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It is generally known that milk is healthy and it improves strength of the bone. Some refined milk proteins
are known to improve bone strength and formation by enhancing osteoblast proliferation and to reduce bone
resorption by inhibiting osteoclast proliferation. In the body osteoblasts are formed from multipotent
mesenchymal stem cells. Thus milk proteins have a physiological role in bone growth and healing and might
have a potential therapeutic role as an anabolic factor in osteoporosis.

This project was co-operation work with Valio and university of Turku. Aim of the study was test milks
seven proteinfractions potential to enhance osteoblast proliferation. The purpose was to find milk proteins
which enhance proliferation of mesenchymal stem cells. Viability of the mesenchymal stem cells were tested
13 milk proteinfractions.

In osteoblast differentiation test P4, V30 heat and not-heat treated (V30 heat and not-heat), V50 heat and not-
heat treated (V50 heat and not-heat), Valios native whey (VNH) and Valios caseinfraction without casein
(WPC) proteinfractions were tested in cell culture. Alkaline phosphatase spesific activity and calcium
measurements were used to study milk proteinfractions influence on the osteoblastic differentiation of human
bone marrow derived mesenchymal stem cells. We used viability test to proteinfractions which were earlier
mentioned in osteoblast differentiation test and o-lactalbumin, B-lactoglobulin, lactoferrin, whey growth
factor (WGF), GMP and native whey proteinfractions (NWP). Viability test is early optimized in our group.
Flow cytometric measurement of 5,5°,6,6 -tetrachloro-1,1",3,3"-tetracthylbenzimidazolcarbocyanine iodine
(JC-1) was employed to determine viability of milk proteinfractions treated mesenchymal stem cells. JC-1
accumulates in the mitochondria when mesenchymal stem cells are in good condition. Upon depolarization
of mitochondria JC-1 form monomers. Aggregates and monomers emit different wavelength which can be
detected with flowcytometry. We analyze results by FlowJo — program.

Based on viability studies, it seems that a-lactalbumin (p=0.01), B-lactoglobulin (p=0.001), P4 (p=0.01), V30
heat (p=0.05), V50 heat (p=0.01) and not-heat (p=0.001), VNH (p=0.001), WGF (p=0.001) and GMP
(p=0.05) proteinfractions improve viability of mesenchymal stem cells. Lactoferrin, V30 not-heat, WPC, and
NWP proteinfractions did not have influence on mesenchymal stem cells. Osteoblast differentiation tests
suggest that VNH proteinfraction might promote osteoblast differentiation whereas V50 not-heat
proteinfraction seems to inhibit osteoblast proliferation.

It seems that milk proteinfractions further improve viability of the mesenchymal stem cells that already have
in good viability. It is also possible that milk proteinfractions could rescue stressed mesenchymal stem cells
having poor viability. Results of differentiation tests were partly conflicting thus requiring more experiments.
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1. Johdanto

1.1 Kantasolut

Alkion kantasolut ovat erilaistumattomia soluja, joilla on kyky jakaantua ja sdilyd
erilaistumattomina pitkidkin aikoja. Ne kykenevit erilaistumaan miksi tahansa aikuisen
yksilon soluiksi kuten esimerkiksi luun, ithon ja veren soluiksi. Alkion kantasoluista
poiketen aikuisten kantasolut kykenevit erilaistumaan vain tietyiksi solutyypeiksi.
Kantasolut muuttuvat erilaistuneiksi solutyypeiksi ja siitd edelleen kudoksiksi saadessaan
erilaisia drsykkeitd ympéristostddn. Kantasoluja on 1dydetty varhaisvaiheen alkioista,
sikion eri kudoksista, napaverestd ja aikuisen yksilon useista eri kudoksista. Aikuisen
kantasoluja on sekd multipotentteja kantasoluja, jotka voivat muodostaa erilaisia
solutyyppejé erilaistumisalueensa sisdlld ettd unipotentteja kantasoluja, jotka kykenevit
muodostamaan vain yhdenlaisia soluja. Tyypillisesti aikuisen kantasolut kehittyvit
vilivaiheen kautta kohdesoluksi. Vélivaiheen soluja kutsutaan esiastesoluiksi. Esiastesolut
ovat jo osin erilaistuneet ja jatkavat jakautumista ja erilaistumista tdysin erilaistuneiksi

kypsiksi soluiksi (ks. katsausartikkeli Robey, 2000).

Totipotentteja kantasoluja ovat hedelmdittyneen munasolun (morula) tytérsolut, joilla on
kyky erilaistua miksi tahansa elimiston solutyypiksi. Morulan yksi totipotentti kantasolu
kykenee muodostamaan uuden tdydellisen yksilon, mihin tarvitaan sikidkalvojen ja istukan
muodostuminen. Alkion pluripotentti kantasolu on useakykynen kantasolu, joka kykenee
muodostamaan vain varsinaisen alkion kudokset. Blastokystivaiheen alkiossa ja noin
viiden péivin ikdisessd alkiossa on pluripotentteja kantasoluja. Ne kykenevit erilaistumaan
miksi tahansa aikuisen yksilon solutyypiksi. Aikuisen yksilon kantasolut ovat
multipotentteja kantasoluja jotka kykenevit erilaistumaan usean eri kudostyypin soluiksi.
Aikuisen kantasoluja 10ytyy useista ihmisen kudoksista kuten maksasta, haimasta,

lihaksesta, ihosta, aivoista ja luuytimesta.

Luuytimessd on runsaasti verisolujen kantasolumuotoja eli hematopoieettisia kantasoluja,
joista muodostuu mm. punasoluja, valkosoluja ja verihiutaleita. Luuytimessd on lisdksi
my0s stroomasoluja eli mesenkymaalisia kantasoluja. Luuydinperdiset mesenkymaaliset
kantasolut ovat multipotentteja kantasoluja, jotka kykenevét erilaistumaan mm.

osteoblasteiksi eli luuta muodostaviksi soluiksi, kondrotyyteiksi eli rustosoluiksi,



adiposyyteiksi eli rasvasoluiksi (Jones ym., 2002), tendosyyteiksi eli jdnnesoluiksi,
myosyyteiksi eli lihassoluiksi, luuytimen sidekudokseksi ja neuroneiksi eli hermosoluiksi
(Minguell ym., 2001). Mesenkymaaliset kantasolut ovat harvinaisempia luuytimesséd kuin
hematopoieettiset kantasolut. Mesenkymaalisia kantasoluja on yksi 100 000:aa luuytimen
solua kohden (Baksh ym., 2004). Luuydinndytteestd pystytddn erottamaan
mesenkymaaliset kantasolut hematopoiettisista kantasoluista viljelemdlld luuytimesti
otettua kantasolunidytettd kasvatusliuoksessa. Mesenkymaalisilla kantasoluilla on kyky
tarttua soluviljelypullon pohjalle kun taas hematopoieettisilla kantasoluilla ei (Mendelow

ym., 1980).

Mesenkymaalisia kantasoluja on monenlaisissa kudoksissa. Alun perin Friedenstein
ryhmélidisineen eristivit mesenkymaalisia kantasoluja luuytimestd ja pernan ja
kateenkorvan stroomasta (Friedenstein ym., 1966; Friedenstein ym., 1976). Nykyédn
luuytimen ajatellaan olevan runsain ja parhaiten saatavilla oleva mesenkymaalisten
kantasolujen ldhde (Tuli ym., 2003). Mesenkymaalisia kantasoluja on 16ydetty myos sikion
kudoksista, istukasta, napanuoran verestd ja verisuonista (in 't Anker ym., 2003; Hu ym.,

2003; Romanov ym., 2003).

Mesenkymaalisten kantasolujen muovautuvuus ja uusiutuvuuskapasiteetti (engl. self-
renewal) antavat valtavat mahdollisuudet tuhoutuneiden kudosten tai elinten kliiniseen
korjaamiseen. Vaikka tietimys mesenkymaalisten kantasolujen jakautumisesta ja
erilaistumisesta on vdhdistd, mesenkymaalisista kantasoluista on tullut tirked apuvéline
kudosten korjaamisen tutkimukseen ja mesenkymaalisia kantasoluja pidetddn
potentiaalisena vaihtoehtona useisiin kliinisiin sovelluksiin. Joitakin kliinisid kokeita
mesenkymaalisten kantasolujen kdytostd on jo tehty ja rohkaisevia tuloksia on julkaistu
esimerkiksi sédriluun synnynndisessd pseudoartroosissa (engl. congenital pseudarthrosis of
the tibia) (Tikkanen ym., 2010), synnynniisessd luutumisvajauksessa (engl. oteogenesis
imperfecta) (Horwitz ym., 2002; Le Blanc ym., 2005) ja metakromaattisessa
leukodystrofiassa (engl. metachromatic leukodystrophy) (Koc ym., 2002). Pseudoartroosi
on luunmurtuman jilkitila, jossa murtumapinnat eivét ole luutuneet yhteen, vaan liikkuvat
toisiinsa ndhden kuin esimerkiksi nivelesessd. Synnynndinen luutumisvajaus on ryhmai
perinndllisid sidekudostauteja, joissa kollageenin kypsyminen ja luun muodostuminen ovat
hidastuneet. Synnynndinen luutumisvajaus aiheuttaa mm. luustoepdmuodostumia ja jopa

pienestd tondisystd syntyvid murtumia. Metakromaattinen leukodystrofia on harvinainen
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peittyvasti periytyvd keskushermostotauti, jossa on ominaista henkinen taantuminen,
serebrosidisulfaatin kertyminen kudoksiin, spastiset eli jaykkdhalvaukset ja ataksia eli

haparointi, hapuilu.

1.2 Luu

Luu ja rusto muodostavat luuston, jonka piidtehtdvd on tukea ja suojata elintirkeitd
sisdelimid mahdollistaen samalla litkkumisen lihasten avulla. Luusto toimii myds
kalsiumin ja fosfaattien varastona, josta tarvittaessa sdddellddn veriplasman elektrolyytteja.
Luu on huokoinen mineralisoitunut rakenne, joka koostuu soluista, kalsium- ja
fosfaattiyhdisteiden kiteistd eli hydroksiapatiitista (engl. hydroxyapatites) ja verisuonista.
Luun rakenteelliset rakenneosat koostuvat solun ulkoisesta soluvéliaineesta (engl.
extracellular matrix), kollageenista ja soluista. Thmisen tdysin kehittyneessd luustossa on
kahdentyyppistd luuta: kortikaalinen luu eli luun kuorikerros ja trabekulaarinen luu eli
hohkaluu. Luun kuorikerros muodostaa tiheén ja tiiviin uloimman kerroksen suurimmalla
osalla luista. Koko elimiston luustosta 80 % on luun kuorikerrosta ja 20 % hohkaluuta.
Hohkaluuta on luun kuorikerroksen sisélld. Hohkaluu on harvempaa, joustavampaa ja
uudistuu nopeammin kuin luun kuorikerros ja silld onkin suurempi aineenvaihdunnallinen

tehtava.

Luu koostuu kolmenlaisista luusoluista: osteblasteista, osteosyyteistd ja osteoklasteista.
Naiilld kolmella Iuusolulla on omat tehtivinsd luun rakentamisessa, ylldpidossa ja
hajottamisessa. Luusto on aineenvaihdunnallisesti hyvin aktiivista. Se uudistuu koko
elinidn ajan. Luun uudistuessa osteoklastit hajottavat mineralisoituneen luun. Osteoblastit
taas muodostavat luun soluviliaineen (engl. bone matrix), joka mineralisoituu. Syntyvin
luukudoksen keskelle jddvid osteoblasteja kutsutaan osteosyyteiksi. Luun uudistuminen on

monimutkainen ja tarkoin sdddelty jarjestelma.

Luun muodostuminen on riippuvainen usean eri asian yhteistyOstd. Ndmi asiat ovat
esimerkiksi spesifiset solut kuten mesenkymaaliset kantasolut ja osteoklastit seka
hydroksiapatiitti ja  soluviliaineen molekyylit, liukoisten molekyylien kuten
kasvutekijoiden, hormonien, sytokiinien, vitamiinien ja ionien ekspressio ja useat

mekaaniset drsykkeet (ks. katsausartikkeli Deschaseaux ym., 2009)
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Eri kasvutekijédt vaikuttavat myos luun kasvuun ja paranemiseen. Kasvutekijit ovat solun
pinnan reseptoreihin sitoutuvia proteiineja tai polypeptidejd, jotka aktivoivat
solujakautumista ja/tai erilaistumista. Monet kasvutekijat ovat monipuolisia ja stimuloivat
useiden solutyyppien jakautumista kun taas toiset kasvutekijat ovat spesifisid tietyille
soluille. Kasvutekijit sitoutuvat kohdesolun reseptoriin ja aiheuttavat solun sisdisen
signaalin siirtymisen tumaan. Tumassa signaali saa aikaan halutun vasteen. Yksi
kasvutekijd voi sitoutua useisiin reseptoreihin. Kasvutekijit vaikuttavat autokriinisesti,
parakriinisesti ja/tai endokriinisesti. Autokriinisessd viestinndssd solu vapauttaa aineita,
jotka vaikuttavat sen omaan toimintaan. Parakriinisessd viestinndssd viestimolekyylit
vapautuvat paikallisesti ja voivat siirtyd solusta toiseen. Endokriinisessd viestinnidssi
umpieritysrauhasten tuottamat hormonit erittyvét verenkiertoon ja jakaantuvat siten joka
puolelle kehoa. Térkeimmat kasvutekijit, jotka vaikuttavat luustoon, ovat luun
morfogeneettiset proteiinit (engl. bone morphogenetic proteins), verisuonen endoteelin
kasvutekija (engl. vascular endotelial growth factor), verihiutalekasvutekijé, transformoiva
kasvutekija-p, fibroblastikasvutekija (engl. fibroblast growth factor, FGF) ja insuliinin
kaltainen kasvutekija (engl. insulin-like growth factor, IGF) (Taulukko 1). Naista
kasvutekijoistd verihiutalekasvutekijié, transformoivaa kasvutekija- B:a, insuliininkaltaista
kasvutekijda (Belford ym., 1997) ja FGF:4 (Rogers ym., 1995; Hironaka ym., 1997) on
lehmin maidossa. Taulukossa 1 on luuhun vaikuttavat kasvutekijit, niitd tuottavat solut,
kasvutekijoiden biologiset vaikutukset ja vaikutukset luussa. Luun paranemisen aikana
luun mikroymparistossd sijaitseva solut, kuten tulehdussolut, fibroblastit, endoteelisolut,
luuytimen strooman solut ja osteoblastit tuottavat kasvutekijoitd (ks. katsausartikkeli
Devescovi ym., 2008). Transformoiva kasvutekijd on muun muassa alkion solujen ja
kasvainsolujen tuottama kasvuun ja erilaistumiseen vaikuttava sytokiini. FGF sisdltdd
ryhmén peptidikasvutekijoitd, jotka muun muassa lisddvét verisuonten uudismuodostusta.

Verihiutalekasvutekiji edesauttaa esimerkiksi haavassa olevien solujen jakautumista.
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Taulukko 1. Luuhun vaikuttavat kasvutekijét, niitd tuottavat solut, biologinen vaikutus ja toiminta luustossa.
IGF on insuliinin kaltainen kasvutekijd ja FGF on fibroblastikasvutekijid. Taulukko on muokattu Valentina
Devescovin katsausartikkelista Growth factors in bone repair.

Kasvutekija Tuottavat Biologinen vaikutus Toiminta luussa
solut
Luun morfo- | Luun esisolut, Luun esisolujen migraatio,
geneettiset osteoblastit, Rusto-osteogeneesi, jakautumisen ja
proteiinit rustosolut, osteoinduktio erilaistumisen induktio ja
endoteelisolut soluviliaineen synteesi
Verisuonen Osteoblastit, Ruston muuntaminen luuksi,
endoteelin verihiutaleet Angiogeneesi osteoblastien jakautuminen
kasvutekija ja erilaistuminen
Verihiutaleet, Tukikudoksen solujen
Verihiutale- osteoblastit, jakautuminen, Luun esisolujen migraatio,
kasvutekija | endoteelisolut, | monosyyttien/makrofaagien jakautuminen ja
makrofaagit, ja siledn lihaskudosten erilaistuminen
monosyytit solujen kemotaksis,
angiogeneesi
Erilaistumattomien
Verihiutaleet, mesenkymaalisten
osteoblastit, Immuunisuppressio eli kantasolujen jakautuminen,
luuytimen immuunivasteen osteoblasti-esisolujen
Transformoiva strooman heikentdminen, varvadminen; rustosolujen ja
kasvutekija- solut, angiogeneesi, solujen osteoblastien erilaistuminen
rustosolut, kasvun, erilaistumisen ja (, mutta terminaalisen
endoteelisolut, soluviliaineen synteesin erilaistumisen estiminen),
fibroblastit, stimulointi luun soluvéliaineen
makrofaagit tuottaminen, osteoblasti-
esisolujen tdydentdminen
Makrofaagit, Rustosolujen kypsyminen
monosyytit, (FGF-1), osteoblastien
luuytimen Angiogeneesi, fibroblastien jakautuminen ja
Fibroblasti- strooman ja sileiden lihaskudoksen erilaistuminen, epakypsien
kasvutekiji solut, suonten solujen osteoblastien apoptoosin
rustosolut, jakautuminen estdminen, kypsien
endoteelisolut, osteosyyttien apoptoosin
osteoblastit induktoiminen, luun
resorptio (FGF-2)
Osteoblastit, Osteoblastien jakaantuminen
IGF rustosolut, | Kasvuhormonien vaikutusten ja luun soluvéliaineen
endoteelisolut, sadtely synteesi, luun resorptio

hepatosyytit
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Ihmisten luun vaurioilla voi olla hyvin haitallinen vaikutus eldmélle ja yhteiskunnalle.
Monet ihmiset kérsivit luusairauksista ja luun murtumista, joista useat voisivat olla
estettdvissd. Siksi luun muodostumisen ja paranemisen mekanismien ymmairtdminen on
hyvin térkedd. Osteoporoosi eli luukato on yksi yleisistd varsinkin ikddntyvien ihmisten
luun yleissairauksista. Osteoporoosissa luusto haurastuu normaalia enemmaén luukudoksen
viahentyessd ja luun kestdvyyden heiketessd. Pienempdd luun haurastumista kutsutaan
osteopeniaksi. Luun haurastuminen aiheuttaa luunmurtumia, kuten lonkka- ja
rannemurtumia, sekd selkdnikamien painumista kokoon. Osteoporoosin hoidon
lahtokohtana jokaisella potilaalla on eldmintapojen muutokset, kuten esimerkiksi
tupakanpolton lopettaminen, alkoholin kdyton vihentdminen ja liikunnan lisidminen ja D —
vitamiinin ja kalsiumin kdyttiminen lisdravinteena (ks. katsausartikkeli Rachner ym.,
2011). Osteoporoosia hoidetaan myds ladkitsemilld. Osteoporoosin lddkehoito jaetaan
kahteen luokkaan: anti-resorptiivisiin lddkkeisiin, jotka hidastavan luun hajoamista ja
anabolisiin ladkkeisiin, jotka stimuloivat luun muodostumista (ks. katsausartikkeli Rachner

ym., 2011).

