasyopasoluilla. Pim-
kinaasien ja niiden inhibition vaikutuksesta on jo saatu lupaavia tuloksia. Uusien
inhibiittorien ja niiden vaikutusmekanismien tutkiminen saattaa osoittautua erit-

tain hyodylliseksi uusien syopalaakkeiden kehittamisessa.
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Liite 2 Solulaskut

Solujen laskeminen Burkerin kammiolla

1. Solususpensiota pipetoidaan noin 10 pl laskukammiota peittavan peitinlasin

alle.

2. Solutiheyden maarittamista varten lasketaan 3 A-ruutua.
3. Lasketaan tulosten keskiarvo.

4. Naytteen solutiheys

solua/ml = laskettujen solujen maara / laskettujen kenttien maara x muuntoker-

roin X laimennuskerroin

muuntokerroin = 10* solua/ml, laimennuskerroin = laskettu solumaara x 10*/

haluttu solumaara /ml.

Esimerkki: Jos solujen laskettu keskiarvo on 125. 125 x 10* = 1 250 000 so-
lua/ml. Haluttu solum&aré on 300 000 solua/ml. Laimennuskerroin saadaan ja-

kamalla soluméaré halutulla soluméaaralla eli 1 250 000 / 300 000 = 4,2.

Solususpensiota on falcon-putkessa 8ml, joka kerrotaan laimennuskertoimella.
8ml x 4,2 = 33,6 ml, joka on solususpension kokonaistilavuus, jolloin soluja on
haluttu maara. Kokonaistilavuudesta miinustetaan jo olemassa olevan solusus-
pension maara, jolloin saadaan selville, kuinka paljon ravintonestetta taytyy pi-
petoida lisda. 33,6 ml — 8ml = 25,6ml taytyy pipetoida ravintonestetta falcon-
putkeen, jolloin liuoksen solutiheys on 300 000 solua/ml.
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Liite 3 Solujen jakaminen

N o ok~ wDbdE

Siirré solut laminaarikaappiin.

Ime ravintoneste pois lasipipetilla.

Pipetoi 2 ml trypsiini/EDTA liuosta maljalle.

Ime trypsiini/EDTA pois.

Pipetoi uudestaan 2 ml trypsiini/EDTA:ta. Anna vaikuttaa hetki.

Ime melkein kaikki pois.

Kopauta maljaa voimakkaasti ja tarkista solujen irtoaminen mikroskoopis-
ta.

Pipetoi maljalle ravintonestetta ja huuhtelumenetelmalla pipetoi aina 1 ml
solususpensiota uusille maljoille, joissa on 9 ml tuoretta ravintonestetta
(soluja kasvatetaan ja varastoidaan myohempaa kayttoa varten) tai ke-
raa kaikki solususpensio falcon-putkeen solujen tiheyden maarittamista
varten (solut otetaan tutkimuksia varten kayttoon). Solutiheyden maarit-
tamisen jalkeen pipetoi haluttu maara soluja kuoppalevyille.

Laita maljat ja/tai kuoppalevyt +37C-asteiseen viljelykaappiin kasva-

maan.
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Liite 4 Tydohje FUGENE

Laske kuinka paljon DNA:ta taytyy pipetoida.
Siirrd solut, tarvittavat DNA:t ja reagenssit laminaarikaappiin. Anna rea-

genssin lammeta +15- +25C-asteiseksi.

3. Pipetoi eppendorf-putkiin tarvittavat maarat DNA:ta.

B

© N o O

9.

Lisda putkeen ravintonestetta. Yhteen naytteeseen tulee 100pl ravin-
tonestetta sis. 0,02 pg/ul plasmidia.

Lis&a liuokseen FUGENE suoraan liuokseen suhteessa 3:1 DNA:han.
Vorteksoi putkia lyhyesti 1-2 sekuntia.

Inkuboi huoneenlammadsséa 15 minuulttia.

Liséaa liuos kuoppalevyihin ja pyorittele levyja, jotta liuos sekoittuu tasai-
sesti.

Sekoita levyja 30 sekuntia esimerkiksi tasoravistelijalla.

