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Maitorauhasen toimintaa ja kehitysta ohjaa sita ymparoiva soluvaliaine, jonka tiedetaan
vaikuttavan rauhassolujen kasvuun ja erilaistumiseen. Maitorauhasen soluvaliainetta on
kuitenkin tutkittu suhteellisen vahan, ja paaasiassa hiirella tehdyt tutkimukset on tehty
Iahinna kaksiulotteisesti. Soluvadliaineen komponenttien sijainnin ja itse rauhasen
haaroittumisen  kannalta on kuitenkin  tdrkeda tarkastella kokonaisuutta
kolmiulotteisesti. Lisaksi hiiren ja ihmisen maitorauhaset eroavat merkittavasti
toisistaan sekd rakenteellisesti ettda toiminnallisesti, joten rintasyopatutkimuksen
kannalta on tarke3da tehda tutkimusta ihmisen kudoksella. Tutkimuksessa olikin
tarkoitus selvittdd maitorauhasen haaroittumista ja mittasuhteita seka soluvaliaineen
komponenttien sijaintia ja maaraa kudoksessa ja lopulta vertailla ndita normaalin ja
rintasyopakudoksen valilla. lhmisen maitorauhaskudos kirkastettiin kolmiulotteista light
sheet -mikroskopiaa varten CUBIC-kudoskirkastusmenetelmalld, minka jalkeen kuvia
analysoitiin Imaris-ohjelmalla. Lisaksi kudoksesta tehtyja jaaleikkeita varjattiin
immunohistokemiallisesti konfokaalimikroskopiaa varten. Tulosten perusteella
maitorauhasta voidaan kuvantaa kolmiulotteisesti kehitetylla menetelmalla ja kuvista
voidaan kvantitoida rauhasen haaroittumista. Lisdksi havaittiin, ettd soluvéliaineen
fibronektiinia ilmentyy enemman rauhasrakkuloiden kuin tiehyiden ymparilla.
Kehitettya menetelmaa voidaan siis hyodyntaa tulevissa tutkimuksissa maitorauhasen
haaroittumisen laajempaan tutkimiseen sekd selvittamadan soluvaliaineen osuutta
rauhasen kehityksessa. Lisdaksi tdman tutkielman alustavien tulosten pohjalta voidaan
lahted selvittamaan, vaikuttaako fibronektiinin sijainti tiehyiden suurempaan

rintasyopariskiin rauhasrakkuloihin verrattuna.
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1. Kirjallisuuskatsaus

1.1 Johdanto

Maitorauhanen on nisakkdiden maidontuotannosta vastaava elin, joka kady lapi suuria
rakenteellisia muutoksia erityisesti raskauden ja imetyksen aikana. Soluvaliaineen
sisallon ja jarjestaytymisen tiedetaan vaikuttavan naihin muutoksiin, mutta muutosten
taustalla vaikuttavia mekanismeja on vield tutkittava tarkemmin. Ndiden mekanismien
ymmartaminen on myds tarkeaa pahanlaatuisten kasvaimien syntymisen ja hoitamisen

kannalta.

Ihmisen maitorauhasen kolmiulotteista rakennetta ja soluviliainetta on tutkittu
suhteellisen vahan, mika on johtunut pitkdlti teknisista  rajoitteista.
Maitorauhaskudoksen rasvaisuus ja suuret rakenteet ovat tehneet sen kuvantamisesta
haastavaa. Erilaiset kudoskirkastusmenetelmat, kolmiulotteisen kuvantamisen
kehittyminen sekda mikroskooppikuvien Ilaatuun ja analysointiin vaikuttavat

tietokoneohjelmat ovat kuitenkin mahdollistamassa tutkimusta.

1.2 Maitorauhanen

1.2.1 Rakenne ja toiminta

Maitorauhanen on useista eri solutyypeistd, kuten epiteelisoluista, adiposyyteistd,
fibroblasteista ja immuunisoluista rakentuva avoeritteinen rauhanen. Maitorauhasen
epiteeli koostuu sisemmistd luminaalisista epiteelisoluista ja ulommista basaalisista
myoepiteelisoluista, jotka yhdessd muodostavat rauhasrakkuloita ja tiehyita (kuva 1A).
Rauhasrakkuloiden luminaaliset solut ovat vastuussa maidontuotannosta ja basaaliset
solut sen erityksestd (kuva 1B). Basaalisten solujen supistuessa maito tyontyy

rauhasrakkuloista ulos tiehyisiin ja edelleen ndanneihin. (Inman et al., 2015)
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Muokattu kuvasta: (Pellacani et al., 2019)

Maitorauhasen epiteeli muodostuu osasta ihoa, joka tyontyy ja haaroittuu
rasvakudoksen sisdlle. Tata tapahtumaa sdatelevat systeemiset hormonit seka
ymparoivan kudoksen solut, jotka erittdvat erilaisia kasvutekijoitd. Rasvakudos sisaltda
myo6s immuunisoluja, kuten makrofageja ja eosinofiileja, seka fibroblasteja, jotka ovat
tarkeita maitorauhasessa tapahtuvien muutosten kannalta. Fibroblastit myds erittavat
muun muassa soluvdliaineen komponentteja, kuten kollageeneja, proteoglykaaneja ja
fibronektiinia, jotka vaikuttavat muun muassa ympariston jaykkyyteen. (Inman et al.,

2015)



1.2.2 Kehitys ja erilaistuminen

Alkeellinen maitorauhanen syntyy rasvakudoksen sisélle sikidkehityksen aikana (kuva
2A). Se koostuu vain muutamasta pienesta tiehyesta, jotka jatkavat kehitystaan vasta
murrosidssa (kuva 2B). Kasvuhormonin, estrogeenin ja IGF1:n (insuliinin kaltainen
kasvutekija 1, engl. insulin-like growth factor 1) eritys murrosidssa kaynnistavat
maitorauhasen haaroittumisen ja tiehyet tayttavat rasvakudoksen (kuva 2C). Raskauden
aikana progesteroni ja prolaktiini saavat aikaan alveolien syntymisen (kuva 2D), jotka
imetyksen aikana tuottavat maitoa (kuva 2E). Kun maitoa ei enda tarvita, maitorauhanen
palaa alkuperdiseen rakenteeseensa ennen raskautta niin sanotun involuution kautta
(kuva 1F). (Macias and Hinck, 2012)
(D) Raskaus
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— = l
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Kuva 2. Maitorauhasen kehitys hiirella. (A) alkeellinen maitorauhanen, (B)
toiminnallisten yksikdiden, eli terminaalisten pdatesilmujen (TEB) muodostuminen, (C)
tdysin haaroittunut rauhanen, (D) maitoa tuottavan epiteelin muodostuminen, (E)
maidon tuotanto, (F) palautuminen ennen raskautta olleeseen rakenteeseen. Muokattu

kuvasta: (Lloyd-Lewis et al., 2017)

Suurin osa maitorauhasen tutkimuksesta on tehty hiirelld, mutta hiiren ja ihmisen
rauhaset eroavat merkittavasti toisistaan sekd rakenteeltaan etta kehitykseltdan (kuva
3). Ihmisen maitorauhasen toiminnallista yksikkoa kutsutaan TDLU:ksi (engl. terminal
ductal lobular unit), joka koostuu runsaasti haaroittuneista tiehyistd, jotka paattyvat
rauhasrakkuloihin. Hiiren maitorauhanen taas on lievasti haaroittunut ja toiminnalliset

yksikdt ovat tiehyiden pddssa sijaitsevia kantasolurikkaita rakenteita, terminaalisia
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padtesilmuja (TEB, engl. terminal end bud) (Dontu and Ince, 2015). lhmisen
maitorauhasen soluja ymparo6i erikoistunut strooma, joka koostuu kollageenista,
hyaluronihaposta ja muista matriksin proteiineista (Dontu and Ince, 2015). Strooma
sisaltad myos erikoistuneita fibroblasteja, jotka erittavat rinnan kehitykselle tarkeita
entsyymeja ja sytokiineja (Atherton et al., 1998). Hiiren maitorauhassoluja ymparoi
suoraan rasvakudos eika silla ole tallaista erikoistunutta stroomaa (Cardiff and Wellings,

1999).
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Kuva 3. (A) lhmisen maitorauhanen on runsaasti haaroittunut TDLU-yksikoista
rakentuva erikoistuneet strooman ymparéima rauhanen. (B) Hiiren maitorauhanen on
lievasti haaroittunut TEB-yksikoista rakentuva rasvakudoksen ympardéima rauhanen.

Muokattu kuvasta: (Houthuijzen and Jonkers, 2018)



Hiiren maitorauhanen on erittdin vdhan haaroittunut ennen raskautta, ja sen
kehittyminen on hyvin yhtenaista (Cardiff and Wellings, 1999). Ihmisen maitorauhanen
on jo ennen raskautta erittdin haaroittunut, eikd sen kehittyminen ole synkronoitua
(Gusterson and Stein, 2012). Esimerkiksi imetyksen aikana rauhasessa voi olla suuriakin
rakenteita, jotka eivat tuota maitoa ollenkaan (Dontu and Ince, 2015). Raskauden aikana
hiiren maitorauhanen haaroittuu laajasti, mutta palaa takaisin lievasti haaroittuneeseen
rakenteeseensa imetyksen jalkeen. Ihmisen maitorauhanen taas pysyy runsaasti
haaroittuneessa rakenteessaan, eikd yhta vahvaa involuutiota ndahda kuin hiirella.

(Cardiff and Wellings, 1999)

Ihmisen maitorauhasen kolmiulotteinen rakenne vaihtelee kehitysvaiheen lisdksi myos
esimerkiksi ian ja raskauden vaikutuksesta. Niiden onkin osoitettu aiheuttavan
muutoksia maitorauhasen epiteelisolujen DNA-metylaatiossa, mikd vaikuttaa solujen
fenotyyppiin ja toimintaan (Huh et al., 2015). Lisdksi kuukautiskierron on osoitettu
vaikuttavan maitorauhasepiteelin proliferaatioon (Ferguson and Anderson, 1981) seka
soluvdliaineen maaraan ja sijaintiin (Ferguson et al., 1992). Naiden lisdksi muun muassa

lasten maara ja painoindeksi pitdisikin ottaa huomioon tutkimuksia tehtaessa.

1.2 Rintasyopa

Suurin osa rintasyovistd on karsinoomia, eli ne ovat |adhtdisin tiehyiden tai
rauhasrakkuloiden epiteelisoluista. On myo6s olemassa muualta rinnasta kehittyneita

syopia, kuten tukikudosperdiset sarkoomat ja imusolmukeperdiset lymfoomat.

