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Tiivistelméa

Tutkimuksen tausta ja tavoitteet: Rintasyopa on naisten yleisin syopétyyppi Suomessa ja
maailmalla. Haimasy6pa on rintasyopad huomattavasti harvinaisempi syopétyyppi, mutta sithen
liittyva kuolleisuus ldhentelee 100 %. Molempiin sydpétyyppeihin liittyva tutkimus on runsasta,
mutta erityisesti haimasyopaén liittyva ladkkeiden kehitys on hidasta. Perinteiset kaksiulotteiset
soluviljelyalustat tuottavat tuloksia, joita ei tdysin voi yleistdd elimiston normaaleihin reaktioihin.
Kolmiulotteinen soluviljely tarjoaa luotettavampia tuloksia lddketieteen tarpeisiin. Luun
morfogeneettiset proteiinit (BMP:t) on varsinkin viime aikoina liitetty monien syOpien, kuten rinta-
ja haimasyovén kehittymisen eri vaiheisiin. BMP-proteiinien tiedetdén olevan tarkeitd luuston
kehittymiselle, mutta niill4 on tehtdvid myos alkionkehityksen muissa vaiheissa ja aikuiskudoksen
homeostaasissa. Tdmén tutkimuksen tarkoituksena oli tutkia BMP4-proteiinin vaikutuksia rinta- ja
haimasydpésolujen kasvuun ja proteiiniekspressioon kolmiulotteisessa soluviljelymallissa.

Tutkimusmenetelmat: Rintasyopésoluja (BT-474, T-47D ja MDA-MB-231) ja
haimasydpésoluja (MIA PaCa-2 ja PANC-1) kasvatettiin 14 vuorokautta Matrigelissd ja késiteltiin
100 ng/ml ihmisen rekombinanttisella BMP4-proteiinilla tai kuljettimella. Soluja kuvattiin
kasvatuksen aikana solujen viemén pinta-alan médrittimiseksi ja aineenvaihdunnan aktiivisuutta
mitattiin Alamar Blue-kokeella. Solujen tuottamien proteiinien tutkimiseksi ja solunsiséisten
signalointireittien aktiivisuuden médrittdmisessi kiytettiin Western Blot-menetelmaa.

Tutkimustulokset: BMP4-kisittelyn vaikutukset olivat solulinjaspesifejd. RintasyOopasoluissa
BMP4 vihensi merkittavasti kaikkien tutkittujen solulinjojen kasvua ja lisdsi Smad-reitin
aktiivisuutta BT-474- ja MDA-231-soluissa. PANC-1-haimasy6pésolulinjassa BMP4-késittely
lisdsi Smad-reitin aktiivisuutta jopa kymmenkertaisesti, mutta MIA Paca-2-soluissa vain 1.3-
kertaisesti. p21-aktivaation havaittiin kasvavan 1.3-kertaiseksi PANC-1-soluilla.

Johtopaatokset: BMP4:n vaikutukset eri syOpétyyppien soluihin vaihtelevat
solulinjaspesifisesti. Rintasyopésoluissa kasvutekija vdahentda solujen kasvua selvésti, mutta
haimasyOpésoluissa kasvun vihentyminen riippuu solulinjasta. Rinta- ja haimasydpéasoluissa BMP4
aktivoi Smad-reitin solulinjariippuvaisesti sekd vaikuttaa solusykli-inhibiittori p21:n
aktivoitumiseen haimasydpidsoluissa solulinjariippuvaisesti. Yhteenvetona, BMP4 vaikuttaa
molempien sySpétyyppien toimintaan, mutta vaikutukset riippuvat tutkitusta solulinjasta.
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Abstract

Background and aims: Breast cancer is the most common cancer in Finland and in many other
western countries. Pancreatic cancer is more uncommon, but the mortality rate related to this cancer
type is close to 100 %. The research related to both cancer types is intense, but especially for
pancreatic cancer drug development is slow. Traditional twodimensional cell culturing provides
results that cannot be directly extrapolated to normal reactions in the body. Three dimensional cell
culture provides more reliable results for medicinal use. Bone morphogenetic proteins (BMPs) have
been implicated in the various steps of cancer development in for example breast and pancreatic
cancer. BMP proteins are known to have a vital role in bone development, but they also play a part
in other embryonic developmental stages and in adult tissue homeostasis. The aim of this study was
to examine the effects of BMP4 on the growth and protein expression of breast and pancreatic
cancer cells.

Methods: Three breast cancer cell lines (BT-474, T-47D and MDA-MB-231) and two
pancreatic cancer cell lines (MIA PaCa-2 and PANC-1) were cultured in Matrigel for 14 days and
treated with 100 ng/ml human recombinant BMP4 protein or vehicle. While culturing, cells were
imaged for area analysis and the rate of metabolic activity was measured with Alamar Blue assay.
Western Blot was used to study protein expression and the activity of intracellular BMP signaling
pathways.

Results: The effect of BMP4 treatment was cell line specific. In breast cancer cells BMP4
reduced the growth significantly in all studied cell lines and increased the activity of Smad
pathway in BT-474 and MDA-MB-231 cell lines. In PANC-1 BMP4 increased the activity of
Smad pathway up to 10-fold but in MIA PaCa-2 the increase was only 1.3-fold. p21 activation was
increased 1.3-fold in PANC-1 cell line with BMP4 treatment when compared to vehicle.

Conclusions: The effects of BMP4 to different cancer type cells vary cell line specifically.

In breast cancer cells the growth factor significantly reduces growth but in pancreatic cancer cells
the decrease depends on the cell line. Both in breast and pancreatic cancer cells, BMP4 activates
the Smad pathway also cell line specifically and in pancreatic cancer cells p21 induction depends
on the cell line studied.In conclusion, BMP4 affects the functions in the cells in both cancer types
but the ways of action are dependent on cellular background.
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Kaytetyt lyhenteet

BSA
BMP4
FBS

DAPI

ECM
TGF-B

PBS

Naudan seerumin albumiini (Bovine serum albumin)

Luun morfogeneettinen proteiini 4 (Bone morphogenetic protein 4)

Naudan sikion seerumi (Fetal bovine serum)

4'-6-diamidino-2-fenyyli-indoli, siniselld aallonpituudella fluoresoiva DNA:han
sitoutuva molekyyli

Soluvéliaine (Extra cellular matrix)

Transformoiva kasvutekija B (Transforming growth factor f5)

Fosfaattipuskuroitu suolalivos (Phosphate buffered saline)



1. Johdanto

Erilaiset syOpéatyypit koskettavat ihmisid ympari maailman, idsté ja kansallisuudesta riippumatta.
Tutkimus syOpésairauksiin liittyen on runsasta, silld niiden synnyn mekanismien selvittdmiseksi on
vield paljon ty6td. RintasyOpé on naisten yleisin syopatyyppi Suomessa, silld noin joka kolmas
naisten syovistd on rintasyopaa (http://www-dep.iarc.fr/nordcan.htm, viitattu 21.4.2014).
Rintasyovén hoito on kuitenkin suhteellisen kehittynyttd, mutta rintasyovén ennustetaan yleistyvan
viestossd jatkossa (Joensuu ym. 2007). Haimasydpé sen sijaan on rintasyopdd huomattavasti
harvinaisempi syopétyyppi, silld riski sairastua sithen on 3-4 % luokkaa (http://www-
dep.iarc.fr/nordcan.htm, viitattu 21.4.2014). Haimasydvén hoidon tehokkuus on kuitenkin heikkoa
ja syOpaan liittyva kuolleisuus ldhentelee 100 % viiden vuoden kuluttua diagnoosista (Joensuu ym.
2007). Nama kaksi syOpatyyppid ovat luonteeltaan siis hyvin erilaisia, mika tekee niistad

viestontasolla kiinnostavia tutkimuskohteita.

Syopédsoluja on tutkittu runsaasti kdyttden kaksiulotteista kasvatusalustaa. Elimistossé ja kudoksissa
solut kasvavat kuitenkin kolmiulotteisessa ympéristdssé joten tutkimuksista saadut tulokset
saattavat olla harhaanjohtavia (Smalley ym. 2006, Yamada & Cukierman 2007).
Tutkimusmenetelmien kehittymisen myota perinteisten soluviljelyalustojen rinnalle on kehitetty
kolmiulotteisia kasvatusmalleja ja materiaaleja, jotka matkivat luonnollisten kudosten
ominaisuuksia paremmin. Tiedetddn ettd monien signalointireittien aktiivisuus riippuu solujen
(Smalley ym. 2006, Hongisto ym. 2013). Yksi esimerkki tdllaisesta on luun morfogeneettisen
proteiini 4:n (BMP4, Bone morphogenetic protein 4) kasvualustasta riippuvat vaikutukset

rintasyopésolujen kasvuun (Ampuja ym. 2013).

1.1. Rintasy0pa

Rintasydpé on naisten yleisin syopd Suomessa ja Pohjois-Amerikassa toiseksi eniten naisten
kuolemia aiheuttava syopétyyppi (Pouliot & Labrie 2002, Joensuu ym. 2007, Siegel ym. 2013).
Suomessa rintasy0vén osuus kaikista naisten syovistd on 31,2 % ja sairastumisriski 75 ikdvuoteen
mennessd on 9,7 %. Suhteellinen elossaolo-osuus vuoden padstd diagnoosista on 96 % ja viiden
vuoden pédstd 86 % (Joensuu ym. 2007). Rintasydpéé esiintyy eniten yli 60-vuotiaiden ikdryhméssa
(noin 50 % tapauksista). Noin neljdnnes potilaista on 25-49-vuotiaita ja toinen neljannes 50—59-

vuotiaita (http://www.cancer.fi, viitattu 21.4.2014). RintasyOpériskiin vaikuttavat synnytysten
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lukumaiird, kuukautisten alkamis- ja loppumisiki, erilaiset hormonihoidot ja mahdollisesti my0s
ehkdisytablettien kdyttd (McPherson ym. 2000, Joensuu ym. 2007). Runsas altistuminen
ionisoivalle siteilylle, esimerkiksi séteilyonnettomuuden yhteydessé, tai varhain lapsuudessa tai
nuoruudessa annettu sddehoito rinnan alueelle lisddvit myos sairastumisriskid. Mainitut tekijét
lisddvét riskid sairastua rintasyopadn, mutta silti yli puolella rintasydpépotilaista ei ole yhtdan
ylldmainittua riskitekijaa (http://www.cancer.fi, viitattu 21.4.2014). Pdihteistd alkoholin kaytto ja
tupakointi lisddvét riskid sairastua tdhdnkin syopdin (McPherson ym. 2000, Joensuu ym. 2007).
Rinnan kasvanut tiheys altistaa rintasyoville, silld n.30 %:ssa rintakarsinoomista havaitaan tima
muutos. Kasvanut tiheys johtaa 4-6 kertaiseen riskiin sairastua rintasyopaan (Wozniak & Keely

2005).

Suomessa n.5 % diagnosoiduista rintasydvistd on perinnéllisid ja noin joka kolmanteen ndista liittyy
mutaatio BRCAI-tai BRCA2-geenisséd (Joensuu ym. 2007). Rintojen poisto periytyvin rintasydvéin
tapauksessa pienentéd riskid sairastua yli 90 % ja munasarjojen poisto rintasydpéén sairastumista
yleensd n.50 %. Rintasyovén diagnoosiin liittyy usein syopakudoksen estrogeeni (ER)- ja
progesteronireseptorimééritys (PgR). Rintasyovistd noin 70 % on ER-positiivisia ja useimmissa
ndissd ilmentyy myds progesteronireseptori. Liséksi rintasydvistd voidaan médrittdd HER-2-geenin
monistuminen. Tétd geenid voimakkaasti ilmentadvét rintasydvét uusiutuvat keskimaéraisté

nopeammin (Joensuu ym. 2007).

Rintasydpé on vahvasti hormonaalinen syop4, silld rintasydpdsolujen jakaantumista siételevit
steroidihormonit ja kasvutekijit. Erityisesti estrogeenit lisddvit estrogeenireseptoreja ilmentdvien
rintasyOpétyyppien kasvua ja estrogeenien vaikutusten estiminen onkin tilld hetkelld rintasyovan
tarkeimpid lddkinnéllisid hoitokeinoja (Pouliot & Labrie 2002). Rinnassa on 15-20 rauhasliuskaa
(lobulusta), joita erottaa sidekudoksinen véliseind. Lobuluksia yhdistévit toisiinsa pienet tichyet eli
duktukset. Tavallisin rintasyovén muoto (n.70 % tapauksista) alkaa tichyeiden soluista, jolloin siti
kutsutaan duktaaliseksi karsinoomaksi (Wozniak & Keely 2005, Joensuu ym. 2007).
Rauhasliuskoista perdisin olevaa syopamuotoa kutsutaan lobulaariseksi karsinoomaksi ja silld on
muihin rintasydpétyyppeihin verrattuna hieman suurempi taipumus esiintyd molemmissa rinnoissa

(Joensuu ym. 2007).

Diagnoosihetkelld rintasyopidpotilailla n.10 %:lla todetaan etépesikkeitd muissa elimissa.
Rintasyoville tyypillisid etdpesikekudoksia ovat luusto, imusolmukkeet, iho, keuhkot, maksa ja

aivot (Joensuu ym. 2007).



1.2. Haimasyopa

Haimasy6pa on vakava syOpdsairaus, joka on yleistyméssd Suomessa tuntemattomasta syysté
(http://www.cancer.fi, viitattu 21.4.2014). Suomessa ja Yhdysvalloissa haimasydvén osuus kaikista
syovistd molemmilla sukupuolilla on noin 3 % (Siegel ym. 2013, http://www-
dep.iarc.fr/nordcan.htm, viitattu 21.4.2014). Haimasydvan riski on matala alle 50-vuotiailla, mutta
kasvaa nopeasti timén idn jialkeen. Yhdysvalloissa ja Englannissa haimasy6vén diagnoosin
mediaani-ikd on 71-72 vuotta, mika tarkoittaa sitd ettd noin puolet potilaista on titd ik44 vanhempia
diagnoosihetkelld (Wormann & Algul 2013). Sairastumisriski 75 ikdvuoteen mennessd on noin
yhden prosentin luokkaa kummallakin sukupuolella. Taudin ennuste on huono, silli syopa
havaitaan usein vasta myohdisessd vaiheessa. Elossaolo-osuus vuoden pééstd diagnoosista on 23-28
% ja viiden vuoden péésti 1,8 -6 % (Joensuu ym. 2007, Hermann ym. 2007). Haimasy&pé on noin
30 % yleisempi miehilld kuin naisilla. Ero saattaa johtua ldhinna elintapojen erilaisuudesta, kuten
alkoholin kéytosta tai tupakoinnista, silld ainakaan toistaiseksi ei ole havaittu taudin esiintymisen

riippuvan hormonaalisista tekijoistd (Wormann & Algul 2013).

Sairastuvuus haimasyOpéén lisddntyy idn myo6ta. Lisdksi riskid lisdédvat myos diabetes,
runsasrasvainen ja kolesterolinen ruokavalio sekd altistuminen karsinogeeneille. Yhdysvalloissa
valkoihoisilla on havaittu pienempi riski sairastua haimasydpéédn kuin muilla roduilla ja Havaijilla
alkuperdisasukkailla ilmaantuvuus on kaksinkertainen valkoihoisiin ja japanilaisiin verrattuna
(Joensuu ym. 2007, Wormann & Algul 2013). HaimasyOvén esiintymisriski on korkeampi
afrikanamerikkaisilla kuin valkoihoisilla, mika saattaa kuitenkin selittyd eri kansojen erilaisilla
elintottumuksilla, kuten tupakoinnilla ja ylipainolla. Tupakointi on haimasydvin suurimpia
riskitekijoité ja sen on arvioitu olevan vastuussa n.20-30%:ssa kaikista haimasydpatapauksista.
Ylipainoisilla ihmisilla riski sairastua haimasydpéén on noin 20 % korkeampi kuin
normaalipainoisilla. Monissa tutkimuksissa on liséksi kdynyt ilmi, ettd kroonista hepatiitti B:t4 tai

C:té tai Helicobacter pylori-infektiota sairastavilla on kasvanut riski sairastua (Wormann & Algul

2013).

Haimasydvit voidaan jakaa pédasiallisesti kahteen eri ryhméén: duktaaliseen adenokarsinoomaan
(80-97 % tapauksista) ja harvinaisempaan saarekesolusyopiin (Joensuu ym. 2007).
Diagnoosihetkelld syopd on usein jo levinnyt muualle elimistoon ja 75 %:ssa tapauksista
etdpesdkkeitd 10ytyy imusolmukkeista. Tavallisia haimasyovin etdpesdkkeiden 16ytymispaikkoja

ovat maksa, keuhkot, vatsakalvo ja lisimunuaiset. Leikkaushoito on ainoa tapa yrittdd parantaa
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haimasyopédpotilaat. Leikkaus voi olla joko tdysin parantamiseen pyrkiva tai oireita

lievittdva.(Joensuu ym. 2007)

Vaikka suurin osa haimasyovisti esiintyykin sattumanvaraisesti, noin 10 % tautitapauksia on voitu
havaita olevan perinnéllinen, geneettinen pohja. Periytyvéssi rintasyovissd tunnetun BRCA2-geenin
mutaatio lisdd myds haimasydvén todenndkdisyyttd jopa 3—10-kertaisesti ja ndmai tapaukset

vastaavat noin 5—17 % tunnetuista periytyvistd haimasydvistd (Wormann & Algul 2013).