1.2.1 Osteoblastit ja osteosyytit

Osteoblastit saavat alkunsa multipotenteista mesenkymaalisista kantasoluista, joilla on
mahdollisuus erilaistua osteoblastien lisdksi rustosoluiksi, myoblasteiksi (lihassolun
alkumuoto), rasvasoluiksi ja fibroblasteiksi (ks. katsausartikkeli Bianco ym., 2001).
Osteoblastit sijaitsevat muodostuvan luun pinnalla. Osteoblastit tuottavat tyypin 1
kollageenia ja kalsiumia sitovia proteiineja kuten osteonektiinid ja osteokalsiinia, jotka
muodostavat luun matriksin eli soluviliaineen. Osteoidiksi kutsutaan mineralisoitumatonta
soluviliainetta, jonka sisélld kulkee verisuonia. Osteoidien mineralisaation saavat aikaan
osteoblastien erittdmét vesikkelit, jotka sisdltdviat alkalista fosfataasi-entsyymid (engl.
alkaline phosphatase, AFOS). AFOSin vaikutuksesta kalsium- ja fosfaatti-ionit alkavat
kiteytyd muodostaen hydroksiapatiittikiteitd kollageenisdikeiden véliin (ks. katsausartikkeli
Hadjidakis ja Androulakis, 2006). Osteoblastit jadvat luutuvan soluviliaineen siséén, jonka

jélkeen niitd kutsutaan osteosyyteiksi.

Osteosyytit ovat kypsid, erilaistuneita luusoluja ja rakenteeltaan haaroittuneita. Osteosyytit
vastaavat luukudoksen perusaineenvaihdunnasta eli ravinnon ja hapen saannista.

Mineralisoitunut luu estdd aineenvaihdunnan soluviliaineen ldpi. Osteosyytit ovat
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yhteydessd toisiinsd haaroittuneiden ulokkeiden kérjissd olevien aukkoliitosten avulla ja

siten muodostavat talloin koko luun kattavan verkoston.

Osteoblastit voivat tuottaa erilaisia kasvutekijoitd kuten insuliininkaltaista kasvutekijdé
(Canalis ym., 1993a), FGF:4 (Globus ym., 1989), verihiutalekasvutekijaa (engl. platelet-
derived growth factor) (Rydziel ym., 1994), transformoiva kasvutekija-p:a (engl.
transforming growth factor-beta) (ks. katsausartikkeli Canalis ym., 1993b) ja luun
morfogeneettistd proteiinia (engl. bone morphogenetic proteins; BMP) (ks. katsausartikkeli
Chen ym., 2004). Osteoblastien aktiivisuutta sdddellddn sekd autokriinisesti ettd
parakriinisesti. Osteoblasteista on myos yleisesti tunnettujen hormonien reseptorit kuten
lisdkilpirauhashormonin, lisdkilpirauhashormoniin liittyvén proteiinin,
kilpirauhashormonin (Krieger ym., 1988), insuliinin (Levy ym., 1986), kasvuhormonin
(Barnard ym., 1991), prolaktiinin (Clement-Lacroix ym., 1999) ja progesteronin eli
keltarauhashormonin (Wei ym., 1993) reseptorit, joiden kautta osteoblastien toimintaa
sdddelldan. Lisédkilpirauhashormonin tarkka vaikutusmekanismi osteoblasteihin ei ole
tiedossa, mutta sen on todettu lisddvdn niiden madrdd ja edistivin kypsymistd (ks.
katsausartikkeli ~Datta ja  Abou-Samra, 2009). Osteoblastien tumassa on
steroidihormonireseptoreita kuten mm. reseptorit estrogeenille (Eriksen ym., 1988),
vitamiini D3:1le (ks. katsausartikkeli Minghetti ja Norman, 1988), androgeenille (Colvard
ym., 1989) ja retinoidille (Kindmark ym., 1993).

Estrogeeni eli naishormoni sditelee naisille ominaisia sukupuoliominaisuuksia ja muun
muassa kohdun ja limakalvojen toimintaa. Estrogeenin midrd vidhenee naisilla heti
synnytyksen jilkeen ja vaihdevuosien aikana. Etenkin vaihdevuosien aikana tapahtuvan
estrogeenin vihenemisen ajatellaan olevan tirked seikka osteoporoosin kehittymisessa.
Estrogeenilld on olennainen tehtdvéd luuston kasvamisessa ja luun homeostaasissa seké

miehilli ettd naisilla (ks. katsausartikkeli Weitzmann ja Pacifici, 20006).

Insuliini on elimistdssd glukoosiaineenvaihduntaa sdidtelevd hormoni. Insuliini ja IGF
vaikuttavat luustoon. Insuliinin ja/tai IGF:n on todettu stimuloivan osteoblastien
jakautumista ja erilaistumista ihmisen osteoblastisolulinjalla (Yang ym., 2010),
osteoblastin kaltaisilla soluilla (Kim ym., 2007) ja primaarisissa pargo (engl. sea bream)

nimisen kalan osteoblastiviljelmissd (Capilla ym., 2011).
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1.2.2 Osteoklastit

Osteoklastit ovat kudosspesifisid, jattildisméisid, monitumaisia soluja, jotka ovat
muodostuneet monosyytti-magrofaagilinjan kantasolujen muuttuessa esiosteoklasteiksi ja
niiden yhdistyessd monitumaisiksi osteoklasteiksi. Osteoklastit sijaitsevat hajotettavan luun
pinnassa. Osteoklasteista pystytddn erottamaan sekd toiminnallisesti ettd rakenteellisesti
erilaisia alueita. Kuvassa 1 ndkyvit tiivis liitos (engl. sealing zone), poimukalvo (engl.
ruffled border) ja toiminnallinen eritysalue sekd ns. basolateraalinen alue ja suljettu lokero.
Tiiviin liitoksen avulla osteklasti kiinnittyy luun pintaan. Poimukalvon kautta eritettavét
entsyymit pddseviat luuta hajottavalle pinnalle suljettuu lokeroon. Toiminnallisen
eritysalueen kautta solun ldpi kulkenut hajotettu luumateriaali vapautuu (transsytoosi)

solun ulkoiseen tilaan.

Osteoklastien muodostuminen eli osteoklastogeneesi on monimutkainen jérjestelma.
Osteoklastogeneesid sddtelevit yhdessd mm. tuumorinekroositekijén (engl. tumor necrosis
factor) reseptorit, tuumorinekroositekijdn kaltaiset proteiinit: osteoprotegeriini (engl.
osteoprotegerin), tumatekija-kB:n (engl. nuclear factor; NF) reseptorin aktivoija (engl.
receptor activator of nuclear factor-kB; RANK) ja RANK ligandi (RANKL) (ks.
katsausartikkeli Boyle ym., 2003).

Osteoklastit erittdvdt erilaisia luuta hajottavia entsyymejd. Osteoklastit valmistavat
aktiivisesti lysosomaalisia entsyymejid kuten tartraatti-kestdvad fosfataasihappoa (engl.
tartrate-resistant acid phosphatase) ja katepsiini K:ta, jotka eritetddn aktivoituneen
osteoklastin poimukalvon kautta suljettuun lokeroon, jossa luuta hajotetaan (Vaananen
ym., 2000). Katepsiini on eldinkudoksen endopeptidaasi, joka mm. osallistuu kudosten

autolyysiin solun kuoleman jélkeen.

Osteoklastien toimintaa sdddellddn sekd paikallisesti toimivilla sytokiineilld ettd
systemaattisesti toimivilla (koko elimistod koskevasti) hormoneilla. Osteoklasteista on
16ydetty kalsitoniinin (Warshawsky ym., 1980), interleukiini-1:n (Xu ym., 1996),
kilpirauhashormonin (Abu ym., 1997), lisdkilpirauhashormonin (Teti ym., 1991),
verihiutalekasvutekijan (Zhang ym., 1998), insuliinin (Thomas ym., 1998), IGF-1:n (Hou
ym., 1997), androgeenien (Mizuno ym., 1994) ja makrofaagipesédkkeitd stimuloiva tekijan

(engl. magrophage colony-stimulating factor-1; M-CSF-1) (Hofstetter ym., 1992)
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reseptorit. M-CSF on hematopoieettisten kasvutekijoiden perheeseen kuuluva

glykoproteiini.

Tommamnallimen
entysalue

Basolateraalinen
alue

Poimukalvo

Tuvishitos

LUU L Suljettu lokero

Kuva 1. Luuta hajottava osteoklasti. Kuva on muokattu Kalervo Védndsen katsausartikkelista The cell
biology of osteoclast function.

1.3 Lehméan maito ja ternimaito

Maitoa suositellaan kéytettdvéksi luuston terveydeksi, koska maito on hyvé kalsiumin
ldhde ja se sisdltdd useita hyodyllisid yhdisteitd kalsiumin imeytymisen kannalta. Maidolla,
joka on vastasyntyneen pédsddntdinen ravinnonldhde, on toiminnallinen tehtéva
vastasyntyneen kasvuun ja immuunipuolustuksen kehittymiseen ja se on hyvé ravinteiden
lahde myo0s aikuisille ihmisille. Maito sisdltdd hyvin paljon biologisesti aktiivisia

yhdisteitd, joita on tutkittu paljon.

Lehmédn maidontuotantokauden eli laktaatiokauden voi jakaa kolmeen eri vaiheeseen:
kolme kuukautta kestdvdin nousevaan tuotannon kauteen, johon ternimaidon tuotto
kuuluu, tasaisen tuoton kauteen ja laskevan tuoton kauteen. Poikimisen jélkeen lehma
tuottaa ternimaitoa vajaan viikon ajan, jonka jdlkeen lehmédn péivittiinen maitomaara
nousee ja on korkeimmillaan noin kuukauden kuluttua poikimisesta. Tétd maitoa kutsutaan

Pro Gradussani tavalliseksi maidoksi (engl. mature milk). Lehmidn maitomaéra vaihtelee
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maidon tuotanto kauden aikana 30 kilosta jopa 60 kiloon lehmén tuotanto-ominaisuuksien
mukaan. Lehméin suuren maidontuoton vaihe kestdd muutamasta kuukaudesta vajaaseen
puoleen vuoteen. Tamén jilkeen pdivittdinen maidon tuottaminen vidhenee vihitellen

(Elina Angeslevi, henkilokohtainen suullinen tieto).

Lehmi siemennetdin uudestaan aikaisintaan yhden kuukauden padstd poikimisesta.
Lehmén on tarkoitus poikia noin kerran vuodessa. Lehmén tiineysaika on yhdeksidn
kuukautta. Muutama kuukausi ennen poikimista lehmidn maidontuotto alenee
huomattavasti, jolloin lehmén lypsdminen lopetetaan eli lehmé laitetaan umpeen.
Ummessaoloaika on 1-2 kuukauden lepo ennen seuraavaa poikimista ja

maidontuotantokautta (Elina Angeslevi, henkildkohtainen suullinen tieto).

Lehmin maito sisdltdd paljon erilaisia ravintoaineita. Maidossa on kaikki tarvittavat
ravintoaineet vasikan kasvamiseen ja kehittymiseen ja etenkin ternimaito on tdrkedd
vasikan kehittymiselle sen ensimmaéisten elinkuukausien aikana. Ternimaito sisdltda
vasikan immuunipuolustuksen kehittymisen kannalta tirkeitd aineita kuten esimerkiksi
immunoglobuliineja eli vasta-aineita. Maito siséltdd pddasiassa proteiineja, rasvoja,
laktoosia, vitamiineja ja mineraaleja kuten kalsiumia, seleenid, jodia, folaattia, A, E ja B12
vitamiinia, riboflaviinia, magnesiumia ja sinkkid. Maito sisdltdd myo0s erilaisia pienempia
biomolekyylejd kuten hormoneja, erilaisia kasvutekijoitd, nukleotideja, polyamineja,
peptidejd, sytokiineja, entsyymejd ja muita bioaktiivisia peptidejd. Maidon koostumus
vaihtelee mm. maidon erityksen vaiheen, idn, rodun, ravinnon ja utareen terveyden mukaan

(ks. katsausartikkeli Haug ym., 2007).

Poikimisen jdlkeen lehmi tuottaa ravinteikasta ja rasvaista ternimaitoa. Ternimaito on
vastasyntyneen  vasikan  ensisijjainen  ravinnonldhde ja  kehittdd  vasikalle
immuunipuolustusjdrjestelmdn. Ternimaito poikkeaa koostumukseltaan tavallisesta
maidosta. Yksi suurimmista eroista tavallisen maidon ja ternimaidon vililld on se, ettd
ternimaito sisdltdd ldhes kaksinkertaisen madrdn proteiineja verrattuna tavalliseen maitoon.
Ternimaidon  suuri  proteiinipitoisuus  johtuu  osittain  ternimaidon  suuresta
Immunoglobuliini G:n (engl. immunoglobulin G, IgG) méirasti. IgG:n osuus ternimaidon
proteiineista on yli 50 % kun taas tavallisessa maidossa IgG:ta on noin 5 %:a (Ontsouka

ym., 2003). Myo6s muiden maidon proteiinien kuten laktoferriinin ja transferriinin
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konsentraatioiden tiedetddn olevan suurempi ternimaidossa kuin tavallisessa maidossa

(Sanchez ym., 1988).

1.4 Maidon proteiinit

Proteiinien pitoisuus tavallisessa maidossa on noin 32 g/l. Maidon proteiinit koostuvat
kaseiineista ja heran proteiineista (ks. katsausartikkeli Haug ym., 2007). Heraa syntyy
nestemdiisend sivutuoteena, kun maidosta juoksutetaan juustoa. Maidon proteiineista 20 %
on heraproteiineja. Heraproteiinien osuus nesteméisessd sivutuotteessa on noin 65 % (ks.
katsausartikkeli Marshall, 2004). Maidon heraproteiinit ovat globulaarisia ja ne ovat
vesiliukoisempia kuin kaseiinit. Hera sisdltdd piddasiassa p-laktoglobuliinia, o-
laktalbumiinia, naudan seerumin albumiinia (engl. bovine serum albumin, BSA),
laktoferriinia ja immunoglobuliineja. Osa maidon heraproteiineista kuten esimerkiksi
laktoferriini,  o-laktalbumiini  ja  P-kaseiini  voivat olla  vastustuskykyisid
ruoansulatusentsyymeille (ks. katsausartikkeli Haug ym., 2007). Heraproteiinit siséltavat
erilaisia entsyymejd kuten lyaaseja, transferaaseja, proteaaseja, lipaaseja ja hydrolaaseja

(ks. katsausartikkeli Marshall, 2004).

Mahassa ravinnollisten aminohappojen imeytymisnopeus vaihtelee proteiinien laadun
mukaan. Kaseiinit muodostavat hyytymid mahalaukussa, jolloin hydrolyysi lisdédntyy ja
mahalaukun tyhjeneminen viivistyy. Heraproteiinit ovat taas happamissa olosuhteissa
hyytyméttomid liukoisia proteiineja. Télloin heraproteiinit saavuttavat jejenumin nopeasti
jonka jilkeen menevéit suolikanavaan (Boirie ym., 1997). Jejenum eli ns. tyhjdsuoli on
ohutsuolen keskimmdiinen osa pohjukaissuolen ja sykkyrdsuolen vilissd. Heraproteiinien
hydrolyysi ohutsuolessa on hitaampaa kuin kaseiinien jolloin suurempi osuus

heraproteiineista kykenee imeytyméén ohutsuolessa.

Hall ryhmaldisineen (2003) osoitti kylldisyystutkimuksessa, ettd plasman aminohappojen
konsentraatio oli heraproteiinipitoisen aterian jélkeen korkeampi kuin kaseiinipitoisen
aterian jdlkeen (Hall ym., 2003). Toisessa idkkddmmilld naisilla tehdyssd tutkimuksessa
osoitettiin, ettd aterian jélkeen heraproteiinien nopea imeytymistapa on parempi proteiinien

hyodyntidmiselle ja kaiken kaikkiaan typpitasapainolle (Arnal ym., 1999).

Heraproteiinin laktoferriinin selviytymistd ja imeytymistd ruoansulatuskanavassa on

tutkittu. Ruoansulatus voi vidhentdd laktoferriinin bioaktiivisuutta suolistossa. Troost
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ryhmaléisineen (2002) tutki suun kautta otettavan ihmisen rekombinantti laktoferriinin
selviytymistd ruoansulatuskanavassa kahdeksalla naispotilaalla, joille oli tehty ileostomia
(engl. ileostomy). Ileostomia on suoliavanneleikkaus, jossa tehdddn leikkauksella
sykkyrdsuolesta, ohutsuolen loppuosasta, ihon pintaan avanne. Tutkimuksessa potilaille
annettiin suun kautta 5 g ihmisen rekombinantti laktoferriinid (engl. recombinant human
lactoferrin, rhLF) ja avanteesta tuleva siséltd keridttiin 24 tunnin ajalta. Laktoferriinid oli
erittynyt ainoastaan 4 pg vuorokauden aikana. Tutkimuksen perusteella ravinnosta saatu
rhLF ei saavuta paksusuolta (engl. colon), koska rhLF hajotetaan mahalaukussa ja
ohutsuolessa (Troost ym., 2002). Toisessa saman tutkimusryhmén tutkimuksessa 12
vapaachtoista saivat 12 tunnin paaston jilkeen nend-mahaletkun avulla (engl. nasogastric
intubation) 4,5 g naudan laktoferriinid (engl. bovine lactoferrin, bLF). Ennen tutkimuksen
lopputulosta paljastui, ettd bLF selviytyi mahalaukusta ohutsuoleen nopeasti, jolloin vain
pieni osa bLF:std pilkkoutui ja suuremman osan bLF:std siirtyessd ohutsuoleen

koskemattomassa muodossaan (Troost ym., 2001).