1.3.1 Rintasydvan luokittelu

Rintasyovat voidaan jakaa kahteen eri tyyppiin sen perusteella, ovatko ne levinneet
ymparoivadan kudokseen (invasiivinen) vai eivat (ei-invasiivinen). DCIS (engl. ductal
carcinoma in situ) eli intraduktaalinen karsinooma on tiehyen epiteelisoluista 1dhtdisin
oleva ei-invasiivinen rintasyopatyyppi. Syopasolut eivat siis ole levinneet, minka takia
DCIS luokitellaankin syovan esiasteeksi, mutta hoitamattomana sydpasolut voivat ajan
myo6ta kehittya ja muodostaa invasiivisen syovan. Rauhasrakkuloista peraisin olevaa ei-

invasiivista karsinoomaa, LCIS (engl. lobular carcinoma in situ) ei yleisesti luokitella
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rintasyopatyypiksi, vaan se kertoo potilaan suuremmasta riskistd saada rintasyopa
tulevaisuudessa. Siksi sita kutsutaankin usein neoplasiaksi, eli epanormaalien solujen

kertymaksi, eika karsinoomaksi. (Akram et al., 2017)

Invasiivinen tiehytperainen karsinooma, IDC (engl. invasive ductal carcinoma) on yleisin
rintasyopatyyppi. Syopasolut ovat kehittyneet tiehyiden epiteelisoluista, josta ne ovat
levinneet tiehyiden sisdltd ymparoivaan kudokseen. ILC (engl. invasive lobular
carcinoma) taas on rauhasrakkuloiden epiteelisoluista levinnyt rintasyopatyyppi. IDC:n
ennusteen ja hoidon maérittamiseen kdytetaan laajasti ER (engl. estrogen receptor), PR
(engl. progesterone receptor) ja HER-2 (engl. human epidermal growth factor receptor
2) immunohistokemiallisia leimauksia. ER-positiivisen rintasyovan solut sisaltavat
estrogeenireseptoreja, PR-positiivisen progesteronireseptoreja ja HER-2-positiivisen
normaalia enemman syopasolujen kasvua edistavda HER-2-proteiinia, joten naissa
tapauksissa sy6paa voidaan hoitaa estamalla estrogeeni-/progesteronihormonin/HER-

2-proteiinin vuorovaikutusta reseptorinsa kanssa. (Akram et al., 2017)

1.3.2 Rintasydvan kehittyminen

Rintasydvan kehittymiseen vaikuttavat monet eri tekijat kuten perima, hormonaaliset
tekijat, elintavat ja ymparisto, joiden vuoksi maitorauhasen soluihin kertyy ajan myota
mutaatioita. Jos nama mutaatiot vaikuttavat esimerkiksi apoptoosiin tai
solunjakautumiseen, voi solu alkaa jakautua hallitsemattomasti muodostaen tiehyen tai
rauhasrakkulan sisdan ei-invasiivisen kasvaimen, joka tayttdaa luumenin (kuva 4). Syopa
muuttuu invasiiviseksi, jos syopasolut kykenevat levidmdan tiehyestd tai
rauhasrakkulasta ympéardivdadn kudokseen. Invasiivinen rintasyopa voi levitd
rintakudoksesta edelleen imusolmukkeisiin, joiden kautta voi muodostua etdapesakkeita

muualle elimistoon. (Akram et al., 2017)
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Kuva 4. Rintasyovan kehittyminen alkaa hallitsemattomasta solunjakautumisesta, joka
synnyttad luumeniin ei-invasiivisen kasvaimen. Syopasolujen levitessa ymparodivaan
kudokseen puhutaan invasiivisesta syovasta. Muokattu kuvasta: (Tharmapalan et al.,

2019)

1.4 Soluvaliaine

Soluvaliaineen tarkea tehtava on tukea sitd ymparoivaa kudosta. Erilaiset soluvaliaineen
komponentit, kuten proteiinit, proteoglykaanit ja glykoproteiinit toimivat
tarttumapintana solun pintareseptoreille, jotka edelleen valittavat viesteja solun sisaan
tai sieltd ulos. Nama tarttumakohdat eli adheesiot vaikuttavat muun muassa solujen
selviytymiseen, erilaistumiseen ja migraatioon. Soluvéliaineen signalointi on tarkasti
saddelty normaalin maitorauhasen kehityksen aikana, koska silla on tarkea rooli
yksilonkehityksen, murrosian, raskauden ja involuution aikana tapahtuvien muutosten
kannalta. Virheet soluvdliaineen toiminnassa voivatkin edesauttaa pahanlaatuisten

kasvaimien syntymistd. (Zhu et al., 2014)
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1.4.1 Soluvaliaineen rakenne ja tehtavat

Soluvaliaine on erilaisten solunsisdisten rakenteiden valityksella yhteydessa tumaan
asti. Solun pinnalla on reseptoreja, jotka voivat tarttua soluvaliaineeseen. Erilaiset
reseptorit tarttuvat eri soluvaliaineen komponentteihin, esimerkiksi solun yleisimmista
pintareseptoreista integriineista alB1 sitoutuu kollageeniin, mutta a3B1 laminiiniin.
Integriinit ovat erilaisten adaptori- ja signalointiproteiinien valityksella yhteydessa myds
solun aktiinitukirankaan, joka on edelleen erilaisten proteiinien valityksella yhteydessa
tumakalvoon (engl. nuclear lamina). Nain soluvdliaineeseen tarttumisesta ja siihen
kohdistuvien vetovoimien kautta valittyvd mekaaninen voima siirtyy tumaan asti
aiheuttaen  muutoksia muun  muassa  tumakalvon Il3dpdisevyydessa  tai
kromatiinirakenteessa, mika edelleen vaikuttaa geenien transkriptioon ja lopulta

muuttaa solun kayttaytymista. (Isomursu et al., 2019)

Soluviéliaineella on tarkea rooli sekd yksilonkehityksen ettd kudoksen arkkitehtuurin
yllapitamisen kannalta. Se ei pelkastaan anna tukea kudokselle vaan my6s ohjaa solujen
kasvua, erilaistumista ja migraatiota seka tarjoaa niille tarttumapinnan, mikd on
useimpien solujen selviytymisen kannalta valttamatonta. Soluvaliaine sisaltda lukuisia
rakenteeltaan erilaisia komponentteja, jotka aktivoivat reseptorien valittamia, solun
kasvua, jakautumista, liikkumista ja selviytymista sdatelevia signaalipolkuja. Lisdksi
niiden eri tavoin valittamat mekaaniset voimat maarittdvat solun vasteen

kasvutekijoihin ja sytokiineihin ja ndin ohjaavat solun kohtaloa. (Kass et al., 2007)

Soluvidliaineet voidaan jaotella kahteen ryhmaan, jotka eroavat toisistaan rakenteeltaan
ja komponenteiltaan; solujen valissé oleviin (engl. interstitial matrix) ja solua
ymparoiviin soluvaliaineisiin (engl. pericellular matrix). Jalkimmaiseen ryhmaan kuuluu
muun muassa epiteeli- ja tukikudoksen valissa sijaitseva tyvikalvo (engl. basement
membrane), joka on signaloinnin ja rakenteen kannalta tdrkeda tukea antava
soluvaliainetyyppi. Yleisia komponentteja, joista tyvikalvo koostuu, ovat muun muassa

kollageeni ja laminiini. (Theocharis et al., 2016)



1.4.2 Soluvaliaineen komponentit

Soluvaliaineen rakenteeseen ja ominaisuuksiin vaikuttaa se, millaisista komponenteista
se koostuu. Solut vuorovaikuttavat pintareseptoriensa avulla niita ympardivan
soluvaliaineen komponenttien kanssa, ja nama vuorovaikutukset ohjaavat solun
kayttaytymista ja toimintaa. Taten soluvadliaineen koostumus ja rakenne ovat suoraan

yhteydessa soluun ja siinad tapahtuviin muutoksiin. (Theocharis et al., 2016)

Proteoglykaanit ovat tarkeita kudosten rakennetta ja toimintaa tukevia komponentteja,
joita loytyy solujen sisdltd ja pinnalta sekd soluvidliaineesta. Ne muodostuvat
ydinproteiinista ja siihen kovalenttisesti sitoutuneista glykosaminoglykaaniketjuista
(GAG), jotka koostuvat erilaisista disakkarideista. Erilaiset GAG-ketjut tekevat
proteoglykaaneista  erittdin  heterogeenisen ryhmadn, mikd  mahdollistaa
vuorovaikutuksen lukuisten kasvutekijoiden, sytokiinien, kemokiinien, solun
pintareseptorien ja muiden soluvaliaineen komponenttien kanssa. Proteoglykaanit
osallistuvatkin - muun muassa solujen signalointiin, jakautumiseen, migraatioon,
erilaistumiseen, apoptoosiin, adheesioihin ja soluvdliaineen jarjestaytymiseen.

(Theocharis et al., 2010)

Hyaluronihappo on lineaarinen N-asetyyli-D-glukosamiini- ja D-
glukuronihappoyksikoista rakentuva GAG, joka syntetisoidaan solukalvolla, toisin kuin
muut Golgin laitteessa syntetisoitavat GAG:t. Sitd esiintyy soluvdliaineessa seka
vapaana, ettd kiinnittyneena proteoglykaaneihin. Hyaluronihappo pystyy sitomaan
itseensa  suuria maaria vettd, minka takia sitd esiintyykin erityisesti
uudelleenjarjestaytyvissa kudoksissa esimerkiksi yksilonkehityksen aikana. (Theocharis

etal., 2016)

Kollageenit ovat padosin fibroblastien syntetisoimia ja erittdamida soluvaliaineen
komponentteja, jotka koostuvat erilaisista polypeptidiketjuista. Erilaisia
kollageenityyppejd on yhteensd 28, jotka voidaan jakaa rakenteensa ja
ominaisuuksiensa perusteella seitsemaan ryhmaan. Naista yleisimpia osat sdiemaiset
(engl. fibrillar) seka verkostoja muodostavat (engl. network-forming) kollageenit.
Saiemaiset kollageenit (tyypit I, II, lll, V, XI, XXIV ja XXVII) tuovat kudoksiin vetolujuutta,
ja vaikuttavat muun muassa solumigraatioon, ja -adheesioon, angiogeneesiin seka

kudosten kehitykseen ja korjaukseen. Verkostoja muodostavat kollageenit (tyypit IV, VIII
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ja X) ovat joustavia ja pystyvat vuorovaikuttamaan toistensa ja muiden soluvaliaineen

komponenttien kanssa muodostaen laajoja verkostoja. (Kadler et al., 2007)

Laminiinit ovat glykoproteiineja, eli proteiineja, joihin on liittynyt hiilihydraattiryhm(i)a,
ja ne muodostavat tarkedn osan tyvikalvoa. Ne koostuvat kolmesta ketjusta, joiden
perusteella ne nimetaan, esimerkiksi laminiini-111 rakentuu al, Bl ja y1 ketjuista.
Laminiinit vuorovaikuttavat toistensa ja muiden soluvaliaineen komponenttien kanssa
vaikuttaen soluvaliaineen jarjestaytymiseen ja soluadheesioon. Niillda on my6s vaikutus
solujen erilaistumiseen ja migraatioon. Ne ovat myos valttamattomia kudosten
kunnossapidon ja selviytymisen kannalta auttamalla vaurioituneen epiteelin
korjauksessa. Laminiineilla on my0Os tarked rooli varhaisessa yksilonkehityksessa ja

organogeneesissa. (Durbeej, 2010)

Fibronektiini on padosin fibroblastien tuottama glykoproteiini, joka saa toiminnallisen
sdiemadisen muotonsa, kun se eritetddan solun ulkopuolelle. Fibronektiini voi
vuorovaikuttaa muun muassa integriinien ja kollageenien kanssa, ja silla onkin tarkea
rooli muun muassa solujen adheesiossa, kasvussa, migraatiossa ja erilaistumisessa.