1.3. Miten syopa syntyy

Sy0Opa saa alkunsa kun solut alkavat lisddntyd kontrolloimattomasti. Prosessi on monivaiheinen,
mutta useimmille sydpétyypeille yhteisié piirteitd ovat erilaisten mutaatioiden synty DNA:ssa,
perimén korjausmenetelmien pettdminen ja esimerkiksi tiettyjen kasvunrajoitegeenien
epigeneettinen sddtely. On arvioitu, ettd syopdkasvaimen synty edellyttdd noin 3-7 tiettyihin solujen
keskeisiin toimintoihin kohdistuvaa mutaatiota perimissé (Joensuu ym. 2007). Varsinaisissa
syopikasvaimissa havaitaan kuitenkin usein vaihtelevia miirid mutaatioita. Esimerkiksi
keuhkosyovissé erilaisia mutaatioita voi olla reilusti yli 100, kun taas rintasyovistd l0ydetédén
keskimddrin 30 mutaatiota (Vogelstein ym. 2013). Mutatoituneet solut valttidvét elimiston
kasvunsditelymekanismit tavalla tai toisella ja alkavat lisdéntyé rajoittamattomasti.
Jakautumiskertojen myd6ta perimddn syntyy yhi uusia mutaatioita. Mutaatioita tuottavat muun
muassa erilaiset karsinogeenit, séteily, tietyt virukset ja solun oman aineenvaihdunnan kautta
syntyneet metaboliatuotteet. Syovin synnylle keskeiset DNA-vauriot eivét kuitenkaan synny
sattumanvaraisesti minne tahansa genomiin, vaan erityisesti sellaisiin geeneihin, joiden viallinen
toiminta johtaa solujen rajattomaan kasvuun. Niitd kutsutaan sydpédgeeneiksi ja pohjimmiltaan ne

ovat solun normaalia kasvua sditelevid geenejd (Joensuu ym. 2007).

Syopésoluille ominainen piirre on niiden kyky migroitua ja invasoida erilaisia kudoksia. Syovén
kehittymisen aikana pahanlaatuiset solut menettdvit kontaktiriippuvuutensa, mikd mahdollistaa
niiden litkkumisen elimistdssd kudoksesta toiseen verenkierron tai imusuoniston avulla. Tdma
tuottaa etépesikkeitd. Primaarikasvaimessa ja uudessa kohdekudoksessa soluilla on tarve taata
hapen ja ravinteiden saanti verisuonituksen avulla. Aikuisilla yksil6illd verisuonten
uudismuodostusta eli angiogeneesid esiintyy ldhinnd haavan paranemisen yhteydessi ja joissain
sairauksissa, kuten sydvissid. Angiogeneesi saattaa alkaa missé tahansa syovén kehittymisen
vaiheessa, mutta se riippuu vahvasti kasvaimen tyypisti ja solujen mikroympéristostd. (Deer ym.

2010, Singh & Morris 2010)
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Moniin sydpiin liittyy myos epiteelisolujen kyky karistaa erilaistuneen solun ominaisuutensa, kuten
solu-solu-liitokset, polariteetin ja litkkumattomuuden. Kun solut saavuttavat mesenkymaalitilan
parantuneen liikkumis- ja invaasiokyvyn, prosessia kutsutaan epiteeli-mesenkymaalitransitioksi
(EMT). EMT:n merkkind pidetdén vihentynyttd E-kadheriinin ja lisddntynyttd vimentiinin
ilmentdmisté seké juurikin parantunutta litkkuvuutta ja invaasiokykyé (Polyak & Weinberg 2009).
E-kadheriini on solu-soluliitosten tdrked komponentti, jota tarvitaan alkion epiteelikudoksen
muodostumisessa ja aikuisella epiteelin homeostaasissa. E-kadheriinin ilmentymisen loppuminen
tai vdhentyminen voi johtua somaattisista mutaatioista, kromosomaalisista deleetioista, geenin
hiljentymisesté tai proteiinin hajottamisesta (Kang & Massague 2004, Polyak & Weinberg 2009).
42—-60 %:ssa ihmisen haiman duktaaliadenokarsinooma-ndytteistd havaitaan joko vihentynyt tai
kokonaan loppunut E-kadheriinin ilmentyminen ja tilld on merkittiva korrelaatio etdpesdkkeiden
muodostumiseen (Arumugam ym. 2009, von Burstin ym. 2009). Vimentiini kuuluu vélikokoisten
sdikeiden perheeseen ja sitd ekspressoidaan runsaasti normaaleissa mesenkymaalisissa soluissa,
jossa se suojaa soluja stressiltd ja antaa tukea. Vimentiinid yliekspressoidaan lisdksi monissa
syovissd, kuten eturauhasen syovéssi, rintasyovissé, kohdunkaulansydvissé ja melanoomassa.
Erityisesti haimasydvistd on 16ydetty huomattavasti suuremmat vimentiinin ekspressiotasot kuin
muista syovistd. Vimentiinin yliekspressio korreloi hyvin kasvaimen kiihtyneeseen kasvuvauhtiin,

invaasioon ja huonoon ennusteeseen (Satelli & Li 2011).

1.4. Kolmiulotteinen soluviljely

Solut kasvavat elimistossa soluvéliaineen (ECM, extra cellular matrix) ympéardiména. Soluviliaine
erottaa kudokset toisistaan, tukee epiteelin ja endoteelin kasvua ja huolehtii ympériston oikeista
viesteistd. Eritetyt glykoproteiinit, glykosaminoglykaanit ja erilaiset proteiinit muodostavat
verkoston, joka erilaisissa tiheyksissdin siséltdd runsaasti biofysikaalista informaatiota (Hughes ym.
2010, Gasiorowski ym. 2013). Solut ovat soluvéliaineen kanssa yhteydessé padasiallisesti
integriinien ja syndekaanien kautta, silli ndma toimivat reseptoreina soluvéliaineen ligandeille ja
kasvutekijoille. Integriinit indusoivat fokaaliadheesioiden, fibrillaaristen adheesioiden ja mm.
invadopodien syntyé (Takino ym. 2013, Jacquemet ym. 2013). Epiteeli- ja endoteelisolujen
padasiallinen solu-ECM-kontakti syntyy solujen basaalipuolen ja topografisesti runsaan tyvikalvon
kanssa. Tyvikalvo on ohut, erikoistunut kerros soluviliainetta ja sen paksuus vaihtelee 50-150nm
vililld kudoksesta riippuen (Gasiorowski ym. 2013). Tyvikalvo koostuu laminiinista, kollageeni
I'V:sté, perlekaanista ja muista ei-kuituisista matriksin komponenteista. Mesenkymaalinen

soluviliaine taas muistuttaa enemmain kuituista verkkoa, jossa esiintyy runsaasti kollageeni III:sta ja
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fibronektiinid (Serebriiskii ym. 2008). Soluviliaineen komponentit eivét vaikuta vain kemiallisen
koostumuksensa vuoksi solujen kéyttdytymiseen vaan my0s biofysikaalisten rakenteidensa avulla

(Gasiorowski ym. 2013).

Yleisesti kéytetty kaksiulotteinen, soluviljelymuovilla tapahtuva solujen kasvatus ei vastaa solujen
normaaleja olosuhteita elimistdssd. Téten myOskéddn niistd tutkimuksista saatuja tuloksia ei tdysin
voi yleistdd elimiston tapahtumiin. Kolmiulotteisten kasvatusmateriaalien tarkoituksena on matkia
kudoksien olosuhteita niin koostumukseltaan kuin kolmiulotteisuudellaankin. Tutkimuksissa on
todettu, ettd esimerkiksi epiteelikasvainsolut kasvavat kaksiulotteisella, mutta kemialliselta
koostumukseltaan soluvéliainetta muistuttavalla alustalla samankaltaisesti kuin soluviljelymuovilla
(Serebriiskii ym. 2008). Tietyt ominaisuudet saavuttaakseen solujen tiytyy siis olla soluviliaineen
ympéardimid. Viime aikoina on kdynyt ilmi, ettd soluvéliaineen jaykkyys ja topologia vaikuttavat
solujen integriini-signalointiin ja fenotyyppiin (Kenny ym. 2007, Takino ym. 2013). Solut tuntevat
ympéristonsé elastisuuden solujen pinnan integriinien ja toisaalta solujen sisdisten solutukirangan
komponenttien avulla. Matriksin jdykkyys ja sen vaikutukset solujen supistumiskykyyn tai
entsymaattisiin hajotusprosesseihin vaikuttavat solujen pinnan integriinireseptorien ilmentymiseen
ja solun sisélld syntyviin tukirakennelmiin. Matriksin jaykkyys vaikuttaa my6s solunsisdiseen
signalointiin Rho-kinaasin ja Racin kautta. Elimistdssd solujen luonnollisen kasvualustan
jaykkyydessa on suuria eroja mm. pehmeén rasvakudoksen ja esimerkiksi luukudoksen vililla
(Yamada & Cukierman 2007). Kasvatusmatriksin jaykkyyttd sddtelemilld voidaan ohjata
esimerkiksi kantasolujen erilaistumista tai rintasolujen luumenien muodostusta (Gasiorowski ym.

2013).

1.4.1. Kaytettyja materiaaleja

Kolmiulotteisen kasvatusmateriaalin tdytyy tdyttdi tietyt kriteerit sopiakseen solujen kasvatukseen
ja tutkimukseen. Materiaalin on oltava bioyhteensopiva eli se ei saa olla soluille myrkyllinen tai
muuten haitallinen. Lisdksi on tiarkedd etti solut voivat kiinnittyd materiaaliin toimiakseen
luonnollisesti (Lee ym. 2008, Haycock 2011). Kolmiulotteisia soluviljelymateriaaleja on kehitelty
sekd synteettisid ettd biologista alkuperdd olevia. Synteettisid soluviljelyalustoja ovat esimerkiksi
polyetyleeniglykoli (PEG), polyhydroksyetyylimetakrylaatti, polyakryyliamidi,
polylaktidiglykolihappo (PLGA) ja polyglykolihappo (PGA). Synteettisid materiaaleja kdytetdan
usein hydrogeeleind, silld ne tukevat solujen kasvua hyvin. Luonnollisiin, eldvista soluista
eristettyihin materiaaleihin kuuluvat mm. Matrigel, kollageeni, fibronektiini, gelatiini ja

hyalyronaatti (Lee ym. 2008, Gasiorowski ym. 2013). Liséksi erityisesti syopatutkimuksen avuksi
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on viimeaikoina tullut kudoksen stroomassa runsaasti luonnollisesti esiintyvien fibroblastien
tuottamaa soluvéliainetta (Serebriiskii ym. 2008). Materiaaleja voidaan kayttda joko yksistéén tai
yhdistelemilld useampaa materiaalia keskendén. Lisdksi varsinkin viime aikoina on yleistynyt
useiden solutyyppien viljely samassa soluviljelméssa. Téstd esimerkkind toimii ihmisen ihosta tehty
3D-malli, jossa keratinosyyttejé ja fibroblasteja kasvatetaan sydpasolujen kanssa melanooman

synnyn tutkimiseksi (Yamada & Cukierman 2007).

Synteettisten hydrogeelien kdyttoon liittyy monia hyvid puolia. Materiaalien kemiallista
koostumusta on helppo muokata ja mika tdrkedd, niiden koostumus voidaan selvittda tarkasti
(Gasiorowski ym. 2013). Kokeista saatuja tuloksia voidaan myos helpommin verrata toisiinsa, kun
kasvatusmateriaalin tiedetdén pysyneen tdsmalleen samana. Lisdksi synteettiset [dhtomateriaalit
helpottavat kokeiden tuloksien tulkitsemista, esimerkiksi rustosolujen tuottaman soluviliaineen
koostumuksen méadrittimisessd, kun tiedetéén, ettei vastaavia aineita esiinny kasvatusmatriksissa
(Lee ym. 2008). Toisaalta, synteettiset kasvatusalustat ovat aina synteettisii, joten ne eivét voi

tdysin mimikoida oikeita elimiston olosuhteita.

Luonnollista alkuperié olevat kasvatusmateriaalit poikkeavat synteettisistd materiaaleista siini etti
niitd esiintyy normaalistikin solujen kasvuympéristdssd. Esimerkiksi runsaasti kdytetty kollageeni
on elimiston yksi yleisimmisté proteiineista ja tidten osa monien solujen luonnollista soluvéliainetta
(Liu ym. 2013). Luonnolliset materiaalit ovat pddsddntoisesti myos bioyhteensopivia, silld soluille
on kehittynyt ominaisuuksia, joilla ne voivat késitelld ympéristonsd molekyylejid. Monia eri
soluviliaineen komponentteja siséltdvit Matrigel ja esimerkiksi fibroblastien tuottama soluviliaine
sisdltavit tarkeiden proteiinien lisdksi myos monia kasvutekijoitd ja hormoneja solujen toiminnan
tukemiseksi (Hughes ym. 2010). Luonnollisten materiaalien kayttoon solujen kasvatuksessa liittyy
kuitenkin my0s monia huonoja puolia. Erityisesti soluviliainemateriaaleissa esiintyy eroja eri erien
vililld, mika tekee tulosten yhdistamisestd vaikeampaa, silld erot esimerkiksi kasvutekijoiden
pitoisuuksissa saattavat vaikuttaa tiettyjen solutyyppien toimintoihin. Lisdksi ndiden materiaalien
fysikaalisten ominaisuuksien muokkaaminen on vaikeaa, miké rajoittaa niiden kayttoa
tutkimuksessa. Luonnollisten materiaalien kdyttoon liittyy my0s vahvasti esimerkiksi

mikrobikontaminaatioiden riski (Yamada & Cukierman 2007, Lee ym. 2008).

1.4.2. Matrigel

Matrigel on geeliméinen proteiiniseos, joka on perdisin hiiren Englebreth-Holm-Swarm-

kasvainsoluista (Hughes ym. 2010). Matrigelid kdytetdin runsaasti kantasolujen kasvatuksessa, silla
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se yllapitdd solujen erilaistumatonta fenotyyppid. Matrigel koostuu pddasiassa laminiinista,
kollageeni IV:sta ja enaktiinista, jotka ovat luonnollisen tyvikalvon komponentteja. Matrigel
sisdltdd myds laajan joukon erilaisia kasvutekijoité, kuten fibroblastien kasvutekijéd, epidermaalista
kasvutekijda, insuliinin tapaista kasvutekija-1:sté, transformoivaa kasvutekiji-fB:taa ja
hermokasvutekijai. Hughes ym.tutkimuksessa Matrigelistd 16ydettiin 1851 erilaista proteiinia ja

14060 erilaista peptidid.(Hughes ym. 2010)

Koska Matrigel on eldvien solujen tuottamaa, sen koostumus vaihtelee eristd toiseen. Tdma saattaa
aiheuttaa vaihtelua kokeen olosuhteisiin ja tdten my0s tuloksiin (Hughes ym. 2010). Liséksi
Matrigelin tiheyden, jaykkyyden ja topografisten ominaisuuksien muuntelu on vaikeaa (Wozniak &
Keely 2005, Gasiorowski ym. 2013). Matrigel koostuu tyvikalvon komponenteista, mutta
muistuttaa kuitenkin enemmén soluvéliainetta kuin littedd ja ohutta tyvikalvokerrosta, miké saattaa

vaikuttaa solujen kdyttdytymiseen (Yamada & Cukierman 2007).

Matrigelissd kasvatetut rinnan epiteelisolut kasvavat usein asinusmaisiksi, silld Matrigelin
komponentteja, tyypin I ja IV kollageenia ja laminiinia esiintyy luonnollisesti runsaasti rinnan

tichyiden ja asinusten soluvéliaineessa (Debnath ym. 2003, Wozniak & Keely 2005).

1.4.3. Eroja 2D-malliin

Perinteiset 2D-kasvatusalustat rajoittavat solujen vilisid yhteyksid, liukoisten aineiden vaihtoa,
jatteiden poistoa ja solujen aineenvaihduntaa yleensd (Yamada & Cukierman 2007, Fang ym.
2013). Erityisesti rauhassolujen, kuten rinnan ja haiman solujen, oikeanlainen toiminta vaatii
kolmiulotteista jarjestaytymistd (Debnath ym. 2003, Yamada & Cukierman 2007). Néihin kuuluvat
muun muassa sisiltd onttojen asinusrakenteiden muodostuminen, asinussolujen apikobasaalinen
polarisaatio ja tyvikalvon komponenttien (laminiini ja kollageeni IV) kerddntyminen basaalisesti
(Debnath ym. 2003). Sen sijaan esimerkiksi epiteelisolujen normaali toiminta saattaa muistuttaa
luonnollista tilaa myds oikein pééllystetyilld ja muodostetuilla kaksiulotteisilla kasvatusalustoilla,

silld niiden normaali kasvualusta tyvikalvo on periaatteessa litted (Yamada & Cukierman 2007).

