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Estrogeenit ovat steroideihin kuuluvia sukupuolihormoneita, joiden vaikutukset
vilittyvat enimmaékseen kahden estrogeenireseptorin ERa:n ja ERB:n kautta. Estrogeenit
sadtelevat sukupuoliominaisuuksien lisdksi syddn- ja verenkiertojédrjestelmén,
keskushermoston ja luuston toimintaa naisilla ja miehilld. Estrogeenit sditeleviat myds
thmisen immuunijdrjestelmid. Ne vaikuttavat esimerkiksi T-solujen kehitykseen ja
aktivaatioon ja ohjaavat T-soluja erilaistumaan eri alatyypeikseen, kuten regulatorisiksi
T-soluiksi. Estrogeeneilldi voi olla vaikutusta my6s autoimmuunisairauksien
puhkeamiseen ja etenemiseen, silld naiset sairastuvat autoimmuunisairauksiin useammin
kuin miehet. Liséksi naisten autoimmuunisairauksien oireet muuttuvat kuukautiskierron
ja raskauden aikana, jolloin elimiston estrogeenipitoisuuksissa tapahtuu suuria
muutoksia.

Selektiiviset estrogeenireseptorien modulaattorit (SERM) ovat estrogeenireseptoreihin
sitoutuvia yhdisteitd, joiden vaikutukset vaihtelevat agonistisesta antagonistiseen
kohdekudosten mukaan. SERMeja kiytetddn esimerkiksi osteoporoosin hoitoon ja
ehkdisyyn sekd sy0vdn hormonaaliseen  hoitoon. @ SERMien vaikutuksia
immuunijdrjestelmédén ei tdysin tunneta, mutta joillakin yhdisteilli on todettu olevan
sithen vaikuttavia ominaisuuksia.

Tassd tutkimuksessa tarkasteltiin estrogeenisten yhdisteiden vaikutusta T-solujen
aktiivisuuteen ja toimintaan Jurkat-soluilla. Erityisend mielenkiinnon kohteena oli
regulatoriseen fenotyyppiin liittyviat muutokset. Tulosten perusteella 17B-estradioli (E2)
ja raloksifeeni yllapitdvit Jurkat-solujen elinkelpoisuutta ja estrogeeniset vaikutukset
ovat mahdollisesti riippuvaisia ERB- tai GPERI-aktivaatiosta néissd soluissa.
Estrogeeniset yhdisteet eivdt ohjanneet Jurkat-soluja kohti T-solujen regulatorista
fenotyyppid ja E2 ja raloksifeeni jopa vdhensivit anti-inflammatorisen IL-10:n l&hetti-
RNA:n ilmenemisté.

Uuden SERM2:n vaikutukset Jurkat-soluihin vaikuttavat olevan antagonistisia toisin
kuin E2:lla ja raloksifeenilld. Tulos tukee tutkimusryhmén aikaisempia johtopdatoksié,
joiden mukaan SERM2:n vaikutukset rajoittuvat systeemisten vaikutusten sijaan
tiettyihin kudoksiin ja solutyyppeihin.

ASIASANAT: estrogeentit, reseptorit, T-solu, autoimmuunisairaudet, SERM,

raloksifeeni
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Estrogens are steroids that act as sex hormones. They not only regulate the sexual
characteristics, but also affect the coronary system, central nervous system and bone in
men and female. The effects of estrogens are mainly conveyed through two estrogen
receptors, ERa and ERP. Estrogen receptors are expressed by the cells of the immune
system, and estrogens are known to affect T cell development and activation.
Additionally, they can guide T cells towards different subtypes, such as regulatory T
cells. Estrogens likely affect the onset and progression of autoimmune diseases, since
the prevalence of such diseases is higher in women than in men. Women’s symptoms
also change during menstrual cycle and pregnancy, when estrogen concentrations vary.

Selective estrogen modulators (SERMs) are estrogen receptor binding compounds that
act as agonists or antagonists depending on target tissue. SERMs are used to treat and
prevent osteoporosis and to treat hormone responsive cancers. The effects on the
immune system are still partially unknown, although some compounds are shown to
affect the immune system.

The aim of this study was to examine the effects of estrogenic compounds on T cell
activity and function using Jurkat cells. We were especially interested in changes
associated with regulatory phenotype. According to the results, 17B-estradiol (E2) and
Raloxifene support Jurkat cells viability, and the estrogenic effects may depend on ERf3
or GPERI activation in these cells. Estrogenic compounds did not affect Jurkat cell
differentiation towards regulatory T cell phenotype. In fact, E2 and Raloxifene lowered
the messenger RNA expression of anti-inflammatory IL-10.

The ERP dependent effects of a novel SERM2 seem to differ from those of E2 and
Raloxifene. The results support our research groups earlier conclusion that SERM?2 acts
on specific tissue and cell types, rather than on systemic level.

KEYWORDS: estrogens, receptor, T cell, autoimmune disease, SERM, Raloxifene
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1 Johdanto

1.1 Estrogeenit ja estrogeenisignalointi

Elimiston tuottamat luonnolliset estrogeenit ovat steroidihormoneja, joita steroideja
tuottavat eli steroidogeeniset solut syntetisoivat kolesterolista monivaiheisessa
prosessissa (Strauss & FitzGerald 2019). Luonnollisiin estrogeeneihin lukeutuvat
estroni (E1), 17B-estradioli (E2) ja estrioli (E3) (kuva 1). Estrogeeneista E2 on
biologisesti aktiivisin (Heldring ym. 2007). El:n aktiivisuus on hieman E2:ta

alhaisempi, ja E3 on ndisti kolmesta estrogeenista heikoin (Stanczyk 2000).

Estroni (E1) 173-estradioli (E2) Estrioli (E3)

Kuva 1. Elimiston tuottamien luonnollisten estrogeenien estronin, 17p-estradiolin
ja estriolin kemialliset rakenteet. (Muokattu kohteesta Norman & Henry 2015).

Naisilla E2 tuotetaan péddasiassa munasarjoissa, joissa estrogeenisynteesi alkaa
teekasoluissa ~ androgeenisynteesilli ~ ja  pééttyy  granuloosasoluissa  kun
aromataasientsyymi muuttaa androgeenin estrogeeniksi (Simpson 2003). Miehilld E2:ta
syntetisoivat kivesten Leydigin ja Sertolin solut sekd spermatosyytit. Estrogeeneja
syntetisoidaan my06s sukupuolirauhasten ulkopuolella, kuten aivoissa, rasvakudoksessa,
lisdmunuaisen kuorikerroksessa, ihossa ja haimassa (Barakat ym. 2016). Suurin osa
El:std ja E3:sta muodostetaan maksassa E2:sta (Gruber ym. 2002). Raskauden aikainen
E3:n tuotto tapahtuu synsytiotrofoblastissa eli  istukan nukkalisikkeiden
pintakerroksessa (Siiteri & MacDonald 1966). Syntetisointikudoksesta riippuen
estrogeenit toimivat systeemisesti endokriinisina  signalointimolekyyleind eli
kulkeutuvat verenkierron mukana kohdesoluihin tai ne toimivat paikallisesti

parakriinisina, autokriinisina tai intrakriinisina tekijoind (Vrta¢nik ym. 2014).

Estrogeeneja on yleisesti pidetty naishormoneina, silld ne vastaavat naisten
sekundaaristen sukupuoliominaisuuksien kehityksestd ja sddtelevit muun muassa
kuukautiskiertoa sekd kohdun limakalvon toimintaa. Sukupuoliominaisuuksien lisdksi

estrogeenit vélittdvit useita biologisia vaikutuksia sydén- ja verenkiertojérjestelméssa,



immuunijérjestelmissé, keskushermostossa ja luustossa. Viime vuosikymmenelld tehdyt
tutkimukset ovat korostaneet estrogeenien osuutta myos miesten hyvinvoinnissa. Smith
ym. (2008) raportoivat miespotilaasta, jolta tunnistettiin ituradan estrogeenireseptori o:a
koodaavassa geenissi sen toiminnan hévittivd mutaatio (engl. Loss of function). Geenin
mutaatio aiheutti miespotilaalla estrogeenisignaloinnin hdiriintymisen, miké johti muun
muassa luuntiheyden alenemiseen (osteopenia), hohkaluun méérdan vidhenemiseen ja
luiden ohenemiseen (Smith ym. 2008). Tutkimuksissa on havaittu, ettd myos
estrogeenin synteesid katalysoivan aromataasientsyymin geenissd tapahtuva geenin
toimintaa inaktivoiva mutaatio johtaa erilaisiin terveysongelmiin, koska E2:ta ei

muodostu normaalisti (Zirilli ym. 2008).

1.1.1 Estrogeenireseptorit

Estrogeenien  fysiologiset  vaikutukset  vilittyvdat  suurilta  osin  kahden
estrogeenireseptorin ERa:n ja ERB:n (engl. Estrogen receptor, ER) kautta. ERa ja ERP
ovat tumareseptorien suurperheeseen kuuluvia proteiineja, joita koodaavat eri
kromosomeissa sijaitsevat geenit ESR/ (ERa) ja ESR2 (ERP). Reseptorien alatyypeilld
on tumareseptorien yleinen viisiosainen rakenne (kuva 2) (Khan & Ahmed 2015).
Estrogeenireseptoreissa on DNA:ta sitova alue (emgl. DNA-binding domain, DBD),
sarana-alue (eng/. Hinge domain) ja ligandia sitova alue (engl. Ligand binding domain,
LBD). Néiden lisdksi reseptorien aminoterminaalisessa (NHz) paddssi on AF-1- ja
karboksyyliterminaalisessa (COOH) padssd on AF-2-transaktivaatioalueet. ERo:n ja
ERB:n DNA:ta sitovat alueet ovat hyvin samankaltaisia, mutta reseptorien muiden

alueiden homologia on véhdisempaa (Gruber ym. 2002).

A/B C D E F
ERa NH2 — AF-1 OBD | H LDB AF-2 — COOH
ERp NH; — | AF-1 |DBD | H LDB AF-2 — COOH

Kuva 2. Tumareseptoreihin kuuluvien estrogeenireseptorien ERa:n ja ERp:n
rakenne. Ylimpédnd on esitetty tumareseptorien yleinen nimedmiskaytintd rakenteisiin
A — F. ERa:n ja ERB:n rakennekuviin on merkitty estrogeenireseptoreille ominaiset
rakenteet: transaktivaatioalueet (AF-1/2), DNA:ta sitova alue (DBD), sarana-alue (H) ja
ligandia sitova alue (LDB). (Muokattu kohteesta Khan & Ahmed 2015).

Eri solutyypit ilmentdvét estrogeenireseptoreita useissa eri kudoksissa, kuten

lisddntymiselimiston kudoksissa, sydén- ja verenkiertojarjestelméssi,
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keskushermostossa ja luustossa (Paterni ym. 2014). Tadmaén lisdksi estrogeenireseptoreita
ilmentdvat myos useimmat synnynndisen ja hankitun immuunipuolustuksen solut, kuten
T- ja B-solut, monosyytit sekd dendriittisolut (Moulton 2018). CD4" T-solut ilmentévét
paljon ERa:aa ja vdhdn ERpB:aa, kun taas CD8" T-solut ilmentdvit hieman kumpaakin

reseptoria (Phiel ym. 2005).

ERa:n ja ERP:n vilittdimidt vasteet poikkeavat huomattavasti toisistaan. Reseptorit
sddtelevit toisistaan riippumattomia kohdegeeneji, ja reseptorit voivat sidddelld saman
geenin transkriptiota eri tavalla (Fox ym. 2008). Erilaisia vasteita selittdvit myos
vaihtelut reseptorien méérissd ja jakaumissa eri kudosten ja solujen vililli (Khan &
Ahmed 2015), sekd reseptorien toisistaan poikkeavat vaihtoehtoiset proteiinisekvenssit

eli isoformit (Herynk & Fuqua 2004).

1.1.2 Genominen signalointireitti

Estrogeenisignaloinnin  klassisena  vaikutusmekanismina  pidetddn  genomista
signalointireittid, jossa E2-ER-kompleksi toimii transkriptiota aktivoivana tekijand
sitoutumalla suoraan DNA:han (kuva 3). Klassinen signalointireitti kdynnistyy, kun
estrogeeni diffundoituu solukalvon ldpi ja sitoutuu sytoplasmassa estrogeenireseptoriin
(ER). Ligandin sitoutuminen reseptorin LBD-alueeseen aiheuttaa  ER:n
konformaatiomuutoksen ja reseptorien homo- tai heterodimerisaation (Khan & Ahmed
2015; Thomas & Gustafsson 2011). ER-dimeerit kuljetetaan tumaan, missd ne
sitoutuvat DNA:han kohdegeeniensé positiivisille tai negatiivisille ERE-alueiksi (engl.
Estrogen-response element) kutsutuille vastealueille. ER:ien sitoutuminen DNA:han
indusoi muiden kohdegeenien transkriptiota estivien tai aktivoivien proteiinien
sitoutumisen  séddtelyalueille. DNA:han sitoutunutta estrogeenireseptori-ligandi-
kompleksia muokataan translaation jdlkeen tapahtuvilla modifikaatioilla, kuten
metylaatiolla ja asetylaatiolla. Muokkaukset edistdvit kompleksin hajoamista
(dissosiaatio), minkd lisdksi reseptorien ubikitinaatio joko edelleen aktivoi reseptoreita
tai johtaa niiden pilkkoutumiseen (degradaatio) (Heldring ym. 2007). Estrogeeni pystyy
my0s yksinddn aktivoimaan ubikitiini-proteasomi-signalointireitin (engl. Ubiquitin-
proteasome pathway, UPP), joten se voi sdddelld ainakin ERo:n translaation jélkeen

tapahtuvaa muokkausta ja hajotusta (Moulton 2018).

Estrogeenireseptorien indusoima genominen signalointi voi tapahtua myds epédsuorasti
(Vrtacnik ym. 2014) (kuva 3), mikd mahdollistaa my0s tiettyjen geenien transkription

sddtelyn estrogeenilld, vaikka geenin sditelyalueella ei ole ERE-aluetta. Téssé



tilanteessa E2-ER-kompleksi sitoutuu geenien séddtelyalueen DNA:han vilillisesti

muiden transkriptiotekijoiden kautta (Vrtacnik ym. 2014) (kuva 3).

Ei-genomiset

Genomiset vasteet
vasteet

Ligandista Ligandista
riippuvat riippumattomat

:f Kinaasi- ‘:
+ kaskadit \q

; Solutason
. vasteet |

Kuva 3. Solutasolla tapahtuvan estrogeenisignaloinnin mekanismeja. Estrogeenit
(E) wvilittdvat ligandista riippuvaisia genomisia vasteita sitoutumalla DNA:ssa
estrogeenireseptorien  vastealueille (ERE) tai muualle DNA:han muiden
transkriptiotekijoiden vililld. Ligandista riippumattomassa signaloinnissa fosforyloitu
estrogeenireseptori  (ER) sitoutuu DNA:han. Estrogeenien genomin kautta
kulkemattomat vasteet tapahtuvat esimerkiksi solukalvolle assosioituneiden reseptorien
kautta (GPER ja mER). (Muokattu kohteesta Moulton 2018).

1.1.3 Ei-genominen signalointireitti ja ligandista riippumaton signalointi

Nopeita ei-genomisia vasteita valittavit klassisen solunsisdisen ER:n lisdksi my0s
solukalvolla oleva estrogeenireseptori (engl. Membrane estrogen receptor, mER)
(Moulton, 2018) ja solukalvoon liittyvd G-proteiinikytkentdinen estrogeenireseptori
(engl. G-protein coupled estrogen receptor, GPER) (kuva 3) (Revankar ym. 2005).
17B-estradiolin  ei-genomisiin vasteisiin lukeutuvat muun muassa solunsisdisten

kalsiumvarastojen mobilisaatio (Improta-Brears ym. 1999), adenylaattisyklaasin



aktivaation lisddminen ja tistd seuraavan syklisen AMP:n tuotto (Aronica ym. 1994),

sekd MAPK-signalointireitin aktivaatio (Losel & Wehling 2003).

