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Tulehdus on immuunijarjestelman aikaansaama reaktio, jonka avulla elimistd pyrkii vastaamaan
infektioon tai kudosvaurioon ja korjaamaan sen. Matala-asteinen krooninen tulehdus on
hairidtila, joka voi yllapitda tulehdusvasteita kudoksissa aineenvaihdunnan muutosten kautta ja
johtaa edelleen kudosvaurioihin seka altistaa monille sairauksille, kuten astmalle, Alzheimerin
taudille, sydan- ja verisuonitaudeille ja erilaisille sydville. Tulehdukselliset sairaudet ovat yleisia
lansimaissa, minka vuoksi on tarkeda pyrkiad kehittdmaan niille uusia ja entistd tehokkaampia
hoitomuotoja.

Estrogeeneilld ja niiden reseptoreilla on todettu olevan tarked merkitys kroonisten
tulehduksellisten sairauksien kehittymisessa, silla ne saatelevat osaltaan immuunijarjestelman
solujen toimintaa ja niilla tiedetddn myds olevan anti-inflammatorisia vaikutuksia. Selektiiviset
estrogeenireseptorimodulaattorit (SERM) ovat ryhma yhdisteitd, jotka sitoutuvat valikoivasti
estrogeenireseptoreihin. SERM-yhdisteet ovat kiinnostava vaihtoehto erilaisille
estrogeenikorvaushoidoille, silld SERM:ien avulla voidaan pyrkid kohdistamaan estrogeenien
hyodyt tiettyihin kudoksiin, minimoiden estrogeenien mahdolliset haittavaikutukset.

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli tarkastella erilaisten SERM-yhdisteiden soveltuvuutta
makrofaagisolujen tulehdusvasteen saatelyyn. Opinnaytetyd suoritettiin osana laajempaa Turun
yliopistolla tehtavaa tutkimushanketta SERM:ien vaikutuksesta immuunijarjestelman toimintaan.
Tutkimuksessa havaittiin, ettd estrogeenien ja SERM-yhdisteiden avulla voidaan vaikuttaa
makrofaagien reportterigeenien tulehdusvasteisiin eli IFR- ja NF-kB-aktiivisuuteen. Fysiologiset
0,01-10 nM estradiolipitoisuudet toimivat niin sanottuna yllapitoaktivaattorina normaaleissa
soluissa, eivatkd suuremmat pitoisuudet vaikuttaneet merkittavasti reportterigeenien toimintaan.
Tulosten mukaan estradiolin lasndolo muutti tiettyjen SERM-yhdisteiden vaikutuksia.
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estrogeenireseptorimodulaattorit (SERM), IRF, NF-kB
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ANALYZING THE ESTROGEN RECEPTOR
MEDIATED REGULATION OF MYELOID CELL
INFLAMMATORY RESPONSE

Inflammation is an immune system reaction, which is used to counter infection or tissue damage
and to repair it. Low-grade chronic inflammation is a state where the natural balance of the
immune system is disrupted. It can maintain inflammatory responses via changes in the
metabolism and lead to tissue damage and increase vulnerability to many diseases, for
example asthma, Alzheimer's disease, cardiovascular disease and various cancers.
Inflammatory disorders are common in developed countries, and it is important to pursue new
and more effective treatments for these diseases.

Estrogen and estrogen receptors have an important role in the development of inflammatory
diseases, because they have a regulatory effect on the cells of the immune system and are
thought to have anti-inflammatory roles as well. Selective estrogen receptor modulators (SERM)
are a group of compounds that selectively bind on estrogen receptors. SERMs are an
interesting alternative for different estrogen replacement treatments, because SERMs could be
used for targeting estrogen’s benefits to certain tissues, while minimizing possible
disadvantages.

The purpose of this thesis was to study the suitability of various SERMs on macrophage
inflammatory response regulation. The thesis was conducted as a part of a wider research
project studying the effects of SERMs on the functions of the immune system. The results
showed that estrogens and SERM-compounds can be used to regulate macrophage
inflammatory responses via IRF- and NF-kB-reporter gene activities. Physiological 0,01-10 nM
estradiol levels maintained low levels of reporter gene activity and increasing the amounts of
estradiol did not have notable effects on reporter gene activity. Estradiol seemed to alter the
functions of some specific SERM-compounds and their effects on IRF- and NF-kB-reporter
activity.

KEYWORDS:

Inflammation, monocyte-macrophage system, estradiol, estrogen receptors, selective estrogen
receptor modulators (SERM), IRF, NF-kB
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KAYTETYT LYHENTEET TAI SANASTO
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Antagonistinen yhdiste
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Anti-inflammatorinen
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Tulehdusta lievittava

Bisinkoniinihappo (engl. bicinchoninic acid)
Dulbecco’s Modified Eagle Medium -ravintoliuos
Dimetyylisulfoksidi

Estradioli

Estrogeenireseptori

Solusyonti, partikkeleiden otto solun sisdan
G-proteiiniin kytketty estrogeenireseptori

Inaktivoitu naudan sikién seerumi (engl. fetal bovine serum)
Interferoni

Koe, joka suoritetaan elavan organismin ulkopuolella
Elavassa organismissa tehty tutkimus

Interferonin saatelytekija (engl. interferon regulatory factor)

Hiiren makrofaagisoluista J774.1 johdettu solulinja

Lipopolysakkaridi, gram-negatiivisten bakteerien
soluseindman rakenneosa

N-(1-naftyyli)-etyleenidiamiinidihydrokloridiliuos

Tumatekija-kB-transkriptiofaktori (engl. nuclear factor kB)

Fosfaattipuskuroitu suolaliuos (engl. phosphate-buffered

saline)



Proinflammatorinen Tulehdusta edistava

SEAP Eritetty istukan alkalinen fosfataasi (engl. secreted
embryonic alkaline phosphatase)

SERM Selektiivinen estrogeenireseptorimodulaattori (engl.
selective estrogen receptor modulator)



1 JOHDANTO

Tulehdus on immuunijarjestelman aikaansaama reaktio, jonka tarkoituksena on
suojella elimistéa infektioilta ja vaurioilta (Kidd & Dudley 2016). Akuutti tulehdus
aiheuttaa terveissa kudoksissa muutoksia, kuten punoitusta, kuumotusta, turvotusta ja
kipua, jotka johtuvat tulehduspaikalle saapuvista tulehdussoluista seka alueella
tapahtuvista verisuonimuutoksista ja kudosnesteen kertymisesta. Mikali akuutti
tulehdusreaktio ei pysty poistamaan tulehduksen aiheuttajaa tai tulehduksen
paraneminen on hairiytynyt, voi syntya pitkittynyt eli krooninen tulehdus. (Gilroy & De
Maeyer 2015, Headland & Norling 2015.) Kroonisia matala-asteisia tulehduksia esiintyy
paljon lansimaissa ja niilla voi olla merkittava rooli erilaisten sairauksien, kuten monien
syopien, sepelvaltimotaudin ja Alzheimerin taudin kehittymisessa (Ferguson 2010,
Egger 2012).

Myeloidisista kantasoluista peraisin olevien monosyyttien saapuminen tulehduspaikalle
ja niiden erilaistuminen makrofaageiksi on yksi tarkeimmistd tulehdusvasteen
tapahtumista. Makrofaagien toiminta ja niiden erittamat valittdjaaineet kaynnistavat
tulehduksen paranemisreaktiot, jotka pyrkivat palauttamaan kudoksiin tasapainotilan.
(Headland & Norling 2015.) Naiden mekanismien ymmartaminen ja niiden toimintaan
vaikuttaminen ovat erittdin merkittavia tulehduksellisten sairauksien hoidon ja uusien
ladkkeiden kehityksen kannalta (Gilroy & De Maeyer 2015, Villa ym. 2015).

Solujen toimintaan ja geenien ilmentymiseen voidaan vaikuttaa reseptoreiden kautta.
Fysiologisesti tarkealla estrogeenilla, estradiolilla, ja estrogeenireseptoreilla on tarkea
merkitys tulehduksellisten kroonisten sairauksien kehittymisessa, silla ne saatelevat
osaltaan immuunijarjestelman solujen muodostumista ja toimintaa (Harkénen &
Vaananen 2006, Kovats 2015, Villa ym. 2015). Estrogeenien vaikutukset elimistdssa
ovat hyvin moninaisia, mutta niilld on todettu olevan tulehdusta lievittavia eli anti-
inflammatorisia vaikutuksia (Villa ym. 2015). Naisilla ian myo6ta tapahtuva
estrogeenituotannon hiipuminen voikin edesauttaa monien rappeumasairauksien,
kuten osteoporoosin, hermoston tulehdustilojen ja sydan- ja verisuonitautien
kehittymista (Harkénen & Vaananen 2006).

Estrogeenilaakitystd tai hormonikorvaushoitoja kaytetaan talla hetkellda paaasiassa
vaihdevuosioireiden lievittdmiseen sekd postmenopausaalisen osteoporoosin

ehkaisyyn (Bakour & Williamson 2015, Umland ym. 2016). Anti-inflammatoristen



ominaisuuksiensa vuoksi estradioli ja estrogeenireseptorit ovat kuitenkin kiinnostavia
uusia tutkimuskohteita myds laaja-alaisten kroonisten tulehdustilojen hoidon kannalta
(Villa ym. 2015). Selektiiviset estrogeenireseptorimodulaattorit (SERM) ovat ryhma
yhdisteita, jotka sitoutuvat estrogeenireseptoreihin estrogeenien sijaan ja aktivoivat tai
estavat reseptorien toimintaa kudostyypista riippuen. Talldin estrogeenireseptorien
aktivoitumista voidaan pyrkid kohdistamaan tiettyihin kudoksiin ja estdm&an niiden
toimintaa esimerkiksi rintakudoksessa ja kohdussa. Talld hetkellda SERM-yhdisteita
kaytetdankin paaasiassa rintasyévan ja osteoporoosin hoidossa. (Umland ym. 2016,
Xu ym. 2016.)

Tama opinnaytetyd suoritettin  osana Turun vyliopistolla tehtdvaa laajempaa
tutkimushanketta estrogeenireseptorien ja erilaisten SERM-yhdisteiden vaikutuksesta
makrofaagisolujen tulehdusvasteen saatelyyn. Opinnaytetyon tarkoituksena oli tutkia
erilaisten kaupallisten ja vield ainoastaan tutkimuskaytdssa olevien SERM-yhdisteiden
vaikutusta makrofaagisolujen tulehdusvasteisiin in vitro -malleissa. Opinnaytety6n
tavoitteena oli tarkastella tutkittavien SERM-yhdisteiden sopivuutta tulehdusvasteiden

saatelijdiksi.



2 TUTKIMUKSEN TEOREETTINEN TAUSTA

2.1 Tutkimuksen keskeiset kasitteet

2.1.1 Myeloidit solut, immuunipuolustus ja tulehdusvaste

Elimistdbn immuunipuolustusreaktiot voidaan jakaa luontaiseen immuniteettiin ja
hankittuun eli adaptiiviseen immuniteettiin (Male ym. 2006). Suurin osa patogeeneista
tuhoutuu luontaisen immuunijarjestelman mekanismein, joihin lukeutuvat fysikaaliset
esteet kuten iho ja limakalvot, epaspesifit eli tiettyyn taudinaiheuttajaan
erikoistumattomat verisolut kuten makrofaagit ja granulosyytit, fagosytoosi eli
solusydnti seka tulehdusreaktiot (Moticka 2016). Mikali luontainen immuunijarjestelma
ei pysty Kkasittelemaan tulehduksen aiheuttajaa, kaynnistyy adaptiivinen
immuunijarjestelma, joka perustuu lymfosyyttien toimintaan ja spesifisiin
puolustusmekanismeihin. Seka luontaisen ettd adaptiivisen immuunijarjestelman
puolustusreaktiot liittyvat l1aheisesti toisiinsa ja ne toimivatkin usein yhdessa. (Male ym.
2006).

Elimistdon sisaisestd immuunijarjestelmasta huolehtivat verisolut kehittyvat luuytimen
yhteisistd multipotenteista kantasoluista, joista erilaistuu joko Iymfaattisia tai
myeloidisia kantasoluja. Lymfaattisen linjan kantasoluista muodostuvat T- ja B-
lymfosyytit ja myeloidisen linjan kantasoluista taas punasolut, verihiutaleet,
granulosyytit (neutrofiilit, basofiilit ja eosinofiilit) ja monosyytit. (Heino & Vuento 2010.)
Luontaisen immuunijarjestelman solutason toiminta perustuu granulosyyttien,
fagosytoivien solujen (monosyytit, makrofaagit ja dendriittisolut) seka sytotoksisten

lymfosyyttien toimintaan (Moticka 2016).

Tulehdus on immuunijarjestelman puolustusreaktio, jonka avulla elimistd pyrkii
vastaamaan infektioon tai kudosvaurioon ja korjaamaan sen. Tulehdusreaktio on
monimutkainen ja tarkoin saadelty prosessi, joka kaynnistdd useita solun sisaisia
viestiketjuja seka edistda solujen ja kudosten valistd kommunikaatiota, mutta voi
samalla vaurioittaa normaaleja terveita soluja ja kudoksia. (Gilroy & De Maeyer 2015,
Kidd & Dudley 2016.) Tulehdusreaktio alkaa liukoisten valittdjaaineiden, kuten
sytokiinien, kemokiinien ja paikallishormonien tuotannolla infektoituneen/vaurioituneen

kudoksen soluissa, esimerkiksi makrofaageissa, dendriittisoluissa, lymfosyyteissa,



endoteelisoluissa ja fibroblasteissa. Tulehdusta edistavat eli proinflammatoriset
valittdjaaineet saavat kudoksessa aikaan tulehdusreaktion: verisuonet laajenevat
paikallisesti ja niiden pinta muuttuu lapaisevammaksi, verenkierto lisdantyy, kudos
turpoaa ja siina syntyy lampda. Lisaksi fagosytoivia eli partikkeleita sisaansa ottavia
leukosyytteja, kuten neutrofileja ja monosyytteja, saapuu veren mukana
tulehduspaikalle. (Male ym. 2006, Gilroy & De Maeyer 2015.)

