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Breast cancer is the leading cause of cancer deaths among women worldwide. Bone
morphogenetic proteins (BMPs) are a protein family that belongs to transforming growth
factor B superfamily. BMPs are involved in many cancer types. In the case of breast cancer
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the effects of BMP4 on cell growth. Breast cancer cells BT-474 and T-47D were treated with
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LYHENTEET

BMP4 Luun morfogeneettinen proteiini 4 (Bone morphogenetic protein 4)

BSA Naudan seerumin albumiini (Bovine serum albumin)

Cq Kvantifiointijakso (Quantification cycle)

ID2 DNA:han sitoutumisen estéja (Inhibitor of DNA binding)

LUC Lusiferaasigeeni (Luciferase)

RT-gPCR  Kvantitatiivinen kaanteiskopiointi- ja polymeraasiketjureaktio (Quantitative
reverse transcription polymerase chain reaction)

SIRNA Pieni héiritsevd RNA (Small interfering RNA)

SKIL SKI-like proto-onkogeeni (SKI like proto-oncogene)

TGF-B

Transformoiva kasvutekija B (Transforming growth factor )



1. JOHDANTO

Syopéd koskettaa jollakin tasolla jokaista suomalaista, silld arviolta syopaan sairastuu
kolmasosa suomalaisista elamansd aikana. Suomessa yleisin sydpatyyppi on miehilla
eturauhassyopé ja naisilla rintasyopé. Rintasyopatutkimusta tehtdessa tavoitteena on 16ytaa
keinoja rintasyovan ehkaisyyn, varhaiseen toteamiseen, diagnostiikkaan, hoitomuotoihin
sekd kuntoutumiseen. Tutkimuksen mielenkiinnon kohteena on muunmuassa Ssydvan
syntymekanismit. Tiedetdan, ettd syovat aiheutuvat kun solujen jakaantumisen saately
elimistossa pettdd ja solut alkavat jakautua ilman kontrollia. Luun morfogeneettiset
proteiinit, BMP:t (engl. bone morphogenetic protein) ovat kasvutekijoitd, jotka ovat
osallisina  muunmuassa solujen jakaantumisessa, jonka vuoksi ne ovatkin tarkeé

syopatutkimuksen kohde.

1.1 Rintasyopéa
Rintasyopa on naisten yleisin sy0pd Suomessa sekd muualla maailmassa. Kaikista
suomalaisten naisten syovistd on vuonna 2014 Suomen syopérekisterin mukaan ollut

rintasyopia 31.1 % (www.syoparekisteri.fi, viitattu 25.2.2017) ja koko maailmassa luku on

25 % (Suomen Rintasydparyhma ry, 2015). Rintasydpaan sairastuu yli 1,3 miljoonaa naista
vuosittain, joista 450 000 menehtyy kyseiseen tautiin (The Cancer Genome Atlas Network,
2012). Rintasy0pa aiheuttaa suurimman osan ty0ikaisten naisten kuolemista. Noin 15 %
kaikista syopakuolemista on rintasydvén aiheuttamia ja Suomessa noin joka yhdeksés nainen
eli 11 % sairastuu elaménsa aikana rintasyopdan (Suomen Rintasydparyhma ry, 2015).
Rintasydvan ennuste on hyva verrattuna moniin muihin syopiin. Varsinkin Suomessa
ennuste on Euroopan parhaimpia. Suhteellinen 5-vuotiselossaololuku normaalivaestéon
verrattuna oli Suomen syoOparekisterin  mukaan vuosina 2012 - 2014 91 %

(www.syoparekisteri.fi, viitattu 25.2.2017). Kaikesta huolimatta Suomessa edelleen yli 800

naista menehtyy kyseiseen tautiin vuosittain (Suomen Rintasyoparyhma ry, 2015).

Rintasyovalle ei tiedetd olevan yhtd yksittéistd aiheuttajaa, mutta useita riskitekijoita on
saatu selvitettya. Tallaisia riskitekijoitd ovat mm. ikd, hedelmé&ttomyys, ik ensimmaisen

raskauden aikana, menopaussin alkamisika sekd hormonivalmisteiden kayttd vaihdevuosien
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aikana (Suomen RintasyOparynmé ry, 2015). Riskitekijoiden lisdksi tunnetaan
mutatoituneita rintasyovélle altistavia geenejd, joista tunnetuimpien BRCA1 ja BRCA2
geenien kantajilla on perinnéllinen alttius kyseiselle sairaudelle (Roy ym., 2011). BRCAL ja
BRCAZ2 -geenien lisaksi tunnetaan muutama muukin rintasydvalle altistava geenimutaatio,
kuten mutaatio CDH1 -geenissa (King-Spohn ja Pilarski, 2014). Mutaatio p53 geenissa
altistaa perinnolliselle Li-Fraumenin syOpaoireyhtymadlle, jonka on todettu aiheuttavan
rintasy0péa jo varhaisessa idssa (Roy ym., 2011; King-Spohn ja Pilarski, 2014). STK11
geenimutaatio aiheuttaa Peutz-Jeghers syndrooman, jonka seurauksena elinikdinen
rintasyopariski on 45 - 50 % (King-Spohn ja Pilarski, 2014). Mutaatio PTEN geenissé nostaa
rintasyopariskin 25 — 50 -prosenttiin (King-Spohn ja Pilarski, 2014). Geenimutaatioiden
kantajille tarjotaan mahdollisuutta kdyda tiukoissa seurannoissa, kuten mammografiassa ja

MRI-kuvauksissa sdanndllisesti jo nuoresta iasta lahtien (King-Spohn ja Pilarski, 2014).

Rintasy0pa havaitaan tyypillisimmin kyhmysta rinnassa tai joissain tapauksissa kainalossa.
Kyhmy tutkitaan tarkemmin mammografian ja ultradénitutkimuksen avulla. Rinnassa
olevasta muutoksesta otetaan kaikukuvauksen tai mammaografian avulla paksuneulabiopsia.
Paksuneulabiopsian perusteella méaaritelld&n kasvaimen pahanlaatuisuus seka rintasyévan
tyyppi ja sen my6téd myos leikkauksen tarve. Varsinainen diagnoosi tehdaan histopatologisen
tutkimuksen perusteella (Suomen Rintasyoparyhma ry, 2015). Rintasydpadiagnostiikassa
syoville maaritetddn pTNM-levinneisyysluokitus seka kasvaimen histologista erilaistumista
kuvaava kolmiportainen luokittelu (gradus). PTNM -luokittelussa otetaan huomioon
primaarikasvaimen koko, kasvaimen levinneisyys alueellisiin imusolmukkeisiin seka
etapesékkeisiin (Suomen Rintasyoparyhma ry, 2015). Luokittelujen avulla saadaan

muodostettua jonkinlainen kuva sydvan ennusteesta.

Rintasyopa jaotellaan yleisesti duktaaliseen ja lobulaariseen karsinoomaan. Rintasydvista 70
—80 % on invasiivisia duktaalisia ja 5 — 15 % invasiivisia lobulaarisia karsinoomia (Weigelt
ym., 2010; Suomen rintasyoparyhma ry, 2015). Lobulaarisen ja duktaalisen karsinooman
erotusdiagnostiikkana kaytetddn E-cadherin varjdystd, joka on useimmiten negatiivinen
lobulaarisessa karsinoomassa (Suomen Rintasyoparyhmé ry, 2015). Naiden lisdksi on
olemassa useita harvinaisempia rintasyopamuotoja, kuten tubulaarinen, medullaarinen,

invasiivinen kribriforminen ja papillaarinen karsinooma. Naiden esiintyvyys jaa kuitenkin



0.1 - 5 prosenttiin kaikista rintasyopatapauksista (Weigelt ym., 2010; Acevedo ym., 2014).
Rintasy0pa voidaan myos jaotella molekylaarisiin alaryhmiin. Nama alaryhmat ovat HER?2
onkogeeni positiivinen ryhma (engl. Human epidermal growth factor receptor 2),
hormonireseptori eli ER (estrogeeni) tai PR (progesteroni) positiivinen, HER2 ja ER/PR
positiivinen ryhma sekd kolmoisnegatiivinen ryhma (The Cancer Genome atlas Network,
2012; ks. yleiskatsaus Miller ym, 2014). Jaottelu voidaan tehdd myds geeniekspression
avulla, jolloin luokat olisivat luminal A, luminal B, kolmoisnegatiivinen ja HER2 -
positiivinen ryhma, mutta tdtd menetelmaa ei kéyteta kliinisesti kovin laajasti (Suomen
RintasyOparyhmé ry, 2015). Luminaalisen A tyypin solukuvassa karsinoomasolut ndyttavat
maitorauhasduktuksen sisemmiltd eli luminaalisilta soluilta (Weigelt ym., 2010). Kyseinen
karsinooma on HER2 negatiivinen, ER ja/ tai PR positiivinen ja Ki67 on matala (Goldhirsch
ym., 2013). Luminaaliseen A-tyyppiin kuuluu suurin osa rintasyovista (ks. yleiskatsaus
Miller ym, 2014). Luminaaliseen B-tyyppiin kuuluvat karsinoomat ovat huonommin
erilaistuneita kuin luminal A tyypin karsinoomat sekd kooltaan suurempia (Suomen
Rintasyoparyhma ry, 2015). Kyseiseen ryhméén kuuluvat karsinoomat ovat ER ja / tai PR
positiivisia, HER2 positiivisia tai negatiivisia, mutta ne poikkeavat luminal A tyypista
korkean Ki67 perusteella (Goldhirsch ym., 2013). Liséksi luminal B karsinoomiin liittyy
usein p53 geenin mutaatio (The Cancer Genome atlas Network, 2012; Suomen
Rintasyoparyhma ry, 2015). Kolmoisnegatiiviseen ryhméén kuuluvat karsinoomat ovat ER,
PR ja HER2 negatiivisia (Weigelt ym., 2010; Goldhirsch ym., 2013). Kolmoisnegatiivisista
karsinoomista suurin osa on basal like — karsinoomia (Weigelt ym., 2010; Goldhirsch ym.,
2013). Niiden solukuvassa karsinoomasolut ovat maitorauhasduktuksen uloimpien eli
basaalisolujen kaltaisia. Kyseiset solut ovat sytokeratiini 5 / 6 positiivisia (Weigelt ym.,
2010; Suomen Rintasyoparyhmé ry, 2015). Myds basal like —karsinoomista suurin osa
lukeutuu kolmoisnegatiivisten ryhméén. HER2 -tyypin karsinoomat ovat HER?2 positiivisia
seké ER ja PR negatiivisia (Weigelt ym., 2010; Goldhirsch ym., 2013).

Rintasyovan hoitoon ja ennusteeseen vaikuttaa rintasyovan tyyppi. Yleisimpien
syopatyyppien eli duktaalisen ja lobulaarisen rintasydvan ennuste on samankaltainen,
samoin myo6s medullaarisen rintasyovan. Harvinaisemmilla syopatyyppeilld on yleisesti
vahan soluatypiaa miké yleensa viittaa suotuisaan ennusteeseen (Suomen Rintasyéparyhma

ry, 2015). Poikkeuksena on mikropapillaarinen karsinooma joka levidd herkéasti kainalon
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imusolmukkeisiin suonihakuisuutensa vuoksi (Suomen Rintasyoparyhma ry, 2015). Myos
syovan alatyyppilld on merkitystd syovan hoidossa ja ennusteessa. Ennusteellisesti luminal
A tyypin syévilla on parempi ennuste kuin luminal B tyypin karsinoomilla (Weigelt ym.,
2010). Kolmoisnegatiivisilla karsinoomilla on huonompi ennuste kuin luminal A / B
tyypeilld. HER2 —tyypin karsinoomilla on huono ennuste, mutta td4hén karsinoomaan tehoaa
anti-HER2 —adjuvanttihoito, joka parantaa ennustetta (ks. yleiskatsaus Miller ym, 2014).
Suurimman  osan  diagnosoiduista  rintasydvistd ~muodostavat  estrogeeni  ja
progesteronipositiiviset eli hormonireseptoripositiiviset syovat. Naiden osuus on 65 - 75 %

kaikista rintasyovistd, madran kohotessa jatkuvasti (ks. yleiskatsaus Miller ym, 2014).

Tarkeimpéna ennusteeseen ja taudin uusiutumiseen vaikuttavana tekijana pidetaan kainalon
imusolmukemetastaaseja. Muita uusiutumisriskid kasvattavia tekijoitd ovat mm.
aggressivinen solukuva seka kasvaimen suuri koko. Histologisissa tutkimuksissa havaittu
solujen suuri jakaantumisnopeus, joka saadaan selville proliferaatioantigeenivarjayksell& eli
Ki67:11& (ks. yleiskatsaus Miller ym, 2014), erilaistumisaste sekd HER-2 kasvutekijageenin
esiintyminen suurissa méaarin viittaavat aggressiiviseen solukuvaan. Uusitumisriskin on
havaittu olevan suurempi nuoremmilla potilailla (Suomen Rintasyoparyhma ry, 2015).
Rintasydvan hoitomenetelmid on useita ja ne valitaan karsinooman tyypin ja levinneisyyden
mukaan. Hoitomuodon valintaan vaikuttavat myods potilaan ik& ja kunto seka potilaan oma

mielipide hoidosta.