Aktivoituneet mER ja GPER vaikuttavat my6s immuunisolureseptorien, kuten
B-solureseptorin solunsisdisiin signalointireitteihin. Vaikutukset ndkyvit sytoplasmassa
esimerkiksi kohonneina kalsiumtasoina, mikd on seurausta G-proteiinien vilitykselld
aktivoituneen fosfolipaasi C:n pilkkomien signaalimolekyylien toiminnasta (Moulton

2018).

Estrogeenireseptorien tai niiden kanssa vuorovaikuttavien proteiinien eli niin sanottujen
koregulaattorien fosforylointi voi johtaa ligandista riippumattomaan ER-aktivaatioon
(kuva 3). Ilmion taustalla toimivat muun muassa solujen yleistd fosforylaatiotasoa
sadtelevit proteiinikinaasit A ja C, solusyklid sddtelevdt proteiinit sekd solunulkoiset
signaalit, kuten peptidikasvutekijit, sytokiinit ja hermovdélittdjdaineet (Nilsson ym.

2001).
1.2 Estrogeenit ja T-solut

Estrogeenit sdételevdt muiden kohteidensa ohella myds ithmisen immuunijérjestelmaa.
Vastaavanlaista sdételyad tapahtuu muillakin selkdrankaisilla, kuten kaloilla, mika viittaa
estrogeenireseptorien  kautta tapahtuvan immuunijdrjestelmin sédédtelyn olevan
evolutiivisesti konservoitunut mekanismi (Szwejser ym. 2017). Immuunijérjestelmén
estrogeeniriippuvainen sddtely ulottuu aina immuunijérjestelmin solujen kehityksestd

niiden toimintaan saakka.

1.2.1 T-solujen kehitys

T-solujen esiastesolut kehittyvdt hematopoieettisista kantasoluista sikidaikana
maksassa, mutta my6hemmin kehitys siirtyy luuytimeen. Esiastesoluista kehittyvat T-
solut eli tymosyytit siirtyvdt luuytimestd kypsyméédn kateenkorvaan, missd T-solut
alkavat ilmentdd pinnallaan T-solureseptoria (engl. T cell receptor, TCR).
Kateenkorvassa tapahtuu T-solureseptoria koodaavien geenisegmenttien
uudelleenjirjestelyd eli rekombinaatiota. Koska rekombinaatio on sattumanvaraista,
syntyy antigeenispesifisyydeltddn vaihteleva T-solupopulaatio. Kateenkorvassa
tapahtuvan kehityksen aikana T-solut alkavat ilmentdd pinnallaan myds CD4- ja CD8-
molekyylejd (engl. Cluster of differentiation, CD).

T-solujen kehityksen aikana T-solureseptorin toimivuutta testataan positiivisella ja

negatiivisella valinnalla esittelemélld soluille peptidi-MHC-komplekseja (engl. Major



histology complex, MHC). Onnistunut sitoutuminen tekee soluista positiivisesti
valikoituneita, kun taas epdonnistunut sitoutuminen ohjaa solut kuolemaan eli
apoptoosiin. Liian voimakkaasti elimiston omien peptidien kanssa reagoineet tymosyytit
valikoituvat negatiivisesti ja ajautuvat apoptoosiin. Negatiivisen valinnan tarkoituksena
on poistaa autoreaktiiviset eli elimistdn omiin rakenteisiin ja harmittomiin vieraisiin
rakenteisiin reagoivat T-solut. Kateenkorvassa siis estetdén sellaisten T-solujen pddsy
elimistoon, jotka hyokkddvit elimiston omia antigeenejd vastaan. Kateenkorvassa
tapahtuvaa T-solujen kehitystd haitallisia taudinaiheuttajia vastaan tehokkaasti
reagoiviksi, mutta omia rakenteita sietdviksi soluiksi, kutsutaan sentraaliseksi

toleranssiksi.

AIRE-geeni liittyy keskeiselld tavalla etenkin T-solujen kehityksen aikana muovautuvan
toleranssin syntyyn. Puberteetin jdlkeen AJRE-geenin ilmentdmisessd tapahtuu
sukupuolisidonnaisia muutoksia ainakin thmisilla ja hiirilld, ja estrogeenin on huomattu
vihentdvan geenin ilmenemistd viljellyissd kateenkorvan soluissa (Moulton 2018).
Tdmén vuoksi estrogeeniriippuvainen T-solujen kehityksen sédétely on oleellinen

tapahtuma sentraalisen toleranssin ja ndin my0s autoimmuniteetin kannalta.

Kehittyvdat T-solut ja kateenkorvan epiteelisolut ilmentdvit estrogeenireseptoreita
(Savino ym. 2016). Reseptorien kautta estrogeenit vaikuttavat siithen, millaisia T-soluja
kateenkorvassa kehittyy (kuva 4). Poikkeavat estrogeenipitoisuudet muuttavat
kehittyvien T-solujen fenotyyppid, ja estrogeenin puuttuessa suurin osa kehittyvistd
tymosyyteistd on niin kutsuttuja tuplapositiivisia soluja eli ne ilmentdvit pinnallaan
sekd CD4- ettd CD8-molekyylejd (Leposavi¢ ym. 1996). Samaan aikaan solujen, jotka
eivit ilmennd kumpaakaan molekyylid tai ilmentdvit vain toista molekyylid, osuus
vahenee. Liiallinen estrogeenipitoisuus taas vihentdd CD4" ja CD8" solujen suhteellista
osuutta, minkd lisdksi CD4/CD8-tuplapositiivisten solujen mdidrd romahtaa
(Rijhsinghani ym. 1996). Tuplapositiiviset T-solut on yhdistetty kroonisiin
tulehdustiloihin ja autoimmuunisairauksiin (Parel & Chizzolini 2004) ja hiljattain
julkaistun tutkimuksen mukaan tuplapositiiviset T-solut ohjaavat muiden T-solujen
erilaistumista Th2-suuntaan eli vasta-aineentuotannon sditelyyn osallistuviksi soluiksi

(Bohner ym. 2019).
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Kuva 4. Estrogeenin vaikutuksia T-solujen kehitykseen. Vasemmalla kohonneen
estrogeenipitoisuuden vaikutuksia. Estrogeeni hillitsee T-solujen kehitystd eli
lymfopoieesia ja proliferaatiota, ja alentunut solumééréd johtaa kateenkorvan atrofiaan.
CD4" ja CD8" solujen méiird vihenee ja CD4/CDS8-tuplapositiivisten solujen maéira
romahtaa. Oikealla estrogeenin puuttumisen vaikutuksia. Estrogeenin puuttuessa
kehittyvien T-solujen méédrd kasvaa, mikd johtaa myods kateenkorvan solutiheyden
kasvuun. CD4", CD8" tai kumpaakaan CD-molekyylid ilmentdméttomien solujen méara
vihenee, mutta CD4/CDS8-tuplapositiivisten solujen maird kasvaa. (Leposavi¢ ym.
1996; Moulton 2018; Rijhsinghani ym. 1996; Zoller ym. 2006).

Estrogeenien vaikutukset heijastuvat kateenkorvaan myos kudostasolla (kuva 4).
Estrogeenit hillitsevdt T-solujen kehitystd eli lymfopoieesia (Moulton 2018) ja
endogeenisen estrogeenin puuttuminen lisddkin kateenkorvan solutiheyttd (Leposavic¢
ym. 1996). Korkea endogeeninen estrogeenitaso aiheuttaa pédinvastaisesti kateenkorvan
atrofiaa eli surkastumista. Atrofia johtuu tymosyyttien esiastesolujen vdhentyneesté

proliferaatiosta kateenkorvassa ja luuytimessi (Zoller ym. 2006).

1.2.2 T-solujen aktivaatio

Ennen kuin naiivit T-solut voivat toimia vaikuttaja- tai muistisoluina, niiden tulee
aktivoitua (kuva 5). T-solujen tdydellinen aktivaatio on riippuvainen kolmesta
signaalista. Ensinndkin T-solureseptorin tulee sitoutua antigeeniinsd, joka esitellddn T-
solulle antigeenid esittelevdn solun (engl Antigen presenting cell, APC) MHC-
molekyyliin sitoutuneena. Toiseksi, T-solut tarvitsevat kostimulatorisen signaalin eli
signalointi muiden T-solun pinnan reseptorien kautta vahvistaa TCR:n vélittimaa

aktivaatiota. Epdtdydellinen stimulaatio, miké johtuu yleenséd kostimulaation puutteesta,



tekee T-soluista reagoimattomia drsykkeille (anergia) tai ajaa ne apoptoosiin (Eagar &
Miller 2019). Tdmidn sdédtelymekanismin tarkoitus on estdd védrdnlainen T-solujen
aktivaatio ja sdilyttdd T-solujen toleranssi elimiston omia molekyylejd kohtaan.
T-soluissa CD28 on tehokkain kostimulatorinen reseptori (Smith-Garvin 2009), ja se
aktivoituu yleensd dendriittisolujen pinnalla olevilla CD80- tai CD86-proteiineilla.
Kolmas tdydelliseen aktivaatioon tarvittava signaali on T-solujen sytokiiniympéristd

(Curtsinger ym.1999; Smith-Garvin ym. 2009).

Q
00 0 T
g Sytokiinit

i |
~~————"CD80/~ CD28
CcD86
Antigeenia T-solu
esitteleva
solu

Kuva 5. Yksinkertaistettu kuva T-solujen aktivaatiosta antigeenia esittelevin solun
toimesta. T-solujen aktivaatio on riippuvainen kolmesta signaalista. Signaali 1:
T-solureseptori (TCR) sitoutuu antigeeniin, joka on sitoutuneena MHC-molekyyliin
antigeenid esittelevin solun pinnalla. Signaali 2: Kostimulatorinen signalointi
esimerkiksi T-solun CD28-molekyylin sitoutuessa CD80/86-molekyyliin. Signaali 3:
Sytokiinit ohjaavat T-solujen erilaistumista eri tyyppisiksi vaikuttajasoluiksi.
(Curtsinger ym. 1999; Smith-Garvin ym. 2009).

Estrogeenit vaikuttavat ERa-vilitteisesti T-solujen, erityisesti CD4+ T-solujen
aktivaatioon, sytokiinituotantoon, erilaistumiseen ja regulatorisiin toimintoihin
(Moulton 2018). ERa:n poistaminen kohdistetusti T-soluista heikentdd T-solujen
tulehdusta edistdvid ominaisuuksia vihentdmaélld solujen proliferaatiota ja aktivaatioon
liittyvdd geeniaktiivisuutta, sekd lisddmélld T-solujen erilaistumisessa keskeisen
transkriptiotekijin FOXP3-ekspressiota (Mohammad ym. 2018). Ndiden muutosten on
havaittu lieventdvin tulehdusta haavaista paksusuolentulehdusta eli koliittia

jdljittelevéssd hiirimallissa (Mohammad ym. 2018). ERa saattaakin olla sopiva

terapeuttinen kohde tulehdussairauksissa.



1.2.3 T-solujen erilaistuminen ja sytokiinituotanto

Antigeeniaktivaation jilkeen T-solut jakautuvat ja erilaistuvat eri alatyyppeihin (kuva
6). CD8-positiivisista soluista tulee sytotoksisia T-soluja, jotka tunnistavat
MHC I -tyypin molekyylin ja osallistuvat infektoitujen solujen ja syopidsolujen
tuhoamiseen. CD4-positiivisista soluista tulee MHC II -tyypin molekyylin tunnistavia
erilaisia auttaja-T-soluja (engl. Helper T cell, Th) tai regulatorisia eli sditelija T-soluja

(engl. Regulatory t cell, Treg).
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Kuva 6. Kaavakuva T-solujen erilaistumisesta eri  T-solutyypeiksi
antigeeniaktivaation jilkeen. CD8" T-soluista tulee sytotoksisia T-soluja. CD4" T-
solut erilaistuvat esimerkiksi auttaja-T-soluiksi (Thl, Th2, Th17) ja regulatorisiksi T-
soluiksi (Treg). Alatyyppien oikealla puolella on kuvattu joitakin kullekin alatyypille
ominaisia sytokiineja. (de Jong ym. 2010; Mosmann ym. 1986; Tan ym. 2016).

CD4" T-solut jaetaan Thl, Th2, Thl7 ja Treg-soluihin niiden tuottamien sytokiinien
mukaan (kuva 6). Thl-solut tukevat erityisesti soluvilitteistd tulehdusvastetta
aktivoimalla muita immuunipuolustuksen soluja ja tuottavat paljon interleukiini 2:ta
(IL-2), kasvainnekroositekijd alfaa (TNFa) ja interferoni gammaa (IFNy) (Mosmann
ym. 1986). Th2-solut taas edistdvdt varsinkin humoraalisen immuunipuolustuksen
vasteita. Ne tuottavat etenkin IL-4:4d, IL-5:ttd ja IL-13:ta (Mosmann ym. 1986).
Th17-solut tuottavat tulehdusta edistidvad 1L-17:44 (de Jong ym. 2010). Treg-solut ovat

vélttimattomid perifeerisen toleranssin  toiminnassa ja autoimmuunivasteiden



torjunnassa ja ne tuottavat muun muassa IL-10:td ja transformoivaa kasvutekiji beetaa

(TGFP) (Tan ym. 2016).

Estrogeenien on kuvattu lisddvdn tai vdhentdvdn tulehdusvasteeseen vaikuttavien
sytokiinien tuottoa T-soluista. Estrogeeni esimerkiksi lisdé tulehdusta edistdvan IL-17:n
ja sen ldhetti-RNA:n transkriptiota edistdvian tekijdn ilmenemistd hiiren pernan
valkosoluissa eli splenosyyteissid (Khan ym. 2010). E2 tehostaa my0ds T-solujen IFNy:n
synteesid sitoutumalla IFNy:n promoottoria koodaavan geenin ERE-alueisiin lisdten
[FNy:n ldhetti-RNA:n transkriptiota (Fox ym. 1991; Moulton 2018; Priyanka ym.
2013). Vastakkaisia tuloksia on myds raportoitu, kun esimerkiksi thmisen MS-tautia
jaljittelevdssd EAE-hiirimallissa estrogeenin on huomattu vaimentavan Thl- ja
Th-17-solujen vasteita ja ndin vélittdvin hermostoa suojaavia vaikutuksia (Lélu ym.

2011).

Estrogeenit vaikuttavat T-solujen IL-2:n tuottoon. Esimerkiksi terveilld nuorilla naisilla
kuukautiskierron luteaalivaiheessa E2:n méadrin ollessa suuri, IL-2:n méiard elimistossa
vihenee (Trzonkowski ym. 2001). Synteettinen estrogeeni dietyylistilbestroli puolestaan
vidhentdd hiiren pernan lymfosyyttien proliferaatiota ja IL-2:n tuottoa, mikd herkistdd
hiiret Listeria monocytogenes -bakteerin aiheuttamille tulehduksille (Pung ym. 1985).
Etenkin aktivoituneet T-solut tuottavat IL-2:ta, joka toimii autokriinisend kasvutekijani
ja tehostaa T-solujen aktivaatiota. Hiirten tulehdusherkkyys liittynee juuri IL-2:n
tuottoon, koska tulehduksesta toipumiseen vaadittavan IL-2 midrd ja samalla myos

T-solujen proliferaatio on vihentynyt.