Tulehdusreaktio ja fagosytoosi ovatkin tarkeimmat mekanismit, joilla luontainen
immuunijarjestelma pyrkii eliminoimaan patogeeneja (Moticka 2016). Infektion/vaurion
aiheuttajan onnistunut poisto kaynnistdad signaaliketjun, jossa proinflammatoristen
valittdjaaineiden synteesi loppuu ja niiden maarat laskevat normaalitasolle. Tama
pysayttaa uusien leukosyyttien saapumisen tulehduspaikalle ja laskee tulehdusalueen
turvotusta. Kun inflammatorisia leukosyytteja ei enadad tarvita parantuneessa
kudoksessa, ne siirtyvat takaisin verenkiertoon ja imunesteeseen tai niissa kaynnistyy

ohjattu solukuolema (apoptoosi). (Gilroy & De Maeyer 2015, Headland & Norling 2015.)

Kun tulehdusreaktio johtaa patogeenin poistoon ja vaurion korjautumiseen seka
kudoksen normaalin toiminnan palautumiseen, on kyseessa akuutti tulehdus (Male ym.
2006). Mikali akuutti tulehdusreaktio ei pysty poistamaan tulehduksen aiheuttajaa tai
jos tulehdusreaktion paattamismekanismien toiminta hairiytyy, voi syntya krooninen el
pitkittynyt tulehdus (Gilroy & De Maeyer 2015, Headland & Norling 2015). Systeeminen
krooninen tulehdus on usein matala-asteinen tulehdustila, jossa kudoksiin kertyy suuria
maaria inflammatorisia valittdjaaineita ja immuunijarjestelman soluja, kuten
makrofaageja, kudoksen jatkaessa naennaisesti normaalia toimintaansa (Ledn-
Pedroza ym. 2015). Pitkakestoinen kemikaalialtistus, pysyvat vieraspartikkelit tai tietyt
patogeenit, uusiutuvat akuutit tulehdukset sekd geneettiset tekijat voivat altistaa

kroonisille tulehduksille (Ferguson 2010).

Matala-asteinen krooninen tulehdus voi edistaa ja yllapitada tulehdusvasteita kudoksissa
aineenvaihdunnan muutosten kautta (Ledn-Pedroza ym. 2015). Tama saattaa johtaa
patologisiin kudosvaurioihin ja siten osaltaan altistaa yksiloa erilaisille sairauksille,
kuten astmalle, Alzheimerin taudille, sydan- ja verisuonitaudeille, sydville,
osteoporoosille ja tyypin 2 diabetekselle (Ferguson 2010, Ledn-Pedroza ym. 2015).
Krooniseen tulehdukseen liittyvat DNA- ja kudosvauriot johtuvat todennakoisesti
paadasiassa tulehdusreaktiossa leukosyyttien vapauttamien reaktiivisten happi- ja
typpiradikaalien kertymisestd kudoksiin (oksidatiivinen stressi). Reaktiiviset radikaalit

ovat tarkeitd monissa fysiologissa prosesseissa ja solut pystyvat normaalisti



saatelemaan niiden maaria. Mikali radikaalien tuotto ylittdad solun kyvyt sietdad ja
kasitelld oksidatiivista stressid, radikaalit voivat kertyd soluihin ja aiheuttaa vaurioita
kaikkiin solun rakenteisiin, myds nukleiinihappoihin, mikd voi edelleen johtaa

mutaatioiden ja sairauksien kehittymiseen. (Ferguson 2010.)

2.1.2 Sytokiinit ja kemokiinit

Sytokiinit ovat proteiineja, jotka toimivat elimistéssad solujen toimintoja ohjaavan
saatelyjarjestelman  viestinkuljettajina  ja sen  kautta ~myds  keskeisind
puolustusreaktioiden saatelijdind (Silvennoinen & Hurme 2003). Sytokiinit ohjaavat
muun muassa kaikkien immuunijarjestelman solujen erilaistumista, kasvua ja toimintaa
(Silvennoinen & Hurme 2003) seka elimistdén immuunivasteen syntymista (Male ym
2006). Sytokiinit voidaan jakaa useaan eri alaryhmaan, joista merkittdvimpia ovat
interferonit, interleukiinit seka kolonioita stimuloivat tekijat (engl. colony stimulating
factors) (Silvennoinen & Hurme 2003, Male ym. 2006).

Monet eri solut voivat erittdad sytokiineja, mutta niiden tarkeimpia tuottajia ovat
makrofaagit ja T-lymfosyytit (Zhang & An 2007). Immuunivasteen aikana ja infektioissa
sytokiinituotanto lisdantyy, mikd johtaa edelleen elimistén puolustusreaktion
voimistumiseen. Tallaisissa toiminnoissa vaikuttavat sytokiinit ovat paaasiassa
proinflammatorisia sytokiineja, jotka systeemisella tasolla aiheuttavat muun muassa
kuumetta. (Silvennoinen & Hurme 2003.) Bakteerien rakenneosat, kuten
lipopolysakkaridit (LPS), toimivat voimakkaina proinflammatoristen sytokiinien tuoton
aktivoijina. Proinflammatoristen sytokiinien vastetta seuraa tulehdusta vahentavien el
anti-inflammatoristen sytokiinien tuotto. Anti-inflammatoriset sytokiinit tasapainottavat
tulehdusvastetta ja estavat proinflammatoristen sytokiinien toimintaa. (Jarveldinen &
Miettinen 2001.)

Kemokiinit ovat sytokiiniperheeseen kuuluvia proteiineja, joiden tarkein tehtava on
saadella solujen liikkumista verenkierrosta kudoksiin suurempaa kemokiinipitoisuutta
kohti tai siitd poispain (kemotaksia) (Zhang & An 2007). Kemokiinisdadelty
leukosyyttien ja muiden tulehdussolujen siirtyminen infektiokohtaan vaikuttaa myoés
inflammatoristen sytokiinien paikalliseen ilmentymiseen ja siten edelleen taudin
kulkuun ja kroonisuusasteeseen. Esimerkiksi monissa kroonisissa tulehduksellisissa
sairauksissa ja autoimmuunisairauksissa on havaittu sytokiinien ja kemokiinien

normaalia suurempia maaria ja aktiivisuutta. (Turner ym. 2014.)



2.1.3 Monosyytti-makrofaagijarjestelma

Monosyytti-makrofaagijarjestelma koostuu monista erilaisista solutyypeista, joihin
lukeutuvat verenkierron mukana kiertdvat monosyytit, niiden esiasteet luuytimessa
seka erilaiset kudosmakrofaagit, jotka ovat joko vapaana kiertavia tai kudossidonnaisia.
Solujen lopullinen ilmiasu riippuu kohdekudoksesta, vaikka erilaisilla makrofaageilla on

useita samankaltaisia toiminnallisia piirteita. (Harkénen & Vaananen 2006.)

Immuunijarjestelman vartijasoluina makrofaagit pystyvat reagoimaan infektoiviin mikro-
organismeihin ja kudosvaurioihin sekd yllapitdmaan kudosten tasapainotilaa muun
muassa tuhoamalla tarpeettomia molekyyleja ja kuolleita soluja fagosytoosin avulla
(Lavin ym. 2015). Talléin fagosytoivassa solussa kaynnistyy tulehdusvasteita
valittdvien molekyylien, kuten sytokiinien ja kemokiinien synteesi ja eritys.
Tulehdusreaktio houkuttelee tulehduspaikalle muita soluja, jotka auttavat patogeenin

tai vaurion eliminoinnissa. (Moticka 2016.)

Monosyytit ovat makrofaagien esiasteita ja ne erilaistuvat myeloidisista kantasoluista
lymfaattisissa elimissd, seka alkionkehityksen aikana ettd aikuisen verisolujen
muodostuksessa eli hematopoieesissa. Ihmiselld monosyytteja on noin 10 % kaikista
tumallisista verisoluista ja lisdksi niitd on erityisesti pernassa ja keuhkoissa, joista ne
voidaan tarpeen vaatiessa ottaa kayttéon. (Ginhoux & Jung 2014.) Monosyytit voidaan
jakaa kolmeen alatyyppiin niiden pintareseptorien ja toiminnan perusteella. Niin
kutsutut klassisesti aktivoituvat monosyytit muodostavat terveillda henkil6illa valtaosan
kiertdvistd monosyyteistd ja tuottavat eniten sytokiinia, joka edesauttaa kudosten
korjaantumista. Vaihtoehtoisesti aktivoituvilla monosyyteillda on tarked merkitys
verisuonen sisdpinnan epiteelin eli endoteelin tarkkailussa ja ne tuottavat eniten
inflammatorisia sytokiineja. Valimuotoisesti aktivoituvat monosyytit taas tuottavat

vahiten sytokiineja ja kemokiineja. (Ravi ym. 2014.)

Monosyytit kiertavat veressad ja endoteelissa tulehduksia etsien noin 20 tuntia ja
paatyvat sen jalkeen kudoksiin tai kuolevat ohjatusti (Heino & Vuento 2010, Ravi ym.
2014). Kudoksiin ohjautuminen tapahtuu vasteena tulehdusreaktioon tai kudosvaurioon
ja sen seurauksena monosyyteista kehittyy kudoksessa kasvutekijdiden vaikutuksen
myo6ta makrofaageja tai muita toiminnallisesti erilaisia soluja, kuten dendriittisoluja ja
osteoklasteja (Zhang ym. 2015). Viime aikoihin asti on van Furthin (1968) dogman

mukaan uskottu, ettd kaikkien kudosten makrofaagit ovat loppuun asti erilaistuneita



soluja, joiden maarat riippuvat verenkierron mukana kudoksiin kulkeutuvista
monosyyteistd. Tutkimuksessaan van Furth ja Cohn (1986) vertailivat hiirten
vatsaontelon, veren ja luuytimen leimattuja mononukleaarisia fagosyytteja ja
paattelivat, ettd tutkittujen solujen elinkaari on seuraava: promonosyyttivaihe

luuytimessa, monosyyttivaihe verenkierrossa ja makrofaagivaihe kudoksissa.

Uusien tutkimusten mukaan monosyytti-makrofaagijarjestelmaa ei kuitenkaan voida
yleistdd van Furthin dogman mukaisesti, vaan on havaittu, ettd elimistdn
tasapainotilassa: 1) monosyytit eivat vaikuta useimpien kudosten makrofaagien
maariin; 2) aikuisten kudosten makrofaagit ovat erilaistuneet alkionkehityksen aikana ja
kulkeutuneet kudoksiin ennen syntymaa; ja 3) kudosten makrofaagit pystyvat
yllapitdmaan  populaatioitaan  itsendisesti  uusiutumalla.  Tiettyjen  kudosten
makrofaagipopulaatiot kuitenkin ovat riippuvaisia monosyyteista. Tallaisia ovat muun
muassa suolisto, iho ja pernan marginaalivyohyke, jotka altistuvat usein vaihteleville
maarille mikro-organismeja ja niiden tuottamia yhdisteita. Lisaksi tulehdusreaktioiden ja
syovan yhteydessa seka kudosten kasvun ja kehityksen aikana kudoksissa on paljon

monosyyteista erilaistuneita makrofaageja. (Ginhoux & Jung 2014, Lavin ym. 2015.)

Kun monosyytti kehittyy makrofaagiksi, useat sen ominaisuudet muuttuvat; solun koko
kasvaa ja sen kyky liikkua, korjata kudosvaurioita seka tuhota tulehduksen aiheuttajia
paranee (Heino & Vuento 2010). Syntyneet makrofaagit voidaan luokitella karkeasti
kahteen erilaiseen ryhmaan, riippuen niiden altistuksesta vallitsevaan tulehdukselliseen
mikroymparistdodn. Sytokiinit, kudoksen aineenvaihduntatuotteet ja patogeenit
saatelevat makrofaagien muuntumista M1- tai M2-fenotyyppeihin. (Ravi ym. 2014.)
M1-makrofaagit ovat klassisesti aktivoituvia ja proinflammatorisia eli niillda on
immuunivastetta stimuloivia ja sytotoksisia ominaisuuksia (Zhang ym. 2015), kun taas
vaihtoehtoisesti aktivoituvat M2-makrofaagit ovat luonteeltaan anti-inflammatorisia ja
erittavat sytokiineja, jotka avustavat kudosvaurioiden korjaamisessa (Ravi ym. 2014).
Makrofaagit ovat dynaamisia ja voivat muuttua eri tyyppisiksi sekd muuntaa
aineenvaihduntaansa tulehdusreaktion vaiheesta riippuen (Ravi ym. 2014, Lavin ym.
2015).

Monosyytti-makrofaagijarjestelmalla on tarked rooli luontaisten immuunivasteiden
saatelyssd akuuteissa ja kroonisissa tulehdustiloissa (Zhang ym. 2015) seka
tulehdustilojen paranemisessa (Headland & Norling 2015). Kudosten makrofaagit
voivat aktivoitua monin eri tavoin ja erittdd vastaavasti lukuisia erilaisia

tulehdusvalittdjaaineita, jotka voivat olla pro- tai anti-inflammatorisia (Headland &



Norling 2015). Monosyytti-makrofaagijarjestelman tulehdusvasteet ovat monimutkainen
kokonaisuus, jonka hairidtilat voivat johtaa kroonistuneeseen tulehdukseen (Ravi ym.
2014).