Soluissa eroavat monet ominaisuudet sen mukaan onko niitd kasvatettu kaksi- vai kolmiulotteisessa
ympdristossd. Tiedetddn muun muassa, ettd solujen proteiiniekspressioprofiilit eroavat sen mukaan
onko solujen kasvatusalustana kaytetty yksikerroksista 2D-kasvatusta vai 3D-kasvatusalustaa.
Eroavaisuuksia geeniekspressiossa on havaittu geeneissé, jotka liittyvat mm. signaalinvilitykseen,
solujen litkkkumiskykyyn, solujen viliseen signalointiin ja morfologiaan (Smalley ym. 2006,

Hongisto ym. 2013). Tiedetdin, ettd f1-integriinin ja EGFR:n ekspressiotasot ja aktiivisuus ovat
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alhaisia signalointi-inhibiittoreilla késitellyissd rintasydpdsoluissa, mutta vain kun kasvatukset
tapahtuvat 3D-kasvatusalustalla. Koska monia signaalinvilitykseen liittyvid proteiineja sdddelldan
ennemmin fosforylaatiotasolla kuin ekspressiotasolla, on eri kasvatusalustojen vélilld varmasti
suurempiakin eroja kuin mitd geeniekspressiota tutkimalla saadaan selville (Kenny ym. 2007). On
my0s raportoitu merkittdvistd eroista solujen apoptoosi-sensitiivisyydelle kemoterapeuttisten
yhdisteiden vasteissa sekéd normaaleilla ettd syopédsoluilla 2D- ja 3D-kasvatusten vililld (Kenny ym.
2007, Serebriiskii ym. 2008, Hongisto ym. 2013). 2D-malleissa on huomattu myds mm. syovén
kantasolujen epédnormaalia jakaumaa ja epdnormaaleja solujen vélisid vuorovaikutuksia (Liu ym.
2013). Lisiksi solun tukirangan siditely kasvatusympériston mukaan vaikuttaa vahvasti
solunsisdisiin signalointireitteihin ja tdima aikaansaa eroja eri kasvatusmallien vélilla (Smalley ym.

2006, Kenny ym. 2007).

3D-mallien etuihin 2D-viljelyyn ja eldinmalleihin verrattuna kuuluvat solujen morfologian ja
signalointitapahtumien parempi relevanssi fysiologisiin olosuhteisiin verrattuna, oikein
muodostuvat solu-solu-interaktiot, koeolosuhteiden nopean muuttamisen mahdollisuus, hypoteesien
testaaminen ja kasvatusten parempi kuvantamismahdollisuus (Yamada & Cukierman 2007, Liu ym.
2013). 3D-kasvatusalusta tukee myos solujen oikeanlaisen polariteetin muodostumista. Erityisesti
epiteelisolut ovat usein polarisoituneita apikaali- ja basaalipintoineen, mika on tirkedd kudosten

jérjestaytymiselle ja suuntautuneelle yhdisteiden tuotolle (Yamada & Cukierman 2007).

Nykyisellddn kolmiulotteisen kasvatuksen huonoihin ominaisuuksiin kuuluvat hapen ja ravinteiden
kuljetuksen ongelmat, pienten molekyylien normaalin kuljetuksen vdhiisyys, erilaisten
alustamateriaalien erot ja niiden vaikutus tulosten yleistettdvyyteen sekd koe-asetelmien
mahdollisuus mimikoida vain staattista tai lyhytaikaista tilannetta soluissa (Yamada & Cukierman
2007, Kenny ym. 2007). 3D-malleissa on liséksi havaittu kemoresistenssié, jonka syyksi on
spekuloitu mm. laddkeresistenssistd vastaavien geenien ekspression lisddntymisti, lddkkeiden huonoa
diffuusiota ja 3D-alustan indusoimaa solujen selvidmistd edistdvad signalointia (Hongisto ym.

2013). Tama tosin saattaa olla vain solujen normaalia toimintaa kolmiulotteisessa kasvatuksessa.

Kolmiulotteinen soluviljelymalli tarjoaa hyvén tydvilineen eldinkokeiden ja kaksiulotteisen
soluviljelyn vélille. Tiedetiin ettd eldinkokeista saatuja tuloksia ei voida yksiselitteisesti yleistaa
thmisten syopien, lidkevasteiden, autoimmuunisairauksien ja esimerkiksi kantasolujen
kayttdytymiseen (Kenny ym. 2007). Kaksiulotteinen soluviljely taas tarjoaa soluille epdluonnollisen
kasvualustan. Kehittyvien kolmiulotteisten kasvatusmateriaalien kirjo tarjoaa sen sijaan tyokalun

esimerkiksi satojen tiettyyn solun prosessiin liittyvien ehdokasgeenien seulonnalle in vitro-
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olosuhteissa. Tulevaisuudessa 3D-kasvatus voi toimia ideoiden yksinkertaisen kokeilun liséksi

my0s thmiskudosten suuren volyymin ladkekehityksen alustana (Yamada & Cukierman 2007).

1.5. Luun morfogeneettiset proteiinit

Luun morfogeneettisten proteiinien (BMP) perhe koostuu 21 tunnistetusta jasenestd (BMP2-7,
BMP8A/B, BMP10, BMP15, GDF1-3, GDF5-7, myostatiini, GDF9-11 ja GDF15) ja muodostaa
transformoivan kasvutekiji (TGF)-B-superperheen suurimman alaryhmén (Alarmo & Kallioniemi
2010, Bragdon ym. 2011). Proteiinit 1dydettiin ensimmaisen kerran luun soluviliaineesta 1960-
luvulla, jolloin kyseisen soluvéliaineen havaittiin kykenevén uudisluun muodostamiseen. Vuonna
1988 Wozney ym. eristivét ja tunnistivat proteiinit luusta, havaitsivat niiden kyvyn indusoida Iuun
ja ruston muodostumista ja nimesivdt ne BMP-proteiineiksi (Singh & Morris 2010). Nykyaan
proteiinien toiminnan laajuudesta tiedetdin enemmaén ja nimed onkin ehdotettu muutettavaksi
elimiston morfogeneettisiksi proteiineiksi (Body Morphogenetic Proteins). Osaa BMP-proteiineja
kutsutaan myos kasvu- ja erilaistumistekijoiksi (growth and differentation factors, GDF) (Alarmo &
Kallioniemi 2010). Vaikka BMP-proteiineilla onkin tiettyjd fundamentaalisia samankaltaisuuksia
muiden TGF-B-superperheen jisenten kanssa, BMP-proteiinien tuottamat signalointimekanismit ja

niiden séddtely ovat omaa laatuaan muihin superperheen jéseniin verrattuna (Bragdon ym. 2011).

1.5.1. Rakenne ja tehtavat

BMP-proteiinit syntetisoidaan suurina 400-500 aminohapon esiasteproteiineina (Bragdon ym.
2011). Niiden aminopddssi sijaitsee erittimisen signaalipeptidi, keskelld prodomeeni ja C-
terminaalinen pda koostuu varsinaisesta kypsasté peptidistd. Karboksyylipédéssa sijaitsevat kypsét
proteiinit leikataan proteolyyttisesti Arg-X-X-Arg-sekvenssin kohdalta. Aktiiviset BMP: t koostuvat
50-100 aminohapon pituisesta polypeptidistd, jossa on seitsemin kysteiinitdhdettd. Kuusi ndisti
tahteistd muodostaa disulfidisidoksia molekyylin sisélld. Seitsemis kysteiini tarvitaan dimerisaation
aikana muodostamaan sidos toisen BMP-proteiinin vastaavan parittoman kysteiinin kanssa ja tdten
muodostamaan biologisesti aktiivisen molekyylin. Muutamaa poikkeusta lukuun ottamatta (BMP3,
GDF9 ja BMP15) molekyylit muodostavat homo- tai heterodimeerejé (Singh & Morris 2010,
Bragdon ym. 2011, Owens ym. 2013). Heterodimeerit (muun muassa BMP4/7 ja BMP2/5)
vaikuttavat olevan jopa tehokkaampia signalointireittien aktivoijia kuin niitd vastaavat

homodimeerit (Alarmo & Kallioniemi 2010, Bragdon ym. 2011).
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Prodomeenin katkaisun jilkeen se eritetddn solusta yhdessd matuuriproteiinin kanssa ei-
kovalenttisesti kiinnittyneeni. Prodomeenin on ajateltu sditelevén proteiinin aktiivisuutta ja
saatavuutta (Alarmo &Kallioniemi, 2010). Erityksen jdlkeen kompleksi sitoutuu soluvilineaineen
komponentteihin, erityisesti mikrofibrilleihin. Tdma kiinnittda erittyneet kasvutekijit erittdvén solun
lahelle. Vield ei tiedetd mitd prodomeenin irroittaminen varsinaisesta proteiinista vaatii, silld sekd
prodomeenin kanssa, ettd ilman sitd olevat BMP-proteiinit tuottavat samanlaisen signaalin

reseptoriin sitoutuessaan (Bragdon ym. 2011).

BMP-proteiineille on ainutlaatuista niiden kyky stimuloida luun muodostumista. Ne stimuloivat
mesenkymaalisten solujen erilaistumista kondroblasteiksi ja osteoblasteiksi ja toimivat
embryogeneesin aikaisessa luun muodostuksessa ja luunkorvautumistapahtumissa aikuisilla. Eri
ligandit eroavat toisistaan suuresti osteogeenisessa aktiivisuudessaan ja kaikki eivét edes ole
luonnostaan osteoinduktiivisia (Boden 2005, Alarmo & Kallioniemi 2010). Osteoinduktiivisuuden
lisadksi BMP:t toimivat monissa alkionkehityksen vaiheissa. Ne sdételevit embryogeneesin
varhaisimpia vaiheita, vasen-oikea-symmetrian syntymistd, hermoston ja luurangon muodostumista,
raajojen muodostumista ja organogeneesid. Bmp2 ja Bmp4-nollamutanttihiiret kuolevat
alkonkehityksen aikana ja Bmp7-nollamutaatiohiiret pian syntymén jdlkeen, mika viittaa proteiinien

tarkedédn luonteeseen (Alarmo & Kallioniemi 2010, Bragdon ym. 2011).

BMP-proteiinien merkittdva rooli tirkeissd alkionkehityksen ja solujen vitaalitoimintojen
prosesseissa on tehnyt niistd tdrkedn ja kiinnostavan tutkimuskohteen. Viime aikoina BMP:t on
yhdistetty myos syovén patogeneesiin, edistymiseen ja syOpdalttiuteen. Monissa syovissd BMP-
proteiineja ekspressoidaankin laajalti ja niilden BMP-signaloinnin héiritseminen johtaa syopasolujen
fenotyyppien muutoksiin (Singh & Morris 2010, Kallioniemi 2012). Melko varmaa kuitenkin on,
ettd BMP-ligandit ja niihin liittyvit reseptorit vaikuttavat sekd sydvén estoon ettd sen edistymiseen.
Samanlaista dualistista roolia on havaittu myos TGF-B-proteiinilla, jonka tiedetdén inhiboivan
syovén ensivaiheita, mutta myohemmin stimuloivan etédpesidkkeiden syntya. Erityisesti BMP-
ligandeilla BMP2 ja BMP7 on tehty tutkimuksia, mutta viime aikoina uutta tietoa on tullut myds

BMP4:sta (Kallioniemi A. 2012).

BMP2- ja BMP7-proteiineja kdytetdén tilld hetkelld luunmurtumien hoidossa. Oikein kdytettyna
BMP:t ovat turvallisia lddketieteen sovelluksissa. Télla hetkelld ainoat tunnetut riskit liittyvit BMP-
proteiineja vastaan syntyviin vasta-aineisiin, joita syntyy noin 5—10 %:lla hoidetuista potilaista.
Vaikka syOpdriskin kasvamisesta ei olekaan viitteité, hoitoa ei suositella potilaille, joilla on ollut

syopé aikaisemmin (Boden 2005, Alarmo ym. 2013).
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1.5.2. Signalointireitit

Liukoiset BMP-proteiinit vélittdvit vaikutuksensa soluun tyyppien I ja II seriini/treoniinikinaasi-
reseptorien kautta. Reseptorit koostuvat lyhyestd solunulkoisesta domeenista, lyhyesti solukalvon
lapdisevisti osasta ja solunsisdisesti seriini/treoniinikinaasidomeenista (Goumans & Mummery
2000, Bragdon ym. 2011). Ligandista riippuen, se voi sitoutua ensin joko tyypin I tai tyypin II
reseptoriin, jonka jilkeen aktivoitunut reseptorityyppi fosforyloi ja téten aktivoi toisen tyypin
reseptorin (Alarmo & Kallioniemi 2010). BMP-proteiinit voivat sitoutua kolmeen eri tyypin I
reseptoriin: BMPR1A (ALK3), BMPRI1B (ALK6) ja ACVRIA (ALK?2) ja kolmeen tyypin II
reseptoriin: BMPR2, ACVR2A (ActR-II) ja ACVR2B (ActR-IIB). Erilaiset BMP:t sitoutuvat
kolmeen tyypin I reseptoriin erilaisilla affiniteeteilla (Alarmo & Kallioniemi 2010, Singh & Morris
2010). Ligandin sitoutumisen jélkeen aktivoitunut reseptoridimeeri valittdd signaalin eteenpdin
fosforyloimalla Smad-proteiiniperheen jdsenen. BMP-reseptoreille spesifisid Smad-proteiineja ovat
Smadl, Smad5 ja Smad8 (Goumans & Mummery 2000, Moustakas ym. 2001). Aktivoitunut R-
Smad (Receptor-regulated Smad) muodostaa kompleksin Smad4:n kanssa, kompleksi litkkuu
tumaan ja sdételee sielld kohdegeenien transkriptiota sitoutumalla kohdegeenien voimistajan tai
promoottorin nk. SBE- tai BRE-alueelle (Smad Binding Element ja BMP Response Element)
(Goumans & Mummery 2000, Kallioniemi 2012, Owens ym. 2013). Smad-reitin lisiksi BMP:t
voivat kiynnistdd signaloinnin my6s ERK1/2:ssa, p38:ssa ja INK-reitissd. Eri reittien lisdksi
signalointireittien vilistd vuoropuhelua on osoitettu muun muassa Smad-reitin ja JAK/STAT,
Notch- jaWnt/beta-kateniini-reittien valilld (Alarmo & Kallioniemi 2010, Kallioniemi 2012, Ehata

ym. 2013). BMP-proteiineihin liittyvit signalointireitit on havainnollistettu kuvassa 1.
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Kuva 1. Solun signalointireittien aktivoituminen BMP-ligandin 14sni ollessa. Muokattu ldhteestid (Anderson & Darshan

2008).

BMP-signalointia sdddellddn soluissa monella eri tavalla tarkan ja oikeanlaisen vasteen
saavuttamiseksi antagonistein, reseptoreja sddtelemilld ja solun sisdisin tapahtumin. Antagonistit
voivat sitoutua joko BMP-ligandiin tai reseptoriin estdikseen ligandin aiheuttaman
reseptoriaktivaation (Bragdon ym. 2011, Owens ym. 2013). Monet antagonisteista inhiboivat
useamman eri BMP-proteiinin vaikutuksia. Tunnistettuja antagonisteja ovat muun muassa
follistatiini, noggin, chordin-perheen jdsenet ja DAN-perheen jdsenet (Bragdon ym. 2011,
Kallioniemi 2012). Monet antagonistit ovat BMP-kohdegeenejd, joten ndiden kahden toimijan

vilille muodostuu palauterengas (Alarmo & Kallioniemi 2010).

BMP-signalointia sdddellddn my0s reseptorien avulla ja monissa syovissi havaitaankin BMP-
reseptorien yliekspressiota. Kun reseptoreja ilmennetiin tavallista enemmaén, reseptorit saattavat
mahdollistaa useampien ligandien sitoutumisen reseptoriin ja aiheuttaa lisdéntynyttd signalointia.
Eri BMP-reseptorit ilmenevit myds vasteena tiettyihin hormoneihin, kuten BMPR1B androgeeniin
eturauhassyopésoluissa (Singh & Morris 2010). Rintasydvissd on havaittu myoés BMPR1B
yliekspressiota ja se on yhdistetty huonoon ennusteeseen (Alarmo & Kallioniemi 2010). Myos

haimasyovéssd on havaittu BMP-spesifisten reseptorien yliekspressoitumista (Gordon ym. 2009).
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Solun sisdlla BMP-proteiinien toimintaa sditelevit inhibitoriset I-Smadit ja SMURF-
ubikitiiniligaasit. Inhibitorisiin Smadeihin kuuluvat Smad6 ja Smad7. Smad7 inhiboi sekd TGF-p-
ja BMP-signalointia, kun taas Smad6 inhiboi pidasiassa vain BMP-reittid (Goumans & Mummery
2000, Ehata ym. 2013). Inhibitoriset Smadit voivat sitoutua joko reseptoriin tai Smad4-proteiiniin ja
titen estdd Smad-reitin aktivoitumisen. Kilpailevan inhibition lisdksi Smad7 ja Smad6 sditelevit
my0s TGF-B-ja BMP-reseptorien ubikitinylaatiota ja titen reitin signaloinnin voimakkuutta
(Massague ym. 2005). Myos I-Smadit ovat BMP-kohdegeeneji ja luovat palauterenkaan
signaloinnille. Liséksi solussa esiintyvit SMURF1 ja SMURF2 ohjaavat R-Smadeja hajotukseen ja
inhiboivat titen BMP-signalointia. SMURF1 ohjaa myds BMP-reseptoreja hajotukseen yhdessa I-
Smadien kanssa (Massague ym. 2005, Alarmo & Kallioniemi 2010). Joissain tapauksissa Smadeja
voidaan sumoyloida. Sumoylaatio voi estéd ubikitinylaation ja titen pidentdd Smad4-R-Smad-
kompleksin puoliintumisaikaa mahdollistaen voimakkaamman kohdegeeniin sitoutumisen
(Massague ym. 2005). BMP-ligandien vaikutuksia sdddelldan myds muokkaamalla esimerkiksi
BMP7 ja BMP4 jo Golgin laitteessa CRIM 1-proteiinin avulla ja tuottamalla pseudoreseptori
BAMBIa. Tunnetaan my6s muutamia membraaniin sitoutuvia peptidejd, jotka voivat vahvistaa
BMP-signalointia, kuten DRAGON ja RGMA ja avustajareseptoreja, kuten endoglin ja
betaglykaani (Alarmo &Kallioniemi, 2010).