Toisin kuin edelld kuvatuissa tapauksissa, joissa E2 vidhentdd T-solujen proliferaatiota,
E2 lisdd ER-vilitteisesti rottien pernasta eristettyjen T-solujen proliferaatiota
vaikuttamatta kuitenkaan solujen IL-2:n tuottoon (Priyanka ym. 2013). Myds ERa- ja
B-agonistit kithdyttavét kyseisten solujen jakautumista, minka lisdksi ERB-agonisti lisdd

myds solujen IL-2:n synteesia.
1.2.4 Regulatoriset T-solut

Regulatoriset T-solut ovat immunosupressiivisia eli ne hillitsevit tai estivdt muiden
tulehdusta  edistdvien immuunisolujen toimintaa. Luonnollisesti  esiintyvit,
kateenkorvassa kehittyvit Treg-solut kuvailtiin ensimmadisen kerran 1995 (Sakaguchi
ym. 1995). Tutkijat havaitsivat, ettd hiiret, joiden T-solut olivat CD4-positiivisia ja
CD25-negatiivisia kirsivdt vakavista autoimmuunireaktioista. Tilanne normalisoitui,

kun hiirten verenkiertoon injisoitiin CD4" CD25" T-soluja. IL-2-reseptorin (IL-2R)
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alfa-ketju CD25 on yleinen Treg-solujen ilmentdmd molekyyli, joka on myds
vélttdimiton ndiden solujen toiminnan kannalta (Wing & Sakaguchi 2019).

CD25-molekyylid kdytetddnkin usein pintamarkkerina Treg-solujen karakterisoinnissa.

FOXP3 on keskeinen transkriptiotekija Treg-solujen normaalille kehitykselle ja
toiminnalle, ja se on CD25:n ohella yleinen Treg-solujen markkeri. Muut tymosyytit tai
T-solut ilmentdvit harvoin FOXP3:a edes aktivaation jdlkeen. Luonnolliset CD4"
FOXP3" Treg-solut ylldpitdvit aktiivisesti perifeeristd toleranssia ja vaimentavat
mahdollisia  autoimmuunireaktioita (Wing &  Sakaguchi 2019). Useissa
autoimmuunisairauksissa, kuten SLE:ssd (engl. Systemic lupus erythematosus) ja
kroonisessa tulehduksellisessa suolistosairaudessa, IBD:ssé, (engl. Inflammatory bowel
disease) FOXP3-positiivisten Treg-solujen miira tai toiminta on alentunut (Grant ym.

2015), mika korostaa solutyypin tarpeellisuutta autoimmuunireaktioiden siételyssa.

Myos estrogeenit vaikuttavat regulatorisiin T-soluihin. Esimerkiksi hiirille, joilta on
poistettu munasarjat, annettu estrogeenilisd kasvattaa CD4" CD25" FOXP3" Treg-
solujen miidrda ja lisdd FOXP3" T-solujen CD25-ekspressiota (Tai ym. 2008).
Samankaltaisia vaikutuksia solupopulaation rakenteeseen ja solujen fenotyyppiin on
havaittu my6s muilla hiirimalleilla (Polanczyk ym. 2004) ja ihmisen Treg-soluilla

(Prieto & Rosenstein 2006).

Vield ei kunnolla tiedetd, mitd kautta estrogeenien vaikutukset Treg-soluihin vélittyvét.
Adurthi ym. (2017) ovat osoittaneet, ettd ihmisen kohdunkaulan sydpikudoksesta
eristettyjen Treg-solujen FOXP3-ekspressio ja supressiiviset vaikutukset lakkaavat, kun
E2:n ERa:n kautta tapahtuva signalointi estetdén. He osoittivat, ettd E2 sitoutuu ERa:an
Treg-soluissa ja ERa puolestaan sitoutuu FOXP3:n promoottorissa sijaitsevalle
ERE-alueelle. Tulokset viittaavat ERa:n olevan vélttdmédton FOXP3:n ilmenemiselle ja

Treg-solujen normaalille toiminnalle (Adurthi ym. 2017).

1.3 Estrogeenit ja autoimmuunisairaudet

Naisten ja miesten immunologiset vasteet vieraita ja kehon omia antigeenejd vastaan
ovat osittain erilaisia. Erot esimerkiksi tulehdusta edistdvissd vasteissa ilmenevit
ainoastaan hedelmaéllisessd 1idssd, mikd viittaa sukupuolihormonien vaikuttavan
immuunijirjestelmdn toimintaan (Klein & Flanagan 2016). Sukupuolihormonit
vaikuttavat luultavasti my0s autoimmuunisairauksien syntyyn ja etenemiseen, silld

naiset sairastuvat autoimmuunisairauksiin miehida useammin. Lisdksi naisilla
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autoimmuunisairauksien oireissa tapahtuu yleensd muutoksia kuukautiskierron,
raskauden ja vaihdevuosien aikana (Straub 2007). Progesteronia ja androgeenejd
pidetddn immunosupressiivisina, kun taas estrogeenien ajatellaan stimuloivan
immuunijdrjestelmidn toimintaa ja nidin edistivin autoimmuunisairauksien syntya.
Estrogeenien toiminta ei kuitenkaan ole ndin yksinkertaista, silld ne vaikuttavat eri

sairauksien syntyyn ja etenemiseen useilla eri tavoilla.

Estrogeenien on havaittu vaikuttavan autoimmuunisairauksista muun muassa SLE:n,
multippeliskleroosin (engl. Multiple sclerosis, MS) ja nivelreuman (engl. Rheumatoid
arthritis, RA) oireisiin. SLE, suomenkieliseltd nimeltddn punahukka, on systeeminen
autoimmuunisairaus, johon liittyy autovasta-aineiden tuotto. Suurin osa SLE-potilaista
kdrsii jonkin asteisista nivel- ja iho-ongelmista (Aranow ym. 2019). MS-tauti on
T-soluvilitteinen autoimmuunisairaus, jossa autoreaktiiviset T-solut hyokkaavit
keskushermoston myeliinikudoksen kimppuun, mikd johtaa aksonien myeliinin
hidvidmiseen ja keskushermostollisten oireiden syntyyn. Yleisin reumaattinen
autoimmuunisairaus on nivelreuma, jossa nivelten rakenteissa oleva jatkuva

tulehduksellinen tila johtaa kudosten vaurioitumiseen.

Autoimmuunisairauksien  oireissa  tapahtuu  yleensd  muutoksia  elimiston
hormonitoiminnan muuttuessa. Esimerkiksi naisilla SLE:n oireet pahenevat
estrogeenien mddrdn noustessa raskauden, kuukautiskierron ja ehkéisyvalmisteiden
kdyton aikana (Aranow ym. 2019). Hiirimalleilla tehdyt kokeet ovat vahvistaneet
estrogeenin pahentavan SLE:n oireita ja vastaavasti endogeenisen estrogeenin
puuttumisen lieventdvdn oireita (Moulton 2018). Toisin kuin SLE:n tapauksessa,
inflammatoristen vasteiden hallitsemissa MS ja RA autoimmuunisairauksissa, oireet
yleensd lievittyvét raskauden edetessd, silld estrogeenien midrd kehossa nousee
tasaisesti raskauden aikana (Figueiredo & Schumacher 2016). Estriolin (Voskuhl ym.
2016) ja synteettisen estrogeenin etinyyliestradiolin (Pozzilli ym. 2015) on todettu

suojaavan aaltomaisen MS-taudin oireilta my0s raskausajan ulkopuolella.

1.3.1 Estrogeenien T-soluvilitteiset vaikutukset autoimmuunisairauksissa

Autoimmuunisairauksien oireiden muuttuminen raskauden aikana saattaa liittyd
estrogeenien kykyyn muokata T-solujen sytokiinituotantoa. Raskauden aikainen
kohonnut E2:n médrd lisdd esimerkiksi tulehdusta lievittdvdn IL-10:n eritystd
CD4" T-soluista (Gilmore ym. 1997). Myos estronilla (E1) ja raskauden aikana

padasiallisena estrogeenina toimivalla estriolilla (E3) on sama IL-10:n eritysté tehostava
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vaikutus (Correale ym. 1998). E2 lisdd myds T-solujen IFNy:n tuottoa, jolla on
puolestaan Th17-soluja inhiboiva vaikutus (Straub 2007). Juuri Th17-solujen ajatellaan
olevan vastuussa autoimmuunisairauksissa tapahtuvasta kudosten tuhoutumisesta

(Steinman 2007).

Estrogeenien indusoima oireiden paheneminen SLE-potilailla johtuu osittain solujen
muuttuneesta interleukiinien tuotosta. SLE-potilaiden CD4" vaikuttaja-T-solut tuottavat
tavallista ~ vihemméin  IL-2:ta ja  enemmédn  IL-17:88, mikd  johtaa
vaikuttaja-T-solupopulaation laajenemiseen (Hedrich ym. 2012). Ilmion taustalla on
CREM-transkriptiotekijd, joka samanaikaisesti vdhentdd IL-2:n ja lisdd IL-17:n tuottoa
SLE-potilaiden soluissa (Hedrich ym. 2012). E2 taas lisdd kyseisen transkriptiotekijan
ilmenemiseen T-soluissa estrogeenireseptorien kautta (Moulton ym.2012). Niinpd T-
solupopulaatioiden séddtely SLE:ssd saattaa olla ainakin osittain estrogeenireseptorien

kautta tapahtuvan sédételyn alaisena.

Tutkimukset osoittavat, ettd ERo:n kautta vilittyvit estrogeenin vaikutukset ovat
pddosin tulehdusta edistivid, kun taas ERP:n kautta tapahtuvalla signaloinnilla on
vihdinen immunosupressiivinen vaikutus (Li & McMurray 2007). Normaalisti CD4" T-
solujen ERo-ekspressio on korkeampi kuin ERB:n ja CD8" T-soluissa kumpaakin
estrogeenireseptoria ilmennetddn vain vdhin. Nivelreumapotilaiden solut ilmentévit
kuitenkin enemmaidn ERf:aa kuin ERa:aa (Capellino ym. 2007; Ishizuka ym. 2004). On
mahdollista, ettd tulehduksen aikaisessa vaiheessa reseptoreita ilmennetdén ldhes
samalla tasolla, mutta kroonisissa tapauksissa ERf:n ilmentdminen nousee suhteellisesti
ERa:a korkeammaksi (Straub 2007). Yksi syy muutokselle voi olla ERB:n kautta

tapahtuvan immunosupressiivisen signaloinnin lisddntyminen (Li & McMurray 2007).

Inui kollegoineen osoittivat, ettd toisin kuin RA:ssa, SLE:td sairastavien potilaiden
mononukleaariset valkosolut ilmentdvit ERa:n ldhetti-RNA:ta tavallista enemmaén, kun
taas ERP:n ldhetti-RNA-ekspressio on alentunut (Inui ym. 2007). Myd6s Riderin
tutkimusryhmé on raportoinut korkeammasta ERa:n ldhetti-RNA-méérastda ERP:an
verrattuna (Rider ym. 2006). He eivit kuitenkaan havainneet eroa ERB:n 14hetti-RNA:n
médrdssd terveisiin henkildihin verrattuna ja ehdottavatkin reseptorien suhteissa
havaittujen muutosten johtuvan vidhentyneestd ERo:n ilmentdmisestd. Myo0s
proteiinitasolla T-solujen ilmentdmien ER-tyyppien maéidrissi on enemmén vaihtelua

sairailla kuin terveilld henkil6illd (Moulton 2018).
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1.4 Selektiiviset estrogeenireseptorin modulaattorit

Vaihdevuosien aikaisia ja jélkeisid oireita sekd useita syOpid hoidetaan
hormonikorvaushoidoilla. Useat sivuvaikutukset kuitenkin rajoittavat hoitojen
kéayttokelpoisuutta. Esimerkiksi estrogeeni- ja progestiinihoitoihin liittyy kohonnut riski
verisuonen tukkeutumiselle verenkierron mukana tulleen hyytymin vuoksi ja
lisdéntynyt alttius sairastua sydén- ja verisuonisairauksiin (Rossouw ym. 2002). Tdmén
lisdksi pelkkdin estrogeenihoitoon liittyy suurentunut rintasyopdriski (Lyytinen &
Ylikorkala 2011). Sivuvaikutusten vélttdmiseksi tavoittelemisen arvoinen vaihtoehto
estrogeenihoidoille on kehittdd uusia tai hyddyntdd jo olemassa olevia kudoskohtaisia
selektiivisid estrogeenireseptorin modulaattoreita eli SERMeja (engl. Selective estrogen

modulator, SERM).

Selektiiviset estrogeenireseptorien modulaattorit ovat estogeenireseptoreihin sitoutuva
yhdisteryhma (Baker ym. 2000). Estrogeenien vaikutus on aina agonistinen eli niiden
sitoutuminen reseptoriin aiheuttaa reseptorin aktivaation. SERMien vaikutus puolestaan
vaihtelee kudoksesta riippuen agonistisesta antagonistiseen, jolloin sitoutuminen ei
atheutakaan reseptorin aktivaatiota (Paterni ym. 2014). Yhdisteiden valikoivaa
vaikutustapaa selittdd ainakin kolme seikkaa; estrogeenireseptoreita ERo ja ERP
ilmennetddn eri méérid eri kudoksissa, sitoutumisesta johtuvat estrogeenireseptorien
konformaatiomuutokset vaihtelevat sitoutuvan SERMin mukaan ja ER-koregulaattoreita

ilmennetédén ja sidotaan eri kudoksissa eri tavoin (Dutertre & Smith 2000).

Trifenyylietyleeneihin kuuluva Tamoksifeeni (ICI 46,474) luokiteltiin 1990-luvulla
ei-steroidiseksi antiestrogeeniksi rintasyovdn hoitoon (kuva 7) (Jordan 2014).
Tamoksifeeni alentaa tehokkaasti rintasyovin aiheuttamaa kuolleisuutta, kunhan hoito
aloitetaan syodvdn aikaisessa vaiheessa (Scottish Cancer Trials Office MRC 1987).
Tamoksifeenin vaikutus on rintakudoksessa antiestrogeeninen, mutta vaikutukset
luuhun, endometriumiin eli kohdun limakalvoon ja verenkierron kolesterolitasojen
sddtelyyn ovat kuin estrogeenilla (Jordan 2001; Lerner & Jordan 1990). Edelld
kuvattujen tutkimustulosten pohjalta kehittyi ajatus selektiivisistd estrogeenireseptorin

modulaattoreista.
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Kuva 7. Selektiivisten estrogeenireseptorien modulaattoreiden Tamoksifeenin ja
Raloksifeenin kemialliset rakenteet. (Muokattu kohteesta Norman & Henry 2015).

Raloksifeeni on bentsotiofeenien ryhmédn kuuluva toisen sukupolven SERM-yhdiste
(kuva 7). Silli on antiestrogeeninen vaikutus rinnan ja kohdun kudokseen ja
estrogeeninen vaikutus luuhun, rasva-aineenvaihduntaan ja veren hyytymiseen.
Yhdysvaltain ladkeviranomainen FDA hyvéksyi raloksifeenin 1997
postmenopausaalisen osteoporoosin estoon ja hoitoon, sekd alentamaan rintasyovin
riskid riskiryhmédén kuuluvilla menopaussin ohittaneilla naisilla (Scott ym. 1999).
Toisin kuin tamoksifeeni, joka lisdd kohdun limakalvon paksuuntumista, raloksifeeni ei
vilitd  estrogeeninkaltaisia vaikutuksia kohdun kudoksissa (Goldstein 2006).
Raloksifeenin haittavaikutuksia ovat kuitenkin laskimotromboemboliat ja vasomotoriset

oireet, kuten kuumat aallot (Maximov ym. 2013).

