Opinnaytetyo (AMK)
Bioanalyytikkokoulutus
Solu- ja molekyylibiologia

2015

Milla Vainio & Minna Vuorenmaa

BISFOSFONAATTIEN
VAIKUTUS
ETURAUHASSYOPAAN JA
KOLMOISNEGATIIVISEEN
MATALAN TLR9-EKSPRESSION
RINTASYOPAAN

UUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUU
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII



OPINNAYTETYO (AMK) | THVISTELMA

TURUN AMMATTIKORKEAKOULU
Bioanalyytikkokoulutus | Solu- ja molekyylibiologia
2015 | 72+10

Johanna Tuomela, FT, dos.; Pirkko Harkdnen, LKT, prof.; llari Suominen, FT

Milla Vainio & Minna Vuorenmaa

BISFOSFONAATTIEN VAIKUTUS
ETURAUHASSYOPAAN JA
KOLMOISNEGATIIVISEEN MATALAN TLR9-
EKSPRESSION RINTASYOPAAN

Pitkélle edenneen eturauhassydvan seka@ kolmoisnegatiivisen rintasydvan, joka ei ilmenna
hormoni- eikd HER2-kasvutekijareseptoreita, hoitovaihtoehdot ovat rajattuja, ja naiden
syOpatyyppien ennuste on huono. Laajassa Kkliinisessd kaytdssd olevia bisfosfonaatteja
kaytetddn luuston aineenvaihduntasairauksien hoidossa, kuten osteoporoosin ja syovan
luustoetapesakkeiden aiheuttamissa muutoksissa. Viimeaikaisissa tutkimuksissa on todettu,
ettd bisfosfonaatit saattavat estaa farmakologisten kohdesolujensa osteoklastien lisdksi myos
syopasolujen kasvua. Bisfosfonaatit voidaan jakaa kemiallisen rakenteen ja toiminnan
perusteella non-amino- ja aminobisfosfonaatteihin, joista jalkimmaiset ovat osoittautuneet
tehokkaammiksi. Synnynnéiseen immuunipuolustukseen kuuluva solunsiséinen reseptori, Tollin
kaltainen reseptori 9 (TLR9), aktivoituu ja valittdd tulehdusreaktiota, kun se tunnistaa virus-,
bakteeri- tai selkdrankaisten omaa DNA:ta. Matalan TLR9-ekspression on havaittu olevan
yhteydessa kolmoisnegatiivisen rintasyévan ennusteeseen, koska kolmoisnegatiivisessa
rintasyovéassa se liittyy sydvan nopeaan leviamiseen ja huonoon ennusteeseen. On kuitenkin
viitteitd  siitd, ettd matalan TLR9-ekspression kolmoisnegatiivisilla rintasydpasoluilla ja
kokeellisilla kasvaimilla on hyva vaste aminobisfosfonaattihoitoon.

Tama opinnaytetyo koostuu kahdesta projektista, joiden tarkoituksena oli tutkia bisfosfonaattien
vaikutusta eturauhassydpaan ja matalan TLR9-ekspression kolmoisnegatiiviseen rintasydpaan
in vitro ja in vivo. Opinndytetydn tutkimukset painottuivat kolmoisnegatiiviseen matalan TLR9-
ekspression rintasyopaprojektiin, jossa vertailtin non-amino- ja aminobisfosfonaattien
vaikutusta kolmoisnegatiivisten matalan TLR9-ekspression rintasydpéasolujen proliferaatioon,
elinkykyisyyteen ja solusykliin. Eturauhassydpéaprojektissa tutkittin aminobisfosfonaattien
vaikutusta eturauhassydpasolujen solutukirankaan ja hiirten eturauhassydpakasvaimiin.
Tuloksissa todettiin, etta tutkimuksissa kaytetyt aminobisfosfonaatit selkeasti estivat tai
hidastivat syOpasolujen kasvua verrattuna non-aminobisfosfonaatteihin.  Aikaisemmat
tutkimukset ja opinnaytetydn tulokset viittaavat siihen, ettd aminobisfosfonaatteja voidaan
harkita kaytettavaksi kolmoisnegatiivisen matalan TLR9-ekspression rintasyévan ja levinneen
eturauhassyovan liitdnnaishoitona.
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THE EFFECTS OF BISPHOSPHONATES ON
PROSTATE CANCER AND ON TRIPLE-NEGATIVE
BREAST CANCER WITH LOW TLR9 EXPRESSION

Advanced prostate cancer and triple-negative breast cancer, which does not express hormone
or HER2-receptors, have poor prognosis with only few therapies. Bisphosphonates are
commonly used and effective drugs for the treatment of metabolic bone disorders, such as
osteoporosis and tumor-induced osteolysis. Lately, there is preclinical evidence that
bisphosphonates have also direct anticancer effects. Bisphosphonates can be classified into
two groups based on differences in their chemical structure and functional properties, non-
aminobisphosphonates and aminobisphosphonates, and the latter has been proved to be more
effective. Toll-like receptor 9 (TLR9) is an innate immune system receptor, which mediates the
activation of inflammatory response when it recognizes viral, bacterial or self-DNA. Recent
study shows that low TLR9 expression defines an aggressive subtype of triple-negative breast
cancer with poor prognosis and significantly shortened breast cancer-specific survival.
However, there is evidence that cancer cells and xenograft tumors with low TLR9 may be
sensitive to aminobisphosphonate treatment.

The aim of this bachelor's thesis was to study the effects of bisphosphonates on prostate
cancer and on triple-negative breast cancer with low TLR9 expression in two individual projects
in vitro and in vivo. Our studies focused more into triple-negative breast cancer, and included
comparative studies between non-aminobisphosphonates and aminobisphosphonates effects
on triple-negative breast cancer cell proliferation, viability and cell cycle. The effects of
aminobisphosphonates were studied also on prostate cancer cell actin skeleton and on prostate
tumors in mice. The results of this study showed that the aminobisphosphonates had a clear
effect on the inhibition of cancer cell growth compared to non-aminobisphosphonates. Our
studies confirmed previous results indicating that aminobisphosphonates could be considered
as adjuvant therapy for triple-negative breast cancer with low TLR9 expression, as well as in
advanced prostate cancer.
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1 JOHDANTO

Suomessa yleisin syopatyyppi on miehilla eturauhassy6pa ja naisilla rintasyopa.
Sybévan ennuste riippuu sen ominaisuuksista ja toteamisajankohdasta, mutta
paasaantoisesti eturauhas- ja rintasyovan ennusteet ovat varsin hyvia
verrattuna moneen muuhun sydpatyyppiin. Vuosina 2009-2011 diagnosoitujen
potilaiden suhteellinen viiden vuoden elossaolo-osuus oli rintasybvassa 87 % ja
eturauhassytvassa 92 %. Paikallisella, hyvin erilaistuneella eturauhassyévalla
on hyva ennuste, mutta levinneen eli metastoituneen eturauhassydvan
tapauksessa potilaiden viiden vuoden suhteellinen elossaolo-osuus on talla
hetkella vain 33 %. Seké& eturauhas- ja rintasyOp& ovat hormoniriippuvaisia,
minka vuoksi niitd voidaan hoitaa my®ds hormonihoidoilla. Rintasyovan eras
aggressiivinen alatyyppi, kolmoisnegatiivinen rintasyopa, ei ilmenna hormonire-
septoreita eikd HERZ2-kasvutekijareseptoria, mika tekee siita vaikeasti
hoidettavan. Kolmoisnegatiivisella matalan TLR9-ekspression rintasyovalla on
korkea uusiutumisriski, ja potilaiden elossaolo-osuus viiden vuoden sisélla oli
seuratulla ajanjaksolla vain hieman yli 60 %. (Engholm ym. 2014; Eturauhas-
syopa: Kaypa hoito -suositus 2014; Jousimaa ym. 2012; Tuomela ym. 2012;
Vehmanen 2012, b.)

Tollin kaltainen reseptori yhdeksédn (TLR9, engl. Toll like receptor 9) on
solunsisainen DNA-reseptori, joka on osa synnynndistd immuunipuolustusta
(Wagner 2004). Useiden syoOpéatyyppien tiedetaan ilmentévan tata reseptoria,
mutta sen rooli syévan ennustetekijana on kaksijakoinen. Kolmoisnegatiivisessa
rintasyovassd matalan TLR9-ekspression on todettu olevan yhteydessa
huonoon ennusteeseen, kun taas eturauhassydvassa painvastaisesti korkea
TLR9-ekspressio nayttaa olevan yhteydessa huonoon ennusteeseen (Vaisanen
ym. 2013; Tuomela ym. 2012). Bisfosfonaatit ovat luuston aineenvaihduntasai-
rauksien hoidossa kaytettavia ladkkeitd, jotka estavat luun osteoklastivalitteista
hajoamista. Bisfosfonaatit voidaan Iluokitella kahteen toiminnalliseen ja
rakenteelliseen pdadryhmaan niiden kemiallisten sivuketjujen perusteella, non-

aminobisfosfonaatteihin ja aminobisfosfonaatteihin, joista jalkimmaiset ovat
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monien tutkimusten mukaan tehokkaampia. Kiinteat kasvaimet, kuten
eturauhas- ja rintasyopd, muodostavat usein luun rakennetta heikentavia
luustoetapesakkeitd. Bisfosfonaattien luun hajotusta estavan vaikutusmekanis-
min vuoksi niita kaytetddn usein syodvan luustoetapesakkeiden hoidossa.
Viimeaikaisissa tutkimuksissa on todettu, etta bisfosfonaatit saattavat vaikuttaa
myos syOpasoluihin luultua enemman. (Clézardin 2013; Virtanen 2010;
Tuomela 2009.)

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli tutkia bisfosfonaattien vaikutusta etu-
rauhassyopdan ja kolmoisnegatiiviseen matalan TLR9-ekspression rinta-
syOpdan in vivo ja in vitro. Opinnaytetyon tutkimukset painottuivat p&aosin
kolmoisnegatiivisen matalan TLR9-ekspression rintasybpaan, johon liittyvista
tutkimuksista kaytetaan selkeyden vuoksi lyhyemp&a nimitysta rintasyopapro-
jekti. Tavoitteena oli saada uutta tietoa erityisesti aminobisfosfonaattien
vaikutuksista eturauhassybpaan ja kolmoisnegatiiviseen matalan TLR9-
ekspression rintasybpéén. Tutkimusten tavoitteina olivat myos tutkimustulosten
toistaminen julkaistavaa artikkelia varten sekad uusien kokeiden tekeminen, jotka

selvittavat TLR9-reseptorin merkitysta kolmoisnegatiivisessa rintasyovassa.
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2 OPINNAYTETYON TEOREETTINEN TAUSTA

2.1 Eturauhassyopa

Eturauhassyopé& on Suomessa miesten yleisin syopatyyppi ja keuhkosyévan
jalkeen miesten toiseksi yleisimmin kuolemaan johtava syopa (Kujala 2012).
Vuonna 2012 Suomessa diagnosoitiin 4 659 uutta eturauhassyopatapausta, ja
yleisin sairastumisika ajoittui keskimaaraisesti 70-74 ikavuoden kohdalle
vuosien 2008-2012 aikana (Suomen Syoparekisteri 2014, a, c). Eturauhassyo-
van ennuste on erinomainen, mikali syopa on pieni, paikallinen ja hyvin
erilaistunut, jolloin syévan 10 vuoden eloonjddmisennuste on yli 90 %.
Hoitokeinoina voidaan kayttaa leikkaus- tai sddehoitoa tai ainoastaan aktiivista
seurantaa, mikali ennuste on hyva. Paikallisesti levinneen ja etdpesakkeita
lahettaneen eturauhassytdvan ennuste on kuitenkin huono, ja sen hoito on
vaativaa. (Eturauhassyopa: Kaypa hoito -suositus 2014; Kellokumpu-Lehtinen &
Tammela 2013; Jousimaa ym. 2012; Mirtti & Rannikko 2012.) Eturauhassybvan
oireet ovat vahaiset, ja oireita esiintyy usein vasta, kun etéapesakkeita on jo
muodostunut. Etapesakkeitd esiintyy usein luustossa, jossa syodpasolut
muuttavat luuta muodostavien osteoblastien ja luuta hajottavien osteoklastien
toimintoja. Tam& saa aikaan noidankeh&n, jossa osteoklastivélitteisen luun
hajoaminen edistda syOpasolujen kasvua ja lisaantymista. (Kujala 2012;
Virtanen 2010.) Levinnyt eturauhassyopa voi olla myos kastraatioresistentti,
jolloin syopa leviaa kastraation mahdollistamasta alhaisesta testosteronitasosta
huolimatta. TAhan sybpatyyppiin ei ole olemassa tehokasta hoitoa, ja odotettu

elinika on vain 6—8 kuukautta. (Eturauhassyopéa: Kaypa hoito -suositus 2014.)

2.2 Kolmoisnegatiivinen rintasyopa

Rintasyopa on maailmanlaajuisesti naisten yleisin syopatyyppi ja syopakuole-
mien aiheuttaja. Rintasybvan ilmaantuvuus on Suomessa ja Pohjoismaissa
maailman korkeimpia, mutta rintasyb6paan sairastuneen ennuste on kuitenkin

Suomessa Euroopan parhaimpia. Vuonna 2012 Suomessa todettiin 4 694 uutta
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rintasyopatapausta, joita diagnosoitiin keskimaaraisesti eniten 60—64-vuotiailla
vuosien 2008-2012 aikana. (Suomen Syopéarekisteri 2014, b, d; Joensuu 2013.)
Paikallisen rintasydvan tarkein hoito on leikkaus, jossa rinnan kasvain pyritaan
poistamaan kokonaan. Leikkausta seuraa usein kemoterapia- ja sddehoito seka
rintasyopatyypista riippuen muut liitAnnaishoidot, kuten hormoni- tai HER2-
vasta-ainehoidot. (Vehmanen 2012, a.) Yksi rintasyovan alatyypeista on
huonoennusteinen kolmoisnegatiivinen rintasyopa, jossa syopasolut eivat
iimenn& estrogeeni-, progesteroni- eivatkd HER2-reseptoreita. Taman vuoksi
litAnn&aishoitona kaytetaan leikkauksen lisaksi usein vain solusalpaajahoitoa.
Kolmoisnegatiivinen rintasyopa on vaikeasti hoidettava heterogeeninen
syopatyyppi, koska tuntemattomista syistd osa naista syovista parantuu, kun
taas osa levidd aggressiivisesti ja uusiutuu. Etapesdkkeitda muodostuu
tavallisimmin luustoon. Sy6patyypin heterogeenisyyden vuoksi kolmoisnegatii-
visille rintasytpapotilaille on vaikeaa I6ytaa yhteista hoitokeinoa, minka vuoksi
taman syovan eri alatyyppien tunnistaminen on tarkeaa sopivien hoitokeinojen
l6ytymiseksi. (Huovinen & Tanner 2013; Tuomela ym. 2012; Vehmanen &
Saarto 2010.) Kolmoisnegatiivisen rintasyovan levidmismekanismeja ei viela
tunneta tarkalleen, joten nykypdivand se onkin monen tutkimusryhman
mielenkiinnon kohteena (Ouyang ym. 2014; Paul ym. 2014; Tuomela ym. 2013,
b).

2.3 Tollin kaltainen reseptori 9 (TLR9)

Tollin kaltaiset reseptorit (TLR:t) ovat keskeinen joukko immuunipuolustuksen
tunnistereseptoreja, jotka muodostavat ison osan synnynnaisen immuunipuo-
lustuksen tunnistereseptorien ryhmastd (PRR, engl. pattern recognition
receptor). PRR-ryhmén tehtava on aktivoida synnynnainen immuunipuolustus
tunnistamalla patogeenisia rakenteita (PAMP, engl. pathogen-associated
molecular pattern) ja vaarasignaaleja, jotka vapautuvat soluista infektion tai
kudosvaurion yhteydessa (DAMP, engl. danger-associated molecular pattern).
Tunnistereseptoreiden aktivoima immuunivaste saa aikaan esimerkiksi
infektoituneen solun toipumisen tai apoptoosin. (Kerminen 2011; Alberts ym.

2007.) Ihmisilla TLR-perheeseen kuuluu ainakin 10 reseptoria, ja suurin osa
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niistd sijaitsee solun pinnalla. Tollin Kkaltaisia reseptoreita 10ytyy
immuunijarjestelman soluista, kuten makrofageista ja dendriittisoluista, seka
muista immuunijarjestelméan kuulumattomista soluista, kuten epiteelisoluista.
Erilaiset ligandit aktivoivat eri Tollin kaltaisia reseptoreita, kuten esimerkiksi
TLR5 tunnistaa bakteerin flagellan muodostavan proteiinin. (Alberts ym. 2007.)
Tassa opinnaytetyossa Tollin kaltaisista reseptoreista kaytetaan lyhennetta
TLR.

TLR9 on solunsisainen DNA-reseptori, joka tunnistaa bakteeri-, virus- ja
selkarankaisten omaa DNA:ita (Wagner 2004). TLR9 tunnistaa DNA:n
metyloimattomia sytosiini-guaniini-nukleotideja (CpG, engl. cytosine-phospate-
guanine), joita esiintyy runsaasti virusten ja bakteerien DNA:ssa. Nisakkaiden
CpG-DNA on suurimmaksi osaksi metyloitunutta, mikd auttaa TLR9:4a
erottamaan ulkopuolisen DNA:n kehon omasta DNA:sta. Myos selkarankaisten
oma DNA toimii TLR9-ligandina ihmisen autoimmuunisairauksissa, kuten
psoriasiksessa ja nivelreumassa, aktivoiden tulehdustilan ja tata kautta
adaptiivisen immuunipuolustuksen. Paaasiallisesti omaa DNA:ita ei esiinny
vapaana solujen ulko- tai sisdpuolella, koska nukleaasit hajottavat vapaat ja
tarpeettomat nukleiinihapot. (Kerminen 2011; Wagner 2004.) Kuitenkin sydvan
hoidossa kaytetyn kemoterapian yhteydessa tilanne on erilainen, koska
kuolleista soluista perdisin olevaa omaa vapaata DNA:ta on poikkeuksellisen

paljon solujen ulkopuolisessa tilassa (Tuomela ym. 2013, a).

TLR9:4a on tutkittu paljon immuunipuolustuksessa, mutta TLR9:n merkitys
syovan ennusteellisena tekijana vaikuttaa olevan kaksijakoinen (Tuomela ym.
2013, a). Useiden syopatyyppien tiedetdaan ilmentavan tata reseptoria, ja
kolmoisnegatiivisessa rintasydvassd matala TLR9-ekspressio on yhteydessa
huonoon ennusteeseen (kuva 1). Vaikka kolmoisnegatiivisille korkean ja
matalan TLR9-ekspression rintasydpapotilaille luokitellaan kliinisesti samankal-
tainen ennuste, matalan TLR9-ekspression potilaiden suhteellinen elossaolo-
osuus seurantajakson aikana oli viiden vuoden kuluttua vain hieman yli 60 %,
kun taas korkean TLR9-ekspression potilaiden vastaava osuus oli yli 90 %.

(Tuomela ym. 2012.) Eturauhassyodvassa taas painvastaisesti korkea TLR9-
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pitoisuus vaikuttaa olevan yhteydessa huonoon ennusteeseen, mutta TLR9:n
mekanismi on myos tassa yhteydessa osittain epaselva (Vaisanen ym. 2013).
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Kuva 1 Matalan TLR9-ekspression vaikutus kolmoisnegatiivisen rintasyévan
suhteelliseen elossaolo-osuuteen verrattuna korkean TLR9-ekspression
kolmoisnegatiiviseen rintasyopaan. (Tuomela ym. 2012)

Tuomela ym. (2013, a) havainnollistivat ensimmaistd kertaa, ettd ainakin
kolmoisnegatiivisilla rintasyopasoluilla TLR9-ekspressio on tarked immunologi-
nen saatelija syopaa vastaan. Synteettisten bakteerien DNA:ta muistuttavien
TLR9-ligandien on osoitettu lisdavdn sydvan invasiivisuutta monissa eri
syopasoluissa in vitro, jolloin korkean TLR9-ekspression on todettu olevan
yhteydessa syovan lisaantyneeseen invasiivisuuteen. Sen sijaan TLR9:n

luontaisia fysiologisia ligandeja ei ole tutkittu tata aiemmin syodvan yhteydessa,
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ja ensimmaista kertaa havaittin kehon oman DNA:n toimivan TLR9-ligandina
sybvassa. Kolmoisnegatiivisissa rintasyopasoluissa TLR9-ligandit toimivatkin
odotettua painvastoin, koska kemoterapiaa saaneen syodvan invasiivisuus
kasvoi viela enemméan TLR9-ekspression ollessa nimenomaan matala
verrattuna korkean TLR9-ekspressioon hiirikokeissa in vivo. Kolmoisnegatiivis-
ten matalan TLR9-ekspression rintasyopasolujen invasiivisuus ei kuitenkaan
lisdantynyt soluviljelyssa in vitro, kun elavia sybpasoluja altistettiin kemoterapi-
alla tapettujen syopdasolujen DNA:lle, joka kulkeutui elavien sy®pasolujen
sisdan. (Tuomela ym. 2013, a; Tuomela ym. 2012.) Tama viittaa siihen, etta
matalan TLR9-ekspression kolmoisnegatiivisessa rintasyovassa invasiivisuutta

voi valittaa TLR9:n sijaan immuunijarjestelman jokin toinen osa tai osat.