2.1.4 Tulehdusta saatelevat transkriptiotekijat IRF ja NF-kB

Interferonin  saatelytekijat (engl. interferon regulating factor, IRF) ovat
transkriptiotekijoitd, jotka ovat merkittdvassd asemassa elimistdon erilaisten
immuunivasteiden saatelyssa. IRF:ien tarkein tehtava on saadelld tyypin | interferonin
(engl. type | IFN) geeneja joko itsenaisesti tai yhdessa muiden transkriptiotekijdiden
kanssa. (Gunthner & Anders 2013.) Geenien tuottamat interferonit ovat suuri ryhma
sytokiineja, jotka tunnetaan erityisesti niiden kyvysta aktivoida solutason puolustus
viruspatogeeneja vastaan. IFN-systeemi on tarkedssa asemassa my6s muissa mikrobi-
infektioissa, koska interferonit saatelevat osaltaan luontaisen ja adaptiivisen
immuunijarjestelman toimintaa proinflammatorisin tai anti-inflammatorisin vaikutuksin.
(Schultz ym. 2004.) Interferonin tuoton lisaksi IRF:t sdatelevat osaltaan muun muassa
immuunijarjestelman solujen erilaistumista ja aktivaatiota sekd apoptoosia. IRF:t ovat
my0s tarkeassa asemassa makrofaagien muuntumisessa eri fenotyypeiksi. (Glnthner
& Anders 2013.)

Tumatekija-kB (engl. nuclear factor kB, NF-kB) on proteiinikompleksi, joka kontrolloi
geenien transkriptiota, sytokiinituottoa ja solujen selviytymista (Oeckinghaus & Ghosh
2009). NF-kB:lla on tarkea rooli immuunijarjestelman toiminnassa, mutta se vaikuttaa
myds luuston, ihon, rintarauhasen ja keskushermoston kehitykseen ja fysiologiaan
(Quaedackers ym. 2007). Solun sytoplasmassa NF-kB on inaktiivisessa muodossa ja
siihen on kiinnittynyt inhibiittoriproteiini, jonka erilaiset tiedonsiirtoproteiinit hajottavat
esimerkiksi infektiosignaalin vaikutuksesta (Oeckinghaus & Ghosh 2009, Heino &
Vuento 2010). Aktivoituessaan NF-kB siirtyy tumaan ja sitoutuu maarattyihin kohtiin
kohdegeenejaan. Hairibt NF-kB:n aktiivisuuden saatelyssd voivat olla yhteydessa
moniin sairauksiin, etenkin tulehdus- ja autoimmuunisairauksiin seka syopaan (Kuva
1). (Quaedackers ym. 2007.)
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Kuva 2. Kroonisen tulehduksen mahdolliset vaikutusreitit mutaatioiden ja sairauksien
syntyyn (Muokattu: Ferguson 2010)

2.1.5 Estrogeenit ja estrogeenireseptorit immuunijarjestelmassa

Estrogeenit ovat naisen sukupuoliominaisuuksia yllapitdvia ja saatelevia
steroidihormoneja, jotka ovat myds tarkeitd normaalin fysiologisen kehityksen
saatelijoitd ja vaikuttavat suotuisasti muun muassa luuston, sydan- ja
verenkiertoelimistdn, keskushermoston seka virtsa- ja sukupuolitiehyiden kehitykseen
ja toimintaan seka naisilla ettd miehillad (Martin-Millan & Castaneda 2013). Luonnollisia
estrogeeneja, estradiolia, estronia ja estriolia, muodostuu paaasiassa munarakkuloissa
ja istukassa seka pienia maaria kiveksissa, lisamunuaiskuoressa ja rasvakudoksessa.
Estradioli (17B-estradioli, E2) on hedelmallisessd idssa olevan naisen tarkein
estrogeeni. Vaihdevuosien jalkeen E2:n pitoisuus pienenee ja estronin merkitys

kasvaa. Raskausaikana istukka tuottaa estriolia. (Watson ym. 2008.)

Vaikka estrogeenit ovat merkittdvia normaalin fysiologisen kehityksen kannalta, on
estrogeenialtistus myo6s litetty menopausaalisen rintasydévan ja erilaisten

kohtuvaurioiden, kuten kasvainten, esiintyvyyteen (Dutertre & Smith 2000, Nilsson &
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Gustafsson 2011). Miehilld estrogeenipitoisuudet ovat naisiin verrattuna yleensa
huomattavasti pienempia ja tasaisempia, mutta poikkeavat estrogeenimaarat voivat
lisdtd esimerkiksi osteoporoosin, sydan- ja verisuonitautien sekd hermostosairauksien
ja erilaisten kasvainten riskia myds miehilld (Nilsson & Gustafsson 2011). Lisaksi
estrogeenit vaikuttavat molempien sukupuolten immuunivasteisiin, joiden valilld on
havaittu huomattaviakin eroja infektioihin liittyvissa immuunipuolustusreaktioissa ja

autoimmuniteetissa (Kovats 2015).

Estrogeenien fysiologiset vaikutukset valittyvat kolmen eri estrogeenireseptorityypin,
ERa:n, ERB:n, ja G-proteiinikytkentaisen reseptorin (engl. G protein-coupled estrogen
receptor, GPER) kautta (Vrtacnik ym. 2014). Estrogeenireseptoreja on lahes kaikissa
solutyypeissa, etenkin estrogeenille herkissd kudoksissa kuten kohdussa ja
maitorauhasessa (Terveyskirjasto 2016b). Estrogeenireseptorit ERa ja ERB ovat
tumareseptoreita eli transkriptiotekijoita, jotka muodostavat komplekseja tiettyihin
kohtiin DNA:ta yhdessa muiden transkriptiotekijdiden kanssa ja vaikuttavat siten geenin
iimentymiseen ja transkription aloitukseen. ER-signalointi voi olla transkriptiota
edistavaa (aktivaatio) tai estavaa (inhibitio). (Kovats 2015.) GPER taas on solukalvolla
sijaitseva estrogeenireseptorityyppi, joka eroaa merkittavasti tumareseptoreista;
estrogeenien GPER-vélitteiset vasteet aktivoivat nopeita solunsisaisia viestintareitteja,

eivatka suoraan vaikuta transkriptioon (Vrtacnik ym. 2014).

Estrogeenien ja niiden reseptorien kaikkia vaikutuksia immuunijarjestelmaan ei tunneta
viela tarkasti ja monet immuunisoluihin kohdistuvat molekyylitason saatelymekanismit
ovat selvittamattd. Tiedetdadn kuitenkin, ettd monosyytti-makrofaagijarjestelman
soluissa on estrogeenireseptoreita, jotka saatelevat solujen kehitysta ja toimintaa seka
viestinvalitysketjuja estrogeenisten yhdisteiden sitoutuessa niihin. ER-signalointi voi
my0s edistaa tai vahentda immuunijarjestelman solujen syntymista hematopoieettisista
kantasoluista. Lisaksi estrogeenireseptorien saatelyvaikutukset proinflammatoristen
sytokiinien tuottoon voivat olla seka lisdavia ettda vahentavia, riippuen solutyypista ja

estrogeenipitoisuudesta. (Harkdnen & Vaananen 2006, Kovats 2015.)

Estrogeenien ja  estrogeenireseptorien suorilla ja  valillisilla  vaikutuksilla
immuunijarjestelman toimintaan on tarked rooli kroonisten tulehdustautien ja
rappeumasairauksien, kuten nivelrikon, osteoporoosin, sepelvaltimotaudin ja
Alzheimerin taudin kehittymisessa (Martin-Millan & Castafeda 2013, Shivers ym.
2015). Estrogeenien uskotaan osaltaan suojaavan tallaisia sairauksia vastaan, silla

tutkimusten mukaan: 1) kuukautiskierron  vaiheen mukaan  vaihtelevat
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estrogeenipitoisuudet ja esimerkiksi raskaus voivat vaikuttaa tulehduksellisten
sairauksien syntyyn ja kulkuun; 2) tulehdukselliset sairaudet yleistyvat huomattavasti
munasarjojen toiminnan vahenemisen ja/tai loppumisen yhteydessa; ja 3)
hedelmallisessa iassa olevilla naisilla on kyseisia sairauksia yleensd vahemman kuin
miehilld (Villa ym. 2015, Umland ym. 2016). Estrogeenien katsotaankin edistavan

solujen jakautumista ja immuunivasteita (Martin-Millan & Castafieda 2013).

Shiversin ym. (2015) hypoteesin mukaan ulkopuolinen estrogeenilisd vahentaa
proinflammatoristen sytokiinien maaria ja lisda anti-inflammatoristen sytokiinien maaria,
mika edelleen vaimentaa tulehdukseen liittyvia vasteita. Tutkimuksessa tulehdusta
hillitsevien sytokiinien maarat nousivat verrokkiin verrattuna huomattavasti ja
hermostossa estrogeeni saateli sytokiinituotannon perustasoa seka sytokiinituotantoa
tulehdustilassa (Shivers ym. 2015). Tulokset tukevat muita tutkimuksia, joiden mukaan
matalat fysiologisen estradiolin pitoisuudet edistdvat tyypin | interferonin ja
proinflammatoristen sytokiinien tuottoa, kun taas korkeat estrogeenipitoisuudet lisdavat

anti-inflammatorisia vasteita ja vahentavat tulehdusta (Kovats 2015).

ER-toiminta voi vaimentaa luontaisen immuunijarjestelman vasteita dendriittisoluissa ja
makrofaageissa myos NF-kB:n transkriptiosaatelyyn vaikuttavien mekanimismien
kautta, joko suoraan tai valillisesti (Harkénen & Vaananen 2006, Kovats 2015). NF-
kB:n immuunijarjestelmaan ja tulehdusvasteisiin vaikuttavat toimintahairiot voivat toimia
osatekijand useissa sairauksissa, kuten diabeteksessa, sepelvaltimotaudissa,
Alzheimerin taudissa ja useissa eri syOpatyypeissa. Estrogeenireseptorien on todettu
estdvan NF-kB-aktiivisuutta useilla eri mekanismeilla, jotka saattavat riippua
spesifisistd  arsykkeistd tai solutyypistd. Mekanismit voidaan jakaa karkeasti
sytoplasmassa (NF-kB-signaaliketjut) sekd tumassa (DNA:han sitoutuminen tai
trasnkriptio) toimiviin mekanismeihin. (Kalaitzidis & Gilmore 2005). Tulehduksellisia
sairauksia tutkittaessa NF-kB:n saatelyreitin inhibointi on todettu tehokkaaksi

tulehduksen vahentajaksi (Quaedackers ym. 2007).

Anti-inflammatoristen ominaisuuksiensa vuoksi E2 ja estrogeenireseptorit ovat
kiinnostavia uusia tutkimuskohteita laaja-alaisten kroonisten tulehdustilojen kannalta
(Villa ym. 2015). Pitkaaikaisessa kaytdéssd hormonikorvaushoidoilla voi kuitenkin olla
haittavaikutuksia, kuten suurentunut rintasydpa- ja veritulppariski, minka vuoksi myos
hormonittomien hoitomuotojen tutkiminen on aiheellista (Umland ym. 2016, Xu ym.
2016).
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2.1.6 Selektiiviset estrogeenireseptorimodulaattorit, SERM:t

Selektiiviset estrogeenireseptorimodulaattorit (engl. selective estrogen receptor
modulator, SERM) eli SERM-yhdisteet ovat synteettisid estrogeenireseptoreihin
sitoutuvia yhdisteita eli ligandeja, joilta puuttuu estrogeenien steroidirakenne (Dutertre
& Smith 2000). Toisin kuin esimerkiksi estradioli, joka toimii reseptoriin situoutuessaan
vain agonistina eli reseptorinaktivoijana ja antiestrogeenit, jotka ovat antagonisteja eli
reseptorinsalpaajia, SERM-yhdisteilld voi olla seka agonistisia ettd antagonistisia
vaikutuksia (Dutertre & Smith 2000, Riggs & Hartmann 2003). Kudostyypista riippuen
SERM-yhdisteet voivat aktivoida tai inhiboida tiettyjen estrogeenireseptorien toimintaa
tai estaa luonnollisten ligandien toiminnan, vaikuttamatta muihin estrogeenireseptoreja
sisaltaviin kudoksiin (Dutertre & Smith 2000).

SERM-yhdisteet ovat kemiallisesti hyvin monimuotoinen joukko yhdisteitd (Riggs &
Hartmann  2003), joiden ominaisuudet riippuvat yhdisteen rakenteesta,
kohdereseptorista ja muista ER-SERM-kompleksin yhteydessa olevista molekyyleista,
solutyypistd sekd kohdegeenin promoottorista. Lisdksi SERM:t voivat vaikuttaa
kohdereseptorin muotoon ja sen vuorovaikutuskykyyn muiden molekyylien kanssa.
(Dutertre & Smith 2000.)

SERM-yhdisteitd seka niiden toimintaa on tutkittu paljon ja niiden avulla voidaankin
todennakdisesti tulevaisuudessa hoitaa tai jopa estaa erilaisia ikaan ja/tai sukupuoleen
kytkoksissa olevia sairauksia yhd enemman (Nilsson & Gustafsson 2011). Koska
SERM-yhdisteillda on kyky toimia valikoivina estrogeeni-agonisteina, niiden avulla
voidaan hoitaa estrogeenin puutteesta johtuvia sairauksia, kuten osteoporoosia, ilman
monia estrogeenin epatoivottuja vaikutuksia. Lisaksi SERM:ien estrogeeni-
antagonististen ominaisuuksien ansiosta niitd voidaan hyddyntaa hoidettaessa sellaisia
rintasydpia, joissa estrogeeni-agonistinen vaikutus olisi haitallinen. (Riggs & Hartmann
2003.) Nykyisten SERM-valmisteiden kayttéon liittyy kuitenkin pitkdaikaiskaytdssa
my0s riskeja, kuten kohdun limakalvon liikakasvua ja veritulppariskin suurenemista.
Lisaksi SERM-yhdisteet saattavat lisata vaihdevuosiin liittyvia oireita, kuten hikoilua ja
kuumia aaltoja. (Inki 2015.)