BMP-proteiinien kohdegeeneja on tunnistettu monista solutyypeista ja néistd /d-geenit ovat
tunnetuimpia. On havaittu, etti BMP-proteiinit voivat vaikuttaa jopa tuhansien erilaisten geenien
ekspressiotasoihin. /d-geenien liséksi esimerkiksi Wnt-reitin induktioon tarvittavia geenejd on
havaittu ekspressoitavan vasteena BMP-proteiineille. Monet aktivoituvista geeneista liittyviat mm.
apoptoosiin, kudosten kasvuun ja erilaistumiseen ja esimerkiksi solun tukirangan sddtelyyn
(Kallioniemi A. 2012). Smadeilla yksistddn on kuitenkin melko huono kyky kiinnittyd DNA:han ja
suuren affiniteetin ja kohdegeenispesifisyyden saavuttamiseksi monet kofaktorit ja korepressorit
toimivatkin yhdessd Smadien kanssa (Massague ym. 2005, Kallioniemi 2012). Transkriptiotekijat,
jotka sitoutuvat sopiviin promoottoreihin voivat joko repressoida tai aktivoida geenien
transkriptiota. Esimerkkeja téllaisista transkriptiotekijoistd ovat esimerkiksi Runx-perheen
transkriptiotekijit, Menin, sinkkisormiproteiinit OAZ ja YY1 ja oestrogeenireseptori. Liséiksi monet
tuman koaktivaattorit kuten p300/CBP ja GCNS, ja korepressorit, kuten c-Ski, Sno, SIP1, lisddvit ja
tarkentavat syntyvaa vastetta geenin luennassa (Alarmo & Kallioniemi 2010, Ehata ym. 2013).
Smad-reitin aktivoitumisen on havaittu indusoivan myds sykliiniriippuvaisten kinaasi-inhibiittorien

Ink4B

kuten p21 japl5 ilmentymisti. Erityisesti BMP-spesifisen Smad1/5/8 aktivaation on havaittu

tuottavan vahvan aktivaation p21-promoottorissa. p21 havaittiin alun perin kasvunpyséhtymisen
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valittdjand pS53:n indusoimana ja sen havaittiin myds vaikuttavan suoraan sykliiniriippuvaisten
kinaasien (CDK) aktiivisuuteen. p21:n teho CDK-inhibiittorina perustuu solussa olevien
proteiinitasojen sddtelyyn transkriptionaalisilla ja post-transkriptionaalisilla mekanismeilla seka

CDK-komplekseista vapautuvien proteiinien maarain (Pouliot & Labrie 2002, Pardali ym. 2005).

1.6. BMP:t sydvissa

BMP-proteiineilla on tirked merkitys mm. alkionkehityksessd mutta varsinkin viime aikoina ne on
yhdistetty my6s monien sydpien kehittymiseen. BMP-proteiinien ilmentymistd ja vaikutuksia onkin
tutkittu monien syOpien ja normaalikudosten yhteydessid. Monet normaalikudokset ilmentiviét eri
BMP-ligandeja, silla kyseisissd kudoksissa kasvutekijoitd tarvitaan esimerkiksi homeostaasin tai
kehittymisen aikana. Monissa sy0vissa taas ilmennetién tiettyja BMP-ligandeja yleensd enemmain
kuin normaalikudoksessa, miké saattaa johtua esimerkiksi BMP-geenin monistumasta tai proteiinin
aiheuttaman palauterenkaan toimimattomuudesta. Liséksi esimerkiksi solujen viljelyolosuhteet,
kudoksen arkkitehtuuri ja syopdkudoksen asteisuus voivat vaikuttaa BMP-ligandien
ekspressoitumiseen, kuten on osoitettu esimerkiksi munuaissyovisséd, maksasyovéassi ja
keuhkosyovissd (Singh & Morris 2010). Tédssd kappaleessa kasitellddan BMP-proteiinien
ilmentymista ja vaikutuksia tiettyihin syopétyyppeihin esimerkkitapausten avulla. Taulukossa 1

esitellddn BMP-proteiinien ilmentyminen ja vaikutukset syopdsolujen kasvuun tutkituimmissa

syOpatyypeissa.

Taulukko 1. Luun morfogeneettisten proteiinien esiintyminen ja vaikutukset erilaisiin syopatyyppeihin. + merkitsee
lisdéntynyttd ominaisuutta, - vihentynyttd ominaisuutta ja 0 yhtidsuurta ominaisuutta normaalisoluihin verrattuna.

Syopa BMP Ilmentyminen Kasvu Invaasio/migraatio Lihde
Aivokasvaimet BMP4 - (Piccirillo ym. 2006,
BMP7 - Chirasani ym. 2010,
Duggal ym. 2013)
Prolaktinooma BMP4 + + (Paez-Pereda ym.
2003)
P&an ja kaulan syovat BMP4 + + (Xu ym. 2011)
Retinoblastooma BMP4 - 0 (Haubold ym. 2010)
Munasarjasyopa BMP2 + (Shepherd &
BMP4 0 - + Nachtigal 2003, Le
BMP9 + + Page ym. 2006,
Theriault ym. 2007,
Herrera ym. 2009)
Eturauhassy6pa BMP2 + + + (Harris ym. 1994,
BMP3 + Haudenschild ym.
BMP4 0 0 + 2004, Feeley ym.
BMP6 + - 2006)
BMP7 0 0
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Rintasyopa

BMP2
BMP3
BMP4
BMP5
BMP6
BMP7
BMP8
GDF9a
BMP15

(Alarmo ym. 2007,
Hanavadi ym. 2007,
Alarmo ym. 2009,
Ketolainen ym. 2010,
Guo ym. 2012)

Maksasyopa

BMP2
BMP3
BMP4
BMP5
BMP6
BMP7
BMP8
BMPS
BMP10
BMP11
BMP12
BMP13
BMP14
BMP15

+ OoO+0+ + + + + +0+ 00O+ + + +

(Maegdefrau ym.
2009, Maegdefrau &
Bosserhoff 2012)

Haimasyopa

BMP2
BMP3
BMP4
BMP5
BMP6
BMP7
BMP8

o

/+

+ O

o o !

(Gordon ym. 2009,
Virtanen ym. 2011)

Keuhkosyo6pa

BMP2
BMP4

+

(Langenfeld ym.
2003, Bieniasz ym.
2009)

Vatsasyopa

BMP2
BMP4

(Shirai ym. 2011,
Zhang ym. 2012)

Paksusuolen syopa

BMP2
BMP3
BMP4
BMP7

(Beck ym. 2007,
Hardwick 2008)

Myelooma

BMP2
BMP4
BMP5
BMP6
BMP7

(Kawamura ym. 2002,
Ro ym. 2004)

Virtsarakon syopa

BMP2

(Hung ym. 2008)

Melanooma

BMP2
BMP3
BMP4
BMP5
BMP6
BMP7

+ + O + o +|[+

(Rothhammer ym.
2005, Hsu ym. 2005)
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BMP8 +

Basaalisolukarsinooma BMP2 0 (Sneddon ym. 2006)
BMP4 0 -

Ruuansulatuskanavan alueella paksusuolen sy6vissd on havaittu esimerkiksi BMP4- ja BMP7-
proteiinien yliekspressiota, kun taas BMP-ligandien -2,-3 ja -7 tiedetdén estdvan kyseisen
syOpédtyypin solujen kasvua (Beck ym. 2007, Hardwick 2008). Vatsasyovissa tiedetdin
ekspressoitavan laajalti esimerkiksi BMP2- ja BMP4-ligandeja ja samojen proteiinien on havaittu
my0s vihentivan vatsasyOpésolujen kasvua (Shirai ym. 2011). Ruokatorven syovéssi on havaittu
esimerkiksi BMP6-yliekspressiota (Singh & Morris 2010). Lisdksi BMP-signaloinnin on havaittu
olevan suuressa roolissa juveniilin polypoosisyndrooman synnyssd, silld noin puolessa
potilasndytteissd on havaittu mutaatioita Smad4- ja BMPR1A-proteiineja koodaavissa geeneissé
(Ehata ym. 2013). Alarmo ym. (2013) tutkimuksessa selvisi, ettd BMP4:44 ilmennetddn normaalissa

vatsan ja ruokatorven kudoksessa, mutta ei muualla ruuansulatuskanavan alueella.

Normaalissa keskushermoston kudoksessa tiedetién ekspressoituvan suuri osa tdhin mennessé
tunnistetuista BMP-perheen proteiineista (Bragdon ym. 2011). Alueen syovissi, kuten esimerkiksi
prolaktinoomissa eli aivolisdkkeen kasvaimissa BMP4-ligandin on havaittu yliekspressoituvan
(Paez-Pereda ym. 2003) ja erityyppisissd aivokasvaimissa ainakin BMP4- ja BMP7-ligandien
tiedetddn vihentdvin sydvén kantasolujen kasvua (Piccirillo ym. 2006, Chirasani ym. 2010, Duggal

ym. 2013).

Ihmisen lisddntymiseen liittyvissd normaalikudoksissa kuten munasarjoissa, kohdussa ja
eturauhasessa tiedetdén ekspressoitavan laajalti monia BMP-ligandeja (Bragdon ym. 2011). Alarmo
ym. (2013) havaitsivat BMP4-ekspressiota esimerkiksi kohdunkaulan, munasarjojen ja kivesten
normaaleista kudosnéytteistd. Vastaavien alueiden syopandytteissé ligandin ekspressiotaso oli
pddasiassa vidhdisestd vahvaan granulaariseen ekspressioon (Alarmo ym. 2013). Munasarjasyovassi
on havaittu myds esimerkiksi BMP2- ja BMP9-yliekspressiota ja tutkimuksista on selvinnyt etté
BMP4 ja -9 lisddvit munasarjasyopasolujen migraatiota ja invaasiota (Theriault ym. 2007, Herrera
ym. 2009). Eturauhassyopa on yleinen syopéatyyppi miehillé ja sen yhteydessa on tutkittu monien
BMP-ligandien ekspressiota. Esimerkiksi BMP2, -3 ja -6 tiedetdén yliekspressoituvan
eturauhassyopésoluissa ja BMP2:n tiedetdin lisddvén eturauhassydpésolujen kasvua, invaasiota ja
migraatiota (Feeley ym. 2006). Lisdksi eturauhassydvissd BMP-proteiineista vastaavien geenien

BMP2, -5 ja -7 on havaittu monistuneen jopa yli puolessa potilasnéytteistd (Singh & Morris 2010).

Maksan, haiman ja keuhkojen normaalikudoksissa ekspressoidaan esimerkiksi BMP1, BMP6 ja

BMP10-proteiineja ja BMP-perheen jésenilla tiedetdéinkin olevan tirked merkitys
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alkionkehityksessd organogeneesin aikana (Bragdon ym. 2011). Hepatosellulaarisydvan yhteydessa
on havaittu monien BMP-proteiinien yliekspressiota, mutta niiden merkitysti syovén synnylle tai
syopésolujen kasvulle ei vield tunneta hyvin. Ainakin BMP4:n on kuitenkin havaittu lisdévin
maksasyopésolujen kasvua (Maegdefrau ym. 2009, Maegdefrau & Bosserhoff 2012).
Haimasyovissa tiedetiddn yliekspressoitavan BMP4 ja -5-ligandeja ja ali-ilmennettdvan BMP8-
ligandia. Sekd BMP4 ettd -5 vihentdvit haimasyOpasolujen kasvua ja BMP4 lisdd solujen
invaasiota, migraatiota ja epiteelimesenkymaalimuutosta (Hamada ym. 2007, Virtanen ym. 2011).
Haimasyopésoluissa on havaittu myds ilmennettavin normaalikudosta vihemmén BMP-spesifisid
reseptoreita (Virtanen ym. 2011). Normaalissa keuhkokudoksessa ilmennetiin runsaasti BMP4-
ligandia ja keuhkosyodviassd samaa ligandia tiedetdédn yliekspressoitavan (Alarmo ym. 2013). Lisdksi
esimerkiksi BMP2:n on havaittu lisddvin keuhkosyopéasolujen kasvua ja migraatiota (Langenfeld

ym. 2003, Bieniasz ym. 2009).

RintasyOpédkudoksien BMP-proteiiniekspressiota on tutkittu runsaasti ja on havaittu, etti
esimerkiksi BMP3, -7 ja -8 yliekspressoituvat monissa rintasyovissd, kun taas BMP2 ja -6
ilmenevit normaalikudosta alemmalla tasolla (Alarmo ym. 2007, Alarmo & Kallioniemi 2010).
Guo ym. (2012) tutkimuksessa havaittiin, ettd rintasyopésolut ekspressoivat laajalti 1dhes kaikkia
tutkimuksessa mukana olleita BMP-proteiineja, mutta erityisesti BMP2, -4, -7 ja -11. Esimerkiksi
BMP7:114 on todettu olevan rintasydpésolulinjasta riippuen joko kasvua, migraatiota ja invaasiota
lisddva tai vahentiva vaikutus (Alarmo ym. 2009). Lisdksi BMP7-geenin tiedetdin monistuneen
rintasyOvissé (Singh & Morris 2010). Paljoakaan ei vield tiedetd BMP-proteiinien osuudesta rinnan
kehittymisessd, mutta koska kehittyvéssd rintakudoksessa tiedetddn ekspressoituvan BMP-
reseptoreja, voidaan sielld olettaa tapahtuvan jonkinlaista BMP-signalointia. Kuitenkin vain
Bmp2:n ja Bmp4:n on ehdotettu sdételevin hiiren rintarauhasen kehittymistd (Alarmo &

Kallioniemi, 2010).

Myeloomassa eli plasmasolujen syovissd monien BMP-proteiinien on havaittu vihentdvan
myeloomasolujen kasvua mutta niiden ekspressiotasoja normaalissa ja syopakudoksessa ei vield
tunneta (Kawamura ym. 2002, Ro ym. 2004). Melanoomassa on havaittu lisddntynyttd ilmentymista
muun muassa BMP2, -6 ja -7-proteiinien osalta mutta tietoa niiden vaikutuksesta esimerkiksi

syopésolujen kasvuun on vihdn (Rothhammer ym. 2005, Hsu ym. 2005).

Monet BMP-proteiineista ovat yleisesti siis solujen kasvua vihentivid mutta joissain
syOpétyypeissd ndma kasvutekijét saattavat myos lisdtd solujen kasvua ja invaasiokykyé. Monissa

tapauksissa BMP-proteiinien kasvua vihentdva vaikutuksen on todettu johtuvan solujen solusyklin
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pysdhtymisestd G1-vaiheeseen ja sykliiniriippuvaisten kinaasi-inhibiittorien p21:n ja p15:n

toiminnasta (Pardali ym. 2005, Singh & Morris 2010).

1.7. BMP4 rinta- ja haimasyovissa

Monet tutkimukset, joilla on pyritty selvittimaddn BMP4:n roolia syovan kehittymisessa ja kasvussa,
on tehty in vitro-tutkimuksina. BMP4:sta on annettu joko kasvatusmediumin liséni tai soluihin on
lisédtty ekspressiovektori, joka joko hiljentdd tai voimistaa geenin lukua. Myds BMP-antagonistien
ekspressiotasojen muuntelua on testattu. Suurimmassa osassa syopésolulinjoja BMP4-késittely
aiheuttaa solujen kasvun hidastumista, mutta my0s kasvun nopeutumista tai vaikutuksen
puuttumista on raportoitu. SyOpatyyppikohtaisesti BMP4 voi my6s vaikuttaa syopasolujen
apoptoosiherkkyyteen esimerkiksi Bax, BxI-2 ja Bcl-2-proteiinien vélitykselld (Kallioniemi A.
2012). BMP4:lla tiedetdédn olevan vaikutuksia my0s kantasolujen erilaistumiseen ja endoteelisolujen
putken muodostuskykyyn (Kallioniemi 2012, Tsuchida ym. 2013). Olemassa olevan tiedon mukaan
BMP4 tukee my0s angiogeneesid, prosessia joka on elintirked vaihe syopdkasvaimen kasvussa.
BMP4:n angiogeeniset tehtavét vilittyvat pddasiallisesti Smad-reitin kautta mutta myos ERK- ja

p38-reittien aktivaatiota on havaittu (Singh & Morris 2010, Kallioniemi 2012).