Kemoterapian vuoksi kuolleista syopasoluista vapautuu poikkeavaa biologisesti
aktiivista DNA:ta, joka saattaa olla resistentti solujen ulkopuolisen tilan DNA:ta
hajottavia nukleaaseja vastaan. Eri kemoterapialddkkeet voivat saada aikaan
taman erityisen nukleaasiresistentin rakenteen muodostumisen. Kuolleista
syOpasoluista vapautunut oma DNA kulkeutuu eldvien syopasolujen sisalle,
jolloin tama DNA toimii TLR9-ligandina. Korkean TLR9-ekspression soluilla
kuolleista sydpasoluista vapautunut DNA ja muut vaarasignaalit aktivoivat TLR-
perhettd, jolloin synnynnainen immuunipuolustus kaynnistyy ja mydhemmin
my6s adaptiivinen immuunipuolustus, joka hydkkaa syopaa vastaan. Immuuni-
puolustuksen aktivoituessa sy0péaa vastaan ennuste paranee, vaikka syopaso-
luista vapautunut DNA toimii TLR9-ligandina, ja toisaalta myds edistaa syévan
invasiivisuutta. Kemoterapiasta saattaa siis olla enemman haittaa kuin hyotya
matalan TLR9-ekspression kolmoisnegatiivisten rintasyopapotilaiden tapauk-
sessa, koska naiden potilaiden adaptiivinen ja kasvainta vastaan kohdistuva
immuunipuolustus, ns. antituumori-immuunivaste, ei aktivoidu tarpeeksi
mahdollisesti potilaan puutteellisen immuunivasteen vuoksi. Talldin sydvan
ennuste on huono, koska potilaat eivat saavuta immunologista hyotya
kemoterapiasta ja syopa& etenee aggressiivisemmin immuunipuolustuksen
hillitsemattd sitd. (Kuva 2) Sen sijaan kaytdéssa olevat immuunijarjestelmaa
aktivoivat immunoterapiset liitdnndishoidot voivat olla kolmoisnegatiivisille

rintasyopapotilaille hyoddyllisida. Matalan TLR9-ekspression yhteys rintasydvan
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invasiivisuuteen naytti olevan yhteydessa spesifisesti vain kolmoisnegatiiviseen
rintasyopaan, koska matala TLR9-ekspressio ei lisannyt hormonipositiivisten
rintasyopasolujen invasiivisuutta in vitro eika vaikuttanut kasvainten kokoon in

vivo. (Tuomela ym. 2013, a; Tuomela ym. 2012.)

Hypoteesi: Kuolevista syopasoluista vapautunut DNA lisda
TLRO-valitteistd tulehdusreaktiota eldvissa syopasoluissa

mes) Kuolleista syopésoluista vapautunutta DNA:ta
/ solunulkoisessa tilassa

- Tulehdus
- Adaptiivisen
immuunipuolustuksen
aktivoituminen

- Antituumori-immuunivaste

- TLR9 puuttuu
- Ei immuunipuolustusta
- Huono ennuste,
syovan lisaantynyt
invasiivisuus

Kuva 2 Kolmoisnegatiivisen matalan TLR9-ekspression rintasyévan huonon
ennusteen hypoteesi. (Mukaillen Tuomela ym. 2013, a)

2.4 Bisfosfonaatit

Bisfosfonaateilla tarkoitetaan inorgaanista pyrofosfaattia muistuttavia synteetti-
sid yhdisteitd, jotka voidaan jaotella kahteen eri paaryhmaan fosfaattimolekyy-
lien sivuketjujen rakenteen perusteella. Pyrofosfaatti on monien biosynteettisten
reaktioiden sivutuote, joka estdd kalkkeutumista pehmytkudoksissa, mutta
epastabiilin rakenteen vuoksi se ei paase vaikuttamaan luustoon. Bisfosfonaatit
ovat laajasti kaytettyja tehokkaita laékkeita luuston aineenvaihduntasairauksiin,
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joita ovat esimerkiksi osteoporoosi ja sybvan luustoetapesékkeiden aiheuttamat
haitalliset luustotapahtumat. Viime aikoina bisfosfonaateilla on havaittu olevan
suoria vaikutuksia myos syovan kasvun hidastamiseen, mutta tarkat vaikutus-
mekanismit ovat viela epaselvia ja monien tutkimusten kohteina. Non-
aminobisfosfonaatit ovat ensimmaisen sukupolven bisfosfonaatteja, jotka
muistuttavat rakenteeltaan luonnollista pyrofosfaattia. Aminobisfosfonaatit
siséltavat sivuketjussaan aminoryhman, joka estda luun osteoklastivélitteista
hajoamista jopa 10 000-kertaisesti non-aminobisfosfonaatteihin verrattuna.
Non-aminobisfosfonaatteja ovat esimerkiksi klodronaatti ja etidronaatti, kun taas
aminobisfosfonaatteja ovat esimerkiksi alendronaatti ja zoledronaatti.
(Raikkdnen 2011; Virtanen 2010; Vehmanen & Saarto 2010.)

Bisfosfonaattien biokemiallisen rakenteen vuoksi ne sitoutuvat voimakkaasti
luuston hydroksiapatiittikiteisiin. Luuspesifisyyden vuoksi bisfosfonaatteja
kaytetaan useimmiten osteoporoosin hoidossa, mutta bisfosfonaattien kaytté on
muodostunut  standardihoidoksi myds rintasyévan luustoetdpesakkeiden
hoidossa. (Vehmanen & Saarto 2010; Virtanen 2010.) Amino- ja non-
aminobisfosfonaatit aiheuttavat luuta hajottavien osteoklastien inaktivaation ja
lopulta apoptoosin eri mekanismien avulla. Non-aminobisfosfonaatit fagosy-
toidaan osteoklasteihin, joissa ne metaboloituvat sytotoksisiksi ATP:n kaltaisiksi
yhdisteiksi, mink& seurauksena on osteoklastien toiminnan estyminen ja lopulta
apoptoosi. Aminobisfosfonaatit estavéat osteoklastien kypsymista, erilaistumista,
kiinnittymista luuhun ja proteiinien prenylaatiota vaikuttamalla osteoklastien
mevalonaattireittiin, jonka lopputuloksena on myds apoptoosia aiheuttava
sytotoksinen ATP-analogi. On osoitettu, ettd bisfosfonaatit muodostavat
farmakologisten kohdesolujensa eli osteoklastien lisdksi samalla mekanismilla
sytotoksisia analogeja myds sydpasoluissa. Tosin bisfosfonaattien vaikutus eri
syopatyyppeihin on vaihtelevaa, koska erilaisilla syopasoluilla on monenlaisia

metaboliaominaisuuksia. (Raikkdénen 2011; Virtanen 2010.)

Mevalonaattireitti (kuvio 1) on tarked metabolinen tapahtumasarja, joka on
kolesterolin biosynteesin ja tiettyjen GTP:ta sitovien proteiinien prenylaation

eli proteiinisynteesin jalkeisen proteiinien toiminnallisen muokkaamisen
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kannalta valttaméaton. Nama proteiinit ovat olennaisesti mukana saatelemas-
sa syopasolujen proliferaatiota, selviytymista, invaasiota ja etdpesakkeiden
muodostumista. Mevalonaattireitti on usein sydpasoluilla yliaktiivinen, minka
vuoksi se on tarked kohde syodpalaakkeissd. Mevalonaattireitissa asetyyli-
koentsyymi-A  syntetisoituu  HMG-koentsyymi-A:ksi  (engl. 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA), joka muuntuu entsyymin katalysoimana mevalonaatiksi.
Mevalonaatti metaboloituu isopentenyylipyrofosfaatiksi  (IPP) ja sen
isomeeriksi, dimetyyliallyylipyrofosfaatiksi (DMAPP). Yhdessd nama
syntetisoivat farnesyylipyrofosfaattia (FPP), josta muodostuu edelleen
geranyyligeranyylipyrofosfaattia (GGPP). Molempia valituotteita, FPP:a ja
GGPP:a, tarvitaan proteiinien prenylaatioon. Aminobisfosfonaattien vaikutus
perustuu FPP:n synteesin estamiseen, jolloin soluihin kertyneestd IPP:sta
muodostuu sytotoksinen ATP-analogi, joka vaikuttaa syopéasolujen proliferaati-
oon ja migraation vahenemiseen seka aiheuttaa apoptoosia. Aminobisfosfonaa-
teilla voi olla myGs kasvainta vastaan kohdistuvia immuunipuolustusvaikutuksia,
koska zoledronaatin on myos osoitettu aktivoivan T-soluja eturauhas- ja
rintasydvassa syopasolujen mevalonaattireitin estyessa. (Thurnher, Gruen-
bacher & Nussbaumer 2013; Thurnher, Nussbaumer & Gruenbacher 2013;
Raikkdnen 2011; Tuomela 2009.)
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Kuvio 1. Aminobisfosfonaattien vaikutus mevalonaattireittiin. (Mukaillen
Thurnher, Nussbaumer, & Gruenbacher 2013; Buhaescu & 1zzedine 2007)

Bisfosfonaattien molekyylitason vaikutusmekanismia syopasoluihin ei ole
tutkittu paljon, ja saadut tulokset ovat monimutkaisia. Viime vuosikymmenen
aikana on keskitytty tutkimaan enemman aminobisfosfonaattien vaikutusta
erilaisissa syOpasoluissa non-aminobisfosfonaattien sijaan. Useissa tutkimuk-
sissa on osoitettu, ettd aminobisfosfonaatit aiheuttavat eturauhas- ja rinta-
syopasolujen apoptoosia in vitro ja estavat rintasyopasolujen kasvua.
Zoledronaatin on osoitettu estavan ihmisen MDA-MB-231-rintasyopasolujen
kasvua pysayttamalla solusykli G1/S-vaiheeseen seka estavan etdpesakkeiden
muodostumista sisaelimiin hiiren rintasyopamallissa in vivo. (Virtanen 2010;
Merrell ym. 2007.) On myos viitteita siita, ettd matalan TLR9-ekspression
kolmoisnegatiivisilla rintasyopasoluilla ja kokeellisilla kasvaimilla on hyva vaste

aminobisfosfonaattihoitoon (Tuomela, sdhkopostiviesti 8.2.2015).
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Bisfosfonaatteja annostellaan yleensa suonensisaisesti tai oraalisesti, mutta ne
imeytyvat hyvin huonosti suolistosta biologisen hyodtysuhteen ollessa kaytan-
nossa vain < 2 %. Vereen imeytyneestd osuudesta puolet hakeutuu heti
luustoon, ja puolet poistuu virtsan mukana. Luuhun palautumattomasti
sitoutuneiden bisfosfonaattien puoliintumisaika on yli 10 vuotta, joten la&kityk-
sen haitat voivat ilmeta siis pitkallakin viiveella. (Raikkdnen 2011; Nurmenniemi,
Hannonen & Tuovinen 2007.) Bisfosfonaatit ovat yleensa hyvin siedettyja
ladkkeitd, mutta aminobisfosfonaattien, kuten zoledronaatin, on havaittu
aiheuttavan pitk&aikaiskaytossa hyvin harvinaisena (0,1 %) haittavaikutuksena
leukaluun nekroosia. Tietyt riskitekijat, kuten tupakointi ja invasiiviset ham-
masoperaatiot, voivat nostaa riskia jopa 10 %:iin asti. (Virtanen 2010; Tuomela
2009.) Bisfosfonaattien pitkaaikaiskaytolla on myo6s epéilty olevan yhteys
vakaviin  epatyypillisiin  reisiluun  murtumiin  (Uutispalvelu = Duodecim
2012). Nykyaikaisen nanoteknologian avulla voidaan kuljettaa laékeaineita
nanopartikkeleihin pakattuna kohdekudokseen, jolloin hoitomuoto on tehok-
kaampi, turvallisempi ja edullisempi muihin annostelutapoihin verrattuna.
Nanolddkkeita tutkitaan jatkuvasti myods syovan hoidossa. (Rosenholm,
Mamaeva, Sahlgren & Lindén 2012; Virtanen 2010.) Myds aminobisfosfonaat-
tien, kuten zoledronaatin, annostelu nanolddkkeen&a on tutkimuksen kohteena

parasta aikaa (Sandholm, sahkdpostiviesti 16.1.2015).

2.5 Kofiliini

Solun tukiranka koostuu kolmentyyppisistd  proteiinisdiejarjestelmista:
mikrotubuluksista, valikokoisista saikeista ja mikrofilamenteista. Nama kaikki
toimivat yhteisty0ssa saadellen solun muotoa, liiketté ja soluorganellien paikkaa
solussa. Mikrofilamenttien dynaaminen toiminta on perustana solujen
likkumiseen kudoksissa. Mikrofilamentit muodostuvat pallomaisesta proteiinis-
ta, aktiinista, jota on kahdentyyppistd: monomeeristd G-aktiinia (engl. globular)
ja saikeessa olevaa F-aktiinia (engl. filamentous). Yksittaiset pallomaiset G-
aktiinit muodostavat saikeistd F-aktiinia, jolla on positivinen ATP-paa ja
negatiivinen ADP-pd& ATP:n hydrolysoituessa ADP:ksi. Aktiiniin sitoutuu
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erilaisia proteiineja, jotka saatelevat aktiinisaikeiden jatkuvan muodostumisen ja

hajoamisen tasapainoreaktiota sen molemmista péaista. (Heino & Vuento 2009.)

Yksi néaista aktiinia saatelevista keskeisistd proteiineista on kofiliini, joka
katkaisee aktiinisdikeitd negatiivisesta ADP-paasta. Kofiliini sitoutuu pitkin
aktiiniflamenttia ja pakottaa sen kietoutumaan tiukemmin, jolloin kiertymisesta
aiheutuvan mekaanisen rasituksen vuoksi filamentista tulee hauraampi ja
helpommin katkaistava. (Alberts ym. 2007.) Kofiliini-proteiiniperheeseen
kuuluvat kolme hyvin samankaltaista ryhmaa: kofiliini-1, kofiliini-2 ja ADF (engl.
actin depolymerizing factor). Kofiliini-2 esiintyy lihassoluissa, kofiliini-1 muissa
soluissa ja ADF erityisesti epiteeli- ja endoteelisoluissa. Kofiliiniperheesta
kaytetddn usein yhteisnimitysta ADF/kofiliini kofiliinien ja ADF:n niiden
samankaltaisuuden vuoksi. (Virtanen 2010.) Tassa opinnaytetydssa kofiliineista
kaytetaan selvyyden vuoksi pelkistetympdéa yhteisnimitysta kofiliini. Monien
syopasolujen tiedetddn yliekspressoivan kofiliinia, mika tekee niista invasiivi-

sempia (Virtanen 2010).

Virtanen (2010) tutki vaitoskirjatydssaan bisfosfonaattien vaikutusta eturauhas-
syopasoluihin in vivo ja in vitro. Tutkimuksessa selvitettiin erityisesti alendronaa-
tin vaikutusta solun aktiinitukirangan saatelyyn osallistuvien proteiinien, kuten
kofiliinin, toimintaan. Tutkimuksessa todettiin, ettd alendronaatti esti eturauhas-
syopasolujen tarttumista, invaasiota ja migraatiota in vitro. Myds solun
aktiinitukiranka hajosi alendronaatin vaikutuksesta, ja kofilinin maara vaheni
sekd eturauhassyopéasoluista ettd kokeellisista eturauhassyopékasvaimista.
Alendronaatin on myds havaittu estdvan eturauhassyovan leviamista hairitse-
malla kofiliinin saatelya ja taten solun tukirangan jarjestaytymista (Virtanen ym.
2014, julkaisematon). Koska Virtasen vaitoskirjatyon julkaisuvuonna 2010 eika
tallakaan hetkella ole vield tiedossa tehokasta hoitoa pitkalle levinneeseen
eturauhassytpaan, aminobisfosfonaatteja voidaan harkita Virtasen tutkimuksen
perusteella eturauhassyovan leviamista estaviksi laakkeiksi (Eturauhassyopé:

Kaypéa hoito -suositus 2014; Virtanen 2010).
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3 OPINNAYTETYON TARKOITUS, TAVOITTEET JA

TEHTAVAT

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli tutkia bisfosfonaattien vaikutusta
eturauhassybpaan ja kolmoisnegatiiviseen matalan TLR9-ekspression
rintasyopaan in vitro ja in vivo. Opinnaytetyon tutkimuksissa kaytettiin kahta
kaupallista solulinjaa, ihmisen eturauhassyodpasoluja (PC-3) ja hiiren kolmois-
negatiivisia rintasyopasoluja (4T1), sekd San Antoniosta lahjoituksena saatuja
ihmisen kolmoisnegatiivisia korkean TLR9-ekspression rintasydpasoluja, MDA-
MB-231(SA), jotka on jalostettu luuhakuisiksi. Matala TLR9-ekspressio saatiin
MDA-MB-231(SA)-soluihin hiljentamalla stabiilisti TLR9-ekspressio SiRNA-
tekniikalla (siRNA, engl. small interfering RNA). Opinnaytetyon tutkimukset
koostuvat kahdesta erillisestd projektista, eturauhassyodpaprojektista ja

rintasyopaprojektista.

Tutkimusten tavoitteena oli saada tutkimustuloksia bisfosfonaattien vaikutukses-
ta eturauhassyopdédn ja kolmoisnegatiiviseen matalan TLR9-ekspression
rintasyopaan, jotka toistavat julkaistavaan artikkeliin tehtyja tutkimuksia ja
selvittavat matalan TLR9-ekspression merkitysta bisfosfonaattien vaikutuksen
kannalta. Tutkimustehtavat on jaoteltu erikseen eturauhassyopéa- ja rintasyopa-

projektien mukaisesti.

A) Eturauhassyopéaprojekti
1. Hiirikoe

Tutkimustehtava: Istutetaan immunopuutteisiin athymic nude -

uroshiiriin PC-3-soluja, ja PC-3-kasvainten muodostuttua hiiret jae-
taan kasvainten kokojen perusteella kahteen ryhmaan. Puolille hii-

ristd injektoidaan alendronaattiliuosta ja lopuille fosfaattipuskuria
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(PBS). Hiirten painon ja kasvainten koon muutoksia seurataan 2—3
paivan valein.

Hypoteesi: Alendronaattihoidon pitaisi hidastaa kasvainten kasvua
kontrolliryhmé&éan verrattuna.

2. Western blot

Tutkimustehtéva: Vertaillaan eri PC-3-solujen Kofiliinipitoisuutta eri

vahvuisten alendronaattikasittelyjen jalkeen Western blot -
menetelman avulla. Tutkittaviin PC-3-soluihin kuuluvat normaalia
kofilinitasoa ekspressoiva kontrolliryhma (mock) ja kofiliiniryhma,
jonka PC-3-solut ovat transfektoitu yliekspressoimaan kofiliinia.
Hypoteesi: Ainakin vahvimman alendronaattikonsentraation pitaisi

vahentaa kofiliinin maaraa PC-3-soluissa.

B) Rintasydpaprojekti
1. Hiirikoe

Tutkimustehtéva: BALB/c-naarashiiret jaetaan painon mukaan kont-

rolliryhmaan ja matalan TLR9-ekspression ryhmaan. Kontrolliryh-
malle istutetaan hiiren kolmoisnegatiivisia 4T1-soluja, jotka on
transfektoitu stabiilisti Ctrl siRNA:lla. Matalan TLR9-ekspression
ryhman hiirille istutetaan 4T1-soluja, jotka on transfektoitu stabiilisti
TLR9 siRNA:lla. Hiirten painon ja kasvainten koon muutoksia seu-
rataan 2—3 paivan valein.

Hypoteesi: TLR9 siRNA -hiirten kasvainten pitéisi kasvaa nopeam-

min ja aggressiivisemmin Ctrl SIRNA -hiirten kasvaimiin verrattuna.
2. IncuCyte

Tutkimustehtdva: Viljelladn MDA-MB-231(SA)-soluja, jotka on
transfektoitu stabiilisti Ctrl siRNA:lla ja TLR9 siRNA:lla. Solut siirre-

tdan 96-kuoppalevylle, jossa osaa soluista kasitelladn eri vahvuisil-
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la klodronaatti- ja zoledronaattipitoisuuksilla. Tutkitaan naiden bis-
fosfonaattien vaikutusta solujen kasvuun IncuCyte-
kuvantamislaitteen avulla.

Hypoteesi: Ainakin vahvimman zoledronaattipitoisuuden pitaisi es-
tad MDA-MB-231(SA)-solujen kasvua.