1.4.1 Kaseiinit

Kaseiinit kuuluvat fosfoproteiiniperheeseen. Kaseiinit erittyvdt maitorauhasista
suurikokoisina miselleind. Misellit koostuvat os-, as-, B- ja k- kaseiineista. Kaseiinien
tehtdvd on ldhinnd ravinnollinen aminohappojen ja mineraalien kuten kalsiumin ja
fosfaatin kuljettajana (ks. katsausartikkeli Ginger ja Grigor, 1999). Kaseiinien osuus

maidon proteiineista on noin 80 % (ks. katsausartikkeli Haug ym., 2007).
1.4.2 Heraproteiinit

1.4.2.1 p-laktoglobuliini

B-laktoglobuliinin  osuus lehmidn maidon heraproteiineista on noin puolet
kokonaismddrdstd, kun taas ihmisen maito ei sisdlld lainkaan [-laktoglobuliinia. -
laktoglobuliini on pieni, pallonmuotoinen ja liukoinen proteiini. [B-laktoglobuliinin
monomeerin molekyylimassa on noin 18 kDa, mutta esiintyy liuoksissa dimeerind. [-
laktoglobuliini on hyvd vilttdmittomien ja haarautuneiden aminohappojen ldhde (ks.

katsausartikkeli Chatterton ym., 2006).
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B-laktoglobuliinin varsinainen biologinen tehtdvd on vield epéselvd. B-laktoglobuliinilla
ndyttdisi kuitenkin olevan jonkinlainen tehtdvd passiivisen immuniteetin siirtymisella
vastasyntyneelle. B-laktoglobuliini sisidltdd kysteiinid, joka on tdrked glutationin (engl.
glutathione) synteesissd. Glutationia 10ytyy luonnostaan kaikista nisédkkéiden soluista, jossa
se osallistuu solujen puolustamiseen oksidatiivista stressid vastaan. Glutationi on mm.
tarked syoOpien ehkiisijd ja immuniteetin sédételijd (ks. katsausartikkeli Madureira ym.,

2007).

1.4.2.2 a-laktalbumiini

a-laktalbumiini on yksi heraproteiinien pdiproteiineista, jota 10ytyy sekd ihmisen ettd
lehmén maidosta. Lehmédn maidon heraproteiineista a-laktalbumiinin osuus on 20 %.
Ihmisen maidossa a-laktalbumiini on heraproteiinien vallitseva proteiini. a-laktalbumiini
on vesiliuoksessa pallomaisessa muodossa ja silli on suuri affiniteetti metalli-ioneja,
erityisesti kalsiumia, kohtaan. Kalsiumilla on stabiloiva vaikutus a-laktalbumiinin
rakenteeseen; a-laktalbumiinin on todettu olevan ldmpd0stabiilimpi kalsiumin 14sné ollessa.
a-laktalbumiinin sulamisldmpdétilan on 68 °C kalsiumilla kyllastetyssd ympéristdssd kun
taas kalsiumin puuttuessa a-laktalbumiinin rakenne on epdvakaa, jolloin proteiinin
sulamislampotila laskee 43 °C:een. Kuitenkin tiedetdén, ettd lampokisittely muuttaa
disulfidisidoksien rakennetta proteiinin sisdlld ja/tai aiheuttaa molekyylien vélisid sidoksia
ristisidoksia. o-laktalbumiini yksinddn tai muiden heraproteiinien kanssa nayttéisi
aiheuttavan molekyylien vélisien disulfidisidoksien muodostumista joko a-laktalbumiinin
itsensd kanssa, a-laktalbumiinin ja B-laktoglobuliinin tai a-laktalbumiinin ja BSA:n vilille.
Tdma voi estdd disulfidisidosten vapautumisen muiden bioaktiivisten peptidien kayttoon

(ks. katsausartikkeli Chatterton ym., 2006).

a-laktalbumiini on tirked ravinnon l&hde. o-laktalbumiini on hyvd vilttimittomien
aminohappojen kuten kysteiinin ja tryptofaanin ldhde. Kysteiini ja tryptofaani ovat
serotoniinin ja glutationin esiasteita (engl. precursor) (ks. katsausartikkeli Chatterton ym.,

2006). Serotoniini voi parantaa kykyéd selviytyé stressist.

a-laktalbumiinin tiedetdén olevan mukana myos laktoosin biosynteesissd. a-laktalbumiini
on osa laktoosin syntaasikompleksia (engl. lactose synthase complex). Se katalysoi
laktoosin biosynteesin viimeistd vilivaihetta ja kontrolloi myéhemmin veden liikkumista

maitorauhasista erittyviin vesirakkuloihin (engl. mammary secretory vesicles). Siksi o-
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laktalbumiini on tidrked maidon erityksessd ja maidon erityksen sédételyssd (Brew ym.,

1968; Lo ym., 1998).

1.4.2.3 Laktoferriini

Laktoferriini on eksokriinisen rauhasen tuottama rautaa sitova glykoproteiini. Laktoferriini
on lisdksi neutrofiilisten leukosyyttien sekundaarisen jyvdsen (engl. granule) suurin
rakenneosa. Laktoferriinid on mm. limakalvojen eritteistd kuten kyynelissd, syljessi,
emétin- ja siemennesteissd ja nend- ja keuhkoputkieritteissd, sappinesteessd, virtsassa,
maha-suolinesteissd ja eniten maidossa ja ternimaidossa (ks. katsausartikkeli Gonzalez-
Chavez ym., 2009). Laktoferriinin madird maidossa riippuu lajista ja maidon erityksen
vaiheesta. Thmisen tavallinen maito sisdltad laktoferriinid 1-2 mg/ml ja ternimaito 5-7
mg/ml. Lehmin maidon laktoferriinin konsentraatio on merkittdvésti pienempi kuin

thmisen maidossa (ks. katsausartikkeli Levay ja Viljoen, 1995).

Laktoferriinin méédrdd elimistossd on tutkittu tulehduksen aikana. Laktoferriinin mééra
terveilld lehmilldi on 2-7 pg/ml, mutta tulehduksen aikana konsentraatio on paljon
suurempi. Laktoferriinin mdirdn seerumissa on perdisin ldhinnd neutrofiileista.
Tulehduksen aikana laktoferriinin systeeminen konsentraatio voi suurentua jopa 200

png/ml:aan (ks. katsausartikkeli Naot ym., 2005).

Laktoferriinid on tutkittu paljon. Naudan laktoferriinilla on tutkittu olevan monenlaisia
biologisia ominaisuuksia mukaan lukien pieneliditd tappava ja niiden lisdéntymistd estidvi
vaikutus (antimikrobiaalinen vaikutus). Naudan laktoferriinilld in vitro tehdyissd kokeissa
on todettu laktoferriinin estdvén laajasti erilaisten Gram-negatiivisten ja Gram-positiivisten
bakteerien, sienien ja parasiittien kasvua (Chierici, 2001). Laktoferriinin tiedetddn myos
omaavan inhibitorisia vaikutuksia vaipattomia viruksia, kuten esimerkiksi rotaviruksia,
enteroviruksia ja adenoviruksia vastaan (Seganti ym., 2004). Laktoferriinilli on myos

todettu olevan tulehdusta ehkédisevi ja syopad estdvd vaikutus (Conneely, 2001).

1.4.2.4 Naudan seerumin albumiini (BSA)

BSA:n osuus maidon heraproteiineista on noin 5-10 %. BSA on suuri proteiini, joka
sisdltdd valttdimittomid ja haarautuneita aminohappoja. BSA:n tehtivd on ldhinnd

ravinnollinen (ks. katsausartikkeli Marshall, 2004).
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1.4.2.5 Immunoglobuliinit

Immunoglobuliinit eli vasta-aineet ovat adaptiiviseen immuunijdrjestelmddn kuuluvia
bakteerien, virusten ja muiden sairautta aiheuttavien elididen antigeeneja spesifisesti
tunnistavia proteiineja. Néitd vasta-aineita tuottavat immuunijérjestelman B-lymfosyyteista
eli B-soluista plasmasoluiksi erilaistuneet solut. B-solu erilaistuu plasmasoluksi antigeenin
sitoutuessa B-solun reseptoriin. Tuotetut vasta-aineet ovat samanlaisia kuin B-solun
reseptorit, mutta eritettdvissi muodossa ja vasta-aineilla on samanlainen spesifisyys
antigeenid vastaan kuin aktivoidun B-solun reseptorilla. Immunoglobuliinit jaetaan viiteen
eri immunoglobuliinien luokkaan; IgA-, IgD-, IgE-, IgG- ja IgM-luokkiin. Vasta-aineet
ovat  Y-kirjaimen  muotoisia  proteiineja. =~ Vasta-aineet = koostuvat  neljésté
polypeptidiketjusta: kahdesta kevyestd ketjusta ja kahdesta raskaasta ketjusta, jotka ovat
kiinnittyneet toisiinsa rikkiatomien vélissd olevilla sidoksilla. Antigeenejd sitovaa aluetta
kutsutaan vaihtelevaksi alueeksi (engl. variable region) ja immunoglobuliinien vasta-
aineluokat pystytddn erottamaan niiden muuttumattoman alueen (engl. constant region)

avulla.

Immunoglobuliinien osuus maidon heraproteiineista on noin 10-15 %. Lehméin maidon
immunoglobuliinien pddkomponentti on IgG-vasta-aineet kun taas ihmiselld IgA vasta-
aineet muodostavat suurimman immunoglobuliiniryhmidn. Lehméin ja ihmisen maito
sisdltdd pddosin IgG-, IgA- ja IgM- Iluokan vasta-aineita. Immunoglobuliinien
konsentraatio maidossa vaihtelee maidon laktaation eri vaiheiden mukaan.
Vastasyntyneelle ternimaito antaa elintdrkedn immunologisen suojan maidon
immunoglobuliinien ja muiden immuunikomponenttien ansiosta. Ternimaito sisdltddkin
immunoglobuliineja paljon suuremman méairén kuin tavallinen maito (ks. katsausartikkeli

Stelwagen ym., 2009).

Immunoglobuliinit pddsevdt maitoon valikoivan reseptorivilitteisen solunsisdinen reitin
kautta. Utareiden epiteelikudos ei valmista immunoglobuliineja. Pieni méadrd
immunoglobuliineja voi kuitenkin pddstd ternimaitoon ja tavalliseen maitoon veren
seerumista vuotavien solujen vilisten tiiviiden liitosten kautta (ks. katsausartikkeli

Stelwagen ym., 2009).
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1.4.2.6 Laktoperoksidaasi

Laktoperoksidaasi kuuluu peroksidaasiperheeseen. Naudan laktoperoksidaasi muodostuu
612 aminohappotidhteen polypeptidiketjusta. Laktoperoksidaasia esiintyy laajasti luonnossa
ja sitd 10ytyy sekd kasveista ettd eldimistd ihminen mukaan lukien. Laktoperoksidaasia on
16ydetty ihmisen eritteistd kuten kyyneleistd, syljesti ja maidosta. Lehméin maidossa
laktoperoksidaasi on yksi tirkeimmistd ja runsaimmin esiintyvistd entsyymeista.
Laktoperoksidaasia on maidossa noin 30 mg/l, jolloin laktoperoksidaasin osuus maidon
heraproteiineista on noin 0,5 %. Laktoperoksidaasi sitoo voimakkaasti kalsiumioneja, mika
vakaannuttaa sen rakenteen. Tutkimusten mukaan laktoperoksidaasin denaturoituminen

alkaa noin 70 °C:ssa (ks. katsausartikkeli Kussendrager ja van Hooijdonk, 2000).

Laktoperoksidaasilla on bakteerien kasvua estdvd vaikutus. Yksi laktoperoksidaasin
tehtdvisti on katalysoida tiettyjen molekyylien hapettamista. Laktoperoksidaasi
esimerkiksi kykenee pelkistiméddn vetyperoksidaasin, joka taas puolestaan katalysoi
tiosyanaatin (engl. thiocyanate) ja joidenkin halidien peroksidaatiota. Reaktion viimeinen
vaihe tuottaa tuotteita, jotka estdvét ja/tai tappavat erilaisia bakteerilajeja (ks.
katsausartikkeli Marshall, 2004). Peroksidaasit ovat vetyproksidia hapettimena kayttavia

yhdisteitd hapettavia oksidoreduktaaseihin kuuluvia entsyymeja.

1.4.3 Maidon kasvutekij:t

Naudan ternimaidossa ja maidossa on kasvutekijoitd, joita ovat muun muassa
epidermaalinen kasvutekija (engl. epidermal growth factor) (Iacopetta ym., 1992),
betaselluliini (engl. betacellulin) (Dunbar ym., 1999), IGF-I ja -II (Belford ym., 1997,
Ginjala ja Pakkanen, 1998; Blum ja Hammon, 2000; Elfstrand ym., 2002), transformoiva
kasvutekija-p1 ja -2 (Belford ym., 1997; Ginjala ja Pakkanen, 1998; Elfstrand ym., 2002),
FGF-1 ja -2 (Rogers ym., 1995; Hironaka ym., 1997) ja verihiutalekasvutekijd (Belford
ym., 1997; Shing ja Klagsbrun, 1987). Edelld mainittuja kasvutekijoitd on myds ithmisen
maidossa, mutta pienempind pitoisuuksina. Epidermaalinen kasvutekijd ja betaselluliini
ovat peptidikasvutekijoitd, jotka kuuluvat epidermaalisten kasvutekijoiden perheeseen.
Epidermaalisen kasvutekijan perheeseen kuuluu epiteeli- ja mesenkyymisolujen kasvua
edistévid tekijoitd. IGF:t ovat yhdestd polypeptidiketjusta koostuvia proteiineja, jotka ovat
rakenteellisesti samanlaisia insuliinin kanssa. IGF-1 eli somatomediini C on erds insuliinin

tavoin vaikuttava polypeptidikasvutekijd, kun taas IGF-2 eli somatomediini A on ldhinna



24

sikioon vaikuttava polypeptidikasvutekija. Taulukosta 2. nihdédédn eri solujen ja kudosten

tuottamat kasvutekijét ja kasvutekijoiden ensisijainen vaikutus soluihin tai kudoksiin.

Taulukko 2. Kasvutekijét, niitd tuottavat solut ja kudokset sekd niiden ensisijainen vaikutus. IGF on
insuliininkaltainen kasvutekijd. Mitogeeni on solujen jakautumista kiihottava tekija. Taulukko on muokattu
Sylvie Gauthierin katsausartikkelista Growth factors from bovine milk and colostrum: composition,
extraction and biological activities.

Kasvutekija Pédasiallinen 1dhde Ensisijainen toiminta
Epidermaalinen Laajasti eri Stimuloi epidermaalisten, epiteeli- ja alkion
kasvutekija kudoksista ja solujen jakaantumista.
kehon nesteisté Inhiboi mahahappojen eritysti
Betaselluliini Edistdd haavojen paranemista ja luun hajotusta
IGF-I Ensisijaisesti Stimuloi monien solutyyppien lisdédntymisti
maksa
IGF-II Vaihtelevasti eri IGF-I on vahvempi mitogeeni kuin IGF-II, joka
solut stimuloi ensisijaisesti sikilahtdisid soluja
Vaikuttaa joidenkin solujen jakaantumiseen
Aiheuttaa hypoglykemiaa, parantaa typen
tasapainoa, alentaa kolesterolia ja kaliumia, ja
parantaa munuaisten toimintaa
Stimuloi solujen, erityisesti sidekudoksen kasvua
Estidd muiden solujen kuten esimerkiksi
Transformoiva |  Verihiutaleet ja lymfosyyttien ja epiteelisolujen kasvua

kasvutekija-p2

monet muut solut

Tarked tehtdvi alkionkehityksessd, haavojen
paranemisessa, luun ja ruston muodostumisessa, ja
kontrolloi immuunijérjestelmaa

Verihiutaleet ja On mukana alkion kehityksessd, mesenkymaalista
Verihiutale- monet muut alkua olevien solujen jakaantumisessa,
kasvutekija solutyypit migraatiossa, angiogeneesissi ja haavojen
paranemisessa
Tarked tehtdvd monien solutyyppien
Fibroblasti- Laaja valikoima jakaantumisessa, erilaistumisessa ja
kasvutekija- soluja selviytymisessé
2 On mukana angiogeneesissi, haavojen

paranemisessa ja hematopoieesissa eli veren
muodostuksessa
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1.4.4 Maidon sytokiinit

Sytokiinit ovat monien eri solutyyppien tuottamia proteiineja tai glykoproteiineja.
Sytokiinit ovat bioaktiivisia proteiineja, jotka vaikuttavat toisiin proteiineihin
lahietdisyydeltd tai usein erittdvddn soluun itseensd. Sytokiinien vaikutukset ovat yleensi
paikallisia, jossa ne toimivat joko autokriinisesti tai parakriinisesti. Autokriinisesti ja
parakriinisesti toimivat my0s immuunipuolustuksessa toimivat molekyylit kuten

esimerkiksi interleukiinit, tuumorinekroositekijét ja interferonit (engl. interferon).

Naudan ternimaidosta ja maidosta on loydetty joitakin sytokiineja kuten esimerkiksi
granulosyyttipesdkkeitd stimuloivaa tekijdd (Calhoun ym., 1999), interleukiini-1:a (Kelly,
2003), interleukiini-1B:aa (Hagiwara ym., 2000), interleukiini-6:ta ja interferoni-y:aa
(Kelly, 2003; Hagiwara ym., 2000), tuumorinekroositekijd-a:aa (Blum ja Hammon, 2000;
Kelly, 2003; Hagiwara ym., 2000) ja interleukiini-18:aa (Muneta ym., 2005). Rajanveto
kasvutekijoiden ja sytokiinien vélilli on hiilyvdd, koska joitakin kasvutekijoitd kuten
esimerkiksi transformoiva kasvutekijd-B:aa pidetddn sytokiinina joissakin yhteyksissa.
Tuumorinekroositekija on makrofagien tuottama lymfokiini, joka aktivoi yhdessa
interleukiini-1:n kanssa imusoluja ja aiheuttaa solujen tuhoutumista. Interferonit ovat taas
solujen tuottamia valkuaisaineita, jotka esimerkiksi estdvét virusten ja sydpésolujen
lisddntymistd. Interferoni myds lisdd sydjdsolujen fagosytoosikykyd ja T-solujen
sytotoksisuutta. Interferoni-y on T-imusolujen tuottama. Interleukiinit ovat toisiin
valkosoluihin vaikuttavia valkosolujen tuottamia peptidejd. Interleukiini-1 on mm.
makrofaagien tuottama aine, joka aiheuttaa kuumeen stimuloimalla imusolujen reagointia

vierasantigeeneihin.

1.5 Heraproteiinien vaikutukset luuhun

Maidon heraproteiinien vaikutuksia luun aineenvaihduntaan on tutkittu paljon. Maidon
heraproteiinien on todettu lisddvdn osteoblastien kasvua ja erilaistumista in vitro (Xu,
2009). Takada ryhmaéliisineen (1996) eristivit maidon heraproteiineista maidon
perusproteiinifraktion (engl. milk basic protein), johon osteoblasteja stimuloivat aktiivisen
tekijit olivat konsentroituneet. Maidon perusproteiinifraktion aktiivisten osien
mokelyylipaino on noin 10 ja 14 kDa (Takada ym., 1996). Maidon perusproteiinifraktion,

joka on késitelty maha-suolientsyymeilld ja imeytynyt ohutsuoleen ja entsyymikésitellyn
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maidon perusproteiinifraktion on todettu sdilyttdvdn osteoblastien jakautumista ja

erilaistumista stimuloivan vaikutuksen (Takada ym., 1996).