1.2 Luun morfogeneettiset proteiinit

Luun morfogeneettiset proteiinit, BMP:t (engl. bone morphogenetic protein) ovat
kasvutekijoita, jotka kuuluvat transformoivan kasvutekiji betan, TGFp -(engl. Transforming
growth factor beta) superperheeseen (ks. vyleiskatsaus Bragdon ym., 2011). Luun
morfogeneettisten proteiinien ohella TGFB -superperheeseen kuuluvat transformoivat
kasvutekija betat, aktiviinit, inhibiinit, NODAL ja anti-Mullerian hormoni (ks. yleiskatsaus
Alarmo ja Kallioniemi, 2010; Schmierer ja Hill, 2007). TGFf -superperheeseen kuuluvia
molekyyleja yhdistd4 samankaltainen rakenne seka viestintéreitti (Schmierer & Hill, 2007).
Naitd solunulkoisia viestintdmolekyyleja on tutkittu 1960-luvulta alkaen, jolloin Marshall
Urist (1965) julkaisi ensimmaisen tutkimuksen proteiineista, jotka han nimesi luun

morfogeneettisiksi proteiineiksi. Nykyadn tunnetaan 21 ihmiselta 16ytyvad BMP:ta (ks.
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yleiskatsaus Alarmo ja Kallioniemi, 2010; ks. yleiskatsaus Bragdon ym., 2011). BMP:t ovat
tarkedssé roolissa monissa biologisen kehityksen prosesseissa jo yksilon alkukehityksesta
lahtien (ks. yleiskatsaus von Bubnoff ja Cho, 2001). Ne saatelevét solujen kasvua,
jakautumista, liikkumista ja erilaistumista sekd osallistuvat monien elinten, kuten

luukudoksen muodostumiseen (ks. yleiskatsaus Bragdon ym., 2011).

1.2.1 Rakenne ja tehtavat

BMP:t muodostuvat kahdesta monomeerista, jotka ovat sitoutuneet toisiinsa
disulfidisidoksella, = muodostaen  dimeerin  (Sebald ym., 2004). BMP:n
viestintdamolekyylimuoto koostuu 50-100 aminohaposta, joista seitseman on Kkysteiineja.
Kysteiineistd kuusi muodostavat kolme molekyylinsisdista disulfidisidosta ja seitsemés
muodostaa kovalenttisen disulfidisidoksen toisen monomeerin kanssa (ks. yleiskatsaus
Bragdon ym., 2011). BMP:t voidaan jakaa alaryhmiin aminohapposekvenssin perusteella
(Kawabata ym, 1998; Newfeld ym., 1999; Botchkarev, 2003, Ye ym., 2007). Tyypillisimpia
alaryhmia ovat: BMP2 & 4, BMP5 - 8, BMP9 - 10 ja BMP12 — 14 (ks. yleiskatsaus Bragdon
ym., 2011).

Luun morfogeneettiset proteiinit osallistuvat luun muodostumiseen. Ne stimuloivat
mesenkymaalisolujen erikoistumista kondro- ja osteoblasteiksi ja saavat aikaan luun
muodostumisen niin  alkionkehityksen aikana kuin aikuisen luun vaurioiden
korjaantumisessa (Wozney ja Rosen, 1998; Wozney, 2002). Vaikka ndiden proteiinien
tarkeimman tehtdvdn on ajateltu olevan nimensdmukaisesti luun muodostukseen
osallistuminen, myéhempien tutkimusten mukaan BMP:n osuus erilaisissa kehitysvaiheissa
on noussut jopa tarkedmmaksi tekijaksi. BMP:t osallistuvat muun muassa alkionkehityksen
varhaisten vaiheiden saatelyyn, vasen-oikea asymmetrian muodostumiseen, hermoston ja
luuston muodostumiseen, raajojen muodostumiseen sek& kudosten ja elinten
muodostumiseen organogeneesiksen aikana (Hogan, 1996a; Zhao, 2003; ks. yleiskatsaus
Alarmo ja Kallioniemi, 2010). Néaiden proteiinien tarkeytta alkiokehityksen aikana kuvaa
Hoganin (1996b) havainnot siita, ettd BMP2 ja BMP4 puuttuminen hiiriltd johtaa kuolemaan
alkiokehityksen aikana ja BMP7 puutos johtaa kuolemaan pian syntyman jalkeen.

1.2.2 Signalointireitit
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BMP:t kayttavat samaa viestintdreittia yhdessd muiden TFGp superperheeseen kuuluvien
molekyylien kanssa. Viestinta solun ulkopuolelta sisdpuolelle tapahtuu tyyppi | ja tyyppi 1l
seriini-treoniinikinaasireseptorien valitykselld (Kuva 1). BMP:t voivat sitoutua kolmeen
erilaiseen tyyppi | ja tyyppi Il reseptoriin. Tyyppi I:n reseptoreita ovat BMPR1A/ALKS,
BMPR1B/ALK6 ja ACVRIA/ALK2 ja tyyppi ll:n BMPR2, ACVR2A/ActR-Il ja
ACVR2B/ACctRIIB (ks. yleiskatsaus Alarmo ja Kallioniemi, 2010; Bragdon ym., 2011).
Reseptorit koostuvat solunulkoisesta ligandin sitovasta N-terminaalista, kalvonsisaisesta
osasta ja solunsiséisestd kinaasi C-terminaalista (ks. yleiskatsaukset de Caestecker, 2004;
Alarmo ja Kallioniemi, 2010). Tyyppi | reseptorilla on lisdksi N- ja C- terminaalin valissa
glysiini- ja seriinitihteitd sisaltdvd GS-alue, jota tarvitaan fosforyloitumiseen (Shi ja
Massague, 2003, ks. yleiskatsaus de Caestecker, 2004).

BMP ligandi sitoutuu solukalvolla olevaan tyyppi | tai tyyppi Il reseptoriin riippuen
ligandista. BMP6:n ja BMP7:n on todettu sitoutuvan ensin tyyppi Il reseptoriin ja BMP2:n
ja BMP4:n taas tyyppi | reseptoriin (ks. yleiskatsaus de Caestecker, 2004; ks. yleiskatsaus
Kallioniemi ja Alarmo, 2010). Kummassakin tapauksesa viestinndn onnistumiseen
vaaditaan tyyppi | ja tyyppi Il heterotetrameerisen kompleksin muodostuminen (ks.
yleiskatsaus Alarmo ja Kallioniemi, 2010). Tyyppi | on kompleksissa hallitsevassa asemassa
ligandin sitoutuessa siihen suuremmalla affiniteetilla kuin tyypi Il reseptoriin (Rosenzweig
ym., 1995; ten Dijke ym., 2003). Eri BMP ligandit sitoutuvat eri BMP reseptoreihin
erilaisella affiniteetilla. BMP4 sitoutuu BMBR1A ja BMPR1B reseptoreihin yhté
tehokkaasti kun taas BMP2 sitoutuu mieluummin BMPR1A reseptoriin. BMP7 sitoutuu
mieluiten reseptoreihin ACVRL1 ja BMPR1B (Kawabata ym., 1998; Macias-Silva ym., 1998;
ten Dijke ym., 2003; Sebald ym., 2004). Tyypin Il reseptori aiheuttaa tyypin | reseptorin GS-
alueen fosforyloitumisen. Tdman seurauksena tyypin | reseptori fosforyloi R-SMAD:n eli
reseptorisaadellyn SMAD:n (engl. Receptor-regulated SMAD) solulimassa. R-SMAD:eja
ovat SMAD 1, -5 ja -9. BMP6:n ja BMP7:n on havaittu aktivoivan SMAD1 ja SMAD5 kun
taas BMP4:n tiedet&én aktivoivan kaikki kolme R-SMAD:a (Aoki ym., 2001). R-SMAD:n
fosforyloituminen mahdollistaa vuorovaikutuksen SMAD4 kanssa, joka tunnetaan myds
nimelld Co-SMAD (engl. Common-SMAD) (ks. yleiskatsaus von Bubnoff ja Cho, 2001).
R-SMAD - SMAD4 heteromeerinen kompleksi kulkeutuu tumaan, jossa se saa aikaan

kohdegeenin aktivoitumisen tai vaimentumisen olemalla vuorovaikutuksessa SMAD
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sitoutumiskohtaan (engl. Smad-binding element tai BMP response element) kohdegeenin
DNA sekvensissa (Feng ja Derynck, 2005). SMAD kompleksilla itselladn on heikko kyky
sitoutua DNA:han, joten se kdyttaa sitoutumisessa apunaan monia muita proteiineja, kuten
Runx perheen transkriptiotekijoité ja estrogeenireseptoria (Hata ym., 2000; Zwijsen ym.,
2003; Feng ja Derynck 2005; Miyazono ym., 2005), tuman koaktivaattoreita kuten
p300/CBP sek& korepressoreita kuten c-Ski, SNo ja Tob (ks. yleiskatsaus von Bubnoff ja
Cho 2001; Zwijsen ym., 2003; Feng ja Derynck 2005; Miyazono ym., 2005). R-SMAD:t ja
Co-SMAD:t ovat rakenteeltaan toistensa kaltaisia, ne muodostuvat kahdesta
konservoituneesta  pallomaisesta Mad-domeenista sekd niitd yhdistavasta ei-

konservoituneesta domeenista (Massague ym., 2005).

Tyyppi Il Tyyppi |

Kohdegeeni

Kuva 1 BMP -signalointireitti. Luun morfogeneettisten proteiinien, BMP:den viestintéreitti solun sisélle
tapahtuu solukalvolla olevien tyyppi | ja tyyppi Il seriini-treoniinikinaasireseptorien valitykselld. BMP:t
kayttavat SMAD viestintareitin lisaksi myds esimerkiksi MAPK- viestintareitteja.
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BMP -signalointireittid sdadelldadn sek& solunsiséisesti ettd solunulkoisesti negatiivisella
palautteella (ks. yleiskatsaus von Bubnoff ja Cho 2001). Solunulkoinen saately tapahtuu
antagonistien avulla, joita tiedetddn olevan yli 15. Antagonistit luokitellaan yleisesti
kolmeen alaryhmdan seuraavasti: Dan-perhe (engl. Differential screening-selected gene
aberrative in Neuroblastoma), Tsg (engl. twisted gastrulation), Chordin-perhe ja lisaksi
tiedetadn joitakin alaryhmiin kuulumattomia antagonisteja. Antagonistien toiminta perustuu
joko niiden kiinnittymiseen solukalvolla oleviin BMP reseptoreihin, estden ndin BMP:n
Kiinnittymisen niihin tai tarttumisella suoraan BMP molekyleihin (ks. yleiskatsaus Bragdon
ym., 2011). Antagonistit voivat estada useiden BMP ligandien kiinnittymisen, esimerkiksi
noggin on BMP2, BMP4, BMP5, BMP6, BMP7, BMP13 ja BMP14 antagonisti. Chordin
taas toimii antagonistina BMP2, BMP4 ja BMP7 ligandeille (ks. yleiskatsaus Bragdon ym.,
2011). Signalointireitin saatelyd tapahtuu myds solukalvolla muunmuassa BAMBI:n
toimesta (engl. BMP and activin membrane bound inhibitor). TFGp-reseptorin kaltaiselta
BAMBI:lta puuttuu solunsisdinen kinaasi domeeni. BAMBI pystyy toimimaan TFGp-
reseptorin kaltaisesti, mutta puuttuvan kinaasi domeenin vuoksi signaalinvélitys estyy (ks.
yleiskatsaus von Bubnoff ja Cho 2001).

Solunsiséinen saately tapahtuu inhibiittori-SMAD:ien (I-SMAD), SMAD-6 ja SMAD-7
vaikutuksesta (Massague ym., 2005). I-SMAD:t sitoutuvat tyyppi | reseptorin solunsiséiseen
domeeniin estden tyyppi | reseptorin fosforyloitumisen. SMADG6 Kilpailee lisaksi
sitoutumisesta reseptoriaktiiviseen SMAD1:een yhdessé SMAD4:n kanssa, mika johtaa
inaktiivisen SMAD1 - SMAD6 kompleksin syntymiseen (ks. yleiskatsaus von Bubnoff ja
Cho 2001). I-SMAD:ien lisdksi solunsisdisestd saatelystd vastaavat SMAD ubikitiini
saatelytekijat 1 ja 2 eli Smurfl ja Smurf2. Smurfl:n toiminta perustuu erityisesti SMAD1:n
ja SMADDS:n ubikitinaatioon, joka johtaa niiden proteosomaaliseen hajoamiseen. Smurf2:n
toiminta on viel& epéselvad, mutta tutkimukset ovat osoittaneet saatelyn perustuvan samaan

mekanismiin kuin Smurfl:ll& (ks. yleiskatsaus von Bubnoff ja Cho 2001)

SMAD -viestintéreitin lisdksi BMP:t kayttdvat myods muita tunnettuja viestintareitteja
solukalvolta solun sisadn viestiessda, mutta niiden mekanismit eivéat ole niin hyvin selvilla
kuin SMAD -viestintdreitin. Tallaisia reitteja ovat esimerkiksi Erk -MAPK (engl.

extracellular signal-related kinase (ERK) — mitogen-activated protein kinase (MAPK)), Wnt
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(Attisano ja Labbe, 2004), JAK - STAT (ks. yleiskatsaus von Bubnoff ja Cho 2001; Nohe
ym., 2004; Miyazono ym., 2005) ja Notch (Miyazono ym., 2005; Herpin ja Cunningham,
2007). BMP:den kéyttamat viestintéreitit vaihtelevat BMP:n mukaisesti, esimerkiksi
BMP4:n tiedetdén aktivoivan p38 ja Erk - MAPK viestintareitit muttei JNK reittida (Kimura
ym., 2000; Nohe ym., 2002; Nohe ym., 2004; Jin ym., 2006; Otani, 2007; Yang ym., 2007b;
Ketolainen ym., 2010).