3. Cell Counting Kit-8 (CCK-8)

Tutkimustehtavd: Tutkitaan samojen 96-kuoppalevylla olevien
MDA-MB-231(SA) Ctrl siRNA- ja TLR9 siRNA -solujen elinkykyi-
syyttd eri vahvuisten klodronaatti- ja zoledronaattikasittelyjen jal-

keen kaupallisella Cell Counting Kit-8:lla.
Hypoteesi: Ainakin vahvimman zoledronaattipitoisuuden pitéisi hei-
kentdd MDA-MB-231(SA)-solujen elinkykyisyytta.

4. Virtaussytometria

Tutkimustehtava: Viljelladn MDA-MB-231(SA)-soluja, jotka on
transfektoitu stabiilisti Ctrl siRNA:lla ja TLR9 siRNA:lla. Solut siirre-

tdan 6-kuoppalevyille, joissa osaa soluista kasitellaan eri vahvuisilla
zoledronaattipitoisuuksilla. Tutkitaan zoledronaatin vaikutusta MDA-
MB-231(SA) Ctrl siRNA- ja TLR9 siRNA -solujen solusykliin analy-
soimalla solut FACSCalibur-virtaussytometrilla.

Hypoteesi: Ainakin vahvimmalla zoledronaattipitoisuudella kasitel-

tyjen solujen solusyklin pitaisi pysahtya G1/S-vaiheeseen.
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4 OPINNAYTETYON KAYTANNON TOTEUTUS

4.1 Toteutussuunnitelma

Tutkimuslupa opinnaytetyodlle haettiin ja saatin bioanalyytikkokoulutuksen
koulutuspaallikko Leila Tiilikalta kevaalla 2014. Opinnaytety0 toteutettiin Turun
yliopiston bioladketieteen laitoksen solubiologian ja anatomian oppiaineessa
toimivissa dosentti Johanna Tuomelan ja professori Pirkko Harkdsen tutkimus-
ryhmissa. Opinnaytetyon kokeellinen osuus toteutettiin paaasiallisesti Turun
yliopiston bioldéketieteen laitoksen solubiologian ja anatomian oppiaineen seka
Turun yliopiston koe-eldinkeskuksen tiloissa kevaalla 2014, ja opinnaytety®
valmistui talvella 2015. Opinnaytetyon lahtdkohtia olivat parasta aikaa meneilla
oleva tutkimus bisfosfonaattien vaikutuksesta kolmoisnegatiiviseen matalan
TLR9-ekspression rintasydpaan, Virtasen (2010) vaitoskirjatutkimuksen tulokset
ja Virtasen ym. (2014) tekeilla oleva julkaisematon artikkeli. Bisfosfonaattien
vaikutuksia eturauhassyopa- ja kolmoisnegatiivisiin rintasydpasoluihin tutkittiin
kayttamalla erilaisia solu- ja molekyylibiologian menetelmid. Opinnaytetyon
tekeminen ei aiheuttanut kustannuksia opinnaytetyon tekijdille, mutta kohtuulli-
sia kustannuksia aiheutui opinnaytetydn tarjoavalle organisaatiolle. Opinnayte-
tyon toimeksiantajina toimivat Turun yliopiston biolaéketieteen laitoksen
solubiologian ja anatomian oppiaineen dosentti Johanna Tuomela ja biolaéke-
tieteen laitosjohtaja professori Pirkko Harkdénen. Opinnaytetyon ohjaajana toimi
bio- ja elintarviketekniikan yliopettaja llari Suominen. Opinnaytetyon tekijoiden,
toimeksiantajan ja ohjaavan opettajan kanssa tehtiin opinnaytetyén toimeksian-
tosopimus (lite 1). Opinnaytetydn tekijat toimivat tiiviissa yhteistydssa niin
teoreettisessa kuin kokeellisessakin osuudessa, joten tekijoiden eri osuuksia ei

voida opinnaytetydssa varsinaisesti eritella.

4.2 Metodologiset lahtokohdat

Kvantitatiivisen eli maaréallisen tutkimusmenetelman tavoitteena on selittda

ihmisen toimintaa numeraalisesti, teknisesti ja kausaalisesti. Kvantitatiivinen
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tutkimusmenetelm& ei ole kiinnostunut aineiston poikkeavuuksista, vaan ne
karsiutuvat tutkimuksessa pois. (Vilkka 2005.) Kvantitatiivisessa tutkimuksessa
keskeisia asioita ovat johtopaatokset aiemmista tutkimuksista ja teorioista,
esitetyt hypoteesit ja kasitteiden maarittely. Kvantitatiivisessa tutkimuksessa
paatelmien teko perustuu havaintoaineiston tilastolliseen analyysiin, koska
muuttujat muodostetaan taulukkomuotoon, ja aineisto muunnetaan tilastollisesti
kasiteltavddn muotoon. Kootusta ja kasitellysta havaintoaineistosta tehdaan
paatelmia tilastolliseen analysointiin perustuen, ja myos tulosten merkitsevyytta
testataan tilastollisesti. Aineiston keruun suunnitelmassa otetaan huomioon,
ettd havaintoaineisto soveltuu maaralliseen, numeeriseen mittaamiseen.
(Hirsjarvi, Remes & Sajavaara 2004.) Tama opinnaytetyd on kvantitatiivinen
opinnaytetyd, koska opinnaytetyoén tutkimusaineisto soveltuu numeeriseen
mittaamiseen, ja sen analysoimiseen kaytettiin tilastollisia analyysimenetelmia.
Tutkimusaineiston valinta perustui aiempiin tutkimuksiin ja hypoteeseihin, ja osa

tutkimuksista on toistettu aiemmin.

4.3 Eettiset lahtokohdat

Opinnaytetyon tutkimusluvat ovat osana Johanna Tuomelan ja Pirkko Harkdsen
tutkimusryhmien tutkimuslupia. Opinnaytetydssa tehtiin tutkimukseen liittyvia
elainkokeita viranomaisen hyvaksymissa ja valvomissa laitoksissa koe-
elainhiirilla. Opinnaytetydn tekijat eivat itse kasitelleet hiiria, koska opinnayte-
tyon tekijoilla ei ollut tutkimusten tekohetkella lain tieteellisiin tai opetustarkoi-
tuksiin kaytettavien eldinten suojelusta (497/2013) edellyttamaa patevyytta.
Elainkokeet tehtiin noudattaen 3 R:n saant6a, mika tarkoittaa mahdollisimman
vahan elaimille haittaa aiheuttaen (engl. refinement), tutkimuksen suorittamista
mahdollisimman pienella elainmaaralla (engl. reduction), ja eldinkoe korvataan
aina toisella menetelmalld, kun mahdollista (engl. replacement) (Turun
yliopiston koe-eldinkeskus 2015). GMO ll-jatteet héavittiin asianmukaisesti
geenitekniikkalain  377/1995 mukaisesti, ja soluviljelyssd kaytettiin vain
kaupallisia solulinjoja. Opinnaytetyon kirjoittamisessa kunnioitettin - muiden
tutkijoiden tekemaa tyota merkitseméalla lahdeviitteet asianmukaisesti

plagioimatta muiden teksteja. Opinnaytetydlle tehtiin asianmukainen tutkimus-
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suunnitelma, ja toteutusvaiheet kirjattiin laboratoriopaivéakirjaan. Opinnaytetyo
tehtiin hyvia tieteellisia kaytantdja noudattaen, eli sen tekemisessa noudatettiin
rehellisyyttd, tarkkuutta ja huolellisuutta kaikissa tutkimuksen vaiheissa ja
tulosten kasittelyssa. (Tutkimuseettinen neuvottelukunta 2012.) Laboratorio-
tyoskentelyn aikana pidettyd laboratoriopaivakirjaa ja saatuja mittaustuloksia
sailytetddn yli vuoden ajan tutkimuksen paattymisesta.
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5 TUTKIMUKSISSA KAYTETYT MENETELMAT

5.1 Western blot

Western blot eli immunoblottaus on menetelma, jonka avulla haluttu kohdepro-
teiini tunnistetaan spesifisten vasta-aineiden avulla (Thorpe & Thorpe 2005).
Proteiinit siirretddn elektroforeettisesti SDS-PAGE:n (engl. sodium dodecyl
sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) avulla geeliltd huokoiselle
membraanille ja tunnistetaan vasta-aineiden avulla. Membraanimateriaaleina
kaytetaan useimmiten nitroselluloosaa tai polyvinyylideenifluoridia (PVDF).
Materiaalin valinta riippuu proteiinin sitomiskyvysta. (Westermeier 2011.)
Proteiinin kolmiulotteinen rakenne taytyy ensin avata eli denaturoida ennen
SDS-PAGE-ajoa, jotta proteiiniin sitoutuva vasta-aine voisi kiinnittya siihen.
Tama saadaan aikaan kuumentamalla naytettd ensin SDS:a siséltavassa
naytepuskurissa ja p-merkaptoetanolissa, joka hajottaa proteiinien rakenteiden
valiset rikkisillat. SDS ympé&rdi proteiinin ja tekee siita negatiivisesti varautu-
neen. Naytteet ajetaan kokomarkkerin kanssa, jonka avulla voidaan arvioida
tutkittavan proteiinin kokoa. Geelilla olevien naytteiden tasaisen lataamisen
varmistamiseksi voidaan kayttaa eri latauskontrolleja, kuten a-tubuliinia. (Abcam
2014.))

Jotta vasta-aineet eivat sitoudu membraaniin kohdeproteiinin sijaan, blokataan
epaspesifinen sitoutuminen ensin blokkauspuskurilla, joka voi olla esimerkiksi
maitojauheliuos (Westermeier 2011). Primaarivasta-aine laimennetaan
sopivassa suhteessa, jotta liika vasta-ainemaara ei aiheuta epaspesifisia
vyOhykkeitd. Jos ~membraanien prim&arivasta-aineinkubaatio tapahtuu
blokkauspuskurissa yon yli, on inkubointilampotilan oltava +4 C° proteiineja
tuhoavien kontaminaatioiden estamiseksi. (Abcam 2014.) Proteiinien havaitse-
minen membraanilta voidaan tehda sekundaarisen vasta-aineen avulla, joka on
paallystetty esimerkiksi entsyymilla (Thorpe & Thorpe 2005). Entsyymileimaise-
na sekundaarivasta-aineena voidaan kayttdd piparjuuriperoksidaasia (HRP,
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engl. horseradish peroxidase), joka voidaan havaita ECL-reagenssien avulla
(Abcam 2014). ECL-reaktiossa (engl. enhanced chemiluminescence) eli
tehostetussa kemiluminesenssireaktiossa saadaan kemiallisen reaktion avulla
sinistd valoa aallonpituudella 428 nm. Vetyperoksidi (H202) muuttaa HRP:n
hapetettuun muotoon, joka katalysoi Iluminolin hapettumista kemiallisten
tehostajien, kuten fenolien, avulla, jolloin saadaan hapettunut tuote ja valoa
(kuva 3). Kemiallinen tehostaja liséa valon sateilyda noin 1000-kertaisesti ja
pidentda kemiluminesenssireaktion aikaa merkittavasti verrattuna tehostamat-
tomaan kemiluminesenssiin. Lopuksi syntynyt valo havaitaan esimerkiksi

rontgenfilmin avulla. (GE Healthcare 2009.)

Sekundaarivasta-aine + HRP N
C202 Hapettunut tuote
Proteiini y >“
in 7/
Primaarivasta-aine Entsyymin Valo
hapettunut
muoto
+
Luminoli &
; +
Membraani Fohostia L

Kuva 3 ECL-reaktion periaate Western blot -menetelméassa. (Mukaillen GE
Healthcare 2009)

5.2 Virtaussytometria

Virtaussytometria on partikkelien, paaasiassa solujen, fysikaalisten ominaisuuk-
sien mittaukseen ja analysointiin kaytettava tekniikka, joka perustuu yksittaisten
partikkelien virtaamiseen virtaussytometrissa nestepatsaan sisalla valonsateen
l&pi. Soluja sisaltava nayteliuos syotetaan virtaussytometriin, jossa solut

ohjataan kulkemaan yksitellen hyvin pienen suuttimen ja vaippaliuoksen (engl.
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sheath fluid) avulla. Tatd kutsutaan hydrodynaamiseksi fokusoinniksi.
Partikkelin emittoima fluoresenssi, ja siitd siroavat valonsateet mitataan eri
aallonpituuksilla, jolloin saadaan tietoa partikkelin suhteellisesta koosta,
granulaarisuudesta tai sisaisistd rakenteista, ja sen emittoiman fluoresenssin
voimakkuudesta. (Abcam 2010.) Siroava laservalo mitataan yleensa kahden eri
kanavan kautta, joista FSC (engl. forward scattered light) mittaa partikkelista
kohtisuoraan siroavat valosateet ja SSC (engl. side scattered light) mittaa
valonsateet 90 asteen kulmassa partikkelista. Partikkelista kohtisuoraan siroava
valo on suhteessa sen koon kanssa ja 90 asteen kulmassa mitattu valo antaa
tietoa partikkelin monimutkaisuudesta ja rakenteesta. Muita kaytettavia
mittauskanavia ovat FL1, FL2, FL3 ja FL4, jotka mittaavat partikkelin emittoimaa
fluoresenssia. (Shevach 2005.) Virtaussytometrian periaate on esitetty kuvassa
4,

Virtaussytometria
Vaippaliuos —— Nayte
(varjatyt solut suspensiossa)
§ Hydrodynaaminen fokusointi
. (solut kulkevat
Suutin g liuoksessa yksitellen)
o
Q
® Vérjattyjen solujen
emittoima fluoresenssi
Q
Q
( c > Q Valon FSC- ja
SSC-sironta
Laservalo Q kaikista soluista
")
o
)

Kuva 4. Virtaussytometrian periaate. (Mukaillen Abcam 2010)
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Virtaussytometrian DNA-analyysin avulla voidaan mitata yksittaisten solujen
sisaltaméaéa DNA:n maaraé. Analyysin avulla saadaan tietoa solun ploidisuudes-
ta, ja solujen jakautumisesta solusyklin eri vaiheisiin (kuva 5) tietyn solupopu-
laation osalta. Solut varjatadan fluorokromilla, joka sitoutuu DNA:han, ja jonka
maara on siten verrannollinen solujen sisaltdman DNA:n maaraan. Yleisimmin
kaytetty DNA:han sitoutuva fluorokromi on propidium jodidi (PI). (Ormerod
2008.)

G2

- Solun kasvu
- Soluorganelien
kahdentuminen

- Mitcosi
- Solunjzkautuminen

- Jakautumiszen 3
valmistautu- D
minen
{ VA
{ |
| | I
: . 1. :G1
\
Y |
| Y
‘ 1 2. 3 y Y
- DNAn : s =2 ol ~~ - Solun kasvu

- Sclucrganeliien
kahdentuminen

- DNA synteesin
valmistautuminen

kahdentuminen - L

Kuva 5. Eukaryoottisolun solusyklin vaiheet virtaussytometrin kuvaajassa.
(Mukailtu Karns 2014 & Ormerod 2008)

5.3 Hiirikokeet

Athymic nude -hiiri on yleisesti kaytetty in vivo -koe-eldainmalli, jota kaytetaan
esimerkiksi onkologisissa, immunologisissa ja muissa biolaaketieteellisissa
tutkimuksissa (The Jackson Laboratory 2014; Harlan Laboratories 2009).
Athymic nude -hiirilla on nu-geenin resessiivinen mutaatio, jonka seurauksena
hiiret ovat karvattomia, ja niiltd puuttuu kateenkorva. Kateenkorvan puuttuminen

aiheuttaa hiirille immuunipuutoksen, koska T-solut eivat kehity esiasteita
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pidemmalle. (The Jackson Laboratory 2014.) Hiirten B-solut toimivat sen sijaan
normaalisti. T-solujen puutoksen vuoksi hiirilla ei tapahdu kaanteishyljintaa
(GVHD, engl. graft-versus-host-disease), joten niihin voidaan istuttaa saman
lajin valisia vierassiirteitd eli allografteja tai jopa eri lajien vélisia siirteita,
ksenografteja. Athymic nude -hiirimallin avulla voidaan tutkia esimerkiksi
alendronaattilaakityksen  hoitovaikutusta  ihmisen  ksenograftikasvaimeen

hiiressa. (Harlan Laboratories 2009.)

BALB/c-hiiret ovat albiinoja, immunokompetentteja eli normaalin immuniteetin
omaavia hiiria, joita kaytetdan esimerkiksi syévan hoitoon ja immunologiaan
liittyvissa tutkimuksissa. Ominaista naille hiirille on urosten ja naaraiden valisten
painojen minimaalinen vaihtelu, kohonnut herkkyys karsinogeeneille ja toisaalta
alentunut herkkyys maitorauhaskasvaimien muodostamiseen. BALB/c-hiiriin
istutetut hiiren kolmoisnegatiiviset 4T1-maitorauhaskasvainsolut muodostavat
syngeenisia kasvaimia. Syngeenisilla kasvaimilla tarkoitetaan siirrettavan
materiaalin olevan peraisin geneettisesti lahes identtisestd lahteestd, kuten
tdsséa opinnaytetydssa BALB/c-hiiriin istutettava solulinja oli perdisin BALB/c-
hiiresta. Mallin etuna on mahdollisuus tutkia immuniteetin vaikutusta syévan
etenemisessad. 4T1-kasvaimet muistuttavat ominaisuuksiltaan ja etapesakkei-
den muodostumismekanismeiltaan hyvin laheisesti ihmisen kolmoisnegatiivista
rintasyopdd. Kasvaimet kehittavat usein etdpesakkeita keuhkoihin, maksaan,
imusolmukkeisiin ja aivoihin. (Tuomela, sahkodpostiviesti 8.2.2015; ATCC®
2014, a; Johnson 2014.)
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6 TUTKIMUSTEN KOKEELLINEN SUORITUS

6.1 Eturauhassyopéaprojekti

Opinnaytetyon eturauhassyopéaprojektissa tutkittin alendronaatin vaikutusta
ihmisen PC-3-eturauhassyopasoluihin in vitro ja PC-3-
eturauhassytpéakasvaimiin in vivo. In vitro -tutkimuksessa Johanna Tuomelan
transfektoimia PC-3 mock- ja PC-3 kofiliini -soluja ké&siteltiin eri vahvuisilla
alendronaattipitoisuuksilla, ja alendronaatin vaikutusta solujen kofiliniekspressi-
oon analysoitin Western blot -menetelméllda. PC-3-eturauhassyopasolut
muodostivat kasvaimia hiiriin, mink& jalkeen tutkittiin alendronaattihoidon
vaikutusta kasvaimiin. Koe-elaintutkimukset suoritettin Turun yliopiston koe-
elainkeskuksen tiloissa, ja koe-elaimia kasittelivat vain lain vaatiman koe-
elainkurssin suorittaneet henkilot eli dosentti Johanna Tuomela ja laborantti
Jaakko Lehtimaki. Eturauhassybpaprojektissa kaytetyt reagenssit koottiin

reagenssiluetteloon (liite 2).

6.1.1 Hiirikoe

Eturauhassyopéaprojektin hiirikokeessa seurattiin ja analysoitiin alendronaatti-
hoidon vaikutusta in vivo. Koe-eldimina kaytettiin 16:a athymic nude -hiirta,
joihin istutettiin ihonalaisesti 1,28 miljoonaa ihmisen PC-3-
eturauhassybpasolua. Eturauhassyopéasolut muodostivat hiirille kasvaimia,
joiden kokojen perusteella hiiret satunnaistettiin neljaan hakkiin. Kuhunkin
hakkiin sijoitettiin nelja korvamerkittyd hiirtéd. Hiiret jaettiin kahteen ryhmé&én
niiden saaman hoidon mukaan, joka aloitettiin 16. paivana kokeen kaynnistymi-
sesta. Kontrolliryhm&n hiiret saivat viisi kertaa viikossa 100 ul PBS-liuosta, joka
injektoitiin hiiren vatsaonteloon (i.p., intraperitoneaalisesti). Puolet hiiristd sai
viisi kertaa viikossa yhta suuren tilavuuden (0,025 mg/100 ul PBS) alendronaat-
tiliuosta samalla tavalla annosteltuna. Hiiret punnittiin, ja niiden vointia seka

kasvainten kokojen muutoksia seurattiin. Kasvaimet mitattiin pituus- ja
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leveyssuunnassa 2—-3 paivan valein koko tutkimuksen keston eli 29 paivan ajan.

Opinnaytetydssa ei kasitella hiirten painodataa.