1.4.1 SERMit ja T-solut

SERMien vaikutuksia immuunijdrjestelméédn ei vield kunnolla tunneta, mutta joillakin
SERMeilla on osoitettu olevan immuunipuolustusta muokkaavia vaikutuksia. De Kozak
ym. (2004) tutkivat tamoksifeenin vaikutuksia rotilla, joille oli aiheutettu T-
soluvilitteinen autoimmuunitauti EAU (engl. Experimental autoimmune uveoretinitis).
EAU:lla pyritddn jdljittelemddn ihmisten tulehduksellisia silmésairauksia (Caspi 2003).
Nanopartikkeleihin yhdistetty tamoksifeeni hidasti silmén sisdisind pistoksina EAU:n
etenemistd ja ohjasi immuunivasteita Thl-vilitteisestd tulehdusta hillitsevddn

Th2-suuntaan (de Kozak ym. 2004).

Tamoksifeenilla on todettu olevan tulehdusta hillitsevid ja T-solujen fenotyyppiin
vaikuttavia ominaisuuksia SLE:td mallintavilla MRL Ipr -hiirilld (Apelgren ym. 1996).
MRL Ipr -hiirilld on glomeruloneftiitti eli munuaiskerdsen tulehdus, minka liséksi
hiirille kehittyy epdnormaalin suuri CD4 ja CDS8 tuplanegatiivinen T-solupopulaatio.

Tautimallin CD4/CD8 tuplanegatiiviset yksilot reagoivat heikosti antigeeneihin ja
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niiden IL-2-vilitteiset vasteet ovat epdtdydellisid (Altman ym. 1981). Tamoksifeenin on
osoitettu hillitsevdn glomerulonefriitin oireita MRL lpr -naarashiirilld ja parantavan
hiirten selviytymistd (Apelgren ym. 1996). Tamoksifeeni myos vdhentdd CD4 ja CDS8
tuplanegatiivisten T-solujen madrdd in vivo ja rajoittaa IL-2-riippuvaista

tuplanegatiivisten T-solujen proliferaatiota in vitro (Wu ym. 2000).

Bebo ym. (2009) osoittivat ihmisen MS-tautia jaljittelevédlla EAE-hiirimallilla, ettd
tamoksifeeni ja raloksifeeni ehkdiseviat myeliinin antigeeneji spesifisesti tunnistavien
T-solujen proliferaatiota. Heiddn tutkimuksensa perusteella etenkin tamoksifeenin
kaltaisia SERMejd voisi hyddyntdd keskushermostoon vaikuttavien inflammatoristen

autoimmuunisairauksien hoidossa (Bebo ym. 2009).

Raloksifeenin sekd sen analogin LY 117018 vaikutukset kateenkorvaan ovat vihiisia,
eivitkd ne vaikuta kateenkorvan T-solupopulaatioon (Bernardi ym. 2015; Erlandsson
ym. 2000). E2 taas vdhentdd tymosyyttien osuutta kateenkorvan solupopulaatiossa,
mutta lisdd kypsempien T-solujen osuutta, minkd lisdksi se vdhentdd kateenkorvan
painoa (Bernardi ym. 2015). Néin ollen raloksifeenin vaikutukset T-soluihin poikkeavat

estrogeenin vaikutuksista.

T-solujen lisdksi myds muut immuunipuolustuksen solut saattavat reagoida E2:een ja
SERMeihin ja vélittdd estrogeenien vaikutuksia edelleen T-soluihin esimerkiksi
sytokiinituotannon kautta. T-solujen lisdksi estrogeenireseptoreita ilmentdvit
esimerkiksi B-solut ja dendriittisolut (Kovats 2015). Néistd dendriittisolut ovat naiiveja
T-soluja pédasiassa aktivoiva solutyyppi (Watts ym. 2010) ja B-solujen on osoitettu
olevan valttamattomid T-solujen immunologisen muistin ylldpidossa (Whitmire ym.
2009). Solukokeissa on havaittu, ettd tietyt uudet SERMit kuten SERM2 ja SERM7
sekd raloksifeeni, vaikuttavat immuunijarjestelméin toimintaan ohjaamalla makrofageja
erilaistumaan anti-inflammatoriseen M2-suuntaan (Polari ym. 2018). M2-suuntaan
polarisoituneet makrofagit edistdvit tulehdusta hillitsevien Th2-solujen vasteita

(Martinez & Gordon 2014).

1.5 Progesteroni

Progesteroni eli keltarauhashormoni on munasarjojen keltarauhasessa ja raskauden
aikana istukassa tuotettu steroidihormoni (kuva 8). Progesteronireseptorien kautta
tapahtuva signalointi vaikuttaa etenkin kohdun limakalvon erilaistumiseen ja

maitorauhasen epiteelin toimintaan. Lisdksi silld sdddellddn gonadotropiineja
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vapauttavan hormonin eritystd ja hedelmoittyneen munasolun kiinnittymistd kohdun
limakalvoon. Progesteronin biologisen vaikutuksen ilmeneminen on kuitenkin

riippuvainen my0s kudosten estrogeenisesta stimulaatiosta.

Progesteroni

Kuva 8. Progesteronin eli keltarauhashormonin kemiallinen rakenne. (Muokattu
kohteesta Norman & Henry 2015).

Progesteronin genomiset vaikutukset vilittyvit pidasiassa tumareseptoreihin kuuluvien
progesteronireseptorien (PR) kautta. Progesteronireseptoria koodaavasta geenistd (PGR)
tuotetaan vaihtoehtoisen silmukoinnin ja eri promoottorien avulla useita eri isoformeja.
Naistd PRA ja PRB isoformit ovat hyvin karakterisoitu (kuva 9). Molempia isoformeja
koodaa sama geeni, mutta niiden transkriptio tapahtuu eri promoottorialueilta (Clarke &
Graham 2012). PRA ja PRB eroavat rakenteellisesti toisistaan ainoastaan N-
terminaalisen pdin pituuden suhteen. PRA isoformi on 164 aminohappoa lyhyempi

kuin PRB (Bain ym. 2007).

AB C D F
PRA NH; — AF-1|DBD| H LBD — COOH
PRB NH> — AF-3 AF-1 |DBD| H LBD — COOH

Kuva 9. Tumareseptoreihin kuuluvien progesteronireseptorien PRA ja PRB
rakenne. Ylimpédnd on esitetty tumareseptorien yleinen nimedmiskaytintd rakenteisiin
A —F. PRA:n ja PRB:n rakennekuvissa on merkitty progesteronireseptoreille ominaiset
rakenteet. PRB:n A/B alueella sijaitsee kaksi transaktivaatioaluetta (AF-3/1), kun
lyhyemmalla PRA:lla on vain yksi transaktivaatioalue (AF-1). Loput rakenteet ovat
DNA:ta sitova alue (DBD), sarana-alue (H) ja ligandia sitova alue (LDB). (Muokattu
kohteesta Bain ym. 2007).
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Kolmas progesteronireseptori PRC 18ydettiin alun perin rintasydpésoluilla tehdyissi
tutkimuksissa (Wei ym. 1990). PRA:sta ja PRB:std poiketen PRC ei sitoudu DNA:han.
PRC voi kuitenkin vapaita ligandeja sitomalla antagonisoida PRA:n ja PRB:n toimintaa
(Garg ym. 2017). On ehdotettu, ettd inhibitorisen PRC:n toiminta liittyy synnytykseen,
jolloin PRA:n ja PRB:n kohdun supistelua vaimentavia vaikutuksia ei endd tarvita

(Condon ym. 2006)

Kun progesteronireseptoreissa A ja B ei ole ligandia sitoutuneena, ne ovat solun
sytoplasmassa ja tumassa kaperoniproteiineihin (engl. Chaperons) sitoutuneina (Garg
ym. 2017). Ligandin sitoutuminen kdynnistié niin kutsutun klassisen signalointireitin ja
saa PR:t irtoamaan kaperoneistaan ja lokalisoitumaan tumaan, missd ne aktivoivat
kohdegeeniensd  transkriptiota.  Tumassa  PR:t  rekrytoivat myds  useita

transkriptiotekijoitd, jotka joko edistdvit tai vahentdvét transkriptiota (Garg ym. 2017).

Progesteronin  ei-genomiset  vaikutukset  vélittyvdt  soluissa  solukalvoille
assosioituneiden eli membraanisten  progesteronireseptorien (mPR)  kautta.
Membraanisia progesteronireseptoreita tunnetaan tilld hetkelld ainakin viisi (mPRa,
mPRB, mPRy, mPRJ, mPReg) (Garg ym. 2017). Signalointi mPR:ien kautta vaikuttaa
kehittyvien munasolujen eli oosyyttien kypsymiseen, rintasydpdsolujen kasvuun ja

tulehdusta edistidvien sytokiinien tuottoon (Garg ym. 2017).

1.5.1 Progesteroni ja immuunijdrjestelma

Progesteronin vaikutukset immuunijdrjestelméén ovat pddsdantdisesti supressiivisia
(Moulton 2018). Progesteronin toiminta korostuu etenkin raskauden aikana, jolloin
progesteronin méérad nousee erityisen korkeaksi. Raskauden aikana immuunivasteet ovat
padasiassa Th2-tyyppisid Thl-vasteiden ollessa alentuneita (Piccinni ym. 1998).
Progesteroni tukee Th2-tyyppisten vasteiden syntyé lisddmalld [L-4:n tuottoa ja toisaalta

heikentdmaélld IFNy:n tuottoa ja Th17-solujen vasteita (Tan ym. 2015).

Raskaus asettaa suuren haasteen didin immuunipuolustukselle ja erityisesti Treg- ja
Th17-solut vaikuttavat raskauden kulkuun. Etenkin Treg-solujen merkityksellisyydesti
raskauden aikana on kirjoitettu kattavia katsausartikkeleita (Schumacher & Zenclussens
2014; Teles ym. 2013). Treg-soluja vélttdmattoméampi tekijd on Treg- ja Th17-solujen
vélinen tasapaino, joka ylldpitdd didin immunologista toleranssia sikiotd kohtaan (kuva
10) (Figueiredo & Schumacher 2016). Toleranssin sddtelyyn vaikuttaa luultavasti myds
progesteroni. Sen on esimerkiksi todettu ohjaavan napaverestd eristettyjd naiiveja T-

soluja Treg-suuntaan (Lee ym.2012). Progesteroni sditelee luultavasti suoraan myds
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Treg-soluja, silld osa raskauden aikana laajenevan Treg-solupopulaation soluista alkaa
ilmentdd membraanista PRo:aa (Areia ym. 2015). Progesteroni voi vaikuttaa myos
Treg- ja Thl7-solujen véliseen tasapainoon sddtelemilld tulehdusta edistidvien
Th17-solujen osuutta, silld progesteronin tiedetddn véhentévin ainakin sikion T-solujen

erilaistumista Th17-soluiksi (Lee ym. 2012).

Th17 Treg Th17 Treg

C O

Th17 {<—= Treg Th17 ——) Treg

Raskauskomplikaatiot Toleranssi sikién antigeeneja kohtaan

Autoimmuniteetti Toleranssi omia antigeeneja kohtaan

Kuva 10. Treg- ja Thl7-solujen vilinen tasapainotila. Erilaisissa
autoimmuunitiloissa Treg- ja Th17-solujen vélinen tasapaino on usein hdiriintynyt niin,
ettd patogeenisida Thl7-soluja on liikaa ja Treg-solupopulaation ollessa pienentynyt,
minkd lisdksi Treg-solujen toiminta voi olla puutteellista. Vastaava tilanne havaitaan
usein raskauskomplikaatioiden, kuten ennenaikaisen synnytyksen ja
raskausmyrkytyksen (pre-eklampsia) yhteydessd. Treg/Th17 -tasapainon ollessa Treg-
painotteinen immunologinen toleranssi yleensa sédilyy sekd omia ettd sikion antigeeneja
kohtaan. (Muokattu kohteesta Figuereido & Schumacher 2016).

1.6 Tyon tarkoitus

Tutkimus tehtiin dosentti Jorma Maddtin tutkimusryhméssd Turun yliopiston
Biolddketieteen laitoksella. Tutkimuksen tarkoituksena oli tutkia estrogeeni- ja
progesteronireseptorien ligandien indusoimia vasteita T-soluissa. Ryhmén aikaisemmat
tulokset ovat osoittaneet, ettd uusi SERM-yhdiste SERM?2 indusoi myeloidisten solujen
fenotyyppimuutosta anti-inflammatoriseen suuntaan ja aktivoi anti-inflammatoristen
sytokiinien erityksen soluista (Polari ym. 2018). Tdméan lisdksi SERM2 ja raloksifeeni

inhiboivat primaaristen T-solujen proliferaatiota.

Téssd pro gradu -tyOssd haluttiin selvittdd, millaisia hormonireseptorien kautta
tapahtuvia vaikutuksia SERMit aiheuttavat T-soluissa. Tutkimukselta odotettiin uutta

tietoa etenkin uuden SERM2:n vaikutuksista. T-solujen ER- ja PR-ligandien
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vaikutusten tutkiminen voi lisdtd ymmaérrystd siitd, miten hormonit vaikuttavat
tulehdusvasteiden sédételyyn. Tutkimuksen tarkoituksena oli my0s saada lisétietoa siité,
minkd tyyppisiin T-soluihin hormonien vaikutukset kohdistuvat. Lisdksi estogeenisten
yhdisteiden ja niiden reseptorien vuorovaikutusten ymmairtdminen voi edesauttaa T-
soluihin kohdennettujen immunoterapioiden kehityksessd, mitd voitaisiin hyodyntiai

etenkin tulehduksellisten sairauksien hoidossa.

Spesifiset tutkimuskysymykset olivat:

1. vaikuttavatko SERMit Jurkat-solujen elinkelpoisuuteen?
2. vaikuttavatko SERMit Jurkat-solujen fenotyyppiin?

Lisdksi haluttiin  tietdd, onko SERMeilldi immunomodulatorisia vaikutuksia

Jurkat-soluihin.
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2 Aineisto ja menetelmait

2.1 Kiytetty solulinja ja kasvuolosuhteet

Tutkimuksessa tarkasteltiin  selektiivisten  estrogeenireseptorin  modulaattorien
vaikutusta T-solujen aktiivisuuteen ja toimintaan Jurkat T-soluilla. Jurkat-solulinja on
akuutin lymfooman soluista eristetty ja immortalisoitu suspensiossa kasvava

syopésolulinja. Morfologialtaan Jurkat-solut ovat lymfoblasteja.

Soluja kasvatettiin varittoméssa RPMI-1640 kasvatusmediumissa, johon liséttiin 10 %
EU-hyvéksytty lampoinaktivoitu naudan sikion seerumi (engl. Heat-inactivated fetal
bovine serum, iFBS), 10 mM HEPES, 1 mM natriumpyruvaatti, 2 mM L-glutamiini ja
50 U/ml Penisilliini ja 50 mg/l Streptomysiini. Kaikki kasvatusmediumin reagenssit on

hankittu Thermo Fisher Scientific Lifestyle Technologies:Ita.

Solukasvatus aloitettiin nestetyppeen séilotyistd Jurkat-soluista (Professori Jorma Ilosen
lahjoittamat solut). Solut sulatettiin nopeasti ja siirrettiin falcon-putkeen, johon lisittiin
lammintd mediumia. Putki sentrifugoitiin (200 x g, 5 min) ja supernatantti poistettiin,
minkd jidlkeen solut resuspensoitiin mediumiin ja siirrettiin  kasvatuspulloon.
Solukasvatuksia ylldpidettiin inkubaattorissa (37 °C, 5 % COz2). Solut jaettiin 4 — 5
pdivin vilein uusiin kasvatuspulloihin niin, etti solutiheys oli 1 x 10° — 1 x 10° solua /
ml. Soluja siildttiin myds nestetyppeen. Siilytystd varten kryoputkiin pipetoitiin 1 x 10°
solua pakasteliuoksessa (90 % FBS ja 10 % DMSO). Kryoputket laitettiin

vuorokaudeksi -80 °C, mistd ne siirrettiin nestetyppeen.