BMP4:4a ekspressoidaan ihmisen luuytimessd, munuaisissa, pernassa, aivoissa, keuhkoissa,
eturauhasessa, haimassa ja muun muassa luurankolihaksessa. Se sijaitsee kromosomissa 14
lokuksessa q22-q23. Thmiselld sen tiedetdén vaikuttavan luurangon regeneraatioon ja munuaisten
muodostumiseen (Bragdon ym. 2011, Alarmo ym. 2013). Lisdksi BMP4:n tiedetdén olevan
elintdrked alkionkehitykselle, silla Bmp4-nolladeleetiohiirenalkiot kuolevat viimeistdan 9,5 pdivin

1asséd (Kallioniemi 2012, Alarmo ym. 2013).

Luun morfogeneettisen proteiini 4:n toimintaa on tutkittu laajalti myos rinta- ja haimasydpien
yhteydessd. Normaalissa rintakudoksessa ilmennetéén laajalti BMP4-ligandia, mutta yhtdsuurissa
madrin ligandi ilmenee myos kasvainkudoksessa (Singh & Morris 2010, Ketolainen ym. 2010, Guo
ym. 2012). Alarmo ym. tutkimuksessa BMP4-proteiiniekspressiota havaittiin 66 %
rintasydpikasvainndytteissa ja erityisen vahvaa granulaarista virjdytymistd useammin
lobulaarikarsinoomissa kuin duktaalikarsinoomissa. Liséksi granulaaristen vérjaytymien kasvaimet
olivat potilastietojen mukaan hitaampia kasvamaan kuin ei-granulaariset kasvaimet.
Kudosniytteistd selvisi my0s, ettd kasvaimet, joissa néhtiin granulaarinen virjdytyminen l&hettivit
etdpesdkkeitd ei-granulaarisia enemmén ja erityisesti luuhun (Alarmo ym. 2013). My6s Guo ym.

(2012) tutkimuksessa todettiin, ettd BMP4:n ekspressio oli vahvinta metastaattisissa
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rintasyOpésolulinjoissa. Haimasyovén osalta on myds tutkimusta BMP4-proteiinin vaikutuksista.
Monien tutkittujen solulinjojen on havaittu yliekspressoivan BMP4-ligandia seki ekspressoivan sen
vasteisiin liittyvid BMP-reseptoreja ja Smad-proteiineja. Tasojen on kuitenkin voitu havaita olevan
solulinjaspesifisid (Gordon ym. 2009, Virtanen ym. 2011). Eri BMP-reseptorien ilmenemistasojen
on havaittu vaihtelevan eri haimasyopéasolulinjojen vélilld, mutta yleisesti niiden taso on havaittu

olevan normaalikudosta pienempi (Virtanen ym. 2011).

BMP4-kasittelyn tai yliekspression on havaittu vdhentdvén rintasyopésolujen kasvua, mutta samalla
sen on havaittu myo0s lisddvin joidenkin solutyyppien migraatiota ja invaasiota (Ketolainen ym.
2010, Guo ym. 2012). Tutkittujen solulinjojen kasvun hidastumisen syyksi havaittiin solujen
solusyklin pysidhtyminen G1-vaiheeseen. Lisdksi rintasyOpdsolulinjoissa on havaittu Smad-reitin
aktivoituminen, mutta ei ERK 1/2 tai p38-reittien aktivaatiota (Ketolainen ym. 2010).
Aikaisemmissa tutkimuksissa on myds todettu, ettd rintasyOpdsolujen kasvun hidastumiseen BMP4-
késittelyn seurauksena liittyy p21-induktio solulinjaspesifisesti (Ampuja ym. 2013). Guo ym.
(2012) tutkivat rintasyopésoluissa BMP4-vasteeseen liittyvien, syopadn jo aikaisemmin liitettyja
geenien ilmentymistd ja havaitsivat MMP-1:n ja CXR4:n ekspression lisdéntyvin BMP4:ti
yliekspressoivissa soluissa sekd proteiini- ettd mRNA-tasolla. Matriksin metalloproteinaasit (MMP)
ovat sinkkiriippuvaisia endoproteaaseja, jotka toimivat muun muassa luiden kehityksessé,
verisuoniston muuntumisessa ja kudosten homeostaasissa. CRXR4 on tirked kemokiinireseptori,
joka ekspressoituu laajalti rintasyopasoluissa (Guo ym 2012). BMP4:n vaikutusta
rintasydpésoluihin on tutkittu my6s kolmiulotteisella kasvatusalustalla. Ampuja ym. (2013) tutkivat
BMP4:n vaikutusta rintasyOpdsolujen kasvuun kolmiulotteisessa kasvatuksessa Matrigelissi ja
polyetyleenigykoli-geelissé ja havaitsivat kasvutekijékasittelyn vahentidvin solujen kasvua
molemmilla alustoilla. Tutkimuksessa huomattiin myos fenotyypin muutos invasiivisessa MDA -
MB-231-solulinjassa, miké saattaa viitata BMP4-kisittelyn lisddvan tdmén solulinjan
migraatiokykyd. Tadhtiméisen fenotyypin havaittiin riippuvan matriksin metalloproteaaseista. Myos
kolmiulotteisessa kasvatuksessa on havaittu solujen kasvun hidastumisen liittyvén p21-induktioon

osalla solutyypeistd (Ampuja ym. 2013).

BMP4-kisittely vihentdd haimasydpasolujen kasvua selvdsti myds soluissa, joissa Smad-reitti on
puutteellinen. Solujen kasvun on havaittu johtuvan pysdhdyksestd G1-vaiheeseen ja
solulinjaspesifisesti myds apoptoosin lisddntymisestd (Virtanen ym. 2011). BMP4-késittely
vaikuttaa myos lisdévisti haimasyopasolujen invaasio- ja migraatiokykyyn (Hamada ym. 2007,
Gordon ym. 2009, Virtanen ym. 2011). Haimasydpésoluissa BMP4:n on havaittu aktivoivan Smad-
ja p38-reitit solulinjaspesifisesti (Gordon ym. 2009, Virtanen ym. 2011). Lisdksi
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haimasyopésoluissa on havaittu BMP-kohdegeenin /d/:n ekspression indusoituvan BMP4-
késittelyn jélkeen ja solujen morfologian muutos, joka viittaa epiteeli-mesenkymaalitransitioon

BMP4-kasvutekijakésittelyn seurauksena (Hamada ym. 2007, Gordon ym. 2009).

Yleisesti BMP4 siis vihenti rinta- ja haimasyOpésolujen kasvua ja toisaalta samalla se myds lisda
monien solulinjojen litkkumiskykyd. BMP4:n vaikutuksen solujen kasvuun riippuvat siité,
minkilaisia vaikutuksia se saa aikaan mm. solusyklissd. Muutamien tutkimusten perusteella BMP4-
kisittely saa aikaan soluissa solusyklin pysdhtymisen G1-vaiheeseen, CCDN1-ekspression
vihenemisti ja p16/p21 ekspression lisdéntymistd (Virtanen ym. 2011, Kallioniemi 2012, Ampuja
ym. 2013). CCND1 on G1-S-siirtymisen paitekija ja titen sen ekspression vihentyminen estdi
solujen etenemisen S-vaiheeseen. Kasvun lisddntymisen taas on voitu havaita johtuvan CDK1:n ja
CCNBI1:n ekspression induktiosta seurauksena ERK/MEK-reitin aktivaatiosta. Sekd CDK1 etta
CCNBI1 ovat my0s solusyklin tirkeitd saitelijoitd, joiden tehtdvané on taata solujen siirtyminen M-

vaiheeseen (Kallioniemi 2012).
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2. Tutkimuksen tarkoitus

Tutkimuksen tarkoituksena on syventdd nykyisté tietimystd BMP4-kasvutekijén vaikutuksista rinta-
ja haimasy0pdsoluihin. Tutkimus perustuu professori Anne Kallioniemen ryhmén aikaisempiin
tutkimuksiin ja niistd saatuihin tuloksiin. Tyossd kdytetddn sydpésolujen kasvualustana luonnollista
alkuperdé olevaa Matrigelid, silld kuten edelld on esitetty, timin materiaalin katsotaan muistuttavan
solujen luonnollista kasvuympadristdd synteettisid geeleja enemmaén. Lisdksi normaalien rintasolujen
on havaittu muodostavan luonnollisia rauhasia muistuttavia rakenteita Matrigelissi. Tutkimuksessa
varmistetaan Anne Kallioniemen ryhmin aikaisempia tuloksia erityisesti rintasyopéasolujen osalta,
mutta vertailukelpoisten tulosten saavuttamiseksi timé on tarpeellista. Pddpaino tutkimuksessa on
kuitenkin BMP4:n vaikutusten tutkiminen haimasydpéasoluissa, seké siind sopiiko Matrigel
kasvatusalustana rintasydpasolujen lisdksi my0s haimasyopdsoluille. Molemmissa syOpétyypeissi
kéytettiin syopidsolujen lisdksi myds normaaleja, kuolemattomaksi muunnettuja solulinjoja ndiden

toimintojen ja mahdollisten erojen vertaamiseksi.
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3. Materiaalit ja menetelmat

Tyo0ssa kaytettiin kolmiulotteista kasvatusalustaa perinteisen kaksiulotteisen kasvatusalustan sijaan.
Solujen kasvua seurattiin fluorometrisin menetelmin ja solujen morfologiaa mikroskoopin ja
tietokoneen avulla. Solujen tuottamia proteiineja analysoitiin Western Blot-menetelmaélla ja

immunofluoresenssivérjayksin.

3.1. Solulinjat ja niiden kasvatus

Ty06ssd kéytettiin yhteensd seitsemdd eri solulinjaa: kuolemattomaksi muunnettuja normaaleja
thmisen rinnan epiteelisoluja (MCF-10A) ja kolmea rintasyOpésolulinjaa (T-47D, BT-474 ja MDA -
MB-231) sekd kuolemattomaksi tehtyd ihmisen haimasolulinjaa (hnTERT-HPNE) ja kahta
haimasydpésolulinjaa (MIA PaCa-2 ja PANC-1). Kaikki solulinjat hankittiin American Type
Culture Collectionista (Manassas, VA, USA) ja niitd kasvatettiin +37 °C:ssd 5 % CO,-

pitoisuudessa, ellei muuta erikseen mainita.

MCF-10A-solujen kasvatusliuos sisdlsi DMEM-kasvatusliuosta (Dulbeccos Modified Eagle
Medium) ja Hams F12-kasvatusliuosta 1:1. Perusliuokseen lisittiin 5 % hevosen seerumia, 100
pg/ml epidermaalista kasvutekijada (EGF), 1 mg/ml hydrokortisonia, 1 mg/ml koleratoksiinia, 10
mg/ml insuliinia, 100 yksikkdd/ml penisilliinid ja 100 pg/ml streptomysiinid. Kaikki ainesosat
hankittiin Sigma-Aldrichilta (St.Louis, MO, USA). Kolmiulotteisessa kasvatuksessa kéytettiin
kasvatusmediumia, jossa oli pienempi pitoisuus hevosen seerumia (4 %) ja suurempi pitoisuus

epidermaalista kasvutekijdd (5 ng/ml) kuin tavallisessa kasvatusmediumissa (Debnath ym. 2003).

T-47D-solujen kasvatusliuos sisdlsi RPMI 1640-kasvatusliuosta, 10 % naudan sikion seerumia, 0,2
[U/ml insuliinia, 2mM glutamiinia, 100 yksikkda/ml penisilliinid ja 100pg/ml streptomysiinié.

Kaikki ainesosat hankittiin Sigma-Aldrichilta.

BT-474-solujen kasvatusliuos sisidlsi DMEMii, 10 % naudan sikion seerumia, 2mM glutamiinia,
100 yksikkod/ml penisilliinid ja 100pg/ml streptomysiinid. Kaikki ainesosat hankittiin Sigma-
Aldrichilta.

MDA-MB-231-solujen kasvatusliuos sisélsi L15-kasvatusliuosta, 10 % naudan sikion seerumia,
2mM glutamiinia, 100 yksikkdd/ml penisilliinid ja 100pg/ml streptomysiinid. Kolmiulotteisessa

kasvatuksessa kdytettiin vastaavaa kasvatusliuosta, mutta L15-kasvatusliuos korvattiin DMEM-
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liuoksella. Ylldpidossa soluja kasvatettiin ilman hiilidioksidia suljetussa soluviljelypullossa. Kaikki

ainesosat hankittiin Sigma-Aldrichilta.

hTERT-HPNE-solujen kasvatusliuos sisdlsi DMEMii ja M3Base-kasvatusliuosta suhteessa 3:1.
Peruspohjaan liséttiin 5 % naudan sikidon seerumia, 2 mM glutamiinia, 10 pg/ml epidermaalista
kasvutekijdi, 1g/1 glukoosia, 750 ng/ml puromysiinid, 100 yksikkdd/ml penisilliinid ja 100 pg/ml
streptomysiinid. M3Base-kasvatusliuos hankittiin InCell:1td (San Antonio, TX, USA) ja muut
Sigma-Aldrichilta

PANC-1-soluja kasvatettiin DMEM-pohjaisessa kasvatusliuoksessa, johon oli lisdtty 10 % naudan
sikidn seerumia, 2 mM glutamiinia, 100 yksikkod/ml penisilliinid ja 100 pg/ml streptomysiinia.

Kaikki ainesosat hankittiin Sigma-Aldrichilta.

MIA PaCa-2-soluja kasvatettiin DMEM-pohjaisessa kasvatusliuoksessa, johon oli lisdtty 10 %
naudan sikion seerumia, 2,5 % hevosen seerumia, 2 mM glutamiinia, 100 yksikké4d/ml penisilliinid

ja 100 pg/ml streptomysiinid. Kaikki ainesosat hankittiin Sigma-Aldrichilta

3.2. Kolmiulotteinen soluviljely

Kolmiulotteisessa soluviljelyssd kéytettiin kasvatusalustana kasvutekija-vihennettyd Matrigeliad
(BD Biosciences, Bedford, USA). Matrigel on hiiren Engelbreth-Holm-Swarm-kasvaimista
eristettyd soluvéliainetta, joka siséltdd runsaasti tyvikalvossa luonnollisesti esiintyvid proteiineja,
kuten laminiinia, tyypin IV kollageenia, heparaanisulfaatti-proteoglykaaneja ja entaktiinia.
Matrigelissd on myds erilaisia kasvutekijoitd, kuten TGF-f:taa, epidermaalista kasvutekijaa,
insuliinintapaista kasvutekijai ja fibroblasti-kasvutekijdd. Kasvatusalustan yhteydessi kdytettiin
niin kutsuttua over-lay-menetelmad, jossa solut asetetaan kasvamaan kasvatusalustan pinnalle sen
sijaan ettd ne haudattaisiin kokonaan geelin sisdin. Menetelma sdédstdd materiaalia ja sen on havaittu

tuottavan suurempia asinusrakenteita kuin geelin sisdén valettujen solujen (Debnath ym. 2003).

Kasvatusalustat valmistettiin valmistajan ohjeen mukaan. Pakastettu geeli sulatettiin jadhauteella ja
sekoitettiin huolellisesti. Kylmille soluviljelyalustoille pipetoitiin tasaisesti 160ul Matrigelid ja
geelikerroksen annettiin jahmettyd +37 °C 5 % CO, 20-30 min. Péélle pipetoitiin uutena
kerroksena 120ul kylmda Matrigelid ja padllimmaéisen kerroksen annettiin jihmettyd samoissa
olosuhteissa kuin ensimmaéisen kerroksen. Jahmettyneen kasvatusalustan péélle pipetoitiin

tutkittavat solut mediumeissaan, johon oli sekoitettu 2,5 % Matrigelid (overlay-menetelmé).
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MCF-10A soluja kiytettiin tutkimuksessa 20 000 solua/ml, T-47D-soluja 20 000solua/ml, BT-474-
soluja 60 000solua/ml ja MDA-MB-231-soluja 20 000/ml. h\TERT-HPNE-soluja kéytettiin 20 000
solua/ml, PANC-1-soluja 20000-30 000 solua/ml ja MIA PaCa-2 soluja 8600—30000/ml. Solujen
lukumaaérit valittiin solujen kasvuominaisuuksien ja testien perusteella. Solut laskettiin Z1 Coulter
Particle Counter:lla (Beckman Coulter, Brea, CA, USA) tai Biirker-kammiolla (Marienfield).
Kasvatusliuoksina kaytettiin kullekin solulinjalle sopivaa mediumia ja soluja kasvatettiin alustalla

14 vuorokautta.

3.3. BMP4-kasittely

Kolmiulotteisille kasvatusalustoille lisdttiin solujen lisdyksen yhteydessd 100 ng/ml ihmisen
rekombinanttista BMP4-proteiinia (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). Proteiini livotettiin
valmistajan ohjeen mukaan kuljetinliuokseen, joka sisilsi 4 mM HCl:a ja 0,1 mg/ml naudan
seerumin albumiinia (BSA, Invitrogen, Grand Island, NY, USA). Kontrollisolut késiteltiin pelk&lla
kuljettimella (vehikkeli-késittely). Tuore kasvatusliuos, johon oli lisétty joko BMP4 tai pelkka
kuljetin, vaihdettiin soluille 1-3 pdivén vélein. Jokaisessa kokeessa kisittelyt tehtiin vahintddn

kolmelle rinnakkaiselle niytteelle.