Fibronektiini on myos valttamaton yksilonkehityksen kannalta. (Theocharis et al., 2016)

1.4.3 Merkitys maitorauhasessa

Soluviéliaineen sisaltd ja jarjestdaytyminen vaikuttaa maitorauhasen solujen kasvuun,
migraatioon ja erilaistumiseen, joten soluvdliaineen signaloinnin sadtely on erityisen
tarkeda normaalin maitorauhasen kehityksen ja toiminnan kannalta (Zhu et al., 2014).
Soluvéliaineessa tapahtuvat muutokset vaikuttavat muun muassa maitorauhasen
epiteelisolujen hormonivasteeseen, mika edelleen ohjaa tiehyiden haaroittumista
murrosidssa, rauhasrakkuloiden muodostumista raskauden aikana ja involuutiota eli

rauhasen palautumista ennen raskautta olleeseen muotoonsa (Kass et al., 2007).

Tiehyiden haaroittumisen kannalta erittdin tarkeda soluvaliaineen komponentti
maitorauhasessa on tyypin | kollageeni, jonka orientaatio saattaa ohjata epiteelisolujen
migraatiota ja invaasiota tdssa prosessissa (Brownfield et al., 2013). Myos fibronektiinin
maara soluvaliaineessa kasvaa tdman murrosidssa tapahtuvan tiehyiden haaroittumisen

aikana (Woodward et al.,, 2001). Tyvikalvon komponenteista tyypin IV kollageeni,



laminiini ja hyaluronihappo ovat myos tarkeita. Muodostuvan tiehyen karjessa sijaitseva
tyvikalvo on ohuempi ja epayhtendinen ja sen on havaittu sisaltdvan erityisen paljon
hyaluronihappoa, toisin kuin tiehyttda ymparoivan tyvikalvon, joka koostuu padosin
tyypin IV kollageenista, laminiinista ja proteoglykaaneista (Fata, Werb and Bissell, 2004).
Lisaksi tyvikalvo ja erityisesti sen sisaltama laminiini-111 on valttamaton kehittyneen
maitorauhasen epiteelisolujen polaarisuutta yllapitava komponentti, mika on havaittu

ihmisen kudoksella tehdyista tutkimuksista (Gudjonsson et al., 2002).

Maitorauhasen rakenteessa tapahtuu dramaattisia muutoksia raskauden, imetyksen ja
involuution aikana. Ndiden muutosten kannalta tarkeita komponentteja ovat integriinit,
jotka ovat solujenvilisia tai solujen ja soluvaliaineen valisia adheesioita valittavia
transmembraaneja reseptoreita (Hynes, 2002). Integriinit ovat dimeereja, joiden a- ja B-
alayksikét maarittavat, mihin ligandiin ne voivat solunulkoisilla osillaan kiinnittya
aiheuttaen solun sisdlla erilaisten signaalireittien aktivoitumisen. Integriinit a531
(fibronektiinireseptori), a2B1 (kollageeni- ja laminiinireseptori) ja avp3
(vitronektiinireseptori) ovat raskauden aikana tarkeitd tekijéita maitorauhasen
rauhasrakkuloiden muodostumisen kannalta (Woodward et al., 2001). Muodostuneiden
rauhasrakkuloiden tyvikalvossa oleva laminiinit ja siihen sitoutuvat integriinit (a3p1,
a6B4, a6B1l) taas ovat myods imetykselle valttamattomia komponentteja, silla ne
vastaavat maitoa tuottavien epiteelisolujen erilaistumisesta ja niissa tapahtuvasta
maitoproteiinin ilmentymisesta (Keely, Wu and Santoro, 1995; Xu et al., 2009). Myds
fibronektiinin maara maitorauhasen soluvaliaineessa on korkea raskauden ja imetyksen
aikana (Woodward et al., 2001). Involuutio taas johtaa sdikeisen kollageenin maaran

kasvuun, seka laminiinin ja tyypin IV kollageenin hajotukseen (Schedin et al., 2007).

Soluvéliaine on keskeisessd osassa normaalia maitorauhasen kehitystd ja toimintaa,
joten siind tapahtuvat hairioét voivatkin edistdda pahanlaatuisten kasvainten syntya.
Tyypillisesti nama hairiot johtavat tyvikalvon hajoamiseen ja soluvéliaineen
jaykistymiseen, mikd edelleen lisda solujen kasvua, hairitsee kudosrakennetta seka

edistda solujen invaasiota ja selviytymista (Kass et al., 2007).
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1.4.4 Merkitys rintasyovassa

Soluvaliaineen signaloinnissa tapahtuvat hairiot voivat johtua muun muassa
muutoksista soluvaliaineen komponenteissa, niiden suhteissa ja rakenteessa tai niihin
sitoutuvien reseptorien ilmentymisessda. Nama muutokset voivat johtaa siihen, etta
soluvéliaineen saately ei toimi normaalisti, mika voi lisdta sen maaraa soluvéliaineessa.
Esimerkiksi kollageenin, fibronektiinin ja hyaluronihapon lisddntyneen maaran on
todettu edistavan pahanlaatuisten kasvainten kehittymista maitorauhasessa
(Oskarsson, 2013). Mainitut komponentit ovat yleisia my0Os involuutiossa, mika voikin
osin selittaa raskauden ja hetkellisesti kasvaneen rintasydpariskin valisen yhteyden
(Schedin, 2006). On my0s havaittu, etta lisdantynyt soluvaliaineen geeniekspressio voi

huonontaa ennustetta rintasyopapotilailla (Jinga et al., 2006).

Rintasyopdkasvaimen yleinen tuntomerkki on jaykempi kudosrakenne verrattuna
ymparoivaan terveeseen kudokseen (Huang and Ingber, 2005). Tarked kudoksen
jaykkyytta lisaava tekija on kollageeni ja sen muodostamat yhteydet toisiin
soluvdliaineen  komponentteihin  (Paszek and Weaver, 2004). Jaykempi
maitorauhaskudos vaikuttaa muun muassa epiteelisolujen muotoon ja jakautumiseen
(Emerman et al., 1977), mika edelleen edistaa kasvainten kehittymista (Paszek et al.,
2005). Lisaantynyt kollageeni myos heikentda tyvikalvoa, joka estda syopdsolujen
invaasiota eli leviamista ymparoivaan kudokseen (Provenzano et al.,, 2008). Jos
syOpasolu paasee tyvikalvon |api, se kayttda kollageenisdikeitd tarttumapintana
liikkuessaan kohti verisuonia, joiden kautta se voi metastasoida eli muodostaa

etdpesakkeitda muualle kehoon (Condeelis and Segall, 2003).

Kudoksen jaykkyydestd johtuvaan epiteelisolujen lisddntymiseen vaikuttaa lisdksi
fibronektiinin maarad, jonka kerdantyminen myos laheisen veri- ja imusuoniston
ympadrille edistda ihmiselld kasvaimen kehittymista (Theocharis et al., 2016).
Fibronektiini on lisdksi osa niin sanottua EMT (engl. epithelial to mesenchymal transition)
prosessia, jossa epiteelisolut muuttuvat enemméan mesenkymaaliseksi (Park and
Schwarzbauer, 2014). EMT:ssa epiteelisolujen polaarisuus ja solujen véliset adheesiot
heikkenevat, mika edistdd solumigraatiota, invaasiota ja metastasointia (Kalluri and

Weinberg, 2009).



Hyaluronihapon maardssd on myoOs havaittu merkittdva kasvu rintasyopakudoksissa.
Erityisesti tietyn hyaluronihapon biosynteesiin tarvittavan entsyymin (HAS2, engl.
hyaluronan synthase 2) on osoitettu ihmiselld edistdavan kasvaimen etenemistd ja
metastaasia (Okuda et al., 2012), ja vastaavasti inhiboinnin hidastavan sita (Udabage et
al., 2005). Hyaluronihapon ma&ara saattaa myo6s olla yhteydessd rintasydvan

ennusteeseen (Auvinen et al., 2013).

Laminiinit ovat tarkeita kudosorganisaatiota yllapitavia soluvaliaineen komponentteja.
Niistd laminiini-111 on tarked osa tyvikalvoa, ja sen maaran onkin havaittu ihmisella
vahenevan kasvaimen kehittyessa (Gudjonsson et al.,, 2002). Muiden tyvikalvon
komponenttien ja solun pintareseptoreiden kanssa vuorovaikuttava laminiini-332 taas
edistaa syopasolujen migraatiota, invaasiota ja selviytymista ihmisen rintakudoksessa
(Kwon et al., 2012). Lisdaksi metastaasia edistdava laminiini-511 on yhteydessa syovan
asteeseen (Pouliot and Kusuma, 2013). Tietyilld laminiinin alayksikéilla (laminiini-111, -
211 ja -411) nadyttdd myos olevan yhteys sydvan aggressiivisuuteen ja huonoon

potilasennusteeseen (Bergamaschi et al., 2008).

Soluvidliaineen komponenttien ei ole ainoastaan huomattu edistavan kasvaimen
kehittymista vaan myds huonontavan syovan hoitovastetta, ja tata kautta laskevan
ennustetta (Jinga et al., 2006). Tyypin | kollageeni ja hyaluronihappo lisdavat
syopasolujen resistenttiytta kemoterapialle (Misra, Ghatak and Toole, 2005; Said et al.,
2012), laminiini-332 kohdennetuille terapioille (Yang et al., 2010) seka fibronektiini ja
laminiini sddehoidolle (Cordes et al., 2003). Soluvaliaineen komponenttien inhibointi voi
mahdollisesti hidastaa kasvaimen kehittymista (Urakawa et al., 2012). Tallaisia eri
komponentteja inhiboivia ldadkkeitd kehitetddn parhaillaan, mutta soluvaliaineen
toiminta ja signalointi on niin laaja kasite, ettd sitd pitdaa tutkia ja ymmartaa vield

paremmin, ennen kuin tallaisia l[adkkeita voidaan kayttaa rintasyovan hoidossa.