Tamoksifeeni on yksi ensimmaisistd ja yha kaytdssa olevista SERM-yhdisteista.
Tamoksifeenia kaytetdan erityisesti ERa-positiivisen rintasyévan hoidossa, mutta sen

on my0s havaittu vaikuttavan suotuisasti luukudokseen menopaussin jalkeen, nostaen



13

muun muassa luun mineraalitiheytta ja vahentaen luun hajoamista. (Michael ym. 2007.)
Pienind maarina tamoksifeenia voidaan kayttaa lisaksi lapsettomuuden hoitoon, mutta
pitkdaikainen kayttd kuitenkin nostaa kohtusyovan riskid. Tamoksifeeni toimii siis ERa-
antagonistina rintakudoksessa ja agonistina kohdussa sekd luukudoksessa. ERf-
reseptoriin sitoutuessaan tamoksifeeni toimii aina antagonistina. (Dutertre & Smith
2000, Xu ym. 2015.)

Raloksifeeni on SERM-yhdiste, joka sitoutuu selektiivisesti ERa-reseptoreihin ja toimii
luukudoksessa biologisena aktivaattorina eli agonistina. Rintakudoksessa raloksifeenin
vaikutus on antagonistinen ja se saattaa vahentda invasiivisen rintasydvan riskia
menopaussin jalkeen. Kohdun limakalvoihin raloksifeenilld ei juurikaan ole vaikutusta.
Tutkimuksissa raloksifeenin on havaittu estdvan luun hajoamista ja vahentavan
luunmurtumien riskia, joten sitd kaytetdan erityisesti postmenopausaalisten naisten

osteoporoosin ehkaisyyn. (Michael ym. 2007.)

Ospemifeeni on tamoksifeenia ja raloksifeenida uudempi SERM-yhdiste, jolla on
tutkimusten mukaan samankaltainen luukatoa ehkaiseva vaikutus
postmenopausaalisilla  naisilla  kuin  raloksifeenillakin ~ (Michael ym. 2007).
Rintakudoksessa ospemifeenilla on antagonistinen vaikutus, kohdussa vahaiset
osittaiset agonistiset/antagonistiset vaikutukset. Ospemifeenia kaytetdan padasiassa
emattimen limakalvo-oireiden hoitoon, silla ospemifeeni vaikuttaa emattimessa
estrogeenin tavoin, lisaten epiteelin kypsymistd ja kohdunkaulan epiteelisolujen

muuttumista limaa erittaviksi soluiksi. (Inki 2015.)

Fulvestrantti on antiestrogeeni eli estrogeenin vaikutusta estava tai vahentava yhdiste,
ER-antagonisti, joka muun muassa Michaelin (2007) tutkimusryhman tuloksissa kumosi
taysin tamoksifeenin, raloksifeenin ja ospemifeenin vaikutukset luusoluviljelmissa.
Fulvestranttia voidaankin kayttaa esimerkiksi etaispesakkeisen rintasyovan hoidossa
(Laakeinfo.fi 2015).

2.2 Menetelmaéateoria

2.2.1 Soluviljely

Soluvilielyssa eladin- tai kasvisoluja kasvatetaan in vitro, eli elavan elién ulkopuolella

suotuisissa olosuhteissa. Soluvilielyn avulla voidaan yksinkertaistaa soluymparisto,
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mikd mahdollistaa kontrolloidummat kokeelliset testaukset ja vahentdd muiden
biologisten jarjestelmien vuorovaikutusten aiheuttamia mahdollisia vaaristymia
tuloksissa. Tastd johtuen soluviljelyn avulla mahdollistuvatkin monet sellaiset
tutkimukset, jotka olisivat muutoin vaikeita tai mahdottomia toteuttaa ja tulkita
korkeammissa organismeissa. Lisaksi soluviljely on usein nopeampaa, halvempaa ja

vahentaa koe-eldinten tarvetta in vivo -tutkimuksiin verrattuna. (Carter & Shieh 2015.)

Kasvaakseen solut vaativat maaratyn ja tarkoin saadellyn ympariston seka
mahdollisesti alustan, jolle kiinnittya. Soluviljelyn kannalta tarkein yksittédinen tekija on
solujen kasvatusliuos, jonka koostumus ja sen muutokset vaikuttavat merkittdvasti
solujen kasvuun ja selviytymiseen. Kasvatusliuokset tehdadan solujen tarpeen mukaan
ja niissa voi olla eroja esimerkiksi pH:n, ravintoaineiden, kasvutekijdiden sekd muiden
biologisesti oleellisten yhdisteiden maarien suhteen. Kasvatusliuoksesta solut saavat
ravintoaineita (aminohappoja ja vitamiineja) sekd energiaa (glukoosi) ja yleensa siihen
lisatadn myos seerumia, joka sisaltdad kasvutekijoita ja edistda solujen selviytymista.
(Verma 2014, Carter & Shieh 2015.)

Soluvilielmien solut ovat herkkid ja alttita kontaminaatiolle ilman elimistdon
puolustusmekanismeja. Taman vuoksi kasvatusliuoksiin voidaan lisdtd esimerkiksi
antibiootteja  bakteerien, sienien ja muiden mikro-organismien aiheuttaman
kontaminaation estamiseksi. Soluja viljeltdessa tulee my6s aina noudattaa aseptisia
tydskentelymenetelmia. Soluviljely tehdaankin sille varatuissa tiloissa
laminaarikaapissa, joka puhdistetaan ennen ja jalkeen kaytdn 70 % etanolilla. Lisaksi
soluvilielmat ja reagenssit tulee aina suojata ja sadilytettdd asianmukaisesti.
Soluvilielmia pidetdan vyleensd lampdkaapeissa, joiden lampdtila, kosteus ja
kaasukoostumus ovat solujen kannalta otolliset. Soluvilijelmien olosuhteita yllapidetaan
vaihtamalla kasvatusliuokset tarpeen mukaan ja jakamalla solut uusille
kasvatusalustoille, mikali niiden solutiheys kasvaa liilan suureksi. (Carter & Shieh
2015.)

Viljeltdvat solut voidaan jakaa karkeasti kahteen ryhmaan: primaarisolut ja
immortalisoidut solut. Primaarisolut ovat suoraan peraisin elion kudoksista ja niiden
avulla voidaan tutkia esimerkiksi villityyppisten ja geneettisesti muunnettujen eldinten
eroavaisuuksia. Primaarisoluilla on kuitenkin immortalisoituihin soluihin verrattuna
huomattavasti Iyhyempi elinikd. Immortalisoidut solulinjat ovat yleensa peraisin
syOpasoluista tai keinotekoisesti muunnetuista soluista, jotka voivat jakautua

loppumattomasti. Tallaisia solulinjoja on paljon rutiinikdytdssa laboratorioissa, koska ne
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ovat ainakin teoriassa tasalaatuisia ja geneettisesti identtisid populaatioita, jotka
kasvavat helposti ja nopeasti sekd tuottavat toistettavia tuloksia. Immortalisoitujen
solulinjojen ongelmana on se, etteivat ne valttamatta kuvasta taysin normaalien solujen

ominaisuuksia ja toimintoja. (Carter & Shieh 2015.)

2.2.2 Reportterigeenien aktiivisuuden mittaaminen

Reportterigeenit ovat geeneja, jotka tuottavat jotakin solusta helposti mitattavaa
signaalia.  Reportterigeenimittausta  kaytetdan laajalti uusien |adkeaineiden
kehitystydssa ja testauksessa seka muussa biolaaketieteellisessa,
molekyylibiologisessa ja biokemiallisessa tutkimustydéssa (Allard & Kopish 2008).
Reportterisolujen avulla voidaan tutkia esimerkiksi solujen sisaista viestintaa, solujen
erilaistumista, promoottorien rakennetta ja reseptorien ligandien toimintaa.
Reportterigeenimittaukset soveltuvat erityisen hyvin tumareseptorien toiminnan
tutkimiseen, silla geenin aktivoituminen on suora seuraus tumareseptorin toiminnasta.
(Pakanen 2014.) Reportterisoluina voidaan kayttda esimerkiksi kaupallisia solulinjoja,
joiden signaalireittien toimivuus on yleensa testattu ja solujen taataan kestavan viljelya

oikeissa olosuhteissa maaratyn ajan (InvivoGen 2016b).

Lusiferaasimittaukset ja eritettyyn istukan alkaliseen fosfataasiin (engl. secreted
embryonic alkaline phosphatase, SEAP) perustuvat mittausmenetelmat ovat yleisia
reportterigeenien aktiivisuuden maaritysmenetelmia. Lusiferaasimenetelma perustuu
bioluminesenssin mittaamiseen. Bioluminesenssi syntyy kemiallisessa reaktiossa,
jossa luminoiva eli valoa tuottava lusiferiini-proteiini hapettuu lusiferaasi-entsyymin
katalysoimassa reaktiossa. Bioluminesenssida esiintyy luonnossa esimerkiksi
hydnteisissd ja sienissa. Reportteriteknologiana bioluminesenssia hyddynnetaan
paljon, silld se on menetelmana erittain herkka, nopea ja helposti mitattavissa. Lisaksi

reportterigeeni ei hairitse iséantasolun toimintoja. (Allard & Kopish 2008.)

SEAP:iin perustuvassa mittausmenetelmassa fosfataasin aktiivisuutta voidaan kayttaa
esimerkiksi geenin ilmentymisen analyyseissa, promoottoritutkimuksissa, virusten
toiminnan  tutkimisessa sekd in  vivo -reportterigeenimaarityksissd. SEAP-
reportterigeeni on muunnettu muoto ihmisen istukan alkalista fosfataasia koodavasta
geenistd. Proteiinilta puuttuu kyky sitoutua kalvorakenteisiin, joten se erittyy helposti
ulos solusta eika solujen rakenteita tarvitse rikkoa maarityksia varten. (Mitchell 2016.)

Fosfataasimittaus on kolorimetrinen eli varin muutokseen perustuva menetelma, jonka
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avulla biologisen naytteen alkalisen fosfataasin aktiivisuutta voidaan mitata. Alkalisen
fosfataasin lasndollessa menetelmassa kaytetty reagenssi muuttuu pinkista
siniseksi/violetiksi. Maaritysmenetelma on erittdin herkka ja varireaktion voimakkuus

korreloi alkalisen fosfataasin aktiivisuuden kanssa. (InvivoGen 2016a).

2.2.3 Proteiinimaaritys

Thermo Scientificin Pierce BCA -proteiinimaaritysmenetelma perustuu
bisinkoniinihappoon (engl. bicinchoninic acid, BCA) ja kokonaisproteiinimaaran
kolorimetriseen havainnointiin ja maaritykseen. Menetelmassa yhdistyy kupari-ioni
Cu*%n pelkistyminen Cu*:ksi proteiinin lasnéollessa (Biuret-reaktio) ja kupari-ionin
kolorimetrinen tunnistus BCA:n avulla. Varireaktio syntyy, kun kaksi BCA-molekyylia
sitoutuu yhden kupari-ionin kanssa. Menetelma on erittain herkka ja toimii 20-2000
pg/ml  proteiinipitoisuusvalilla. Standardina menetelmassa voidaan kayttaa vyleista
proteiinia, kuten BSA (engl. bovine serum albumin). Standardit laimennetaan
tunnettujen pitoisuuksien sarjaksi ja tastd sarjasta saatuja tuloksia kaytetdan

maarityksen standardisuorana. (ThermoFisher Scientific 2015a.)

2.2.4 Nitriittipitoisuuden mittaus

Typpimonoksidi (NO) on tarkead fysiologinen viestimolekyyli monissa biologisissa
systeemeissa, kuten immunologisissa kudoksissa sekd& hermostossa ja sydan- ja
verisuoniston kudoksissa (Promega 2009). Jotkin immuunijarjestelman solut, kuten
makrofaagit tuottavat typpimonoksidia, joka mahdollistaa niiden sytotoksisen toiminnan
erilaisia mikro-organismeja ja sydpdasoluja vastaan. Esimerkiksi bakteerien
lipopolysakkaridit stimuloivat makrofaagien typpioksidituotantoa. (MacMicking ym.
1997.)

Yksi keino mitata solujen tuottaman typpimonoksidin maaria on nitriitin  (NO,)
pitoisuuksien maaritys. Nitriitti on toinen typpimonoksidin pysyvista
padhajoamistuotteista  nitraatin  lisdksi. (Promega 2009.) Nitriittipitoisuuden
maaritysmenetelmd perustuu  Griessin  reaktioon, jossa nitriitti muodostaa
diatsoyhdisteen happaman sulfaniiliamidiliuoksen lisdyksessa. Taman jalkeen lisataan
N-(1-naftyyli)-etyleenidiamiinidihydrokloridiliuos (NED), jonka kanssa diatsoyhdiste

reagoi. Lopputuloksena muodostuu purppuranvarinen atsoyhdiste, jossa varin
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intensiteetti on suoraan verrannollinen nitriittikonsentraatioon. (Salminoja 2013.)
Menetelman avulla voidaan maarittda nitriittipitoisuus esimerkiksi plasmasta,

seerumista, virtsasta ja solu- tai kudosviljelman mediumista (Promega 2009).
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3 OPINNAYTETYON TARKOITUS, TAVOITTEET JA
TEHTAVAT

Tama opinnaytetyd suoritettin  osana Turun vyliopistolla tehtdvaa laajempaa
tutkimushanketta, jonka tarkoituksena on tutkia estrogeenireseptorien ja erilaisten
SERM-yhdisteiden vaikutuksia makrofaagisolujen tulehdusvasteen saatelyyn in
vitro -malleissa. Opinnaytetydn tavoitteena oli tarkastella miten tutkittavia SERM-
yhdisteitd voidaan hyddyntdd tulehdusvasteiden saatelijoind ja sopivatko

tutkimuksessa kaytetyt reportterisolut SERM-yhdisteiden vaikutusten tutkimiseen.