Heran proteiinin ja maidon perusproteiinifraktion todettiin lisddvén reisiluun vahvuutta
nuorilla rotilla in vivo tehdyissd munasarjaton tutkimuksissa (engl. ovariectomized, OVX)
(Takada ym., 1997c; Takada ym., 1997a; Kato ym., 2000). Munasarjaton tutkimus
tarkoittaa, ettd munasarjat on poistettu. Maidon perusproteiinifraktio sisdltid maidon
heraproteiineja (Takada ym., 1996). Heraproteiinien ja maidon perusproteiinifraktion on
todettu estdvdn luun hajoamista vdhentdmélld osteoklastivélitteistd luun resorptiota ja
osteoklastien muodostumista osteoporoosin mallintamiseen kéytettivilld vanhemmilla
OVX-rotilla (Takada ym., 1997b; Toba ym., 2000). My®&s kliinisid kokeita on tehty maidon
perusproteiinifraktion vaikutuksista luuhun. Tutkimuksissa lisdravinteena kiytettdva
maidon perusproteiinifraktio lisdsi luun mineraalitiheyttd ja vidhensi virtsan luun
resorptiomarkkereiden tasoa terveilld naisilla (Aoe ym., 2001; Uenishi ym., 2007) ja
terveilld naisilla, joilla oli vaihdevuodet (Aoe ym., 2005). Maidon perusproteiinifraktiota
lisdravinteena kiyttdneiden aikuisten miesten luun muodostuminen oli lisddntynyt ja luun

resorptio oli vihentynyt (Toba ym., 2001).

Morita ryhmildisineen (2008) eristivit maidon perusproteiinifraktiosta proteiinin, jonka
molekyylipaino oli 15 kDa. Eristetty proteiini tunnistettiin angiogeniiniksi. Angiogeniinilla
tehtyjen in vivo ja in vitro tehtyjen kokeiden perusteella on estivd vaikutus

osteoklastivilitteiseen luun resorptioon (Morita ym., 2008).

Erityisesti laktoferriinin vaikutuksia luuhun, luusoluihin ja luun muodostumiseen on
tutkittu  paljon. Laktoferriinin = vaikutuksia on tutkittu luuta muodostavilla
osteoblastisoluilla. Laktoferriini edistdd tehokkaasti primaaristen osteoblastien ja
osteoblasteja muodostavien solujen lisddntymistd ja lisdd osteoblastien erilaistumista
(Cornish ym., 2004; Takayama ja Mizumachi, 2008; Takayama ja Mizumachi, 2009).
Laktoferriinin on huomattu suojelevan vahvasti osteblastisoluja apoptoosilta (Grey ym.,

2006).

Laktoferriinin vaikutuksia on tutkittu myds luuta hajottavilla osteoklastisoluilla.
Laktoferriini estdd tehokkaasti uusien osteoklastien muodostumista eli osteoklastogeneesia.
Laktoferriini ei kuitenkaan vaikuta jo kypsien osteoklastien aktiivisuuteen. Laktoferriinin

vaikutuksia osteoklastien kehittymiseen on tutkittu hiiren luuydinviljelyissd (engl. mouse
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bone marrow cultures), jossa uusien osteoklastien kehittymistd joko merkittdvasti
hidastettiin tai pysdytettiin laktoferriinié lisddamalla (Cornish ym., 2004). Lorget ym. (2002)
havaitsi, ettd naudan laktoferriini nédyttdisi védhentdvdn luun hajotusta kanin
sekaluusoluviljelyissd (engl. rabbit mixed bone cell culture). Cornish ym. (2004) havaitsi,
ettd laktoferriinilld ei ollut vaikutusta luun hajoamiseen eristetyilld kypsilld osteoklasteilla
eikd elinviljelyissd, joissa havaittiin kypsien osteoklastien aktiivisuutta (engl. mature
osteoclast activity). Ndma tulokset viittaavat siihen, ettd laktoferriini ei vaikuta tiysin
erilaistuneiden osteoklastien aktiivisuuteen hajottaa luuta, mutta laktoferriini estdd luun

hajoamista vihentdmalld osteoklasteja muodostavien esisolujen maaraa.

Laktoferriinin vaikutuksista luuhun ja luun hajoamiseen on tutkittu in vivo. Cornish
ryhmaéliisineen (2004) on tehnyt kokeen, jossa terveiden uros rottien kalloon ruiskutettiin
paikallisesti laktoferriinid viitend perdkkéisend pdivind. Laktoferriini-injektoiduilla

eldimilld uuden luun muodostuminen oli lisdéntynyt suuresti verrattuna kontrolleihin.

On  tutkittu myds ravinnon kautta  otettavan  laktoferriinin  vaikutuksia
postmenopausaaliseen luun vihenemiseen. Kahdessa tutkimuksessa kiytettiin OVX-
eldimid mallintamaan postmenopausaalista luun vihenemistd (Blais ym., 2009; Guo ym.,
2009). Blais ryhmaéldisineen (2009) osoitti, ettd OVX-hiirill4, joita oli ruokittu 27 viikon
ajan laktoferriinilla rikastetulla ravinnolla, luun mineraalitiheys oli korkeampi ja luut olivat
vahvemmat verrattuna kontrolliryhméédn. Toisessa tutkimuksessa OVX-rottia ruokittiin
laktoferriinilld kolmen kuukauden ajan. Tulokset osoittivat, ettd rotilla joita hoidettiin
laktoferriinilld, luuta oli muodostunut enemmain ja luun hajoaminen oli vihentynyt (Guo

ym., 2009).

Kliinisessa tutkimuksessa 38 terveelle postmenopausaaliselle naiselle annettiin suun kautta
satunnaisesti joko lume- tai RNaasi rikastettua laktoferriinid. RNaasi on
ribonukleiinihappoa  pikkova  entsyymi.  Tutkimukset  osoittivat, ettd luun
resorptiomarkkerit olivat merkittdvasti vdhentyneet ja osteoblastimarkkerit olivat

merkittavisti lisdéntyneet laktoferriinilld késitellyssa ryhméssd (Bharadwaj ym., 2009).
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2. Tutkielman tarkoitus

Tutkimuksen tarkoituksena oli tutkia kuinka maidon eri proteiinit vaikuttavat luuhun ja
luun aineenvaihduntaan. Tutkimusprojektini on osa laajempaa tutkimusta, joka liittyy
Valion tutkimukseen ja tuotekehitykseen maidon parissa. Tutkimuksen tarkoituksena oli
tutkia annettujen maidon proteiinifraktioiden vaikutuksia potilaista eristettyihin
luuydinperdisiin  mesenkymaalisiin kantasoluihin. Tutkimuksessa keskityttiin 1&hinnd

maidon heraproteiineihin.

1. Haluttiin tutkia maidon proteiinien vaikutuksia mesenkymaalisten kantasolujen
kuntoon. Onko maidon proteiinifraktioilla edistivd vaikutus mesenkymaalisten

kantasolujen kuntoon?

2. Tutkittiin maidon proteiinifraktioiden vaikutusta mesenkymaalisten kantasolujen
luusoluerilaistumiseen. Edistdvitkd annetut maidon proteiinit mesenkymaalisten

kantasolujen luusoluerilaistumista?
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3. Materiaalit ja menetelmit

3.1 Mesenkymaalisten kantasolujen eristiminen ja soluviljely

Tyossd kaytettiin luuydinperdisid mesenkymaalisia kantasoluja yhdekséstd eri potilaasta
(Taulukko 3.). Thmisen luuytimen mesenkymaalisten kantasolujen viljely tehtiin Leskeldn
tyOtovereineen (2003) kéyttiméddn menetelmddn perustuen. Luuydinndytteet otettiin
padsddntdisesti aikuisilta potilailta heiddn suostumuksellaan lonkkaleikkausten yhteydessa
ja lapsipotilailta selkdnikamista ja kristasta (Eettisen toimikunnan alkuperédinen lausunto
4/2000; taydennetty lausunto 29/2005, Rusto- ja luusoluviljely luuytimen kantasoluista,
E4786). Luuydinndyte kerittiin leikkaussalissa joko hepariinia sisdltdvddn ruiskuun tai
10 ml kasvatusliuosta sisédltdvdin putkeen. Ruiskuun kerityille néytteille suoritettiin Ficoll
— eristys, jolloin saatiin eristettyd monosyyttifraktio. Monosyyttifraktiosta ldhdettiin
kasvattamaan kantasoluja. 1-3 vuorokauden kasvatuksen jidlkeen kiinnittymattomat solut
pestiin pois ja pohjaan tarttuneet mesenkymaaliset kantasolut jdivdat pulloon. 10 ml
kasvatusliuosta sisdltivddan putkeen kerdtyt solut laitettiin suoraan kasvamaan
soluviljelypulloon, jonne lisittiin noin 20 ml kasvatusliuosta. Kantasolulinjan perdssi
ilmoitettiin siirrostusnumero (engl. passage, p), joka kertoo kuinka monta kertaa kantasolut
ovat irrotettu kasvatuspullon pohjalta ja jaettu uusiin soluviljelypulloihin kasvamaan.
Tuore, juuri kasvamaan laitettu luuydinndyte saa siirrostusnumeron nolla. Luuydinperiiset
mesenkymaaliset kantasoluviljelmit ovat primaariviljelmid ensimmaéiseen jakoon asti ja

kasvusto on aina sekaviljelma.

Kantasoluja hoidettiin kaksi kertaa viikossa vaihtamalla noin puolet kasvatusliuoksesta
uuteen ja siirrostettiin uusiin soluviljelypulloihin viimeistdin kantasolujen kasvaessa ldhes
konfluentiksi. Mesenkymaalisten kantasolujen kasvatusliuos (PM) sisdltdd Minimum
Essential Medium Eagle-peruskasvatusliuvosta (SIGMA, Alpha Modification), johon on
lisitty 10 % seerumia (FBS; fetal bovine serum, Gibco, Invitrogen), 1 % penisiliini-
streptomysiinid (penisiliini 10 000 U/ml ja streptomysiini 10 mg/ml 0,9 % NaCl, Sigma), 1
% L-glutamiinia (Sigma) ja 2 % Hepes puskuria (Sigma). Kantasoluja kasvatettiin

normaaleissa olosuhteissa lampokaapissa (+ 37 °C, 5 % CO,).

Mesenkymaalisten kantasolut irrotettiin pullon pohjasta kayttden yksinkertaista trypsiini-

EDTA - liuosta (5 min, + 37 °C), joka inaktivoitiin lisidmélld yhtd suuri tilavuus PM:sta.



30

Solususpensio sentrifugoitiin pelletiksi (5 min, 200 g) ja solupelletti suspensoitiin PM:n ja

jaettiin uusiin soluviljelypulloihin kasvamaan.

Taulukko 3. Tutkimuksessa kdytettyjen mesenkymaalisten kantasolulinjojen numerokoodit ja kantasolujen
luovuttajan sukupuoli, syntymévuosi seka ikd ndytteenottohetkella.

.. Luovuttajan Luovuttajan Luovuttajan ika
Kantasolulinjat
sukupuoli syntymévuosi | ndytteenottohetkelld
447 Nainen 1936 73
443 Mies 1936 73
437 Mies 1994 16
412 Mies 1959 50
405 Nainen 1938 72
404 Mies 1968 41
403 Mies 1955 53
399 Mies 1972 37
386 Nainen 1931 78

3.2 Maidon proteiinifraktiot

Ty0ssa tutkittiin maidon proteiinifraktioiden vaikutuksia mesenkymaalisten kantasolujen
luusoluerilaistumiseen ja mesenkymaalisten kantasolujen kuntoon. Valion natiivi
heraproteiinifraktio (VNH), Valion kaseiiniton kaseiinifraktio (WPC), Valio 50
lampokasitelty fraktio (V50 1dmpd), Valio 50 lampdkésittelemiton fraktio (V50 ei-lampd),
Valio 30 lampokasitelty fraktio (V30 lampo), Valio 30 ldmpokasittelemiton fraktio (V30
ei-lampd), natiivi  heraproteiinifraktio (NWP), a-laktalbumiini, [-laktoglobuliini,
laktoferriini, GMP ja heran kasvutekija (WGF) fraktiot ovat Valion valmistamia. P4
proteiinifraktio saapui Uudesta Seelannista ja oli Turun yliopiston késittelemd. Valion

maidon proteiinifraktiot olivat jauheita ja P4 fraktio oli nestemdinen.

Maidon proteiinifraktioiden jauheet liuotettiin PM:n. Proteiinifraktioita liuotettiin yon yli
+ 4 °C sekoituksessa, jonka jédlkeen suurin osa proteiinista oli liuennut. Jotta
proteiinifraktiot saatiin kokonaan liukenemaan, fraktioita inkuboitiin sekoituksessa

muutamia tunteja + 37 °C. P4 fraktio laimennettiin PM:n.
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MG278S5 proteiinifraktio, josta P4 proteiinifraktio on eristetty, on alun perin saatu Turun
yliopistolle Uudesta Seelannista. MG2785 fraktion alkuperdisestd raaka-aineesta ei ole
varmaa tietoa. Uudessa Seelannissa herafraktiolle on tehty minimaalinen ldmpokasittely ja
rasvanpoisto mikrosuodatuksella. Tdmaén jilkeen fraktio on ajettu seké kationipylvédn ettd
hydrofobisia vaikutuksia kéyttivin pylvain ldpi. Saadut fraktiot on yhdistetty, jolloin on
saatu konsentroituneena maidon heraproteiiniseos, joka sisdltdd mm. laktoperoksidaasia,
kasvutekijoitd kuten esimerkiksi Immunogloguliini G:td, transfomoiva kasvutekija — B:aa
ja IGF-1:t4, angiogeniinid ja laktoferriinid. Fraktio kylmikuivattiin. Tdmén jidlkeen Turun
yliopistossa tistd MG2785 fraktiosta on eristetty P4 proteiinifraktio korkean erotuskyvyn
nestekromatografia — laitteistolla (engl. high-performance liquid chromatography, HPLC),
minkd jdlkeen fraktio on konsentroitu Amicon Ultra ja Microcon Centrifugal Filter
Devices (Millipore), sekd Nanosep™ Microconcentrstors (PALL) suodattimilla. P4
fraktion proteiinit ovat heikosti kationisia ja ne eluoituivat pylvéésti niin tiukasti yhdessa
ettei niitd saatu erotetuksi toisistaan. P4 fraktio sisdltdd pienid madrid noin 80 erilaista,
keskenddn hyvin erikokoisia proteiineja. Proteiinien massat ovat 77-187 kDa. P4 fraktio
sisdltdd mm. komplementtijarjestelmin eri proteiineja, laktoperoksidaasia, laktoferriinié,
angiogeniinié ja k-kaseiinia.

Valion 30 proteiinifraktiot (V30 1dmpo ja ei-lampd) on valmistettu késitteleméttomasta
tilamaidosta. Maito on ajettu hydrofobisen hartsin 14pi ja hartsiin kiinnijddneet proteiinit on
eluoitu 30 % asetonitriililld. V30 1dmpod proteiinifraktiolle on tehty ldmpdkisittely. V30
proteiinifraktiot sisdltdvit runsaasti insuliinia. Valion 50 proteiinifraktiot (V50 lamp0 ja ei-
lampd) on valmistettu my0s késitteleméattomastd tilamaidosta, joka on ajettu hydrofobisen
hartsin ldpi. Hartsiin kiinnijdéneet proteiinit on eluoitu 50 % asetonitriililld. V50 [amp6
proteiinifraktiolle on tehty ldmpokasittely. V50 proteiinifraktiot sisdltivét runsaasti o-
laktalbumiinia. VNH proteiinifraktio on Valion natiivihera—jae, joka on tuotettu
mikrosuodatuksella maidosta. WPC on kaseiiniton kaseiinifraktio. Se on tuotettu

mikrosuodatuksella maidosta. Tdmén jélkeen jakeesta on poistettu kaseiini.

B-laktoglobuliini, a-laktalbumiini, laktoferriini, WGF-, GMP- ja NWP- fraktioiden
valmistuksesta ei ole tietoa. Fraktiot on saatu Oulun yliopistolle jauheina. Edelld
mainituista fraktioista 10ytyy proteiinifraktioiden puhtaus ja proteiinipitoisuustietoja
(Taulukko 4.) WGF- proteiinifraktio sisdltdd laktoperoksidaasia, laktoferriinid, IGF-1:stéd

ja transformoiva kasvutekiji-f-2:sta (Taulukko 4.).
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Taulukko 4. Tutkimuksissa kdytettyjen proteiinifraktioiden puhtaus ja proteiinipitoisuudet. NWP on natiivi
heraproteiinifraktio, GMP on GMP proteiinifraktio ja WGF on heran kasvutekijd proteiinifraktio. WGF
proteiinifraktio sisdltdd laktoperoksidaasia, laktoferriinid, insuliininkaltaista kasvutekija — 1:td (IGF-1) ja
transformoiva kasvutekija beta — 2:ta.

Proteiinifraktio Proteiinipitoisuus (%) Puhtausaste (%)

NWP 90,9
o-laktalbumiini 97,45 92,7
Laktoferriini 98,22 97,78
B-laktoglobuliini 97,8 93,6
GMP 78,0 83,0
WGF 95,0

— Laktoperoksidaasi 48

— Laktoferriini 15

— IGF-1 2mg/ 100 g

— transformoiva Smg/100g

kasvutekiji-p-2

Alkalisen fosfataasin (AFOS) spesifisen aktiivisuuden ja kalsiumin muodostumisen
médrityksissd oli mukana P4, V30 1dmpd ja ei-lampo, V50 1dmpd ja ei-lampo, WPC ja
VNH proteiinifraktiot. Proteiinifraktioista testattiin kolme tai neljd eri pitoisuutta
(Taulukko 5.). Kuntotesteihin otettiin mukaan edelld mainittujen seitsemédn proteiinifraktiot
ja niiden vahvimmat pitoisuudet sekd WGF, -laktoglobuliini, a-laktalbumiini,
laktoferriini, GMP ja NWP fraktiot (Taulukko 5.), joista kuudelle viimeisimmalle fraktiolle

on aiemmin tehty AFOS -aktiivisuuden ja kalsium -mééritykset.
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Taulukko 5. Maidon proteiinifraktiot ja niiden pitoisuudet, joita kéytettiin alkalisen fosfataasin aktiivisuuden
ja kalsiumin pitoisuuden médrityksissd ja kuntotesteissi. V30 ldmpd on Valion 30 lampokisitelty
proteiinifraktio, V30 ei-limpd on Valion 30 ei-limpokaisitelty proteiinifraktio, V50 1&mpd on Valion 50
lampokasitelty proteiinifraktio, V50 ei-lampd on Valion 50 ei-lampokisitelty proteiinifraktio, WPC on
Valion kaseiiniton kaseiinifraktioo, VNH on Valion natiivi heraproteiinifraktio, WGF on heran
kasvutekijdfraktio ja NWP on natiivi heraproteiinifraktio.