6.1.2 Western blot

Johanna Tuomela oli transfektoinut PC-3-solut Fugene-menetelmalla
yliekspressoimaan kofiliinia. Kontrollisoluina toimivat Johanna Tuomelan
transfektoimat PC-3 mock -solut, jotka ekspressoivat kofilinia normaalisti.
Johanna Tuomela oli kasitellyt seka PC-3 mock- ettd PC-3 kofiliini -soluja eri
vahvuisilla alendronaattiliuoksilla, joiden konsentraatiot nakyvat taulukoissa 1 ja
2. Kasittelyn jalkeen solut kerattiin RIPA-puskuriin (engl. radioimmunoprecipita-
tion assay buffer), ja niitd sailytettiin -20 °C:ssa. Puskuroidut naytteet otettiin
pakkasesta sulamaan huoneenlampdon jaamurskan joukkoon. Naytteisiin
pipetoitin 0,5 pl B-merkaptoetanolia, ja niitd kuumennettin +95 °C:ssa
lampdoblokissa viiden minuutin ajan. Naytteita pyoraytettiin lyhyesti sentrifugissa,
jotta saatiin kuumennuksessa raiskyneet pisarat kannesta putkeen. Alageelin
vahvuus valittin Western blot -ty6ohjeen mukaisesti kohdeproteiinin koon
perusteella (lite 3, tydohje 1). Kohdeproteiini kofiliini on noin 20 kDa:n kokoinen,
joten geelin vahvuudeksi valittiin talla perusteella 15 %. Yla- ja alageelit
valmistettiin tydohjeen mukaisesti (liite 3, tydohjeet 2 ja 3). Valmiit 1,00 mm
paksuiset 15 % alageelit asetettiin Bio-Radin geelinajolaitteeseen, joka taytettiin
ajopuskurilla. Naytteet pipetoitiin ylageelien naytekaivoihin taulukoiden 1 ja 2

osoittamalla tavalla.
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Taulukko 1. Western blot: PC-3 mock -naytteiden pipetointijarjestys.

Geeli 1
:fuarg’gr?) Nayte Naytemaara
2 Kokomarkkeri 5ul
3 PC-3 mock kuljetin 20 pl
4 PC-3 mock 10* M ALN 20 pl
5 PC-3 mock 10° M ALN 20 pl
6 PC-3 mock 10 M ALN 20 pl
7 PC-3 mock 107 M ALN 20 pl
8 PC-3 mock 10 M ALN 20 pl

Taulukko 2. Western blot: PC-3 kofiliini -naytteiden pipetointijarjestys.

Geeli 2

Kaivon , . N
AUMero Nayte Naytemaara

3 Kokomarkkeri 5ul

4 PC-3 kofiliini kuljetin 20 ul

5 PC-3 kofiliini 10*M ALN 20 pl

6 PC-3 kofiliini 10°M ALN 20 ul

7 PC-3 kofiliini 10°M ALN 20 pl

8 PC-3 kofiliini 10" M ALN 20 ul

9 PC-3 kofiliini 108 M ALN 20 ul

Ajolaitteisto kytkettiin Bio-Radin Power Basic -virtalaitteeseen. Geeleja ajettiin
90 voltin jannitteella noin 20 minuuttia ja 140 voltin jannitteella noin 50
minuuttia. Virta katkaistiin, kun kokomarkkerien ja vyohykkeiden varirintamat
erottuivat kokonaan geelien alaosista. Uusi astia taytettiin siirtopuskurilla, ja
karhunkielet sek& suodatinpaperit laitettiin imeytymaan siirtopuskuriin. PVDF-

membraania imeytettiin ensin minuutin ajan absoluuttisessa etanolissa, mink&
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jalkeen membraani siirrettin ddH20:hon. Proteiinien siirtoa varten koottiin
proteiinitransferi tydohjeen mukaisesti (lite 3, tydohje 4.) Proteiinitransferi
asetettiin siirtolaitteeseen astiaan, joka taytettiin siirtopuskurilla, ja pohjalle
lisattin magneetti seka jadhdytyselementti. Siirtolaite asetettiin jaihin styroksi-
laatikkoon magneettisekoittajan péaalle. Proteiinit siirrettiin geeleilth membraa-
neille kytkemalla siirtolaite virtalaitteeseen, jonka jannitteeksi séadettiin 100

volttia tunnin ajaksi.

Blokkauspuskuri (5 % maito-TBS-T 0,1 %) jaettiin kahteen 50 ml:n putkeen.
Molempiin putkiin laitettiin PVDF-membraani, johon proteiinit olivat kiinnittyneet
geelilta siirron aikana. Membraaneja inkuboitiin rullasekoittajassa noin kahden
tunnin ajan huoneenlammaossé. Jainen primaarivasta-aineliuos (Abcam cofilin 5
% maito-TBS-T, 1:1000, kerran kaytetty) sulatettiin +37 °C:ssa vesihauteessa ja
pipetoitiin  blokkauspuskurin tilalle 50 ml:n putkiin. Membraaneja inkuboitiin
primaarivasta-aineliuoksessa yon ajan +4 °C:ssa rullasekoittajassa. Primaari-
vasta-aineinkubaation jalkeen membraanit pestiin noin 20 ml:lla TBS-T-liuosta

kolme kertaa 10—15 minuutin ajan.

Sekundaarivasta-aineliuosta varten otettiin kayttoon edellisend paivana
valmistettu 1 % maito-TBS-T-liuos. Piparjuuriperoksidaasilla leimattua
sekundaarivasta-ainetta pipetoitin TBS-T-liuokseen suhteessa 1:2000 eli 5
pl/20 ml. Sekundaarivasta-aineliuosta pipetoitin 5 ml/membraani ja inkuboitiin
huoneenlammadssa rullasekoittajassa ensin 50 minuuttia, ja sitten +4 °C:ssa
rullasekoittajassa 30 minuutin ajan. Sekundaarivasta-aineiden inkubaation
jalkeen membraanit pestiin noin 20 ml:lla TBS-T-liuosta kolme kertaa 10-15
minuutin ajan. Sekundaarivasta-aineet saatiin nakyviin ECL-reagensseilla, joita
pipetoitiin yhteen 50 ml:n putkeen suhteessa 1:1 eli 2 ml A-liuosta ja 2 ml B-
liuosta. ECL-reagenssien sekoittamisen jalkeen pipetoitiin 2 ml kayttovalmista
ECL-liuosta yhta membraania kohden, jota inkuboitiin minuutin ajan ECL-
liuoksessa parafilmin p&alla. Taméan jalkeen membraanit siirrettiin valosuojat-
tuun koteloon filmien kehitysta varten. Koteloon membraanien paalle asetettiin
filmeja eri valotusajoilla, joista kolmen minuutin valotusaika osoittautui

parhaaksi. Filmit kehitettiin ADFA:n Curix 60 -kehityslaitteessa ja kuvattiin Bio-

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Milla Vainio & Minna Vuorenmaa



36

Radin Gel-Doc XR System -laitteella. Membraanit laitettiin yon ajaksi TBS-T-

liuokseen 50 ml:n putkiin.

Seuraavana paivdnd membraanit pestin noin 20 mllla TBS-T-liuosta kaksi
kertaa 10—15 minuutin ajan. Membraaneihin sitoutuneet vasta-aineet irrotettiin
vasta-aineiden irrotuspuskurilla, jota pipetoitiin 5 ml membraania kohden. Putkia
inkuboitiin lasisessa pyorivassa putkessa +50 °C:ssa 30 minuutin ajan, minka
jalkeen membraanit pestiin TBS-T-liuoksella kolme kertaa samoin kuin edella.
Jainen priméaarivasta-aineliuos (Abcam a-tubulin 5 % maito-TBS-T, 1:20 000;
0,5 ul/20 ml, useasti kaytetty) sulatettin +37 °C:ssa vesihauteessa, ja sita
pipetoitin 5 ml membraania kohti TBS-T-liuoksen tilalle. Primaarivasta-
aineliuosta inkuboitiin rullasekoittajassa huoneenlammadssa 45 minuuttia, minka
jalkeen membraanit  pestiin vastaavasti TBS-T-liuoksella kolme kertaa.
Sekundaarivasta-aine oli sama kuin edella, ja vasta-aineliuoksen valmistus
tehtin  samoin kuin edella. Sekundaarivasta-aineliuosta pipetoitin 5 ml
membraania kohti TBS-T-liuoksen tilalle, ja vasta-aineita inkuboitiin huoneen-
lAmmossa rullasekoittajassa 20 minuuttia. Lopuksi membraanit pestiin TBS-T-
liuoksella kolme kertaa, inkuboitiin ECL-reagensseilla ja filmit kehitettiin kuten

edella.

6.2 Rintasyopaprojekti

Opinnaytetyon rintasyopaprojektin tutkimuksissa kaytettiin kolmoisnegatiivisia
hiren 4T1- ja ihmisen MDA-MB-231(SA)-rintasyopasolulinjoja. Molemmista
solulinjoista oli kaytéssa Johanna Tuomelan transfektoimia TLR9 siRNA -soluja,
joilta oli stabiililla siRNA-tekniikalla hiljennetty TLR9-ekspressio. Kontrollisoluina
toimivat Johanna Tuomelan transfektoimat Ctrl sSiRNA -solut, joilla oli normaali
tai korkea TLR9-ekspressio. Rintasyopaprojekti koostui monista eri osatutki-
muksista, joissa tutkittiin p&aasiallisesti zoledronaatin vaikutusta matalan TLR9-

ekspression kolmoisnegatiivisiin rintasyopasoluihin.

Amino- ja non-aminobisfosfonaatin, zoledronaatin ja klodronaatin, vaikutusta

kolmoisnegatiivisten rintasydpasolujen proliferaatioon tutkittiin viljelemalla MDA-

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Milla Vainio & Minna Vuorenmaa



37

MB-231(SA) Ctrl sSiRNA- ja TLR9 siRNA -soluja 96-kuoppalevylla, kéasittelemalla
soluja eri bisfosfonaattipitoisuuksilla ja kuvaamalla niita IncuCyte-
kuvantamislaitteella. Lisaksi klodronaatin ja zoledronaatin vaikutusta rinta-
syopasolujen elinkykyisyyteen tutkittiin kaupallisen CCK-8:n avulla. Rintasydpa-
projektin tutkimuksissa toistettin myos aikaisemmin tehty tutkimus, jossa
tutkittin ~ zoledronaatin  vaikutusta kolmoisnegatiivisten rintasydpasolujen
solusykliin virtaussytometrialla. MDA-MB-231(SA)-soluja kasvatettiin +37 °C:ssa
inkubaattorissa 5 %:n CO2-pitoisuudessa, DMEM-kasvatusliuos vaihdettiin 3-4
paivan valein, ja soluja jaettiin tarvittaessa uusille maljoille trypsiiniliuoksen
avulla. Osana rintasydpaprojektia seurattiin ja analysoitiin hiirikoetta, jossa
BALB/c-hiiriin istutettiin ortotooppisesti hiiren kolmoisnegatiivisia 4T1 Cirl
siRNA- ja TLR9 siRNA -rintasybpéasoluja, jotka muodostivat syngeenisia
kasvaimia. Koe-elaintutkimus suoritettiin Turun yliopiston koe-eléainkeskuksen
tiloissa, ja koe-eldimia kasittelivat vain lain vaatiman koe-elainkurssin
suorittaneet henkilot eli dosentti Johanna Tuomela ja laborantti Jaakko
Lehtimaki. Rintasyopaprojektissa kaytetyt reagenssit koottiin reagenssiluette-

loon (liite 2).

6.2.1 Hiirikoe

RintasyOopaprojektin hiirikokeessa tutkittiin ja seurattiin hiiren kolmoisnegatiivis-
ten 4T1 Ctrl SIRNA- ja TLR9 siRNA -rintasydpasolujen muodostamia kasvaimia.
Tutkimuksen aloituspaivana kaikki 16 BALB/c-hiirtd punnittiin ja satunnaistettiin
painon mukaan neljaan eri hakkiin. Kahdesta hakista koostuva kontrolliryhma
sisélsi hiiria, joihin istutettiin ortotooppisesti 2 x 10* 4T1 Ctrl siRNA -solua.
Loput kaksi hakkia kuuluivat matalan TLR9-ekspression ryhmaan, jossa hiirille
istutettiin ortotooppisesti 2 x 10* 4T1 TLR9 siRNA -solua. Koe kesti 27 paivaa,
mutta opinnaytetydssa esitetyn hiirten kasvainten kasvukayran kuvaajassa
kaytettiin ainoastaan 25:n paivan aikana Kirjattuja mittaustuloksia. Tutkimuksen
paattymispaivana hiirten lopetuksen yhteydessa kirjatut kasvainten mittaustu-
lokset poikkesivat tarkkuudeltaan kokeen muista mittaustuloksista. Hiiret

punnittiin, ja niiden kasvaimia mitattiin pituus- ja leveyssuunnassa 2-3 paivan
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valein koko tutkimuksen ajan. Kolme hiiristd lopetettin ennen kokeen
paattymista kakektisten oireiden vuoksi. Opinnaytetyossa ei kasitella myoskaan

rintasyopaprojektin hiirten painodataa.

6.2.2 IncuCyte

IncuCyte ZOOM on elavien solujen kuvantamiseen kaytettdva inkubaattorin
siséinen mikroskopointijarjestelma, joka voidaan yhdistda ulkoisiin tietokonei-
siin. IncuCyte ZOOM:in avulla on mahdollista tarkastella ja analysoida viljeltavia
soluja reaaliaikaisesti useiden padivien ajan niitd hairitsematta. (Essen
BioScience 2014.) Tassa opinnaytetydssa IncuCyte ZOOM-
kuvantamislaitteesta kaytetaan lyhyempa&a nimitystd IncuCyte-kuvantamislaite.
IncuCyte-kuvantamislaitteella tehdyissa tutkimuksissa 96-kuoppalevylle viljeltiin
ihmisen kolmoisnegatiivisia MDA-MB-231(SA) Ctrl siRNA- ja TLR9 siRNA -
rintasyopasoluja, ja niita kasiteltiin eri vahvuisilla zoledronaatti- ja klodronaatti-
konsentraatioilla.  Bisfosfonaattien  vaikutusta = MDA-MB-231(SA)-solujen
jakautumisnopeuteen tutkittiin IncuCyte-kuvantamislaitteella. Haluttu solumaara
96-kuoppalevyn kuoppaa kohti oli 2 000, mutta laskuvirheen vuoksi TLR9
SiRNA -soluja pipetoitiin kuoppiin 10-kertainen maara (lite 4), mikd huomattiin
vasta jalkikateen. Soluja viljeltin 96-kuoppalevylle taulukon 3 osoittamalla
tavalla siten, ettd Ctrl sSiRNA -solut kattoivat puolet levysta ja TLR9 siRNA -solut
toisen puolen. 96-kuoppalevyn reunoille viljeltiin kuljetinsolut, ja levyn keskella
olevat solut kasiteltiin riveittdin (n=5) eri zoledronaatti- ja klodronaattikonsent-
raatioilla (taulukko 3). Kaytettyjen zoledronaattiliuosten pitoisuudet olivat 1 pM,
10 pM ja 100 pM, ja klodronaattiliuosten pitoisuudet olivat 10 uM ja 100 pM.
Bisfosfonaattikasittelyjen  jalkeen  96-kuoppalevya  kuvattin = IncuCyte-
kuvantamislaitteella kolmen paivan ajan. Zoledronaatti- ja klodronaattiliuokset

laimennettiin eri pitoisuuksiin laimennossarjan kaavion mukaisesti (liite 5).

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Milla Vainio & Minna Vuorenmaa



39

6.2.3 Cell Counting Kit-8

CCK-8 on solujen proliferaation ja sytotoksisuuden maaritykseen soveltuva
kolorimetriseen mittaukseen perustuva menetelma, jonka avulla on mahdollista
selvittdd elinkykyisten solujen osuus tutkittavasta naytteesta. Kitin WST-8-
reagenssi eli vesiliukoinen tetrazolium-suola pelkistyy elavissa soluissa
toimivien dehydrogenaasientsyymien elektroninsiirtoketjujen avulla liukoiseksi
varilliseksi lopputuotteeksi, formatsaaniksi, jonka pitoisuus on suoraan
verrannollinen elinkykyisten solujen maarédédn (kuva 6). CCK-8-menetelman
herkkyys on parempi moniin muihin tetrazolium-suoloihin perustuviin menetel-

miin verrattuna. (Dojindo Molecular Technologies Inc 2014.)

elektroninsiirtajan

substraatit pelkistynyt muoto
’ '\ 7 NAD WST-8
. variton
dehydrogenaasit
s # X uapy WST-8 formatsaani

elektroninsiirtaja

O

Kuva 6. Solujen elinkykyisyyden maaritys CCK-8:n WST-8-reagenssilla.
(Mukaillen Dojindo Molecular Technologies Inc 2014)

Amino- ja non-aminobisfosfonaatin, zoledronaatin ja klodronaatin, vaikutusta
MDA-MB-231(SA) Ctrl siRNA- ja TLR9 siRNA -rintasydpasolujen proliferaatioon
tutkittiin - kaupallisella Dojindo Molecular Technologies Inc:n CCK-8:lla.
Tutkittavat MDA-MB-231(SA)-solut olivat samoja soluja, joita oli aiemmin viljelty
96-kuoppalevylle, kasitelty eri vahvuisilla bisfosfonaattiliuoksilla ja kuvattu

kolmen paivan ajan IncuCyte-kuvantamislaitteella. Soluja k&siteltin CCK-8:n
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WST-8-reagenssilla taulukon 3 osoittamalla tavalla pipetoimalla valittuihin
kuoppiin 10 pl WST-8-reagenssia. Kuoppien maaréaé rajoitettiin reagenssin
rajallisen maaran vuoksi neljgdn rinnakkaiseen kuoppaan jokaisesta eri
vahvuisesta bisfosfonaattikasittelysta. Myds kuljetin-kasiteltyihin  soluihin
pipetoitiin 10 pl WST-8-reagenssia, mutta niiden kasittelya ei otettu huomioon
lopullisissa tuloksissa. WST-8-reagenssin lisaamisen jalkeen 96-kuoppalevya
pidettiin inkubaattorissa tunnin ajan, minka jalkeen kuoppien absorbanssiarvot

mitattiin TECAN Ultra spektrofotometrilla aallonpituudella 450 nm.

Taulukko 3 Eri zoledronaatti- ja klodronaattikonsentraatioilla kasiteltyjen MDA.-
MB-231(SA)-solujen 96-kuoppalevyn kartta. Punaisella reunustetun alueen
kuoppiin pipetoitiin 10 pl WST-8-reagenssia.

(VEH = kuljetin, ZOL = zoledronaattikasittely, CLO = klodronaattikasittely)

Ctrl siRNA TLR9 siRNA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

VEH

Z0L ZOL ZOL CLO CLO Z0L ZOL ZOL CLO CLO

1uM 10 uM 100 uM 10 uM 100 puM 1pM 10puM | 100 pM 10 pM 100 uM
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6.2.4 Virtaussytometria

Zoledronaatin vaikutusta tutkittin  kolmoisnegatiivisten MDA-MB-231(SA)-
rintasyopasolujen solusykliin virtaussytometrialla. Tutkimuksessa verrattiin Ctrl
SiRNA- ja TLR9 siRNA -solujen solusyklin muutoksia eri vahvuisilla zoledronaat-
tikonsentraatioilla. Solut viljeltiin 6-kuoppalevyille liitteen 6 osoittamalla tavalla
siten, ettd Ctrl siRNA- ja TLR9 siRNA -soluja viljeltin kutakin kahdelle 6-
kuoppalevylle. Yhteen kuoppaan pipetoitiin 200 000 solua (lite 4). Jokaisesta
kuoppalevystéa kaksi kuoppaa jatettiin kasittelematta, ja loput kuopista kasiteltiin
eri zoledronaattipitoisuuksilla, jotka olivat 0,1 uM; 1 pM; 10 uM ja 100 pM.
Zoledronaatin laimennossarja tehtiin vastaavasti kuin 96-kuoppalevylle (liite 5),
ja jokaisesta pitoisuudesta oli kaksi rinnakkaista kuoppaa. Ennen naytteiden
ajoa virtaussytometrilla valmistettiin natriumsitraattipuskuri (liite 7). Irrotetut solut
suspensoitiin tyéohjeen mukaisesti valmistettuun natriumsitraattipuskuriin, ja
naytteet ajettiin FACSCalibur-virtaussytometrilla Turun Biotekniikan keskuksen

(BTK) tiloissa tutkija Jouko Sandholmin kanssa.
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7/ TUTKIMUSTULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

7.1 Eturauhassyopaprojekti

Opinnaytetyon eturauhassyopaprojektin tutkimustulokset vastasivat hypoteese-
ja ja toistivat aiemmin suoritettujen kokeiden tuloksia. Hiirikokeessa hiiriin
istutettujen ihmisen PC-3-eturauhassydpéasolujen muodostamat kasvaimet
reagoivat alendronaattihoitoon hypoteesin mukaisesti. Western blot -
menetelmalla analysoitujen PC-3-solujen kofiliinitaso laski odotetusti vahvim-
man alendronaattipitoisuuden vaikutuksesta, mutta epaspesifisen sitoutumisen

vuoksi tuloksissa oli hieman poikkeavuuksia.
7.1.1 Hiirikoe

Hiirikokeen aikana kerattiin tietoja hiirten PC-3-kasvaimista, ja ne Kkoottiin
taulukkomuotoon (liite 8). Kasvainten pituus- ja leveysmittojen perusteella
laskettiin kasvainten tilavuudet, joiden muutokset kokeen edetessa on esitetty
kuviossa 2. Kasvainten tilavuudet laskettiin Microsoft Excelilla likim&&araisen
tuloksen antavalla kaavalla, joka on sovellettu ellipsoidin tilavuuden maarityksen
kaavasta (kaava 1). Kaavalla saadut tilavuudet ovat likimaaraisia arvioita, koska

kasvaimen syvyysmittaa ei voitu mitata hiiristd kokeen aikana.