1.3 Luun morfogeneettinen kasvutekija 4 (BMP4)

BMP4 luokitellaan kuuluvaksi samaan alaryhmddan BMP2:n kanssa. BMP4:n
ekspressoitumispaikkoja ovat muun muassa kateenkorva, luuydin, perna, aivot, selkaydin,
sydan, luurankolihas, munuaiset, keuhkot, maksa, haima, virtsarakko, ruokatorvi,
mahalaukku, tonsilla, kohtu, virtsanjohdin, iho ja prostata (ks. yleiskatsaus Bragdon ym.,
2011; Alarmo ym., 2013). BMP4 osallistuu elimistossd moniin kehitysprosesseihin, kuten
raajojen, sydamen, munuaisten ja sisdkorvan kehittymiseen seké luuston korjaantumiseen ja
uudelleen muodostumiseen (ks. yleiskatsaus Bragdon ym., 2011). Lisdksi BMP4:n on
osoitettu BMP2:n ohella saatelevan hiiren maitorauhasen kehittymista (Phippard ym., 1996;

Cho ym., 2006), mika tekee siitd merkittavan tutkimuskohteen rintasydpaa ajatellen.

BMP4:n kuten muidenkin BMP:den on havaittu olevan osallisina monissa eri
syopatyypeissd. BMP:den roolit ja esiintyvyys eri syovissa vaihtelee solujen, kudoksen ja
BMP:n mukaan (Singh ja Morris, 2010; ks. yleiskatsaus Kallioniemi, 2012). BMP2:n on
havaittu yli-ilmenevan kaikissa keuhkosyovissa (Langenfeld ym., 2005), kun taas BMP7:n
tilanne on péinvastainen eturauhassyovissa (Masuda ym., 2004; Buijs ym., 2007b). BMP:illa
on havaittu olevan samanlainen kaksoisrooli kuin TFGB-superperheen jésenilld liittyen
syopien ilmenemiseen (Derynck ym., 2001; Massague ja Gomis, 2006). Niiden on havaittu
sekd edistdvan, ettd estdvan syovan kehittymista (ks. yleiskatsaus Alarmo ja Kallioniemi,
2010). Tutkimuksissa on myo6s havaittu, ettd BMP:den viestintareitteihin kohdistuvat
muutokset saavat aikaan nékyvid muutoksia syopésoluissa (ks. yleiskatsaus Alarmo ja
Kallioniemi, 2010; Thawani ym., 2010).

Syopé lukeutuu geneettisiin sairauksiin ja se johtuu geneettisten muutosten kertymisesta

tuumorisuppressori geeneihin sekd onkogeeneihin. Periytyvié syopia tutkimalla on havaittu
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BMP:n signalointireitiin kytkeytyvissa komponenteissa, kuten SMAD4:ssé tai BMPRIA:ssa
mutaatioita. SMADA4:n on havaittu mutatoituneen 15 — 20 %:ssa ja BMP reseptori tyyppi
IA:n (BMPR1A) 20 — 25 %:ssa sy0pévaaraa aiheuttavissa sairauksissa, kuten juveniilissa
polypoosissa (Waite ja Eng, 2003; Chow ja Macrae, 2005). Noin 50 %:ssa kaikista
satunnaisista haimasyovista ja noin 30 %:ssa kaikista satunnaisista metastaattisista
paksusuolensydvistd on 16ydetty mutatoitunut SMAD4 (Cheng ym., 2004, ks. yleiskatsaus
Alarmo ja Kallioniemi, 2010). Mutatoitunut BMPR1A yhdistetaén liséksi joihinkin Cowden
syndrooma tapauksiin (Harradine ja Akhurst, 2006). Helms ym. (2005) ovat havainneet
tutkimuksessaan, ettd BMPR1B reseptorin liikatuotanto on yhteydessa rintasyopapotilaiden
huonoon ennusteeseen. Samassa tutkimuksessa huomattiin myds, ettd BMPR1B:n
esiintyminen ER positiivisessa rintasyovassa korreloi korkeaan tuumoriluokitukseen,
proliferaatioindeksiin sekd sytogeneettiseen epastabiilisuuteen. BMPR1A, BMPR1B ja
BMPR2:n ilmenemisen on havaittu puuttuvan pitkélle edenneissa eturauhassyovissé (Kim
ym., 2000; Kim ym., 2004a), mutta samanlaisia havaintoja ei ole todettu rintasydvan
kohdalla (Alarmo ym., 2007). SMAD9 puolestaan on havaittu hiljentyneen yhdessa
kolmesta rintasyovésta (Cheng ym., 2004).

BMP ligandien ilmentymistd syovissa on tutkittu monissa eri tutkimuksissa, eri
syopatyypeilla ja kudoksilla. Useimmat tutkimukset on keskittyneet rinta- ja haimasyopiin.
Saadut tulokset ovat ristiriitaisia. Saman ligandin on havaittu toimivan eri tavalla
syopatyypista riipuen. Myos tutkimusten valisissa tuloksissa on ristiriitaisuuksia. Taman
hetkisen tietdmyksen mukaan BMP:den rooli sy6vissé on kaksisuuntainen, ne voivat toimia
joko edistdjin tai estdjind (ks. yleiskatsaus Alarmo ja Kallioniemi, 2010). Naiden tekijéiden
pohjalta on havaittu, ettd BMP4:lla on seka positiivisia ettd negatiivisia vaikutuksia
syopasoluihin. Liséksi BMP4:n on havaittu vaikuttavan solujen erilaistumiseen, apoptoosiin

sekd angiogeneesiin (ks. yleiskatsaus Kallioniemi, 2012).

BMP4:n on todettu ilmenevan useissa kasvaintyypeissa koko kehon alueella, kuten
vatsanalueen tuumoreissa (Kim ym., 2011; Lombardo ym., 2011; Shirai ym., 2011),
ovariokasvaimissa (Shepherd ym., 2003; Theriault ym., 2007; Laatio ym., 2011),
melanoomassa (Hjertner ym., 2001; Holien ym., 2012) sek& paan ja kaulan alueen

levyepiteelikarsinoomissa (Xu ym., 2011). Osassa syovistd BMP4 -taso on kohonnut
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verrattuna normaaliin ja osassa tilanne on pdinvastainen. Vatsan- ja suolistonalueen
syOvissé tavataan kohonneita arvoja (Deng ym., 2007; Kim ym., 2011; Chiu ym., 2012) kun
taas aivoperaisissa kasvaimissa BMP4 ilmenemistaso on normaalia alhaisempi (Giacomini
ym., 2006; Johnson ym., 2009). Rintasydvissd tavataan matalia BMP4 tasoja seka
syopdkudoksessa, ettd normaalissa kudoksessa riippumatta korkeista transkriptiotasoista
(Davies ym., 2008). Alarmon ym. (2007) tutkimuksen mukaan noin 25 %:ssa
rintasyOpéatapauksista BMP4 ilmenemistaso on kohonnut. Kim ym. (2011) tutkimuksen
mukaan BMP4:n ilmenemistaso korreloi ké&anteisesti imusolmukemetastaaseihin sekd
invasiivisuuteen vatsanalueen syovissa (Kim ym., 2011). BMP4 -tasojen on havaittu
liittyvén taudin ennusteeseen joissakin syopéatyypeissa. Ovariokarsinoomissa korkeat BMP4
tasot ilmentavéat hyvaa ennustetta (Laatio ym., 2011), kun taas paan ja kaulan alueen
levyepiteelikarsinoomissa sekd hepatosellulaarisissa  karsinoomissa ennuste on
painvastainen (Xu ym., 2011; Guo ym., 2012b). BMP4:n geenimuunnokset ovat altistavana
tekijana kolorektaalisyovélle (Slattery ym., 2012). Hepatosellulaarissa ja ovariosyovissa on
havaittu yhteyksia potilaan ennusteen ja BMP4 ilmenemistasojen vélilla (ks. yleiskatsaus
Kallioniemi, 2012). Kuten huomataan BMP4:n ilmeneminen vaihtelee syopa- ja
kudostyypin mukaan ja voidaan myos paatelld, ettd BMP4:n toiminta seka rooli vaihtelevat
kasvaimen mukaan. Tam& BMP4:n kaksitahoinen rooli tuo mukanaan haasteita
tutkimukselle.

BMP4:n on todettu inhiboivan solukasvua suurimmassa osassa kasvaintyypeista, mutta
my0s péinvastaisia tutkimustuloksia on saatu. (ks. yleiskatsaus Kallioniemi, 2012) BMP4:n
on havaittu aiheuttavan solukasvun alentumista késitellyilla soluilla ainakin myeloomissa
(Hjertner ym., 2001), basaalisolukarsinoomissa (Sneddon ym., 2006) sekd rinnan
(Ketolainen ym., 2010; Guo ym., 2012a), vatsanalueen (Shirai ym., 2011), keuhkojen
(Buckley ym., 2004) ja haiman (Virtanen ym., 2011) karsinoomissa. Melanoomassa
(Rothhammer ym., 2005), paksusuolen ja ovarion (Shepherd ym., 2003) sydvissd seka
hepatosellulaarisissa karsinoomissa (Maegdefrau ym., 2009) ja retinoblastoomasoluissa
(Haubold ym., 2010) BMP4 -késittelylla ei ole havaittu olevan vaikutusta solukasvuun.
Osassa syOvistd BMP4:n vaikutus on rajoittunut vain tiettyyn solulinjaan.
Prostatakarsinoomissa on havaittu, ettd LNCaP -soluilla BMP4 -lisdys alentaa solukasvua,

kun taas muilla tutkimuksissa mukana olleilla solulinjoilla ei ole nahtévissd mitdan
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muutoksia solukasvussa (Brubaker ym., 2004; Dai ym., 2005; Feeley ym., 2005; Shaw ym.,
2010; Lee ym., 2011). Samantapaisia tuloksia on saatu myos virtsarakkosyopéatutkimuksissa
(Kim ym., 2004b). Aivoperaisissa syovissa tutkimustulokset vaihtelevat syopétyypista
riippuen, esimerkiksi meningioomassa BMP4 lisaa solukasvua (Johnson ym., 2009) kun taas

glioblastoomassa tilanne on painvastainen (Piccirillo ym., 2006).

Tutkimuksissa on havaittu BMP4:1l& olevan myds muita vaikutuksia syovissa.
Basaalisolusyopéasoluissa (Sneddon ym., 2006), glioblastoomissa (Piccirillo ym., 2006),
medulloblastoomissa (Zhao ym., 2008) ja paksusuolen sydvén kantasoluissa (Lombardo
ym., 2011) tehdyissa tutkimuksissa on havaittu BMP4 -késittelyn liittyvan sydpasolujen
erilaistumiseen. Myelooma (Hjertner ym., 2001; Holien ym., 2012) ja retinoblastooma
soluilla (Haubold ym., 2010) on BMP4 -kasittelyn jélkeen todettu lisdantynytta apoptoosia,
kun taas medulloblastooma soluilla apoptoosin on havaittu vahentyneen (lantosca ym.,
1999). BMP4 -késittelylla voidaan nostaa pro-apoptoottisen Bax proteiinin ilmenemistasoa
ja alentaa anti-apoptoottisten Bcl-2 ja Bcl-xL proteiinien ilmentymista (Lombardo ym.,
2011). Apoptoosiin liittyvia tutkimuksia on kuitenkin tehty vasta muutamilla solulinjoilla ja
—tyypeilld, joten tutkimustuloksista ei voida vetaa kattavia johtopaétoksia viela talla hetkella
(ks. yleiskatsaus Kallioniemi, 2012).

BMP4 vaikuttaa solukasvun liséksi solujen liikkumiseen, leviamiseen seka epiteeli-
mesenkymaalilinjan (EMT) siirtymiseen (ks. yleiskatsaus Kallioniemi, 2012). Kaikki ndma
tekijat ovat tdrkedssa osassa, kun mietitddn syOpédkasvaimen levidmistd seka
metastoitumista. Haimasyopésoluilla tehdyissé tutkimuksissa on saatu merkittavié tuloksia
siitd miten BMP4 -kasittely edistdd solujen liikkumista, leviamista sekd EMT-linjan
siirtymistd (Hamada ym., 2007; Gordon ym., 2009; Virtanen ym., 2011). Yhtenevdisia
tuloksia on saatu myos paksusuolisyopésoluilla (Deng ym., 2007; Deng ym. 2009) ja
ovariokarsinoomissa (Theriault ym., 2007) seka Leen ym. (2011) eturauhastutkimuksessa,
jossa havaittiin BMP4 -kasittelyn lisddvéan tuumorinkasvua sekd syovén levidmista luuhun
lisdten luunmuodostumista. Pdainvastaisia tuloksia on saatu hepatosellulaarisissa
karsinoomissa (Maegdefrau ym., 2009) ja melanoomissa (Rothhammer ym., 2005)
estettdessd BMP4:n toiminta. Eturauhassyovissa BMP4:114 ei ole havaittu olevan vaikutusta

syopasolujen liikkumiseen tai levidmiseen (Dai ym., 2005; Feeley ym., 2005). BMP4:n
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vaikutuksista  solujen  liikkumiseen, levidmiseen ja EMT-linjan  siirtymiseen
molekyylitasolla ei ole vield varmaa tutkimustietoa, mutta sen oletetaan liittyvan matriksin
metalloproteinaaseihin, kuten MMP-2 (Gordon ym., 2009). BMP4:n vaikutuksia on
tarkasteltu myos in vivo — tutkimuksissa ainakin aivo-, rinta-, paksusuoli- ja keuhkosyopien
osalta. ~ Suurimmassa osassa tutkimuksia on havaittu BMP4:n  toimivan
tuumorisuppressorina, kuten esimerkiksi Ketolainen ym. (2010) havainnot osoittavat, etta
BMP4 vaimentaa solukasvua niin in vivo kuin in vitro ympadristdissa. Samanaikaisesti
kuitenkin BMP4:n on havaittu lisadvan solun liikkumista eli migraatiota, levinneisyytta eli
invaasiota sek& epiteeli-mesenkymaali tason siirtymistd (ks. yleiskatsaus Alarmo ja
Kallioniemi, 2010).