1.5 Kudospalojen kuvantaminen

Kolmiulotteisten naytteiden, kuten kokonaisten kudosten tai kudospalojen
kuvantaminen on vaikeaa verrattuna esimerkiksi kudospaloista tehtyjen jaaleikkeiden

kaksiulotteiseen  kuvantamiseen. Kuvantamista vaikeuttavat muun muassa
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autofluoresenssi, valon sironta sekd erilaiset endogeeniset pigmentit. Esimerkiksi
mitokondrio ja lysosomi emittoivat luonnollisesti absorboimaansa valoa, mita kutsutaan
autofluoresenssiksi, ja aiheuttavat ndin ylimaardistd signaalia kuvantamiseen.
Endogeeniset pigmentit, kuten hemi taas absorboivat voimakkaasti valoa hairiten
kuvantamista. Koska kudos koostuu erilaisista rakenteista, joilla on erilainen
taitekerroin, valo siroaa ja kuvantaminen on hankalaa. Siksi kolmiulotteisessa
kuvantamisessa taytyykin naytteen valmisteluun kayttda paljon enemman aikaa kuin
kaksiulotteisessa kuvantamisessa. Kudos taytyy homogenisoida
kudoskirkastusmenetelmallda  sironnan  vdhentamiseksi, mutta kirkastuksessa
kaytettavat reagenssit eivat saa vaikuttaa tutkittavien molekyylien maaraan tai hajottaa
niita. Tutkittavien rakenteiden varjayksessa taytyy varmistaa, etta reagenssit paasevat
syvdlle kudokseen eivdatkda jaa vain pintarakenteisiin. Lisdksi kolmiulotteisten
rakenteiden kuvaaminen ja datan analysointi vievdat yleensd enemman aikaa

kaksiulotteiseen verrattuna. (Tainaka et al., 2016)

Rasvaisuutensa takia maitorauhaskudos pitdd ennen kuvantamista kirkastaa optisen
nakyvyyden parantamiseksi, jotta immunofluoresenssi-signaali saadaan detektoitua
riittdvan syvalta kudoksesta. Tassa tutkimuksessa kudoskirkastusmenetelmaksi valittiin
CUBIC (engl. clear, unobstructed brain imaging cocktails), joka on nimensakin
perusteella alun perin kehitetty aivojen kuvantamiseen, mutta sitd on kaytetty myos
hiiren maitorauhasen kirkastamiseen tehokkaan rasvanpoiston ansiosta (Susaki et al.,
2014). Kudoskirkastuksen periaatteena on saada koko naytteen taitekerroin samaksi,
jolloin kuvannettaessa havaitaan vain varjatyt rakenteet (Richardson and Lichtman,
2015). Rasvan taitekerroin on suurempi ja veden pienempi kuin proteiinien, minka takia
kirkastuksen ensimmaisessd vaiheessa rasva poistetaan ja toisessa vaiheessa vesi
korvataan korkeamman taitekertoimen liuoksella. CUBIC-menetelman
rasvanpoistovaiheesta vastaa CUBIC-1-reagenssin Triton-X100-detergentti. Lisdksi
reagenssin natriumkloridi estda kudoksen turpoamista, urea permeabilisoi kudoksen ja
Quadrol-reagenssi (engl. N,N,N’,N’-tetrakis[2-hydroxypropyl]ethylenediamine) estaa
verisuonten nakymistd kuvannettaessa sitoutumalla hemoglobiinin hemiryhmaan.
Kirkastuksen ensimmadisen vaiheen jalkeen kudos varjatdan vasta-aineilla, ja toisen
vaiheen veden korvauksesta vastaa sakkaroosi, joka saa CUBIC-2-reagenssin

taitekertoimen nousemaan 1,49:3an. (Susaki et al., 2014)



Light sheet -mikroskopia perustuu kahteen objektiiviin, joista toinen vastaa eksitaatio-
ja toinen emissiovalosta (kuva 5). Ensimmaisesta tuleva valo virittaa naytteen fotonit
ohuen tason alueelta, ja toinen keraa talta tasolta tulevan emissiovalon. Toisin kuin
konfokaalimikroskoopissa, jossa koko nayte valaistaan, mutta vain tietylta tasolta tuleva
emissiovalo kerdtdaan pinholen avulla, light sheet -mikroskoopissa vain ohut taso
valaistaan kerralla, jolloin fototoksisuus vahenee ja ndytetta voidaan kuvata kauemmin
ennen fluoresenssin haviamistad. Light sheet -mikroskopiassa naytettd kuvataan
liuoksessa, joten mahdollisimman hyvdan optisen nakyvyyden saavuttamiseksi tassa
tutkimuksessa nadyte kiinnitettiin naytepitimeen CUBIC-2-reagenssiin liuotetulla

agaroosilla ja kuvattiin CUBIC-2-reagenssissa. (Reynaud et al., 2008)
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Kuva 5. Light sheet -mikroskopia perustuu kahteen objektiiviin, jotka ovat toisiaan
vasten 90 asteen kulmassa: eksitaatio-objektiivi valaisee naytteestd ohuen tason ja

emissio-objektiivi keraa tasolta tulevan valon. Muokattu kuvasta: (Ricci et al., 2022)
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Optisen  vadristymisen vahentamiseksi  mikroskooppikuville voidaan tehda
dekonvoluutio. Mikroskoopin aiheuttamaa optista vaaristymista kuvaa matemaattinen
funktio, point spread function (PSF). Tama vaaristyminen madritetdan kuvaamalla
fluoresoivia helmia, joiden avulla saadaan selville kuvaussysteemin PSF. Taman funktion
avulla kuvien optista vaaristymista poistetaan, ja saadaan selvempia kuvia. (Reynaud et

al., 2008)



2. Tyon tavoitteet

Maitorauhasen kehityksen tutkimus on keskittynyt paaosin hiirilla tehtaviin kokeisiin,
mutta ihmisen ja hiiren rauhaset eroavat merkittdavasti toisistaan muun muassa
rakenteeltaan. Taman takia maitorauhasta haluttiin tutkia potilaista eristetyista
kudospaloista. Tavoitteena oli kuvantaa uudella tavalla ihmisen maitorauhasen
rakennetta kolmiulotteisesti light sheet -mikroskopian avulla. Kuvantamista varten
pyrittiin - myds  optimoimaan  kirkastusmenetelma ihmisen rintakudokselle
immunofluoresenssisignaalin  optisen  havainnoinnin  parantamiseksi. Saaduista
mikroskooppikuvista  haluttiin  lisaksi  kvantitoida maitorauhasen tiehyiden
haaroittumista, seka selvittdaa ian, synnytysten maaran ja kuukautiskierron vaikutusta

haaroittumiseen.

Maitorauhasen kolmiulotteisen rakenteen lisdksi tavoitteena oli tutkia ympardivaa
soluvaliainetta. Soluvidliaineen tiedetaan vaikuttavan maitorauhasen solujen kasvuun ja
erilaistumiseen, mutta sen eri komponenttien sijainnista tai maarasta rauhasen eri
osissa ei kuitenkaan ole tarkkaa tietoa kolmiulotteisista naytteista. Taman takia haluttiin
rintakudospaloista varjata soluvadliaineen eri komponentteja seka vertailla niiden maaria

tiehyiden ja rauhasrakkuloiden ymparilla.

Ihmisen normaalin rintakudoksen tutkiminen on tarkeaa, kun pyritddan ymmartamaan
rinnan pahanlaatuisissa kasvaimissa tapahtuvia muutoksia ja niiden mekanismeja.
Viimeisena tavoitteena olikin verrata normaalin rintakudoksen rakennetta ja sita

ymparoivan soluvaliaineen maaraa ja sijaintia rintasyopakudokseen.
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3. Materiaalit ja menetelmat

3.1 Kudosnaytteet

Ihmisen rintakudos saatiin kliinisen yhteistydon kautta Turun vyliopistollisesta
keskussairaalasta tutkimukseen suostumuksensa antaneilta potilailta (Ethical approval
ETKM 23/2018), joille tehtiin joko rintojenpienennysleikkaus (normaali terve rintakudos)
tai rintasyopaleikkaus (ei-invasiivinen rintasyopdkudos). Terve kudos leikattiin
muutaman  senttimetrin  kokoisiksi  palasiksi  ennen  jatkokasittelyd, ja
rintasyopakudoksen dissektiosta vastasi patologi. Potilaat tayttivat lisdksi lomakkeen,
josta saatiin tietda heidan perustietojensa lisaksi (body mass index; BMI, paino, laakitys)
lisdantymiseen liittyvia tietoja, kuten synnytysten maara, imetyksen kesto, tupakointi,
seka tietoa heidan ehkaisystdaan ja kuukautiskierrostaan. Keskeiset tiedot on esitetty

tahan tutkimukseen kerattyjen naytteiden osalta taulukossa 1.

Taulukko 1. Potilastiedot.