Vz(g)x(dlx d,)?

Kaava 1. Hiiren kasvaimen likimaaraisen tilavuuden laskemisen kaava, jossa di1
ja d2 ovat kasvaimen kohtisuoraan mitatut leveys- ja pituusmitat (Tuomela ym.
2013, a).

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Milla Vainio & Minna Vuorenmaa



43

PC-3-solujen tuumorien kasvukayra

_ 300 .
NE -o- PC-3 kasittely: PBS
g -~ PC-3 kasittely: ALN 0,025 mg
& 200-
=
>
T
£ 1004
<)
£
=
E

0" T T 1

0 5

10 15 20 25 30
Paiva (no)

Kasittelyt alkavat 16. paivana

Kuvio 2. Alendronaatti- ja PBS-hoidon vaikutus athymic nude -hiirten PC-3-
kasvainten kasvukayraan (n=16).

Kuvion 2 perusteella vaikuttaa siltd, ettd alendronaattihoito hidastaa PC-3-
kasvainten etenemistad. Kontrolli- ja alendronaattiryhmien hiirten kasvainten
kasvuvauhti pysyy melko samana hoitojen aloitukseen asti ja muutamia paivia
sen jalkeen. Kolmen paivan kuluttua hoitojen aloituksesta ryhmien valilla on

nahtavissa jo pieni ero, joka kasvaa kokeen edetessa.

7.1.2 Western blot

Western blot -menetelméasta saadut tulokset vastasivat péaosin hypoteesia
kofiliinitason vahenemisesta ainakin vahvimman alendronaatin vaikutuksesta.
Western blot -menetelmélla saadut PC-3 mock- ja PC-3 kofiliini -solujen
kofiliinitasoja kuvaavat filmit kuvattin BTK:n tiloissa tutkija Jouko Sandholmin
kanssa Bio-Rad Gel-Doc XR System -laitteella (kuvat 7 ja 8). Kuvissa on
nahtavissa eri alendronaattikonsentraatioilla kasiteltyjen naytteiden ja

kasittelemattoman kuljetinnéaytteen muodostamat vyohykkeet.
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# -
i 4
. ~19 kDa
Kuva 7. Geeli 1: PC-3 mock, kofiliini.
ALN ALN ALN ALN ALN
10%4 M 10° M 10° M 10" M 108 M
~19 kDa

Kuva 8. Geeli 2: PC-3 kofiliini, kofiliini.

Kofiliinin maara suhteutettiin latauskontrollin eli a-tubuliinin maaréaan Bio-Rad
Gel-Doc XR System -laitteella. Laitteen analysointiohjelmalla maéariteltiin
muodostuneiden kofiliini- ja a-tubuliini-vydhykkeiden intensiteetit geeleilta 1 ja 2
(kuvat 9 ja 10). Méaaritettyjen intensiteettien avulla laskettiin kofiliinin ja a-
tubuliinin suhde (taulukko 4 ja taulukko 5). N&in pystyttiin analysoimaan kofiliinin
maaran muutoksia, vaikka latauskontrollin perusteella néytteiden pipetoiminen
ylageeleille oli epatasaista. Maaritetyt intensiteettimuutokset eivat johtunut
yksinomaan alendronaatin vaikutuksesta, vaan osittain myos siita, etta kuvien 7
ja 8 vyobhykkeet eivat ole tasaisia epaspesifisen sitoutumisen vuoksi. Taman
vuoksi todellisia intensiteettiarvoja ei voitu maarittdad luotettavasti Bio-Rad Gel-
Doc XR System -laitteella. Epaspesifinen sitoutuminen nakyy kuvissa

pallomaisina rakenteina vydhykkeiden ymparilla.
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ALN ALN ALN l ALN ALN '
VEH
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Kuva 9. Geeli 1: PC-3 mock, a-tubuliini.
| acn | [ Aacn || ALn ALN | | ALN
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Kuva 10. Geeli 2: PC-3 kofiliini, a-tubuliini.

Kun kofiliinivydhykkeita tarkastellaan visuaalisesti kuvista, ja verrataan niita
kofilinin ja latauskontrollin suhteeseen, voidaan silti havaita, etta ainakin
vahvimmat alendronaattikonsentraatiot (ALN 10° M ja 10% M) nayttivat
vahentavan kofilinitason maardd PC-3-soluissa. Vahvimmalla alendronaattiliu-
oksella (ALN 10% M) kasiteltyjen PC-3 mock- ja PC-3 kofiliini -solujen
kofilinitaso nayttdaa haviavan kuvista jopa kokonaan, ja havaitut intensiteetit
ovat hyvin pienia. PC-3 mock -solujen kofiliinitason maara laskee myos toisiksi
vahvimmalla (ALN 10° M) alendronaattiliuoksella. Vastaavaa arviota ei voida
tehda PC-3 kofiliini -solujen vydhykkeesta, koska tulkintaa hairitsee epaspesifi-
nen sitoutuminen. Karkeasti arvioituna PC-3 mock -soluissa laimeammat
alendronaattikasittelyt (ALN 10 -10® M) nayttivat olevan samalla tasolla
kasittelemattoman kuljetinnaytteen kanssa, eli laimeammat alendronaattipitoi-

suudet eivat nayttaneet vahentavat kofilinin maarédad merkittavasti. Sen sijaan

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Milla Vainio & Minna Vuorenmaa



46

kofiliinia yliekspressoivilla PC-3 kofiliini -soluilla myds laimeammat alendronaat-
tikasittelyt (ALN 10° -10® M) vaikuttivat vahentavan solujen kofiliinitason

maaraa verrattuna kasittelemattomaan kuljetinnaytteeseen.

Taulukko 4 Geeli 1: PC-3 mock -solujen vyohykkeiden intensiteeteista
maaritetyt kofiliini- ja a-tubuliinipitoisuudet ja niiden suhde.

Geeli 1;: PC-3 mock

S ALN ALN ALN ALN ALN VEH
104M 105 M 106 M 107 M 108 M
o 115 956
Kofiliini 116508 | 21315606 | 86838474 | 95323401 w8 121 389 408
a-tubuliini | 10317832 | 23964822 | 36034894 | 51147082 | 50215984 | 66 430 815
Kofiliini/ 0,011 0,889 2.410 1,864 2,309 1,827
a-tubuliini

Taulukko 5 Geeli 2: PC-3 kofiliini -solujen vyohykkeiden intensiteeteista
maaritetyt kofiliini- ja a-tubuliinipitoisuudet ja niiden suhde.

Geeli 2;: PC-3 kofiliini

. ALN ALN ALN ALN ALN VEH
104 M 105 M 10° M 107 M 108 M
Kofiliini | 3175416 | 91438655 | 24039184 | 40930488 | 44688672 | 67 579 362
a-tubuliini | 12114744 | 23356368 | 22518336 | 30026454 | 29199234 | 30097 956
Kofiliini/ 0,262 3,915 1,068 1,363 1,530 2,245
a-tubuliini
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7.2 Rintasyopaprojekti

Rintasydpaprojektin tutkimustulokset vastasivat osittain aiemmin asetettuja
hypoteeseja, mutta osa tuloksista oli yllattavia. Hiirikokeen tulokset eivat
vastanneet hypoteesia, jonka mukaan kolmoisnegatiivisten 4T1 TLR9 siRNA -
rintasyopakasvainten odotettiin kasvavan nopeammin ja aggressiivisemmin
verrattuna Ctrl siRNA -kasvaimiin. Eri zoledronaatti- ja klodronaattikonsentraati-
oilla kasitellyista ja IncuCytella kuvannetuista MDA-MB-231(SA)-soluista saadut
tulokset vastasivat padosin hypoteeseja. Virtaussytometrialla analysoitujen
MDA-MB-231(SA)-solujen solusyklit vastasivat osittain odotuksia, mutta myo6s

yllattavia uusia tuloksia saatiin.

7.2.1 Hiirikoe

Hiirikokeen aikana hiiriin muodostuneiden 4T1-kasvainten kokojen muutokset
koottiin taulukkomuotoon (liite 9). Kasvainten leveys- ja pituusmitoista laskettiin
kasvainten likimaaraiset tilavuudet vastaavasti kuin eturauhassyodpéaprojektin
hiirikokeessa Microsoft Excelilla kaavalla 1. Kasvainten tilavuuksien muutoksis-

ta muodostettiin kuvio 3.

4T1-hiirikokeen tuumorien tilavuudet

400-
NE -o- 4T1 Ctrl siRNA
E ol = 4T1 TLRY siRNA
[72]
=
=
>
I 2001
=
5 1
g 100
5
|_
0 rTyrrrrrrrri

0 5 10 15 20 25 30
Aika (paivia)

Kuvio 3. BALB/c-hiirten 4T1 Ctrl sSiRNA- ja TLR9 siRNA -kasvainten kasvukayréa
(n=16 kokeen alussa).
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Hiirikokeen tulokset eivat vastanneet aikaisempien hiirikokeiden tuloksia, koska
BALB/c-hiirten kolmoisnegatiivisten 4T1 Ctrl siRNA- ja TLR9 SiRNA -
rintasyopasolujen muodostamissa kasvaimissa ei ollut merkittdvaa eroa.
Toisaalta hypoteesiin pohjautuneessa Tuomelan ym. (2012) tutkimuksessa
kaytettiin ihmisen kolmoisnegatiivisia MDA-MB-231(SA)-rintasyopasoluja, joita
istutettiin immuunipuutteisiin athymic nude -hiiriin. Koska TLRO liittyy keskeisesti
immuunijarjestelmaan, ero saattaa selittyd opinnaytetydn hiirikokeessa
kaytetyilla BALB/c-hiirilla, joiden immuunijarjestelmé on kehittyneempi athymic

nude -hiiriin verrattuna.

7.2.2 IncuCyte

IncuCyte-kuvantamislaitteella kuvannetuista 96-kuoppalevylla olevista eri
zoledronaatti- ja klodronaattikonsentraatioilla kasitellyistda MDA-MB-231(SA) Ctrl
siRNA- ja TLR9 SsiRNA -rintasyOopasoluista muodostettin  IncuCyte-
analyysiohjelmalla kuvaajia. Zoledronaatin ja klodronaatin vaikutusta solujen
proliferaatioon kuvattin myo6s IncuCyte-kuvantamislaitteen ottamilla kuvilla.
Klodronaattipitoisuuksilla 10 uM ja 100 uM késiteltyjen MDA-MB-231(SA) Citrl
SiRNA -solujen kuvaaja verrattuna kasittelemattomaan kuljettimeen on esitetty
kuvassa 11. Saman solulinjan zoledronaattipitoisuuksilla 1 uM, 10 puM ja 100
MM kasiteltyjen solujen kuvaaja verrattuna kasittelemattomaan kuljettimeen on
esitetty kuvassa 12. Klodronaattipitoisuuksilla 10 uM ja 100 uM kasiteltyjen
MDA-MB-231(SA) TLR9 siRNA -solujen solujen kuvaaja verrattuna kasittele-
mattomaan kuljettimeen on esitetty kuvassa 13. Saman solulinjan zoledronaat-
tipitoisuuksilla 1 pM, 10 uM ja 100 uM kéasiteltyjen solujen kuvaaja verrattuna

kasittelemattomaan kuljettimeen on esitetty kuvassa 14.
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Kuva 11. Eri vahvuisten klodronaattikasittelyjen vaikutus MDA-MB-231(SA) Ctrl

SiRNA -solujen proliferaatioon verrattuna kasitteleméattomaan kuljetinnayttee-
seen. VEH (n=10), CLO 10 pM (n=5), CLO 100 pM (n=5)

20140513MV-MDA-TLR9BIsfosf - Custom Region Mean vs Time
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Kuva 12. Eri vahvuisten zoledronaattikasittelyjen vaikutus MDA-MB-231(SA)

Ctrl siRNA -solujen proliferaatioon verrattuna kasittelemattomaan kuljetinnayt-

teeseen. VEH (n=10), ZOL 1 puM (n=5), ZOL 10 uM (n=5), ZOL 100 puM (n=5)
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Kuva 13. Eri vahvuisten klodronaattikasittelyjen vaikutus MDA-MB-231(SA)
TLR9 siRNA -solujen proliferaatioon verrattuna kasittelemattémaan kuljetinnéyt-
teeseen. VEH (n=10), CLO 10 uM (n=5), CLO 100 uM (n=5)
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Kuva 14. Eri vahvuisten zoledronaattikasittelyjen vaikutus MDA-MB-231(SA)
TLR9 siRNA -solujen proliferaatioon verrattuna kasittelemattomaan kuljetinnayt-
teeseen. VEH (n=10), ZOL 1 puM (n=5), ZOL 10 uM (n=5), ZOL 100 puM (n=5)
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Sekd MDA-MB-231(SA) Ctrl siRNA- ettda TLR9 siRNA -soluista kuvaajista
voidaan havaita, ettei klodronaatilla ole vaikutusta solujen proliferaatioon
kasittelyvoimakkuudesta riippumatta. Mydskaan laimeimmat zoledronaattipitoi-
suudet (1 uM ja 10 uM) eivat nayta juurikaan heikentavan solujen proliferaatio-
ta. Sen sijaan vahvin zoledronaattipitoisuus (100 pM) nayttaa vaikuttavan
solujen proliferaatioon selvasti verrattuna kasittelemattomaan kuljetinnayttee-
seen. Taman havainnon vuoksi vain vahvimman zoledronaattipitoisuuden (100
M) vaikutus Ctrl siRNA- ja TLR9 siRNA -solujen proliferaatioon esitetaan myos

IncuCyte-kuvantamislaitteen ottamissa kuvissa 15 ja 16.

Kuva 15. Vahvimmalla zoledronaattipitoisuudella (100 uM) kasitellyt MDA-MB-
231(SA) Ctrl siRNA -solut kokeen aloituspéivana ja kolmantena inkubaatiopéi-
vana verrattuna kasitteleméattémaan kuljetinnaytteeseen.
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Kuva 16. Vahvimmalla zoledronaattipitoisuudella (100 puM) kasitellyt MDA-MB-
231(SA) TLR9 siRNA -solut kokeen aloituspaivana ja kolmantena inkubaa-
tiopdivana verrattuna kasittelemattémaan kuljetinnaytteeseen.

Kuvassa 15 nahdaan vahvimman zoledronaattipitoisuuden (100 pM) vaikutus
Ctrl siRNA -solujen proliferaatioon kokeen aloituspaivana ja kolmantena
inkubaatiopaivana verrattuna kasittelemattomaan kuljetinnaytteeseen. Vahvin
zoledronaattipitoisuus nayttda selvasti vaikuttavan proliferaatioon verrattuna
kasittelemattomaan kuljetinnaytteeseen, koska alemmassa kuvassa nahdaan
zoledronaatin aiheuttama solujen kuolema solujen tiivistymisena. MDA-MB-
231(SA) TLR9 siRNA -solujen IncuCyte-kuvantamislaitteen ottamista kuvista
huomattiin, ettd TLR9 siRNA -soluja oli pipetoitu jo kokeen alkaessa kuoppiin
huomattavasti enemman kuin Ctrl siRNA -soluja. Solulaskuja tarkistettaessa
havaittiin laskuvirhe, jonka vuoksi TLR9 siRNA -soluja pipetoitiin kuoppiin 10-
kertainen maara (lite 4). TLR9 siRNA -soluja oli siis kuopissa jo kokeen

alkaessa lilan suuri maara (konfluenssi 70 %), mink& vuoksi ndiden kuoppien
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konfluenssi kasvoi kokeen edetessa lilan suureksi. Tasta syysta suuri osa TLR9
SiRNA -soluista kuoli kokeen loppupuolella, mika vaikuttaa tulosten luotettavuu-
teen ja vertailtavuuteen Ctrl siRNA -soluihin (konfluenssi alussa 20 %).
Suuresta solumaarastd huolimatta kuvassa 16 nahdééan vahvimman zoledro-
naattikonsentraation (100 puM) vaikutus TLR9 siRNA -solujen proliferaatioon
verrattuna kasittelemattomaan kuljetinnaytteeseen vastaavasti kuin Ctrl siRNA -

soluilla.

7.2.3 Cell Counting Kit-8

96-kuoppalevylla viljellyista MDA-MB-231(SA) Ctrl siRNA- ja TLR9 siRNA -
rintasyopasoluista mitattin  CCK-8:n WST-8-reagenssilla kasittelyn jalkeen
absorbanssiarvot, jotka on esitetty alkuperdisessd muodossaan liitteessa 10.
Kuopista mitatut absorbanssiarvot koottiin taulukkomuotoon (taulukko 6). Ctrl
SiRNA- ja TLR9 siRNA -solujen eri zoledronaatti- ja klodronaattipitoisuuksilla
kasitellyt kuopat on merkitty taulukkoon vihreélla taustalla, ja koevirheen vuoksi

hylatyt kuopat on merkitty punaisella taustalla.

Taulukko 6 MDA-MB-231(SA) Ctrl siRNA- ja TLR9 siRNA -solujen 96-
kuoppalevyltd mitatut absorbanssiarvot WST-8-reagenssin lisayksen ja tunnin
inkubaation jalkeen.

Ctrl siRNA TLR9 siRNA
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

0,144 | 0,145 | 0,136 | 0,144 | 0,144 | 0,146 | 0,151 | 0,152 | 0,155 | 0,154 | 0,153 | 0,149
0,146 | 0,148 | 0,156 | 0,153 | 0,153 | 0,153 | 0,155 | 0,154 | 0,158 | 0,155 | 0,155 | 0,149
0,501 | 0,559 | 0,491 H 0,402 | 0,555 | 0,569 | 0,561 | 0,563 | 0,328 | 0,536 | 0,499 | 0,475
0,430 | 0,539 | 0,498 | 0,411 | 0,564 | 0,512 | 0,509 | 0,526 | 0,322 | 0,153 ' 0,515 | 0,507
0,442 | 0,563 | 0,543 | 0,387 | 0,568 | 0,511 | 0,483 | 0,505 | 0,301 | 0,297 @ 0,489 | 0,472
0,485 | 0,549 | 0,528 | 0,396 | 0,563 | 0,550 | 0,571 | 0,518 | 0,369 | 0,446 | 0,545 | 0,461

0,145 | 0,147 | 0,151 | 0,150 | 0,148 | 0,149 | 0,154 | 0,152 | 0,144 | 0,163 | 0,150 | 0,145

I @ M m o O © >»

0,144 | 0,144 | 0,147 | 0,147 | 0,163 | 0,149 | 0,151 | 0,155 | 0,150 | 0,150 | 0,146 | 0,145
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Tuloksista tehtiin kuvaaja (kuvio 4). Kuvaajaan valittiin kustakin laimennoskasit-
telystd nelja rinnakkaista arvoa, joiden keskiarvo on néhtavissa kuvaajasta.
Poikkeuksellisesti klodronaattipitoisuudella 10 uM kasitellyista TLR9 SiRNA -
soluista valittin vain kaksi rinnakkaista arvoa lopulliseen tulokseen. Talla
klodronaattipitoisuudella kasiteltyjen kuoppien D10 ja E10 absorbanssiarvoja ei
otettu mukaan muodostettuun kuvaajaan, silla ne olivat epaluotettavia ja
viittasivat koevirheeseen. Kuopan D10 arvo on sama kuin kasittelemattdmien
kuoppien, mika viittaa siihen, ettd kuoppaan ei pipetoitu WST-8-reagenssia.
Kuopan E10 arvo on taas poikkeuksellisen matala. Solujen konfluenssia
tarkasteltiin IncuCyte-kuvantamislaitteen ottamista kuvista ja talléin huomattiin,
ettd kyseisen kuopan konfluenssi oli liian suuri, minka vuoksi valtaosa soluista
oli kuollut. Tasta syystd kuopan E10 absorbanssiarvo ei siis tarjonnut

luotettavaa tulosta, ja se poistettiin lopullisista tuloksista.