BMP4:11a on havaittu lisdksi muitakin rooleja syovéan kehittymisessa. Yksi téllainen on
angiogeneesi eli verisuonten uudelleenmuodostus. Verisuonten muodostuminen on tarkeé
tekij& kasvaimen synnyssd sek& sen levidmisessd (Weis ja Cheresh, 2011). Useissa
tutkimuksissa on huomattu BMP4:n edistdvan hiirenalkion kantasolujen muuntumista
endoteelisoluiksi ja mikrovaskulaaristen endoteelisolujen muodostumista (Rothhammer
ym., 2007; Suzuki ym., 2008). Tata tukee myds Rothhammer ym. (2007) tutkimuksen
tulokset melanomasoluilla, joissa vahennetty BMP4 aktiivisuus oli yhteydessé
alentuneeseen endoteelisolujen maaraan. Myods Maegdefrau ym. (2009) tutkimuksissa
havaittiin sama ilmi® hepatosellulaarisilla sydpasoluilla. Kyseisessa tutkimuksessa ihmisen
endoteelisolujen kyky suonten muodostamiseen oli alentunut. Lisaksi BMP4:n on havaittu
vaikuttavan laskimoiden endoteelin rakenteeseen (Farnsworth ym., 2011). Guon ym.
(2012b) tutkimuksessa BMP4 ilmeneminen on liitetty kohonneeseen verisuoni-invaasioon
sekd pidemmalle kehittyneeseen sydpaluokitukseen hepatosellulaarisissa karsinoomissa.
Angiogeneesiin johtavat syyt loytyvat todenndkoisesti BMP:n SMAD, ERK ja p38
viestintéreiteiltd. Luultavasti viestintdaktiivisuus johtaa angiogeneesitekijan, kuten
vaskulaarisen endoteelikasvutekijagn VEGF (engl. Vascular endothelial growth factor)

ilmentymiseen (Guo ym., 2012b).

BMP4 nadyttad vaikuttavan kasvuun myos solusyklin kautta. Tutkimuksissa on saatu selville,
ettd BMP4:n annostelu syopasoluille saa aikaan senesenssin eli solujen vanhenemisen tai

solusyklin pysahtymisen G1-vaiheeseen (Buckley ym., 2004; Brubaker ym., 2004;
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Ketolainen ym., 2010; Shirai ym., 2011; Zhou ym., 2011). Solusyklin s&atelytekijoiden
CCDN1 (Cyclin D1) ilmeneminen védhenee ja kasvurajoiteproteiinien p16 ja / tai p21
ilmeneminen lisaantyy (Brubaker ym., 2004; Su ym., 2009; Shirai ym., 2011). CCDNL1 on
keskeinen tekija siirryttdesséd solusyklissd Gl-vaiheesta S-vaiheeseen (Musgrove ym.,
2011). Sykliiniriippuvaisten inhibittoreiden p16 ja p21 aktiivisuuden lisdédntyminen est&é

solusyklin etenemisen (Malumbres ym., 2009).

BMP4:n vaikutusta on tutkittu myds liittyen eri syopékasvaimien hoitoon ja havaittu silla
olevan mahdollisesti merkitysta hoidosta saatuun vasteeseen (Su ym., 2009; Laatio ym.,
2011; Lombardo ym., 2011). BMP4:n kyky vaimentaa solukasvua on heréttanyt tutkijoiden
mielenkiinnon sen mahdollisuuksista hoitokeinoksi sydpad vastaan. Samanaikaisesti

haittapuolena on kuitenkin solujen liikkumisen lisdédntyminen

1.3.1 BMP4:n merkitys rintasyovassa

BMP4:n vaikutukset rintasy0vasséd ovat ristiriitaiset tutkimuksissa saatujen tulosten
poiketessa toisistaan. MDA-MB-231 soluilla tehdyista tutkimuksista kolmessa on havaittu
BMP4:n lisdavan solujen liikkumista ja leviamista (Ampuja ym., 2013; Guo ym., 2012a;
Ketolainen ym., 2010), kun taas Shon ym. (2009) ryhmén saamat tulokset MDA--231
soluilla ovat péinvastaiset. Guo ym. (2012a) tutkimuksen tulokset osoittivat myos, etta
BMP4 ilmentymisen estdminen tai BMP noggin antagonisti johtavat solujen liikkumisen ja
leviamisen vahenemiseen MCF7- ja MDA-MB-231 soluilla. Alarmo ja Kallioniemi toteavat
katsausartikkelissaan (2010), ettd vaikka samalla BMP ligandilla samassa kudoksessa tehdyt
tutkimustulokset ovatkin antaneet péinvastaisia tuloksia, niin silti ndyttéa silté, ettd BMP:t

toimivat syopaprosessissa seka estéving ettd kiihdyttavina tekijoina.

Alarmo ym. (2007) tutkivat BMP2 — BMP8 ligandien ilmenemista 22 rintasyopasolulinjassa,
39 primaérissa rintasyopakasvaimessa sekd normaaleissa rintarauhasen epiteelisoluissa ja
maitorauhasissa. Tulokset osoittivat, ettd BMP4:n ja BMP7:n ilmenemistasot olivat
korkeimmat tutkituista BMP:std. BMP4 ekspressoitui 100 %:ssa tuumoreista sekd 95 %:ssa
mukana olleista syodpdasolulinjoista, joihin lukeutuivat myods T-47D ja BT-474. Ainoa
solulinja jossa BMP4:n ei havaittu ekspressoituvan kyseisessa tutkimuksessa oli HCC1419.
Kyseinen tutkimus osoittaa, ettd BMP4:ll& on merkittdvd rooli kattavasti eri
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rintasyopélinjoissa.  Ketolainen ym. (2010) osoittivat BMP4:n  vaikutuksia
rintasyopéasoluissa. Tutkimuksessa  selvitettiin BMP4 ilmenemistaso 22
rintasyopéasolulinjassa seka normaaleissa maitorauhassoluissa kvantitatiivisella RT-PCR:lI4.
Tulosten mukaan viidelld rintasyopésolulinjalla (HCC1419, UACC3133, MDA-436,
HCC1954 ja SK-BR-3) BMP4 ilmenemistaso oli alhaisempi kuin normaalissa
maitorauhassolussa. Suurimmat ilmenemistasot tulivat solulinjoilla, T-47D, MDA-453,
DU4475, UACC732 ja HCC38, jonka tulos oli moninkertainen muihin verrattuna. Vuonna
2013 Alarmo ym. tutkivat BMP4:n ilmentymista Kkliinisissa potilasndytteissd, mukana oli
486 rintasyOpépotilaan ndytettd, joista puolet oli invaasiivista duktaalista karsinoomaa ja
puolet invasiivista  lobulaarista  karsinoomaa.  Kyseinen  tutkimus tehtiin
immunohistokemiallisin varjayksin ja tulokset osoittivat, ettd BMP4 ekspressio oli yleisesti
ottaen voimakkaampi lobulaarisissa kuin duktaalisissa karsinoomissa. Tutkimuksessa
havaittiin myos, ettd voimakas BMP4 ekspressio oli yhdistettdvissd matalaan proliferaatioon

seka kohonneeseen uusiutumisriskiin.

Ketolaisen ym. (2010) tutkimuksessa havaittiin, ettd kaikilla tutkimuksessa mukana olevilla
rintasyopésolulinjoilla (HCC1419, SK-BR-3, MDA-231, HCC38, HCC1954, MCF-7,
MDA-361, T-47D ja ZR-75-30) BMP4 aiheutti merkitsevdn solukasvun alenemisen
viimeistddn  kuuden vuorokauden  kuluttua  késittelystd. T-47D  solulinjassa
kasvunaleneminen oli dramaattisin ja se oli néhtévissd jo 12 tunnin kuluttua kasittelystéa.
Ketolainen ym. (2010) tutkivat myds syitd solukasvun alenemiselle kyseisilla
rintasyopélinjoilla. Apoptoottisten solujen mééréassa ei ollut néhtévissa merkittdvaé eroa
BMP4 kasiteltyjen ja kasitteleméattoméan kontrolliryhmén valilla. Solusyklin pysahtymisessa
G1 —vaiheeseen havaittiin merkitsevéat erot BMP4 késitellyilla soluilla verrattuna kontrolliin.
Kyseisen tutkimuksen perusteella voidaan ajatella, ettd BMP4 vaikutukset solukasvua
alentavasti rintasydvassa johtuvat ennemmin solusyklin pysahtymisestd G1-vaiheeseen,
kuin apoptoosin lisdantymisestd. Ampuja ym. (2013) havaitsivat tutkimuksessaan, etta
BMP4:n solusyklin pyséayttdmisen taustalla on kohonnut solusyklin estdjan p21

ilmenemistaso.

Ketolainen ym. (2010) tutkivat BMP4:n vaikutuksia solujen liikkumiseen jo mainituilla

yhdeksalla solulinjalla. Solujen liikuminen oli lisd&ntynyt dramaattisesti HCC1954, MDA-
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321 ja MDA-361 soluilla jo kolmen péivan kuluttua BMP4 Kasittelystd. T-47D soluilla
solujen liikkumisen havaittiin véhentyneen ja lopuilla solulinjoilla BMP4 Kkaésittelyilla ei
havaittu olevan vaikutusta solujen liikkumiseen. Solujen levidmisen havaittiin lisdéntyneen
HCC1954 ja MDA-231 soluilla, kun taas MDA-361 ja T-47D soluilla ei saatu aikaiseksi
johdonmukaisia tuloksia levinneisyyteen liittyen. Montesanon ym. (2007) tutkimustulokset
tukevat myds BMP4:n aikaansaamaa solujen levidmisen lisdantymistd normaaleilla
rintarauhasen epiteelisoluilla sek& lisdksi kyseisessa tutkimuksisa havaittiin BMP4:n
aiheuttavan rakennemuutoksia rintarauhasen epiteelissa. Solujen liikkumisen ja levidmisen
ollaan ajateltu johtuvan EMT:n kdynnistymisestd, mutta Ketolaisen ym. (2010)
tutkimuksessa epiteeli ja mesenkymaalimarkkerien (E-cadherin, Vimentin) ekspressiossa ei
havaittu muutoksia. BMP4 kasittelylld on havaittu olevan vaikutusta SMAD-viestintareitilla
(Ketolainen ym., 2010). SMAD1/5/8 fosforyloituvat sekd SMAD 4 ekspressoituu kaikilla
tutkituilla, aiemmin mainituilla rintasyopésolulinjoilla BMP4 késittelyn jalkeen, ERK1/2 ja
p38:ssa ei havittu fosforyloitumista. T&m4 osoittaa, ettd BMP4 vaikuttaa lapi koko BMP:den
kayttdman SMAD-viestintéareitin. BMP4:n vaimentaminen siRNAn avulla T-47D soluilla
sai aikaan BMP4 ekspressiotason merkittavan lisdéantymisen seka solukasvun lisadntymisen
kontrolliin verrattuna (Ketolainen ym., 2010). Tama tukee BMP4:n merkittdvéa roolia
rintasyopésolujen kasvussa. BMP4:n rooli rintasyovéssd on joka tapauksessa Kkiistatta

ristiriitainen ja sen toiminta on riippuvainen solulinjasta.

Rintasydvilla on todettu olevan taipumusta luumetastaaseihin (Alarmo ja Kallioniemi,
2010). Yhtend mahdollisena tekijand voi olla luun sialoproteiinin (BSP engl, bone
sialoprotein) maarén lisd&ntyminen preosteoblasteissa (Bunyaratavej ym., 2000). BSP:t
osallistuvat uudisluun muodostumiseen ja Bunyaratavej ym. (2000) ovat havaineet niiden
ilmenemismé&éran kohonneen rintasyopésoluissa. Toinen mahdollinen tekijd voi olla
RUNX2, joka on BMP:n tunnettu kohdegeeni ja jota tarvitaan luiden osteolyyttisten
metastaasien muodostumiseen rintasyévassa (Barnes ym., 2004; Javed ym., 2005;
Schwaninger ym., 2007). BMP7:n yli-ilmenemisen on havaittu laskevan merkitsevésti
luumetastaasien maaréa rintasyopa in vivo-tutkimuksessa (Buijs ym. 2007a). Katsunon ym.
(2008) tehdyssé vastaavassa tutkimusasetelmassa taas havaittiin, ettd aktiivinen BMP
viestinté lisad invaasiota ja luumetastaaseja. Samaan tulokseen on paadytty myos Alarmon

ym. (2008) tutkimuksessa, jossa havaittiin BMP7 olevan yhteydessa lisddntyneeseen
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luumetastaasien muodostumiseen. Tutkimuksia tarvitaan joka tapauksessa liséd, jotta
paastaan selville BMP4:n vaikutusmekanismeista ja saadaan selvitettyd sen mahdollisuudet

rintasyovén hoitoon liityen.