Maidon proteiinifraktio | C (AFOS ja kalsium) | C (Kuntotesti)
10 pg/ml
P4 1 pg/ml 10 pg/ml
0,1 pg/ml
50 pg/ml
V30 lampo 10 pg/ml 50 pg/ml
1 pg/ml
50 pg/ml
V30 ei-lampo 10 pg/ml 50 pg/ml
1 pg/ml
50 pg/ml
V50 [ampo 10 pg/ml 50 pg/ml
1 pg/ml
50 pg/ml
V50 ei-1ampo 10 pg/ml 50 pg/ml
1 pg/ml
1 mg/ml
WPC 100 pg/mi 1 mg/ml
10 pg/ml
1 pg/ml
500 pg/ml
VNH >0 pg/ml 500 pg/ml
5 pg/ml
1 pg/ml
WGF - 1 mg/ml
B-laktoglobuliini - 10 mg/ml
a-laktalbumiini - 50 mg/ml
Laktoferriini - 10 pg/ml
GMP - 10 mg/ml
NWP - 1 mg/ml
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3.3 Mesenkymaalisten kantasolujen erilaistaminen osteoblasteiksi

Mesenkymaalisia kantasoluja erilaistettiin osteoblasteiksi luusoluerilaistamisliuoksella
(OS). OS tehtiin PM:n johon liséttiin 100 nM deksametasonia (Sigma), 10 nM natrium -
glyserolifosfaattia (Sigma) ja 0,05 nM askorbiinihappo-2-fosfaattia (Sigma).

AFOS -aktiivisuuden ja kalsiumin -méadrityksid kdytettiin mittaamaan maidon proteiinien
vaikutuksia mesenkymaalisten kantasolujen luusoluerilaistumisessa. AFOS -aktiivisuuden
ja  kalsium -méiirityksissd soluja  kasvatetaan PM:ssa, OS:ssa ja ndiden

proteiinilaimennoksissa.

Jokainen maidon proteiinifraktio testattiin kolmella eri kantasolulinjalla sekd AFOS
-aktiivisuuden ettd kalsium -méérityksissid. Kantasoluja jaettiin 24-kuoppalevylle 10 000
solua/kuoppa, jonka jidlkeen niiden annettiin kiinnittyd vahintdén yon yli kuoppalevyn
pohjalle ennen proteiinilaimennosten lisddmistd. Kasvatustilavuus 24-kuoppalevylld oli
1 ml. Kontrolleina kiytettiin kantasoluja, joita kasvatettiin PM:ssa ja OS:ssa. Kustakin
proteiinin pitoisuudesta ja kontrollista tehtiin neljd rinnakkaista néytetti. Kantasoluja
kasvatettiin 3—5 viikon ajan. Kantasoluja hoidettiin kaksi kertaa viikossa vaihtamalla noin

0,5 ml kasvatustilavuudesta tuoreeseen kasvatusliuokseen.

3.3.1 Alkalisen fosfataasin spesifisen aktiivisuuden maaritys

Kantasoluja kasvatettiin kolme viikkoa PM:ssa, OS:ssa ja proteiinien eri vahvuisissa
laimennoksissa (Taulukko 5.). Kolmen viikon kasvatuksen jdlkeen kuopat pestiin kaksi
kertaa 1xPBS:114, jonka jidlkeen kuoppiin lisdttiin 200 pl AFOS-lyysipuskuria (Triton x-
100 puskuri pH 7.6, 50 mM Tris-HCI, 0,1 % Triton x-100 ja 0,9 % NaCl). Levyt teipattiin,
kaarittiin folioon ja siirrettiin pakastimeen (-70 °C) siilytykseen myOhempad méadritysta

varten.

Pakastetut levyt sulatettiin, mutta niiden ei annettu olla sulaneena huoneenldmmossa.
Naytteet homogenisoitiin purskuttelemalla pipetilld. Néytteet pipetoitiin samanaikaisesti
sekd aktiivisuus ettd proteiinimédritystd varten 96-kuoppalevyille. Kaikki kantasoluniytteet
sekd standardi- ja nollandytteet pipetoitiin levylle kahtena rinnakkaisena. Nollandytteiden

avulla tuloksista vihennettiin kdytettyjen liuosten aiheuttama tausta.



35

3.3.1.1 Aktiivisuusmaéiritys

Kantasolundytteitd  pipetoitiin =~ 10  pl/kuoppa  ldpindkyville  96-kuoppalevylle.
Nollandytteeksi lisdttiin 10 ul AFOS-lyysipuskuria. Sekd kantasolundytteet ettéd
nollandytteet pipetoitiin 96-kuoppalevylle rinnakkaisina. Néytteiden padlle liséttiin
seoksena 85 ul AFOS assay puskuria (0,1 M Tris, I mM MgCl,, pH 10) ja 15 ul 0,1 M
4-nitrofenyyli fosfaattia (engl. 4-nitrophenyl phosphate, PNPP, Sigma). PNPP:sta
kéytettiin 1 M stokkiliuosta, joka laimennettiin veteen. Néaytteitd inkuboitiin pimeéssd 30
minuuttia. Reaktio lopetettiin lisddmaélla kuoppiin 100 ul 1 M natriumhydroksidia (NaOH).
Absorbanssi mitattiin  kuoppalevylukijalla (Wallac Victor’, 1420 MULTILABEL
COUNTER) 405 nm:n aallonpituudella.

3.3.1.2 Proteiinimairitys

Kantasoluniytteitd pipetoitiin 10 pl/kuoppa ldpindkyville 96-kuoppalevylle. Levylle
pipetoitiin proteiinistandardit 10 pl/kuoppa. BSA:sta tehtiin 10 mg/ml kdyttdliuos, josta
laimennettiin proteiinistandardit veteen. Proteiinistandardien pitoisuudet olivat 2.0, 1.5,
1.0, 0.5, 0.25, 0.2, 0.1 ja 0.05 g/l. Nollandytteiksi (10 pl/kuoppa/ndyte) pipetoitiin vetta,
johon proteiinistandardit laimennettiin ja AFOS-lyysipuskuria, johon solundytteet
homogenoitiin. Sekd kantasolundytteet ettd nollandytteet pipetoitiin 96-kuoppalevylle

rinnakkaisina.

Kuopille liséttiin erikseen 25 pl Reagenssi A:ta (BioRad DC — proteiinireagenssi) ja 200 ul
Reagenssi B:td (BioRad DC — proteiinireagenssi). Absorbanssit  mitattiin

kuoppalevylukijalla 650 nm:n aallonpituudella.

3.3.1.3 Alkalisen fosfataasin spesifisen aktiivisuuden laskeminen

Proteiinimddrityksen tuloksista védhennettiin taustat. Proteiinistandardeista védhennettiin
veden aiheuttama tausta ja kantasolundytteistd AFOS-lyysipuskurin aiheuttama tausta.
Saaduista proteiinistandardin tuloksista piirrettiin proteiinistandardisuora, laskettiin suoran
yhtdlon avulla kantasolundytteiden korjattu absorbanssi ja laskettiin rinnakkaisten

kantasolunéytteiden keskiarvot.

Aktiivisuusmadrityksistd saaduista tuloksista vihennettiin AFOS-lyysipuskurin aiheuttama

tausta ja laskettiin rinnakkaisten néytteiden keskiarvo. Tamén jdlkeen laskettiin spesifinen
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AFOS -aktiivisuus/mg proteiinia (aktiivisuus / proteiini * 100). Lisdksi kullekin néytteelle
laskettiin keskiarvot ja keskihajonnat. Lopuksi tulokset muutettiin prosenteiksi kontrollin

suhteen (prosenttia kontrollista).

Mesenkymaalisten kantasolujen riittdva luusoluerilaistuminen tarkistettiin vertaamalla PM
ja OS kontrolleja toisiinsa. Jos riittdvad luusoluerilaistumista ei ollut, kyseiset tulokset
hylattiin. Riittdvén luusoluerilaistumisen rajana oli vdhintddn kaksinkertainen ero PM ja

OS kontrollien arvojen valilla.

3.3.2 Kalsiumin pitoisuuden méaaritys

Kantasoluja kasvatettiin  viisi vilkkoa PM- ja OS- liuoksissa sekd niiden
proteiinilaimennoksissa (Taulukko 5.). Solut pestiin Ca/Mg vapaalla 1xPBS:l14 kaksi
kertaa. Pesujen jélkeen kaivot imettiin kuiviksi, levyt teipattiin, kdérittiin parafilmiin ja
folioon, jonka jidlkeen levyt siirrettiin pakastimeen (-70 °C) sdilytykseen myohempédid
méidritystd varten. Kun levyt otettiin pois pakastimesta, nithin liséttiin 200 pl 0,6 M
suolahappoa/kaivo, jonka annettiin inkuboitua yon yli. Vaihtoehtoisesti kaivoihin lisittiin
heti pesujen jilkeen 200 pl 0,6 M suolahappoa/kaivo ja annettiin inkuboitua

huoneenldmmaossd yon yli.

Inkubaation  jdlkeen nidytteet homogenisoitiin  pipetilld  purskuttelemalla ja
kantasolunéytettd pipetoitiin 20 pl 96-kuoppalevylle. Levylle pipetoitiin kalsiumstandardit
20 pl:a/kuoppa, joiden pitoisuudet olivat 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.03125 mM
(C.f.a.s Calibrator for automated systems, Roche). Kalsiumstandardeissa kéytetty 2,64 mM
stokkiliuos oli laimennettu veteen. Nollandytteeksi pipetoitiin sekd kantasolundytteissd ettd
kalsiumstandardeissa kéytettyd 0,6 M suolahappoa 20 pl/kuoppa. Sekd kantasolundytteet
ettd nollandyte pipetoitiin 96-kuoppalevylle rinnakkaisina. Néytteiden ja standardien piille
liséttiin seoksena 150 pl puskuria (Roche) ja 50 pl kromogeenia (Roche) per kuoppa.
Absrobanssi mitattiin kuoppalevylukijalla 550 nm:n aallonpituudella.

Saaduista kalsiumstandardiarvoista piirrettiin ~ standardisuora, jonka yhtdlon avulla
laskettiin kalsiumpitoisuudet. Témén jdlkeen laskettiin keskiarvot rinnakkaisille néytteille.
Naéytteille laskettiin keskiarvot ja keskihajonnat. Lopuksi tulokset muutettiin prosenteiksi
OS -kontrollin suhteen (prosenttia kontrollista). Tulokset laskettiin prosenteiksi OS-

kontrollin suhteen, koska saadut PM arvot olivat hyvin 1dhellé nollaa.
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Mesenkymaalisten kantasolujen riittdva luusoluerilaistuminen tarkistettiin vertaamalla PM-
ja OS -kontrolleja toisiinsa. Jos riittdvad luusoluerilaistumista ei ollut tapahtunut, kyseiset
tulokset hyléattiin. Riittdvan luusoluerilaistumisen rajana oli vdhintdin kaksinkertainen ero

PM- ja OS -kontrollien arvojen vililla.

3.4 Kuntotesti

Kuntotestin tarkoituksena oli testata eri proteiinien vaikutusta mesenkymaalisten
kantasolujen kuntoon. Mesenkymaalisten kantasolujen kuntotesti on ryhméssimme
aiemmin kehitetty menetelma (Pietila ym., 2010). Kuntotestissa tarkastellaan kantasolujen
mitokondrion kalvopotentiaalia 5,57,6,6 -tetrakloori-1,1",3,3 -tetraetyylibenzimidazolihiili-
syanidi jodi (JC-1, Sigma) vasta-aineen avulla. Kantasolussa JC-1 vasta-aine akkumuloituu
mitokondrioon mitokondrion korkean kalvopotentiaalin aikana ja muodostaa aggregaatteja.
Kantasolun mitokondrion depolarisaation aikana JC-1 vasta-aine vapautuu mitokondriosta
ja muodostaa monomeerejd kantasolun solulimassa. JC-1 monomeerien emissiomaksimi
on 530/30 nanometrié ja JC-1 aggregaateilla 590 nanometrid. Kuntotesti tehtiin véhintdan

kaksi kertaa eri kantasolulinjoilla maidon proteiinifraktiota kohden.

Kantasoluja kasvatettiin T175 kasvatuspulloissa. Kun soluja ndytti olevan tarpeeksi (noin
0,5 milj.) tai solujen ollessa ldhes konfluentteja, soluille liséttiin  maidon
proteiinifraktiolaimennokset (Taulukko 5.). Proteiinilaimennokset tehtiin  PM:n.
Kontrollisoluina kiytettiin PM:ssa kasvaneita kantasoluja. Proteiinilaimennosten annettiin

olla soluilla 3—4 péivdd ennen analysointia.

Solut pestiin kerran 1xPBS:1ld, jonka jédlkeen solut irrotettiin 1xtrypsiinilli. Soluja
inkuboitiin noin 5 minuutin ajan + 37 °C. Trypsiinin vaikutus inaktivoitiin lisddmélld
pulloon sama miird PM:sta jonka jélkeen solut sentrifugoitiin falconin pohjaan pelletiksi
(5min, 200 g). Solut pestiin kerran 10 ml:1la 1xPBS:44, jonka jdlkeen solut laskettiin. Solut

suspensoitiin 1 miljoona solua/ml.

Kontrollisoluista valmistettiin negatiivinen, positiivinen ja vdhintddn kolme rinnakkaista
ndytettd/proteiini (100 000 solua/ml/néyte). Proteiinilaimennoksessa olleista soluista tehtiin
vihintddn kolme rinnakkaista ndytettd. Kaikille ndytteille tehtiin samat késittelyt. JC-1
vasta-aine ldmmitettiin + 37 °C:seen ja lisittiin soluille hyvin sekoitettuna. Kaikille muille

ndytteille paitsi kontrollisolujen negatiiviselle ndytteelle lisdttiin JC-1 vasta-ainetta.



38

Kontrollisolujen positiiviselle ndytteelle liséttiin JC-1 vasta-aineen lisdksi 1 mM:sta
karbonyyli syanidi 3-kloorifenyylihydrazonea liuotettuna etanoliin (CCCP, Sigma).
CCCP:n loppukonsentraatio soluilla oli 1uM. CCCP:n tarkoitus on romahduttaa
mitokondrion kalvopotentiaali. JC-1 vasta-aineesta kdytettiin 1 mM kayttdlivosta. JC-1
vasta-aineen loppukonsentraatio soluilla oli 1 uM. Vasta-aineen annettiin inkuboitua
huoneenldmmaossd 30 minuuttia valolta suojattuna. Inkubaation jélkeen niytteet pestiin 1-2
kertaa 1xPBS:114, jonka jilkeen solut suspensoitiin ~400 pl:n 1xPBS:d4. Néytteet siirrettiin

jdille odottamaan analysointia.

Kuntotesteihin kaytettiin 399 5p, 412 4p, 405 S5p, 404 5p ja 403 5p kantasolulinjoja.
Jokainen maidon proteiinifraktio on testattu vidhintddn kaksi kertaa kahdella eri

kantasolulinjalla.

Pestyt valmiit ndytteet analysoitiin virtaussytometrilld saman péivin aikana (FACSCalibur,
BECTON DICKINSON). Virtausytometrille sdddettiin asetukset kontrollin negatiivisen
ndytteen mukaan (Taulukko 6.). Virtausytometrilld saatujen tulosten analysointi ja

kompensaatio tehtiin my6hemmin FlowJo -ohjelmalla.

Flow Jo -ohjelmalla rajattiin negatiiviset solupopulaatiot pois, jolloin saatiin monomeerien
ja aggregaattien intensiteettiarvot. Niitd intensiteettiarvoja toisiinsa vertaamalla
(aggregaatit/monomeerit) saadaan intensisteettisuhde, joka kertoo solujen kunnosta. CCCP
kisitellyilld kantasoluilla aggregaattien ja monimeerien suhde oli noin 1 ja kontrollilla eli
kasvatusliuoksessa kasvatetuilla kantasoluilla noin 3. Lopulliset tulokset laskettiin

prosenttia kontrollista. Kontrollina toimi PM:ssa kasvatetut mesenkymaaliset kantasolut.

Taulukko 6. Asetukset, joita kdytettiin virtaussytometrilla.

Tunnistin Jannite Vahvistin Moodi
FSC E-1 3.45-4.00 lin
SSC 320-330 1.00 lin
FL1 300-310 log
FL2 300-310 log
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3.5 Tulosten tilastollinen Kkisittely

Sekd luusoluerilaistumisesta ettd kuntotesteistd saadut tulokset analysoitiin Statistical
Package for the Social Sciences -ohjelmalla (SPSS). Ryhmien vilisid tilastollisia
eroavaisuuksia tarkasteltiin Kruskal-Wallisin testilld. Kruskal-Wallisin testid kaytetddn
varianssianalyysin sijasta jdrjestysasteikollisten muuttujien ja ei-normaalien jakaumien
ryhmien vilisid eroja arvioitaessa. Kruskal-Wallisin testissd vertaillaan ryhmien
mediaaneja toisiinsa. Nollahypoteesi (p=1) on, ettd jirjestyslukujakaumat ovat samat.
Ryhmien vilisid eroja analysoitaessa merkitsevin eron alarajana pidettiin p < 0.05. Talloin
otamme viiden prosentin riskin, ettd nollahypoteesi pitdd paikkansa. Muut p-arvot joita

tuloksia analysoitaessa hyviaksyttiin, olivat p < 0.01 ja p <0.001.
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4. Tulokset

4.1 Kuntotesti

Kuntotestin avulla haluttiin tutkia onko maidon proteiinifraktioilla joko heikentédvid tai
edistdvid vaikutuksia mesenkymaalisten kantasolujen kuntoon. Kuntotestilld mitattiin
mitokondrion kalvojen potentiaalia JC-1 merkkiaineen avulla, joka akkumuloituu

hyvikuntoisten kantasolujen mitokondrioon, mika kertoo solujen elinkelpoisuudesta.