ID Ika Synnytysten maara | BMI Toimenpide

ID109 44 2 26,10 reduktiomammoplastia

ID110 55 1 29,05 reduktiomammoplastia

ID111 26 0 26,96 reduktiomammoplastia

ID112 23 0 24,01 reduktiomammoplastia

ID304 41 2 22,68 duktaalinen karsinooma in situ

3.2 Kudoskirkastus ja light sheet -mikroskopia

3.2.1 Naytteen valmistus

Kudos fiksattiin 4 % paraformaldehydilla (PFA) PBS:ssa +4 °C o/n. Kudos pestiin PBS:lla

ja sitd sdilytettiin kayttoon asti +4 °C:ssa PBS:ssd, johon oli lisatty penisilliini-



streptomysiini-antibioottia (1:100). CUBIC-kudoskirkastusta varten valmistettiin CUBIC
1 -reagenssia, joka sisdltdd ureaa (10 % [w/v], Promega), N,N,N’,N’-tetrakis(2-
hydroxypropyl)ethylenediamine -reagenssia (5 % [v/v], Merck), Triton-X100 (10/15 %
[v/v], Sigma) seka NaCl (25 mM) tislatussa vedessa. Kudos leikattiin pienemmiksi paloiksi
(5 mm x 5 mm x 2 mm), joita kirkastettiin reagenssissa +37 °C:ssa 2-3 pdivaa. Kudos
pestiin PBS:I13 ja blokattiin varjdysta varten Triton-X100 (0,5 % [v/v], Sigma) sisaltavalla
horse-seerumilla (10 % [v/v], Gibco) PBS:ssda +4 °C:ssa o/n. Primaarivasta-aineet
laimennettiin tahan blokkauspuskuriin ja kudosta varjattiin +4 °C:ssa 4 paivaa. Kudosta
pestiin PBS:1la (3 x 1 h, RT), jonka jalkeen sita varjattiin blokkauspuskuriin liuotetuilla
sekundadarivasta-aineilla +4 °C:ssa 2 pdivaa ja pestiin PBS:lla (3 x 1 h, RT). Varjayksessa
kaytettiin seuraavia vasta-aineita: anti-aSMA (1:50, Alexa488 konjugoitu, Sigma), anti-
Keratin-8 (1:100, Alexa594 konjugoitu, Hybridoma Bank, TROMA-I), anti-Fibronectin
(1:50, Alexa488 konjugoitu, Sigma, F3648) ja anti-Hyaluronic acid (1:50, Alexa488
konjugoitu, Abcam, ab53842). Haluttaessa varjattiin viela DAPI:lla (1:1500 PBS:ssa, Life
Technologies) 3 h RT ja pestiin PBS:llda 10 min. Kudoskirkastusta jatkettiin CUBIC 2 -
reagenssilla, joka sisaltaa sakkaroosia (44 % [w/v], Merck), ureaa (22 % [w/v], Promega),
triethanolamine-reagenssia (9 % [v/v], Fisher Scientific) seka Triton-X100 (0,1 % [v/v],
Sigma) tislatussa vedessa. Kudosta kirkastettiin reagenssissa +37 °C:ssa 2-4 pdivaa, jonka
jalkeen sita sailytettiin reagenssissa kuvaukseen asti RT. Naytteet kuvattiin
stereomikroskoopilla (Zeiss AxioZoom.V16, 112x/0.125 NA objektiivi) kokonaiskuvan
saamiseksi ja parhaiden naytteiden valitsemiseksi light sheet -mikroskopiaa varten.
Joitain ndytteitda kuvattiin myods konfokaalimikroskoopilla (3i CSU-W1 Spinning disk,
20x/0.4 NA ja 40x/0.6 NA objektiivit).

3.2.2 Light sheet -mikroskopia

Light sheet -mikroskopiaa varten ndytteet kiinnitettiin alustalle 1,2 % low-melting-point-
agaroosilla (Gibco) liuotettuna CUBIC 2 -reagenssiin. Naytteet myos kuvattiin CUBIC 2 -
reagenssissa. Kuvaus suoritettiin MSquared Aurora Airy Beam Light Sheet -
mikroskoopilla 20-kertaisella objektiivilla taitekertoimen ollessa 1,49. Fibronektiini,
hyaluronihappo ja aSMA kuvattiin 488 nm laserilla 500-540 nm emissio filtterill3, ja
keratiini-8 kuvattiin 568 nm laserilla 570 nm LP (engl. long pass) emissio filtterilla.
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Kameran pikselikoko oli 387 nm ja 3D kuvat kerattiin 400 nm optisen leikkeen

paksuudella.

Dekonvoluutiota varten kuvattiin pelkat lasersateet CUBIC 2 -reagenssissa seka
fluoresoivat helmet (1:10 000) liuotettuina 1,2 % low-melting-point-agaroosiin (Gibco)
CUBIC 2 -reagenssissa. Kuville tehtiin dekonvoluutio Aurora Deconvolution -ohjelmalla
(versio 0.5). Dekonvoluutiossa kaytettiin fluoresoivilla helmilla selvitettya PSF:aa (engl.
point spread function) ja 100 iteraatiokertaa. Keratiini-8 kuvia analysoitiin Imaris-
ohjelmalla kayttden ensin Surfaces creation -toimintoa tiehytpuuston pinnan
segmentoimiseen, minka jalkeen puustosta muodostettiin bindarinen kuva, joka
analysoitiin Filament tracer —toiminnolla haaroittumisen kvantitoimiseksi. Tuloksista

poimittiin muun muassa haaroittumisen aste seka haarojen halkaisija.

3.3 Jadleikkeiden valmistus, varjays ja kuvantaminen

3.3.1 PLP-fiksaus, OCT-pakastus ja jaaleikkeet

Kudos fiksattiin PLP (engl. periodate-lysine-paraformaldehyde) -puskurissa (1%
paraformaldehyde, 0.01 M sodium periodate, 0.075 M L-lysine ja 0.0375 M P-buffer
(0.081 M Na2HPO4 ja 0.019M NaH2PO4; pH 7,4) yli yon +4°C. Fiksauksen jalkeen kudos
pestiin kahdesti 0,1 M P-puskurilla, minka jalkeen se laitettiin sadilytykseen 30 %
sukroosiliuokseen (0,1 M P-puskurissa) vahintdaan kahdeksi paivaksi (+4 °C), mutta

korkeintaan kahdeksi viikoksi.

Pakastusta varten kudospalat upotettiin OCT-reagenssiin (engl. optimal cutting
temperature compound), ja jaddytettiin kuivajaalld. Naytteita sailytettiin pakastimessa

(-80 °C), kunnes ne leikattiin jasleikkeiksi.

3.3.2 IHC-varjays ja kuvaus

Ennen varjdysta sulaneet jadleikkeet permeabilisoitiin ja blokattiin (2 % BSA, 0,1 %
Triton PBS:ssa) (20 min, RT). Prim&arivasta-aineita (Sigma Anti-FN 1:400, Sigma Anti-
aSMA 1:500, Hybridoma Bank Anti-K8 1:2000) inkuboitiin 1 h (RT, 2 % BSA:ssa



PBS:ssd), minka jalkeen pestiin PBS:l1d (3x 10 min). Sekund&aarivasta-aineita (Invitrogen
Donkey Anti-rabbit 488 1:400, Invitrogen Donkey Anti-mouse 647 1:400, Goat Anti-rat
568 1:400) inkuboitiin myos 1 h (RT, 2 % BSA:ssa PBS:ssd), minka jalkeen pestiin PBS:Ila
(3x 10 min). Toiseen pesuun lisattiin DAPI (1:1000). Lopuksi pestiin viela tislatulla

vedelld 10 min, ja mountattiin (Moviol, DAPCO).

Naytteitd kuvattiin konfokaalimikroskoopilla (3i CSU-W1 Spinning disk) kayttaen 20x/0.4
NA ja 40x/0.6 NA objektiiveja seka Slidebook ohjelmaa (versio 6.0), minka jalkeen kuvia
analysoitiin ImageJ ohjelmalla. Kuvista tunnistettiin aSMA vadrjayksen perusteella
tiehyet ja rauhasrakkulat, ja niiden ymparilta kvantitoitiin vakioetaisyydelta
vakiokokoisten alueiden FN signaalin voimakkuus. Saatujen arvojen perusteella tehtiin
kuvaajat, joissa nakyy vertailu FN signaalin suhteutetusta intensiteetista

rauhasrakkuloiden ja tiehyiden valilla eri potilasnaytteissa seka yhdistettyna.
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4. Tulokset

4.1 Jaaleikkeita varjaamalla voidaan visualisoida maitorauhasen kaksiulotteista
rakennetta

Tyo6ssa haluttiin ensin arvioida, sisaltavatko kudosndytteet maitorauhasen rakennetta,
ja tunnistavatko kdytetyt vasta-aineet oikeat solupopulaatiot. Ihmisen maitorauhasen
kaksiulotteisen rakenteen tarkastelemiseksi rintojenpienennysleikkauksista saadut,
fiksatut potilasndytteet jaadytettiin upotettuina OCT-reagenssiin. Nama jaablokit
leikattiin ohuiksi jadleikkeiksi, jotka varjattiin hematoksyliini-eosiini-varjayksella (HE) tai
immunohistokemiallisesti (IHC). HE-varjatyt jaaleikkeet kuvattiin Pannoramic slide

scanner -laitteella ja IHC-varjatyt spinning disk -konfokaalimikroskoopilla.

HE-varjdys on yleisesti kaytetty kudosvarjays, jossa hematoksyliini emaksisena varjaa
happamat tumat violeteiksi ja eosiini happamana emaksisen sytoplasman ja
tukirakenteet punaisiksi (kuva 6) (Chan, 2014). Maitorauhasen solut nakyvat
varjayksessa violetteina, ymparodiva runsaasti kollageenia sisdltava kudos punaisena ja
rasvakudos valkoisina pyoreind alueina. Kudosnaytteissa havaittiin maitorauhasen
TDLU-rakenteita. Tiehyet ndyttavat ontoilta putkilta (kuva 6A-C) ja rauhasrakkulat

pienilta pyoreiltad rykelmiltd (kuva 6A, D-E).

A

Kuva 6. lhmisen maitorauhasen rakennetta kudosleikkeissa. HE-varjatyissa
jaaleikkeissa tumat on visualisoitu violetilla ja sytoplasma seka tukirakenteet punaisella.
(A) Potilaan ID112 tiehyt ja rauhasrakkuloita. (B) Potilaan ID112 tiehyt. (C) Potilaan ID112
tiehyt (D) Potilaan ID109 rauhasrakkuloita. (E) Potilaan ID111 rauhasrakkuloita.
Mittajana A, B, D 100 um, C, E 50 um.



Immunofluoresenssi (IHC) -varjayksessa kudos leimattiin vasta-aineilla. Maitorauhasen
rakenteita varjattdessa hyodyllisid vasta-aineita ovat muun muassa aSMA (engl. alpha-
smooth-muscle-actin), joka varjaa rauhasen basaaliset myoepiteelisolut, ja keratiini-8
(K8), joka varjaa luminaaliset epiteelisolut (Bocker et al., 2002). Mikroskooppikuvista
(kuva 7) ndhdaan naiden vasta-aineiden olevan spesifisid, koska K8-varjatyt solut ovat
sisempanad kuin aSMA-varjatyt solut kuten maitorauhasessa luminaaliset solut ovat

sisempana ja basaaliset ulompana.
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DAPI ___ Keratiini-8 yhdistetty

ID109

ID109

DAPI aSMA yhdistetty

ID111

ID111

Kuva . Ihmisen aitorauhasen Iumnaalisten ja basaalisten solujen tunnistaminen
immunohistokemialla. Jaileikkeista on varjatty tumat (DAPI) sekd luminaaliset (K8)
(ylempi paneeli) tai basaaliset (aSMA) maitorauhasen solut (alempi paneeli). Kuvat on
otettu 20x objektiivilla spinning disk -konfokaalimikroskoopilla. Kuvat edustavat

kolmesta eri potilasnaytteesta saatuja tuloksia. Mittajana 50 um.