Tutkimuksessa Jurkat-solut aktivoitiin kemiallisilla yhdisteilld, jotka stimuloivat soluja
jakaantumaan epéspesifisesti niiden antigeenispesifisyydestd riippumatta. Solujen
altistus tutkittaville SERMeille ja E2:lle tehtiin ennen mitogeeniaktivaatiota, silld
tutkimuksen tarkoituksena on pyrkid vaikuttamaan lepddviin tai naiiveihin
solupopulaatioithin. SERMit eivit toimi tulehdusliddkkeiden tavoin eli ne eivit vaikuta jo

aktivoituneiden solujen toimintaan.

2.2 Virtaussytometria

Virtaussytometria on solujen pintaproteiinien ja solunsisdisten molekyylien
analysointiin kéytetty menetelmd. Sitd voidaan kayttdd myds solupopulaatioiden
erotteluun, solujen koon ja kokonaisméérdn analysointiin. Solut analysoidaan valon

sironnan ja merkkiaineiden fluoresenssin perusteella. Valon sirontaa soluista mitataan
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kahdesta eri suunnasta suhteessa laservalon kulkusuuntaan; pienen kulman sironta (engl.
Forward scatter, FCS) kuvaa solun kokoa ja sivusironta (engl. Side scatter, SSC) kuvaa
solun granulaarisuutta. Soluja analysoidaan myds spesifisesti sitoutuvien vasta-aineiden
avulla, joihin on vuorostaan sidottu fluoresoivia merkkiaineita eli fluorokromeja.
Tarkasteltavien kohteiden erottelu tapahtuu virittyneiden fluorokromien emittoimien

fluoresenssien intensiteettien mukaan.

2.2.1 Jurkat-solujen proteiiniekspression tutkiminen

Jurkat-solujen karakterisoimiseksi solut virjéttin CD3 ja CD4 pintaproteiineihin
sitoutuvilla vasta-aineilla valmistajan ohjeen mukaan (0,5 pl/vérjays, BD Biosciences).
CD3-kompleksi on yleisesti kdytetty T-solumarkkeri (Chetty & Gatter 1994). Solujen
identiteetin varmistamiseksi ne vérjéttiln myods CD4-proteiiniin sitoutuvalla vasta-
aineella, silld tiedetddn, ettd kaupallisen Jurkat E6-1-linjan solut ilmentavét pinnallaan
pienid madrida CD4-pintaproteiinia, mutta eivdt lainkaan CDS8 proteiinia (Chetty &

Gatter 1994).

Virtaussytometrialla  selvitettiin  myds, vaikuttavatko SERMit Jurkat-solujen
fenotyypissa tapahtuviin muutoksiin. Solut vérjattiin CD4, CD3, CD25, CD127, FOXP3
proteiineja tunnistavilla vasta-aineilla (taulukko 1). Niiden proteiinien madrissi

tapahtuvat suhteelliset muutokset kertovat solujen erilaistumisasteesta.

Jurkat-soluja kasvatettiin 96-kuoppalevylld (ldhtdtiheys 2 x 10* solua/kaivo/200 pl).
Jurkat-solut altistettiin 48 h tamoksifeenille (Sigma Aldrich), raloksifeenille (Sigma
Aldrich) ja SERM2:lle (Forendo Pharma) (kaikkien pitoisuus 1 pM). Osa liuoksista
sisélsi soluille haitallista dimetyylisulfoksidia (engl. Dimethyl sulfoxide, DMSO), joten
osa kontrollisoluista altistettiin pelkédstidan DMSO:lle. Kahden vuorokauden kuluttua
SERM- ja E2-altistuksesta solut aktivoitiin fytohemagglutiniinilla (PHA) (10 pg/ml)
24 h. PHA:n pitoisuus valittiin aikaisemman tutkimuksen perusteella (Wiklund, 2018).
Aktivaation jilkeen solut sentrifugoitiin (200 x g, 5 min), supernatantti poistettiin ja
solut resuspensoitiin steriilisuodatettuun PBS/0,5 % FBS-luokseen (300 pl / néyte).
Solut siirrettiin 96-kuoppalevyille (150 pl/kuoppa) ja levy sentrifugoitiin (200 x g, 5
min). Supernatantti poistettiin ja soluille pipetoitiin Human BD Fc Block -blokkausliuos
(BD Biosciences) (100 pl / kaivo). Human BD Fc Block oli laimennettu suodatettuun
PBS:ddn 1:100. Fc Block reagenssi sitoutuu immuunisoluissa yleisesti esiintyviin
Fc-reseptoreihin, mikd estdd virjdykseen kéytettdvien vasta-aineiden epidspesifisen

sitoutumisen. Soluja inkuboitiin Fc Block —reagenssin kanssa 15 minuuttia. Tdmén
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jilkeen levy sentrifugoitiin kuten edelld, supernatantti poistettiin ja solut virjéttiin
taulukossa 1 kuvatuilla vasta-aineilla (0,5 pl / kaivo). Pinta- ja solunsiséisten proteiinien
vasta-ainevirjdys suoritettiin BioLegend®-kitilli valmistajan ohjeen mukaisesti (liite 1).
Sitoutuneiden vasta-aineiden méérd analysoitiin BD LSRFortessa —virtaussytometrilld
(BD Biosciences) ja BD FACSDiva 8 —ohjelmalla (BD Biosciences). Tulosten
analysointi tehtiin Flowing Software 2.5.1 —ohjelmalla (http://flowingsoftware.btk.fi).

Tulosten tilastollinen analyysi tehtiin GraphPad Prism 8.1.2 (GraphPad Software)
ohjelmalla. Tulosten normaalijakautuneisuus testattiin = Shapiro-Wilkin testill4.
Normaalisti  jakautuneiden ryhmien keskiarvojen vilisid eroja tarkasteltiin
yksisuuntaisella ANOVA-analyysilli. ANOVAn oletus populaatioiden samoista
keskihajonnoista testattiin Brown-Forsythen testilld. Parivertailuun (post hoc -testaus)
kiytettiin Tukeyn testid. CD3"CD4" solupopulaation mittauspisteet eivit noudattaneet
normaalijakaumaa, joten tdmén populaation tilastollinen testaus tehtiin Kruskal-Wallisin
epdparametriselld testilld, minkd jilkeen parivertailu suoritettiin Dunnin testilla.
[lmoitetut P-arvot ovat korjattuja (engl. Adjusted) P-arvoja, ja merkitsevyystasoksi on

valittu P-arvo < 0,05.

Taulukko 1 Virtaussytometriassa kiytetyt konjugoidut vasta-aineet ja niiden
tuotenumerot.

Markkeri Konjugoitu vasta-aine Tuotenumero
CD3 BV421 mouse anti-human CD3 562427
(BD Biosciences)
CD4 Alexa Fluor 700 mouse anti-human CD4 566318
(BD Biosciences)
CD25 PE anti-human CD25 (BioLegend) 302605
CD127  Brilliant Violet 605™ anti-human CD127 351333

(IL-7Ra) (BioLegend)
FOXP3  Alexa Fluor 488 anti-human FOXP3 (BioLegend) 320211
2.3 Solujen elinkelpoisuuden mittaus

Solujen viabiliteetin eli elinkelpoisuuden mittaamiseen kéytettiin AlamarBlue™
reagenssia (Invitrogen). AlamarBlue™ reagenssin aktiivinen ainesosa on soluille
harmiton autofluoresoimaton natriumsuola resatsuriini, joka toimii mitokondrioiden

elektroninsiirtoketjussa elektroninvastaanottajana héiritsemétta kuitenkaan
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elektroninsiirtoketjun normaalia toimintaa (Rampersad 2012). Eldvét solut hapettavat
resatsuriinin punaiseksi resorufiiniksi, mikd on voimakkaasti fluoresoiva yhdiste.
Elinkelpoiset solut muuttavat jatkuvasti resatsuriinia resorufiiniksi, jolloin fluoresoivan
aineen pitoisuus kasvaa ja elinkelpoisten solujen miéra voidaan selvittdd mittaamalla

fluoresenssin intensiteetti 580 nm aallonpituudella.

Jurkat-soluja kasvatettiin 96-kuoppalevylld (ldhtdtiheys 2 x 10* solua/kaivo/200 pl).
Solut altistettiin raloksifeenille (1 uM tai 3 uM), SERM2:lle (1 uM tai 3 uM) tai E2:lle
(10 nM) 48 h ajan. Solut aktivoitiin 24 h PHA:1la (1 pg/ml) ja forboli 12-myristaatti 13-
asetaatilla (PMA) (50 ng/ml). Tupla-aktivaatiossa kiytetyt pitoisuudet ovat valmistajan
suositus (Sigma-Aldrich). Kokeeseen sisdllytettiin myds kontrollisolut, joita ei altistettu
estrogeenisille yhdisteille, mutta jotka aktivoitiin PHA:lla ja PHA:lla kuten edell4.
Vuorokauden kuluttua aktivaatiosta soluille pipetoitiin alamarBlue™ reagenssi
(20 pl/kaivo), ja soluja inkuboitiin ldmpdkaapissa kaksi tuntia. Fluoresenssi mitattiin
Hidex Plate Chameleon —levylukijalla (Hidex Oy) 580 nm aallonpituudella MicroWin
2000 —ohjelmalla (Mikrotek Laborsysteme GmbH). Kunkin ryhmén fluoresenssin
intensiteetit  suhteutettiin  késitteleméttomien  kontrollisolujen  fluoresenssin
intensiteettien perustasoon. Tulosten tilastollinen analysointi tehtiin ANOV Alla, minka

jalkeen parivertailut suoritettiin Tukeyn testill&.

2.4 Kvantitatiivinen polymeraasireaktio

Polymeraasiketjureaktio (engl. Polymerase chain reaction, PCR) on kolmesta vaiheesta
koostuva menetelmé halutun DNA-sekvenssin monistamiseen. Ensimmadinen vaihe on
denaturaatio, jossa tutkittava seos kuumennetaan yli 90 °C, mikd saa emdisten véliset
vetysidokset katkeamaan ja DNA:n vastinjuosteet irtoamaan toisistaan. Seuraavaksi
lampétilaa lasketaan 50 — 60 °C, jolloin alukkeet sitoutuvat komplementaarisesti
DNA-sekvenssiin. Tétd seuraa pidentymisvaihe, misséd lampdtila nostetaan noin 70°C ja
korkeaa ldmpdotilaa kestivd DNA-polymeraasientsyymi sitoutuu alukkeiden 3’-pddhin
ja luo uudet juosteet yksijuosteisen DNA-templaatin mukaisesti. Niitd kolmea vaihetta
toistetaan, ja joka kierroksella monistuu lisid DNA-tuotetta, jonka lopullinen méird on

suoraan verrannollinen DNA:n alkuperdiseen madrain.

Perinteisessd PCR-menetelméssid monistetut DNA-tuotteet eli amplikonit havainnoidaan
menetelmdn lopuksi, mutta reaaliaikaisessa qPCR-menetelméssid (engl. Quantitative

polymerase chain reaction) monistumista mitataan PCR-reaktion aikana jokaisen syklin
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jélkeen. Havainnointiin voidaan kéyttdd epdspesifisia DNA:han sitoutuvia koettimia tai

spesifisesti tiettyyn sekvenssiin sitoutuvia fluoresoivia koettimia.

Tutkimuksessa tarkasteltiin SERMeille altistettujen ja aktivoitujen Jurkat-solujen
lahetti-RNA:n miirid. Tarkoituksena oli tutkia vaikuttavatko SERMit tiettyjen geenien

ilmenemiseen. Tutkitut geenit on lueteltu taulukossa 2.

Taulukko 2 Tutkimukseen valitut geenit, joiden ldhetti-RNA kvantitoitiin Jurkat-
soluista PCR-menetelmilli.

Interleukiinit ILIB, IL2, IL4, IL5, IL6, IL10, IL17A4
Sytokiinit ja kemokiinit = TGFBI, TNF, CCLS5, IFNG
Hormonireseptorit ESRI, ESR2, GPERI, PGR

Transkriptiotekijat FOXP3

2.4.1 RNA:n eristys

RNA:n eristystd varten Jurkat-soluja kasvatettiin 24-kuoppalevylldi 48 h SERM2:n
(1 uM), raloksifeenin (1 uM) tai E2:n (10 nM) kanssa. Tdémén jdlkeen solut aktivoitiin
24 h PHA:lla (10 pg/ml) tai PHA:1la (1 pg/ml) ja PMA:lla (50 ng/ml), minka jidlkeen
solut hajotettiin eli lyysattiin ja RNA eristettiin NucleoSpin®-kitilli (Macherey-Nagel).
Suspensiossa olevat solut kerittiin eppendorf-putkiin, solut pelletoitiin (200 x g, 5 min),
supernatantti poistettiin ja solut resuspensoitiin NucleoSpin® -kitin RA1-puskuriin
(Macherei-Nagel) ja 1% 2-merkaptoetanoliin (Sigma-Aldrich). RNA-pitoisuudet

mitattiin NanoDrop™ One -spektrofotometrilla (ThermoFisher Scientific).

2.4.2 cDNA-synteesi ja qPCR-ajot

Jurkat-soluista eristetyn RNA:n (1500 ng/reaktio) kddntdmiseen cDNA:ksi kéytettiin
High-Capacity c¢DNA  Reverse Transcription —kittii  (AppliedBiosystems',
ThermoFisher Scientific). Reaktioseokset tehtiin valmistajan ohjeen mukaan (liite 2).
Kainteistranskriptaasiketjureaktio tehtiin Eppendorf 5331 MasterCycler Gradient
Thermal Cycler —laitteella (Eppendorf AG) cDNA-kitin ohjeessa esitetyn ohjelman

mukaan (liite 2).

gqPCR-miiritys  tehtiin ~ TagMan®-menetelmélld ~ valmistajan  ohjeen  mukaan

(AppliedBiosystems™, ThermoFisher Scientific). Reaktioliuoksen valmistusohje ja
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kéytettyjen alukkeiden tiedot ovat liitteissa 3 ja 4. Tulosten analysoinnissa
referenssigeeneind kaytettiin 18S ribosomaalista RNA:ta ja GAPDH:ta, koska ndiden
ilmentdminen ei muutu PHA- tai PMA-aktivoiduissa Jurkat-soluissa (Banda ym. 2008;
Ledderose ym. 2011). Tutkittujen geenien mitatuista Ct-arvoista védhennettiin ensin
referenssigeenien Ct-arvo, minkd jédlkeen tulokset suhteutettiin kunkin geenin

kasittelemattomien kontrollindytteiden geeniekspressioon.

Ennen tilastollista testausta tehtiin logaritmimuunnos aineistolle, joka ei Shapiro-Wilkin
testin mukaan noudattanut normaalijakaumaa (IL-2 ja IL-10). Tdmén jilkeen

tilastollinen testaus tehtiin ANOVAlla ja parivertailut Dunnettin testilla.

2.5 Interleukiini 2:n kvantitointi ELISA-menetelmdlld

SERMien ja E2:n vaikutuksia aktivoitujen solujen interleukiini 2:n tuottoon tarkasteltiin
ELISA-menetelmélld. Jurkat-soluja kasvatettiin 24-kuoppalevylli 48 h SERM2:n
(1 uM), raloksifeenin (1mM) tai E2:n (10 uM) kanssa. Solut aktivoitiin 24 h PHA:lla
(10 pg/ml) tai PHA:lla (1 pg/ml) ja PMA:lla (50 ng/ml), minkd jidlkeen solujen

supernatantti keréttiin talteen mittausta varten.