Tulehdusvasteita tutkittiin mittaamalla reportterisolujen NF-kB- ja IRF-aktiivisuudet
seka eritettyjen typpioksidien maarat SERM-, estradioli- ja/tai LPS-kasittelyiden
jalkeen. Tutkimuksen SERM-yhdisteistd osaa kaytetaan talla hetkelld laakeaineina
muun muassa rintasyovan ja osteoporoosin hoidossa, mutta yhdisteiden tarkkoja
vaikutuksia tulehdusvasteisiin ei viela tunneta. Lisaksi tutkimuksessa tarkasteltiin
useiden vield vain tutkimuskaytéssa olevien SERM-yhdisteiden vaikutuksia
makrofaagien tulehdusvasteisiin. Tuloksia verrattin |dakeaineiden aiheuttamiin

muutoksiin repotterisolujen toiminnassa.
Opinnaytetyon tutkimustehtavia olivat:

1. Voidaanko SERM-yhdisteiden vaikutuksia tutkia reportterisolumalleilla?
2. Miten SERM-yhdisteet vaikuttivat J774-Dual-reportterisolujen NF-kB- ja IRF-

aktiivisuuteen?
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4 OPINNAYTETYON KAYTANNON TOTEUTUS

4.1 Tutkimuksen suoritus

Opinnaytetyon kokeellinen osuus suoritettin  7.1.-14.4.2016 Turun yliopiston
Biolaaketieteen laitoksella Solubiologian ja anatomian osastolla. Opinnaytetyén
ohjaajina toimivat dosentti Jorma Maatta ja erikoistutkija Lauri Polari (Turun yliopisto)

seka lehtori Sanna Virtanen (Turun ammattikorkeakoulu).

Teoreettisena tausta-aineistona opinnaytetydssa kaytettiin aiemmin julkaistuja samaa
tai osittain samaa aihepiiria kasittelevia tieteellisia artikkeleita ja kirjallisuutta, joihin on
viitattu tyon teoreettista taustaa kasittelevissd osuuksissa. Kokeellisen tutkimuksen
aineiston muodostivat tutkimusryhman kaytéssa olleet reportterisolut, estrogeeniset
yhdisteet sekd makrofaagisolujen tulehdusvasteiden maarittdmiseen tarvitut
reagenssit. Tutkimuksessa kaytettyja menetelmia olivat reportterisolujen viljely, solujen
kasittelyt tutkituilla yhdisteilld seka solujen NF-kB- ja IRF-aktiivisuuden maaritys
kasittelyiden jalkeen. Tulehdusvasteiden voimakkuuden perusteella arvioitin SERM-

yhdisteiden toimivuutta mahdollisina tulehdusreaktioita hillitsevina yhdisteina.

4.1.1 Soluviljely

Tassa opinnaytetydssa kaytettiin InvivoGenin tuottamaa immortalisoitua J774-Dual-
solulinjaa. Solulinja on johdettu hiiren J774.1 makrofaagin kaltaisista soluista ja niihin
on pysyvasti liitetty kaksi yleista reportterigeenimekanismia eli lusiferaasia ja eritettya
alkalista fosfataasia tuottavat rakenteet, jotka aktivoituvat mikrobiperaisten molekyylien
tai sytokiinien vaikutuksesta (InvivoGen 2016b). J774-Dual-soluilla interferonin
saatelytekijat (IRF) aktivoivat Lucia lusiferaasi -reportterigeenin, jonka aktiivisuuden
perusteella IRF-saatelya voitiin arvioida. NF-kB:n signaalireittien aktiivisuutta taas
tutkittiin  solulinjan SEAP-reportterigeenin ilmentymisté tarkastelemalla. (InvivoGen
2016a.)

Tutkimus aloitettiin kdynnistamalla soluviljely, jossa nestetyppeen sailétyt J774-Dual P7
(3*10° solua) -solut sulatettiin ja siirrettiin yhteen T75-kasvatuspulloon. Pulloon lisattiin
soluille tarkoitettua kasvatusliuosta eli mediumia, joka vaihdettiin seuraavana paivana.

J774-Dual on hiiren makrofaagisoluista johdettu immortalisoitu solulinja (Invivogen
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2016a), jonka solut jakautuvat jatkuvasti. Taman vuoksi yllapidetyt solut tuli jakaa
uusiin kasvatuspulloihin noin viiden paivan valein, jotta niiden tiheys ei olisi kasvanut
lian suureksi vaikuttaen mahdollisesti solujen elinkykyyn ja erilaistumiseen. Solujen
jaon yhteydessd myds medium vaihdettiin. Lisaksi solujen kunto tarkastettiin

mikroskoopilla paivittain.

Soluviljelyssa kaytettiin vuorotellen kahta hieman erilaista DMEM-pohjaista (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium -ravintoliuos) kasvatusliuosta eli selektiomediumeja J774-Dual
— ja J774-Dual +. Selektiomediumeja kaytetdan soluviljelyssa yllapitdmaan
selektiopainetta reportterisoluissa, joiden geenit antavat vastustuskyvyn tiettyja
antibiootteja vastaan. Talldin solut, joissa ei ollut toimivia reportteri- ja seletiogeenej3,
kuolivat. Menettelyn avulla pyrittin takaamaan, etta viljellyissa soluissa ilmentyivat
kaikki halutut reportterigeenit. (ThermoFisher Scientific 2015b.) Kaytettyihin
selektiomediumeihin oli lisatty inaktivoitua (30 minuuttia 56°C:ssa) naudan sikion
seerumia (iFBS), glukoosiliuosta, Glutamax-ravintolisda seka antibiootteja. Molempien
kasvatusliuosten tarkemmat koostumukset on kuvattu liitteessa 2. Kasittelyita varten
soluja kasvatettiin myds 96-kuoppalevyilla, joilla kasvatusmediumina kaytettiin J774-
Dual — -mediumia. Lisaksi kahdessa 96-kuoppalevysarjassa testattin myés DCC-
mediumia (engl. dextran-coated charcoal-treated media), jossa kaytetty FBS oli
kasitelty dekstraanilla paallystetylla hiilella. Hiili-dekstraani-menetelmaa kaytetaan
vahentdmaan monien hormonien ja kasvutekijdiden, esimerkiksi estrogeenien, maaria

FBS:ssa (Sigma-Aldrich 2016). DCC-mediumia ei kaytetty solujen yllapidossa.

Inkuboidut solut irrotettiin sdanndllisin valiajoin jakoa tai 96-kuoppalevyille siirtoa varten
kasvatuspullojen pohjista mekaanisesti lastalla raaputtamalla, sentrifugoitiin,
suspensoitiin uuteen mediumiin ja laskettiin kayttdmalld apuna mikroskooppia ja
Bilrkerin kammiota (liite 3). Kasittelyita varten solususpensiota lisattiin kasvatuspullojen
(noin 1,0 * 10° solua/pullo) liséksi myds 96-kuoppalevyille, rivien B-G kaivoihin 2—11
(noin 6000 solua/kaivo). Kaikkiin reunimmaisiin kaivoihin lisattiin vain 250 uyl PBS-
puskuriliuosta ilman soluja, sillda reunimmaiset kaivot kuivuvat muita nopeammin, mika
olisi saattanut vaikuttaa tutkimuksen tuloksiin. Kuivumista pyrittiin estdmaan PBS:n
avulla. Kuoppalevyja tehtiin aina kaksi kerrallaan ja niitd sekd T75-pulloissa olleita
soluja kasvatettiin inkubaatiokaapissa +37°C:ssa. Solulinjaa yllapidettiin Invivogenin
(2016a) suositusten mukaisesti vain passageen 20 asti eli niitd ei kaytetty

tutkimuksessa enaa sen jalkeen, kun jako uusiin kasvatuspulloihin oli tehty 20 kertaa.
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4.1.2 Solujen kasittelyt

Kasittelyt tehtiin 96-kuoppalevyilla 4—6 paivad lampdkaapissa kasvaneille J774-Dual-
soluille. Kasittelyt tehtiin kahdessa osassa eli ensin soluja sisaltaviin kaivoihin lisattiin
tutkittava estradiolipitoisuus, SERM-yhdisteet ja/tai deksametasoni, 100 ul/kaivo, ja
seuraavana paivana LPS. Tutkimuksessa kaytettyja kaupallisia SERM-yhdisteita olivat
tamoksifeeni, raloksifeeni, fulvestrantti ja ospemifeeni. Lisaksi kaytettiin vield vain
tutkimuskaytossa olevia SERM-yhdisteita, joita kutsuttiin nimilla SERM-1, SERM-2,
SERM-5, SERM-7 ja SERM-8. DCC-mediumissa (estradioliton) kasvatetuilla soluilla
testattiin myos pelkan estradiolin vaikutusta reportteriaktiivisuuteen pitoisuuksilla 0,01—
10 nM. Tutkimuksessa deksametasonia kaytettin verrokkina makrofaagien
tulehdusvasteita tarkasteltaessa. Deksametasoni (engl. dexamethasone) on
synteettinen glukokortikoidi, jolla on 20-30 kertaa voimakkaampi
immunosuppressiivinen vaikutus kuin kortisonilla ja sitd voidaankin kayttaa esimerkiksi
reumatautien, iho- ja suolistotulehdusten, pahojen allergioiden, astman seka joidenkin

syopatyyppien hoidossa. (Haim ym. 2014.)

Kaikki kaytetyt yhdisteet oli laimennettu J774-Dual — -mediumiin ja liuotettu 0,1 %
dimetyylisulfoksidiin (DMSO), joka on muun muassa ladkkeiden ihon lapi imeytymista
edistava liuotin (Terveyskirjasto 2016a). DMSO lisattiin erikseen myds vehikkeliin,
jossa soluille lisattiin vain kasvatusmediumia vertailua varten. Kullekin erilaiselle
tutkittavalle yhdisteelle varattiin 5 kaivoa, ja lisdksi jokaisella 96-kuoppalevylla oli 5

solutonta kaivoa ("blankki”) seka 5 kaivoa vehikkelia varten.

24 tuntia tutkittavien liuosten lisdyksen jalkeen levyille lisattiin vield LPS kahtena eri
pitoisuutena eli 10 ng/ml (merkitty LPS 1) ja 100 ng/ml (merkitty LPS 10), 11 pl/kaivo
(Taulukko 1). LPS on gram-negatiivisten bakteerien ulkokalvon rakenneosa,
(Jarveladinen & Miettinen 2001), joka aktivoi voimakkaasti erityisesti makrofaagien seka
endoteelisolujen tulehdusvasteita ja kaynnistaa inflammatoristen sytokiinien tuoton
(Andreakos ym. 2016). Taman vuoksi LPS-kasittelyitda kaytettiin viljeltyjen

makrofaagisolujen tulehdusvasteen ja sen muutosten tarkasteluun.
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Taulukko 1. Esimerkki tyypillisesta pipetointikartasta.

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

A PBS

B vehikkeli blankki

C E2 10 nM SERM-5 yM + LPS 10
D E2 10 nM + LPS 1 SERM-8 1 uM

E E2 10 nM + LPS 10 SERM-8 1 uM + LPS 1
F SERM-5 1 pM SERM-8 1 uM + LPS 10
G SERM-5 1 pM + LPS 1 DEX 0,1 uM + LPS 10
H PBS

4.1.3 Tulehdusvasteiden maaritykset

Vuorokausi LPS-kasittelyiden jalkeen 96-kuoppalevyilta siirrettiin jokaisesta kasitellysta
kaivosta 20 uyl mediumia toisille kuoppalevyille lusiferaasimaaritystd varten ja 30 pl
SEAP:iin perustuvaa maaritystd varten. SEAP:iin perustuvassa mittauksessa
kuoppalevyille lisattiin viela 170 pl Quanti-Blue-liuosta (Invivogen) ja levyt jatettiin
inkuboitumaan Iampokaappiin noin tunniksi tai kunnes varireaktio oli selked, jonka
jalkeen tulokset mitattiin Victor>-kuoppalevylukijalla, aallonpituudella 650 nm.
Lusiferaasimaaritys tehtiin heti mediumin siirron jalkeen Victorilla laitteen itse
annostellessa Quanti-Luc-liuos (Invivogen) kaivoihin. Mittausmenetelmien tarkemmat

tydohjeet on kuvattu liitteessa 4.

Alkuperaisten 96-kuoppalevyjen mediumit otettiin talteen typpioksidien pitoisuuksien
maarityksia varten, jotka tehtiin Griessin menetelmalla Promegan reagensseilla (liite 5).
Nitriittipitoisuuden mittausta kaytettiin maarittdmaan makrofaagisoluista vapautuneiden
typen oksidien pitoisuuksia. Analyysissa valmistettin ensin laimennussarja
reagenssipakkauksen mukana tulleelle nitriittistandardiliuokselle referenssisuoran
maarittamista varten. Naytteitd tarvittin 50 pl/kaivo. Kaikkien naytteiden paalle
pipetoitiin ensin hapanta sulfaniiliamidiliuosta ja 5-10 minuutin kuluttua NED-liuos.
Tulokset luettiin Victorilla 540 nm:ssa 30 minuutin sisallda NED-liuoksen lisayksesta,
jolloin violetti varireaktio oli voimakkaimmillaan. Tuloksia verrattiin laskettuun

referenssisuoraan.
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Mediumeista tyhjennetyt kuoppalevyjen kaivot pestiin 100 yl PBS-puskuria/kaivo, jonka
jalkeen levyt pakastettiin -20°C:ssa vahintdaan 30 minuuttia. Taman jalkeen tehtiin
proteiinimaaritys Thermo Scientificin Pierce  BCA -proteiinimaarityskitin avulla.
Analyysin aluksi valmistettiin standardit tydéohjeen mukaan (lite 6) ja pipetoitiin
kuoppalevyille solujen rakenteet hajottavaa ALP-lyysispuskuria (liite 7), joka mahdollisti
liuoksen proteiinipitoisuuden mittauksen. Tulokset luettiin Victorilla (aallonpituus 650

nm) ja proteiinikonsentraatiot laskettiin Multicalc-ohjelman avulla.