4.2 CUBIC-kudoskirkastus mahdollistaa ihmisen maitorauhasen kolmiulotteisen
kuvantamisen light sheet -mikroskoopilla

Ihmisen maitorauhasen rakennetta haluttiin kuvata myos kolmiulotteisesti kayttaen
light sheet -mikroskooppia. Light sheet -mikroskopian kaksi erillista objektiivia
mahdollistavat pienemman fototoksisuuden, mikd on merkittdvda etu suurien
kudosnaytteiden kuvantamisessa (Reynaud et al., 2008). Ihmisen maitorauhasen
kolmiulotteisen rakenteen tarkastelemiseksi nadytteet varjattiin a-SMA ja K8 vasta-
aineilla vastaavasti basaalisten ja luminaalisten solujen havainnoimiseksi (Bocker et al.,

2002).

Rasvaisuutensa takia kudos haluttiin kirkastaa ennen kuvantamista optisen nakyvyyden
parantamiseksi (Richardson and Lichtman, 2015). Tahan kokeiltiin CUBIC-menetelmaa,
jolla on aiemmin kirkastettu muita rasvapitoisia kudoksia kuten aivoja, ja joka perustuu
kuvausta haittaavien komponenttien, kuten rasvan ja veden poistamiseen. CUBIC-1-
reagenssin sisaltama Triton-X100-detergentti poistaa kudoksesta rasvan ja CUBIC-2-
reagenssin sakkaroosi korvaa veden, jolloin koko kudoksen taitekerroin on sama kuin
kuvattavien proteiinien (Susaki et al., 2014). Koska ndaytettd kuvattiin CUBIC-2-
reagenssiin upotettuna, nayte piti kiinnittad naytepitimeen CUBIC-2-reagenssiin
liuotetulla agaroosilla. Tyossa kuvattiin 11 kudospalaa yhteensa 5 eri potilasnadytteesta.
Kuvauksen jalkeen mikroskooppikuville tehtiin dekonvoluutio pelkkia fluoresoivia
mikrohelmia sisdltaneen naytteen perusteella optisen vaaristymisen vahentamiseksi

(Reynaud et al., 2008). Kolmiulotteista rakennetta tarkasteltiin Imaris-ohjelman avulla.

Ty6ssa havaittiin, etta ndytteet pystyttiin kirkastamaan kohtalaisen hyvin CUBIC-
menetelmalld, silld kuvissa nahtiin odotusten mukaisesti haaroittuneita tiehyt- ja
rauhasrakkularakenteita (kuva 8). Kuvien perusteella kdytetyt vasta-aineet myods
tunnistivat basaalisia (aSMA) ja luminaalisia (KRT8) soluja (kuva 8), silla luminaaliset
solut nayttavat olevan sisempana kuin basaaliset solut, kuten jaaleikkeissakin havaittiin

(kuva 7).
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K8 aSMA ) yhdistetty K8, aSI

Kuva 8. Light sheet -mikroskooppikuva ihmisen maitorauhasesta (potilas 1D109).
Kudospalasta on varjatty luminaaliset (K8) ja basaaliset solut (aSMA). Mittapalkki

ylarivilla 70 um ja alarivilla 50 pm.

Naytteiden kuvaus oli aluksi tyolasta, silla hyvin kirkastuneiden oikeiden rakenteiden
[oytaminen oli hankalaa. Menetelmda kuitenkin kehitettiin koko ajan, ja kuvaus
helpottui kayttamalla overview-toimintoa, joka kuvaa isomman alueen automaattisesti
kuvakenttd kerrallaan ja liittda ne sitten yhteen. Tastd overview-kuvasta oli helppo
paikantaa kuvattavat alueet ja siirtya automaattisesti niiden koordinaatteihin.
Kudoskirkastuksen onnistuminen oli keskeisessa osassa, silla huonosti kirkastuneista
naytteista otetut kuvat olivat sumeita, eikd niista saanut ollenkaan hyodyllista dataa.
My0s naytteen kiinnittdminen naytepitimeen oli ratkaisevassa osassa, koska naytetta ei
voinut kiinnittamisen jalkeen enda kaantaa. Naytteita pitikin valmistaa paljon ja niiden
laatua tutkia ennen itse light sheet -kuvantamista, mutta yhdestd naytteestd saatiin
lopulta keskimaarin kaksi kuvaa. Naytteiden valmistusta ja valmistelua light sheet -
mikroskopiaa varten onkin tarkoitus vield entisestdan kehittda, jotta kuvantamisesta

saadaan mahdollisimman tehokasta.



4.3 Light sheet -kuvista voidaan kvantitoida maitorauhasen haaroittumista

Vaikka ihmisen maitorauhasen rakenne tunnetaan péaapiirteissdan kudosleikkeiden
perusteella, haaroittumista ei ole ennen kvantitoitu kolmiulotteisista light sheet -
mikroskooppikuvista. Onnistuimme rakentamaan light sheet -mikroskooppikuvista
pintarakenteen naytteille, joista oli varjatty maitorauhasen luminaaliset solut. Tama
tehtiin Imaris-ohjelmalla, jolla edelleen pystyttiin luomaan rakenne tiehyiden
haaroittumiselle (kuva 9). Rakenne kuvaa sitd, miten yksi tiehyt haarautuu ja ndma
haarat edelleen haarautuvat, kunnes jokainen tiehyt paattyy lopulta rauhasrakkulaan.
Tallaisesta tiehyitd ja rauhasrakkuloita sisaltavasta kokonaisuudesta muodostuu

kokonainen TDLU.

K8 pintarakenne haaroittuminen

Kuva 9. Ihmisen maitorauhasen TDLU light sheet -mikroskoopilla kolmiulotteisesti
kuvattuna (potilas ID111). Luminaaliset solut (K8) on varjatty rakenteen
havainnollistamiseksi. Kuvasta on Imaris-ohjelman avulla tehty pintarakenne, jonka
perusteella on muodostettu rakenne tiehyiden haarautumisesta. Vareilla on kuvattu
haarautumisastetta yhdesta (violetti) kymmeneen (punainen). Mittapalkki 100 pum.

Haaroittumisrakenteen perusteella pystyttiin alustavasti kvantitoimaan muun muassa
haarojen maaraa ja halkaisijoita. Kvantitoiduissa potilasndytteissa halkaisijat vaihtelivat
15-40 um valilla siten, ettd TDLU:n ensimmadinen haara oli aina paksumpi kuin toinen
(kuva 10). Potilasndyte ID110 oli halkaisijoiltaan tasaisimmin ja ID111 epatasaisimmin
jakautunut, siten ettd ensimmaisen vaihteluvali oli 1 um ja jalkimmaisen 14,6 pum.
Haaroittumisasteiden maarissa ei ollut suurta hajontaa (10-12). Naytteessd ID111
suurimpien haaroittumisasteiden tiehyet olivat paksumpia kuin keskivaiheen. Tama
selittyy todenndkoisesti rauhasrakkuloilla, jotka ovat paksumpia kuin tiehyet.
Yhdeksdannen haaroittumisasteen tiehyt padattyy todennakéisemmin rauhasrakkulaan

kuin neljannen, joka vield jatkaa haaroittumistaan. N&in ollen suurempi maara
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rauhasrakkuloita yhdeksdnnessd haaroittumisasteessa kasvattaa keskimaaraista

halkaisijaa enemman kuin pienempi maara neljannessa.

Ihmisen maitorauhasen tiehyiden
keskimadaradiset halkaisijat haaroittumisasteittain
eri potilasnaytteissa

MM
ID110 35
2
) 30
% 1D111
o)
o
ID112 20

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

Kuva 10. Maitorauhasen tiehyiden halkaisijoiden kvantitointi. Keskimaaraiset
halkaisijat on esitetty kolmella eri potilasnaytteelld haaroittumisastetta kohti. Varit
kuvaavat halkaisijoita 15 mikrometrista (violetti) 40 mikrometriin (keltainen).

4.4 Hyaluronihappo ja fibronektiini keskittyvat TDLU-yksikéiden ulommaisten
rauhasrakkuloiden ymparille

Soluviéliaineen tiedetdan vaikuttavan maitorauhasen solujen kasvuun ja erilaistumiseen
(Zhu et al., 2014), mutta sen eri komponenttien sijainnista tai maarasta rauhasen eri
osissa ei kuitenkaan ole tarkkaa tietoa. Taman takia haluttiin ihmisen
rintakudosnadytteista varjatda maitorauhasen solujen lisdksi erilaisia soluvaliaineen
komponentteja ja selvittdd niiden kolmiulotteista sijaintia rauhasessa. Erityisesti
fibronektiinin ja hyaluronihapon tunnistavat vasta-aineet nayttivat toimivan, koska ne
kohdistuivat selkeasti tiettyihin kohtiin kudosta, eivatka varjanneet tasaisesti koko
kudosta. Light sheet -kuvien perusteella molemmat keskittyvat TDLU-yksikdiden
pinnalle, jossa niitd on erityisesti yksikdn ulommaisten rauhasrakkuloiden ymparilla

(kuva 11). Hyaluronihappo on tasaisemmin jakautunut koko yksikon ympaérille kuin



fibronektiini, jota on tietyissa kohdissa runsaasti, toisissa ei lainkaan. Nauhamaiset
rakenteet fibronektiini-varjayksessa ovat todennakdisesti verisuonia, joiden ymparilla
fibronektiinia ilmentyy runsaasti. Hyaluronihappo nayttaa lisaksi osittain olevan yksikon
sisalla, mutta tata taytyy tarkastella tarkemmin, koska pintarakenteen luominen Imaris-

ohjelmalla saattaa laajentaa luminaalisten solujen tilavuutta kuvassa.

yhdistetty
yhdistetty K8, HA _ HA K8, FN FN

Kuva 11. lhmisen maitorauhasen soluja ymparéivdn soluvdliaineen kolmiulotteinen
kuvantaminen. Light sheet -mikroskooppikuvista on Imaris-ohjelman avulla tehty
pintarakenteet varjatyille rakenteille. (A) Hyaluronihappo (HA) varjatty luminaalisten
solujen (K8) kanssa potilasnaytteesta ID111. (B) Fibronektiini (FN) varjatty luminaalisten
solujen (K8) kanssa potilasndytteesta ID112. Mittapalkki vylarivilla 100 pum ja

suurennoksissa 40 um.