ELISA-mittaus tehtiin IL-2 Human ELISA kitilli valmistajan ohjeiden mukaisesti
(Invitrogen). Absorbanssit mitattiin Victor? 1420-012 levylukijalla (Wallac) ja
standarindytteiden absorbanssien perusteella tehtiin GraphPad Prism 8.1.2 ohjelmalla
(GraphPad Software) standardisuora, jota kiytettiin tutkittavien ndytteiden
IL-2-pitoisuuksien — mddrittdmiseen.  Aineiston tilastolliseen  testaus  tehtiin

epaparametrisella Kruskal-Wallisin testilla.
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3 Tulokset
3.1 SERMit eiviit muuta Jurkat-solujen fenotyyppid

Jurkat-solujen karakterisointi tehtiin immunovéarjiykselld ja virtaussytometrilld. Liséksi
selvitettiin SERMien vaikutuksia Jurkat-solujen fenotyyppiin eli erilaistumislinjaan.
Jurkat-solut aktivoitiin PHA:lla, minkd jélkeen ne vérjittiin CD3e, CD4, CD25 ja
CDI127 pintaproteiinit tunnistavilla vasta-aineilla. Jurkat-solut olivat odotetusti CD3g,
CD4, CD25 ja CDI127 -positiivisia, mutta SERM-kaisittelylld ei ollut tilastollisesti
merkitsevdd vaikutusta analysoitujen markkeriproteiinien suhteelliseen ilmentymiseen
populaatiotasolla eli pintaproteiineja ilmentidvien solujen prosenttiosuuksissa el

tapahtunut muutoksia (kuva 11).

CD3+CD4+ CD4+CD25+ CD4+CD127+
1.5 1.5
Soluien 1.0 1.0 L
suhteellinen
osuus 05 0.5
0.0 0.0
PHA 10 pg/ml - + + +* & + + + % + + +
SERM2 1 M - - * - - - + - ¥ « +
Raloksifeeni 1 pM - - - + w % . + - » . +

Kuva 11. PHA:n ja SERMien vaikutukset CD3"CD4"-, CD4°CD25'- ja
CD4"CD127" -positiivisten solujen osuuksiin koko Jurkat-solupopulaatiosta.
Jurkat-solut altistettiin 48 h SERMeille (1 uM) ja aktivoitiin 24 h PHA:1la (10 ug/ml).
Kaikki ryhmét on suhteutettu aktivaation perustasoon. Kuvaajissa on esitetty ryhmien
keskiarvot +SD.

Koska markkeriproteiinien méarissé ei havaittu eroja solupopulaatiotasolla, tarkasteltiin

seuraavaksi késittelyiden aiheuttamia muutoksia keskiméadrdisessa
fluoresenssi-intensiteetissd eli markkeriproteiinin méadrdn muutoksia ko. proteiinin
suhteen positiivisessa solupopulaatiossa. Tuloksista havaitaan, ettd solujen altistaminen
SERM2:lle ja raloksifeenille (48 h) ennen PHA-aktivaatiota lisdsi solupinnan CD3:n
médrdd kisittelemdttomiin kontrollisoluihin verrattuna (p < 0,05). CD4:n, CD25:n ja
CDI127:n miirdt eivdt muuttuneet tilastollisesti merkitsevisti, vaikkakin SERM2 ja
raloksifeeni lisdsivit tulosten hajontaa (kuva 12). PHA-aktivaatio (24 h) yksindin ei
vaikuttanut solupinnan CD3:n midrddn (kuva 12). Tulokset osoittavat, ettdi PHA
késittely ei ollut riittdvad aktivoimaan Jurkat-soluja, silld CD25:n (IL-2R) méérédssé ei

havaittu aktivaation jdlkeen muutosta (kuva 12).
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Kuva 12. Hormonien vaikutukset pintaproteiinien mediaani fluoresenssi-
intensiteettiin (MFI) (B). Jurkat-solut altistettiin 48 h SERMeille (1 uM) ja aktivoitiin
24 h PHA:lla (10 pg/ml). Kaikki ryhmét on suhteutettu aktivaation perustasoon.
Kuvaajissa on esitetty ryhmien keskiarvot +SD. Tilastolliset merkitsevyydet on
madritetty yksisuuntaisella varianssianalyysilli (ANOVA) ja parivertailut tehty Tukeyn
testilli lukuun ottamatta CD3"CD4" soluja, joiden testauksessa kéytettiin
Kruskal-Wallisin testid ja parivertailuissa Dunnin testid. * P < 0,05.

FOXP3-markkeria ei voitu kédyttdd fenotyypin mairittdmisessd, silld immunovérjdys ei
optimointiyrityksistd huolimatta onnistunut. Soluista varjattiin kuitenkin IL-7-reseptorin
alfa-alayksikk6 CD127, jonka ekspression tiedetddn korreloivan kéaanteisesti
FOXP3-ekspression kanssa CD4" T-soluissa (Liu ym. 2006). Tarkasteltaessa CD4"
Jurkat-solupopulaatiota CD25- ja CD127-pintaproteiinien suhteen huomataan, ettd
suurin osa soluista ilmentdd pinnallaan CD127-proteiinia, kun taas CD25-proteiinia
ilmentdd vain murto-osa soluista (kuva 13). Estrogeenisilld yhdisteilld ei ollut

merkitsevdd vaikutusta CD25" tai CD127" solujen osuuksiin.
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Kuva 13. CD25" ja CDI127" solujen prosentuaaliset osuudet CD4" Jurkat-
solupopulaatiosta. Solut altistettiin 48 h SERMeille (1 uM) ja aktivoitiin 24 h PHA:1la
(10 pg/ml), minkd jilkeen ne eroteltiin pintaproteiinien perusteella virtaussytometrialla.
Kuvaajassa on esitetty ryhmien keskiarvot +=SD.

3.2 Raloksifeeni ja E2 ylldpitdvdt solujen elinkelpoisuutta

Koska raloksifeeni ja SERM2 néyttivdt vaikuttavan hieman solujen CD4:n, CD25:n ja
CD127:n ekspressioon, haluttiin selvittdd, olisiko estrogeenisilld yhdisteilld vaikutusta
solujen elinkelpoisuuteen. Jurkat-solut paadyttiin aktivoimaan PHA:lla ja PMA:lla, silld
edelld immunofenotyyppauksessa havaittiin, ettd PHA ei yksinddn ole riittdva

aktivoimaan soluja.

Solujen elinkelpoisuutta arvioitiin mittaamalla solujen metabolista aktiivisuutta Alamar
Blue —viabiliteettireagenssilla. Tulokset eivét suoraan kerro eldvien solujen miérad,
vaan ainoastaan muutoksen solujen metabolisessa aktiivisuudessa. Taustaoletuksena on,

ettd eldvat solut ovat metabolisesti aktiivisia.

Kuten kuvasta 14 havaitaan, solujen estrogeeni- ja SERM-késittelyt védhensivit
tilastollisesti merkitsevésti metabolisesti aktiivisten solujen maardd kasittelemattomiin
kontrollisoluihin verrattuna (p-arvo < 0,0001) (kuva 14). Kun estrogeeni- ja
SERM-kasittelyjen vaikutuksia verrattiin PHA/PMA -aktivoituihin soluihin, havaittiin
10 nM E2:mn ja 1 puM raloksifeenin ylldpitivéan elinkelpoisuutta (kuva 14 hakasulut,
p-arvo < 0,001).
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Kuva 14. E2:n ja SERMien vaikutukset Jurkat-solujen elinkelpoisuuteen. Jurkat-
solut altistettiin 48 h SERMeille ja E2:lle ja aktivoitiin 24 h PHA:lla (1 pg/ml) ja
PMA:lla (50 ng/ml). Solujen elinkelpoisuutta arvioitiin  AlamarBlue -
viabiliteettireangenssin avulla. Jokaisen ryhmén tuottaman fluoresenssin intensiteetti on
suhteutettu kisitteleméttomien solujen fluoresenssin intensiteetin perustasoon (kunkin
ryhmdn n=6). Kuvaajassa on esitetty ryhmien keskiarvot +SD. Tilastolliset
merkitsevyydet on madritetty yksisuuntaisen varianssianalyysin (ANOVA) jilkeen
kuvassa osoitettujen ryhmien vililld Tukeyn testilld, sekd vertaamalla kaikkia ryhmia
kidsittelemattomédn ryhmddn Dunnettin testilld. *** P <0,001; **** P <(,0001.

3.3 Estrogeeniset vaikutukset ovat mahdollisesti ERB- tai GPER-
vdlitteisid
Koska E2 ja raloksifeeni vaikuttivat solujen elinkelpoisuuteen, haluttiin seuraavaksi
selvittdd qPCR:1l4, selittyvétko estrogeenisten yhdisteiden elinkelpoisuutta lisdédvit
vaikutukset hormonireseptorien méédrdn lisdéntymiselld. Estrogeenireseptori [:aa
koodaavan ESR2-geenin ja G-proteiinikytkentdisen estrogeenireseptoria koodaavan
GPERI-geenin ilmentyminen havaittiin, kun solut késiteltiin 48 h estrogeenisilld
yhdisteilld ja aktivoitin 24 h PHA:la ja PMA:lla (kuva 15). Jurkat-solujen
PHA+PMA-aktivaatio laski ERB:aa koodaavan ESR2-geenin ldhetti-RNA-ekspressiota
késittelemattomiin kontrollisoluihin verrattuna (P = 0,040) (kuva 15a). ESR2:n
lahetti-RNA-ekspressio viheni my0s soluissa, jotka altistettiin raloksifeenille 48 h ajan
ennen aktivaatiota (P = 0,048). Sen sijaan E2 vaikutti estidvin aktivaation aiheuttaman
ESR2:n lahetti-RNA-ekspression alenemisen (kuva 15a). SERM2:1la ei havaittu olevan

vaikutusta ESR2-geenin ilmentymiseen.
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Jurkat-solut ilmensivit myds GPERI-geenin ldhetti-RNA:ta (kuva 15b), mutta
estrogeeniset yhdisteet eikd aktivaatio vaikuttaneet GPERI:n ilmenemiseen
tilastollisesti merkitsevisti. qPCR:114 ei havaittu estrogeenireseptori o:aa koodaavan
ESRI-geenin ja progesteronireseptoreja A ja B koodaavan PR-geenin ilmentymisté

vastaavissa kasvatusolosuhteissa (tuloksia ei ndytetty).

A
) B)
ESR2 GPER
*

3.04 [ — 3.0+

2.5 2.5

2.04 2.04

Suhteellinen

geeniekspressi01 51 1.54

1.04 1.0

O 5- 0'5- -

0.0- | T 0.0- T T
PHA 1 pg/ml + + + + . + + + +
PMA 50 ng/ml + + + + + + + +
SERM2 1 yM - + - . + .
Raloksifeeni 1 pM - - + = = +
E2 10 nM - - - + . +

Kuva 15. SERMien ja E2:n vaikutukset hormonireseptorien lihetti-
RNA-ekspressioon Jurkat-soluissa. Jurkat-solut altistettiin 48 h SERMeille ja E2:lle
ja aktivoitiin 24 h PHA:Ila (1 pg/ml) ja PMA:lla (50 ng/ml), minkd jidlkeen soluista
madritettiin estrogeenireseptori B:n  (ESR2) ja  G-proteiinikytkentdisen
estrogeenireseptorin  (GPERI) geenien ldhetti-RNA-méérat. Geeniekspressio on
suhteutettu aktivoitujen solujen perustasoon. Kuvaajissa on esitetty ryhmien keskiarvot
+SD. Tilastolliset merkitsevyydet on mddéritetty yksisuuntaisen varianssianalyysin
(ANOVA) jélkeen parivertailuin Dunnettin testilld. * P < 0,05.

3.4 SERMien vaikutus Jurkat-solujen aktivaatioon

Koska aktivoituneiden T-solujen tiedetddn tuottavan IL-2:ta, selvitimme seuraavaksi
vaikuttavatko SERMit ja E2 Jurkat-solujen /L-2-geenin ilmentymiseen ja
IL-2-proteiinin erittymiseen solusta eli moduloivatko estrogeeniset yhdisteet /L2-geenin
transkriptioon johtavia signaalireittejd. Kuvasta 16a kidy ilmi, ettd [L2-geenin
transkriptioon vaadittiin solujen aktivaatio PHA:lla ja PMA:lla, mikd Il&hes
nelinkertaisti IL-2:n ldhetti-RNA:n ilmenemisen aktivoimattomiin kontrollisoluihin
verrattuna (p < 0,0001) (kuva 16a). Tulos tukee edelld esitettyd tulosta siitd, ettd pelkka

PHA-aktivaatio ei riitd aktivoimaan tdssd ty0ssd kaytettyd Jurkat-alalinjan soluja.

Vaikka PHA ja PMA lisdsivit solujen IL-2:n ldhetti-RNA:n  madras,

kasvatusmediumiin eritetyn IL-2:n méadrét eivit tilastollisesti eronneet aktivoimattomien
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tai aktivoitujen solujen wvililld (kuva 16c) eikd siten solujen [IL2-geenin

transkriptionaalinen aktiivisuus ollut verrannollinen solusta ulos eritetyn IL-2:n kanssa.

Kun solut altistettiin raloksifeenille ja E2:lle 48 h ennen solujen PHA- ja
PMA-aktivaatiota, IL-2:n ldhetti-RNA:n mdird lisddntyi, mutta tulokset eivit olleet
tilastollisesti merkitsevid aktivoituun kontrolliryhmiin verrattuna (kuva 16b).
Myoskddn solusta ulos eritetyn IL-2:n médrissd ei havaittu tilastollisesti merkitsevid

eroja (kuva 16¢).
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IL-2 suhteellinen | IL-2 s_.uhteelline_n 34
geeniekspressio geeniekspressio
24 2
1 14
0- 0-
PHA 10 ug/ml = + - PHA 1 ug/ml + o+ + o+
PHA 1 pg/mi - . + PMA 50 ng/ml + + + +
PMA 50 ng/ml . e SERM2 1 uM - + -
Raloksifeeni 1 pM - - + -
E2 10 nM - = - +
C) 30-
204
IL-2 pg/ml
10+
0_
PHA 1pg/ml -+ o+ o+ o+
PMA 50 ng/ml -+ + o+ o+
SERM2 1 pM - % & 5
Raloksifeeni 1 pM - -+ -
E2 10 nM - S

Kuva 16. Jurkat-solujen suhteellinen IL-2:n lihetti-RNA-ekspressio ja E2:n seki
SERMien vaikutus IL-2 -pitoisuuteen. A) Jurkat-solut aktivoitiin 24 h PHA:Ila (10
pg/ml) tai PHA:lla (1 pg/ml) ja PMA:1lla (50 ng/ml). Aktivoitujen solujen IL-2
lahetti-RNA-ekspressio suhteutettiin testiaineille altistamattomiin kontrollisoluihin.
B) 48 h SERM- tai E2-altistettujen ja 24 h PHA+PMA-aktivoitujen solujen IL-2
lahetti-RNA-ekspressio suhteutettiin tupla-aktivoitujen solujen perustasoon. C) 48 h
SERM- tai E2-altistettujen ja 24 h PHA+PMA-aktivoitujen solujen ELISA-
menetelmalld mitatut solujen erittamét IL-2-pitoisuudet. Kasittelyryhmét on suhteutettu
késittelemittomadn kontrolliryhméén. Kuvaajissa on esitetty ryhmien keskiarvot +SD.
Tilastolliset merkitsevyydet on méiritetty yksisuuntaisen varianssianalyysin (ANOVA)
jélkeen parivertailuin Tukeyn-testilldi (A ja B) ja Kruskal-Wallisin testilld (C).
*ackk P <0,0001.
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3.5 E2ja raloksifeeni vihensivdt IL-10:n ldhetti-RNA:n mddrdd

SERMien ja E2:n vaikutuksia selvitettiin my6s muiden soluista ulos eritettdvien
sytokiini- ja interleukiinigeenien aktivaatioon. Solujen havaittiin tuottavan
anti-inflammatoristen TGFB:n, IL-10:n ja FOXP3:n ldhetti-RNA:ta (kuva 17). Solujen
altistaminen raloksifeenille 48 h ennen aktivaatiota vidhensi solujen IL-10:n
lahetti-RNA:n tuottoa (P = 0,027). E2-altistus puolestaan ldhes lopetti IL-10:n
lahetti-RNA:n ilmentdmisen soluissa (P < 0,0001) (kuva 17). Késittelyt eivit juurikaan
vaikuttaneet TGFB:n tai FOXP3:n ldhetti-RNA:n ilmenemiseen.