MDA-MB-231 WST-8

Em CTRL siRNA
* % TLRO siRNA

<
»
1

Absorbanssi
o
H
[

o
N
1

v
Kasittely

Kuvio 4. MDA-MB-231(SA) Ctrl siRNA- ja TLR9 siRNA -solujen absorbanssiar-
vot WST-8-reagenssin lisdyksen ja tunnin inkubaation jalkeen.
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Kuvaajasta voidaan silmamaaraisesti todeta, ettd Ctrl SIRNA- ja TLR9 siRNA -
solujen vaste bisfosfonaattikasittelyihin ei nayta eroavan merkittavasti toisistaan
lukuun ottamatta vahvinta zoledronaattipitoisuutta. Vahvimmalla zoledronaattipi-
toisuudella (100 uM) kasiteltyjen Ctrl siRNA- ja TLR9 siRNA -solujen absor-
banssiarvojen valinen ero on tilastollisesti jokseenkin merkittava, koska laskettu
p-arvo on 0,03. Ero ei ollut tilastollisesti merkitseva muissa kasittelyvoimak-
kuuksissa. Tulokset viittaavat siihen, ettd vahvin zoledronaattipitoisuus (100
uM) vaikuttaa solujen elinkykyyn, mutta yhta voimakkaalla (100 puM) klodronaat-
tipitoisuudella ei naytd olevan vaikutusta solujen elinkykyisyyteen. Tulosten
otanta on kuitenkin hyvin pieni, eik& niiden perusteella voida tehda laajempia
johtopaatoksia. Tutkimus tulisi toistaa useita kertoja suuremmilla otantamaarilla,

jotta tulokset olisivat luotettavia.

7.2.4 Virtaussytometria

Natriumsitraattipuskurilla valmisteltuja MDA-MB-231(SA) Ctrl siRNA- ja TLR9
SiRNA -soluja ajettiin sama maard FACSCalibur-virtaussytometrilla, minka
jalkeen saatua dataa kasiteltin Flowing Software-tietokoneohjelmalla.
Zoledronaattipitoisuuksien 0,1 pM, 1 pM, 10 uM ja 100 pM vaikutus MDA-MB-
231(SA) Ctrl siRNA -solujen solusykliin verrattuna kasitteleméattémiin kuljetin-
naytteisiin on esitetty kuvassa 17. Kuhunkin kuvaajaan on yhdistetty kasittele-
mattdman kuljetinnaytteen solusyklin kuvaaja vihrealla seka eri zoledronaattipi-
toisuudella kasiteltyjen solujen solusyklin kuvaaja punaisella. Kuljetinnaytteen
kuvaajassa on esilla myos solusyklin jaottelu G1/GO-, S- ja G2/M-vaiheisiin.
Kuvaajat on jarjestetty laimeimmasta zoledronaattikasittelysta vahvimpaan.
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MDA-MB-231 CTRL siRNA
ZOL 0.1 pyM / VEH
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MDA-MB-231 CTRL siRNA
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MDA-C4 24.010
MDA-C4 25.011

MDA-MB-231 CTRL siRNA
ZOL 10 pM / VEH

G2/M

FL2-A

4| MDA-C4 24.010
MDA-C4 26.012

MDA-MB-231 CTRL siRNA
ZOL 100 pM / VEH

G2/M

oMt

FL2-A

Kuva 17. Zoledronaattipitoisuuksien 0,1 uM, 1 uM, 10 uM ja 100 uM vaikutus
MDA-MB-231(SA) Ctrl siRNA -solujen solusykliin verrattuna kasittelemattomiin
kuljetinnaytteisiin. Kuljetin = vihred kuvaaja, ZOL = punainen kuvaaja.

MDA-MB-231(SA) Ctrl siRNA -solujen kuljetinndytteen solusyklin kuvaaja
mukailee DNA-pitoisuuksiltaan normaalisti etenevaéa solusyklid. Kuvaajissa on
nahtavissa selkeasti G1/G0-vaihetta edeltavdn apoptoottisten solujen osuuden

kasvu zoledronaattikasittelyn voimakkuuden lisdéntyessa. Apoptoottisesti
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kuolevia soluja ndkyy myds hieman kuljetinnaytteiden kuvaajissa. Zoledronaat-
tipitoisuuksilla 0,1 pM ja 1 pM Kkasiteltyjen solujen kuvaajat eivat poikkea
juurikaan kuljetinnaytteiden kuvaajista, mutta toiseksi vahvimmalla zoledronaat-
tipitoisuudella (10 pM) kasiteltyjen solujen kuvaaja poikkeaa jo hieman
kuljetinnaytteesta. Vahvimmalla zoledronaattipitoisuudella (100 pM) kasiteltyjen
solujen kuvaaja poikkeaa selkeasti kuljetinndytteen kuvaajasta, koska
kuvaajassa apoptoottisten solujen osuus on lahes yhta suuri kuin S- ja G2/M-
vaiheessa olevien solujen osuus. Tama voi viitata siihen, etta Ctrl siRNA -solut
kuolevat apoptoottisesti, kun niita kasitellddn vahvimmalla zoledronaattipitoi-
suudella. Myds G2/M-vaiheessa olevien solujen osuus on pienentynyt
kuljetinnaytteen kuvaajaan verrattuna, mutta osa Ctrl siRNA -soluista nayttaa

kuitenkin jatkavan solusyklissa.

Zoledronaattipitoisuuksien 0,1 uM, 1 uM, 10 uM ja 100 uM vaikutusta MDA-MB-
231(SA) TLR9 siRNA -solujen solusykliin verrattuna kasitteleméattémiin
kuljetinnaytteisiin on esitetty kuvassa 18. Kuhunkin kuvaajaan on yhdistetty
kasittelemattoman kuljetinnaytteen solusyklin kuvaaja vihrealla seka eri
zoledronaattipitoisuudella kasiteltyjen solujen solusyklin kuvaaja punaisella.
Kuljetinnaytteen kuvaajassa on esilla my6s solusyklin jaottelu G1/GO-, S- ja
G2/M-vaiheisiin. Kuvaajat on jarjestetty laimeimmasta zoledronaattikasittelysta

vahvimpaan.
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MDA-F4 14.016
MDA-F4 12.014

MDA-MB-231 TLR9 siRNA
ZOL 0.1 pM / VEH

1/Ga
G2/M
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' ? FL2-A
1 MDA-F4 14.016
MDA-F4 13.015
MDA-MB-231 TLR9 siRNA
ZOL 1 pM / VEH
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ot

MDA-F4 14.016
MDA-F4 22,020

MDA-MB-231 TLR9 siRNA
ZOL 10 pyM / VEH

FL2-A

4 / s A
,&M,_JJ LNM‘L N

MDA-F4 14,016
MDA-F4 26.024

MDA-MB-231 TLR9 siRNA
ZOL 100 pyM / VEH

FLZ-A

Kuva 18. Zoledronaattipitoisuuksien 0,1 uM, 1 uM, 10 uM ja 100 uM vaikutus
MB-231(SA) TLR9 siRNA -solujen solusykliin verrattuna kasitteleméttémiin
kuljetinnaytteisiin. Kuljetin = vihred kuvaaja, ZOL = punainen kuvaaja.

MDA-MB-231(SA) TLR9 siRNA -solujen kuljetinnéytteiden tuloksista muodostet-

tu solusyklin kuvaaja mukailee DNA-pitoisuuksiltaan normaalisti etenevaa

solusyklid. Laimeampien zoledronaattikasittelyiden (0,1 uM ja 1 pM) kuvaajat

mukailevat kasittelemattomien kuljetinndytteiden solusyklin kuvaajia, joten
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nama zoledronaattipitoisuudet eivat siis nayta vaikuttavan myodskaan TLR9
SiRNA -solujen solusykliin. Kaikissa kuvaajissa, kuten myds kuljetinnaytteissa,
on nahtavissa G1/G0-vaihetta edeltava pieni apoptoottisten solujen osuus, joka
on matalampi Ctrl siRNA -soluihin verrattuna. Kuvaajista havaitaan myds, etta
apoptoottisesti kuolevien solujen osuus ei nouse Kkasittelyvoimakkuuksien
lisdantyessa, toisin kuin Ctrl siRNA -soluilla. Vahvimmilla zoledronaattipitoi-
suuksilla (10 uM ja 100 uM) kasiteltyjen solujen kuvaajat poikkeavat selkeasti
DNA-pitoisuuksiltaan kasittelemattomien kuljetinnaytteiden kuvaajista, ja ero
korostuu erityisesti vahvimman zoledronaattipitoisuuden (100 pM) kohdalla.
Kyseisissa kuvaajissa S- ja G2/M-vaiheet jaavat poikkeuksellisen mataliksi,
mika saattaa johtua Gl-vaiheen jalkeisesta blokista solujen solusyklissa.
Taman vuoksi solut eivét etenisi G1-vaiheen tarkastuspisteesta eteenpéain, vaan

jaisivat G1l-vaiheeseen ja kuolisivat kenties nekroottisesti apoptoosin sijaan.

Virtaussytometrialla saadut tulokset viittaavat siihen, ettd MDA-MB-231(SA)
TLR9 siRNA -solut voivat olla herkempia zoledronaatin vaikutukselle kuin Citrl
siRNA -solut. Ctrl siRNA -soluja kuolee erityisesti vahvimmassa zoledronaattipi-
toisuudessa (100 uM) apoptoottisesti, mutta osa soluista myos etenee edelleen
solusyklissd G2/M-vaiheeseen. Sen sijaan samalla zoledronaattipitoisuudella
kasiteltyjen TLR9 siRNA -solujen solusyklikuvaajissa ei puolestaan ole selkeésti
nahtavissa suurta apoptoottisten solujen osuutta, ja G2/M-vaiheessa olevien
solujen osuus on matalampi Ctrl sSiRNA -soluihin verrattuna. TLR9 siRNA -solut
saattavat kuolla siis paaosin nekroottisesti, kun niita altistetaan voimakkaille

zoledronaattipitoisuuksille.
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8 POHDINTA

Opinnaytetyon aihe oli ajankohtainen ja erittain mielenkiintoinen, mika
edesauttoi perehtymistd vieraan aiheen teoreettiseen viitekehykseen.
Toteutuksessa kaytetyt menetelmat olivat opinnaytetyon tekijoille uusia, mika toi
haasteita tutkimusten toteutukseen. Menetelmien periaatteiden ja kaytannon
opiskelun jalkeen tutkimuksia tehtiin ensin yhdesséd ohjaajan kanssa ja
my6hemmin itsenaisesti. Nain ollen opinnaytetyon tekijéilla ei ollut kokemuksen
tuomaa taitoa, mika saattoi vaikuttaa joidenkin tutkimustulosten luotettavuuteen.
Kokemattomuus nakyi erityisesti virheina soluviljelyn laskuissa sekad Western
blot- ja CCK-8-menetelmissa. Toisaalta naiden uusien menetelmien oppimisen
mahdollisuus ja tehdyt virheet antoivat tekijoille arvokasta kokemusta. William

Mageeta lainaten: lhminen, joka ei tee virheita, ei tavallisesti tee muutakaan.”

Solujen elinkykyisyyden maarittavan kaupallisen kitin WST-8-reagenssin
pipetoitavan annoksen tilavuus oli erittdin pieni, vain 10 yl. Taman vuoksi oli
tarkeaa, etta pipetoitu tilavuus paatyi nestepintaan asti, eika jadnyt esimerkiksi
kuopan seindmaan. Pipetointi suoritettiin manuaalisesti yksikarkisella pipetilla,
minka vuoksi oli suurempi mahdollisuus epdhuomiossa jattaa jokin tai jotkin 96-
kuoppalevyn kuopista kasittelematta. Tama virhe olisi luultavasti voitu valttaa
kayttamalla monikarkipipettia, jolloin kuoppien valiin jAdmisen mahdollisuus olisi
ollut todennakoisesti pienempi. Pipetointivirheitd saattoivat aiheuttaa myo6s
tydskentelijoiden kokemattomuus ja monet meneilladn olevat osatutkimukset.
Erityisesti Western blot on menetelméané aikaa vieva, silla yksi analyysi kestaa
paasaantoisesti kaksi paivad. Virhe missa tahansa tydskentelyn vaiheessa
saattaa kayda ilmi vasta kehitetystéa filmista, jolloin virheen laajuudesta riippuen
menetelman loppuun vieminen on saattanut olla turhaa ja lopputulos kayttokel-

voton.

Soluviljelysséa kasvatetuille MDA-MB-231(SA) Ctrl siRNA- ja TLR9 siRNA -
soluille ei tehty missaan vaiheessa mykoplasmatestia. Mykoplasmatestin avulla

olisi voitu poissulkea mykoplasmakontaminaation mahdollisuus, joka saattaa
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muuttaa solujen kayttaymistad ja vaikuttaa tutkimustuloksiin. Mykoplasmatesti
olisi ollut tarpeellinen, kun MDA-MB-231(SA)-soluja viljeltiin 96-kuoppalevylle,
jossa niita kasiteltiin eri zoledronaatti- ja klodronaattikonsentraatioilla. IncuCyte-
kuvantamislaitteella ei saatu luotettavia tuloksia solujen kasvukayristd, koska
suurin osa my0s kasittelemattomista kuljettimista kuolivat 96-kuoppalevylla.
Naitd tuloksia ei ole esitetty opinnaytetydossa. Koe toistettin muutamaan

kertaan, mutta syy solujen kuolemaan ei selvinnyt.

8.1 Eturauhassyodpaprojekti

Aminobisfosfonaatteihin  kuuluva alendronaatti naytti vahentavan PC-3-
eturauhassyopasolujen kofilinimaardd ainakin opinndytetydssa tutkitulla
vahvimmalla (10*4 M) alendronaattipitoisuudella. Liséksi kofiliinia yliekspres-
soivat PC-3-solut nayttivat olevan herkempid alendronaatin vaikutukselle
kontrollisoluihin verrattuna. Eturauhassyopé voi yliekspressoida kofiliinia, mika
mahdollistaa sen invasiivisuuden. Koska alendronaatti naytti vahentavan
kofiliinia yliekspressoivien PC-3-solujen kofiliinimaaraa, alendronaatti voi tata
kautta hajottaa solun aktiinitukirankaa ja estaa eturauhassyopéasolujen
leviamista. Hiirikokeessa PC-3-kasvainten kasvu vaikutti hidastuvan alendro-
naattinoidon vaikutuksesta verrattuna kontrolliryhmaan, mika vahvistaa tata
mahdollisuutta. Tulosten luotettavuudeksi kokeita taytyisi toistaa, ja laskea

kuvaajista tilastolliset merkitsevyydet p-arvojen avulla.

8.2 Rintasyopaprojekti

Hiirikokeen tutkimustulokset eivat vastanneet hypoteesia, jonka mukaan TLR9
SiRNA -kasvainten odotettiin kasvavan nopeammin ja aggressiivisemmin
verrattuna Ctrl siRNA -kasvaimiin. Tuomelan ym. (2012) suorittamissa
ailemmissa hiirikokeissa, joissa todettiin TLR9 siRNA -kasvainten kasvavan Citrl
SiRNA -kasvaimia aggressiivisemmin, kaytettiin immuunipuutteisia athymic
nude -hiirid ja ihmisen kolmoisnegatiivisia MDA-MB-231-rintasydpasoluja.

Opinnaytetyon hiirikokeessa kaytetyt solut olivat hiiren kolmoisnegatiivisia 4T1-
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rintasyopasoluja. Lisaksi tutkimuksen hiiret olivat BALB/c-hiiria, joiden
immuunijarjestelma on kehittyneempi, koska niiltd ei puutu kateenkorvaa, toisin
kuin athymic nude -hiiriltd. Immuunipuolustus on monimutkainen jarjestelma,
joten TLR9-vdlitteinen sydvan invasiivisuus voi liittyda mahdollisesti moniin
muihin valillisiin tekijoihin. Myds Tuomelan ym. (2013, a) tekemassa tutkimuk-
sessa todettiin, ettd kolmoisnegatiivisten MDA-MB-231-rintasydpasolujen
invasiivisuus ei lisaantynyt soluviljelyssa, kun elavia syodpasoluja altistettiin
kuolleista sydpasoluista perdisin oleville fysiologisille TLR9-ligandeille. Koska
tutkimus tehtiin in vitro ilman immuunijarjestelméan lasnaoloa, tdma voi viitata
siihen, ettd kolmoisnegatiivisen matalan TLR9-ekspression rintasybvan
invasiivisuutta lisaava tekija ei valttamatta olekaan TLR9, vaan ehkapa

valillisesti jokin toinen TLR-perheenjasen tai -jasenet.

In vitro -tutkimuksissa zoledronaatti naytti alentavan MDA-MB-231(SA)-solujen
elinkykya ja proliferaatiota vahvimmalla pitoisuudella (100 puM), mutta yhta
vahvalla klodronaattipitoisuudella ei ollut havaittavaa vaikutusta solujen
elinkykyisyyteen tai proliferaatioon. Virtaussytometriatutkimuksessa havaittiin,
ettd matalan TLR9-ekspression kolmoisnegatiiviset rintasyopéasolut nayttivat
olevan herkempia zoledronaatille verrattuna korkeamman TLR9-ekspression
kontrollisoluihin.  Virtaussytometriatutkimuksessa  pystyttin  vertaamaan
zoledronaatin vaikutusta kontrolli- ja matalan TLR9-ekspression soluihin, koska
virtaussytometrilla ajettin  sama maara molempia solutyyppeja. 96-
kuoppalevylle viljellyissa soluissa zoledronaatin vaikutusta ei voitu verrata
luotettavasti, koska matalan TLR9-ekspression soluja oli laskuvirheen vuoksi

pipetoitu huomattavasti enemman kuin kontrollisoluja.

Kolmoisnegatiivisten matalan TLR9-ekspression rintasytpasolujen herkkyys
zoledronaatille saattaa johtua aminobisfosfonaattien ominaisuudesta metabo-
loida my6s sydpasoluihin sytotoksia ATP-analogeja mevalonaattireitin kautta.
Nama poikkeavat nukleotidianalogit voivat toimia mahdollisesti TLR9-
ligandeina, jotka voivat aiheuttaa syovan invasiivisuuden lisdksi myds
immuunijarjestelman aktivoitumista, ja tatd kautta mahdollisesti myds

sybpasolujen apoptoosia. Toisaalta virtaussytometriatutkimuksessa havaittiin
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my0s, etta vahvin zoledronaattipitoisuus vaikutti matalan TLR9-ekspression
rintasyopasolujen solusykliin - merkittavasti eri tavalla kuin kontrollisolujen
solusykliin. Matalan TLR9-ekspression soluista paljon pienempi o0sa naytti
etenevan solusyklissa, ja apoptoottisten solujen osuus oli myés huomattavasti
pienempi kontrollisoluihin verrattuna. Matalan TLR9-ekspression rintasyopaso-
lut saattoivat siis kuolla vahvimman zoledronaattipitoisuuden vaikutuksesta joko
nekroottisesti, tai solujen solusykli pyséhtyi esimerkiksi G1/S-vaiheen blokkiin.
Tahan viittaisi se, ettd kuvaajassa nakyy vain hyvin pieni solumaara G2/M-
vaiheessa. IncuCyte-kuvantamislaitteen ottamien kuvien perusteella havaittiin,
ettd myds 6-kuoppalevyille viljellyt solut kuolivat vahvimman zoledronaattipitoi-
suuden vaikutuksesta kuten 96-kuoppalevylla. 6-kuoppalevyn kuvia ei ole

esitetty opinnaytetyossa.

Nekroottisesti kuolleet solut eivat valttamatta nay virtaussytometrin solusykliku-
vaajissa, koska virtaussytometrilla rajattiin tietyt kriteerit tayttava solupopulaatio.
Hallitsemattomasti hajonneet solut ja niiden kappaleet eivat Iluultavasti
valikoituisi tdh&n populaatioon. Toisaalta solujen nekroottinen solukuolema
synnyttaa elimistdssa tulehdusreaktion, joka aktivoi immuunijarjestelméaa. Ehka
zoledronaatin aikaansaama kolmoisnegatiivisten rintasydpasolujen mahdollinen
nekroottinen kuolema ja immuunijarjestelman stimuloiminen voisivat jopa
hyddyttdd kolmoisnegatiivisia  matalan TLR9-ekspression rintasydpéapotilaita.
Toisaalta, jos naiden potilaiden immuunijarjestelma on puutteellinen tai
heikentynyt, mahdollinen tulehdusreaktio saattaisi aiheuttaa entistd enemman
ongelmia. TLR9-ekspression merkitys kolmoisnegatiivisessa rintasyovassa on
siis kokonaisuutena hyvin monimutkainen, mink&a vuoksi lisatutkimuksia

tarvitaan.

8.3 Jatkotutkimusaiheet

Mahdollisia jatkotutkimusaiheita on monia, kuten molempien projektien
osatutkimusten toistaminen luotettavampien tulosten saamiseksi. Rintasyopa-

projektin mielenkiintoisin jatkotutkimusaihe olisi laajempi tutkimus zoledronaatin
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tai muun aminobisfosfonaatin vaikutuksesta MDA-MB-231(SA) Ctrl siRNA- ja
TLR9 siRNA -solujen solusykliin. Opinnaytetydssa jai epaselvaksi, mihin
kohtaan solusykli mahdollisesti pyséhtyy, ja kuolevatko solut zoledronaatin
vaikutuksesta nekroottisesti apoptoosin sijaan. Eturauhassyopéaprojektin
osatutkimuksia voisi laajentaa myds soluviljelyn puolelle, ja tutkia eri aminobis-
fosfonaattikonsentraatioiden vaikutusta soluihin.