4.5 Fibronektiinia ilmentyy enemman rauhasrakkuloiden kuin tiehyiden ymparilla

Light sheet -mikroskopialla todetun onnistuneen varjayksen ansiosta keskityttiin
fibronektiinin  sijainnin  ja maaran analysoimiseen. Tatd varten kuvattiin

immunohistokemiallisesti varjattyja jaaleikkeitd, joista oli fibronektiinin lisdksi varjatty

33



basaaliset maitorauhasen solut (kuva 12). Kuvista tunnistettiin tiehyiden ja
rauhasrakkuloiden alueita aSMA-varjayksen perusteella, ja niiden ymparilta tarkasteltiin
fibronektiinisignaalin voimakkuutta. Silmamaaradisesti katsottuna fibronektiinia naytti

olevan enemman rauhasrakkuloiden kuin tiehyiden ymparilla.

yhdistetty
DAPI ] asSMA FN DAPI, aSMA,

ROI1

ROI2

Kuva 12. Fibronektiinin sijainnin ja maaran analysointi maitorauhasessa IHC-varjatysta
jadleikkeesta (potilas ID111). Leikkeestd on fibronektiinin (FN) lisdksi varjatty tumat
(DAPI) ja basaaliset maitorauhasen solut (aSMA). Kun verrataan tiehyiden ja
rauhasrakkuloiden ymparillda olevan fibronektiinin maaraa, havaitaan sitd olevan
enemman rauhasrakkuloiden ymparilla, kuten nuolet osoittavat. Mittapalkki ylarivilla 50

pum ja suurennoksissa 25 um.



Erot fibronektiinin maarissa varmistettiin vield kvantitoimalla signaalin voimakkuus
tiehyiden ja rauhasrakkuloiden ymparilta. Eri potilaista saaduista leikkeista mitattiin
samalta etdisyydelta samankokoisten alueiden fibronektiinisignaalin voimakkuus. Nama
arvot suhteutettiin toisiinsa, ja kerattiin kuvaajaksi (kuva 13). Myos taman kvantitaation
perusteella fibronektiini keskittyy enemman rauhasrakkuloiden kuin tiehyiden ymparille

seka eri potilasnaytteissa etta yhdistetyssa datassa.

Fibronektiinin ilmentyminen Fibronektiinin ilmentyminen

tiehyiden ja rauhasrakkuloiden ymparilld o\, hasrakkuloiden ja tiehyiden ymparilld
eri potilasndytteissa
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Kuva 13. Fibronektiinin sijainnin kvantitaatio ihmisen maitorauhasen solujen
ympdrilla. (A) Fibronektiinin suhteutettu intensiteetti rauhasrakkuloiden ja tiehyiden
ympadrilla eri potilasnaytteissd. (B) Fibronektiinin suhteutettu intensiteetti

rauhasrakkuloiden ja tiehyiden ymparilla, kun potilasnaytteet on yhdistetty.

4.6 Fibronektiinia ilmentyy enemman rintasyopakudoksen rauhasrakkuloiden
ymparilla kuin normaalin rintakudoksen ymparilla

Kuvasimme myds DCIS-rintasyopakudosta light sheet -mikroskopialla, ja tarkastelimme
kuvista maitorauhasen rakennetta, fibronektiinin maaraa ja sijaintia seka kvantitoimme
tiehyiden haaroittumista. DCIS (engl. ductal carcinoma in situ) on ei-invasiivinen
rintasyovan esiaste, joka on lahtdisin tiehyen epiteelisoluista, mutta sen syopadsolut
voivat kehittyd muodostaen invasiivisen syévan (Akram et al., 2017). Fibronektiinin on
todettu yliekpressoituvan rintasyopakudoksessa ja sen lisddntyneen maaran edistavan

pahanlaatuisten kasvainten kehittymistd maitorauhasessa (Oskarsson, 2013).
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Fibronektiinin on myos osoitettu yliekspressoituvan DCIS-kudoksessa ja mahdollisesti

vaikuttavan invasiiviseksi syovaksi kehittymiseen (Hayward et al., 2022).

DCIS-kudos varjattiin  luminaalisten maitorauhasen solujen ja fibronektiinin
havainnollistamiseksi ja kuvattiin kolmiulotteisesti light sheet -mikroskoopilla (kuva 14).
Kuvien perusteella fibronektiini  keskittyy = kudoksesta  havaitun  TDLU:n
rauhasrakkuloiden ymparille kuten normaalissakin rintakudoksessa, mutta sitd nayttaisi
olevan enemman. Toisaalta kudosndyte oli otettu potilasnaytteen reunalta, eika se
nayttanyt varsinaiselta kasvaimelta, joten ndyte saattoi olla myds normaalia

rintakudosta.

K8 FN yhdistetty K8, Fiu

Kuva 14. lhmisen maitorauhasen solujen ja niitd ymparéivan fibronektiinin
kolmiulotteinen kuvantaminen DCIS rintasyopakudoksesta (potilas ID304). Kudoksesta
on fibronektiinin (FN) lisdksi varjatty luminaaliset solut (K8). Mittapalkki ylarivilla 80 um

ja suurennoksissa 50 um.

TDLU:n haaroittumista kvantitoitiin DCIS-rintasyopdnaytteestd samalla tavalla kuten
normaalien rintakudosnaytteiden kohdalla (kuva 15). Kvantitoinnin perusteella
havaittiin yhtalaisyyksia ja eroavaisuuksia normaalien naytteiden kanssa. Ensimmainen
ja viimeiset haarat olivat edelleen paksumpia kuin muut, mutta haaroittumisasteita oli
enemmadn (20) ja hajonta tiehyiden halkaisijoiden valilld suurempaa DCIS-naytteessa

(vaihteluvali 12,7 um).



Ihmisen maitorauhasen tiehyiden
keskimaadraiset halkaisijat haaroittumisasteittain
DCIS-potilasnaytteessa

1234567 8 91011121314151617181920

Haaroittumisaste
20 25 30

Kuva 15. Maitorauhasen tiehyiden halkaisijoiden kvantitointi  DCIS-
rintasyopanaytteestd (potilas 1D304). Keskimadraiset halkaisijat on esitetty

haaroittumisastetta kohti 18 mikrometrista (violetti) 32 mikrometriin (keltainen).
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5. Tulosten tarkastelu

Maitorauhasta tutkittaessa on kaytetty ldhinna hiirindytteitd, mutta koska hiiren
maitorauhanen eroaa merkittdvasti ihmisen maitorauhasesta (Dontu and Ince, 2015),
haluttiin tdssa tutkimuksessa kayttda potilaista eristettyja nadytteitd. Tutkimuksen
tavoitteena oli kuvata ihmisen maitorauhasta kudoskirkastuksen jalkeen
kolmiulotteisesti light sheet -mikroskopialla. Fluoresoivilla vasta-aineilla varjatyista
naytteista onnistuttiin kuvantamaan maitorauhasen epiteelisoluja seka soluvaliaineen
komponentteja. Lisaksi ndistd mikroskooppikuvista pystyttiin analysoimaan ihmisen

maitorauhasen haaroittumista seka fibronektiinin maaraa ja sijaintia.

5.1 CUBIC-menetelma soveltuu ihmisen rintakudoksen optiseen kirkastamiseen

Kudosta on ihanteellista kuvantaa kolmiulotteisesti, jotta saadaan mahdollisimman
luotettava kasitys sen todellisesta rakenteesta ja muista ominaisuuksista.
Kudosrakenteiden suuri koko on kuitenkin aiheuttanut ongelmia kuvantamiseen, silla
valo ei padse kulkeutumaan paksujen kudosnaytteiden lapi, eika fluoresoivia leimoja ole
saatu syvalle kudokseen, minka takia naytteita onkin pitanyt kuvata ohuina leikkeina.
Koska naistd on hankalaa selvittdd kudoksen kolmiulotteista rakennetta, on kehitetty
erilaisia  kudoskirkastusmenetelmia, joiden tehtdvd on parantaa kudoksen

valonldpaisevyytta.

Aiemmissa tutkimuksissa on vertailtu erilaisia menetelmia hiiren maitorauhaskudoksen
kirkastamiseksi. Lloyd-Lewis et al. (2016) vertaili neljan eri menetelman vaikutusta muun
muassa kudoksen valonldpdisevyyteen seka fluoresenssisignaalin sdilymiseen. Tulosten
perusteella paras lopputulos saavutettiin SeeDB (engl. see deep brain) ja CUBIC (engl.
clear unobstructed brain imaging cocktails) menetelmilld. Naista CUBICin raportoitiin
kirkastavan tehokkaammin, joten paatimme kokeilla sitd ihmisen maitorauhaskudoksen

kirkastamiseen.

CUBIC-kudoskirkastusmenetelmalla onnistuttiin tdssa tyodssd kirkastamaan ihmisen
maitorauhaskudosta niin  hyvin, ettd pystyttiin kuvantamaan maitorauhasen

epiteelisoluja seka niitda ympardivia soluvaliaineen komponentteja. Parhaat kuvat saatiin



kuitenkin kudosnaytteiden reunoilta, eivdtkd naytteiden keskiosat kirkastuneet
kunnolla.  Tata yritettiin korjata kasittelemalla naytteita kauemmin
kirkastusreagenssissa, mutta merkittdvaa eroa ei havaittu. Pidemmat kasittelyajat
olisivat lisaksi pidentaneet protokollaa entisestdan ja edelleen rajoittaneet kuvattujen

ndytteiden maaraa.

Kudosnaytteita varjatessa huomattiin, ettd menetelma vaatii paljon vasta-aineita, joten
oli tarkeaa selvittda toimivat vasta-aineet. Lloyd-Lewis et al. (2016) raportoi basaali- ja
luminaalisolumarkkereiden (aSMA ja Keratiini-8) toimivan CUBIC-menetelmalla, joten
kokeilimme niita ensin. Tulosten perusteella luminaalimarkkeri toimi paremmin, joten
paatimme kayttaa sitd muiden vasta-aineiden kanssa. Lisdksi silla saatiin yhtendisemmat
rakenteet kuin basaalimarkkerilla, jolloin rakenteiden segmentointi ja kvantitointi
kuvista oli suoraviivaisempaa. Muista markkereista fibronektiinia varjaavalla vasta-
aineella saatiin lupaavia tuloksia, mutta vimentiinia ja B1-integriinia varjaavilla ei. Tama
voisi johtua jalkimmaisten pienemmastda maarasta kudoksessa tai siita, ettd naiden
vasta-aineiden sitoutuminen heikkeni CUBIC liuoksessa. Koska valmistaja lopetti
hyaluronihappoa varjddavan vasta-aineen myymisen sen kyseenalaisen spesifisyyden
vuoksi, tuloksia ei voi pitdaa luotettavina taman soluvadliaineen komponentin osalta.

Tutkimus tulisi siis toistaa kayttamalla luotettavaa vasta-ainetta.