1.3.2 BMP4:n kohdegeenit

BMP4:n kohdegeeneja on tutkittu useissa tutkimuksissa monilla eri solutyypeilld. Eniten
tutkimuksia on tehty Id-ryhman geeneill&, jonka vuoksi ne ovat parhaiten tunnetut BMP4:n
kohdegeenit (Davis ym., 2008; Miyazono ym. 2010). Nishanian ym. (2004) tutkimuksessa
tutkittiin  geenien ekspressiotasoja 24 tuntia BMP4 -késittelyn jalkeen ihmisen
erilaistumattomilla syopéasoluilla. Tulokseksi saatiin yli 1300 eri geenid, joista noin 70 %:lla
ilmenemistaso oli kohonnut. Pidemmaélla BMP4 kasittelyajalla saadaan geenien maaraa
todennakdisesti lisattyd. Deng ym. (2009) tutkimuksessa saatiin microarray menetelmalla
tunnistettua 91 eri BMP:itd séatelevaa geenid, joista 65 tehtdvana on voimistaa ja 26
vaimentaa BMP4 ilmenemistd. Kyseisessa tutkimuksessa ilmitulleista geeneista kuusi oli jo
aiemmin yhdistetty BMP viestintéreittiin. Kohdegeenien luokitus méaritettiin sen mukaan
minkalaiseen biologiseen toimintaan ne liittyivat, kuten metabolia, adheesio, solun
tukiranka, viestintd, kuljetus, proliferaatio, apoptoosi sekd transkriptionaalinen séately
(Deng ym., 2009). Kattavimmat tutkimukset on tehty rintasyépasoluilla. Ahmed ym. (2011)
on tutkinut BMP4 kasittelyn vaikutuksia seitsemélla eri sydpasolulinjalla kuudessa eri
aikapisteessa. Kyseisessa tutkimuksessa I0ydettiin 1 678 eri geenid, jotka sisalsivét jo
aiemmin tunnettuja BMP4 kohdegeeneja sek& uusia ehdokkaita. Rodriguez-Martinez ym.
(2011) tutkimuksessa tutkittiin BMP4 ja BMP7 kohdegeeneja seitsemalla eri
rintasyopéasolulinjalla, kuudessa eri aikapisteessa kéyttden microarray-menetelmaa.
Tulokseksi saatiin BMP4:lle 2 421 eri yliekspressoitunutta geenid, joista eniten
yliekspressoituneita olivat PTPRG (engl. Protein tyrosine phosphatase, receptor type, G),
C12orf42, DUSP2 (engl. Dual spesifity phosphatase 2), GNRHR (engl. Gonadotropin-
releasing hormone receptor), APOC2 (engl. Apolipoprotein C-11) sek& ID1, ID 2, ID3 ja ID4
(engl. Inhibitor of DNA binding 1 — 4). Monet BMP:den kohdegeeneistd ovat samoja, jotka
osallistuvat BMP:n SMAD viestintareittiin, kuten I-SMAD:t (Alarmo ja Kallioniemi, 2010;
Ampuja ym. 2017). Joidenkin kohdegeenien tiedetddn osallistuvan luun muodostumiseen ja
kehittymiseen, kuten transkriptiotekijat Inhibitor of differentiation (Id), Runx2, MFH-1,
Vent2, Msx2 ja D1x5 (Canalis ym., 2003).
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ID-proteiinit (engl. Inhibitor of DNA binding) ovat keskeisi& tekijoitda BMP viestinndssa
(Miyazono ym., 2002). ID- proteiinit ovat helix-loop-helix transkriptiotekijoitd, joilta
puuttuu DNA:ta sitova domeeni. ID-proteiinit sitoutuvat joka paikassa ilmentyviin E -
proteiiniperheen jaseniin estaen niiden sitoutumisen kohde DNA:han. (Lasorella ym., 2001;
Forrest ym., 2004; Yang ym., 2013). Tdman ominaisuuden vuoksi ID-proteiineilla on
keskeinen tehtdvé geenien ilmenemisen sadtelemisessé ja sitd kautta solujen erilaistumisessa
sekd lisadntymisessé (Norton JD., 2000; Sikder ym., 2003). Tahédn mennessa on |0ydetty
nelja ID-perheenjésentd nisakkailla, ID1 — 4. ID-perheen jasenet eivat ole keskendén
samanlaisia vaan ne koodaavat omia erillisia geeneja ja ilmentdvat eri proteiinirakennetta
(Yang ym., 2013). Naiden erojen johdosta myo6s niiden toiminnalliset tehtévét eroavat
toisistaan. 1D2:n on havaittu ilmenevan laajasti immuunisoluissa (Ji ym., 2008; Yang ym.,
2011). Yang ym. (2008) ovat tutkineet BMPR2 mutaation vaikutuksia ID- geenien
ilmenemiseen keuhkovaltimoiden siledlihassoluissa (PASMC engl, pulmonary artery
smooth muscle cell). He ovat osoittaneet, ettd ID1 ja ID2 ovat osallisia BMP4:n aiheuttamaan
PASMC kasvun alenemiseen He huomasivat, ettd mutaatio BMPR2:ssa tai BMPR2:n
hiljentdminen aikaansai BMP4 stimuloitujen ID1 ja ID2 geenien transkription
heikentymisen. ID1 geenin hiljentymisen havaittiin estdvan osittain BMP4:n
antiproliferatiivisia vaikutuksia tutkittavissa soluissa. Useat ID — perheeseen kuuluvat
DNA:han sitoutumisen estgjat ovat tunnettu BMP4 kohdegeeniryhmé (Hollnagel ym.,
1999). ID1 — ID4 geenien on todettu olevan merkittavassé osassa rintakudoksen normaalissa
sekd kasvainbiologiassa. (kts. yleiskatsaus de Candia ym., 2004). ID1 ja ID3 -geenien
korkeita ilmenemistasoja on havaittu kasvaimen infiltroimien verisuonten endoteelisoluissa,
ja  hiirimallilla  tehdyssda  tutkimuksessa ~on  huomattu, ettd rintasydvan
uudisverisuonimuodostus on puutteellista, kun ID1 ja ID3 geenien ilmeneminen on
héiriintynyt (kts. yleiskatsaus de Candia ym., 2004). ID2:n taas tiedetddn olevan tarkedssa
roolissa rinnan erilaistumisessa seka imetyksessda, kun taas ID4 sadtelee BRCAL:n

ilmenemista (kts. yleiskatsaus de Candia ym., 2004).

SKIL eli SKI like proto-onkogeeni (engl. SKI like proto-oncogene) tunnetaan myos nimilla:
SNO, SnoA, Snol ja SnoN. Se havaittiin ensimmaéisen kerran lintujen Sloan-Kettering
viruksen yhteydessd (Zhang ym. 2003). SKIL ja SnoN ovat erittdin homologiset proteiinit

sekd rakenteeltaan ettd toiminnaltaan. SKIL/SnoN geeni koodaa proteiinia, joka on osa
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SMAD viestintéreittid. Kyseinen proteiini sadtelee solukasvua sek erilaistumista TGF-B:n
kautta. SKIL:n koodaama SKI -like proteiini estdd TGF-B viestinnan sitoutumalla seka
hajoittamalla heteromeerisen SMAD kompleksin (Stroschein ym. 1999). SKIL/SnoN:a
tavataan seka sytoplasmassa ettd tumassa. On ajateltu, ettd sytoplasminen SKIL/SnoN voisi
estad vuorovaikutuksen Smad2/3:n ja Smad4:n valilla ja néin estdé viestinnadn tumaan.
Tumassa taas SKIL/SnoN voi suoraa héiritd Smad-kompleksia (Zhang ym. 2003).
Sytoplasmisella SKIL/SnoN:lla saattaa olla muitakin kuin Smad-viestintareittiin liittyvia
tehtdvid. SKIL/SoN:n on havaittu indusoivan transformaatiota kanan alkion fibroplasteissa
sekd lihasten erilaistumista viiridisen alkion soluissa. Hiiritutkimukset ovat myos
osoittaneet, ettd ndma proteiinit toimisivat myos tuumorisuppressoreina (Shinagawa ym.
2000). SKIL/SnoN:n yli-ilmenemisen on havaittu voivan johtaa solujen kasvuhairiéon
joidenkin TGF-B- indusoitujen signaalien hévidmisen johdosta. Tama on mahdollinen
mekanismi SKIL/SnoN onkogeneesin taustalla (Zhang ym. 2003). SKIL/SnoN saatelylla
voidaan olettaa olevan térked rooli TGF-p -aktiivisuuden kontrolloinnissa. Zhang ym. (2003)
havaitsivat, ettd SKIL/SnoN esiintyi tutkituissa rintasyopakarsinoomissa, niin tumissa kuin
sytoplasmassa vaihtelevin tasoin. Tutkimuksessa huomattiin, ettd SKIL/SnoN:n
sytoplasminen sijainti oli merkittavasti tihempi duktaalisissa karsinoomissa ja sen havaittiin
my06s korreloivan huonompaa ennustetta. Kun taas SKIL/SnoN sijoittumisen tumiin
havaittiin viittavaan lobulaariseen karsinoomaan ja matalampaan tuumoriluokitukseen.
Zhangin ym. (2003) tutkimuksessa todettiin myos, ettd SKIL/SnoN:n matala ilmenemistaso
osassa rintasydvissd, kuten ER positiivisessa syovassa korreloi parempaa ennustetta, jollloin
voidaan ajatella, ettd TGF-f -viestinndn negatiivisen saatelijan puuttuminen on hyodyllista

rintasyOvésté selviytymista ajatellen.

2 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET

Aiempien tutkimusten perusteella on havaittu, ettd BMP4 hidastaa rintasyépasolujen kasvua
ja lisdd migraatiota ja invaasiota. Aiempien tutkimusten perusteella on myos saatu selville
BMP4:n kohdegeenejd, joiden voidaan olettaa olevan osallisia BMP4:n aiheuttamiin
fenotyyppeihin. Néiden kohdegeenien joukosta on valittu SKIL ja ID2 -geenit tarkemmin
tutkittavaksi.
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Tdssa tyossa on tarkoitus selvittdd kahta rintasyopasolulinjaa kayttden ovatko kohdegeenit
SKIL ja ID2 osallisina BMP4:n aiheuttamaan rintasyopésolujen kasvun alentumaan.
Rintasyodpasolulinjoiksi valittiin T-47D ja BT-474, jotka reagoivat merkittavasti BMP4
stimulaatioon. Tyo toteutetaan hiljentamaélla SKIL ja ID2 —geenit RNA interferenssin avulla

ja tutkimalla vaikutusta rintasyopasolujen kasvuun.

3 MATERIAALIT JA MENETELMAT

3.1. Solulinjat ja viljely

Tyossa kaytettiin kahta rintasyopasolulinjaa, T-47D ja BT-474. Molemmat solulinjat on
hankittu American Type Culture Collectionista (ATCC, Manassas, VA, USA). Soluja
kasvatettiin +37 °C:ssa 5 % CO> -pitoisuudessa koko tyon ajan. T-47D soluja kasvatettiin
elatusaineessa, joka sisalsi RPMI 1640 -kasvatusliuosta (Roswell Park Memorial Institute),
10 % FBS (Fetal Bovine Serum), 2 mM glutamiinia, 4,5 mg/ml glukoosia, 0,01 M HEPES,
1,5 mg/ml natriumbikarbonaattia, 1 mM natriumpyruvaattia, 100 I1U/ml insuliinia
(Protaphane® Penfill, Novo Nordisk, Bagsveerd, Tanska), 100 yksikkdéa/ml penisiliinia ja
100 pg/ml streptomysiinid. BT-474 soluja kasvatettiin elatusaineessa, joka sisalsi DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) —kasvatusliuosta, 10 % FBS, 2 mM glutamiinia, 1
mM natriumpyruvaattia, 100 yksikkéd/ml penisiliinid ja 100 pg/ml streptomysiinii.
Insuliinia lukuunottamatta kaikki elatusaineiden komponentit hankittiin Sigma-Aldrichilta
(St.Louis, MO, USA).

Soluja kasvatettiin viljelypulloissa, mutta varsinainen ty0 toteutettiin 24 -kuoppalevyilla.
Kuopille jaettavaa solumééraa haarukoitiin BT-474 solujen kohdalla tydn alkuvaiheessa ja
saatujen tulosten perusteella p&adyttiin solumaarédén 70 000 solua/kuoppa. Aikaisempien
tulosten perusteella T-47D soluilla k&ytettiin 30 000 solua/kuoppa. Mediumin maaré oli
transfektiovaiheessa 600 pl/kuoppa ja muissa vaiheissa 500 pl/kuoppa. Tutkimuksissa

kéytettiin aina kuutta rinnakkaista ndytettd ja jokainen koe toistettiin vahintaan kaksi kertaa.

3.2BMP4-kasittely
BT-474 ja T-47D soluille tehtiin samanlaiset BMP4-kasittelyt kokeiden aikana.
Transfektiovaiheessa kuopissa oleville soluille tehtiin joko BMP4 - tai kuljetinkasittely



27

(vehikkeli). BMP4-kasittelyssa kasvatusliuokseen liséttiin 200 ng/ml ihmisen rekombinantti
BMP4:4a eli Bone Morphogenetic Protein 4 recombinant human (R&D systems,
Minneapolis, MN, USA) joka oli liuotettu 4 nM HCI:44 ja 0,1 % naudan seerumin albumiinia
eli BSA:ita (Invitrogen, Grand Island, NY, USA) siséltavaan kuljetinliuokseen.
Kontrollisoluille liséttiin pelkastddn rekombinanttiproteiinin kuljetinainetta. BMP4- tai
kuljetinkasittely uusittiin kolmen péivan kuluttua transfektiosta seitseméntend paivana

laskettaville soluille elatusaineen vaihdon yhteydessa.

3.3 Geenien hiljentdmiseen kaytetyt sSiRNA:t

Geenien hiljentdmiseen kaytettiin kolmea eri SiRNA:a. ID2 ja SKIL geenien hiljentdmiseen
kaytettiin ON-TARGETplus Smart pool 5 nmol ID2 ja SKIL siRNA;a (Dharmacon™).
Mahdollista transfektiosta johtuvaa ekspressiotason muutosta kontrolloitiin hiljentdmalla
lusiferaasigeeni siLUCnh (Sigma Aldrich, St.Louis, MO, USA) avulla. ID2 ja SKIL siRNA:t
sisalsivat nelja eri sekvenssipatkaa ja lusiferaasikontrolli yhden (Taulukko 1). ID2 ja SKIL
siRNA:t liuotettiin RNAasi vapaaseen veteen valmistajan ohjeiden mukaisesti niin, etta
loppukonsentraatioksi saatiin 100 pM. Tyossd kaytettdvat SiRNA konsentraatiot
laimennettiin 100 uM kantaliuoksesta ensin 1:10 laimennokseksi ja siita sitten lopulliseksi
konsentraatioksi kuopan tilavuus huomioon ottaen. Tydssa kaytetyt konsentraatiot
vaihtelivat 10 nM:sta 40 nM:iin.