Bisfosfonaattien ongelmallisuus syopéalaékkeena on kuitenkin niiden voimakas
luuhakuisuus ja matala biologinen hydtysuhde, minka vuoksi annostuksen
kohdentaminen itse syOpakudokseen on vaikeaa. Opinnaytetyon tulokset
vahvistavat my6s useissa aikaisemmissa tutkimuksissa todettua havaintoa,
jossa aminobisfosfonaatit hidastavat tai estdvat syodpasolujen kasvua
huomattavasti tehokkaammin verrattuna ensimmaéaisen sukupolven non-
aminobisfosfonaatteihin. Tulevaisuudessa aminobisfosfonaattien kohdentamista
syopakudokseen voitaisiin tutkia esimerkiksi nanopartikkeliteknologian avulla,
joka voisi mahdollisesti vahentaa bisfosfonaattien pitkaaikaiskaytéssa esiintyvia
vakavia haittavaikutuksia. Erityisesti aminobisfosfonaatteja voidaan harkita
kaytettavaksi ainakin kolmoisnegatiivisen matalan TLR9-ekspression rintasyo-
van ja levinneen eturauhassyovan litannaishoitona. Tama vaatii tosin viela
useita prekliinisia tutkimuksia, joiden tietojen perusteella voidaan mahdollisesti

siirtya Kliinisiin tutkimuksiin.
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Liite 2. Reagenssiluettelo

DMEM MDA-MB-231(SA)-soluille

e DMEM medium 5.3.2014/SJ

e iFBS (inactive fetal bovine serum) 10 %
Gibco, #10106-169, 500 ml
LOT: 41G5670F, 22.1.2014/SJ

e  Penicillin-Streptomycin 1 %
Gibco #15140-122, 100 ml

Trypsiiniliuos MDA-MB-231(SA)-solujen
irrotukseen

e 10 ml/ Trypsiini, laimennettu 2,5 %
(EDTA-liuokseen) 5.3.2014/JL
e 90 ml/VERSENE pH 7.3, 31.10.2013

Western blot: Naytepuskuri

e ddH20

e 0,5M Tris-HCI, pH 6.8
e Glyseroli

e 20% SDS

e 0,05 % bromofenolisininen

Western blot: Ajopuskuri
(1 x Running Buffer)

e 100 ml/ 10 x Running Buffer,
3.2.2014/3
e 900 ml/ddH20

Western blot: Siirtopuskuri
(1 x Transfer Buffer)

e 100 ml/ 10 x Transfer Buffer
18.3.2013/ KH, SJ

e 200 ml/EtOH

e 700 ml/ddH20

Western blot: Blokkauspuskuri ja vasta-
aineliuos, 1 % ja 5 % maito-TBS-T 0,1 %

e Valio rasvaton maitojauhe (500 g)
LOT: 134, exp. 17.11.2009
e 1xTBS-TO0,1%
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Western blot: TBS-T liuos eli 1 x TBS-T 0,1 %

e 100ml/10xTBS, pH 7.6 (1/2014, JL)
e 1ml/MP Tween 20

MP Biomedicals LLC, LOT: R24847
e 899 ml/ddH20

Western blot:
Omatekoinen SDS-PAGE-yla- ja alageeli

e 20 % SDS (15.07.12 Lan)

Sodium dodecyl sulfate, C12H2sNaO4S
Fluka Chemiko
LOT: 409773/1 20201

e  Autoklaavattu H20

e Ammoniumpersulfaatti 10 %

e Acrylamide/Bis solution 40 %
Bio-Rad 37.5: Acrylamide: N,N’-
methylene-bis-acrylamide

e Electrophoresis purity reagent
2.6 % crosslinker
Cat #161-0148, Ctrl: 200006502
exp. 2016-03-21

e TEMED
(N,N,N’,N’-Tetramethyethylendiamin)

e 0.5 M Tris-HCI pH 6.8 (12.6.13 EK)

e Trizma base, SIGMA
C4H11NOs. MW: 121.4 g/mol
P code: 1001461180. LOT:SLBF1158V

e ddH20

e  pH:n saatd: HCI vakeva, HCI 1:1

e 1.5 M Tris-HCl pH 8.8 (23.2.12 SJ)

Western blot: Vasta-aineiden irrotuspuskuri
(Stripping Buffer)

e 20ml/PBS (9.10.134T)

e 1,875ml/20 % SDS (15.7.2012/Lan)
Sodium dodecyl sulfate, C12H2sNaO4S
Fluka Chemiko, LOT: 409773/1 20201

e 140 pl / B-mercaptoethanol, SIGMA
C2HesOS, batch #024K0117

Western blot: Kokomarkkerit

e Precision Plus Protein Dual Color
Standards, Bio-Rad, 500 pl
LOT: 350001837, exp. 2015-09-06
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Western blot: Membraani
Western blot: Sekundéaarivasta-aine

MILLIPORE

Immobilon Transfer Membranes:
Immobilon-P

Pore size: 0.45 um, Filter type: PVDF
LOT: K4AAB899TK

Western blot: ECL-reagenssit

RPN2106 Amersham ECL Western
Blotting Detection Reagents

GE Healthcare

LOT: 9488350, Pack: W9488333
Exp. 2015-02-13

Western blot: Primaarivasta-aineet

Abcam Rb pAb to Cofilin

333.33 pl (0.3 mg/ml)
ah42824-100, LOT: 542405
a-tubulin 5 % milk (2013/Lan)
Abcam ab 4074

Rabbit polyclonal to alpha Tubulin
(50 kDa), 1:20 000, 0.5 pl/10 ml

Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat
Anti-Rabbit IgG (H+L)

SARSTEDT Jackson ImmunoResearch
Laboratories

LOT: 89368, Code: 111-035-003

Virtaussytometria: Natriumsitraattipuskuri

Sodium citrate tribasic dihydrate
CsHsNaszO7 * 2 H20

Riedel-de Haén 32320

M = 294.10 g/mol, LOT: 51860
Triton X-100, SIGMA
(t-Octylphenoxypolyethoxyethanol)
9002-93-1, LOT: 45H0481
Propidium iodide (PI)

Molecular probes by Life Technologies
mg/ml solution in water

LOT: 1453328, P3566

Protect from light

1 x PBS (9.10.2013/JT)
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Liite 3. Western blot -tydohjeet

Tyoohje 1. Geelin vahvuus

Proteiinin koko (kDa) Geelin prosenttisuus (%)
4-40 20
12 - 45 15
10-70 12
15-100 10
25 -200 8

Tyoohje 2. Kahden alageelin (engl. separating gel) valmistaminen, noin 5 ml per
geeli

8 % 10 % 12 % 15 %
ddH20 5,4 ml 4.9 ml 4.4 ml 3,65 ml
1.5 M Tris-HCI (pH 8.8) 2,5 ml 2,5 ml 2,5ml 2,5ml
Akrylamide/BIS (40 %) 2ml 2,5ml 3 mi 3,75 ml
20 % SDS 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl
10 % ammonium persulfate (APS) 50 pl 50 pl 50 pl 50 pl
TEMED 5 ul 5 ul 5 ul 5ul

Kampavali taytetdan ddH20:lla alageelin valun jalkeen. Ylageelin voi alustaa

valmiiksi, mutta APS ja TEMED lisataan vasta juuri ennen valua.
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Tyoohje 3. Kahden ylageelin (engl. stacking gel) valmistaminen, noin 2,5 ml per
geeli

4 %
ddH:20 3,175 ml
0.5 M Tris-HCI 1,25 mi
Akrylamide/BIS (40 %) 0,5 ml
20 % SDS 25 pl
10 % ammonium persulfate (APS) 50 ul
TEMED 5 ul

Tyo6ohje 4. Proteiinitransferin rakentaminen

Kirkas puoli
1) Karhunkieli (sieni) alimmaisena

2) Suodatinpaperi
3) PVDF-membraani

Musta puoli
1) Karhunkieli

2) Suodatinpaperi
3) Geeli
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Liite 4. Solulaskut 96- ja 6-kuoppalevyille

Solupitoisuuden kaava Burker-Turk-laskukammiolle:

laskettujen solujen lukumaara

solut/ml = X muuntokerroin X laimennuskerroin

laskettujen kenttien lukumaara

Muuntokerroin perustuu laskukammion pikkuruudun pinta-alasta laskettuun
tilavuuteen (Baydoun 2005).

96-kuoppalevy: MDA-MB-231(SA) Ctrl siRNA- ja TLR9 siRNA -solut
IncuCyteen

MDA-MB-231(SA) Ctrl sSiRNA

Haluttu solumé&éara: 2 000 solua/kuoppa x 48 kuoppaa = 96 000 solua
Kuoppaan pipetoitava tilavuus: 90 pl
Haluttu pitoisuus: 22 222,22... solua/ml

Birker-Turk-laskukammiosta solupitoisuus:

140 + 135+ 132 + 136 solua
2 X 10000 x 2=2715000 -

5 ml:n suspension solumaara yhteensa:

solua
ml

2715000 X 5ml =13575 000 solua

96-kuoppalevy taytetaan puoliksi Ctrl sSiRNA- ja TLR9 siRNA- soluilla.

48 kuoppaa x 90 pl = 4,32 ml suspensiota. Suspensiota tehdaan pipetointivaran
kanssa yhteensa 10 ml, jossa tulee olla 22 222,22...solua/ml. Soluja tarvitaan
lopulliseen 10 ml:n suspensioon yhteensa:

solua
10ml x 22 222,22 S =222 222,22 ...~ 222 200 solua
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Solususpensiota tarvitaan:

222 200 solua

2 715 000 S2/ua
ml

=0,08184..ml =~ 82 pl

DMEM:n maara 10 ml:n suspensioon ylla olevan perusteella:

10 ml — 0,082 ml = 9,918 ml

MDA-MB-231(SA) TLR9 siRNA

Haluttu solumé&ara: 2 000 solua/kuoppa x 48 kuoppaa = 96 000 solua
Kuoppaan pipetoitava tilavuus: 90 pl
Haluttu pitoisuus: 22 222,22... solua/ml

Birker-Turk-laskukammiosta solupitoisuus:

151 + 140 + 132 + 137 solua
2 X10000X2=2800000W

5 ml:n suspension solumaara yhteensa:

solua

2800 000 X 5ml = 14000 000 solua

Lopullisen 10 ml:n solususpension maara samoin kuin Ctrl sSiRNA -soluilla olisi:

222 200 solua

=0,07935..ml = 80 ul
solua

2800 000
ml

Virheellisesti oli laskettu:

2222 000 solua

solua
ml

=0,7935..ml = 795 ul

2800 000

DMEM:n maara 10 ml:n suspensioon ylla olevan perusteella:
10 ml — 0,795 ml = 9,205 ml

Soluja tuli siis vahingossa 10-kertainen maara alkuperaiseen verrattuna eli
20 000 solua/kuoppa.
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6-kuoppalevy: MDA-MB-231(SA) Ctrl siRNA- ja TLR9 siRNA -solut
virtaussytometriaan

MDA-MB-231(SA) Ctrl sSiRNA

Haluttu solumé&éra: 200 000 solua/kuoppa x 12 kuoppaa = 2 400 000 solua
Kuoppaan pipetoitava tilavuus: 2 ml
Haluttu pitoisuus: 100 000 solua/mi

Birker-Turk-laskukammiosta solupitoisuus:

110 + 152 + 134 + 135 solua
2 X 10000 x 2 =2655000 —

5 ml:n suspension solumaara yhteensa:

solua
ml

6-kuoppalevyja tehdaan kaksi rinnakkaista eli solususpensiota tarvitaan:

2 655000 X 5ml =13275 000 solua

2 levyd X 6 kuoppaa X 2ml =24 ml

Suspensiota tehd&éan pipetointivaran kanssa yhteensa 30 ml, jossa tulee olla
100 000 solua/ml. Soluja tarvitaan 30 ml:n suspensioon yhteensa:

solua
30ml x 100 0007 = 3000 000 solua

Tehdaan lopullinen 30 ml:n solususpensio 5 ml:n putkessa olevasta suspensi-
osta (sis. 13 275 000 solua, pitoisuus 2 655 000 solua/ml) ja DMEM:sta:

3000 000 solua
2 655 000 solua/ml

=1,1299..ml = 1130 ul

30 ml:n solususpension DMEM-maara:

30ml - 1,13 ml = 28,87 ml
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MDA-MB-231(SA) TLR9 siRNA

Haluttu solumé&é&ra: 200 000 solua/kuoppa x 12 kuoppaa = 2 400 000 solua
Kuoppaan pipetoitava tilavuus: 2 ml
Haluttu pitoisuus: 100 000 solua/mi

Birker-Turk-laskukammiosta solupitoisuus:

173 + 156 + 190 + 165 solua
2 X 10000 x 2 =3420000

5 ml:n suspension solumaara yhteensa:

solua

3420000 X 5ml =17 100 000 solua

Lopullinen 30 ml:n solususpensio samoin kuin Ctrl sSiRNA -soluilla:

3000000 solua
3420000 solua/ml

= 0,87719 ..ml =~ 880 ul

30 ml:n solususpension DMEM-mé&ara:

30ml —0,88ml = 29,12 ml
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Liite 5. Zoledronaatti- ja klodronaattiliuosten laimen-
nossarjat

Zoledronaattiliuoksen laimennossarja (kokonaistilavuus 5 ml):

ZOL 10* M

50 ul ZOL 102 M stock 4950 ul DMEM

500 pl ZOL 10* M 4 500 pl DMEM

500 pl ZOL 10° M 4 500 pl DMEM

500 pl ZOL 10 M 4 500 pl DMEM

Klodronaattiliuoksen laimennossarja (kokonaistilavuus 1 ml):

CLO 104M

10 pl CLO 102 stock 990 pl DMEM

100 pl CLO 10*M 900 pl DMEM
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Liite 6. MDA-MB-231(SA)-solujen viljely 6-
kuoppalevyille

MDA-MB-231(SA) Ctrl siRNA:

e 200 000 solua/kuoppa

MDA-MB-231(SA) TLR9 siRNA:

200 000 solua/kuoppa

LEVY 1 LEVY 2

4, VEH 1. VEH VEH 1. VEH

ZOL ZOL ZOL Z0L
5. 2. 2.

0,1 uM 0,1 uM 10 pM 10 uM

ZOL ZOL
6. 3.

1uM 1uM
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Z0L ZOL
6. 3.
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Liite 7. Virtaussytometrianaytteiden natriumsitraatti-

puskuri jatydohje

Kayttéliuoksen pitoisuudet
40 mM Na-Citratt
0,3 x Triton X-100
0,05 mg/ml PI

Stock to 10 mlin PBS
500 mM Na-Citratt 800 pl
10 x Triton 300 pl
10 mg/ml PI 80 ul

Kantaliuoksen kokonaistilavuuden haluttiin olevan 15 ml, joten laskettiin uudet

tilavuudet:
500 mM Na-Citratt 800 pl*1,5=1 200 pl
10 x Triton 300 pl *1,5 =450 pl
1 mg/ml PI 800 pl *1,5=1 200 pl

=> Kaytettiin 10 mg/ml:n pitoisuuden sijaan 1 mg/ml Pl:ta

TyGohje

- solut irrotetaan trypsiinilla, 0,5 ml trypsiinid/kuoppa
- normaali fuugaus, supernatantti pois

- n. 4 ml PBS suspensio (Vortex)

- fuugaus, PBS pois

- suspensoi Na-sitraattipuskuriin (Vortex)

- inkuboi n. 20 min RT => analyysi

- k&ari putket folioon (Pl valonarka)
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Liite 8. PC-3-hiirten kasvainten mittaustulokset

Day no cage animal tumorl tumorl tumor2 tumor2 tumorl tumor2 tumorl tumor?2
number length width length width area area volume  volume
3.3.2014 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0,00 0
3.3.2014 1 1 2 0 0 0 0 0 0 0,00 0
3.3.2014 1 1 3 0 0 0 0 0 0 0,00 0
3.3.2014 1 1 4 0 0 0 0 0 0 0,00 0
3.3.2014 1 2 1 0 0 0 0 0 0 0,00 0
3.3.2014 1 2 2 0 0 0 0 0 0 0,00 0
3.3.2014 1 2 3 0 0 0 0 0 0 0,00 0
3.3.2014 1 2 4 0 0 0 0 0 0 0,00 0
3.3.2014 1 3 1 0 0 0 0 0 0 0,00 0
3.3.2014 1 3 2 0 0 0 0 0 0 0,00 0
3.3.2014 1 3 3 0 0 0 0 0 0 0,00 0
3.3.2014 1 3 4 0 0 0 0 0 0 0,00 0
3.3.2014 1 4 1 0 0 0 0 0 0 0,00 0
3.3.2014 1 4 2 0 0 0 0 0 0 0,00 0
3.3.2014 1 4 3 0 0 0 0 0 0 0,00 0
3.3.2014 1 4 4 0 0 0 0 0 0 0,00 0
5.3.2014 3 1 1 0 0 0 0 0 0 0,00 0
5.3.2014 3 1 2 0 0 0 0 0 0 0,00 0
5.3.2014 3 1 3 0 0 0 0 0 0 0,00 0
5.3.2014 3 1 4 0 0 0 0 0 0 0,00 0
5.3.2014 3 2 1 0 0 0 0 0 0 0,00 0
5.3.2014 3 2 2 0 0 0 0 0 0 0,00 0
5.3.2014 3 2 3 0 0 0 0 0 0 0,00 0
5.3.2014 3 2 4 0 0 0 0 0 0 0,00 0
5.3.2014 3 3 1 0 0 0 0 0 0 0,00 0
5.3.2014 3 3 2 0 0 0 0 0 0 0,00 0
5.3.2014 3 3 3 0 0 0 0 0 0 0,00 0
5.3.2014 3 3 4 0 0 0 0 0 0 0,00 0
5.3.2014 3 4 1 0 0 0 0 0 0 0,00 0
5.3.2014 3 4 2 0 0 0 0 0 0 0,00 0
5.3.2014 3 4 3 0 0 0 0 0 0 0,00 0
5.3.2014 3 4 4 0 0 0 0 0 0 0,00 0
7.3.2014 5 1 1 0 0 0 0 0 0 0,00 0
7.3.2014 5 1 2 0 0 0 0 0 0 0,00 0
7.3.2014 5 1 3 0 0 0 0 0 0 0,00 0
7.3.2014 5 1 4 0 0 0 0 0 0 0,00 0
7.3.2014 5 2 1 0 0 0 0 0 0 0,00 0
7.3.2014 5 2 2 0 0 0 0 0 0 0,00 0
7.3.2014 5 2 3 0 0 0 0 0 0 0,00 0
7.3.2014 5 2 4 0 0 0 0 0 0 0,00 0
7.3.2014 5 3 1 0 0 0 0 0 0 0,00 0
7.3.2014 5 3 2 0 0 0 0 0 0 0,00 0
7.3.2014 5 3 3 0 0 0 0 0 0 0,00 0
7.3.2014 5 3 4 0 0 0 0 0 0 0,00 0
7.3.2014 5 4 1 0 0 0 0 0 0 0,00 0
7.3.2014 5 4 2 0 0 0 0 0 0 0,00 0
7.3.2014 5 4 3 0 0 0 0 0 0 0,00 0
7.3.2014 5 4 4 0 0 0 0 0 0 0,00 0
10.3.2014 8 1 1 0 0 0 0 0 0 0,00 0
10.3.2014 8 1 2 0 0 0 0 0 0 0,00 0
10.3.2014 8 1 3 0 0 0 0 0 0 0,00 0
10.3.2014 8 1 4 0 0 0 0 0 0 0,00 0
10.3.2014 8 2 1 0 0 0 0 0 0 0,00 0
10.3.2014 8 2 2 0 0 0 0 0 0 0,00 0
10.3.2014 8 2 3 0 0 0 0 0 0 0,00 0
10.3.2014 8 2 4 0 0 0 0 0 0 0,00 0
10.3.2014 8 3 1 0 0 0 0 0 0 0,00 0
10.3.2014 8 3 2 0 0 0 0 0 0 0,00 0
10.3.2014 8 3 3 0 0 0 0 0 0 0,00 0
10.3.2014 8 3 4 0 0 0 0 0 0 0,00 0
10.3.2014 8 4 1 0 0 0 0 0 0 0,00 0
10.3.2014 8 4 2 0 0 0 0 0 0 0,00 0
10.3.2014 8 4 3 0 0 0 0 0 0 0,00 0

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Milla Vainio & Minna Vuorenmaa