Onnistuimme lopulta kirkastamaan ihmisen maitorauhaskudosta varsin optimaalisesti
CUBIC-menetelmalla, ja kuvaamaan haluttuja kudosrakenteita. Vield parempi tulos
kirkastuksessa ja vasta-aineleimauksessa voitaisiin  mahdollisesti saavuttaa
pienentamalld naytepalojen kokoa, mutta tama taas riskeeraisi kiinnostavien
rakenteiden sdilymisen kokonaisina. Taman tyon kokeellisen osuuden jalkeen julkaistiin
myos tutkimus (Messal et al., 2021), jossa oli kehitetty uusi kudoskirkastusmenetelma
FLASH (engl. fast light-microscopic analysis of antibody-stained whole organs).
Tutkimuksessa oli kirkastettu lukuisia eri kudoksia tdlla menetelmalld, mukaan lukien
hiiren maitorauhasta, ja kuvattu niitd seka konfokaali- etta light sheet -mikroskoopilla.
FLASH-menetelmaa oli myds verrattu muun muassa CUBIC-menetelmaan, ja tulosten
mukaan FLASH tuottaa paremmin kirkastuneen kudoksen nopeammin kuin CUBIC. Tata

menetelmaa voisi siis tulevaisuudessa kokeilla ihmisen maitorauhasen kirkastamiseen.
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5.2 Ihmisen TDLU-rakenteen light sheet -kuvantaminen paljastaa tiehyiden
mittasuhteet

Tassa tutkimuksessa kadytettiin kuvantamiseen seka konfokaali- etta light sheet -
mikroskooppia. Light sheet -mikroskopian etuja ovat pienempi fototoksisuus ja sen
soveltuvuus erityisesti kolmiulotteiseen kuvantamiseen (Reynaud et al., 2008).
Aiemmissa tutkimuksissa sitd onkin kaytetty optisesti kirkastettujen kudosten
kuvantamiseen (Lloyd-Lewis et al., 2016). Menetelmda on kdytetty myds hiiren
maitorauhasen kuvantamiseen (Lloyd-Lewis et al., 2016), ja tavoitteemme olikin

kuvantaa ihmisen maitorauhasta talla menetelmalla.

Tutkimuksessa onnistuttiin saamaan kolmiulotteisia light sheet -kuvia maitorauhasesta
solutarkkuudella. Kuvantamisen aikana huomasimme, ettd naytteen asento vaikuttaa
huomattavasti kuvien laatuun, joten kokonaiskuvan saamiseksi kuvasimme naytteet
ensin  stereomikroskoopilla. Taman jalkeen osasimme valmistella naytteet
optimaaliseen asentoon light sheet -mikroskopiaa varten. Kayttamassamme light sheet
-mikroskoopissa on kaksi laseria, joten pystyimme kuvantamaan yhdestd naytteesta
kahta eri kohdeproteiinia, jotka leimattiin eri fluoresoiviin leimoihin konjugoiduilla
vasta-aineilla. Tekniikan toinen rajoittava tekija on kuvantamisdatan erittdin suuri koko

ja tiedostojen analyysi, jota teimme Imaris-ohjelmalla.

Imaris on ohjelma, jonka avulla pystyy tarkastelemaan ja analysoimaan kolmiulotteista
mikroskooppidataa. Sen Filament tracer -ominaisuutta on aikaisemmin kdytetty muun
muassa hermoston rakenteen analysointiin. Yksi taman tutkimuksen tavoitteista olikin
analysoida Imaris-ohjelmalla light sheet -kuvia ihmisen maitorauhasen rakenteista ja
selvittda rakenteiden haaroittumista Filament tracer -ominaisuudella. Onnistuimme
tunnistamaan mikroskooppikuvista maitorauhastiehyet, vertailemaan niiden lapimittoja
sekd seuraamaan tiehyiden haaroittumista. Kuvien analysoinnissa oli oikeista
asetuksista huolimatta myos haasteita, koska pintarakenteet eivat aina vastanneet
todellisuutta. Varsinkin analysoidessamme haaroittumista, piti rakenteisiin tehda paljon
manuaalisia korjauksia erityisesti DCIS-ndytteiden kohdalla. Datan analysointi
osoittautui myos todella hitaaksi Imaris-ohjelman avulla, joten tulevaisuudessa voitaisiin
kokeilla uudempaa kuva-analyysiohjelmaa nimeltdaan Arivis. Arivis on monipuolisempi
kuin Imaris, ja sen avulla on aiemmissa tutkimuksissa analysoitu light sheet -dataa (Liang

et al., 2018).



Aikaisemmin maitorauhasen tiehyiden haaroittumista on tutkittu hiirelld, joten tdman
tutkimuksen ihmiskudokseen perustuvaa dataa voidaan jatkossa verrata siihen.
Hannezo et al. (2017) tutkimuksessa kuvattua ~matemaattista mallia
maitorauhastiehyiden haaroittumiselle tullaan kokeilemaan analysoimaamme dataan.
Kaiken kaikkiaan tadssa tutkielmassa kehitetty menetelmda mahdollisti ihmisen
maitorauhasen rakenteen uudenlaisen tarkastelun kolmiulotteisesti ja menetelmaa
voidaan jatkossa kayttaa rakenteiden sekd niiden sisdltdminen solutyyppien ja

soluvaliaineen tarkempaan tutkimiseen.

Tarkasteltaessa eri kudosnaytteitd, vanhemmilla potilailla, joilla oli lapsia (ID109: ika 44,
2 lasta ja ID110: ika 49, 1 lapsi), maitorauhasen haaroittuminen naytti hajanaisemmalta
(kuva 8) kuin nuoremmilla lapsettomilla potilailla (ID111: ikd 25 ja ID112: ikd 23), joilla
oli selkeitd TDLU-rakenteita ja pyéreammat rauhasrakkulat (kuva 9 ja 11). Naytteiden
maara oli kuitenkin niin pieni ja muuttujia oli useita (lasten maara, kuukautiskierto), ettei
tasta voida tehda luotettavia johtopaatoksia. Hiirella ian on kuitenkin osoitettu
vaikuttavan maitorauhasen soluihin (Huh et al., 2015), joten olisikin tulevaisuudessa

kiinnostavaa tarkastella tata ihmisen maitorauhaskudoksella.

5.3 Soluvéliaineen fibronektiinitasot vaihtelevat ihmisen TDLU-rakenteen eri
0sissa

Maitorauhasen soluvdliainetta on aiemmin tutkittu Idhinna hiirelld, joten halusimme
tutkia sitda ihmisen maitorauhasessa. Soluvdliaineen komponenteista keskityimme
fibronektiiniin, jonka on maitorauhasessa havaittu edistdvdn pahanlaatuisten
kasvainten kehittymistd (Oskarsson, 2013). Halusimme erityisesti selvittdd, onko
fibronektiinin ilmentymisessa eroja eri rakenteellisten osien valilla, silla aikaisemmista

tutkimuksista tasta ei l0ydy tarkkaa tietoa.

Kuvaamalla ihmisen rintakudosnaytteita light sheet -mikroskoopilla ja jaaleikkeita
konfokaalimikroskoopilla,  havaitsimme fibronektiinin  keskittyvdan  enemman
rauhasrakkuloiden kuin tiehyiden ymparille. Kuvaamalla DCIS-naytteitd light sheet -
mikroskoopilla, havaitsimme saman ilmion, mutta fibronektiinin ilmentyminen naytti
olevan suurempaa kuin terveessa rintakudoksessa. Tama tukee kirjallisuutta siina, etta

fibronektiinin ilmentyminen kasvaa rintasyovan kehittyessa (Williams et al., 2008).
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Fibronektiinin ilmentymista taytyy vield tutkia lisda, jotta voidaan tehdd luotettavia
johtopadatdksia sen sijainnista ja maadrasta ihmisen rintakudoksessa. Koska
kuukautiskierron on osoitettu vaikuttavan fibronektiinin ja muiden soluvaliaineen
komponenttien maardan ja sijaintiin (Ferguson et al., 1992), olisi mielenkiintoista tutkia
tata suuremmalla ndytemaaralla. Lisaksi DCIS-naytteista tdytyy valmistaa ja kuvata
jadleikkeita, jotta voidaan tarkemmin vertailla fibronektiinin maaraa tiehyiden ja
rauhasrakkuloiden valilla. Taman jdlkeen voidaan myo6s ldhted tutkimaan, onko
soluvadliaineen koostumuksella yhteytta siihen, ettda tiehyiden rintasyopariskin on

havaittu olevan korkeampi kuin rauhasrakkuloiden (Kotsopoulos et al., 2010).



6. Yhteenveto

Tassa tutkimuksessa optimoitiin menetelma ihmisen maitorauhaskudoksen
kirkastamiseksi ja kolmiulotteiseksi kuvantamiseksi light sheet -mikroskopialla. Lisdksi
kehitettiin menetelmd kuvattujen rakenteiden kvantitatiiviseen analyysiin. Kuvien
perusteella pystyttiin seuraamaan tiehyiden haaroittumista seka maarittamaan niiden
l[apimittoja. Lisdksi tarkasteltiin erityisesti fibronektiini soluvdliaineen maaraa ja sijaintia
maitorauhasen eri osissa. Seka light sheet -mikroskopian etta kudosleikkeiden
kuvantamisen perusteella fibronektiini keskittyy enemman rauhasrakkuloiden kuin
tiehyiden ymparille. Lopuksi kuvattiin myds varhaisen rintasyévan eli DCIS-vaiheen
rintakudosta seka fibronektiinin ilmentymista siina.

Tassda tyossa kehitetylla menetelmalld voitiin - onnistuneesti kuvata ihmisen
maitorauhaskudosta seka varjata kudoksen eri soluja ja soluvadliaineen komponentteja.
Menetelmaa tulee kuitenkin vield kehittda, jotta suurempia kudosalueita saadaan
kirkastettua. Lisaksi tarvitaan useampien ndytteiden analyysia luotettavien
johtopaatosten tekemiseksi. Tulevaisuudessa olisi mielenkiintoista kuvata my6s muita
soluvaliaineen komponentteja. Kun tiedetdan enemman maitorauhaskudoksesta ja sen
soluvéliaineesta, voidaan niitd verrata rintasyOpakudokseen ja edelleen tutkia
tapahtuvia muutoksia ja niiden mekanismeja. DCIS-kudoksesta taytyy myos tehda
leikkeita, jotta voidaan verrata fibronektiinin ja muiden soluvéliaineen komponenttien
maaraa kudoksen eri osissa varhaisessa rintasyovassa ja normaalissa rintakudoksessa.
Taman jalkeen padastadan myods ladhemmas kysymystd, onko fibronektiinin sijainnilla
merkitystd siind, ettd tiehyiden rintasyOpariski on suurempi verrattuna

rauhasrakkuloihin.
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