3.4. Solujoukkojen koon, kasvun ja muodon analysointi

Solujen maarai eri kédsittelyjen jdlkeen mitattiin fluoresenssiin perustuvalla Alamar Blue-
menetelmillad (Invitrogen). Alamar Bluen kdyttd perustuu sen siséltiméin resatsuriinin
pelkistymiseen fluoresoivaksi resorufiiniksi. Pelkistymisreaktio tapahtuu eldvien solujen
mitokondrioissa, joten pelkistetyn muodon méairén voidaan olettaa vastaavan eldvien solujen

maaraa.

Solujen méardéd mitattiin lisddmalla kunkin solutyypin kokeessa kaytettyyn mediumiin 10 % Alamar
Blueta. Soluilla ollut vanha kasvatusliuos poistettiin ja tilalle pipetoitiin Alamar Blue-pitoinen liuos.
Liuoksen annettiin olla soluilla 4 tuntia +37 °C, 5 % CO,, jonka jédlkeen vakioitu méard liuosta
otettiin talteen fluoresenssin mittausta varten. Fluoresenssin mittaus suoritettiin
eksitaatioaallonpituudella 560 nm ja emissioaallonpituudella 590 nm Tecan Infinite F200 Pro-

laitteella (Tecan, Mannedorf, Sveitsi). Laitteen ohjelmistona toimi Tecan i-Control 1.7.1.12.

Solujen kasvua ja solujoukkojen morfologiaa tutkittiin Olympus IX71-mikroskoopilla (Olympus,
Tokio, Japani) ja kuvattiin QImaging-kameralla QCapture Pro 6.0 -ohjelman avulla (Olympus)

Nelinkertaisesti suurennettuja kuvia analysoitiin Image J-ohjelmalla (U.S. National Institutes of
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Health, Bethesda, MD, USA). Molemmista kisittelyistd analysoitiin kaksi kuvaa kustakin

ndytteestd. Kuvista médritettiin solujoukkojen pinta-ala.

3.5. Proteiinien kerays

Kahden viikon kasvatuksen jilkeen soluista keréttiin proteiinit Western Blot-analyysié varten.
Ennen solujen kerddamisté niitd kasiteltiin tuoreella BMP4-pitoisella mediumilla kolmen tunnin ajan.
Solut irrotettiin Matrigelistd lisddmaélla kuopille kylmdad SmM EDTA-PBS-liuosta. Geeli rikottiin
pipetoimalla ja sentrifugoitiin solupelletin muodostamiseksi. Pelletti séilottiin -70 °C tai
jatkokdsiteltiin vélittomasti. Sulan solupelletin péélle lisattiin RIPA-puskuria, johon oli lisdtty
proteaasi-(CompleteMini Protease, Roche) ja fosfataasi-inhibiittoreita (PhosphoStop, Roche).
Sekoittamisen jdlkeen liuos sentrifugoitiin ja supernatantti otettiin talteen proteiiniméaéarityksia
varten. Proteiinindytteistd mitattiin proteiinikonsentraatiot Bradford-reagenssin (Sigma-Aldrich) ja

standardisuoran avulla ylldmainitulla Tecan-laitteella.

3.6. Western Blot

Western Blot-menetelma perustuu tutkituille proteiineille spesifisten vasta-aineiden kéyttoon. SDS-
PAGE:n aikana kokonsa perusteella geelissi eri kohtiin kulkeutuneet proteiinit siirretddn
huokoiselle membraanille sdilyvyyden parantamiseksi ja tunnistetaan erilaisten vasta-aineiden ja

niihin kohdennettuihin havainnoinnin helpottamiseen tarkoitettujen entsyymien avulla.

Soluista eristetyistd proteiinindytteisti otettiin 30-50 pg ndytteet Western Blot-analyysid varten.
Naytteet ladattiin SDS-PAGE-geeliin. Geelielektroforeesin jdlkeen proteiinit siirrettiin PVDF-
membraanille (Roche). Proteiinien tunnistamiseen kdytettiin pPSMAD1/5/8 (1:1000 laimennos, Cell
Signaling, Beverly, MA, USA), p21 (1:100, Santa Cruz Biotechnology, CA, USA), SMADS
(1:1000, Cell Signaling) ja a-tubuliini(1:20 000, Roche) primaarivasta-aineita. Kéytetyt vasta-aineet
olivat janiksen polyklonaalisia vasta-aineita. Sekundaarivasta-aineena kdytettiin BM
Chemiluminescense Western Blotting Kit:in (Roche, Mannheim, Saksa) hiiri/jdnis-vasta-ainetta
1:5000. Membraanille siirtyneet proteiinit detektoitiin filmille kdyttden Pierce ECL Plus Western
Blotting Substrate:a (Thermo Scientific, IL, USA) valmistajan ohjeen mukaan. Membraanit
stripattiin ja koetetiin uudelleen a-tubuliini- tai SMADS5-vasta-aineilla proteiinimiérien

yhtidsuuruuksien madrittelemiseksi. Filmejéd analysoitiin ImageJ-ohjelman avulla.
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3.7. PCR

hTERT-HPNE-soluista tutkittiin niiden sisdltdimien BMP-reseptorien ACVR2A, BMPRIA,
BMPRIB, ACVRI, BMPR?2 ja ACVR2B ekspressio kaksiulotteisen kasvatuksen jélkeen. Solut
kerattiin tavanomaisen ylldpitojaon yhteydessé ja niité sdilytettiin RLT-puskurissa. Soluista
eristettiin totaali-RNA RNEasy Minikit-jarjestelmilld (Qiagen, Valencia, CA) ja se kddnnettiin
cDNA:ksi SuperScript III RT-entsyymin ( Invitrogen) avulla. PCR suoritettiin geeneille spesifisten
alukkeiden avulla ja PCR-laitteen avulla (MJ Research, PTC-200). PCR-tuotteet analysoitiin AGE-
geelissd, jossa latausvarind kdytettiin 6X-DNA Loading Dye:td (Thermo Scientific) ja
kokomarkkerina New England Biolabs:in 50bp DNA-kokomarkkeria. Néytteiden visualisointiin

kéytettiin SybrSafe-virid (Invitrogen).

3.8. Immunofluoresenssileimaus

Immunofluoresenssileimaus perustuu eldvien solujen kiinnittimiseen nykyiseen tilaansa. Solut
vérjatadn tutkittavaa ainetta vastaan valmistetulla vasta-aineella, jonka tarttuminen

kohdemolekyyliinsa visualisoidaan kdyttdmalld fluoresoivaa vasta-ainetta.

hTERT-HPNE-soluja kasvatettiin Chamber-glass-levylld (Millicell EZ Slide, Millipore, MA, USA)
kolmiulotteista kasvatusta varten 13 vrk (15000 solua/ml) ja kasiteltiin 100 ng/ml BMP4 tai
kuljettimella. Kasvatusajan lopuksi solut kiinnitettiin 4 % paraformaldehydilld tunnin ajan ja
permeabilisoitiin 0,1 % Triton-X100:11a 45 min ajan. Vasta-aineiden epéspesifisen tarttumisen
estamiseksi solut késiteltiin 3 % BSA:lla (Bovogen, Australia) liuotettuna fosfaattipuskuroituun
suolaliuokseen (PBS, Sigma-Aldrich). Samaa BSA-liuosta kdytettiin my0s vasta-aineiden
laimentamiseen. Vasta-aineiden annettiin vaikuttaa 1,5 tunnin ajan, paitsi AF633:n joka annettiin
olla vain tunti. Lopuksi ja aina vasta-aineiden vililld solut huuhdeltiin kolmesti seitsemin minuutin
ajan PBS-liuoksella. Lopuksi ndytteet pedattiin Vectashieldilla (Vector Laboratories, Burlingame,
CA, USA), johon oli lisétty 4°, 6-diamidino-2-fenyyli-indolia (DAPI, Invitrogen) tumien vérjadmiseksi.

Primaarivasta-aineina kéytettiin jiniksen E-kadheriini-vasta-ainetta (1:300, AbCam, Cambridge,
Iso-Britannia), hiiren vimentiini-vasta-ainetta (1:300, Sigma-Aldrich) ja hiiren a6-integriini-vasta-
ainetta (1:300, AbCam). E-kadheriini toimii solujen vélisissa liitoksissa erityisesti epiteelisoluissa ja
vimentiini kuuluu vilikokoisiin séikeisiin ja sitd ilmennetién erityisesti mesenkymaalisissa soluissa.

a6-integriini puolestaan on solun pinnan reseptoriproteiini.
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Sekundaarivasta-aineina kaytettiin Alexa Fluor-viriperheen vuohen AF488-vasta-ainetta (1:300,

Invitrogen) hiirelle ja vuohen AF568-vasta-ainetta (1:300, Invitrogen) jénikselle. Liséksi kaikille

soluille kaytettiin aktiinisdikeitd virjadavia karpassienen AF633-falloidiini-varid (1:100, Invitrogen).

Soluja kuvannettiin Zeiss LSM780 LSCM-konfokaalimikroskoopilla (Zeiss).

3.9. Kaksiulotteinen soluviljely

Soluja kasvatettiin kolmiulotteisen kasvatuksen ohella my0s perinteiselld kaksiulotteisella
kasvatusalustalla kahden kasvatusmenetelmén vélillda mahdollisesti esiintyvien erojen
havaitsemiseksi. Proteiinien eristystd varten soluja kasvatettiin 6-kuoppalevylld 3-5 pdivén ajan
normaaleissa soluviljelyolosuhteissa. Kokeesta riippuen 3 tai 24 tuntia ennen solujen kerddmista
niille vaihdettiin BMP4-pitoinen ja kontrolleille kuljetinpitoinen kasvatusliuos. Solut keréttiin

edellda mainitun menetelmin mukaan.

Proliferaatiotutkimuksia varten laskettu maéiré soluja (W'TERT-HPNE 10000 solua/ml, PANC-1
20000 solua/ml ja MIA PaCa-2 10000 solua/ml) pipetoitiin 24-kuoppalevylle. Solujen annettiin
kiinnittyd alustaansa seuraavaan paivéan, jolloin tilalle vaihdettiin BMP4-pitoinen tai pelkkaa
kuljetinta sisdltava kasvatusliuos. Soluja kasvatettiin 7 pdivan ajan, jonka aikana niille vaihdettiin
BMP4- tai kuljetinpitoinen kasvatusliuos 2-3 péivén vilein. Kasvatuksen lopuksi solujen kasvua

analysoitiin Z1 Coulter Counter-solulaskimella (Beckman Coulter, Fullerton, CA).

3.10. Tilastomenetelmét

Solumaéirien ja solujen muodostamien joukkojen pinta-alojen eroja BMP4- ja kuljetinkésittelyjen
vililld analysoitiin kdyttien Mann-Whitney testid GraphPad Prism 4-ohjelmassa. P-arvo, joka oli

alle 0,05 (p<0.05) tulkittiin merkittavaksi.
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4. Tulokset

4.1. BMP4:n vaikutukset rintasolujen kasvuun
BMP4-proteiinin tiedetdén vihentdvan normaalien rintasolujen ja rintasyopésolujen kasvua

kolmiulotteisessa kasvatuksessa (Ampuja ym. 2013). Tutkimuksessa oli tarkoituksena toistaa nima
ailemmin saadut tulokset ja selvittia lisdksi aktivoituuko Smad-signalointireitti BMP4:n

vaikutuksesta 3D-olosuhteissa, kuten on aiemmin osoitettu 2D-kasvatuksessa (Ketolainen ym.
2010).
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Kuva 2. BMP4 vihentid rintasolulinjojen kasvua. Soluja kasvatettiin 14 pdivdd Matrigelissi. Solut kuvattiin Olympus
IX71-mikroskoopilla ja edustavat kuvat péivéltd 14 esitetddn paneelissa A. (B-D) Solujen kasvua mitattiin
analysoimalla niiden viema pinta-ala esitetyissd aikapisteissd ImagelJ:114 ja suhteellinen pinta-ala

(keskiarvo+keskihajonta) kuljetinkisittelyyn verrattuna esitelladn kuvassa. Mittajana 250 um.**P<0,01
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BMP4:n ja kuljetinkisittelyiden vaikutuksia solujen kasvuun tutkittiin kuvantamalla soluja ja
laskemalla kuvista solujoukkojen viemi pinta-ala ImageJ-ohjelman avulla. Kaikkien tutkittujen
solulinjojen kasvu vaheni BMP4:n vaikutuksesta, T-47D:114 jopa ldhes 80 % (kuva 2). Aiempien
tulosten mukaisesti MDA-MB-231-solulinjalla havaittiin muuntunut, tadhtiméinen fenotyyppi, mika
saattaa viitata BMP4-késittelyn indusoimaan lisddntyneeseen migraatio- ja invaasiokykyyn
(Ampuja ym. 2013). Kahden viikon kasvatuksen jdlkeen soluista eristettiin proteiinit, joista pyrittiin
selvittimiin BMP-proteiinien pdiasiallisen signalointireitin, Smad-reitin, aktivoituminen Western
Blot-menetelmén avulla (kuva 3). Kolmessa neljdsté tutkitusta rintasolulinjasta havaittiin BMP4-
proteiinin aiheuttama Smad-reitin aktivoituminen vehikkelikdsittelyyn verrattuna. T-47D-soluissa
vaikutus oli pdinvastainen, silla BMP4-kisitellyissé soluissa oli alhaisempi Smad-reitin

aktivaatiotaso kuin vehikkeli-késitellyissé soluissa.

MCF-10A BT-474 T-47D MDA-MB-231
+ - + - + - + -
PSMAD 1/5/3 | - T T A
SMADS5 _ g - - - — - R
5.0 1.0 6.0 1.0 0.2 1.0 15.3 1.0

Kuva 3.BMP4 vaikuttaa rintasolulinjojen Smad-reitin aktivaatioon proteiinitasolla. Soluja kasvatettiin 14 vrk
Matrigelissd ja niistd eristettiin proteiinit. Proteiineja tutkittiin Western Blot-menetelmélld. SMAD 5-tasoa kéytettiin
proteiinitasojen normalisointiin ja suhteelliset proteiiniméérat kvantitoitiin ImageJ-ohjelmalla. Vehikkelikasittely

asetettiin arvoon 1.0. BMP4-késittely (+), kuljetinkésittely (-)

4.2. BMP4:n vaikutukset haimasolujen kasvuun

Tutkittuja haimasoluja oli kolmea eri linjaa ja kukin niisté késitellddn tulosten osalta erikseen.
Kaikkia solulinjoja kasvatettiin sekd kaksiulotteisessa ettd kolmiulotteisessa kasvatuksessa
kasvatusolosuhteiden tuottamien mahdollisten erojen havaitsemiseksi. Molemmista
kasvatustyypeistd mitattiin BMP4-proteiinin vaikutusta solujen kasvuun solulaskennan, pinta-ala-
analyysin tai Alamar Blue-kokeen avulla. Solujen kasvun seuraamisen lisidksi molempien
kasvatustyyppien kokeista méadritettiin eri késittelyiden vaikutukset Smad-reitin aktivaatioon ja

solusyklin inhibiittorin p21:n ilmentymiseen.

4.2.1. BMP4:n vaikutukset normaaliin immortalisoituun haimasolulinjaan

Koska hTERT-HPNE-solulinja oli tutkimusryhmalle uusi eikd sen kaikkia ominaisuuksia vield

tunnettu, haluttiin kyseisestd solulinjasta tutkia ekspressoituvatko siind BMP-signalointiin
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vaadittavat reseptorit. Saatujen tulosten perusteella havaittiin, ettd hTERT-HPNE-soluissa
ilmentyviat BMP-spesifiset reseptorit ACVR1,ACVR2A, ACVR2B, BMPR1A, BMPRI1B ja
BMPR2B ja solulinja pystyy siten reagoimaan BMP-signaaleihin reseptoritasolla (kuva 4).
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Kuva 4. Normaaleilla immortalisoiduilla haimasoluilla ekspressoituu BMP-signalointiin tarvittavat reseptorit. Soluja
kasvatettiin ilman BMP4- tai vehikkelikisittelyd normaaleissa soluviljelyolosuhteissa. Soluista eristettiin kokonais-
RNA ja se kddnnettiin komplementaariseksi DNA:ksi. DNA:ta monistettiin polymeraasiketjureaktion avulla kdyttiden
reseptorispesifisid alukkeita. Monistetut DNA-juosteet ladattiin geelille yhdessa positiivisten ja negatiivisten kontrollien
kanssa. Ajautuneiden juosteiden koon tunnistamiseen kéytettiin kokomarkkeria ja maarityksen kannalta tairkeimmét
koot on merkitty kuviin. Naytteet 1, 14 ja 18 vastaavat kokomarkkeria. Muiden néytteiden sijainnit on esitetty

taulukossa 2. Positiivisena kontrollina kéytettiin HCC-1419-solujen DNA:ta ja negatiivisena kontrollina vettd.