Taulukko 1: siRNA sekvenssit. ID2, SKIL ja LUC siRNAn sekvenssit (Dharmacon™)

SIRNA Sekvenssi

ID2 GCACUGUGUGGCUGAAUAA
ID2 CGAUGAGCCUGCUAUACAA
1D2 GGACUCGCAUCCCACUAUU
1D2 CGUGAGGUCCGUUAGGAAA
SKIL GAAUGAACAUGCUCAAAGA
SKIL GCAAGUAAGUCCAUAUCAA
SKIL GGGCAUACUUCCAUUCAAU
SKIL GGAAUUACAGUCAUGGUAU

LUC GCCATTCTATCCTCTAGAGGATG
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3.4Transfektio

Transfektiossa solujen sisélle viedaan erityisen transfektioreagenssin avulla pieni tutkittavaa
geenid héiritseva ja sen hiljentava siRNA (engl. Small interfering RNA). Ennen transfektiota
soluille vaihdettiin tuore elatusaine (500 pl), johon oli lisatty BMP4 (100 ng/ml) tai kuljetin.
SKIL transfektiota varten kyseisille soluille vaihdettiin seerumiton elatusaine, joka oli
normaali elatusaine ilman 10 % FBS:a. Néille soluille liséttiin FBS (50 ul /kuoppa) kolmen
tunnin paasta transfektiosta. 1D2 transfektio toteutettiin normaalissa elatusaineessa oleville
soluille. Transfektiossa kaytettiin 1nM INTERFERIn® (Polyplus-transfection, Illkirch,
Ranska) -reagenssia SiRNAn kuljettamisessa solun sisalle. Transfektiossa tarvittavan
siRNAn maard laskettiin kuoppaa kohden huomioiden kuopassa olevan mediumin
kokonaismaara (600 ul) ja halutun siRNAn konsentraatio. Néiden perusteella laskettiin
transfektioliuokseen tarvittavat reagenssimaarét, esimerkiksi siRNA konsentraatiolla 20 nM
kaytettiin tilavuuksia 1,2 pl sSiRNA + 95,8 pl elatusaine (seerumiton) + 3 pl interferiinig,
jolloin transfektioliuoksen méaéaraksi saatiin 100 pl/kuoppa. Interferiinin maara (3 pl)
pidettiin vakiona kaikissa transfektioissa. Transfektiossa siRNA ja seerumiton, Kyseiselle
solulinjalle soveltuva elatusaine yhdistettiin ja sekoitettiin hyvin, seokseen lisattiin
interferiini. Seosta vorteksoitiin - 10 sekunnin ajan, jonka jalkeen inkuboitiin
huoneenlammaosséa 10 minuuttia. Inkuboinnin jalkeen transfektioliuosta lisattiin kuopille 100
pl/kuoppa 30 minuutin sisélld inkubointiajan paattymisesta. Transfektoinnin jélkeen soluja
kasvatettiin normaaliolosuhteissa 72h ilman toimenpiteitd, jonka jalkeen suoritettiin
funktionaaliset kokeet.

3.5qRT-PCR

Geenien hiljentamisen onnistuminen varmennettiin kvantitatiivisen,
kaanteiskopioijaentsyymiin perustuvan polymeraasiketjureaktion, gRT-PCR:n (engl.
quantitative reverse transcription polymerase chain reaction) avulla. gRT-PCR:ssa
lahtomateriaalina toimii RNA tai mRNA (engl. messenger-RNA). RNA kaannetaan
komplementaariseksi DNA:ksi, CDNA, k&énteiskopioijaentsyymin avulla. K&&nnetty cDNA
vastaa tutkittavaa geenid ja toimii templaattina  polymeraasiketjureaktiossa.
Polymeraasiketjureaktiossa eli PCR:ss& on kolme vaihetta: denaturaatiovaiheessa korkean
lampdtilan avulla saadaan DNA:n kaksoisjuoste aukeamaan ja juosteet irroitettua toisistaan.

Alukkeiden kiinnittymisvaiheessa (engl. annealing) lampdtilaa laskemalla saadaan spesifit
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alukkeet kiinnittymaan niille komplementaarisiin kohtiin DNA -juosteessa. Spesifit alukkeet
kiinnittyvat DNA:n vastinnauhoihin, halutun tutkittavan geenialueen molempiin péihin, néin
saadaan monistettua vain tietty alue DNA:sta. Alukkeiden Kiinnittymisen jalkeen tapahtuu
varsinainen monistumisvaihe, jossa sykli sykliltd monistettavan DNA:n maard kasvaa
ekspotentiaalisesti.

gRT-PCR:44 varten soluista eristettiin RNA 72h kuluttua transfektiosta. Solut kerattiin
kayttéden kahden eri valmistajan lyysauspuskureita, RLT (Qiagen GmbH, Hilden, Germany)
jaRAL (Macherey-Nagel GmbH & co, Diiren, Germany). Lyysauspuskuriin lisattiin joko [-
merkaptoetanolia tai 1 M DTT (ditiotreitoli) 3,5 ul/350 ul. Kerdyksen jalkeen soluista
eristettiin RNA Qiagenin RNeasy Minikit:11a (Qiagen GmbH) tai NucleoSpin® RNA Kkitill4
(Macherey_Nagel GmbH & co), valmistajien ohjeiden mukaan. Eristetty RNA kaannettiin
cDNA:ksi Super Script®IIl —kitilla (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). SuperScript®IIl —
kitin ohjeiden mukainen inkubointiohjelma toteutettiin PTC-200 Peltier Thermal Cycler-

laitteella (MJ Research Inc., Quebec, Kanada).

Kéannetyt komplementaariset DNA:t (cDNA) laimennettiin RNA konsentraatiosta riippuen
1:2—1:10 steriililla vedell&. Laimennetuista cDNA néytteistd ajettiin gRT-PCR Light Cycler
2.0 —laitteella (Roche, Basel, Sveitsi) ja Light Cycler Software 4.05-ohjelmistolla (Roche,
Basel, Sveitsi). qRT-PCR néytteet valmistettiin Light Cycler TagMan Master-Kkitti& (Roche,
Basel, Sveitsi) kayttaen, valmistajan ohjeiden mukaisesti. qQRT-PCR ajo ajettiin spesifisten
alukkeiden avulla. ID2 ja SKIL -alukkeina kaytettiin Sigman (Sigma Aldrich, St.Louis, MO,
USA) 100 pum alukkeita, joita kaytettiin konsentraatiossa 20 uM. ID2 -alukkeiden sekvenssit
olivat reverse 5’-AAAGAAATCATGAACACCGCTTA  ja forward 5’-
ATATCAGCATCCTGTCCTTGC. SKIL alukkeiden sekvenssit olivat reverse 5’-
CTTGCCTATCGGCCTCAG ja forward 5’-GAGGCTGAATATGCAGGACAG.
Koettimina tydssa kéytettiin Universal Probe Libraryn koettimia (Roche, Basel, Sveitsi).
ID2:1le kaytettiin Universal Probe Libraryn koetinta viisi, SKIL:lle koetinta kolmetoista.
gRT-PCR-ohjelma alkoi denaturaatiovaiheella 10 min 95 °C. Varsinainen monistumisvaihe
eli amplifikaatiovaihe koostui 45 syklist4. Yhden syklin sisaltdmét vaiheet olivat 10 sek 95
°C, 30sek 60 °C ja1lsek 72 °C. Viimeisen sekunnin aikana ohjelma mittasi sykliarvon ennen
uuden syklin alkua. gRT-PCR-ohjelma péattyi 45 syklin jalkeen viilennysvaiheeseen 30 sek
40 °C. gRT-PCR ajo tehtiin aluksi kahdella rinnakkaisella nadytteell4d, mutta tulosten
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vastatessa hyvin toisiaan rinnakkaisesta néytteestd luovuttiin. Jokainen néyte ajettiin
tutkittavan geenin liséksi housekeeping -geenilla. Téassa tyossa kaytettiin kahta eri Universal
Probe Libraryn (Roche, Basel, Sveitsi) housekeeping geenid. Toinen oli glyseraldehydi-3-
fosfaatti dehydrogenaasi eli GAPD (20 uM konsentraatiossa) ja toinen oli hypoksantiini
fosforibosyylitransferaasi eli HPRT (20 uM konsentraatiossa). GAPD:lle sekd HPRT:lle
kaytettiin spesifeja Universal Probe Libraryn koettimia (Roche). Housekeeping -geenin
avulla ndytteesta saatiin maéaritettyd niiden geenien ekspressiotaso, jotka ekspressoituvat
jokaisessa solussa vakiotasolla lahes koko ajan. Saatu housekeeping -geenin ekspressiotaso
vahennettiin tutkittavan geenin tuloksesta, jolloin saadusta arvosta voitiin laskea ID2 ja
SKIL -geenien ekspressiotaso. gRT-PCR:sté tulokseksi saadut sykliarvot eli Cg-arvot (engl.
Quantifiction cycle) analysoitiin Microsoft Office Excel- ohjelmalla. Geenien ekspressiotaso
on laskettu sykliarvojen perusteella kaavalla AACq*100. AACq ekspressio saatiin kaavalla
BMP4 ACq jaettuna kuljettimen ACq ekspressiolla, jossa ACq tarkoittaa kohdegeenin Cq
arvoa, josta on véhennetty housekeeping geenin Cq ja tastd saadusta Cg-arvosta on laskettu
ekspressio 2™ ¢4, P-arvot on laskettu Mann-Whitney testilla GraphPad Prism -ohjelmalla
(GraphPad Software, Inc., CA, USA).

3.6 Funktionaaliset méaritykset

Tyodssa haluttiin - selvittdd 1D2:n  ja SKIL:n mahdollisia vaikutuksia valittujen
rintasyopéasolujen funktionaalisiin piirteisiin, mika tassa tutkimuksessa tarkoitti kyseisten
geenien vaikutusta solukasvuun. Solukasvu madritettiin laskemalla todelliset solumé&aréat
kuopasta kolmantena ja kuudentena pdivana transfektiosta lukien. Solujen laskemista varten
solut trypsinoitiin 400 pl/kuoppa +37 °C, kunnes solut olivat irronneet kuopista. Trypsinointi
pysaytettiin kyseisen solulinjan elatusaineella (400 pl/kuoppa). Solulaskuihin otettiin
kuopasta 400 pl yksisolususpensiota, joka lisattiin Coulter Isoton Il Diluent —
elektrolyyttiluokseen (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA) suhteessa 1:20. Solut
laskettiin Beckman Coulter Z1 Coulter® Particle Counter —solulaskurilla (Beckman
Coulter). Solulaskuriin asetettiin laimennoskerroin, joka korjasi solumaarén vastaamaan
solumé&aréa millilitrassa. Solut laskettiin kahteen kertaan laskentavirheiden vélttamiseksi.
Tulosten analysointivaiheessa solulaskujen tulokset korjattiin vastaamaan kuopalla olevaa

todellista solumaaraa kertomalla laskurin antama tulos 0.8:lla.
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4 TULOKSET

Aiempien tutkimusten perusteella (Ketolainen ym., 2010; Rodriguez-Martinez ym., 2011)
on havaittu, ettd BMP4:n lisd&dminen soluille vdhentdd solukasvua useissa
rintasyopéalinjoissa. On huomattu, ettd varsinkin solulinjat BT-474 ja T-47D (Ketolainen
ym., 2010; Ampuja ym. 2013) reagoivat erityisen voimakkaalla kasvunlaskulla BMP4 -
kasittelyyn. Tassd tydssa oli tarkoituksena tutkia tarkemmin Ampuja ym. (2017)
tutkimuksissa selville saamien BMP4 kohdegeenien, SKIL ja ID2, mahdollista osallisuutta

BMP4:n aiheuttamaan kasvunalentumaan.

4.1 RNAseq tulosten varmistaminen qRT-PCR:II&4

Ampujan ym. (2017) tutkimukset osoittavat, ettd BMP4:n lisadminen soluille lisdd SKIL ja
ID2 -geenien ilmentymistd. Kyseisessa tutkimuksessa SKIL ja ID2 -geenien lisdantynyt
ekspressiotaso on havaittu RNA sekvensaatio menetelmélld. Téassa tydssa haluttiin
varmistaa, ettd aiemmin saadut RNA sekvensaatiotulokset ovat toistettavissa qRT-PCR-
menetelmalld. Tulosten toistettavuuden varmistamiseksi gRT-PCR toteutettiin kayttamalla
ryhméssa aiemmin kerattyja BT-474 ja T-47D soluja ja niista eristettyja RNA-naytteitad. BT-
474 solut oli kasitelty BMP4:Il4 sekda kuljettimella ja kerétty neljn, kahdentoista ja
kahdenkymmenenneljan tunnin kuluttua kasittelystd. gRT-PCR:n avulla méaéritettiin
vaikuttaako BMP4:n lisdys SKIL ja ID2 -geenien ekspressiotasoon soluissa (Taulukko 2).
Tuloksen oikeellisuuden varmistamiseksi testi toistettiin BT-474 soluilla aikapisteistéa
kolme, kuusi ja kaksikymmenténeljé tuntia. Samat méaéritykset toistettiin T-47D solulinjan
soluilla, jotka oli keré&tty aikapisteista kolme, kuusi ja kaksikymmenténeljé tuntia. Kolmen
tunnin  késittelyn tulokset osoittavat BMP4-kasittelyn nostavan SKIL -geenin
ekspressiotason molemmilla solulinjoilla noin kolminkertaiseksi kontrolliin verrattuna.
SKIL -geenin ekspressiotaso on vield 24 tunnin kohdalla v&hintaan puolitoistakertainen. ID2
-geenin ekspressiotaso on BT-474 soluilla 1,8 — 7,6 kertainen BMP4-késitellyissé soluissa
kontrolliin verrattuna. Vastaavat lukemat T-47D solulinjalla olivat 2,1 — 6,4 kertaiset

verrattuna kuljetinkasiteltyihin soluihin.