Kuntotestiin otettiin luusoluerilaistumismaéadrityksissé olleiden maidon proteiinifraktioiden
vahvimmat pitoisuudet sekd kuusi muuta maidon proteiinifraktioita, joilta on jo aiemmin

madritetty AFOS ja kalsium pitoisuudet (Taulukko 5.).

a-laktalbumiinilla (p 0.004), B-laktoglobuliinilla (p 0.001), P4— (p 0.008), V50 1ampd— (p
0.002), V50 ei-lampdo— (p 0.001), GMP- (p 0.021), WGF— (p < 0.001), VNH- (p 0.001), ja
V30 1lampo— (p 0.012) proteiinifraktioilla on tilastollisesti merkitsevésti positiivisia
vaikutuksia mesenkymaalisten kantasolujen kuntoon (Kuva 2.). Muilla maidon
proteiinifraktioilla ei ollut tilastollisesti merkitsevdd vaikutusta mesenkymaalisten
kantasolujen kuntoon (Kuva 2.). Voidaan piitelld, ettd maidon proteiinifraktioilla ei
ndyttdisi olevan heikentdvdd vaikutusta mesenkymaalisten kantasolujen kuntoon ja
useimmilla maidon proteiinifraktioilla on jopa edistivd vaikutus mesenkymaalisten

kantasolujen kuntoon (Kuva 2.).
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Kuva 2. Maidon eri proteiinifraktioiden vaikutukset mesenkymaalisten kantasolujen kuntoon. Kontrollina on
tavallisella kasvatusliuoksella kasvatetut vastaavat solut. Tulokset ovat laskettu prosentteina kontrollista (%
kontrollista). Taulukkoon on merkitty kéytetty proteiinifraktio ja sen pitoisuus. Pylviisiin on merkitty +
keskihajonnat. Laskettiin Kruskal-Wallisin testilld ryhmien vilisid eroavaisuuksia (* on p < 0.05, ** on p <
0.01 ja *** on p < 0.001), jotka on merkitty taulukkoon. P4 on P4 proteiinifraktio, V30 1dmp6 on Valion 30
lampokasitelty proteiinifraktio, V30 ei-lamp6 on Valion 30 ei-ldmpdokésitelty proteiinifraktio, V50 lampd on
Valion 50 lampokasitelty proteiinifraktio, V50 ei-ldmpd on Valion 50 ei-lampokasitelty proteiinifraktio,
WPC on Valion kaseiiniton kaseiinifraktio, VNH on Valion natiivi heraproteiinifraktio, WGF on heran
kasvutekijafraktio, GMP on GMP proteiinifraktio ja NWP on natiivi heraproteiinifraktio.

4.2 Alkalisen fosfataasin spesifisen aktiivisuuden ja kalsium pitoisuuden

tulokset

Maidon proteiinifraktioiden vaikutuksia mesenkymaalisten kantasolujen
luusoluerilaistumisessa haluttiin selvittdd tutkimalla AFOS -aktiivisuutta ja kalsiumin
muodostumisen madrdd. Maidon proteiineista otettiin luusoluerilaistumismaarityksiin

kolme tai neljé eri pitoisuutta 0,1 pg/ml-1 mg/ml.

AFOS -aktiivisuutta ja kalsiumin mairdd mittaamalla haluttiin selvittdd kuinka aktiivista
luusoluerilaistuminen on. AFOS on maksassa toimiva entsyymi, mutta sitd tarvitaan myos
luun rakentamiseen. AFOS -aktiivisuus lisddntyy luun muodostumisen alkuvaiheessa.
AFOS -aktiivisuuden nousu voi liittyd my0s solujen stressitasoon, joka on otettu huomioon
kuntotestein. Maidon proteiinifraktioiden vaikutuksia mesenkymaalisten kantasolujen
luusoluerilaistumisessa  haluttiin ~ selvittdd mm. kalsiumin médirdn tutkimisella.

Ihmiselimistossd 99 % kalsiumista on luustossa, jossa kalsium osallistuu Iuuston
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rakentamiseen ja luusto toimii tdlloin elimiston kalsiumvarastona. Kalsiumin térkein

tehtdva on toimia luuston rakennusaineena.

4.2.1 P4 proteiinifraktio

P4 proteiinifraktion vaikutuksia mesenkymaalisten kantasolujen luusoluerilaistumiseen
tutkittiin kolmella eri P4 proteiinin pitoisuudella (Taulukko 5.). P4 proteiinifraktio
testattiin 447 5p, 386 4p ja 447 5p kantasolulinjoilla. AFOS tuloksissa 447 5p kantasolujen
ja kalsium tuloksissa 386 4p kantasolujen tulokset hyléttiin riittimattoméan

luusoluerilaistumisen vuoksi.

Kuvasta 3. ndhddén, ettd AFOS -aktiivisuus on tilastollisesti merkittévisti heikentynyt
erilaistumattomien kantasolujen P4 proteiinin pitoisuuksilla 1 pg/ml (p 0.021) ja 10 pg/ml
(p < 0.001). AFOS -aktiivisuus on vidhentynyt tilastollisesti merkitsevdsti seki
erilaistumattomilla ettd erilaistetuilla 386 4p kantasoluilla P4 proteiinin pitoisuudella 1
ug/ml (p 0.029) ja 437 3p kantasoluilla 10 pg/ml pitoisuudella (p 0.029) (Kuva 3.). AFOS
-aktiivisuus nousee merkittdvisti P4 proteiinin pitoisuuksilla 0.1, 1 ja 10 pg/ml
erilaistetuilla 437 3p kantasoluilla (p 0.029) (Kuva 3.). Muilla néytteilla ei ole tilastollisesti

merkitsevid muutoksia AFOS -aktiivisuudessa (Kuva 3.).

Kuten kuvasta 4. ndhddin, P4 proteiinifraktiolla on ollut péinvastaisia vaikutuksia
mesenkymaalisten kantasolujen luusoluerilaistumisessa kalsiumin muodostumiseen. P4
proteiinin pitoisuuksilla 1 ja 10 pg/ml on ollut tilastollisesti merkitsevésti edistdva vaikutus
kalsiumin muodostumisessa 437 3p kantasoluilla (p 0.029) kun taas P4 proteiinin
pitoisuudella 10 pg/ml on ollut tilastollisesti merkittdvasti heikentdvd vaikutus kalsiumin
muodostumisessa 447 S5p kantasoluilla (p 0.029) (Kuva 4.). Vaikka kalsiumin mééra
nousee toisessa testatuista kantasolundytteistd tilastollisesti merkitsevisti, niin toisella
kantasolundytteelld néhtiin tilastollisesti merkitsevd lasku. Témén vuoksi ei voida vetdd
johtopddtostd, ettd P4 proteiinilla olisi selkedd vaikutusta AFOS -aktiivisuuden ja

kalsiumin méérassd mesenkymaalisten kantasolujen luusoluerilaistumisessa (Kuvat 3—4.).
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Kuva 3. P4 proteiinilaimennosten vaikutukset alkalisen fosfataasin méiédrdéin mesenkymaalisten kantasolujen
luusoluerilaistumisessa. Tulokset on laskettu prosentteina kontrollista (PM). PM tarkoittaa
kasvatusliuoksessa kasvatettuja soluja ja OS tarkoittaa erilaistamisliuoksessa kasvatettuja soluja. AFOS on
spesifinen afos aktiivisuus/mg proteiinia. Pylviisiin on merkitty + keskihajonta. * on p < 0.05 ja *** on p <
0.001 Kruskal-Wallisin testilld. Kruskal-Wallisin testissi PM niytteet on verrattu PM — kontrolliin ja OS
néytteet on verrattu OS — kontrolliin. P4 on P4 proteiinifraktio.
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Kuva 4. P4 proteiinilaimennosten vaikutukset kalsiumin méédrdin mesenkymaalisten kantasolujen
luusoluerilaistumisessa. Tulokset on laskettu prosentteina kontrollista (OS). OS tarkoittaa
erilaistamisliuoksessa kasvatettuja soluja. Pylviisiin on merkitty + keskihajonta. * on p < 0.05 Kruskal-
Wallisin testilld. P4 on P4 proteiinifraktio.
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4.2.2 Valion 30 Liimpokisitelty proteiinifraktio

V30 1dmpd proteiinin  vaikutuksia  testattiin  mesenkymaalisten  kantasolujen
luusoluerilaistumiseen kolmella eri V30 1dmpd proteiinin pitoisuudella (Taulukko 5.). V30
lampd proteiinifraktio sisdltdd runsaasti insuliinia. V30 1amp6 proteiinifraktio testattiin 437
3p, 403 4p ja 447 5p kantasolulinjoilla. AFOS tuloksissa 403 4p kantasolujen tulokset

hylattiin riittdméttomén luusoluerilaistumisen vuoksi.

Kuten kuvasta 5. ndhdddn, V30 lampd proteiinifraktiolla ei ole ollut tilastollisesti
merkitsevdd vaikutusta AFOS -aktiivisuudessa ~mesenkymaalisten kantasolujen

luusoluerilaistumisessa.

V30 1lampd proteiinin kaikilla pitoisuuksilla on ollut tilastollisesti merkitsevésti heikentiva
vaikutus kalsiumin muodostumiseen erilaistetuilla 447 5p kantasoluilla (p 0.029), kun taas
erilaistetuilla 403 4p kantasoluilla on ollut tilastollisesti merkitsevésti edistdvad vaikutus
kalsiumin muodostumiseen V30 1&mpd proteiinin pitoisuudella 50 pg/ml (p 0.029) (Kuva

6.).

Pitoisuuksittain verrattuna sekd V30 ldmpd proteiinin pitoisuudella 1 pg/ml (p 0.014) ettd
10 pg/ml (p 0.005) on ollut tilastollisesti merkitsevasti heikentdvd vaikutus kalsiumin
muodostumiseen mesenkymaalisten kantasolujen Iluusoluerilaistumisessa (Kuva 6.).
Kuvasta 6. ndhdddn, V30 [dmpo proteiinilla on ollut enemmaén heikentivé kuin edistiva
vaikutus kalsiumin muodostumiseen mesenkymaalisten kantasolujen

luusoluerilaistumisessa.
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Kuva 5. V30 liampokasitellyn proteiinilaimennosten vaikutukset alkalisen fosfataasin méédrdan

mesenkymaalisten kantasolujen luusoluerilaistumisessa. Tulokset on laskettu prosentteina kontrollista (PM).
PM tarkoittaa kasvatusliuoksessa kasvatettuja soluja, OS tarkoittaa erilaistamisliuoksessa kasvatettuja soluja
ja AFOS on spesifinen afos aktiivisuus/mg proteiinia. Pylviisiin on merkitty + keskihajonta. V30 1amp6 on
Valion 30 lampokasitelty proteiinifraktio.
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Kuva 6. V30 liampokésitellyn proteiinilaimennosten vaikutukset kalsiumin méédrddn mesenkymaalisten
kantasolujen luusoluerilaistumisessa. Tulokset on laskettu prosentteina kontrollista (OS). OS tarkoittaa
erilaistamisliuoksessa kasvatettuja soluja. Pylvéisiin on merkitty + keskihajonta. * on p < 0.05 ja ** on p <
0.01 Kruskal-Wallisin testilld. V30 lamp6 on Valion 30 lampdkaésitelty proteiinifraktio.
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4.2.3 Valion 30 ei-Liimpokisitelty proteiinifraktio

V30 ei-lampd proteiinin  vaikutuksia testattiin mesenkymaalisten kantasolujen
luusoluerilaistumiseen kolmella eri proteiinin pitoisuudella (Taulukko 5.). V30 ei-lampo
proteiinifraktio siséltdd runsaasti insuliinia. V30 ei-lampd proteiinifraktio testattiin 437 3p,
403 4p ja 447 5p kantasolulinjoilla. V30 ei-lampd proteiinifraktion AFOS tulokset hylattiin

403 4p kantasoluilla riittdmattdméan luusoluerilaistumisen vuoksi.

Kuvasta 7. ndhddin, ainoastaan erilaistumattomien 437 3p kantasolujen AFOS -aktiivisuus
on tilastollisesti merkitsevisti heikentynyt V30 ei-lampd proteiinin pitoisuuksilla 1 ja 10
pug/ml (p 0.029). Muilla ndytteilld ei ollut tilastollisesti merkitsevid eroja AFOS -

aktiivisuudessa mesenkymaalisten kantasolujen luusoluerilaistumisessa (Kuva 7.).

Erilaistetuilla 447 5p kantasoluilla on ollut tilastollisesti merkitsevisti heikentdvé vaikutus
kalsiumin muodostumiseen V30 ei-lampd proteiinin kaikilla pitoisuuksilla (p 0.029) (Kuva
8.). Myos 437 3p kantasoluilla on ollut tilastollisesti merkitsevésti heikentdvd vaikutus
kalsiumin muodostumiseen V30 ei-limpd proteiinin pitoisuudella 10 pg/ml (p 0.029)
(Kuva 8.). Ainoastaan V30 ei-lamp0 proteiinin pitoisuudella 50 pg/ml on ollut edistava
vaikutus kalsiumin muodostumiseen 403 4p kantasoluilla (p 0.029) (Kuva 8.).
Pitoisuuksittain vertailtuna sekd V30 ei-ldmpd proteiinin pitoisuudella 1 pg/ml (p 0.001)
ettd 10 pg/ml (p 0.02) on tilastollisesti merkitsevésti heikentdvd vaikutus
mesenkymaalisten kantasolujen luusoluerilaistumisessa (Kuva 8.). Kuten kuvasta 7.
ndhdéddn, V30 ei-lampd proteiinilla on ollut enemmain heikentiva kuin edistdva vaikutus

kalsiumin muodostumiseen mesenkymaalisten kantasolujen luusoluerilaistumisessa.
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Kuva 7. V30 ei-lampd proteiinilaimennosten vaikutukset alkalisen fosfataasin midrdan mesenkymaalisten
kantasolujen luusoluerilaistumisessa. Tulokset on laskettu prosentteina kontrollista (PM). PM tarkoittaa
kasvatusliuoksessa kasvatettuja soluja, OS tarkoittaa erilaistamisliuoksessa kasvatettuja soluja ja AFOS on
spesifinen afos aktiivisuus/mg proteiinia. Pylvédisiin on merkitty + keskihajonta. * on p < 0.05 Kruskal-
Wallisin testilld. Kruskal-Wallisin testissd PM néytteet on verrattu PM—kontrolliin ja OS néytteet on verrattu
OS—kontrolliin. V30 ei-lampd on Valion 30 ei-ldmpokasitelty proteiinifraktio.
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Kuva 8. V30 ei-lampd proteiinilaimennosten vaikutukset kalsiumin méardan mesenkymaalisten kantasolujen
luusoluerilaistumisessa. Tulokset on laskettu prosentteina kontrollista (OS). OS tarkoittaa
erilaistamisliuoksessa kasvatettuja soluja. Pylvéisiin on merkitty + keskihajonta. * on p < 0.05 ja *** on p <
0.001 Kruskal-Wallisin testilld. V30 ei-lampd on V30 ei-lampdkasitelty proteiinifraktio. V30 ei-lampd on
Valion 30 ei-limpokésitelty proteiinifraktio.
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4.2.4 Valion 50 Limpokisitelty proteiinifraktio

V50 1dmpd  proteiinin  vaikutuksia  testattiin = mesenkymaalisten  kantasolujen
luusoluerilaistumiseen kolmella eri V50 1dmpd proteiinin pitoisuudella (Taulukko 5.). V50
lampo fraktio sisdltdd runsaasti a-laktalbumiinia. V50 1ampd proteiinifraktio testattiin 437
3p, 403 4p ja 447 Sp kantasolulinjoilla. 403 4p kantasolujen AFOS tulokset hylittiin

riittdmattoman luusoluerilaistumisen vuoksi.

Pitoisuuksittain verrattuna V50 ldmpd proteiinin pitoisuuksilla 1 ja 10 pg/ml AFOS
-aktiivisuus on tilastollisesti merkitsevasti lisdéntynyt erilaistumattomilla kantasoluilla (p <
0.001) (Kuva 9.). AFOS -aktiivisuus on tilastollisesti merkitsevisti lisddntynyt
erilaistumattomilla kantasoluilla kaikilla solulinjoilla V50 1dmpd proteiinin pitoisuuksilla
1 ja 10 pg/ml (p 0.029) (Kuva 10.). Erilaistetuilla 437 3p kantasoluilla AFOS -aktiivisuus
on tilastollisesti merkitsevisti vahentynyt V50 1dmp06 proteiinin pitoisuuksilla 10 ja 50
pg/ml (p 0.029) (Kuva 9.). Muilla naytteilld ei ollut tilastollisesti merkitsevid muutoksia
AFOS -aktiivisuudessa (Kuva 9.).

447 5p kantasoluilla on ollut tilastollisesti merkitsevisti heikentdvd vaikutus kalsiumin
muodostumisessa V50 ldmpd proteiinin kaikilla pitoisuuksilla (p 0.029) kun taas V50
lampd proteiinin pitoisuudella 50 pg/ml on ollut tilastollisesti merkitsevésti edistdva
vaikutus kalsiumin muodostumiseen 403 4p kantasoluilla (p 0.029) (Kuva 10.). Kuten
kuvista 9. ja 10. ndhddin, V50 lampd proteiinilla ei ole selkedd vaikutusta kalsiumin
muodostumiseen mesenkymaalisten kantasolujen Iuusoluerilaistumisessa vaan eri

kantasolulinjat ovat reagoineet V50 l[dmp0 proteiiniin eri tavoilla.
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Kuva 9. V50 lampd proteiinilaimennosten vaikutukset alkalisen fosfataasin médrdéin mesenkymaalisten
kantasolujen luusoluerilaistumisessa. Tulokset on laskettu prosentteina kontrollista (PM). PM tarkoittaa
kasvatusliuoksessa kasvatettuja soluja, OS tarkoittaa erilaistamisliuoksessa kasvatettuja soluja ja AFOS on
spesifinen afos aktiivisuus/mg proteiinia. Pylvédisiin on merkitty + keskihajonta. * on p < 0.05 ja *** on p <
0.001 Kruskal-Wallisin testilld. Kruskal-Wallisin testissa PM néytteet on verrattu PM—kontrolliin ja OS
ndytteet on verrattu OS—kontrolliin. V50 1amp6 on Valion 50 lampdkésitelty proteiinifraktio.

300 A

250 A

200 A

150 A

100

Kalsium (% kontrollista)

20 A

0

1 ug/ml V50 lampo

10 pg/ml V50 [ampd

50 pg/ml V50 lampd

o447 5p

100

30,6

17,6

9,6

m4034p

100

109

160,2

2182

m4373p

100

1211

76,4

735

Kuva 10. V50 1ampd proteiinilaimennosten vaikutukset kalsiumin méirdin mesenkymaalisten kantasolujen
luusoluerilaistumisessa.
erilaistamisliuoksessa kasvatettuja soluja. Pylvéisiin on merkitty + keskihajonta. * on p < 0.05 Kruskal-
Wallisin testilld. V50 1amp6 on Valion 50 lampdkasitelty proteiinifraktio.
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4.2.5 Valion 50 ei-limpokisitelty proteiinifraktio

V50 ei-lampd proteiinin  vaikutuksia testattiin mesenkymaalisten kantasolujen
luusoluerilaistumiseen kolmella eri V50 ei-lampd proteiinin pitoisuudella (Taulukko 5.).
V50 ei-lampo fraktio sisdltdd runsaasti a-laktalbumiinia. V50 ei-lampd proteiinifraktio

tutkittiin 437 3p, 404 4p ja 443 Sp kantasolulinjoilla.