Kaikkien maaritysten tulokset kasiteltin Excelissa. Tulosten tilastollinen tarkastelu
tehtiin kaksisuuntaisella kahden otoksen (eri varianssit) t-testilld aineistosta, jossa NF-
kB:n ja IRF:n aktiivisuus seka solujen typpioksidipitoisuudet oli suhteutettu solujen
proteiinipitoisuuteen tulosten vertailtavuuden mahdollistamiseksi. Tulosten tilastollinen
merkitsevyys maariteltiin p-arvoilla: tulos on tilastollisesti melkein merkitseva, kun p <
0,05 (*); merkitseva, kun p < 0,01 (**); ja erittain merkitseva, kun p < 0,001 (***) (Sarna
2007).

4.2 Metodologiset Iahtokohdat

Maarallinen eli kvantitativinen menetelma on tutkimustapa, joka antaa yleiskuvan
muuttujien mitattavien ominaisuuksien valisistd suhteista ja eroista. Kvalitatiivisen
tutkimuksen tarkoituksena on selittda, kuvata, kartoittaa, vertailla tai ennustaa
tutkittavia asioita, ominaisuuksia tai iImioitd. Kvalitatiivisessa tutkimuksessa
tutkimustieto saadaan numeroina tai laadullinen aineisto ryhmitelldadn numeeriseen
muotoon, jolloin tulokset voidaan esittdd esimerkiksi tunnuslukuina. Olennaiset
numerotiedot selitetdan tutkimuksessa sanallisesti ja menetelma vastaakin kysymyksiin

kuinka moni, kuinka paljon ja/tai kuinka usein. (Vilkka 2007, 14.)

Kvantitatiivisessa tutkimuksessa on keskeistd esittdda aiempia johtopaatoksia ja
teorioita sekad sijoittaa tutkittava ilmié niiden kautta teoriasuuntaukseen. Ennen
tutkimuksen alkua suunnitellaan koejarjestelyt ja aineiston keruumenetelmat. (Hirsjarvi
ym. 2015.) Kvalitatiivissa tutkimuksessa asetetaan yleensd myos tutkimusongelma eli
hypoteesi, joka on perusteltu aiempien tutkimusten, teorioiden ja mallien avulla (Vilkka
2007, 16). Lisaksi tutkimukseen liittyvat kasitteet maaritellddn ja lopuksi kootaan

johtopaatokset, jotka havainnollistetaan tilastollisesti analysoimalla (Hirsjarvi ym. 2015).
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Tama opinnaytetyd oli luonteeltaan kvantitatiivinen tutkimus, silld siind mitattiin
makrofaagisolujen tulehdusvastetta eli reportterigeenien aktiivisuutta maarallisesti.
Teoreettisena lahtokohtana tyossa kaytettiin aikaisempia tutkimuksia ja kirjallisuutta.
Teoreettisen pohjan avulla tutkimukselle asetettiin tutkimusongelmat ja maariteltiin

tutkimukseen liittyvat kasitteet. Tutkimustulokset analysoitiin tilastollisesti.

4.3 Eettiset nakokulmat

Tutkimuseettisen neuvottelukunnan (2012) julkaiseman ohjeistuksen mukaisesti
tieteellisessa tutkimuksessa tulisi aina noudattaa hyvaa tieteellistd kaytantdéa, jotta
tutkimus olisi eettisesti hyvaksyttava, luotettava ja sen tulokset uskottavia. Hyvan
tieteellisen kaytannon keskeisia lahtdkohtiin kuuluvat muun muassa rehellisyyden,
yleisen huolellisuuden ja tarkkuuden noudattaminen tutkimusty6ssa, tulosten
tallentamisessa, esittamisessa seka arvioinnissa. Lisaksi tutkimukseen tulee soveltaa
eettisesti kestavia tiedonhankinta-, tutkimus- ja arviointimenetelmia ja noudattaa
tulosten julkaisun yhteydessa avointa ja vastuullista tiedeviestintaa tietoa salaamatta
tai vaaristelematta. Tutkijoiden tulee huomioida muiden tutkijoiden tyd ja saavutukset ja
viitata heidan julkaisuihinsa asianmukaisella tavalla. Myos tutkimuslupien tulee olla
kunnossa ja mahdolliset  tietosuojaa, henkildiden yksityisyytta seka
itsemaaraamisoikeutta koskevat kysymykset pitda ottaa huomioon. (Tutkimuseettinen

neuvottelukunta 2012.)

Tata opinnaytety6td tehdessa pyrittiin noudattamaan kaikkia hyvan tieteellisen
kaytannén periaatteita, kuten rehellisyytta ja huolellisuutta tutkimusta tehdessa ja
tuloksia kirjatessa. Tuloksia ei salattu tai vaaristelty. Teoreettisena taustana
hyddynnettyjen aikaisempien tutkimusten ja Kkirjallisuuden [8hteet merkittiin
asianmukaisesti ja plagiointia valtettiin. Tutkimuksen teosta sovittiin kaikkien
osapuolten kanssa ja tutkimusta varten tehtiin toimeksiantosopimus Turun yliopiston ja
Turun ammattikorkeakoulun valilla (Liite 1). Tutkimuksessa ei kaytetty koe-elaimia, eika
siihen osallistunut potilaita. Myodskdan potilastietoja ei kaytetty, joten tietosuojaan,
yksityisyyteen tai itsemaaraamisoikeuteen liittyvid eettisia periaatteita ei tarvinnut

tutkimuksen teossa ottaa huomioon.
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5 TUTKIMUSTULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

Tassa opinnaytetyossa tutkittiin estrogeenisten yhdisteiden vaikutusta J774-Dual-
solujen tulehdusvasteisiin, mitaten IRF- ja NF-kB-reportterien aktiivisuutta ja solujen
erittdmia typpioksidipitoisuuksia. Lisdksi maaritettiin solujen proteiinipitoisuus, johon

lusiferaasi- ja SEAP-aktiivisuudet seka typpioksidipitoisuudet suhteutettiin.

Erillisia mittaussarjoja 96-kuoppalevyilla tehtiin yhteensa kuusi. Neljdssa sarjassa solut
oli suspensoitu ja kasvatettu J774-Dual — -mediumissa ja kahden sarjan solut DCC-
mediumissa. Kaikille kasittelyille tai niiden yhdistelmalle suoritettiin vahintaan viisi

toistoa kussakin mittaussarjassa.

5.1 Estradiolin vaikutus tulehdusvasteeseen

DCC-mediumissa kasvatettujen solujen avulla tutkittiin erityisesti soluviljelmalle lisatyn
E2:n pitoisuuserojen vaikutusta solujen elinkykyyn ja tulehdusvasteeseen. E2:n
fysiologinen pitoisuus ihmiskehossa vaihtelee noin 0,1-10 nM:n valilld (Celojevic ym.
2011), minka vuoksi E2:n vaikutuksia tutkittaessa valittiin tarkasteltavaksi kolme eri
pitoisuutta talta vaihteluvalilta (0,1 nM, 1 nM ja 10 mM) ja yksi normaalia alhaisempi
pitoisuus eli 0,01 nM. Lisaksi tutkittavilla levyilla oli estradiolittomat vehikkelikaivot
verrokkina. Osaan Kkaivoista lisattin LPS kahtena eri pitoisuutena Taulukon 1
pipetointikartan mallin mukaisesti. Kontrollikaivoja ei kasitelty LPS:lla. Koko
mittaussarja tehtiin kahteen kertaan, joten tulosten tarkastelussa kaytettiin naiden

sarjojen keskiarvoja.

Lusiferaasimaarityksen tuloksista (Kuvio 1) on havaittavissa, ettd estrogeenien puute
vaikutti vehikkelikaivoissa kasvaneiden solujen elinkykyyn, silla E2-kaivoissa solut
kasvoivat paremmin ja vasteet olivat suurempia. E2 kohotti reportteriaktiivisuutta
tilastollisesti merkitsevasti pitoisuuksilla 0,01 nM ja 0,1 nM seka melkein merkitsevasti
pitoisuudella 1 nM. 10 nM:n pitoisuus ei vaikuttanut reportteriaktiivisuuteen tilastollisesti
merkittdvasti, mutta aktivoi kuitenkin myo6s IRF-toimintaa vehikkelin nollatasoon

verrattuna.



26

IRF-reportteriaktiivisuus
eri E2-pitoisuuksissa
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Kuvio 1. Eri E2-pitoisuuksien vaikutus J774-Dual-solujen IRF-aktiivisuuteen
lusiferaasimittauksessa, verrattuna vehikkeliin

10 ng/ml LPS (merkitty LPS 1) ei aktivoinut IRF-reportterigeenia kontrolliin verrattuna
milladn E2-pitoisuudella. 100 ng/ml (merkitty LPS 10) taas aktivoi reportterin kaikilla
E2-pitoisuuksilla, mutta altistus ei aiheuttanut merkittavia tulehdusvasteiden nousuja

kuin vehikkelissa ja korkeimmalla kaytetylla E2-pitoisuudessa.

NF-kB-aktiivisuuden mittaustulokset on esitetty Kuviossa 2. Tuloksista on havaittavissa
sama ilmid kuin IRF-reportterilla, eli E2:lla oli myos NF-kB-aktiivisuutta lisdava vaikutus
kaikissa pitoisuuksissa. Tasta on paateltavissa, etta fysiologiset E2-pitoisuudet hieman
aktivoivat ja yllapitivat IRF- ja NF- kB-reportterien toimintaa, mutta E2:n konsentraation
vaihtelu valilla 0,01-10 nM ei itsessdan vaikuttanut aktiivisuuteen lisaavasti tai

vahentavasti.
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NF-kB-reportteriaktiivisuus
eri E2-pitoisuuksissa
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Kuvio 2. Eri E2-pitoisuuksien vaikutus J774-Dual-solujen NF-kB-aktiivisuuteen SEAP-
mittauksessa, verrattuna vehikkeliin

Myds LPS aktivoi NF-kB-reportterin toimintaa: 10 ng/ml LPS:n vaikutus oli tilastollisesti
merkittdva lukuun ottamatta 0,1 nM E2:ta, ja 100 ng/ml LPS:n aktivoiva vaikutus oli
tilastollisesti erittain merkittava kaikilla E2-pitoisuuksilla. Tasta voidaan paatella, etta E2
ei pystynyt vaimentamaan LPS:n stimuloimaa tulehdusreaktiota. Kuviossa 2 kuitenkin
nakyy reportteriaktiivisuustasojen lasku suuremmissa E2-pitoisuuksissa, mika voi
johtua estrogeenireseptoreiden aktivaation anti-inflammatorisista vaikutuksista.
Tulokset tukevat osaltaan joitakin aikaisempia tutkimuksia, joiden mukaan korkeat
estrogeenipitoisuudet ovat anti-inflammatorisia, kun taas matalilla pitoisuuksilla saattaa

olla jopa proinflammatorinen vaikutus (Draijer ym. 2016).

Makrofaageista erittyneiden typpioksidien ainemaaria tarkasteltaessa (Kuvio 3) on
havaittavissa, etta vehikkelin solut tuottivat enemman nitriittid kuin estradiolilla kasitellyt
solut; E2:lla oli tilastollisesti merkittava typen oksidien erittymistd vahentava vaikutus.
10 ng/ml LPS -altistus ei saanut aikaan kontrollista poikkeavia tuloksia, joten se jatettiin
kokonaan pois typpioksidien ainemaaratarkasteluista. Mydskaan 100 ng/ml LPS ei
vaikuttanut typen oksidien erittymiseen tilastollisesti merkittavasti E2:n Iasnaollessa.
Tulokset voivat johtua esimerkiksi siitd, ettd E2 on saattanut estdd makrofaagien
muuntumista reaktiivisempaan fenotyyppiin, mika vahentaa LPS:n aiheuttamia vasteita,

kuten nitriitin tuottoa (Vegeto ym. 2001).
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Nitriitin ainemaara
eri E2-pitoisuuksissa
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Kuvio 3. Eri E2-pitoisuuksien vaikutus J774-Dual-solujen erittdman nitriitin maaraan,

verrattuna vehikkeliin

5.2 SERM-yhdisteiden vaikutus IRF-aktiivisuuteen

Laakkeina kaytetyistda SERM-yhdisteista tutkimuksessa mukana olivat tamoksifeeni,
raloksifeeni, fulvestrantti ja ospemifeeni (merkitty kuvioissa TAM, RAL, FUL ja OSP).
Lisaksi tarkasteltiin viiden vain tutkimuskayttéssa olevan SERM-yhdisteen (merkitty
SERM-1, -2, -5, -7 ja -8) vaikutuksia makrofaagien tulehdusvasteisiin. SERM-
yhdisteiden lisdksi tutkimuksessa oli myds vain mediumia sisaltava vehikkeli seka
verrokkeina E2 10 nM:n ja deksametasoni (DEX) 0,1 nM:n pitoisuuksilla. Kaikki SERM-
yhdisteet laimennettiin kasvatusmediumiin, jossa E2-konsentraatio oli 10 nM, paitsi

viimeinen sarja, joka on merkitty erikseen estradiolittomaksi.

Kuviossa 3 on esitetty lusiferaasimittauksen tulokset, joista on havaittavissa, etta kaikki
ladkeyhdisteet vahensivat makrofaagien IRF-aktiivisuutta pelkkdan E2:n ja myds
vehikkeliin verrattuna. Vaikutus ei kuitenkaan ollut tilastollisesti merkittdva kuin
deksametasonin ja melkein merkittava raloksifeenin kohdalla. Ladkeaineiden, erityisesti
deksametasonin ja raloksifeenin, voidaan siis katsoa toimineen anti-inflammatorisesti

E2:n lasnaollessa.
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IRF-reportteriaktiivisuus
eri laakeaineilla
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Kuvio 4. Laakeaineiden vaikutus J774-Dual-solujen IRF-aktiivisuuteen
lusiferaasimittauksessa

10 ng/ml LPS:n lisdys ei aiheuttanut tilastollisesti merkittavia muutoksia IRF-
aktiivisuudessa ladkeaineisiin verrattuna, mutta sen sijaan 100 ng/ml LPS aktivoi
voimakkaan tulehdusvasteen, jota SERM-yhdisteet tai E2 eivat kyenneet
vaimentamaan merkittavasti. Deksametasoni sen sijaan vahensi myoés 100 ng/ml
LPS:n indusoimaa IRF-aktiivisuutta (tilastollisesti erittain merkittava ero), mika johtunee

deksametasonin voimakkaasta immunosuppressiivisesta toiminnasta (Haim ym. 2014).