Taulukko 2 SKIL ja ID2 -geenien ekspressiotasot. SKIL ja ID2 -geenien ilmentymistaso BMP4-késitellyilla
BT-474 ja T-47D soluilla verrattuna kontrollin ilmentymistasoon aikapisteissé 3-24 tuntia.
Solulinja Geeni  Ekspressiotaso kontrolliin verrattuna eri aikapisteissa
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3t 4t 6t 12t 241

BT-474  SKIL 3,2 8,9 3,2 2,8 29/45
ID2 2,3 7,3 1,8 7,6 2,8
T-47D SKIL 2,8 1,6 1,5
ID2 2,1 3,5 6,4

4.2 SKIL

4.2.1 Funktionaaliset maaritykset

Kohdegeenien  vaikutusta BMP4:n  aiheuttamaan  kasvunalentumaan  tutkittiin
funktionaalisten maéritysten avulla. BT-474 ja T-47D soluihin transfektoitiin SKIL-geenin
hiljentdva siRNA, aiemmin hyvéksi todettua 20 nM konsentraatiota kédyttaen ja kontrollina
toimi lusiferaasigeenin hiljentava siRNA. Funktionaaliset maaritykset toteutettiin laskemalla

todelliset solumaarat kuoppaa kohden solulaskurilla.

Ennen soluméérien laskemista varmistettiin jokaisen eksperimentin yhteydessd SKIL -
geenin hiljentymisen onnistuminen qRT-PCR:lla. qRT-PCR madritysta varten soluista
kerattiin RNA 72 tunnin kuluttua transfektiosta. qRT-PCR:IlI& saatujen sykliarvojen
perusteella laskettiin  kyseisen geenin hiljentymisprosentti.  Hiljentymisprosenttia
laskettaessa solussa olevien muiden geenien ekspressiotaso eliminoitiin ajossa mukana
olevan housekeeping -geenin avulla. Jéljelle jaavasta arvosta laskettiin  AACq
ekspressioarvo, joka kerrottiin sadalla hiljentymisprosentin selvittamiseksi. Hiljentymisen
katsottiin onnistuneen, kun jaljella oleva ekspressiotaso oli < 30 %. gRT-PCR —tulosten
(Taulukko 3) mukaan hiljentymisprosentti BMP4 —kaésitellyilla BT-474 soluilla oli 5,3 —
16,2 % ja kuljetinkasitellyilla soluilla 5,2 — 17 %.

Taulukko 3 SKIL- geenin hiljentyminen BT-474 ja T-47D soluilla. SKIL —geenin hiljentyminen BMP4- ja
kuljetinkasitellyilla BT-474 ja T-47D -rintasyopasoluilla sekd ei Kasitellyilld T-47D soluilla siRNA
konsentraatiolla 20 nM. Hiljentymisprosentti on laskettu kaavalla AACq x 100. Hiljentymisprosentti kuvaa
solussa jéljelld olevaa SKIL —geenin ekspressiotasoa 72 tunnin kuluttua transfektiosta.

Solulinja SiRNA Kasittely Hiljentymisprosentti
konsentraatio AACq x 100
BT-474 20nM BMP4 5,3-16,2
kuljetin 52-17
T-47D 20nM BMP4 59

kuljetin 33
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T-47D 20nM Ei késittelyd, 48t 27
Ei késittelyd, 72t 34

Kuopissa oleva soluméara laskettiin solulaskurilla kolmen ja kuuden péaivan kuluttua
transfektiosta ja saatua tulosta verrattiin lusiferaasikontrollilla transfektoitujen kuoppien
soluméariin. Solumaéarat kuopissa kolmen péivan kuluttua transfektiosta eivat olleet
oleellisesti muuttuneet alkutilanteesta, joten tutkimuksissa paadyttiin tarkastelemaan
pelkéstddn kuudennen péaivén solulaskuista saatuja tuloksia (Kaavio 1). BMP4 —kasitellyilla
soluilla solumaara jaa alle 85 000 solua/kuoppa riippumatta siitd onko kyseisista soluista
hiljennetty SKIL- vai lusiferaasigeeni. llman BMP4 kasittelya soluma&ra on 130 000 - 140
000 solua/kuoppa hiljentamisesta riippumatta. BMP4-kasittelyn vaikutus solujen kasvuun
on tilastollisesti merkitseva p = 0,0022. SKIL -geenin vaikutus solukasvuun BT-474 soluilla

jai tilastollisesti merkityksettomaksi p = > 0,05 kummallakin kasittelylla.
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Kaavio 1 SKIL —geeni ei vaikuta BT-474 rintasydpasolujen kasvuun. BT-474 rintasydpasolujen todellinen
lukumé&ara kuoppaa kohden kuuden pdivan kuluttua transfektiosta. BMP4 —kasiteltyjen solujen maéra on
merkitsevasti alhaisempi kuin kuljetinkésiteltyjen (vehikkeli) solujen méard p = 0,0022 (**). SKIL — geenin
hiljentdminen ei vaikuta tilastollisesti merkitsevasti solumaarédan kummallakaan késittelylla p = > 0.05 (ns,
engl. Non-significant). Méaaritykset tehtiin Beckman Coulter Z1 Coulter® Particle Counter —solulaskurilla

(Beckman Coulter).

BT-474 solulinjalla saatujen tulosten perusteella samat késittelyt toteutettiin T-47D soluilla.
Ensimmaiset geenin hiljentymistd osoittavat hiljentdmisprosentit olivat BMP4 —késitellyill&
soluilla 59 % ja kuljetinkésitellyilla 33 % (Taulukko 3). Tulokset jaivat ennalta méaaritetyn
onnistumisprosentin (< 30 %) ylapuolelle. Tulosten perusteella p&éadyttiin testaamaan SKIL
siIRNAnN toimivuutta T-47D soluilla eri konsentraatioin kolmessa eri aikapisteessa (Kaavio
2). Transfektion onnistumisen kontrolloimiseksi mukaan otettiin jo toimivaksi havaittu ID2

—geenin hiljentdva siRNA.
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Kaavio 2 SKIL ja ID2 geenien ekspressiotasot hiljentamisen jalkeen. SKIL —geenin ekspressiotaso T-47D
rintasyopésoluilla, siRNA konsentraatioilla 20nM ja 40 nM, mééritettynd kolmessa eri aikapisteessé.
Hiljentdmisen onnistumisen varmistamiseksi maarityksessa on kaytetty mukana lusiferaasikontrollia (LUC),
jonka ekspressiotasoksi on asetettu100% seka aiemmin onnistuneen tuloksen antanutta ID2 — geenié.

SIRNAnN toimivuutta testattaessa saadut SKIL —geenin hiljentymisprosentit olivat 15 — 45 %
valilla, painottuen > 23 % lukemiin, kun 1D2 —geenin hiljentymisprosentit olivat 17 — 24 %.
Tulosten epatasaisuuden ja korkeiden jaljella olevien ekspressiotasojen perusteella
paadyttiin jattdmaan SKIL —geenin tutkiminen T-47D —soluilla td4han.

4.31D2

4.3.1 siRNA toimivuuden testaaminen

ID2 geenin hiljentavasta siRNAsta ei ollut ryhméssa aiempia tuloksia, joten ennen siRNAn
kayttoa tuli selvittdd siRNAn toimivuus, oikea konsentraatio sekd seerumin vaikutus
siRNA:n toimivuuteen molemmilla solulinjoilla. Toimivuus testattiin konsentraatioilla 10
nM (ilman 10 % FBS ja sen kanssa) ja 30 nM, T-47D ja BT-474 soluilla, aikapisteissa 24,
48 ja 72 tuntia. (Kaavio 3).
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Kaavio 3 siRNA-konsentraatiot 10 nM ja 30 nM
hiljentavat 1D2:n ilmentymisen T-47D ja BT-474 soluilla. ID2 —geenin hiljentdminen testattiin 10 nM ja 30
nM siRNA konsentraatioilla kolmessa eri aikapisteessa T-47D ja BT-474 rintasydpasoluilla. Kontrollina

BT-474
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kaytettiin lusiferaasigeenin (LUC) hiljentdavad siRNAa konsentraatiolla 30nM. Lusiferaasikontrollin
ekspressiotaso asetettiin 100 %:iin.

Hiljentymisprosentti laskettiin kuten edelld SKIL -geenin kohdalla. T-47D soluissa
hiljentamisen jalkeen jéljell& oleva ID2 -geenin ekspressiotaso oli 3,3 — 18,6 % verrattuna
lusiferaasikontrolliin (Kaavio 3). BT-474 soluissa vastaava ekspressiotaso 1D-geenilld oli 9
— 39 % (Kaavio 3). T-47D soluilla ID2 — geenin hiljentyminen on nahtavissa jo 24 tunnin
kohdalla, kun taas BT-474 soluilla riittdvd hiljentyminen saavutetaan vasta 48 tunnin
kohdalla. Molemmilla solulinjoilla vaste séilyy aina 72 tuntiin asti. ID2-geeni hiljentyi
hieman paremmin soluissa, joiden kasvatusliuokseen oli lisatty 10 % FBS. Saatujen tulosten
perusteella aloitettiin varsinaiset méaritykset siRNA -konsentraatiolla 10nM ja lisdamaélla

siRNA soluille, joilla oli FBS:a siséltavaa kasvatusliuosta.

4.3.2 Funktionaaliset mééaritykset

Funktionaaliset méaaritykset toteutettiin, kuten SKIL -geenilld, kayttden 10 nM siRNA
konsentraatiota ja FBS:&a sisaltdvdad kasvatusliuosta. [D2-geenin hiljentymisen
onnistuminen varmistettiin gRT-PCR-menetelmalla (Taulukko 4). BT-474 soluilla 1D2 -
geenin jaljella oleva ilmentymistaso oli BMP4 Kkasitellyilla soluilla 3 — 6 % ja
kuljetink&sitellyilla 31 — 55 %. BMP4 Kasitellyilla T-47D soluilla jaljelld oleva
ilmentymistaso oli 26 — 30 % ja kuljetinkasitellyilla 53 — 73 %. Koe toistettiin molemmilla

solulinjoilla kaksi kertaa kuudella rinnakkaisella naytteella.

Taulukko 4 1D2- geenin hiljentyminen BT-474 ja T-47D soluilla. ID2 —geeni hiljennettiin 10 nM siRNA:lla
BMP4- ja kuljetinkasitellyissa BT-474 ja T-47D —rintasyOpéasoluissa. Hiljentymisprosentti méaaritettiin gRT-
PCR:l14 saaduista sykliarvoista. Hiljentymisprosentti kuvaa solussa jéljelld olevaa ID2 —geenin ekspressiotasoa
kolmesta eri eksperimentistd laskettuna 72 tunnin kuluttua transfektiosta.

Solulinja Kasittely Hiljentymisprosentti
BT-474 BMP4 3-6

kuljetin 31-55
T-47D BMP4 26 —30

kuljetin 53-73

Kolme péivaéd transfektiosta kuoppien soluméaarét eivat olleet oleellisesti muuttuneet
alkutilanteesta. Naiden havaintojen perusteella pé&adyttiin tarkastelemaan pelkastaan

kuudennen pdivan kohdalla tehtyja solulaskuja (Kaavio 4). Kuuden péivan kuluttua



36

transfektiosta BMP4 —kasiteltyjen BT-474 solujen solumdara oli noin 110 000 — 120 000
solua/kuoppa seka 1D2 — tai lusiferaasihiljennetyilld soluilla. Kuljetinkéasitellyilla BT-474
soluilla vastaavat lukemat olivat noin 1,5 -kertaiset (172 000 — 211 000 solua/kuoppa). BT-
474 soluilla BMP4:n aikaansaama solukasvun alentuminen oli tilastollisesti merkitseva p =
0,0022. T-47D soluilla BMP4-késiteltyjen ID2- tai lusiferaasihiljennettyjen solujen
lukuma@éara oli noin 18 000 solua/kuoppa. Vehikkelikasiteltyjen solujen vastaavat lukemat
olivat jopa nelinkertaiset (noin 58 000 — 72 000 solua/kuoppa). T-47D soluilla BMP4:n
vaikutus oli tilastollisesti merkitsevd p = 0,0022. 1ID2 — geenin vaikutus solukasvuun
molemmilla solulinjoilla seka kasittelyilla jai tilastollisesti merkityksettomaksi p = > 0,05.
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Kaavio 4 ID2 —geeni ei vaikuta solukasvuun BT-474 ja T-47D rintasyopasoluilla. BT-474 ja T-47D
rintasyopéasolujen todellinen lukumaéra kuoppaa kohden laskettiin kuuden pdivan kuluttua transfektiosta.
Kaaviossa on nahtévissa yhden eksperimentin tulos. Ty¢ toistettiin samansuuntaisin tuloksin. BMP4 —
késiteltyjen solujen maara/kuoppa (tumma pylvas) oli merkitsevasti alhaisempi kuin kuljetinké&siteltyjen
(vehikkeli) solujen maara/kuoppa (vaalea pylvas) p = 0,0022 (**). ID2 geenin vaikutus solukasvuun jaa
tilastollisesti merkityksettomaksi p = > 0,05 (ns, engl. Non-significant). Maaritykset tehtiin Beckman Coulter
Z1 Coulter® Prticle Counter —solulaskurilla (Beckman Coulter).