Taulukko 2. Reseptoriméérityksid varten tutkitut ndytteet.

Nro | Reseptorialukkeet Nayte

2 BMPR1A (~260ep) | hTERT-HPNE
3 HCC-1419

4 H,O

5 | BMPRIB (~450ep) | hTERT-HPNE
6 HCC-1419

7 H,O

8 | BMPR2 (~130ep) | hTERT-HPNE
9 HCC-1419

10 H,O

11 | ACVR2B (~250ep) | hTERT-HPNE
12 HCC-1419

13 H,O

15 | ACVR2 (~300ep) | hTERT-HPNE
16 HCC-1419

17 H,O
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19 | ACVRI (~250ep) | hTERT-HPNE
20 HCC-1419
21 H,0

hTERT-HPNE-soluja kasvatettiin perinteiselli kaksiulotteisella kasvatusalustalla BMP4-proteiinin
tai kuljettimen ldsna ollessa. Saaduissa tuloksissa BMP4:n ei havaittu vaikuttavan normaalien
haimasolujen kasvuun kahdella eri BMP4-pitoisuudella (100 ng/ml ja 250 ng/ml). Soluissa
havaittiin kaksinkertainen Smad-reitin aktivaatiotaso BMP4-kaisittelyn jidlkeen vehikkelikédsittelyyn
verrattuna, mutta ei eroa p21-proteiinin ilmentymisessé (kuva 5). Proteiinimaarityksié varten soluja

kasvatettiin viiden pdivan ajan mediumissa, johon oli lisdtty 100 ng/ml BMP4 tai kuljetinta.

A hTERT-HPNE B WTERT-HPNE
1,2 1,2
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C hTERT-HPNE D hTERT-HPNE
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pSMAD 1/5/8 R W P21 csmms  comm—
SMAD 5 i il Tubuliini S
2.0 1.0 0.9 1.0

Kuva 5. BMP4 ei vaikuta normaalien haimasolujen kasvuun, mutta aktivoi Smad-reitin. (A, B) Soluja kasvatettiin 7
péivaa kaksiulotteisessa kasvatuksessa. Solut laskettiin ylldmainituissa aikapisteissd Coulter Counter:lla ja solumaéria
verrattiin vehikkelikisittelyyn, joka asetettiin arvoon 1. Kuvassa on esitetty keskiarvo + keskihajonta kuudesta
rinnakkaisesta ndytteestd. (C, D) Proteiinien ilmentymisté analysoitiin Western Blot menetelmédlld. SMAD 5 ja a-
tubuliinia kéytettiin proteiinitasojen normalisointiin ja suhteelliset ekspressiotasot médritettiin ImageJ-ohjelman avulla.

BMP4-kisittely (+), kuljetinkésittely (-).

hTERT-HPNE-soluja kasvatettiin myds kolmiulotteisessa kasvatuksessa. Soluja kasvatettiin kahden
viikon ajan Matrigelissd BMP4- tai kuljetinpitoisen (100 ng/ml) kasvatusliuoksen ldsni ollessa.

Solujen kasvua havainnollistettiin kuvantamisella ja Alamar Blue-kokeella. BMP4-késittelyn ei
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havaittu vaikuttavan solujen kasvuun myoskain tassa kasvatusmallissa, kuten voidaan ndhda
kuvasta 6. Soluista ei voitu niiden haaroittuneen muodon vuoksi méérittdd solujen vieméd pinta-

alaa.
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Kuva 6. BMP4 ei vaikuta normaalien haimasolujen kasvuun kolmiulotteisessa kasvatuksessa. Immortalisoituja hTERT-
HPNE soluja kasvatettiin 14 vrk Matrigelissé. Soluja kuvannettiin pdivind 7, 10 ja 14 ja edustavat kuvat on esitetty
kuvassa A. Solujen kasvua seurattiin Alamar Blue-analyysilld (B) samoina aikapisteiné ( keskiarvotkeskihajonta).

Mittajana 250um.

Kolmiulotteisen kasvatuksen jalkeen hTERT-HPNE-soluista eristettiin proteiinit ja solujen p21
proteiinin ekspressiota ja Smad-reitin aktivoitumista tutkittiin Western Blot-analyysin avulla.

Analyysin perusteella havaittiin Smad-reitin olevan aktiivinen sekd BMP4- ettd kuljetinkésitellyissi
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soluissa, ilman suurta eroa aktiivisuuden tasossa. Myos p21:n ilmeneminen on havaittavissa seka
BMP4- ettd kuljetinkésitellyissd soluissa (kuva 7). p21:ssa voidaan havaita vain hienoinen kasvu

BMP4-késittelyn vuoksi vehikkelikdsittelyyn verrattuna.

A hTERT-HPNE B hTERT-HPNE
+ - + -
PSMAD 1/5/8 [l S P21 D «—
SMAD 5 e s Tubuliini e sl
0.8 1.0 1.2 1.0

Kuva 7. BMP4-kasittely ei vaikuta Smad-reitin aktivoitumiseen ja p21:n ekspressioon normaaleissa immortalisoiduissa
haimasoluissa. \TERT-HPNE-soluja kasvatettiin 14 vrk Matrigelissd, soluista eristettiin proteiinit ja Smad-reitin
aktivoitumista(A) ja p21-induktiota (B) tutkittiin Western Blot-analyysilld. Proteiiniméarien normalisaatiossa kdytettiin
SMAD 5 ja a-tubuliini-vasta-aineita. Suhteelliset ekspressiotasot mééritettiin ImageJ-ohjelman avulla.

Vehikkelikasittely asetettiin arvoon 1.0. BMP4-késittely (+), kuljetinkisittely (-)

Normaaleista haimasoluista tutkittiin my6s BMP4-késittelyn vaikutukset solujen vimentiini- ja E-
kadheriinitasoihin. Soluja kasvatettiin immunofluoresenssivirjiysten kuvantamiseen sopivalla
lasialustalla Matrigelissd kahden viikon ajan. Kasvatusajan kuluttua solut kiinnitettiin sen hetkiseen
tilaansa ja solut vérjattiin tutkittavana olevia proteiineja vastaan valmistetuilla vasta-aineilla.
BMP4- ja kuljetinkisittelyjen vililld ei havaittu eroa vimentiinin ja E-kadheriinin ilmentymisessa.
Immunofluoresenssivérjdyksen avulla solujen morfologiasta saatiin myos tietoa tavallista
kuvantamista paremmin ja voitiin havaita, ettei BMP4-kisittely vaikuta hTERT-HPNE-solujen

morfologiaan (kuva 8).
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Vehikkeli BMP4

E-kadheriini

Vimentiini

Kontrolli + DAPI

Kuva 8. BMP4-kisittely ei vaikuta normaalien haimasolujen vimentiini- ja E-kadheriini-ilmentymiseen
kolmiulotteisessa kasvatuksessa. Soluja kasvatettiin Matrigelissd 14 vrk Chamber glass-alustalla, kasvatusliuoksessa,
joka sisélsi 100 ng/ml BMP4 tai kuljetinta. Solut vérjattiin vimentiinin ja E-kadheriinin vasta-aineilla ja tumia

visualisoitiin DAPI:1la. Mittajana 50pm.



4.2.2. PANC-1

BMP4-proteiinin tiedetddn vihentdvian PANC-1-haimasyopasolujen kasvua kaksiulotteisessa
kasvatuksessa (Virtanen ym. 2011). Soluja kasvatettiin kaksiulotteisella kasvatusalustalla ja paivind
4 ja 7 solut laskettiin. Tutkimuksessa varmistettiin jo aikaisemmin julkaistut tulokset, silld BMP4-
kisittelyn havaittiin vihentdvin PANC-1-haimasy6pasolujen kasvua jopa yli 80 % viikon

tutkimusajanjaksolla (kuva 9).
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Kuva 9. BMP4 vihentid selvasti PANC-1 haimasydpiasolujen kasvua. Soluja kasvatettiin kaksiulotteisella
soluviljelyalustalla 7 vuorokauden ajan. Solut laskettiin Coulter Counterilla paiviné 4 ja 7 ja tulokset esitetdédn ylla

olevassa taulukossa keskihajontoineen ja keskiarvoineen. Kuljetinkasitellyt solut asetettiin arvoon 1. **p<0.01

Solujen proteiiniekspression tutkimista varten PANC-1-soluja kasvatettiin neljd vuorokautta
kaksiulotteisella kasvatusalustalla. Kolme tuntia ennen solujen kerdadmisté soluille vaihdettiin
kasvatusliuos, joka sisélsi 100 ng/ml kuljetinta tai BMP4-proteiinia. Solut keréttiin ja niistd
eristettiin proteiinit Western Blot analyysid varten. BMP4-kiésittely lisdsi solujen Smad-reitin
aktivoitumista yli viisinkertaisesti kuljetinkisiteltyihin soluihin verrattuna. Lisdksi BMP4 indusoi

p21-solusykli-inhibiittorin ilmentymisté 2.4-kertaisesti (kuva 10).
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Kuva 10. BMP4 vaikuttaa kaksiulotteisesti kasvatettujen PANC-1 solujen proteiiniekspressioon. Soluja kasvatettiin 4
pdivin ajan 6-kuoppalevylla ja niisté eristettiin proteiinit. Smad-reitin aktivoitumista ja p21:n ilmentymisté soluissa
tutkittiin Western Blot analyysin avulla. Proteiiniméérien suhteuttamisessa kéytettiin SMAD 5- tasoa. Suhteelliset
proteiiniméérat laskettiin ImageJ:n avulla ja vehikkelikésittely asetettiin arvoon 1.0. BMP4-késittely (+),

kuljetinkdsittely (-)

Kasvatusalustojen aiheuttamien mahdollisten erojen havaitsemisen vuoksi PANC-1-soluja
kasvatettiin 14 vuorokautta Matrigelissd. Soluja késiteltiin kasvatusaikana kasvatusmediumilla,
johon oli lisétty 100 ng/ml BMP4 tai kuljetinta. Soluja kuvannettiin pédivind 7, 10 ja 14 ja lisdksi
samoina paivind soluille suoritettiin solujen aineenaihdunnan aktiivisuutta mittaava Alamar Blue-
koe. Kuvasta 11 voidaan havaita, etti BMP4-kisittely vihentdd solujen kasvua silmédmaéraisesti,
mutta kuva-analyysin avulla ei kuitenkaan saatu tilastollisesti merkittivéa eroa solujen pinta-alassa.

Myoskddn Alamar Blue-menetelmilld ei havaittu eroa solujen kasvussa.
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Kuva 11. BMP4 ei vaikuta PANC-1 haimasy6pasolujen kasvuun kolmiulotteisessa kasvatuksessa. PANC-1-soluja

kasvatettiin 14 vuorokautta Matrigelissi. Solut kuvattiin paivind 7, 10 ja 14(A) ja kuvista laskettiin solujen pinta-ala

(B). Samoina aikapisteind solujen aineenvaihduntaa mitattiin myds Alamar Blue-menetelmillé(C). Kaavioissa tulokset

esitetty keskiarvoina ja keskihajontoina. Mittajana 250um.
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PANC-1-solujen kolmiulotteisesta kasvatuksesta eristettiin solujen tuottamat proteiinit paivana 14
Western Blot-analyysid varten. Kokonaisproteiiniméaristd haluttiin tutkia Smad-reitin
aktivoituminen ja p21-solusykli-inhibiittorin ilmentyminen. BMP4-kisittely lisdsi Smad-reitin
aktiivisuutta kymmenkertaisesti vehikkeli-kasittelyyn verrattuna. Lisdksi BMP4-kisittely lisasi

PANC-1-soluissa p21:n ilmentymista (kuva 12).

A PANC-1 B PANC-1
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Kuva 12. BMP4 vaikuttaa PANC-1 solujen p21-ekspressiotasoon ja Smad-reitin aktivoitumiseen. Soluja kasvatettiin
Matrigelisséd 14 vrk ja niistd eristettiin proteiinit. Proteiinitasoja(A, B) tutkittiin Western Blot-analyysill4 ja suhteelliset
ilmentymistasot laskettiin ImageJ:n avulla. Proteiiniméarien normalisoimiseksi kdytettiin SMAD 5- ja a-tubuliini-vasta-

aineita. Vehikkelikisittely asetettiin arvoon 1.0. BMP4-késittely (+), kuljetinkisittely (-).

4.2.3. MIA PaCa-2

BMP4-kisittelyn tiedetdén vihentdvin MIA PaCa-2-haimasydpésolujen kasvua perinteiselld
kaksiulotteisella kasvatusalustalla (Virtanen ym. 2011). Soluja kasvatettiin 7 vuorokautta BMP4- tai
kuljetinpitoisen (100 ng/ml) kasvatusliuoksen ldsnéollessa. Pdivind 4 ja 7 solut laskettiin Coulter
Counter-laitteella ja tulokset esitetddn kuvassa 13. BMP4-kisittelyn havaittiin vahentdvén solujen
kasvua jo pdivand 4 yli 20 % ja pdivédnd 7 ldhes 20 %. Kasvun muutosten lisdksi soluista tutkittiin
BMP4-kisittelyn vaikutukset Smad-reitin aktivoitumiseen ja p21-ilmentymiseen. Tdtd varten soluja
kasvatettiin 4 vuorokautta 6-kuoppalevylla. 3 tuntia ennen solujen kerddmistd soluille vaihdettiin
100 ng/ml BMP4 tai kuljetinta siséltdva kasvatusliuos. Inkubaatioajan jdlkeen solut kerittiin ja
niistd eristettiin proteiinit Western Blot-analyysid varten. Kuvasta 14 voidaan nihda, ettd BMP4-
késittely lisdd Smad-reitin aktivoitumista yli viisinkertaisesti vehikkelikésittelyyn verrattuna, mutta

p21-induktiota ei tapahdu.
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Kuva 13. BMP4 vihentdd MIA PaCa-2 haimasyopasolujen kasvua. Soluja kasvatettiin 7 vuorokautta kaksiulotteisella
soluviljelyalustalla. Solut laskettiin Coulter Counterilla péivind 4 ja 7 ja tulokset esitetddn kuvassa keskiarvoineen ja

keskihajontoineen. Vehikkelikésittely asetettiin arvoon 1. **p<0,01
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Kuva 14. BMP4 aktivoi Smad-reitin MIA PaCa-2-haimasydpéasoluissa, mutta ei indusoi p21:n ilmentymisté
kaksiulotteisessa kasvatuksessa. Proteiinitasoja tutkittiin Western Blot-menetelmaillé ja suhteelliset proteiinimaarat
laskettiin ImageJ:n avulla. Proteiinitasojen normalisoinnissa kaytettiin SMAD 5- vasta-ainetta. Vehikkelikisittely

asetettiin arvoon 1.0. BMP4-késittely (+), kuljetinkésittely (-)

Koska haluttiin tutkia vaikuttaako kasvatusalusta BMP4:n vaikutuksiin soluissa, myds MIA PaCa-2
soluja kasvatettiin 14 vuorokauden ajan Matrigelissi. Soluille kdytettiin kasvatuksen aikana
kasvatusliuosta, johon oli lisétty 100 ng/ml BMP4-proteiinia tai kuljetinta. Soluja kuvannettiin
pdivind 7, 10 ja 14 ja samoina piivind solujen aineenvaihdunnan aktiivisuutta mitattiin Alamar
Blue-kokeella. Otetuista kuvista mééritettiin solujen viema pinta-ala (kuva 15). BMP4-késiteltyjen
solujoukkojen voitiin silmédmairéisesti ndhdd olevan pienempid ja ohuempia ja solujen
pirstaloituvan kasvatusalustalla. Pinta-ala-analyysin tekeminen tuotti vaikeuksia, silld solut

kasvoivat geelissd monessa eri tasossa ja tdstd johtuen tarkkojen kuvien ottaminen oli haastavaa.
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Pédivdna 14 Alamar Blue-analyysin perusteella soluja oli BMP4-kisittelyn jaljiltd merkittdvasti

vihemmdn tai niiden aineenvaihdunta oli kuljetink&siteltyja soluja vihdisempaa.
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Kuva 15. BMP4-kisittely vihentdd MIA PaCa-2 solujen kasvua kolmiulotteisessa kasvatuksessa ja muuttaa
solujoukkojen morfologiaa. MIA PaCa-2-haimasydpésoluja kasvatettiin 14 vrk Matrigelissd. Solut kuvattiin pdiviné 7,
10 ja 14 (A) ja kuvista médritettiin solujen viema pinta-ala (B). Samoissa aikapisteissé solujen aineenvaihduntaa
mitattiin Alamar Blue-menetelmailla (C). Taulukoissa B ja C arvot esitetty keskiarvoineen ja keskihajontoineen

suhteutettuna vehikkelikasittelyyn. Mittajana 250 um.*p<0.05
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MIA PaCa-2-solujen kolmiulotteisesta kasvatuksesta eristettiin solujen tuottamat proteiinit paivana
14 ja niitd analysoitiin Western Blot-menetelmaélld (kuva 16). Tulosten perusteella BMP4 lisda
hieman Smad-reitin aktiivisuutta soluissa ja ei indusoi p21:n ilmentymisti kolmiulotteisessa

kasvatuksessa.