10.3.2014
12.3.2014
12.3.2014
12.3.2014
12.3.2014
12.3.2014
12.3.2014
12.3.2014
12.3.2014
12.3.2014
12.3.2014
12.3.2014
12.3.2014
12.3.2014
12.3.2014
12.3.2014
12.3.2014
14.3.2014
14.3.2014
14.3.2014
14.3.2014
14.3.2014
14.3.2014
14.3.2014
14.3.2014
14.3.2014
14.3.2014
14.3.2014
14.3.2014
14.3.2014
14.3.2014
14.3.2014
14.3.2014
17.3.2014
17.3.2014
17.3.2014
17.3.2014
17.3.2014
17.3.2014
17.3.2014
17.3.2014
17.3.2014
17.3.2014
17.3.2014
17.3.2014
17.3.2014
17.3.2014
17.3.2014
17.3.2014
19.3.2014
19.3.2014
19.3.2014
19.3.2014
19.3.2014
19.3.2014
19.3.2014
19.3.2014
19.3.2014
19.3.2014
19.3.2014
19.3.2014
19.3.2014
19.3.2014
19.3.2014
19.3.2014
21.3.2014
21.3.2014
21.3.2014

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Milla Vainio & Minna Vuorenmaa

10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
12
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
17
19
19
19

P R RPBAEPREPEDPWWWWNNNNRRRPRPAEDDDEPLPWWWWNNNNRRERPRRERPELEPLEAPLPWWWWNNNNRRRERPRAELEDEPLPWWWWNNNNERRRRELD

WINEFEDRWNRPAEWNRPRWONRPDWONRPDWONRPDEWONRPPARWONRPRPRWONRERPDWNRPDEWONRPEWNRERPDRWONRERPDWONRREWNERPEWNEDRWNERED

OO O0OPRPROUIODODOODODOOPAWOODODODODODODODODODODODODO0ODO0ODODODODODOO0OO0ODODOOOOOoO

w
OOO

OO O WO PRPROODODODODOOPAPAWOOOOODODODODODODODODODODODODODODOOOOOOOOoOOoO

w W
omu_‘o

O uUOoOOOoOOo0OOoO BN

3,3

w w
OOOU'!ODO

[l elNelNelNelNeNe oo NeNeNe Ne e o NeNeNe He No oo Ne Ne e Neo Ne o Ne Ne Ne Ne oo Ne Ne e No o NoNe Ne Ne e e oo Ne Ne NeNeoNoNoNe Ne NeNoNoNoNeNe Ne No oo Ne Ne Ne

OO0 0000000000000 O0D0DO0DO0DO0DO0DO0DO0D0DO0DO0DO0DO0DO0D0DO0DO0DO0DO0DO0DO0DO0DO0DO0DO0DO0D0D0DO0DO0DO0DO0D0D0DO0DO0DO0DO0DO0DO0DO0DO0ODO0ODO0ODO0OO0OO0ODODOOOOO

[ elelNeNeNeNelNelNeoNeNeNe Ne Ne oo NeNe Ne Ne Ne o Ne N Ne No NoNe)

[any
(o)}

OO0 ooooo

OO0 0000000000000 O0D0DO0DO0DO0DO0DO0DO0D0DO0DO0DO0DO0DO0D0DO0DO0DO0DO0DO0D0DO0DO0DO0DO0DO0D0D0DO0DO0DO0DO0D0D0DO0DO0DO0DO0DO0DO0DO0DO0ODO0ODO0ODO0OO0OO0ODODOOOOO

Liite 8

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
14,14
33,51
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
46,83
0,00
21,77
0,00
0,00
0,00
0,00
25,40
29,51
0,00
21,77
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
75,51
0,00
21,12
14,14
0,00
0,00
14,14
26,49
33,01
23,25
24,32
0,00
27,43
0,00
0,00
0,00

OO0 0000000000000 0D0DO0DO0DO0DO0DO0DO0D0DO0DO0DO0DO0DO0D0DO0DO0DO0DO0DO0D0DO0DO0DO0DO0DO0D0D0DO0DO0DO0DO0D0D0DO0DO0DO0DO0D0DO0DO0DO0DO0ODO0ODO0OO0OO0ODO0ODOO0OOOO



21.3.2014
21.3.2014
21.3.2014
21.3.2014
21.3.2014
21.3.2014
21.3.2014
21.3.2014
21.3.2014
21.3.2014
21.3.2014
21.3.2014
21.3.2014
24.3.2014
24.3.2014
24.3.2014
24.3.2014
24.3.2014
24.3.2014
24.3.2014
24.3.2014
24.3.2014
24.3.2014
24.3.2014
24.3.2014
24.3.2014
24.3.2014
24.3.2014
24.3.2014
26.3.2014
26.3.2014
26.3.2014
26.3.2014
26.3.2014
26.3.2014
26.3.2014
26.3.2014
26.3.2014
26.3.2014
26.3.2014
26.3.2014
26.3.2014
26.3.2014
26.3.2014
26.3.2014
28.3.2014
28.3.2014
28.3.2014
28.3.2014
28.3.2014
28.3.2014
28.3.2014
28.3.2014
28.3.2014
28.3.2014
28.3.2014
28.3.2014
28.3.2014
28.3.2014
28.3.2014
28.3.2014
31.3.2014
31.3.2014
31.3.2014
31.3.2014
31.3.2014
31.3.2014
31.3.2014

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Milla Vainio & Minna Vuorenmaa

19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
22
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
29
29
29
29
29
29
29

NNNPRPRPRPRPPEPEPAEAPAPWWWWNNNNRPRRRERPRPAEAEDDPDPWWWWNNNNRERRRPRAEDEPLEPPWWWWNNNNRRPRRRRAEAEDDWWWWNNNNDNLERE

WINEFEDRWNRPAEWNRPRWONRPDWONRPDWONRPDEWONRPPARWONRPRPRWONRERPDWNRPDEWONRPEWNRERPDRWONRERPDWONRREWNERPEWNEDRWNERED

PP g o A o row P ow
OOmNU_‘O\,_‘\l\IW#O\O\NWJ}OOWNWO\#O\\IWNO\WNU‘OOOU_‘OU_‘UWOOh-bWO-bU_IOm

~N o N »
\IU'INJ>W

6,2
7,6

10,8
7,3
5,2

5,7
7,9

5,3
9,7
7,2
6,4
7,5

5,5

D w 9
NOOUJOOU'!NU'!U_l\lmJ}C\N

3,9
4,9
6,9
4,4

4,6

2,9

5,4
6,6
6,7

[l elNelNelNelNeNe oo NeNeNe Ne e o NeNeNe He No oo Ne Ne e Neo Ne o Ne Ne Ne Ne oo Ne Ne e No o NoNe Ne Ne e e oo Ne Ne NeNeoNoNoNe Ne NeNoNoNoNeNe Ne No oo Ne Ne Ne

OO0 0000000000000 O0D0DO0DO0DO0DO0DO0DO0D0DO0DO0DO0DO0DO0D0DO0DO0DO0DO0DO0DO0DO0DO0DO0DO0DO0D0D0DO0DO0DO0DO0D0D0DO0DO0DO0DO0DO0DO0DO0DO0ODO0ODO0ODO0OO0OO0ODODOOOOO

30,25

18
16

10,5
14
16
44

21,5
14

15,75

42,25

19
25,2

30
37,8
30
58,8

22,5

22,5

12
44,2

33
33
16
32,5
38,5
46,9
77
39,6
22,5

22,5

18,55
55,5

33,15
32,34
24,18
31,8
37,24
63
74,52
43,8
22,88

26,22
31,6

15,37
87,3
38,88
42,24
50,25

OO0 0000000000000 O0D0DO0DO0DO0DO0DO0DO0D0DO0DO0DO0DO0DO0D0DO0DO0DO0DO0DO0D0DO0DO0DO0DO0DO0D0D0DO0DO0DO0DO0D0D0DO0DO0DO0DO0DO0DO0DO0DO0ODO0ODO0ODO0OO0OO0ODODOOOOO

Liite 8

87,11
0,00
39,99
33,51
0,00
17,81
27,43
33,51
152,82
52,20
27,43
0,00
32,73
0,00
0,00
0,00
143,79
4,19
43,36
66,24
4,19
86,04
121,68
86,04
236,08
99,26
55,88
4,19
55,88
0,00
0,00
21,77
153,86
4,19
99,26
99,26
33,51
97,01
125,08
168,17
353,78
130,48
55,88
4,19
55,88
0,00
0,00
41,83
216,49
4,19
99,94
96,30
62,26
93,89
118,99
261,82
336,83
151,78
57,30
4,19
70,30
93,01
0,00
31,55
427,09
126,94
143,74
186,51

OO0 0000000000000 0D0DO0DO0DO0DO0DO0DO0D0DO0DO0DO0DO0DO0D0DO0DO0DO0DO0DO0D0DO0DO0DO0DO0DO0D0D0DO0DO0DO0DO0D0D0DO0DO0DO0DO0D0DO0DO0DO0DO0ODO0ODO0OO0OO0ODO0ODOO0OOOO



31.3.2014
31.3.2014
31.3.2014
31.3.2014
31.3.2014
31.3.2014
31.3.2014
31.3.2014
31.3.2014

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Milla Vainio & Minna Vuorenmaa

29
29
29
29
29
29
29
29
29

B DADWWWWN

B WNEPRWNRE D

53
9,3

11,2
6,2

6

5,6
6,6

7,8
7,8
7,1

5,5
6

[eNelelNelNeNeNelNolNo)

[elelelNelelNelNolNolNe)

33,6
34,98
55,8
70,2
87,36
44,02
24
27,5
36

[elelelNelelNeNolNolNe)

Liite 8

101,98
108,32
218,25
307,97
427,53
152,92
61,56
75,51
113,10

[elelelNelNeNeNolNolNe)



Liite 9. 4T1-hiirten kasvainten mittaustulokset

13.3.2014
19.3.2014

19.3.2014
19.3.2014
19.3.2014
19.3.2014
19.3.2014
19.3.2014
19.3.2014
19.3.2014
19.3.2014
19.3.2014
19.3.2014
19.3.2014
19.3.2014
19.3.2014
19.3.2014
21.3.2014
21.3.2014
21.3.2014
21.3.2014
21.3.2014
21.3.2014
21.3.2014
21.3.2014
21.3.2014
21.3.2014
21.3.2014
21.3.2014
21.3.2014
21.3.2014
21.3.2014
21.3.2014
24.3.2014
24.3.2014
24.3.2014
24.3.2014
24.3.2014
24.3.2014
24.3.2014
24.3.2014
24.3.2014
24.3.2014
24.3.2014
24.3.2014
24.3.2014
24.3.2014
24.3.2014
24.3.2014
26.3.2014
26.3.2014
26.3.2014
26.3.2014
26.3.2014
26.3.2014
26.3.2014
26.3.2014
26.3.2014
26.3.2014

Day
no

0O 00 00 00 0O 00 00 00 00 00 00 00 00 0 0 0 O O O O O O O O O O O O O o O

R R R R R R R R R R R R R R R RBRRRRRRRRRR
WWWwWwwwwwwweReRrRrRrRRRRRRRRPRRRRRR R

cage number

W W INNNNERPRPRPRPRPRPRPDEDEDEDPDWWWWNNNNRERRRDEDDDWWWWNNNNERERRRELEDREDEDEDPAWWWWNNNNIEREPRPRELPR

animal

N P B WONERFPDWNERPDSWNRERERDWONERPRDWNERERERSWUNRDDWONERP DS WNRARWONERPRPDDWNERRERWNRERERRARWONERPRDDSWNRR®AWNPR

tumor 1
length

O O O O O O 0O O 0O 0O 00O 0000000000000 O0OO0OOOOOOOOLOOLO OO OoO oo

A W b~ w W
'bowoowmwo\lgoo

4,2
3,9
3,7
4,8
0
3,5

tumor 1
width

O O OO 0O 0O 0O 0O 0O 0O 000000 0000000000 OO0 O0ODO0OO0OOOOOOoOOoOOoOOoOoOooao

w
<J‘O

4,3

3,9

tumor 2
length

U1 O O O OO OO0 0O OO0 OO0 0000000000000 000000000000 O0ODO0ODO0OO0ODO0OO0ODO0ODO0O OO0 OOOOoOOoOOoOOoOoo

tumor 2
width

N O O OO O O OO0 OO0 00 0000000000000 0000000000000 O0OO0O0ODO0O0ODO0OO0OO0OO0OO0OOOOOoOOoOOoOOoOOoOOoO

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Milla Vainio & Minna Vuorenmaa

tumor 1
area

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
14,04
20,21
0,00
9,00
10,50
17,20
14,44
18,06
0,00
16,00
16,38
15,21
14,80
24,00
0,00
15,75

tumor 2
area

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
35,00

tumor 1
volume

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
27,55
47,57
0,00
14,14
17,81
37,35
28,73
40,19
0,00
33,51
34,71
31,06
29,81
61,56
0,00
32,73

tumor 2
volume

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
108,42

Liite 9



26.3.2014
26.3.2014
26.3.2014
26.3.2014
26.3.2014
26.3.2014
28.3.2014
28.3.2014
28.3.2014
28.3.2014
28.3.2014
28.3.2014
28.3.2014
28.3.2014
28.3.2014
28.3.2014
28.3.2014
28.3.2014
28.3.2014
28.3.2014
28.3.2014
28.3.2014
31.3.2014
31.3.2014
31.3.2014
31.3.2014
31.3.2014
31.3.2014
31.3.2014
31.3.2014
31.3.2014
31.3.2014
31.3.2014
31.3.2014
31.3.2014
31.3.2014
31.3.2014
31.3.2014
2.4.2014
2.4.2014
2.4.2014
2.4.2014
2.4.2014
2.4.2014
2.4.2014
2.4.2014
2.4.2014
2.4.2014
2.4.2014
2.4.2014
2.4.2014
2.4.2014
2.4.2014
2.4.2014
4.4.2014
4.4.2014
4.4.2014
4.4.2014
4.4.2014
4.4.2014
4.4.2014
4.4.2014
4.4.2014
4.4.2014
4.4.2014
4.4.2014

W W W INNNNRPRPRRRPRPRAEDEDEDWWWWNNNNEREERRPRPRPRDDEDREDREWWWWNNNNERPRPREREREREEDEDDEDWWWWNNNNIERERERRERRDDDDDD®SWW

w

W N PR, B WNRPDWNREREPAWONRPRPDWNERERWNRRER WONPRPRPDWNRRERWNEREWNRPRDDWNRERERDEWNERDDWNRPRDDRWNRERERRAWONERPRDDWNRE™~W

IN

4,5
5,5
0
43
4,8
4,2
3,7
4
0
4,5
5
5,4
4,2
5,5
0
4,5
5,2
6,1
4,5
5
4,4
52
5,5
5,9
0
5
5,5
5,5
5,7
7,2
0
52
8,6
7,5
5
5,4
6,4
5,6
5
6,6
4
458
58
6,5
6,6
6,4
0
6,4
8,8
7,7
5,4
6,6
7
6
6
7,1
5,6
6,5
6,2
7
6,8
7,2
0
8,1
10
9

3,6
5,2

4,2
3.2
4,4

3,6
45
4,7
45
5,6

4,2

53
45
4,2
5,2
3,6
53
5,4

4,5
5,8
4,8
5,9
6,7

4,9
4,9
6,5
5,5
4,8

5,6
5,2
6,3
4,2
5,2

5,5
6,5
5,8

5,6
6,8
5,3
5,8
6,6
4,6
5,6
6
5,8
6,6
6,4
6
6,9
6,8
0
4,6
6,6
7,5

O OO OO0 0O 0O 00O OO0 Oo0OOo0OOoOOoOOoOOo o

LIES
U'I\lo

O O 0O 0O 0O 0O 00000 Oo0OOo0OOoOOoOOoO oo o

u w
\lml—‘

O OO OO0 uvo oooowuwn

(<2 I~ e ) I O]
meU'l-bo

O O o0 o0 oo O o o o

U O U
kD\lmo

6,6

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Milla Vainio & Minna Vuorenmaa

16,20
28,60
0,00
18,06
15,36
18,48
14,80
16,00
0,00
16,20
22,50
25,38
18,90
30,80
0,00
18,90
20,80
32,33
20,25
21,00
22,88
18,72
29,15
31,86
0,00
22,50
31,90
26,40
33,63
48,24
0,00
25,48
42,14
48,75
27,50
25,92
38,40
31,36
26,00
41,58
16,80
24,96
34,80
35,75
42,90
37,12
0,00
38,40
49,28
52,36
28,62
38,28
46,20
27,60
33,60
42,60
32,48
42,90
39,68
42,00
46,92
48,96
0,00
37,26
66,00
67,50

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
23,97
27,50
34,20
24,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
30,50
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
29,70
42,25
23,00
40,95
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
34,80
0,00
0,00
40,80
0,00
0,00
0,00
38,08
53,60
39,53
46,20
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
40,92
31,00
0,00
67,23
0,00
0,00

34,14
80,08
0,00
40,19
31,52
41,60
29,81
33,51
0,00
34,14
55,88
66,95
43,02
89,50
0,00
43,02
49,67
96,25
47,71
50,39
57,30
42,41
82,41
94,16
0,00
55,88
94,34
71,02
102,11
175,43
0,00
67,34
143,23
178,22
75,51
69,10
124,59
91,95
69,42
140,39
36,05
65,29
107,49
111,92
147,12
118,42
0,00
124,59
181,14
198,38
80,17
124,01
164,42
75,92
101,98
145,58
96,92
147,12
130,87
142,52
168,28
179,37
0,00
119,09
280,75
290,37

0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
61,45
75,51
104,72
61,56
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
88,20
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
84,75
143,79
57,76
137,21
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
107,49
0,00
0,00
136,45
0,00
0,00
0,00
123,04
205,47
130,13
164,42
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
137,06
90,37
0,00
288,63
0,00
0,00

Liite 9



4.4.2014
4.4.2014
4.4.2014
4.4.2014
7.4.2014
7.4.2014
7.4.2014
7.4.2014
7.4.2014
7.4.2014
7.4.2014
7.4.2014
7.4.2014
7.4.2014
7.4.2014
7.4.2014
7.4.2014
7.4.2014
7.4.2014
7.4.2014

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Milla Vainio & Minna Vuorenmaa

22
22
22
22
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25
25

A A A P WWWWNNNNRRRPRRDDDD™D

A WNEFP B WNERPDRWNRERAWONERDWNPR

6,1
7,5
8,2

6,2
7,9

7,6
7,7

8,1

8,5
10

7,4
9,2

6,2
6,5
7,5
53
6,3
8,2

7,6
73

8,1
8,5

7,6

6,6
7,5

8,4

8,3

9,8

6,2
6,6

8,2

7,9
8,8

37,82
48,75
61,50
37,10
39,06
64,78
0,00
57,76
51,10
53,90
65,61
68,00
0,00
64,60
66,00
67,50
0,00
59,20
77,28
0,00

0,00
42,78
54,78
44,80
67,24

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00
76,50
44,10

0,00
63,08

0,00

0,00

0,00
63,20
86,24

0,00

121,78
178,22
252,53
118,32
127,82
273,00
0,00
229,85
191,26
207,20
278,26
293,60
0,00
271,86
280,75
290,37
0,00
238,50
355,71
0,00

0,00
146,51
212,29
157,01
288,70

0,00

0,00

0,00

0,00

0,00
350,34
153,34

0,00
262,32

0,00

0,00

0,00
263,07
419,34

0,00

Liite 9



Liite 10

Liite 10. Cell Counting Kit-8:n alkuperaisdata

ULTRA; Serial number: 12901000053; Firmware: V 2.20 03/02 ULTRA,;
XFLUORA4 Version: V 4.51

Date: 30.5.14
Time: 15:47
Measurement mode: Absorbance
Measurement
wavelength: 450 nm
Number of
flashes: 10
Plate definition
file: COS96fw.pdf
Shake duration (Linear Normal): 10 s
ctrl sSiRNA tlr9 siRNA
Rawdata Temperature: 23,2 °C

11

A 0,1436 0,1448 0,1361 0,1435 0,1444 0,1464 0,1512 0,1517 0,1553 0,1537 0,1534 0,1487

0,1463 0,1475 0,1559 0,1533 0,1529 0,1533 0,1550 0,1541 0,1581 0,1552 0,1550 0,1494
C 0,5014 0,5592 0,4905 0,4023 0,5548 0,5686 0,5606 0,5629 0,3283 0,5358 0,4994 0,4749
D 0,4303 0,5390 0,4982 0,4113 0,5639 0,5121 0,5087 0,5259 0,3222 0,1532 0,5148 0,5065
= 0,4420 0,5634 0,5425 0,3870 0,5678 0,5105 0,4832 0,5053 0,3012 0,2974 0,4894 0,4722
F 0,4847 0,5489 0,5282 0,3956 0,5634 0,5501 0,5714 0,5182 0,3686 0,4464 0,5450 0,4611
G 0,1453 0,1467 0,1509 0,1501 0,1478 0,1486 0,1542 0,1522 0,1440 0,1628 0,1497 0,1449
H 0,1438 0,1437 0,1468 0,1467 0,1627 0,1488 0,1505 0,1552 0,1500 0,1502 0,1456 0,1454
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