10. Laita levyt +37C-asteiseen inkubaatiokaappiin.
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Liite 5 Tydohje elektroporaatio

1. Lammita DMEM ravintonestepullo vesihauteella ja siirré se laminaari-
kaapissa.

2. Pipetoi laminaarikaapissa eppendorf-putkiin transfektoitava plasmidi-
DNA yht. 10 ug (B-gal 1,5 pg, CSL-LUC 6 pg, Pim/pCDNA3 3 ug). Pipe-
toi pPCDNAS3 putkeen TE-puskuria, jotta naytetilavuus on yhta paljon kuin
Pim naytteissa. Tama toimii elektroporaatiokontrollina.

3. Siirrd solut laminaarikaappiin, keraa solut kolmesta maljasta falcon-
putkeen ja méaarita solutiheys.

4. Sentrifugoi falcon-putki 3 min, 1250 rpm, jolloin solupelletti painuu putken
pohjalle.

5. Pipetoi silla aikaa kolmeen 5ml:n maljaan [Ammint& ravintonestetta ja ni-
mea viljelymaljat.

6. Ime falcon-putkesta ravintoneste pois ja pipetoi tilalle 1200ul +37C-
asteista DMEM:ia. Suspensoi solut. Pipetoi jokaiseen eppendorf-putkeen
400ul solususpensiota.

7. Sekoita pipetoimalla varovasti edestakaisin ja siirra DNA-solususpensio
elektroporaatiokyvetteihin.

8. Aseta elektroporaatiolaitteeseen asetuksiksi 230 V ja 975 pF. Naputtele
viela kyvettia, jos solut ovat laskeutuneet pohjaan ja aseta kyvetti elekt-
roporaatiokammioon.

9. Anna soluille sahkéimpulssi ja kirjaa ylos laitteen antama millisekuntiar-
VO.

10.Vie kyvetit takaisin laminaarikaappiinja siirra solut lasipasteurpipeteilla
kyvetista pieniin viljelymaljoihin.

11.Kasvata soluja +37C-asteisessa viljelykaapissa kaksi vuorokautta
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Liite 6 Solujen lyysaus

Solut on irrotettu kuoppalevyiltd PBS:lla ja pipetoitu eppendorf-putkiin.

[ERN

. Sentrifugoi putket +4C-asteessa, 13 200 rpm, 10 sekuntia

N

. Pipetoi muodostunut supernatantti pois.

3. Arvioi solupelletin m&ara. Pipetoi lyysispuskuria 5-kertaa solupelletin tila-
vuus. Resuspensoi solut lyysispuskuriin.

4. Jaadyta solut nestetypessa noin 1 minuutti.

5. Laita solut sulamaan +37C-asteiseen vesihauteeseen (max 5 minuuttia!)
ja vorteksoi lyhyesti.

6. Toista kahdesti ja vorteksoi hyvin (vahintdan 10 sekuntia).

7. Sentrifugoi +4C-asteessa, 13 200 rpm, 5 minuuttia.

8. Pipetoi supernatantti uusiin eppendorf-putkiin.

Pida naytteita jadhauteellal
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Liite 7 Lusiferaasikokeen liuokset

Tyo6ohje 1. Lusiferaasiseos

1 x naytteelle

72 ul Lusiferase assay buffer (sis. DTT)
8 ul Lusiferiinistokkia

3,2 ul 0,25 M glysyyliglysiinia

28,8 H.O

Yht. 112 pl

Valmista liuosta n + 10, pida jailla. Muista rinnakkaiset naytteet (2) ja blankit (4).

Tyo6ohje 2. Lusiferase assay buffer

200ml:aa varten

20 ml 0,25 M glysyylislysiini
3ml 1 MKPO4pH 7,8

3 ml MgSO4

1,6 ml 0,5MEGTApH 7,8
220 mg ATP

172,4 ml H,O

200 ml:n ohjeesta tehtiin yleensa 2-3 ml, jakamalla ohjeiden maarét.
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Liite 8 B-galaktosidaasikokeen reaktioseos

Valmista seosta n + 1. Muista rinnakkaiset naytteet (2) ja blankit (4).

1 x naytteelle

50 i ONPG
3ul 100xMg*~* -puskuri
227 i 0,1 M NaPO,4 — puskuri
Yht. 280 l

Pida naytteet jaahauteella!