SERMeilla tai E2:1la ei ollut vaikutusta tulehdusta edistdvien TNFo:n ja IL-5:n geenien
ilmentymiseen (kuva 17). Muiden tutkittujen interleukiinien eli IL-1p, IL-4, IL-6, IL-17
sekd CCL5-kemokiinin ja [FNy-sytokiinin 1dhetti-RNA-méérat jaivat havaintorajan alle
(tuloksia ei esitetty).

TGFB1 Foxra

Suhteellinen
geeniekspressio
1

PHA 1 pg/ml -
PMA 50 ng/ml - + + + + = -
SERMZ2 1 uM - - + - - - - + - - - - +

Raloksifeeni 1 pM - - - + - - - - + - - - - + -
E2 10 nM - - - - + - - - - + - - - - +

TNF ILS

PHA 1 pg/ml - -
PMA 50 ng/ml - + + + + - + + + +
SERMZ 1 uM - - * - - - - +

Raloksifeeni 1 uM - - - + - « - n * .
E2 10 nM - - - - + i = & & +

Kuva 17. SERMien ja E2:n vaikutukset aktivoitujen Jurkat-solujen ilmentimien
anti-inflammatoristen (TGFp, IL-10, FOXP3) ja pro-inflammatoristen (TNFa,
IL-5) proteiinien lihetti-RNA-ekspressioon. Solut altistettiin 48 h SERMeille ja
E2:lle ja aktivoitiin 24 h PHA:lla ja PMA:lla. Geeniekspressio on suhteutettu
aktivoitujen solujen perustasoon. Kuvaajissa on esitetty ryhmien keskiarvot +SD.
Tilastolliset merkitsevyydet maddritetty yksisuuntaisen varianssianalyysin (ANOVA)
jélkeen parivertaluin Dunnettin testilld. * P < 0,05, **** P <(0,0001
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4  Tulosten tarkastelu

4.1 Jurkat-solujen aktivaatio saattaa muuttaa niiden metaboliaa

Solujen elinkelpoisuusmittauksessa havaittiin, ettd solujen aktivaatio véhensi
metabolisesti aktiivisten solujen méérdd. Syynd saattaa olla solujen kuoleminen, silld
T-soluaktivaation seurauksena osa soluista ajautuu apoptoosiin (Hacker ym. 2006).
Lisdksi aktivaatioon kédytetyn PMA:n on my0s osoitettu indusoivan Jurkat-solujen

apoptoosia (Busuttil ym. 2002).

Toisaalta kaikki elinkelpoisuusmittauksessa havaitut muutokset eivit vilttaméttd johdu
solujen kuolemisesta, silld PMA:n on todettu jopa suojaavan Jurkat-soluja esimerkiksi
metyyliglyoksaalin aiheuttamalta apoptoosilta (Takagi ym. 2004). Onkin mahdollista,
ettd aktivoituneet solut siirtyvdt kayttdmididn energiantuotannossaan aerobista

glykolyysid, minké seurauksena solujen mitattu elinkelpoisuus laskee.

Aerobinen glykolyysi tai Warburgin efekti on syOpésolujen yleinen tapa tuottaa
energiaa glykolyysilld huolimatta siité, ettd happea olisi saatavilla my0ds oksidatiiviseen
fosforylaatioon, jossa energiansaanti on suurempi. Aerobisessa glykolyysissd glukoosi
fermentoidaan laktaatiksi sen sijaan, ettd se hapetettaisiin taydellisesti mitokondrioissa.
[Imion syyksi on ehdotettu esimerkiksi sydpdsolujen geenien toiminnan muutoksia ja
mitokondrioiden toimintahdiri6itd, mutta ilmion todellista taustaa ei tunneta (Asgari ym.

2015).

Néenndisesti havaitut elinkelpoisuuden muutokset eivét siis valttimaéttd kerro solujen
todellisesta tilasta, silld kdytetyn menetelmin oletuksena on, ettd solut hyoddyntévit
energiantuotossaan mitokondrioissa tapahtuvaa oksidatiivista fosforylaatiota. Koska
aerobinen glykolyysi on oksidatiivista fosforylaatiota tehottomampi tapa tuottaa ATP:td,
on siitd oltava soluille jotain muuta hyotyd. Kuten useimmat sydpésolut, Jurkat-solut
kasvavat nopeasti ja jakautuvat usein. Onkin ehdotettu, ettd jakautuvat solut ovat
riippuvaisia aerobisesta glykolyysistd kyetdkseen tuottamaan riittdvédsti biomassaa

tytirsolujen muodostukseen (Vander Heiden ym. 2009).

Jurkat-solujen energiantuottotapa ei vélttdmattd kytkeydy ainoastaan niiden
syOpdsolutaustaan, silld myds aktivoituneet T-solut hyddyntévit aerobista glykolyysié
(Menk ym. 2018). Chang ym. (2013) ovat ndytténeet, ettd hiirten vaikuttaja-T-solujen
aktivaatio ja proliferaatio tapahtuu normaalisti ilman aerobista glykolyysid, mutta

solujen IFNy:n ldhetti-RNA:n translaatio proteiiniksi tapahtuu aerobisen glykolyysin
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aikana (Chang ym. 2013). Jurkat-solut eivét kuitenkaan ilmenténeet IFNy:n ldhetti-
RNA:ta. [IFNy-aktiivisuuden puuttuminen Jurkat-soluilta ei kuitenkaan ole
odottamatonta, silld sydpdsoluina niiden ei ole kannattavaa tuottaa immuunipuolustusta
voimakkaasti aktivoivaa sytokiinia. Samasta syystd Jurkat-soluissa ei havaittu

myoOskadn IL-1B:n lahetti-RNA:ta, silld sekin on voimakas tulehdusvasteiden vélittdja.

4.2 E2 ja raloksifeeni parantavat Jurkat-solujen selviytymistd

Tutkimuksessani havaitsin, ettd Jurkat-solujen altistaminen 10 nM E2:lle tai 1 uM
raloksifeenille suojasi soluja aktivaation mahdollisesti haitallisilta vaikutuksilta.
Vastaavia tuloksia on saatu ennenkin, kun E2:n on havaittu lisddvin solujen
selviytymistd edistdvdn ja apoptoosia inhiboivan Bcl-2-proteiinin ldhetti-RNA:ta rinta-

ja rintasyOpésoluissa (Gompel ym. 2000).

Elinkelpoisuuden ndenndinen parantuminen voi johtua my®os siité, ettd E2 ja raloksifeeni
ovat toimineet Jurkat-soluissa mitogeenien tavoin eli ovat kdynnistineet
solunjakautumisen. Estrogeenien vasteet voivat olla joko suoraan tai epdsuorasti
tiettyjen geenien aktivaatiota lisddvid (ns. genominen signalointireitti) tai erilaisten
proteiinikinaasien aktivoitumista (ns. ei-genominen signalointireitti) (Vrtacnik ym.
2014). E2:n on havaittu indusoivan mitogeenilla aktivoidun proteiinikinaasin (MAPK)
nopean aktivoitumisen nisdkdssoluissa (Improta-Brears ym. 1999) sekd fosfatidyyli-
inositoli-3-kinaasin (PI3K) aktivaation ihmisen rintasydpédsoluissa (van der Burg ym.
1988; Castoria ym. 2001). PI3-kinaasi aktivoi omia kohdeproteiinejaan, jotka sditelevit
useita solun biologisia toimintoja kuten geeniekspressiota, solusyklid, eloonjédémista,

solujen transformaatiota ja onkogeneesid (Coffer ym. 1998).

Jurkat-solut ilmensivit G-proteiinikytkettyd estrogeenireseptoria (GPERI), joten
elinkelpoisuutta lisddvat vaikutukset vilittyivit mahdollisesti ei-genomisen GPER1:n
aktivoiman  proteiinikinaasikaskaadin  vilitykselld. Tédtd tukee Noda-Seinon
tutkimusryhmén tulos, jonka mukaan E2:n ja raloksifeenin indusoima osteoblastien
proliferaatio tapahtuu GPER1:n kautta (Noda-Seino ym. 2013). Tutkimuksessani Jurkat-
solut altistettiin estrogeenisille yhdisteille 48 h ennen aktivaatiota, joten mitogeeniset
vaikutukset ovat voineet tapahtua nopean ei-genomisen signalointireitin lisdksi my0s
hitaamman genomisen signalointireitin kautta. Koska Jurkat-solut eivdt ilmenténeet
ERa:aa, jonka kautta genomisen signaloinnin on osoitettu tapahtuvan (Heldring ym.

2007), suoran genomisen signaloinnin tulisi tapahtua jonkun muun reseptorin kautta.
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Jatkotutkimuksissa elinkelpoisuusmittauksen yhteydessd olisi hyodyllistd laskea solut
estrogeenialtistuksen jdlkeen, mutta ennen aktivaatiota, jolloin estrogeenisten
yhdisteiden mahdolliset vaikutukset solujen lukuméérdan pystytdén analysoimaan

tarkemmin.

4.3 Estrogeeniset vaikutukset T-solujen metaboliaan saattavat olla ER[-
vdlitteisid

Ei taysin tiedetd, mitd kautta hormonaaliset vaikutukset vilittyvit T-soluihin ja aiheesta

julkaistut tutkimustulokset ovat osittain ristiriitaisia. Estrogeenisten vaikutusten on

ehdotettu vilittyvin T-soluihin muiden solutyyppien, kuten antigeenid esittelevien

dendriittisolujen kautta (Bebo ym. 2009; Polanczyk ym. 2006). Toiset tutkimukset

puolestaan korostavat T-solujen ERa:n vilitykselld tapahtuvaa signalointia (Lélu ym.

2011; Liu ym. 2003).

Tutkimukseni perusteella ndyttdd kuitenkin siltd, ettd estrogeenisilld yhdisteilld voidaan
vaikuttaa T-solujen metaboliseen aktiivisuuteen ERa:sta riippumatonta reittid, koska E2
ja raloksifeeni lisdsivdt ERa-negatiivisten Jurkat-solujen metabolista toimintaa, joka oli
ensin vdhentynyt solujen aktivaation seurauksena. Genomiset vaikutukset saattavat
vilittyd soluihin ERB:n kautta, silld kaikki tutkimuksemme estrogeeniset yhdisteet
sitoutuvat ERB:an (Barkhem ym. 1998; Polari ym. 2019). SERM2:n vaikutus Jurkat-
soluissa lienee antagonistinen eli SERM2 sitoutuu ERp:aan, mutta estdd reseptoria
aktivoitumasta, silld SERM2 on tutkimuksemme ainoa estrogeeninen yhdiste, joka ei

ndytd vaikuttavan Jurkat-solujen metaboliaan.

Havaitsemani tulos voi johtua myds siitd, ettd eri ligandit muodostavat
estrogeenireseptorien kanssa komplekseja, jotka vilittavét erilaisia vasteita. Tdma voi
tarkoittaa sitd, ettd SERM2 siditelee T-soluissa eri geenien transkriptiota kuin E2 ja
raloksifeeni. Toisaalta SERM?2 saattaa sdddelld myOs samoja geenejd kuin E2 ja
raloksifeeni, mutta aktivoimalla esimerkiksi eri transkriptiotekijoitd. Kaikki ER:ien
vaikutukset eivit tapahdu genomitasolla, vaan kyse voi olla erilaisista solutason

vasteista, kuten translaation jilkeen tapahtuvan muokkauksen sdételysta.

Polari ym. (2018) ovat aikaisemmin osoittaneet, ettd korkea SERM2-pitoisuus inhiboi
primaaristen T-solujen proliferaatiota. Omassa tutkimuksessani en havainnut solujen
proliferaation heikentyneen soluviljelyn aikana. Toisaalta en varsinaisesti tutkinut

solujen proliferaatiota, silld syopdsolut proliferoituvat yleensd erinomaisesti ulkoisista
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tekijoistd riippumatta. Ilman lisdtutkimuksia ei voi sanoa, olisiko Jurkat-solujen
proliferaatiokyvyssé tapahtunut muutoksia, jos solut olisivat ilmentdneet myds ERa:a.
Aikaisemman tutkimustuloksen mukaan SERMien vaikutus T-solujen proliferaatioon ei
kuitenkaan vaadi ERa:n ilmentdmistd (Bebo ym. 2009). Tulevaisuudessa olisi
mielenkiintoista varmistaa, vilittyvitk6 SERM2:n proliferaatiovaikutukset T-soluihin

nimenomaan ERf:n kautta.

4.4 Estrogeeniset yhdisteet eivit ohjaa Jurkat-soluja kohti regulatorista
fenotyyppid

Regulatoriset T-solut (Treg) sddtelevat immuunijirjestelman muita soluja ja osallistuvat
immunologisen toleranssin kehitykseen ja ylldpitoon. Koska estrogeenit lisddvit
Treg-solujen ilmenemistd ja tukevat solujen regulatorisia ominaisuuksia (Adurthi ym.
2017; Tai ym. 2008), halusin arvioida tutkimuksessani estrogeenisten yhdisteiden

vaikutuksia myo6s Jurkat-soluihin.

Luontaisesti Treg-solujen CD127-ekspressio on alhainen (Yu ym. 2012), mutta
havaitsin, ettd suurin osa tutkimuksen CD4" Jurkat-soluista ilmentd4 tdtd IL-7-reseptorin
alfa-alayksikkdd (CD127). Néin ollen kayttdiméni Jurkat-solut eroavat fenotyypiltddn
primaarisista Treg-soluista. Tdméan lisdksi vain pieni osa Jurkat-soluista ilmensi
CD25-pintaproteiinia, mikd on yleinen Treg-solujen markkeri. SERMit eivit
vaikuttaneet CD25:n tai CDI127:n ilmenemiseen. Vidhdinen CD25-pintaproteiinin
ilmeneminen saattaa estdd Jurkat-soluja erilaistumasta toiminnallisesti erilaisiksi T-
solupopulaatioiksi, silli CD4" T-solujen erilaistuminen esimerkiksi Thl- tai Th2-
soluiksi on riippuvainen IL-2:n erityksen lisdksi myds CD25:n ilmenemisestd soluissa

(Balkhi ym. 2015; Zhu ym. 2010).