A MIA PaCa-2 B MIA Paca-2
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Kuva 16. BMP4 aktivoi Smad-reitin MIA PaCa-2-soluissa, mutta ei indusoi p21:n ilmentymistd. Soluja kasvatettiin
kolmiulotteisessa kasvatuksessa 14 vrk. Solut keréttiin ja niisti eristettiin proteiinit Smad-reitin aktivoitumisen (A) ja
p21-induktion (B) selvittdmiseksi. Totaaliproteiiniméirien selvittimiseksi kéytettiin SMAD 5- ja a-tubuliini-vasta-
aineita. Kuvista analysoitiin suhteelliset proteiiniméérat ImageJ:n avulla. Vehikkeli asetettiin arvoon 1.0. BMP4-

kasittely (+), kuljetinkasittely (-)

48



5. Tulosten tarkastelu

5.1. BMP4:n vaikutukset rintasoluihin

BMP4:n tiedetddn vihentdvin rintasyOpasolujen kasvua kaksiulotteisessa kasvuympéristossa ja
joko lisddvin tai viahentidvén niiden migraatiota ja invaasiota (Ketolainen ym. 2010, Guo ym. 2012).
Kaksiulotteisessa kasvatuksessa BMP4-kasittelyn on havaittu aktivoivan Smad-reitin ja lisddvin
solusykli-inhibiittori p21:n ekspressiota solulinjaspesifisesti ja ndiden kahden tapahtuman voidaan
havaita korreloivan keskendén (Ketolainen ym. 2010, Ampuja ym. 2013). Nykyisten
tutkimustulosten valossa voitaneen siis sanoa, ettdi BMP4 lisdd Smad-reitin aktivaatiota ja lisdd p21-
induktiota useissa rintasyOpasolulinjoissa kaksiulotteisessa kasvatuksessa. Sama ilmi6 on havaittu

my06s BMP7:n ja BMP2:n tapauksessa (Pouliot & Labrie 2002, Pardali ym. 2005).

BMP4:n on aikaisemmin havaittu vdhentdvén rintasyopdsolujen kasvua myds kolmiulotteisessa
kasvatuksessa Matrigelissd. Erilaisten vaikutusten on kuitenkin todettu riippuvan tutkituista
solulinjoista ja kdytetystd kolmiulotteisesta kasvatusmateriaalista (Ampuja ym. 2013). Tassé
tutkimuksessa varmistettiin BMP4-ligandin aiheuttama kasvun vihentyminen kolmiulotteisessa
kasvatuksessa ja tutkittiin Smad-reitin aktivoitumista usealla rintasyopasolulinjalla ja normaalilla
rintasolulinjalla. BT-474 ja MDA-MB-231-rintasydpésoluilla ja MCF-10A-normaalisoluilla
havaittiin Smad-reitin selvid aktivaatio BMP4:n indusoimana. Ampuja ym. (2013) tutkimuksessa
Matrigelissd kasvatetuilla BT-474:1la ja MDA-MB-231:1la on aikaisemmin havaittu indusoituvan
p21 BMP4-kasittelyn jilkeen, mika tukee ndiden solulinjojen toimivan tdmén ominaisuuden osalta
kolmiulotteisessa kasvatuksessa samoin kuin kaksiulotteisessa kasvatuksessa. Normaalilla MCF-
10A-solulinjalla ei ole havaittu kasvanutta p21-induktiota kasvutekijin kéyton jilkeen 3D-
ympéristdssd proteiinitasolla, mutta téssd tutkimuksessa Smad-reitin havaittiin aktivoituvan selvisti.
Normaalin rintasolulinjan kasvun pyséhtymiseen vaikuttaa siis jokin muu mekanismi kuin p21-
vilitteinen kasvuinhibitio, mutta kahdella syopésolulinjalla (BT-474 ja MDA-MB-231) kasvun
pysédhtyminen vaikuttaisi johtuvan Smad-reitin aktivoitumisesta johtuvan p21-solusykli-inhibiittorin
lisddantymisestd soluissa. T-47D-solulinjan kohdalla selvd p21-induktio ja Smad-reitin
aktivoituminen on havaittu 2D-kasvatuksessa ja lisdksi p21-induktio my6s kolmiulotteisessa
kasvatuksessa, mutta tdssd tutkimuksessa ei havaittu Smad-reitin aktivaatiota, vaikka kasvussa
nihtiinkin selvd vdhentyminen BMP4-kisittelyn jdlkeen. Rintasoluista saatu tutkimustieto osoittaa
siis, ettd BMP4:n aiheuttama kasvun viheneminen voi viélittyd Smad-reitin tai jonkin muun

signalointireitin kautta ja etté taustalla voi olla p21:n ilmentyminen, mutta ei valttamattd. Tésta
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tutkimuksesta selvisi siis, ettd monissa solulinjoissa Smad-reitti aktivoituu seké kaksi- ettd

kolmiulotteisessa kasvatuksessa BMP4-késittelyn seurauksena.

5.2. BMP4:n vaikutukset haimasoluihin

2D-kasvatuksissa BMP4-ligandin tiedetddn vihentdvan haimasyOpésolujen kasvua ja lisddvin
niiden invaasiota ja migraatiota solulinjaspesifisesti (Gordon ym. 2009, Virtanen ym. 2011). Lisdksi
BMP4:n on todettu lisddvan haimasydpésolujen epiteeli-mesenkymaalitransitiota (Hamada ym.
2007). HaimasyoOpésoluja on tutkittu aikaisemmin my06s Matrigelissd ilman kisittelyja ja tdssa
tutkimuksessa saatujen tulosten perusteella solujoukkojen muoto vastaa aikaisempia tuloksia
(Gutierrez-Barrera ym. 2007). Haimasyopésoluja on kasvatettu myos esimerkiksi agaroosissa ja
metyyliselluloosassa, mutta koska kasvatusalustan tiedetdin vaikuttavan solujen morfologiaan, ei
néistd tutkimuksista saatuja tuloksia voida tdysin verrata keskendan (Wen ym. 2013, Longati ym.

2013).

Aikaisemmissa tutkimuksissa haimasydpédsoluissa BMP4:n on havaittu lisddvén Smad-reitin
aktivaatiota 2D-kasvatuksessa monissa haimasyOpéasolulinjoissa, kuten MIA PaCa-2:ssa, mutta ei
juurikaan PANC-1- soluissa. Tutkimuksessa havaittiin myds vahva fosfo-Smad-taso
vehikkelikdsitellyissd soluissa (Virtanen ym. 2011). Tutkittaessa PANC-1-solujen Smad1-
fosforylaatiota BMP4-kisittelyn jilkeen, Gordon ym. (2009) havaitsivat tasojen nousevan
kuitenkin selvisti. Tdssé tutkimuksessa havaittiin selvd Smad-reitin aktivaatio molemmissa
haimasyOpésolulinjoissa BMP4-kisittelyn jdlkeen ja vain hento pohjataso vehikkelikésitellyissa
soluissa kaksiulotteisessa kasvatuksessa. Tuloksissa on siis ristiriitaa, mika saattaa osaltaan johtua
erilaisten vasta-aineiden kdytosté ja kasvutekijin erilaisesta inkubaatioajasta. Kaksiulotteisista
kasvatuksista tutkittiin myds p21-induktio BMP4-késittelyn jdlkeen ja kyseinen ilmid havaittiin
vain PANC-1-soluissa. Vaikuttaa siis silté, ettd PANC-1-soluissa BMP4 vihentii solujen kasvua
Smad-reitin aktivoitumisen aiheuttamalla p21-induktiolla, kun taas MIA PaCa-2-soluissa BMP4
vihentdd solujen kasvua jollain muulla mekanismilla kuin Smad-reitin aktivoitumisen aiheuttamalla
p21-induktiolla. Tosin, MIA PaCa-2-soluissa nihty kasvun viheneminen oli myos huomattavasti

viahdisempidid kuin PANC-1-soluissa.

Kolmiulotteisessa kasvatuksessa vain MIA PaCa-2- soluissa havaittiin kasvuero eri kidsittelyiden
vililld pdivdna 14 solujen aineenvaihdunnan tasoa mittaavassa Alamar Blue-kokeessa. Pdivind 14
nédhty kasvuero oli kuitenkin samansuuntainen kaksiulotteiseen kasvatukseen verrattaessa. BMP4-

késittelyn havaittiin lisddvin PANC-1-solujen Smad-reitin aktiivisuutta jopa kymmenkertaisesti,
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mutta p21-indusoitui soluissa vain hieman vehikkelikasittelyd enemmén. MIA PaCa-2-soluissa
Smad-reitin aktivaatio kasvoi vain 1.3-kertaiseksi vehikkelikdsittelyyn verrattuna ja p21-taso oli
jopa vehikkelikisittelyd pienempi. Téten voitaneen sanoa, ettdi MIA Paca-2-soluissa néhty BMP4-
proteiinin aiheuttama kasvuero vilittyy mahdollisesti Smad-reitin kautta, mutta siihen ei vaikuta
p21:n toiminta. Kolmiulotteisesti kasvatettujen PANC-1-solujen voimakas Smad-reitin aktivaatio ei
taas vaikuta solujen kasvuun ja lisdd vain hieman p21-proteiinin ilmentymistd. PANC-1-soluissa
2D:ssé nédhty selvd kasvun viheneminen BMP4-proteiinin aiheuttamana ei siis tullut ilmi
kolmiulotteisessa kasvatuksessa. HaimasyOvén hoidossa yleisesti kdytettyjen lddkeaineiden
tiedetddn vihentévin solujen kasvua selvésti vihemmain kolmiulotteisessa kasvatuksessa
kaksiulotteiseen kasvatukseen verrattaecssa (Wen ym. 2013, Longati ym. 2013) ja lisdksi
kolmiulotteisen kasvatusalustan tiedetddn parantavan sydpasolujen resistanssia apoptoosia vastaan

(Hongisto ym. 2013)

Tutkimuksessa kéytetty normaali haimasolulinja hTERT-HPNE eroaa morfologialtaan
huomattavasti kdytetyistd haimasyOpésolulinjoista. Solulinjan havaittiin ilmentévan seka
mesenkymaalisten ettd epiteelimdisten solujen proteiineja eikd BMP4-kisittely muuttanut ndita
ominaisuuksia. Kaksiulotteisessa kasvatuksessa BMP4 lisési solujen Smad-reitin aktiivisuutta,
mutta ei vaikuttanut solujen kasvuun tai p21-ilmentymiseen. Kolmiulotteisessa kasvatuksessa
BMP4-kasittely ei vaikuttanut solujen ominaisuuksiin eikd juurikaan muuttanut solujen Smad-reitin
aktiivisuutta tai p21-ilmentymistd. Solujen voitiin kuitenkin havaita ilmentdvin BMP-spesifisid

reseptoreja, joten signalointireittien aktivoituminen on mahdollista.

6. Yhteenveto

Tédma tutkimus osoitti, ettd rintasydpdsoluissa BMP4-kisittely tuottaa samankaltaisen vasteen sekd
kaksiulotteisessa ettd kolmiulotteisessa Matrigel-kasvatuksessa, eli vihentdé solujen kasvua. Lisdksi
kaksiulotteisessa kasvatuksessa havaitut muutokset proteiinien ekspressiotasoissa ja solunsiséisten
signalointireittien aktiivisuudessa voidaan havaita myos 3D-kasvatuksessa solulinjaspesifisesti.
Matrigel-kasvatusalustan tiedetdin muistuttavan erityisesti rinnan epiteelisolujen luonnollista
tyvikalvon koostumusta, miké saattaisi viitata sithen etti tietyissa rintasyovissi oikein annosteltu
BMP4 saattaisi vihentdd rintasyopédkasvaimen kokoa. Toisaalta, koska tiedetdédn ettd BMP4 myos
lisda tiettyjen rintasyopédsolulinjojen litkkumiskykyi (Ketolainen ym. 2010, Guo ym. 2012), tulisi
ensin selvittdd mekanismit lisdéintyneen liikkkumiskyvyn indusoimisessa, jotta hoidosta ei koituisi

etdpesikkeiden lisddntynyttd madrad. Viitteitd on jo esitetty esimerkiksi matriksin
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metalloproteinaasien lisddntyneestd aktiivisudesta BMP4-kisittelyn jdlkeen (Guo ym. 2012,

Ampuja ym. 2013).

Haimasyo6vin osalta tistd tutkimuksesta saadut tulokset eivit ole yhtd selvid. Solujen vasteet
BMP4-proteiinille erosivat kaksiulotteisesta kasvatuksesta saaduista tuloksista kasvun hidastumisen
osalta. Tutkituissa solulinjoissa tiedetdén kuitenkin ekspressoituvan BMP-signalointiin liittyvit
komponentit, kuten BMP-reseptorit ja Smad-reitin jésenet, joten periaatteessa BMP4 kykenee
valittdiméén vaikutuksensa soluihin (Gordon ym. 2009). Kolmiulotteisen kasvatuksen tiedetdin
vihentivén solujen apoptoosiin ajautumista antamalla soluille kasvua edistdvii viestejd (Hongisto
ym. 2013), miké saattaa haimasydvén tapauksessa kumota BMP4-proteiinin aiheuttaman
kasvurajoitteen. HaimasyOpésolujen kuvantaminen oli teknisesti vaikeaa niiden muodostamien
epasdanndllisten rakenteiden vuoksi ja lisdksi kdytetty kuva-analyysi-ohjelma ei tulkinnut kuvia
silmin havaitsemisen kanssa yhtéldisesti. Haimasolujen kasvua mitattiin myos Alamar Blue-
kokeella, joka mittaa solujen lukuméaarda epdsuoralla tavalla, joten se ei vilttdméttd kuvaa todellista
soluméadrad. Téstd johtuen, on mahdollista ettd todellinen kasvuero eri késittelyiden vililla oli
havaittua suurempi. Tama tutkimus vahvisti alemmin saatuja tuloksia siitd, ettd BMP4:n vaikutukset

solujen kasvuun ovat yksil6llisid ja toisinaan puuttuvat kokonaan.

Kolmiulotteisen kasvatusalustan kdyttd syopéasolujen tutkimisessa on edistinyt tutkimusta ja
lisdnnyt tietoa monista syOpain liittyvistd mekanismeista. Nykyisissd soluviljelymenelmissé
keskitytdédn kuitenkin pddasiassa kasvainsoluihin ja niiden luonnollisesti esiintyvd mikroympéristo,
kuten tulehdus- ja stroomasolut jatetdin huomiotta. Néilld menetelmilld on rajoituksensa liittyen
muun muassa solujen ja matriksin vilisiin interaktioihin (Sung ym. 2013). Varsinkin viime aikoina
on siirrytty useiden solutyyppien kasvatukseen yhdessd, nk.ko-kulttuuriin tai
spheroidikasvatukseen. Esimerkiksi sydpésolujen ja strooman fibroblastien ko-kulttuureiden on
havaittu indusoivan merkittavid muutoksia tuumorin kasvuun. Kasvainta ympéroivilla muilla
solutyypeilld voi olla merkittava rooli liséksi esimerkiksi epiteelisolujen apoptoosiin ja invaasion
etenemiseen sytokiinien, kasvutekijéiden ja proteaasien lisdéintyneen erityksen myotd (Sung ym.
2013, Fang ym. 2013). Spheroidit taas koostuvat suuremmista solumassoista, kuten kokonaisista
kasvaimen paloista ja niissd voi esiintyé joko yhden tai useamman tyypin soluja. Namé aggrekaatit
voivat mimikoida kasvaimen toimintaa paremmin kuin tavalliset 2D- ja 3D-mallit, silld kuten
useissa oikeissakin kasvaimissa, myds spheroideissa on jakaantuvia ja jakaantumattomia soluja seké
happirikkaita ja hapenpuutteesta kérsivid alueita. On todettu, ettd hypoksia saattaa vaikuttaa solujen
ladkeresistiivisyyteen ja sddehoidon tehokkuuteen (Smalley ym. 2006, Yamada & Cukierman 2007,

Liu ym. 2013). Tulevaisuudessa kokulttuureja ja spheroideja voisikin kokeilla myos
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haimasyopéatutkimuksessa yhdistettynd BMP4-proteiinin kdyttoon. Tassd tutkimuksessa kaytettya
kolmiulotteista koeasetelmaa voidaan kuitenkin jo nyt hyddyntd4 moniin tarkoituksiin. Esimerkiksi
rintasydpisolujen kolmiulotteisessa kasvatuksessa syntyvén solujen morfologian on havaittu

korreloivan niiden invasiivisuuden kanssa (Kenny ym. 2007).

BMP-proteiinien merkitys sydvén kehittymiselle on vasta selvidméssi tutkijoille. Aiheeseen
liittyvad tutkimusta on melko paljon, mutta tutkimuksista saatuja tuloksia on vield vaikea soveltaa
ladketieteen apukeinoiksi. Koska erilaiset syopataudit yleistyvit viestossé jatkuvasti esimerkiksi
elintavoista ja vieston vanhenemisesta johtuen, on néihin sairauksiin suuri tarve 10ytaa lisda
hoitokeinoja. Esimerkiksi geeniteknologian ja molekyylibiologian jatkuvasti kehittyvien

menetelmien avulla tdhin tehtdvddn on mahdollista tarttua entistd paremmin.
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