Kuvasta 11. ndhddén, V50 ei-limpd proteiini tilastollisesti merkitsevisti estdd AFOS
-aktiivisuutta vahvimmalla pitoisuudellaan (50 pg/ml) sekd erilaistumattomilla ettd
erilaistetuilla ndytteilld kaikilla solulinjoilla (p 0.029). V50 ei-limpd proteiinin
pitoisuudella 10 pg/ml 404 4p solulinjan sekd erilaistumattomilla ettd erilaistetuilla
ndytteilld ja 437 3p solulinjan erilaistumattomalla néytteelld AFOS -aktiivisuus on

tilastollisesti merkitsevisti heikentynyt (p 0.029) (Kuva 11.).

Pitoisuuksittain verrattuna AFOS -aktiivisuus on tilastollisesti merkitsevésti heikentynyt
erilaistumattomien ndytteiden V50 ei-lamp0 proteiinin pitoisuuksilla 10 pg/ml (p 0.017) ja
50 pg/ml (p < 0.001) seké erilaistettujen ndytteiden V50 ei-lampd proteiinin pitoisuudella
50 pg/ml (p <0.001) (Kuva 11.).

Kuvasta 12. n#dhdddn, kalsiumin muodostuminen mesenkymaalisten kantasolujen
luusoluerilaistumisessa on tilastollisesti merkitsevisti heikentynyt V50 ei-ldmpd proteiinin
pitoisuudella 50 pg/ml kaikilla solulinjoilla (p 0.029) kuten myds 404 4p solulinjalla V50
ei-ldmpo proteiinin pitoisuudella 10 pg/ml (p 0.029) ja 443 5p kantasolulinjalla V50 ei-
1ampo proteiinin pitoisuudella 1 pg/ml (p 0.029) (Kuva 12.). Muilla néytteilld kalsiumin
madrien muutoksissa ei ole tilastollisesti merkitsevad vaikutusta (Kuva 12.). Kuten kuvasta
12. ndhdddn, mesenkymaalisten kantasolujen luusoluerilaistuminen estyy V50 ei-ldmpo

proteiinin pitoisuudella 50 pg/ml (p < 0.001).

V50 ei-lampo proteiinilla niyttéisi olevan heikentdvé vaikutus sekd AFOS -aktiivisuuden
ettd kalsiumin muodostumiseen mesenkymaalisten kantasolujen luusoluerilaistumisessa

(Kuvat 11.-12.).
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W 437 3p 100 119,3 64,9 30,8 432 471,3 3443 136,3
0 443 5p 100 1154 107,2 23 11,7 984,5 861,2 269,5

Kuva 11. V50 ei-lampé proteiinilaimennosten vaikutukset alkalisen fosfataasin méirdin mesenkymaalisten
kantasolujen luusoluerilaistumisessa. Tulokset on laskettu prosentteina kontrollista (PM). PM tarkoittaa
kasvatusliuoksessa kasvatettuja soluja, OS tarkoittaa erilaistamisliuoksessa kasvatettuja soluja ja AFOS on
spesifinen afos aktiivisuus/mg proteiinia. Pylviisiin on merkitty + keskihajonta. * on p < 0.05 ja *** on p <
0.001 Kruskal-Wallisin testilld. Kruskal-Wallisin testissa PM néytteet on verrattu PM—kontrolliin ja OS
néytteet on verrattu OS—kontrolliin. V50 ei-lampd on Valion 50 ei-lampokésitelty proteiinifraktio.
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Kuva 12. V50 ei-lampd proteiinilaimennosten vaikutukset kalsiumin madrddn mesenkymaalisten
kantasolujen luusoluerilaistumisessa. Tulokset on laskettu prosentteina kontrollista (OS). OS tarkoittaa
erilaistamisliuoksessa kasvatettuja soluja. Pylviisiin on merkitty + keskihajonta. * on p < 0.05 ja *** on p <
0.001 Kruskal-Wallisin testilld. V50 ei-lamp6 on Valion 50 ei-lampdkésitelty proteiinifraktio.
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4.2.6 Valion kaseiiniton kaseiinifraktio

WPC proteiinin vaikutuksia testattiin mesenkymaalisten kantasolujen
luusoluerilaistumiseen neljdlld eri WPC proteiinin pitoisuudella (Taulukko 5.). WPC

proteiinifraktio testattiin 437 3p, 404 4p ja 443 5p kantasolulinjoilla.

WPC proteiinilla AFOS -aktiivisuudessa 404 4p solulinjalla ei ollut tilastollisesti
merkitsevdd vaikutusta (Kuva 13.). Erilaistumattomien 437 3p kantasolujen AFOS
-aktiivisuus on tilastollisesti merkitsevésti vdhentynyt WPC proteiinin 1 mg/ml
pitoisuudella (p 0.029) kun taas samoilla erilaistetuilla kantasoluilla samalla WPC
proteiinin pitoisuudella AFOS -aktiivisuus on tilastollisesti merkitsevésti lisddntynyt
(p 0.029) (Kuva 13.). Erilaistettuyjen 443 5p kantasoluyjen AFOS -aktiivisuus on
tilastollisesti merkittavésti vahentynyt WPC proteiinin pitoisuuksilla 1 pg/ml ja 1mg/ml (p
0.029) (Kuva 13.). Kuten kuvasta 13. ndhdddn, WPC proteiinilla ei néyttdisi olevan
kokonaisuudessaan merkitsevid vaikutuksia AFOS -aktiivisuudessa mesenkymaalisten

kantasolujen luusoluerilaistumisessa.

443 5p kantasolulinjalla WPC proteiinin pitoisuudella 10 pg/ml sekd 404 4p solulinjalla
WPC proteiinin pitoisuudella 1, 10 ja 100 pg/ml on tilastollisesti merkitsevésti heikentdva
vaikutus kalsiumin muodostumiseen mesenkymaalisten kantasolujen
luusoluerilaistumisessa (Kuva 14., p 0.029). Kalsiumin muodostuminen tilastollisesti
merkittdvasti lisddntyy mesenkymaalisten kantasolujen luusoluerilaistumisessa kaikilla
solulinjoilla WPC proteiinin pitoisuudella 1 mg/ml (p 0.029) (Kuva 14.). Muilla WPC
proteiinin pitoisuuksilla ei ole merkittivdd vaikutusta mesenkymaalisten kantasolujen

luusoluerilaistumisessa (Kuva 14.).

Kuvasta 14. ndhdéén, ettd WPC proteiinin pitoisuudet 1 pg/ml (p 0.017) ja 10 pg/ml (p <
0.001) néayttiisivat tilastollisesti merkitsevdsti heikentdvdn ja, etti WPC proteiinin
pitoisuus 1 mg/ml (p < 0.001) néyttéisi tilastollisesti merkitsevasti edistdvin kalsiumin

muodostumista mesenkymaalisten kantasolujen luusoluerilaistumisessa.
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Kuva 13. WPC proteiinilaimennosten vaikutukset alkalisen fosfataasin mddrdin mesenkymaalisten
kantasolujen luusoluerilaistumisessa. Tulokset on laskettu prosentteina kontrollista (PM). PM tarkoittaa
kasvatusliuoksessa kasvatettuja soluja, OS tarkoittaa erilaistamisliuoksessa kasvatettuja soluja ja AFOS on
spesifinen afos aktiivisuus/mg proteiinia. Pylviisiin on merkitty + keskihajonta. * on p < 0.05 Kruskal-
Wallisin testilld. Kruskal-Wallisin testissd PM néytteet on verrattu PM—kontrolliin ja OS niytteet on verrattu
OS—kontrolliin. WPC on Valion kaseiiniton kaseiinifraktio.
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Kuva 14. WPC proteiinilaimennosten vaikutukset kalsiumin méérdin mesenkymaalisten kantasolujen
luusoluerilaistumisessa. Tulokset on laskettu prosentteina kontrollista (OS). OS tarkoittaa
erilaistamisliuoksessa kasvatettuja soluja. Pylvédisiin on merkitty = keskihajonta. * on p 0.05 ja *** on p <
0.001 Kruskal-Wallisin testilld. WPC on Valion kaseiiniton kaseiinifraktio.
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4.2.7 Valion natiivi heraproteiinifraktio

VNH proteiinin vaikutuksia testattiin mesenkymaalisten kantasolujen
luusoluerilaistumiseen neljdlld eri VNH proteiinin pitoisuudella (Taulukko 5.). VNH
proteiinifraktio testattiin 437 3p, 386 4p ja 443 5p kantasolulinjoilla. 386 4p kantasolujen

AFOS tulokset hylattiin riittdmattdméan luusoluerilaistumisen vuoksi.

AFOS  -aktiivisuus on  merkittdvadsti  vdhentynyt kaikilla  erilaistumattomilla
kantasolulinjoilla VNH proteiinin pitoisuudella 5 pg/ml (p 0.029) (Kuva 15.). VNH
proteiinin pitoisuudella 5 pg/ml on tilastollisesti merkitsevisti heikentidva vaikutus AFOS
-aktiivisuuteen erilaistumattomilla kantasoluilla (p 0.001) (Kuva 15.). VNH proteiinin
pitoisuus 500 pg/ml tilastollisesti merkitsevésti edistdd sekd AFOS -aktiivisuutta ettd
kalsiumin miirdd 437 3p kantasolulinjalla ja kalsiumin muodostumista 386 4p
kantasolulinjalla (p 0.029) (Kuvat 15.-16.). Pitoisuuksittain verrattuna VNH proteiinin
pitoisuus 500 pg/ml tilastollisesti merkitsevisti edistdéd kalsiumin muodostumista (p 0.005)
(Kuval®6.). Kuten kuvista 15. ja 16. ndhddén, VNH proteiini ndyttdisi enemmaén edistdvin

kuin heikentédvin mesenkymaalisten kantasolujen luusoluerilaistumista.

AFOS (% kontrollista)

300 +
*k%k
200 4 | —
*
100 - *
0+ L
-100
PM PM1pg/m | PM5 pug/ml | PM 50 pg/mi |PM 500 pg/mi os OS 1pgm | PM5pg/mi | OS 50 pg/mi |OS 500 pg/mi
VNH VNH VNH VNH VNH VNH VRH VNH
m 437 3p 100 86,2 77 106,3 134 432 370,2 355 468 634,5
0443 5p 100 20,4 26,2 20,8 79 607,7 706,8 659,4 752,7 5454

Kuva 15. VNH proteiinilaimennosten vaikutukset alkalisen fosfataasin mddrdin mesenkymaalisten
kantasolujen luusoluerilaistumisessa. Tulokset on laskettu prosentteina kontrollista (PM). PM tarkoittaa
kasvatusliuoksessa kasvatettuja soluja, OS tarkoittaa erilaistamisliuoksessa kasvatettuja soluja ja AFOS on
spesifinen afos aktiivisuus/mg proteiinia. Pylvéisiin on merkitty + keskihajonta. * on p < 0.05 ja *** on p <
0.001 Kruskal-Wallisin testilld. Kruskal-Wallisin testissa PM néytteet on verrattu PM—kontrolliin ja OS
niytteet on verrattu OS—kontrolliin. VNH on Valion natiivi heraproteiinifraktio.
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Kuva 16. VNH proteiinilaimennosten vaikutukset kalsiumin miirddn mesenkymaalisten kantasolujen
luusoluerilaistumisessa. Tulokset on laskettu prosentteina kontrollista (OS). OS tarkoittaa
erilaistamisliuoksessa kasvatettuja soluja. Pylviisiin on merkitty + keskihajonta. * on p < 0.05 ja ** on p <
0.01 Kruskal-Wallisin testilld. VNH on Valion natiivi heraproteiinifraktio.

4.2.8 Yhteenvetoa luusoluerilaistumismairityksista

AFOS -aktiivisuuden ja kalsiumin tulokset laskettiin prosenteiksi sen wvuoksi, ettd
proteiinifraktioiden tulokset saataisiin samaan kuvaajaan helposti vertailtaviksi. Tamén
vuoksi tuloksista tehdyissd kuvaajissa ei ndy lainkaan alkuperdisid AFOS- ja kalsium
-arvojen léhtotasoja. Taulukkoon 7 merkittiin  eri  kantasolulinjat tietoineen,
kantasolulinjojen AFOS -aktiivisuus erilaistamattomilla, erilaistetuilla soluilla sekd
kantasolujen erilaistumistehokkuus. Kuten taulukosta 7 ndhd&dén, eri kantasolulinjojen
vililla on  paljon eroavaisuuksia AFOS -arvojen ldhtotasoissa  ja
luusoluerilaistumistehokkuudessa. 443 kantasolulinja ndyttdisi olevan hyvé erilaistumaan
osteoblasteiksi ja 404 kantasolulinjalla erilaistamattomien kantasolujen ~AFOS
-aktiivisuuden 1dht6taso on muita paljon korkeampi (Taulukko 7). Taulukosta 7 ndhdaan,
ettd eri kantasolulinjojen vélilldi on suuria eroja. Esimerkiksi erilaistumattomien
kantasolulinjojen spesifinen afos aktiivisuus/mg proteiinia arvot on 26-253 ja

erilaistumistehokkuus on 145-870 % (Taulukko 7.).
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Taulukko 7. Tutkimuksessa kéytettyjen kantasolulinjojen luovuttajien sukupuoli ja syntymévuosi, ja
spesifisen alkalisen fosfataasin -aktiivisuus tulokset (keskiarvo + keksihajonta ja % kontrollista). PM
tarkoittaa tavallisessa kasvatusliuoksessa kasvatettuja erilaistumattomia mesenkymaalisia kantasoluja ja OS
luusoluerilaistumisliuoksessa kasvatettuja erilaistettuja mesenkymaalisia kantasoluja.

Kantasolulinja | Luovuttajan Luovuttajan ‘ AFOS
sukupuoli syntyméivuosi (spesifinen afos -aktiivisuus/mg
proteiinia)

PM (ON} %
447 Nainen 1936 82 + 14,1 223 +42 272
443 Mies 1936 69 + 34,6 595 +96,3 870
437 Mies 1994 51+6,5 199 +£34,8 393
404 Mies 1968 146 + 27,8 375+ 67,6 257
403 Mies 1955 253 +367,2 | 367 £173,1 145
386 Nainen 1931 26 +4,5 58 +£2,4 223

Luusoluerilaistumismadritysten tuloksista on vaikea vetdd yhteenvetoa. Taulukosta 8.
ndkee milld tavalla kukin proteiinifraktio on vaikuttanut eri mesenkymaalisiin
kantasolulinjoihin (Taulukko 8.). Taulukosta 8 ndhddén, ettd kalsium -méérityksissd 447
Sp kantasolulinjalla luusoluerilaistuminen on estynyt kun taas 403 4p kantasolulinjalla
luusoluerilaistuminen on lisddntynyt riippumatta siitd mitd proteiinifraktiota kantasoluille
on annettu. Muilla kantasolulinjoilla proteiinifraktioilla on ollut vaihteleva vaikutus

luusoluerilaistumiseen (Taulukko 8.).
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Taulukko 8. Maidon proteiinifraktioiden vaikutukset eri kantasolulinjoihin alkalisen fosfataasin aktiivisuuden
ja kalsiumin pitoisuuden maéérityksissd. Taulukkoon on merkitty ainoastaan maidon proteiinifraktion
positiiviset ja/tai negatiiviset vaikutukset luusoluerilaistumiseen. Jos maidon proteiinifraktiolla ei ole ollut
merkitsevdd vaikutusta lainkaan, taulukkoon on merkitty +. Taulukosta on jdtetty pois hylétyt
erilaistumistestien tulokset. WPC on Valion kaseiiniton kaseiinifraktio ja VNH on Valion natiivi
heraproteiinifraktio.

Kantasolulinjat
Proteiini | Alkalisen fosfataasin aktiivisuus Kalsiumin pitoisuus
437 3p | 443 5p | 404 4p | 447 5p | 437 3p | 443 5p | 404 4p | 447 5p | 403 4p
P4 + + -
1ampd
V30 ei- + n _ B .
1ampd
V50 _ n 4 B N
1lampo
V50 ei- _ _ _ _ _ _
1ampd
WPC + - + + /4 | -/
VNH + = + +
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5. Tulosten tarkastelu

Pro Gradu tutkielmani oli osa Valion ja Turun yhteistyoprojektia. Tutkimuksen
tarkoituksena oli selvittda tiettyjen maidon proteiinifraktioiden vaikutus mesenkymaalisten
kantasolujen luusoluerilaistumisessa AFOS -aktiivisuuden ja kalsium -méérityksien avulla.
Lisdksi tutkittiin my6s ndiden maidon proteiinifraktioiden vaikutus mesenkymaalisten
kantasolujen kuntoon ja tdten suljettiin  pois AFOSin mahdollisen nousun

vaarintulkitseminen.

Tutkimukseni selkein tulos saatiin mesenkymaalisten kantasolujen kuntotesteistd (Kuva
2.). Tulosten perusteella tutkitut maidon proteiinifraktiot néyttdisivit pddosin jopa
parantavan mesenkymaalisten kantasolujen kuntoa. Ainoastaan V30 ei-lampo, WPC,
laktoferriini ja NWP proteiinifraktioilla ei ollut tilastollisesti merkittivdd eroa verrattuna
kontrolliinsa. Kuitenkaan ndméi proteiinifraktiot eivit heikentineet mesenkymaalisten
kantasolujen kuntoa. On kuitenkin mahdollista, ettd kuntotesteissi nikynyt
mesenkymaalisten kantasolujen kunnon paraneminen voisi olla mitokondrion toiminnan
lisddntynyttd aktiivisuutta. Mitokondrion lisddntynyt aktiivisuus voi tarkoittaa esimerkiksi
sitd, ettd solut aloittavat erilaistumisen luusuuntaan tai ovat alttiimpia eri drsykkeille, jotka
johtavat erilaistumiseen. Mesenkymaaliset ~ kantasolut kasvoivat ~ maidon
proteiinifraktiolaimennoksissa kolmesta neljadan pdivdd, joka voi olla liian lyhyt aika
mittaamaan kunnon paranemista. Lyhyestd seuranta-ajasta huolimatta tuloksista voidaan
paitelld, etteivét tutkitut maidon proteiinifraktiot ainakaan huononna mesenkymaalisten

kantasolujen kuntoa.