Kuvioissa 5a ja 5b on esitetty vain tutkimuskaytéssa olevien SERM-yhdisteiden
vaikutukset IRF-aktiivisuuteen. SERM-yhdisteita tarkasteltiin kahtena eri pitoisuutena:
0,3 uM ja 1 pM. Tuloksista voidaan havaita, ettd 0,3 uM:n pitoisuudessa SERM-
yhdisteet eivat vaikuttaneet pelkkdan E2:n verrattuna tilastollisesti merkittavasti IRF-
reportterin  aktiivisuuteen. 1 pM:n pitoisuudessa SERM-5:n aiheuttama muutos
reportteriaktiivisuudessa oli tilastollisesti melkein merkittava ja SERM-7:n tilastollisesti
merkittdva. Molemmat SERM-yhdisteet vahensivat IRF-aktiivisuutta E2:n verrattuna.
Tasta voidaan paatelld, ettad yhdisteet saattavat vaikuttaa voimakkaammin suurempina

pitoisuuksina.
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IRF-reportteriaktiivisuus
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Kuvio 5a. 0,3 yM SERM-yhdisteiden vaikutus J774-Dual-solujen IRF-aktiivisuuteen
lusiferaasimittauksessa
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Kuvio 5b. 1 uM SERM-yhdisteiden vaikutus J774-Dual-solujen IRF-aktiivisuuteen
lusiferaasimittauksessa

SERM-yhdisteiden ja E2:n lasnaollessa 10 ng/ml LPS ei vaikuttanut tilastollisesti

merkittavasti IRF-reportterin aktiivisuuteen. Sen sijaan 100 ng/ml LPS vaikutti kaikkien
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SERM-yhdisteiden kohdalla niin voimakkaasti tulehdusreaktion aktivoitumiseen,
etteivat SERM-yhdisteiden mahdolliset anti-inflammatoriset vaikutukset kyenneet
vaimentamaan vasteita merkittavasti. Kuvioista 5a ja 5b on havaittavissa, ettda SERM-
yhdisteet padosin vahensivat IRF-reportterin LPS:n aiheuttamaa aktivoitumista hieman
enemman kuin pelkka E2, lukuunottamatta SERM-8, joka aktivoi reportterigeenia seka
0,3 uM:n ettd 1 pM:n pitoisuudessa. 1 uM:n pitoisuudessa SERM-1 ja SERM-7

vahensivat LPS:n indusoimaa IRF-aktiivisuutta tilastollisesti merkittavasti.

Viimeinen tutkimussarja tehtiin 1 yM SERM-yhdisteilla, joihin ei ollut lisatty estradiolia.
Lusiferaasimittauksen tuloksista (Kuvio 6) on havaittavissa, ettd SERM-yhdisteista vain
SERM-2:lla oli tilastollisesti melkein merkittava vaikutus IRF-aktiivisuuteen vehikkeliin

verrattuna. SERM-2:n vaikutus oli hieman reportterigeenia aktivoiva.

IRF-reportteriaktiivisuus
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Kuvio 6. 1 yM SERM-yhdisteiden vaikutus J774-Dual-solujen IRF-aktiivisuuteen
lusiferaasimittauksessa, iiman E2:ta

10 ng/ml LPS ei vaikuttanut tilastollisesti merkittavasti IRF-aktiivisuuteen myédskaan
estradiolittomassa tutkimussarjassa. 100 ng/ml LPS:n vaikutus oli tilastollisesti
merkittdva tai erittdin merkittava. Korkeassa LPS-pitoisuudessa tulokset poikkesivat
jonkin verran edellisten sarjojen tuloksista, erityisesti SERM 5:n ja SERM 8:n osalta:
muissa sarjoissa SERM 8:lla oli selkeasti IRF-aktiivisuutta lisdava vaikutus ja SERM
5:11& aktiivisuutta vahentdva vaikutus. Erot olivat kuitenkin pienid, silla vehikkeliin
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verrattuna SERM-yhdisteet eivat vaikuttaneet LPS:n aiheuttamaan tulehdusvasteeseen
tilastollisesti merkittavasti. Vaihtelut voivat johtua siita, ettd tietyt yhdisteet saattavat
kayttaytya eri tavoin estradiolittomissa olosuhteissa. Muiden SERM-yhdisteiden

tulokset ovat paapiirteittain linjassa Kuvioiden 5a ja 5b tulosten kanssa.

5.3 SERM-yhdisteiden vaikutus NF-kB-aktiivisuuteen

NF-kB-reportteriaktiivisuuden maaritykset toteutettin samoilla yhdisteilla edellisen

kappaleen IRF-reportteriaktiivisuusmittausten kanssa.

Laakeaineilla tehtyjen tutkimusten tulokset olivat IRF- ja NF-kB-reportteriaktiivisuuksien
suhteen yhtenevat (Kuvio 7). Pelkkdan E2:n verrattuna kaikki |adkeaineet vahensivat
reportteriaktiivisuutta tilastollisesti melkein merkittavasti tai merkittavasti (fulvestrantti),
deksametasoni erittdin merkittavasti. Yhdisteilld voidaan siis paatella olevan anti-

inflammatorisia vaikutuksia E2:n lasnéollessa.

NF-kB-reportteriaktiivisuus
eri laakeaineilla
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Kuvio 7. L&akeaineiden vaikutus J774-Dual-solujen NF-kB-reportteriaktiivisuuteen
SEAP-mittauksessa

100 ng/ml LPS:n vaikutus oli tilastollisesti erittdin merkittava kaikilla SERM-yhdisteilla.

Kuviosta 7 on havaittavissa, ettd tamoksifeenilla oli 100 ng/ml LPS:n lasnaollessa
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muita SERM-yhdisteitd hieman voimakkaampi NF-kB-reportteriaktiivisuutta vahentava

vaikutus, joka oli tilastollisesti melkein merkittava.

Kuvioissa 8a ja 8b on esitetty vain tutkimuskaytdssa olevien SERM-yhdisteiden

aiheuttama NF-kB-reportteriaktiivisuus kahdessa eri SERM-pitoisuudessa.
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Kuvio 8a. 0,3 pM SERM-yhdisteiden vaikutus J774-Dual-solujen NF-kB-
reportteriaktiivisuuteen SEAP-mittauksessa

Tuloksista voidaan havaita, ettd E2:n verrattuna vain SERM-2 ja SERM-5 (ja
deksametasoni) vaikuttivat NF-kB-reportterin aktiivisuuteen tilastollisesti melkein
merkittavasti 0,3 uM:n pitoisuudessa. Suuremmilla pitoisuuksilla vastaavaa tilastollista

merkitsevyytta ei ollut havaittavissa.
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Kuvio 8b. 1 pupM SERM-yhdisteiden vaikutus J774-Dual-solujen NF-kB-
reportteriaktiivisuuteen SEAP-mittauksessa

LPS 10-100 ng/ml aktivoivat NF-kB-reportterigeenia merkittavasti. Tasta paatellen NF-
KB:n aktivaatioreitti saattaa olla IRF:n reittia herkempi LPS:lle ja aktivoitua pienissakin
pitoisuuksissa. Pelkkdaan E2:n verrattuna SERM-yhdisteet vaikuttivat seka 0,3 pM:n
ettd 1 uM:n pitoisuuksina hyvin samankaltaisesti reportteriaktiivisuuteen 100 ng/ml
LPS:n lasndollessa: SERM-2 toimi selkeasti anti-inflammatorisesti ja vahensi
aktiivisuutta, SERM-8 taas lisdsi NF-kB-reportteriaktiivisuutta, mutta ei tilastollisesti

merkittavasti.

Estradiolittoman tutkimussarjan tulokset on esitetty Kuviossa 9. Kaikki SERM-yhdisteet,
SERM-7 lukuunottamatta, lisdsivat NF-kB-reportterin aktiivisuutta tilastollisesti
merkittavasti tai melkein merkittavasti. Ero oli huomattava verrattuna sarjaan, johon E2
oli lisatty (Kuvio 8b). E2:n lasnaolo saattaa siis tasoittaa SERM-yhdisteiden vaikutuksia

reportteriaktiivisuuteen.
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NF-kB-reportteriaktiivisuus
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Kuvio 9. 1 upM SERM-yhdisteiden vaikutus J774-Dual-solujen  NF-kB-
reportteriaktiivisuuteen SEAP-mittauksessa, ilman E2:ta

100 ng/ml LPS aktivoi jalleen reportteriaktiivisuutta tilastollisesti erittdin merkittavasti.
Estradiolittomissa olosuhteissa SERM-2 ja SERM-7 vahensivat LPS:n indusoimaa NF-

kB-aktiivisuutta tilastollisesti merkittavasti.

5.4 SERM-yhdisteiden vaikutus typpioksidipitoisuuteen

Vain tutkimuskaytdssa olevien SERM-yhdisteiden typpioksidimittausten tulokset (Kuviot
10a ja 10b) nayttivat noudattavan samaa linjaa muiden tulosten kanssa 100 ng/ml
LPS:n lasnaollessa: SERM-7 ja SERM-8 aktivoivat makrofaagien toimintaa ja nitriitin
erittymistd solusta, kun taas SERM-2 ja SERM-5 vahensivat aktiivisuutta estradioliin
verrattuna. Tulokset eivat kuitenkaan olleet tilastollisesti merkittavia E2:n vaikutuksiin

verrattuna.
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Kuvio 10a. 0,3 yM SERM-yhdisteiden vaikutus J774-Dual-solujen erittdman nitriitin
maaraan
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Kuvio 10b. 1 yM SERM-yhdisteiden vaikutus J774-Dual-solujen erittdman nitriitin
maaraan

0,3 pM:n SERM-pitoisuudessa 100 ng/ml LPS indusoi typen oksidien erittymista
tilastollisesti merkittavasti kaikilla SERM-yhdisteilla. 1 uM:n pitoisuudessa 100 ng/mi
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LPS vaikutti tilastollisesti merkittdvasti vain SERM-7 ja -8 kohdalla kontrolleihin
verrattuna. LPS:n indusoiman typen oksidien erittymiseen vaikuttivat eniten SERM-1, -
2 ja -8 1 pyM:n pitoisuudessa: SERM-1 ja SERM-2 vahensivat typen oksidien
ainemaaria ja SERM-8 aktivoi typpioksidien erittymista. Tuloksissa oli kuitenkin paljon
hajontaa, mikd voi tarkoittaa, ettd ne eivat valttdmattd ole vertailukelpoisia ja typen
oksidien ainemaarien mittausmenetelma ei mahdollisesti sovellu luotettavaksi SERM-

yhdisteiden toiminnan mittariksi tdssa solulinjassa.
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6 POHDINTA

SERM-yhdisteiden vaikutuksia on tutkittu paljon etenkin tietyisséd estradiolin
kohdekudoksissa, kuten luussa ja rintakudoksessa, mutta niiden vaikutukset
makrofaagien toimintaan ovat viela suurelta osin selvittamatta. Tama opinnaytetyd
tehtin osana laajempaa Turun vyliopistolla suoritettavaa tutkimusta tulehdusta
hillitsevien SERM-tyyppisten molekyylien vaikutusmekanismeista. Opinnaytetyon
kokeellinen osuus tehtiin hiiren makrofaagisoluista johdetun kaupallisen solulinjan
(J774-Dual) avulla. Tutkimuksen tarkoituksena oli tarkastella viljeltyjen solujen
tulehdusvasteita mittaamalla reportterigeenien NF-kB- ja IRF-aktiivisuus seka
eritettyjen typpioksidien maara LPS-, E2- ja SERM-altistusten jalkeen. Tutkimuksen
tavoitteena oli testata tutkittavien SERM-yhdisteiden sopivuutta tulehdusvasteiden

saatelijoiksi.

Opinnaytetyon aiheeseen tutustuminen ja kaytettyjen menetelmien harjoittelu aloitettiin
jo ennen varsinaisen opinnaytetyon aloitusta solu- ja molekyylibiologian
harjoittelujaksolla. Tama oli tutkimuksen kannalta eduksi, silla harjoittelujaksolta saatu
kokemus toi osaltaan varmuutta esimerkiksi solujen vilielyyn ja analyysien
suorittamiseen. Lisdksi harjoittelujaksolla ja opinnaytetydén aineistoa keratessa
seurattiin tarkasti ohjeita seka taytettiin myds laboratoriotydpaivakirjaa, johon merkittiin
kaikki tutkimuksen ty6vaiheet. Laboratoriotydpaivakirjan merkintdjen avulla kokeiden
kulkua pystyi helposti seuraamaan ja tarvittaessa toistamaan samalla tavalla.
Tutkimuksissa pyrittiinkin aina suorittamaan testisarjat keskendan samalla tavalla ja
samanlaisissa olosuhteissa, jotta tulokset olisivat mahdollisimman vertailukelpoisia.
Opinnaytetyon viitekehysta kirjoitettaessa kaytettiin paaasiassa mahdollisimman uusia
kansainvalisia tutkimusartikkeleita, jotka oli haettu tunnettujen lehtitietokantojen kautta
erilaisista tieteellisista julkaisuista. Uusien ja luotettavien Iahteiden kaytto teoriapohjan

materiaalina lisasi tutkimuksen luotettavuutta.