Vaikka Jurkat-solut eivdt tutkittujen pintaproteiinien perusteella muistuttaneet
Treg-soluja, tarkastelin Treg-soluille ominaisen FOXP3:n ilmenemistd 14hetti-RNA:n
tasolla. CD25:n puuttuminen ei estd muiden Treg-soluille ominaisten proteiinien
ilmenemistd ja esimerkiksi hiiriltd tunnetaan solupopulaatioita, jotka ovat
CD25-negatiivisuudesta huolimatta FOXP3-positiivisia (Wing & Sakaguchi 2019).
Havaitsin, ettd E2 lisdd hieman solujen FOXP3:n ldhetti-RNA-ekspressiota. Vuonna
2018 julkaistussa tutkimuksessa akuutin lymfoblastisen leukemian T-soluista
hiljennettiin FOXP3-geeni, mikd johti solujen kasvun vdhenemiseen ja apoptoottisen

morfologian esiintymiseen (Yonekura ym. 2018). Tutkimus osoitti, ettd FOXP3 tukee
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T-solujen kasvua ainakin tutkimuksessa kéytetyissd Jurkat- ja KOPT-K1-solulinjoissa.
Téssd pro gradu -tydssd tehdyt havainnot osoittavat, ettd FOXP3:n T-solujen kasvua

tukeva vaikutus saattaa olla ainakin osittain estrogeeniresponsiivinen.

Sydpésolujen, regulatorisen fenotyypin ja ERa-ekspression vélilld saattaa olla yhteys,
silli ERo:n poistaminen hiirten T-soluista lisdd solujen FOXP3-ekspressiota
(Mohammad ym. 2018), mutta ihmisen kohdunkaulan syopidkudoksesta eristettyjen
Treg-solujen FOXP3-ekspressio véhenee ja solujen regulatoriset ominaisuudet
heikkenevit, kun ERa:n kautta tapahtuva signalointi estetdin (Adurthi ym. 2017). Kyse
voi olla lajien vilisistd eroista tai solujen assosiaatio syOpésolujen kanssa jotenkin
muuttaa ERa:n ja FOXP3-ekspression vilistd yhteyttd. Tutkimukseni perusteella ERa-
negatiiviset Jurkat-solut eivit muistuttaneet fenotyypiltddn Treg-soluja, mikd saattaa
tukea edelld mainittua yhteyttid syopésolujen, regulatorisen fenotyypin ja ERo:n vililla.
Mainittakoon kuitenkin, ettd FOXP3:n ilmeneminen ei yksinddn kerro solujen
todellisista regulatorisista ominaisuuksista. Esimerkiksi kaikilla ihmisten CD4" FOXP3"
CD25" perifeerisilldi Treg-soluilla ei ole Treg-solujen tyypillisid supressiivisia

ominaisuuksia (Sakaguchi ym. 2010).

4.5 Estrogeeniset yhdisteet eivit vaikuta IL-2:n tai sen reseptorin

ilmenemiseen Jurkat-soluissa

Tutkimuksessani huomasin, ettd Jurkat-solujen IL-2:n ldhetti-RNA-méaarien muutokset
eivit jostain syystd heijastu eritettdviin proteiinimddriin. Tadma ei sindnsd ole yllattavaa,
silld 1dhetti-RNA:n mééra ei aina korreloi tuotetun proteiinin mééran kanssa (Maier ym.
2009). Kaikki Jurkat-alalinjat eivdat my0Oskdan eritd IL-2-proteiinia (Pawelec ym. 1982).
On mahdollista, ettd IL-2:n proteiinisynteesi ei tapahdu loppuun asti tai valmista
proteiinia ei eritetd ulos soluista. Vaikka Jurkat-solujen IL-2-signalointi on ldhes
normaalien T-solujen kaltaista, /L-2-geenin luentaan osallistuvien transkriptiotekijéiden
osuuksissa on vihdisid eroja (Hughes & Pober 1996). Tulee ottaa huomioon, ettd
tutkimuksissa kédytetyt Jurkat-solut ovat syOpdsoluja, jotka proliferoituvat myos ilman

IL-2:sta riippuvaa aktivaatiota.

Téssd tutkimuksessa kdytetyt estrogeeniset yhdisteet eivdt vaikuttaneet tilastollisesti
merkitsevasti soluista eritetyn IL-2:n maardén, vaikkakin E2 ndytti hieman lisddvén IL-
2:n ldhetti-RNA:n midrdd SERMeihin verrattuna. Aikaisemman tutkimuksen mukaan

E2 ei vaikuta T-solujen IL-2:n tuottoon, mutta ERB-agonisti lisdd T-solujen IL-2:n
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tuottoa (Priyanka ym. 2013). Tutkimistani estrogeenisista yhdisteistdi E2 on ER:n
voimakkain agonisti, miké saattaa selittdd E2:n aiheuttaman vdhédisen muutoksen IL-2:n

ldhetti-RNA:n méiarissa.

Se, ettd Jurkat-soluista ei havaittu IL-2:n ldhetti-RNA:ta tai liukoista proteiinia voi
johtua my0s tutkimusasetelmasta. Aikaisemmin on havaittu, ettd hiiren naiivit CD4" T-
solut erittdvat maksimaalisesti IL.-2:sta jo 6 — 8 tunnin kuluttua solujen aktivaatiosta in
vivo ja ettd 20 — 24 tunnin kohdalla IL-2:ta ei endéd havaita (Sojka ym. 2004). Koska
mittasin [L-2:n miiridn ainoastaan 24 tuntia solujen aktivaatiosta, nopeita vasteita ei
tutkimuksessani havaittu. E2:lle ja raloksifeenille altistetuista soluista ei myoskéddn
havaittu muutoksia IL-2:n ldhetti-RNA:n maéardssd. On todennidkoistd, ettd valittu

aikapiste oli litan mydhéinen IL-2 geenin aktivaation havaitsemiseksi.

Estrogeenien tiedetddn vaikuttavan IL-2-reseptorin (CD25) ilmenemiseen. Esimerkiksi
primaaristen T-solujen aktivaatio lisdd ensin IL-2-reseptorin ilmenemistd, mutta
aktivaation jélkeinen altistus E2:lle inhiboi reseptorin ilmenemistd (McMurray ym.
2001). Vastaavaa ei kuitenkaan nédytd tapahtuvan Jurkat-soluilla, silli en havainnut
CD25-ekspressiossa  muutoksia aktivoiduissa ja SERM-yhdisteilld késitellyissa
Jurkat-soluissa. Myoskdédn McMurray ym. (2001) eivdt havainneet muutoksia
aktivoitujen ja E2:lla késiteltyjen solujen CD25-ekspressiossa. Samaisessa McMurrayn
tutkimuksessa osoitettiin, ettd estrogeeni inhiboi IL-2-reseptorin ilmenemistd naisilla ja
ettd naisten perifeeriset lymfosyytit ilmensivét IL-2 -reseptoria vihemmain kuin miesten
solut (McMurray ym. 2001). Kleinin ja Flanaganin tutkimus (2016) osoitti, ettd
sukupuolten vililli on eroja CD4" T-solujen sytokiinivasteissa. Edelld mainitut
tutkimukset osoittavat, ettd sukupuoli on huomioitava yhtend biologisena muuttujana
immunologisissa tutkimuksissa. Esimerkiksi Jurkat-solut, joita kéytetdin paljon
T-solututkimuksissa, ovat aikanaan eristetty nuoren miehen verestd, mikd voi vaikuttaa

solujen mydhempiin vasteisiin sukupuolihormoneille.

4.6 E2 vihentid anti-inflammatorisen IL-10:n ilmenemistd Jurkat-
soluissa

Pro gradu -tyGsséd havaitsin raloksifeenin ja etenkin E2:n alentavan huomattavasti Treg-

ja  Th2-solujen erittdmén, tulehdusreaktioita hillitsevin IL-10:n l&hetti-RNA:n

ekspressiota. Tulos poikkeaa késityksestd, jonka mukaan E2 lisdd T-solujen IL-10:n

tuottoa (Gilmore ym. 1997; Straub 2007). Voi hyvinkin olla, ettd Jurkat-soluissa
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estrogeeniriippuvainen IL-10:n ilmeneminen vaatii ympériston, jossa on myds muita
soluihin vaikuttavia aineita, kuten sytokiineja (ns. sytokiiniympéristd). Esimerkiksi
makrofageilla estrogeeni indusoi IL-10:n l4hetti-RNA:n ilmenemisen, kunhan solut
altistuvat samanaikaisesti myds IL-4:lle (Villa ym. 2015). Vastaavaa tulosta en
havainnut Jurkat-soluilla, silld ne eivit ilmentidneet IL-4:n 1dhetti-RNA :ta. Aikaisemmin
on osoitettu, ettdi SERM2 lisdd IL-10:n ja IL-4:n tuottoa paksusuolen soluissa,
muuttamatta kuitenkaan ndiden interleukiinien méarid verenkierrossa (Polari ym. 2019).
Tutkimuksessani en havainnut vastaavaa Jurkat-soluissa. On hyvin todennikdisti, ettd
eri solutyypeilld on oma spesifinen sytokiiniympdristd, joka mahdollistaa tiettyjen
sytokiinigeenien aktivaation. Lisdksi SERM2:n vaikutukset sytokiinituotantoon

vaihtelevat solutyyppien vililla.

4.7 Yhteenveto

Jurkat-solujen elinkelpoisuudessa havaittiin aktivaation seurauksena muutoksia, jotka
voivat johtua muutoksista solujen metaboliassa. Solujen elinkelpoisuus on voinut
oikeasti myos heiketd, silld osa aktivoituneista T-soluista ajautuu apoptoosiin. E2 ja
raloksifeeni vaikuttivat kuitenkin suojaavan soluja aktivaation haitallisilta vaikutuksilta.
Jatkossa tulisi selvittdd, vélittdvatkd estrogeeniset yhdisteet todella suojaavia
vaikutuksia soluissa vai toimivatko ne mitogeenien tavoin. Mitogeenien kaltaisia
vaikutuksia vilittdvien estrogeenisten yhdisteiden tunnistaminen voi hyodyttdd etenkin

hormoniresponsiivisten syopien, kuten rintasyovén, tutkimuksessa.

Estrogeeniset vaikutukset vilittyvit ERa-negatiivisiin Jurkat-soluihin mahdollisesti
GPERI:n tai ERB:n kautta. Uusi SERM2 saattaa kuitenkin toimia Jurkat-soluissa

antagonistina, toisin kuin E2 ja raloksifeeni.

Estrogeeniset yhdisteet eivdt ohjanneet Jurkat-soluja kohti regulatoristen T-solujen
kaltaista fenotyyppid. Ylldttden E2 jopa véhensi anti-inflammatorisen IL-10:n l&hetti-
RNA:n ilmenemistd. Uutta tietoa estrogeenisten yhdisteiden vaikutuksista
immuunipuolustuksen soluihin saadaan jatkuvasti, mutta edelleen tarvitaan lisdd

tutkimuksia, jotta immuunivasteiden sidtely SERMeilld tulisi mahdolliseksi.
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LIITE 1

Solujen pintaproteiinien vasta-ainevirjiys virtaussytometriaa varten (mukautettu

BioLegendin protokollasta):
Tyoskentely jailla

1. Valmista kutakin vérjattavad kaivoa kohti 50 pl vasta-aineliuosta, jossa:
e 0,5 uljokaista vasta-ainetta ja
e suodatettu PBS /0,5 % FBS

2. Sentrifugoi levy 1000 rpm, 5 min ja poista supernatantti.

(98]

Lisédé vasta-aineliuosta 50 pl kuhunkin vérjéttivadn kaivoon. Varjaamattomille
kaivoille 50 ul PBS.

Inkuboi levyi jéilld 1h valolta suojattuna.

Sentrifugoi kuten kohdassa 2.

Jatka solunsisdiseen virjaykseen TAI

N ok

Resuspensoi solut 250 pl PBS ja analysoi virtaussytometrialla.

Intrasellulaarisen FOXP3:n varjaiminen (mukautettu BioLegendin

protokollasta):

1. Valmista Transcription Factor Fix ja Perm -liuosten laimennokset True-Nuclear™
Human Treg Flow™ -kitin (BioLegend) ohjeen mukaan.

2. Lisédé 50 pl Transcription Factor 1x Fix -liuosta jokaiseen kaivoon, vorteksoi ja
inkuboi valolta suojattuna 45—60 min, RT.

3. Ilman pesua, lisdd 100 pl Transcription Factor 1x Perm Buffer —liuosta jokaiseen
kaivoon.

4. Sentrifugoi levyd 400 xg, 5 min, RT ja poista supernatantti.

5. Resuspensoi solut 100 pl Transcription Factor 1x Perm Buffer —liuosta.

6. Lisdd 0,5 pl FOXP3-vasta-ainetta per kaivo (paitsi varjddmattomaén kontrolliin) ja
inkuboi levyi valolta suojattuna ainakin 30 min, RT.

7. Lisdd 100 pl Transcription Factor 1x Perm Buffer -liuosta jokaiseen kaivoon.

8. Sentrifugoi levyd 400 xg, 5 min ja poista supernatantti.

9. Lisdd 100 pl suodatettua PBS:&4 jokaiseen kaivoon.

10. Sentrifugoi levyd 400 xg, 5 min ja poista supernatantti.

11. Resuspensoi solut 230 pl:aan suodatettua PBS:44 ja analysoi virtaussytometrilla.

Ennen virtaussytometrille menoa suodata solut 35 pum membraanin ldpi.



LIITE 2

cDNA-synteesissa kiytetty master mix

Komponentti Tilavuus (pl) / reaktio
10x RT Buffer 2.0
25% dANTP Mix (100 mM) 0.8
10x RT Random Primers 2.0
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1.0
2x RT master mix total 5.8
Nukleaasivapaa H,O
} 14.2
RNA
Yhteensd 20.0
Kainteistranskriptaasiketjureaktion ohjelma
Vaihe 1 Vaihe 2 Vaihe 3 Vaihe 4
Lampétila (°C) 25 37 85 4
Aika 10 min 120 min 5 min 00




LIITE 3

Reaktioliuoksen valmistus TaqMan® Universal Master Mix II -protokollan

mukaisesti (Applied Biosystems).

Komponentti Tilavuus (pul) per | Lopullinen
reaktio konsentraatio

TagMan® Universal Master Mix II | 10,0 1x

(2%)

TagMan® Gene Expression Assay | 1,0 Ix

(20%)

1:10 -laimennettu cDNA-templaatti + | 9,0 8 ng

H>O

Yhteensa 20,0 -

qPCR-mairityksessia kaytetty ohjelma, yhteensi 40 syklii. Ensimmainen sykli

vaiheet 1 — 3, loput 39 syklii vaiheet 2 — 3.

Vaihe 1 Vaihe 2 Vaihe 3
Lampdétila (°C) 95 95 60
Aika 10 min 15s 1 min




LIITE 4

TaqMan alukkeet

Geenin nimi

Geenin symboli

Tuotenumero

Glyseraldehydi-3-fosfaattidehydrogenaasi GAPDH Hs02758991 ¢l

Beeta-aktiini ACTB HS99999903 M1
Eukaryootti 18S ribosomaalinen RNA 18S Hs99999901 s1

Interferoni-y IFNy Hs00989291 ml
Forkhead Box P3 FOXP3 Hs01085834 ml
Interleukiini-1f3 IL-1B Hs01555410 ml
Interleukiini-2 IL-2 Hs00174114 ml
Interleukiini-4 IL-4 Hs00174122 ml
Interleukiini-5 IL-5 Hs00174200 m1
Interleukiini-6 IL-6 Hs00985639 m1
Interleukiini-10 IL-10 Hs00961622 m1
Interleukiini-17A IL-17A Hs00174383 ml
Transformoiva kasvutekiji-3 TGFp Hs00998133 ml
Tuumorinekroositekiji-a TNFa Hs01113624 ¢l

Kemokiiniligandi 5 (RANTES) CCL5 Hs00174575 ml
Progesteronireseptori PGR Hs01556702 ml
Estrogeenireseptori-o ESR1 Hs00174860 ml
Estrogeenireseptori-f§ ESR2 Hs00230957 ml
G-proteiinikytketty estrogeenireseptori GPER Hs01922715 sl