AFOS- ja kalsium—tulokset olivat osittain hankalasti tulkittavia. Kuitenkin selkein ja
merkittdvin tulos oli V50 ei-lampd proteiinin estdvd vaikutus mesenkymaalisten
kantasolujen luusoluerilaistumiseen (Kuvat 11.—12.). V50 [amp6 proteiinifraktion tulokset
ovat sen sijaan ristiriitaisia (Kuvat 9.—10.) kuten esimerkiksi V50 lampofraktion kalsium
tulokset (Kuva 10.). V50 1ampd proteiinifraktion AFOS tuloksissa PM:ssa kasvatettujen
kantasolujen AFOS arvot olivat nousseet pienemmilld proteiinifraktion pitoisuuksilla
(Kuva 9.), miké voi viitata joko spontaanin erilaistumisen lisdéntymiseen tai solustressiin
erilaistumattomilla kantasoluilla. V50 proteiinifraktiot oli tehty késittelemattomésta
tilamaidosta, joka sisélsivét paljon a-laktalbumiinia. Ladmpdkésitellyn a-laktalbumiinin on

todettu tekevén ristisidoksia joko itsensd ja/tai muiden proteiinien kanssa, mikd vaikuttaa
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sekd oa-laktalbumiinin ettd muiden proteiinien bioaktiivisuuteen (ks. katsausartikkeli
Chatterton ym., 2006). V50 lampd proteiinifraktiolle on tehty ldmpokasittely. Koska se
sisdltdd runsaasti a-laktalbumiinia, proteiinien vilille on oletettavasti muodostunut
ristisidoksia, mikd on muuttanut proteiinifraktion bioaktiivisuutta. Vertailtaessa V50 [amp6
ja V50 ei-lampo proteiinifraktioiden tuloksia keskenédén, juuri ldmpokésittelemattomalla
V50 ei-lampd proteiinifraktiolla on ollut negatiivinen vaikutus luusoluerilaistumiseen
(Kuvat 9.—12.). Voi olla mahdollista, ettd tehdylld lampokisittelylld on ollut vaikutus V50
proteiinifraktioiden vaikutuksiin luusoluerilaistumisessa ja a-laktalbumiinilla voi olla
negatiivinen vaikutus mesenkymaalisten kantasolujen luusoluerilaistumiseen. Toisaalta
a-laktalbumiinin pitoisuutta V50 proteiinifraktioissa kuten muissakaan fraktioissa ei
tiedetd. Esimerkiksi VNH proteiinifraktio sisdltdd myds o-laktalbumiinia eikd VNH
proteiinifraktiolla ole ollut negatiivista vaikutusta mesenkymaalisten kantasolujen
luusoluerilaistumiseen (Kuvat 15.—16.). On otettava kuitenkin huomioon, ettd fraktioiden
puhdistukset on mahdollisesti suoritettu eri tavoilla ja eri liuoksia apuna kayttden, jolloin
on mahdollista, ettd fraktioissa olevat samat proteiinit saattavat olla hyvin eri muodossa tai

toisessa fraktiossa saattaa olla mukana joitakin myotévaikuttajia tai vastavaikuttajia.

Kuntotestejd tehdessd virtaussytometrilli huomattiin, ettd a-laktalbumiinilla kisiteltyjen
kantasolujen granulaarisuudessa oli jotakin poikkeavaa verrattuna muihin néytteisiin.
a-laktalbumiinilla késitellyt mesenkymaaliset kantasolut olivat paljon granulaarisempia
kuin muilla proteiinikisitellyilld mesenkymaalisilla kantasoluilla. Kuntotestejd tehdessi
huomasin, ettd a-laktalbumiinikdsiteltyjd soluja oli paljon vdhemmin kuin muita
proteiinikésiteltyjd kantasoluja. Tdmé voi johtua siitd, ettd a-laktalbumiinilla on voinut olla
negatiivinen  vaikutus jo  huonokuntoisempiin mesenkymaalisiin  kantasoluihin.
a-laktalbumiini on voinut korjata apoptoottiset ja huonokuntoiset solut pois jolloin
kantasolupopulaatiossa on tapahtunut selektio eikd kuntotesti tdssd tapauksessa mittaa
kantasolujen kuntoa. Koska kuntotestejd tehdessd kasvatusliuoksia ei otettu talteen,

a-laktalbumiinin mahdollista selektiivistd vaikutusta apoptoottisiin ja huonokuntoisiin

soluthin ~ ei  pystytd  todistamaan.  Aiemmin  ryhmédssimme on  tehty
luusoluerilaistamiskokeita a-laktalbumiinille (julkaisematon tulos). Néiden
luusoluerilaistumistulosten perusteella mesenkymaalisten kantasolujen

luusoluerilaistuminen niyttéisi heikkenevin a-laktalbumiinin 1 mg/ml ja titd vahvemmilla

pitoisuuksilla (Kuvat 17.-18., Siri Lehtosen luvalla). a-laktalbumiinin pienempien
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pitoisuuksien vaikutuksesta mesenkymaalisten kantasolujen luusoluerilaistumiseen ei ole
tietoa. Kuitenkaan kuntotestejd tehdessd V50 lampd ja ei-limpd fraktioilla ei ndkynyt
samanlaista granulaarisuutta kuin o-laktalbumiinilla késitellyilld soluilla. Voi kuitenkin
olla mahdollista, ettd kiytetty o-laktalbumiinin pitoisuus 50 mg/ml on ollut toksinen
pitoisuus mesenkymaalisille kantasoluille, jolloin pienempdd pitoisuutta olisi syytd
kokeilla. Yhtenda mahdollisuutena voidaan pitdd myo0s sitd, ettd a-laktalbumiini ndytteessi
on ollut joitakin soluille haitallisia jddnteitd esimerkiksi puhdistuksessa kéytetyistd

kemikaaleista.
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Kuva 17. o-laktalbumiinin vaikutus alkalisen fosfataasin miirddn mesenkymaalisten kantasolujen
luusoluerilaistumiseen. Tulokset on laskettu prosentteina kontrollista (PM). PM tarkoittaa kasvatusliuoksessa
kasvatettuja soluja ja OS tarkoittaa erilaistamisliuoksessa kasvatettuja soluja.
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Kuva 18.  a-laktalbumiinin kalsiumin ~ miadrddn  mesenkymaalisten  kantasolujen
luusoluerilaistumisessa.  Tulokset laskettu  prosentteina  kontrollista (OS). OS tarkoittaa
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erilaistamisliuoksessa kasvatettuja soluja.

Osalla proteiinifraktioista saatiin viitteitd siitd millaisia vaikutuksia niilld on ollut
mesenkymaalisten kantasolujen luusoluerilaistumisessa. VNH proteiinifraktiolla ndyttdisi
olevan suurempina pitoisuuksina edistivd vaikutus mesenkymaalisten kantasolujen
luusoluerilaistumiseen (Kuvat 15.—-16.). VNH proteiinifraktiolla vahvimman pitoisuuden
edistdivd vaikutus voi johtua tarpeeksi korkeasta laktoferriinin maérdsti. VNH
proteiinifraktio sisdltdd oletettavasti kaikkia heraproteiinegja kuten esimerkiksi
laktoferriinid. Laktoferriinin on todettu edistivdn luusoluerilaistumista ja luun
muodostumista (Cornish ym., 2004; Takayama ja Mizumachi, 2008). Laktoferriinin
midrdd VNH proteiinifraktion vahvimmassa pitoisuudessa (500 pg/ml) ei kuitenkaan
tiedetd. Laktoferriinin osuus maidon heraproteiineista on noin 1-2 % (ks. katsausartikkeli
Marshall, 2004) jolloin VNH proteiinifraktion vahvimmalla pitoisuudella laktoferriinia
pitdisi olla tdimdn mukaan noin 5-10 pg/ml. Cornish (2004) ryhmélidisineen tutkivat
laktoferriinin 1-100 pg/ml pitoisuuksia ja Takayama (2008) ryhmaéldisineen kaytti

laktoferriinistd 1 uM loppukonsentraatiota, jolla oli saatu positiivisia tuloksia.

V30 lampo ja ei-ldmpd proteiinifraktioilla ndyttdisi olevan enemmin heikentdvd kuin
edistivd vaikutus mesenkymaalisten kantasolujen luusoluerilaistumiseen (Kuvat 5.-8.).
V30 proteiinifraktiot on tehty késitteleméttomaistd tilamaidosta ja ne siséltdvit runsaasti

insuliinia. Osteoblasteista on todistetusti 10ydetty reseptori insuliinille (Levy ym., 1986).
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Insuliinin on todettu stimuloivan ihmisen osteoblastisolujen jakaantumista ja erilaistumista
(Yang ym., 2010). Kuitenkaan insuliinin osteoblasteja stimuloivaa vaikutusta ei havaittu

luusoluerilaistamistesteissd V30 1dmp0 ja ei-1ampo fraktioilla.

P4, V50 1ampd ja WPC -proteiinifraktioilla eri kantasolulinjojen tulokset ovat keskenédén
hyvin ristiriitaisia, jolloin yhteenvetoa on hankala vetdd (Kuvat 3.—4. ja 9.-10.). WPC
proteiinifraktiolla ei ollut selkedd vaikutusta AFOSin madrddn (Kuva 13.) kun taas
kalsiumin méédrddn WPC proteiinifraktiolla pienemmilld pitoisuuksilla on heikentdva ja
vahvimmalla pitoisuudella on edistdvd vaikutus kalsiumin midrdan (Kuva 14.).
Lisatutkimuksia  tarvitaan  proteiinifraktioiden  vaikutuksista ~ mesenkymaalisten

kantasolujen luusoluerilaistumisessa suurimmalle osalle proteiinifraktioista.

AFOS ja kalsium tulokset vaativat lisdtutkimuksia mesenkymaalisten kantasolujen
luusoluerilaistumisessa. Saadut tulokset antavat viitteitd eri proteiinifraktioiden
vaikutuksista. Yhteenvetona voidaan sanoa, ettd ainoastaan VNH proteiinifraktiolla saadut
tulokset olivat kokonaisuudessaan positiivisia tai neutraaleja ja WPC proteiinifraktiolla
pienemmilld  pitoisuuksilla  negatiivisia ja  suurimmalla  positiivisia.  Muilla

proteiinifraktioilla tulokset olivat joko ristiriitaisia tai negatiivisia (V50 ei-lampd).

Joidenkin proteiinifraktioiden kohdalla saatiin tilastollisesti merkitsevisti eroavia tuloksia
AFOS ja kalsium méérityksissd. Kuitenkaan mikdan tutkituista maidon proteiinifraktioista
eivit merkittdvasti lisdnneet mesenkymaalisten kantasolujen luusoluerilaistumista.
Tutkimusryhmdmme on aiemmin tutkinut useiden eri proteiinifraktioiden vaikutuksia
mesenkymaalisten kantasolujen luusoluerilaistumiseen. Aiempien tutkimusten mukaan
angiogeniini on lisdnnyt mesenkymaalisten kantasolujen luusoluerilaistumista
moninkertaisesti verrattuna tutkimiini maidon proteiinifraktiothin (Kuvat 19-20., Siri
Lehtosen luvalla). Verrattuna aiemmin tehtyihin angiogeniini méérityksiin, saadut tulokset
testaamillani proteiinifraktioilla eivdt ole olleet merkittdvid. Ainoastaan VNH
proteiinifraktion vahvimmalla pitoisuudella saatiin yhtd merkittdvid tuloksia kalsiumin
miirdssd (Kuva 16). Tutkimani proteiinifraktiot on eristetty teollisesti helposti saatavista
maitotuotteista eikd esimerkiksi ternimaidosta, joka on tutkitusti ravinteikkaampaa ja

siséltdd enemman erilaisia kasvutekijoita.
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alkalisen fosfataasin miirddn mesenkymaalisten kantasolujen

tarkoittaa

Kuva 20. Angiogeniinin vaikutus kalsiumin maarain mesenkymaalisten kantasolujen luusoluerilaistumisessa.
Tulokset on laskettu prosentteina kontrollista (OS). OS tarkoittaa erilaistamisliuoksessa kasvatettuja soluja.

AFOS tuloksia analysoitaessa on hyvd muistaa, ettd AFOS vaikuttaa luun lisdksi my0s

muissa kudoksissa. AFOS:ia 16ytyy luun lisdksi mm. maksasta, suolesta, valkosoluista,

istukasta ja joistakin kasvaimista. AFOS on maksassa toimiva entsyymi, joka reagoi

padasiassa sapen erityksen héirioithin. AFOS -arvot voivat kohota myds joissakin

luusairauksissa ja maksan tulehduksissa.

AFOS

-arvojen nousun vadrintulkinnan
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estamiseksi soluille suoritettiin kuntotesti. Kuntotesteissa ainoastaan a-laktalbumiinilla

havaittiin normaalista poikkeavaa granulaarisuutta ja solumééran vihenemista.

AFOS ja kalsium mééritykset tehtiin kolmella eri kantasolulinjalla yhtd proteiinifraktiota
kohden. Kuitenkin useissa tapauksissa ainakin yksi AFOS ja/tai kalsium tulos jouduttiin
hylkddmaén huonon luusoluerilaistumisen vuoksi. Riittdvin luusoluerilaistumisen rajaa
jouduttiin laskemaan huonon luusoluerilaistumisen takia. Yleensa erilaistumisen rajana on
pidetty kolmin tai nelinkertaista eroa verrattuna erilaistumattomiin kantasoluihin
(kontrolli), =~ mutta  tutkimuksessani raja  asetettiin  kaksinkertaiseksi,  koska
luusoluerilaistuminen oli huomattavasti heikompaa kuin yleensd. Esimerkiksi AFOS
madrityksissd V30 lampo, V30 ei-lampd ja V50 1ldmpd proteiinifraktioilla 403 4p
kantasolulinjan tulokset hyléttiin huonon luusoluerilaistumisen vuoksi (Kuvat 5., 7. ja 9.)
ja esimerkiksi P4 proteiinifraktion suhteen saatiin ainoastaan kaksi tulkittavaa tulosta ja

niissdkin tulokset ovat pdinvastaisia toisiinsa nihden (Kuvat 3.—4.).

Huono luusoluerilaistuminen saattaa johtua monista eri syistd. Yksi merkittdvimmisti
vaikuttavista tekijoistdi huonoon luusoluerilaistumiseen voi olla mesenkymaalisten
kantasolujen kasvatuksessa kdytetty seerumi. Tutkimukseni aikana tutkimusryhméssimme
testattiin kolmea eri seerumia mesenkymaalisten kantasolujen luusoluerilaistumiseen.
Tutkimusten mukaan tutkimuksessani kéytetty seerumi oli huonoin mesenkymaalisten
kantasolujen luusoluerilaistaja (julkaisematon tulos). Kahdella muulla tutkitulla seerumilla
mesenkymaalisten kantasolujen luusoluerilaistuminen oli moninkertaisesti parempaa.
Kokemuksiemme mukaan tutkimuksessani kdytetty seerumi lisdd mesenkymaalisten
kantasolujen kasvua, mutta pidemmén kdyton aikana mesenkymaaliset kantasolut alkavat
ndyttdd silmdlld katsottuna huonokuntoisemmilta, eivdtkd mesenkymaaliset kantasolut
erilaistu luusoluiksi yhtd tehokkaasti. Uskonkin, ettd kéytetylld seerumilla on ollut suuri

vaikutus huonoon luusoluerilaistumiseen.

Tuloksia analysoitaessa tehtiin huomio mesenkymaalisten kantasolujen erilaisuudesta
keskendédn. Joidenkin kantasolulinjojen luusoluerilaistuminen néytti joko lisddntyvén tai
heikkenevédn huolimatta siitd mitd maidon proteiinifraktiota ja milld laimennoksella sitd
kantasolulinjalle annettiin (Taulukko 8). Kéytettyjen mesenkymaalisten kantasolujen
erilaisuudesta hyvind esimerkkind on 437 kantasolulinja. 437 kantasolut olivat erittdin

nopeita ja tehokkaita kasvamaan. Kalsium -miiritykset jouduttiin lopettamaan 437
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kantasolulinjan kohdalla kaksi viikkoa aiemmin kuin oli suunniteltu, koska kantasolut
kasvoivat niin huimaa vauhtia, ettd ne alkoivat irrota lauttana kuopan pohjalta. Tastd syysti
tulokset eivit ole tdysin luotettavia 437 mesenkymaalisten kantasolujen kohdalla. 437
kantasolujen tulokset péétettiin kuitenkin ottaa mukaan, silld kantasolut olivat erilaistuneet
osteoblasteiksi hyvin ja eri proteiinifraktion proteiinipitoisuuksien vélilld pystyttiin
nikemédn eroja kalsiumin mdidrdssd. Taulukosta 7 ndhdddn my0s mesenkymaalisten
kantasolujen erilaisuus keskenddn. Erilaistumattomien kantasolujen spesifinen AFOS
-aktiivisuus/mg proteiinia on 26253, erilaistettujen on 58—595 ja erilaistumistehokkuus on
145-870 % (Taulukko 7). Tutkimustulosten ristiriitaisuus voi johtua myo0s siitd, etti
kdytetyt mesenkymaaliset kantasolulinjat ovat primiériviljelmid eri potilaista.

Kantasolulinjat ovat yksildllisid, eivitkd valttiméttd ominaisuuksiltaan samanlaisia.

Valion antamat proteiinifraktiot on eristetty teollisesti helposti saatavasta maidosta. Nailla
fraktioilla ei ollut kuitenkaan merkittdvdd vaikutusta mesenkymaalisten kantasolujen
luusoluerilaistumisessa. Aiempien tulosten perusteella ternimaidosta eristettyjen
proteiinifraktioiden tulokset ovat olleet selkeammin merkittdvid. Ternimaitoa ei kuitenkaan
kerdtd maitotiloilta erikseen, vaan tilat kdyttdvédt ternimaidon suurilta osin vasikan

ravinnoksi.

Tutkielman yhteenvetona voidaan sanoa, ettd maidon proteiineilla niyttdisi olevan
vaikutuksia soluihin ja erityisesti kantasolujen kuntoon. Tdmé voi olla merkittivd asia
monella tavalla varsinkin kehittyvdn kantasoluterapian saralla. Biologisesti aktiivisten
ainesosien lisdksi maidolla on ravitsemusvaikutus, joka saattaa olla kriittinen tekija
terveyden kannalta erityisesti ryhmissd, joilla riittdvdn ravitsemuksen saanti voi olla
ongelma. FEritettyjd maitoproteiineja voitaisiin mahdollisesti kdyttdd soluviljelyssa
kasvutekijoind tai jopa esimerkiksi kirurgisissa sovelluksissa, joissa halutaan vaikuttaa
paikallisesti kantasolujen toimintaan. Kantasolujen aktiivisuutta ja toimintaa sddtelemalld
voidaan vaikuttaa paitsi luun kasvuun ja rakenteeseen, niin myds immunologisiin
toimintoihin kuten hylkimisreaktioon. On mahdollista, ettd eristetyilld maidon proteiineilla
voidaan muokata kantasolujen ominaisuuksia haluttuun suuntaan ja siten vaikuttaa
kudosreaktioihin.  T&lloin  kriittisiksi  kdyton kannalta tulevat hylkimiseen ja

kudosreaktioihin liittyvét asiat.
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