Ty6sta saatujen tulosten perusteella voidaan sanoa, ettd SERM-yhdisteiden avulla
voidaan vaikuttaa makrofaagisolujen toimintaan seka reportterigeenien aktiivisuuteen
ja vaikutuksia voidaan tutkia kaytettyjen reportterisolumallien avulla. Tutkittavilla
SERM-yhdisteilld oli toisistaan poikkeavia vaikutuksia solujen NF-kB- ja IRF-
aktiivisuuteen seka typen oksidien tuottoon. SERM-7 ja joissain tapauksissa SERM-2

olivat tulosten perusteella paaasiassa tulehdusvasteita vaimentavia ja SERM-8 niita
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aktivoiva. Muiden SERM-yhdisteiden vaikutukset olivat jonkin verran epaselvempia,
mutta niiden aiheuttamat vasteet olivat melko lahella estradiolin (10 nM) aikaansaamia
vasteita. E2 vaikutti Iasndolollaan jonkin verran SERM-yhdisteiden toimintaan ja osa
yhdisteistéd saattoi toimia eri tavoin estradiolitomissa olosuhteissa. Myés SERM-
yhdisteen pitoisuudella oli merkitysta reportteriaktiivisuuteen. Eri E2-pitoisuuksien
havaittiin lisdavan seka IRF- etta NF-kB-aktiivisuutta eli E2:n fysiologisilla pitoisuuksilla
oli niin sanottu vyllapitovaikutus kaikissa soluissa. Pitoisuuden kasvattaminen ei

juurikaan enaa vaikuttanut reportterigeenien aktiivisuuteen.

Opinnaytetyon tutkimustulokset olivat paaosin linjassa tutkimusryhman toisella
reportterisolulinjalla tekeman aikaisemman tutkimuksen kanssa. Tuloksista on kuitenkin
havaittavissa, ettd keskihajonnat ovat paikoin melko suuria, mikd voi johtua
tutkimuksen suorittajan kokemattomuudesta ja tasta aiheutuvista mahdollisista
virheista tai epatarkkuuksista. Vaikka opinnaytetyohon liittyvia menetelmia oli harjoiteltu
jonkin verran jo ennen tutkimuksen aloittamista, on pitkdaikaisen kokemuksen puute
kuitenkin saattanut vaikuttaa osaltaan tulosten tarkkuuteen seka toistuvuuteen ja sita
kautta luotettavuuteen. Lisaksi epatarkkuuksia on voinut aiheuttaa esimerkiksi solujen
epatasainen jakautuminen ja kasvu 96-kuoppalevyn kaivoissa, ilmakuplat tuloksia

mitatessa ja pipetista johtuvat pipetointiepatarkkuudet.

Rajallisesta aikataulusta johtuen monien yhdisteiden vaikutukset voitiin mitata vain
yhdessd 96-kuoppalevysarjassa. Useammat toistot olisivat tukeneet tulosten
luotettavuutta sekd mahdollisesti helpottaneet tulosten tulkintaa. Lisaksi olisi ollut hyva
tutkia enemman LPS:n vaikutusta vehikkeliryhman soluihin parempaa vertailtavuutta
varten. Tulokset ovat kuitenkin mahdollisesti sellaisenaankin kaytettavissa Turun
yliopiston tutkimusryhman tekemaa tyotd varten, mika edistdd osaltaan SERM-

yhdisteilla tehtavaa tutkimusta.

SERM-yhdisteiden  tutkimus on tarkeaa, sillda pitkdaikaisessa  kaytossa
hormonikorvaushoidoilla voi olla haittavaikutuksia, kuten mahdollisesti suurentunut
rintasydpa- ja veritulppariski (Umland ym. 2016, Xu ym. 2016). SERM:ien avulla sen
sijaan voidaan tulevaisuudessa pyrkia yha paremmin korvaamaan tallaiset hoitomuodot
ja kehittamaan kudosselektiivisia |adkkeita, joilla on estrogeenin hyddylliset
ominaisuudet ilman sen haittoja (Riggs & Hartmann 2003). Tutkimusten alkuvaiheiden
soluviljelymenetelmilla tehtyja in vitro -kokeita voidaan kayttda apuna muodostettaessa
hypoteeseja ja arvioita |adkkeiden toiminnasta elimistdéssa (Carter & Shieh 2015). On

kuitenkin tarkeaa testata hypoteeseja myds in vivo, silla ei voida olettaa viljeltyjen
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immortalisoitujen solujen kayttaytyvan taysin samoin kuin elimiston solut ja kudokset.
Jatkossa Turun yliopistolla tehtdvassa tutkimuksessa onkin tarkoitus tarkastella

tulehdukseen liittyvien geenien ilmenemistad ja myohemmin kiinnostavimmat yhdisteet

pitda tutkia asianmukaisissa eldinmalleissa.
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Liite 2 Solujen kasvatusliuokset (mediumit)

J774-Dual kasvatusmedium — (100 ml):

1 ml Glutamax 100x
1,75 ml glukoosiliuos
1Tml PenStrep 100x
10 mi iFBS

86 ml DMEM 11880 1x
0,2 mi Normocin

J774-Dual kasvatusmedium + (100 ml):

1Tml Glutamax 100x
1,75 ml glukoosiliuos
1mi PenStrep 100x
10 ml iFBS

86 ml DMEM 11880 1x
0,5 ml Normocin

50 ul Blasticidin

100 pl Zeocin

Mediumien sailytys jadkaapissa +4°C
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Liite 3 Solulaskut

Solujen valmistelu jakoa varten:

1. Poistetaan vanha kasvatusliuos ja lisatdan noin 5 ml uutta liuosta
Irrotetaan solut T75-pullon pohjasta lastalla raaputtamalla
Mikali T75-pulloja on useampia, yhdistetdan niiden solut kasvatusliuoksineen
yhteen Falcon-putkeen ja sentrifugoidaan 5 min 1000 rp
Poistetaan medium solunappia rikkomatta

Lisatdan 5 ml uutta mediumia ja suspensoidaan solunappi

Solujen laskeminen Birkerin kammiolla:

1. Pipetoidaan 10 pl (mediumiin laimennettua) solususpensiota laskukammion
peitinlasin alle
Lasketaan 4 A-ruutua solutiheyden maarittamista varten
Lasketaan tulosten keskiarvo

Lasketaan naytteen solutiheys kaavaoilla:
¢ (solua/ml) = ka * laimennoskerroin * 10000
n (solua) = laskettu solutiheys (c) * solususpension tilavuus (V)

Solujen jakaminen:

Jokaiseen T75-pulloon lisataan noin 1,0 * 10° solua ja 12 ml kasvatusmediumia — tai +.

Esimerkki: Jos solujen tiheys on 2,0 * 10° solua/ml, lisétdan T75-pulloon 0,5 ml

solususpensiota ja 12 ml kasvatusmediumia.

96-kuoppalevyjen valmistus:

Lisataan noin 6000 solua/100 ml jokaiseen kaivoon. Blankki B7-B11, reunoilla 250 pl
PBS. Kuoppia on siten levyltd yhteensa kaytdssa 55, jolloin solususpensiota tarvitaan
vahintdan 5,5 ml. Laimennuksessa kaytetdan aina J774-Dual kasvatusmediumia — .

1,0¥10/ml _

Esimerkki: Jos solujen tiheys on 1,0 * 10° solua/ml, on laimennossuhde 5 ooogml 17

eli 1 ml solususpensiota ja 16 ml mediumia tai esimerkiksi 0,5 ml solususpensiota ja 8

ml mediumia.
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Liite 4 Tyoohje lusiferaasi- ja SEAP-mittaukset

Lusiferaasimittaus:

1. Valmistetaan Quanti-Luc-analyysireagenssi Invivogenin ohjeen mukaan
http://www.invivogen.com/PDF/QUANTI_Luc.pdf:
e Kaada Quanti-Luc-pakkauksen sisalté 50 ml:n astiaan ja lisda 25 ml
steriilia vetta
e Sekoita, kunnes jauhe on kokonaan liuennut
e Kayta liuos heti tai sailyta 1 viikko +4°C:ssa tai 1 kuukausi -20°C:ssa
2. Lisatdan valkoisille optisille 96-kuoppalevyille 20 pl kasiteltyjen solujen
mediumia
3. Otetaan Quanti-Luc-liuosta erilliseen pulloon noin 10 ml, silla Victor annostelee
reagenssin itse

4. Luetaan tulokset Victorilla Lucia in vitro -ohjelmalla

SEAP-mittaus:

1. Valmistetaan Quanti-Blue-analyysireagenssi Invivogenin ohjeen mukaan
http://www.invivogen.com/PDF/QUANTI-Blue_TDS.pdf:

o Kaada Quanti-Blue-pakkauksen sisaltd 250 ml:n astiaan ja lisda 100 mi

deionisoitua tai tislattua vetta

e Sekoita, kunnes jauhe on kokonaan liuennut

o Filtterdi liuos 0,2 ym membraanin 1api 250 ml:n steriiliin astiaan

e Lammita liuos +37°C:een ennen kayttoa

e Sailytys 2 viikkoa +4°C:ssa tai 2 kuukautta -20°C:ssa, suojattava valolta
Lisataan 96-kuoppalevyille 30 pl kasiteltyjen solujen mediumia
Lisatéaan jokaiseen kaivoon 170 pl Quanti-Blue-reagenssia

Inkuboidaan levyja noin tunti tai kunnes varireaktio on tarpeeksi voimakas

o & DN

Luetaan tulokset Victorilla Vesa 650 -ohjelmalla
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Liite 5 Tyoohje NO,-maaritys

Promega Griess Reagent System:

50 ml Sulfanilamide solution (2 x 25 ml)

50 ml NED solution (2 x 25 ml)

1Tml Nitrite standard (0,1 M Sodium nitrite)
Tyén kulku:

HUOM! Jokaisessa analyysissa tulee tehda nitriitin standardin referenssisuora!

1. Valmistetaan 1 ml 100 uM:sta nitriittiliuosta laimentamalla reagenssipakkauksen
mukana tullut 0,1 M nitriittistandardiliuos suhteessa 1:1000 tutkimuksessa
kaytettyyn kasvatusmediumiin tai bufferiin (kaytetty J774-Dual — -mediumia)

2. 96-kuoppalevyn kaksi ensimmaistd pystyrivia kaytetdan nitriitin standardin
referenssisuoraa varten:

¢ Rivien B-H kaivoihin lisataan 50 pyl mediumia

¢ Rivin A kaivoihin lisatdan 100 ul valmistettua 100 pM:sta nitriittiliuosta

e Pipetoidaan rivin A kaivoista 50 pl rivin B kaivoihin ja edelleen rivin B
kaivoista 50 pl rivin C kaivoihin jne. Riville H ei lisata nitriittiliuosta.
Laimennokset ovat talléin 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56 ja 0 uM

e Jokaisen nitriittistandardin kaivon lopullinen tilavuus on siis 50 pl,
nitriittikonsentraatiovalilla 0—-100 yM

3. Annetaan sulfaniiliamidiliuoksen ja NED-liuoksen |ammetd ja tasaantua

huoneenlampdiseksi 15-30 minuuttia

Lisataan 50 pl tutkittavaa naytetta kaivoihin (esim. duplikaattina)

Pipetoidaan sulfaniiliamidiliuosta kaikkiin naytekaivoihin, myds standardeille

Inkuboidaan huoneenlammadssa valolta suojattuna 5—10 minuuttia

Pipetoidaan NED-liuosta kaikkiin naytekaivoihin

© N o o b

Inkuboidaan huoneenlammadssa valolta suojattuna 5-10 minuuttia, violetti vari
alkaa muodostua heti
9. Mitataan absorbanssi 30 minuutin sisalla 520-550 nm:n filtterilla (kaytetty 540

nm) Victorilla ja verrataan tuloksia referenssisuoraan
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Liite 6 Tyoohje proteiinimaaritys

Pierce BCA Protein Assay Kit:

500 ml

25 ml
10 x 1ml

Tyén kulku:

BCA Reagent A: sodium carbonate, sodium bicarbonate, bicinchoninic

acid and sodium tartrate in 0,1 M sodium hydroxide

BCA Reagent B: 4% cupric sulfate

Albumin Standard Ampules 2 mg/ml: bovine serum albumin (BSA) at 2

mg/ml in 0.9 % saline and 0.05 % sodium azide

1. Pipetoidaan 100 ul/kaivo ALP-lyysisbufferia pakastetuille 96-kuoppalevyille

2. Annetaan olla tasosekoittajalla noin 30—45 minuuttia

3. Valmistetaan standardit sarjalaimennoksina sopivaan liuokseen (kaytetty ALP):

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)

2 mg/ml
1,5 mg/ml
1 mg/ml
750 pg/ml
500 pg/ml
250 pg/ml
125 pg/ml
25 pg/ml

= 20 pl stokkia (100 mg/ml BSA) + 980 ul ALP
= 750 pl laimennosta 1 + 250 yl ALP
= 667 yl laimennosta 2 + 333 ul ALP
= 750 pul laimennosta 3 + 250 ul ALP
= 667 ul laimennosta 4 + 333 ul ALP
= 500 pl laimennosta 5 + 500 ul ALP
= 500 pl laimennosta 6 + 500 ul ALP
= 200 pl laimennosta 7 + 800 ul ALP

4. Pipetoidaan 25 pl jokaista standardia ja tutkittavaa naytettd duplikaatteina

uusille 96-kuoppalevyille

5. Valmistetaan WR (working reagent) pakkauksen reagenteista A ja B suhteessa
50:1 (A:B)
6. Pipetoidaan 200 ul WR/kaivo

7. Inkuboidaan levyja +37°C:ssa vahintdan 30 minuuttia, kunnes vérireaktio on

tarpeeksi selkea

8. Mitataan absorbanssit Multicalc-sovelluksen ja Victorin BCA2-ohjelman avulla
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Liite 7 ALP-lyysispuskuri

Valmistusohje (500 ml):

3,9405 g 50 nm Tris-HCI (MW 157,6)
4,506 g 0,9 % NacCl
500 pl 0,1 % Triton X-100

Mitataan pH ennen Tritonin lisdysta. Jos liuos on esimerkiksi liian hapan, lisataan
lipeda (NaOH) kunnes lopullinen pH on 7,6. Lisatdan Triton ja sekoitetaan huolellisesti

sekoittajalla ennen kayttoa.