5 TULOSTEN TARKASTELU

Aiemmin tehdyssd tutkimuksessa (Ampuja ym., 2017) on havaittu BMP4 — Kasittelyn
nostavan ID2 ja SKIL -geenien ekspressiotasoa rintasyopésoluissa. Tassé ty0ssé saatujen
tulosten mukaan ID2 ja SKIL -geenien ekspressiotaso oli 2,1 - 3,2 kertainen kontrolliin
verrattuna jo kolmen tunnin BMP4-kasittelyn jélkeen. Vield 24 tunnin jalkeen
ekspressiotason havaittiin olevan ID2 -geenill4 2,8 — 6,4 kertainen ja SKIL - geenillda 1,5 —
4,5 kertainen kontrolliin verrattuna. Saadut tulokset ovat siis samansuuntaiset aiemmin

saatujen tutkimustulosten kanssa.

Tutkimusasetelmassa maéaritettiin etukéteen, ettd transfektion katsottiin onnistuneen jos

tutkittavan geenin hiljentymisprosentti oli alle 30 %. Hiljentymisprosentilla tarkoitetaan
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solussa jaljelld olevaa tutkittavan geenin ekspressiotasoa verrattuna normaalitilanteeseen.
Padinvastoin ajateltuna onnistuneeksi transfektioksi katsottiin tilanteet, joissa yli 70 %
geeniekspressiosta saatiin hiljennettyd. 1D2 -geenin hiljentdmiseen kédytetyn siRNAnN
toimivuus testattiin ennen varsinaisia maéarityksid. SIRNAn havaittiin toimivan T-47D
soluilla erinomaisesti, hiljentymisprosentin ollessa alle 19 % aikapisteesta riippumatta. BT-
474 solujen kohdalla 1D2:n hiljentymisprosentti ei ollut niin alhainen kuin T-47D soluilla.
Aikapisteiden valeilld oli nédhtavissa selke&a eroa, parhaimmat hiljentymisprosentit saatiin
48 tunnin kuluttua transfektiosta. 1D2:n hiljentyminen oli kuitenkin selkeésti havaittavissa
vield 72 tunnin kuluttua transfektiosta ja tata aikapistettd paadyttiin kdyttdméaan myos

varsinaisissa t0issa.

Saadut tulokset osoittavat, ettd SKIL ja ID2 -geenit hiljentyvat erinomaisesti BMP4
kasitellyissa BT-474 soluissa. Kuljetinké&sitellyissd BT-474 soluissa SKIL — geenin
hiljentyminen on onnistunut, mutta ID2 — geenin osalla hiljentymisprosentti ja4 toivotun 30
%:n ylépuolelle. Tuloksista voidaan pééatella transfektion onnistuneen erinomaisesti SKIL
— geenin kohdalla BT-474 rintasydpasoluilla riippumatta késittelysta. 1D2- geenin kohdalta
voidaan todeta, ettd transfektio on onnistunut BMP4-kasitellyissa soluissa, mutta
kuljetinkasitellyissa soluissa transfektio ei ole jostain syystd onnistunut. T-47D soluilla
SKIL -geenin ekspressiotaso hiljentyi alle puolet ensimmaisissa testeissa BMP4-késitellyilla
soluilla ja kuljetinkasitellyilla soluilla noin kaksi kolmasosaa. Saatujen tulosten pohjalta
paadyttiin vield testaamaan SKIL siRNAn toimivuutta tarkemmin T-47D solulinjassa.
Naiden testien tulokset olivat samaa luokkaa ensimmdisten tulosten kanssa.
Hiljentymisprosentin jaadessa lahelle 30 %:n rajaa tai jopa korkeammaksi sekd tulosten
epatasaisuuden perusteella voidaan paatelld, ettei SKIL-geeni hiljene T-47D soluissa ja
tdman tuloksen perusteella paatettiin, ettd SKIL -geenin tutkiminen T-47D solulinjalla
jatettiin tdmén tyon ulkopuolelle. T-47D solulinjalla ID2 — geenin hiljentyminen oli
huomattavasti tehottomampaa, kuin BT-474 soluilla riippumatta siita oliko soluja késitelty
BMP4:11a vai ei. ID2 -geenin hiljentymisprosentti oli BMP4 -késitellyilla T-47D -soluilla <
30 %, joten hiljentymisen voidaan sanoa onnistuneen. Kuljetinkasitellyilld T-47D soluilla

ID2 -geenin hiljentdminen ei onnistunut, kuten ei BT-474 soluillakaan.
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Varsinaiset funktionaalisten maaritysten tulokset saatiin laskemalla solujen todellinen maara
kuopissa kuudennen péivan kohdalla transfektoinnista. Tuloksista on selke&sti nahtavissa
BMP4 -kasittelyn vaikutus solukasvuun molemilla rintasydpasolulinjoilla. 1Imié on sama
mikda on toistunut monissa aiemmissa tutkimuksissa, kuten Ketolaisen ym. (2010)
tutkimuksessa, T-47D rintasyOpasoluilla, Ampujan ym. (2013) tutkimuksessa, BT-474
rintasyOpésoluilla sek& Guon ym. (2012a) tutkimuksessa MDA-MB-231 soluilla. BMP4:n
efekti ei ollut selkedsti nahtavissa vield kolmen paivéan kuluttua transfektiosta ja késittelyn
aloittamisesta, mutta kuuden pdivan kohdalla ero oli selked. Tama on linjassa Ketolaisen ym.
(2010) tutkimuksen kanssa, jossa havaittiin myos, ettd BMP4:n aikaansaama efekti
solukasvussa oli n&htavissd viimeistddn kuuden pdaivan kuluttua transfektiosta.
Funktionaalisista maarityksista voitiin havaita, ettd molemmilla rintasydpalinjoilla solujen
maard kuopalla kolmen paivan kuluttua transfektiosta oli alhaisempi sekd BMP4- etté
kuljetinkasitellyissa soluissa, kuin kuopille laitettu solumaéra tutkimuksen ensimmaisend
paivand. Tastd voidaan paatelld, ettd solut kérsivét transfektiosta ja niiden toipuminen
kyseisesta kasittelystd kestad yli kolme pdivaa. Tastd havainnosta johtuen tulosten
tarkastelussa on keskitytty tuloksiin, jotka on saatu kuuden pdivan kuluttua transfektiosta.
Tuloksista voidaan nahda, ettd kuuden péivéan kuluttua transfektiosta solujen jakautuminen
oli ollut voimakkainta niill4 soluilla, joihin oli transfektoitu kuljetin sekd LUC-kontrolli.
Solut, joihin oli kuljettimen lisaksi transfektoitu SKIL tai ID2 siRNA olivat jakautuneet
hieman heikommin kuin kontrollisolut, mutta kuitenkin selvasti voimakkaammin kuin
BMP4 -késitellyt solut. SKIL geenin kohdalla BMP4 -késitellyt solut ovat jakautuneet
hieman heikommin silloin, kun solut on transfektoitu SKIL siRNAlla verrattuna kontrollina
kaytettyyn SiLUCIiin. ID2 siRNAlla transfektoiduilla BMP4 kasitellyilla soluilla saatiin
painvastaiset tulokset SKIL tuloksiin nahden, solujen jakautuminen oli hieman
voimakkaampaa soluilla joihin oli transfektoitu silD2 kuin siLUC. Soluméérien vélinen ero
oli kuitenkin niin pieni, ettei sitd voida pitdd merkitsevand, silla rinnakkaisissa kuopissa
olevien solumadrien hajonnat menevat paallekkdin verrattessa silD2 ja siLUC tuloksia

toisiinsa.

Tuloksista nahdaan, ettd BMP4- késittely on vaikuttanut tilastollisesti merkitsevasti
solukasvuun riippumatta siitd, onko kyseisista soluista hiljennetty tutkittava geeni vai

kontrollina ké&ytetty luciferaasigeeni. SKIL- tai ID2 -geenin hiljentdmisen ei n&hda
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vaikuttaneen solukasvuun vaan solukasvun alenemisen voidaan paatelld aiempiin
tutkimuksiin perustuen (Alarmo ym., 2007; Ketolainen ym., 2009; Guo ym. 2012a) johtuvan
BMP4:n vaikutuksesta. BMP4:n solukasvua hillitseva vaikutus tekee siitd mielenkiintoisen
kohteen sydpahoitojen kehittdmista ajatellen. Samalla pitdd kuitenkin huomioda BMP4:n
vaikutukset lisatd solujen liikkumista, lisdantymistd sekd EMT-siirtymistd. Tasta
kaksitahoisesta toiminnastaan johtuen sen soveltuvuus varteenotettavaksi vaihtoehdoksi
syopdhoidoissa on ristiriitainen. Nykytietdimyksen lisdksi tarvitaan lisda tietoa
molekyylitason tapahtumista solujen kasvunalentamisen ja liikkumisen lisdédmisen taustalla,
jotta voidaan kehittdd kohdennettuja hoitoja jokaiselle fenotyypille. Kallioniemi on
yleiskatsauksessaan (2012) todennut, ettd yksi mahdollisuus tdméan saavuttamiseksi voisi

olla BMP4 kohdegeenien identifioiminen syopéakudoksilla.

Taman tyon tarkoituksena oli selvittdd onko BMP4:n kahdella kohdegeenillad SKIL tai 1D2
osallisuutta BMP4:n aiheuttamaan kasvun alentumaan. Tutkimuksessa saatujen tulosten
perusteella SKIL -geenin hiljentdminen onnistui hyvin kaikissa BT-474 solulinjalla
tehdyissa toissa. Funktionaalisten maaritysten tuloksista voidaan kuitenkin havaita, ettd
niilla soluilla miss& SKIL -geeni oli hiljennetty, solukasvu oli samanlaista kuin soluilla,
joihin oli laitettu lusiferaasi kontrolli. T&std voidaan pé&atelld, ettei SKIL -geenin
hiljentdminen vaikuttanut kumoavasti BMP4:n aiheuttamaan solukasvun laskuun BT-474
soluilla. ID2 -geenin kohdalla voidaan todeta sama efekti kuin SKIL -geenillg,
funktionaalisissa maarityksissa ei ole havaittavissa merkittdvaa eroa soluméaarissa verrattuna
sithen onko ID2 -geeni hiljennetty vai ei. ID2 -geenin hiljentdmisprosentit osoittavat, etta
kyseisen geenin hiljentyminen on onnistunut samalla tavalla kummssakin tutkitussa
solulinjassa. Mielenkiintoinen havainto on, ettd BMP4 -késitellyilla soluilla 1D2 -geenin
jaljelldoleva  ekspressiotaso oli  tutkittavasta rintasydpdasolulinjasta  riippumatta
huomattavasti matalampi kuin kuljetinkasitellyilla soluilla. Kuljetinké&siteltyjen solujen
huonompi hiljentymisprosentti verrattuna BMP4 kasiteltyihin soluihin ei ole selitettavissa
tdman tyon perusteella. Tama heréttad kuitenkin kysymyksia. Miksi muilla siRNAlla, kuten
SISKIL ei ole havaittavissa samaa efektid, vaan hiljentymisprosentit ovat yhtenevat
molemmilla kasittelyilla. Sitoutuuko 1D2 geenin hiljentdva siRNA esimerkiksi kuljettimessa
olevan BSA:n kanssa? Edistddkd BMP4 jollain tavalla siRNAn viemistd solun sisélle ja
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sitoutumista oikeaan paikkaan? Mielenkiintoista olisi my0s pohtia miksi SKIL siRNA

tarvitsee toimiakseen seerumittoman transfektio-olosuhteen, mutta ID2 ei?

Tydssa saatujen tulosten perusteella voidaan vetaa johtopédatos, ettei kumpikaan tutkimuksen
alla olleista BMP4:n kohdegeeneistd SKIL tai ID2 ole ainakaan yksin vastuussa BMP4:n
aiheuttamasta kasvun alentumisesta. Ei voida kuitenkaan sulkea pois etteikd jompi kumpi
tai molemmat geenit voisi olla osallisia kasvun alentamiseen yhdessé toisen tai jopa useiden
muiden geenien kanssa. Voikin olla todennédkdista ettei kyseinen efekti ole ollenkaan yhden
geenin aiheuttama vaan usean geenin yhteistyotd. Aihetta olisikin mielenkiintoista tutkia
tulevaisuudessa toisesta nakokulmasta. Olisi mielenkiintoista hiljentd4 solusta yhdelld kertaa
useampi kohdegeeni transfektoimalla samaan soluun samalla kertaa useamman geenin
siRNA:t. Jos tallaisella useampien geenien siRNA kombinaatiolla saisi kumottua BMP4:n
aiheuttaman ilmion, niin sen jalkeen voisi pudottaa yksi kerrallaan geeneja pois tésta
kombinaatiosta ja Kkatsoa saako jonkun geenin poispudottaminen merkittavia
kasvumuutoksia aikaiseksi. Jatkotutkimuksia mietittdesséd on myds hyva pitda mielessa, etta
useat aiheesta tehdyt tutkimukset, niin in vivo kuin in vitro, on toteutettu yhdella tai kahdella
solulinjalla. Kuten tastakin tutkimuksesta voidaan huomata, niin eri solulinjojen vélilla on
eroavaisuuksia, eikd yhdelld solulinjalla tai kudoksella saaduista tutkimustuloksista tule
menné vetdmaan suurempia johtopaatoksia BMP:den vaikutuksista. Osa tuloksista saattaa
aiheutua ihan solulinja- tai kudosspesifisyydesta. Ketolaisen ym. (2009) tutkimus antaa
kuitenkin viitteita siita, ettd BMP4:n vaikutukset ovat samantyyppiset riippumatta siitd onko
tutkimuksen kohteena tietysta syopatyypistd otettu kasvainkudos vai solulinja. Kyseinen
tulos antaa hyvét lahtokohdat sille, ettd solulinjoilla saadut tulokset BMP:den vaikutuksista
ovat hyvin suurella todenndkoéisyydelld samansuuntaiset myds itse kudoksessa, mika

helpottaa tutkimustulosten suhteuttamisessa ihmiselimistoon.
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