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Dasatinibi on pienimolekyylinen tyrosiinikinaasiestijé (TKE), jota kdytetdén useiden syOpésairauksien
hoitoon seké lapsilla etté aikuisilla. Vaikka dasatinibia kéytetddnkin useiden eri syOpien hoidossa, ei
sen vaikutuksia hyvélaatuisiin kudoksiin ja soluihin ole kattavasti tutkittu. Téssd tutkimuksessamme
selvitimme dasatinibin vaikutuksia hiiren sikidkautisiin fibroblasteihin (mouse embryonic fibroblast,
MEF) soluviljelymallilla.

Fibroblastit altistettiin dasatinibille annoksilla: 0,01; 0,1; 0,3; 1,0; 2,0; 5,0 ja 10 uM, joista yli 1,0 uM
annokset vastaavat yliannostustilanteita ihmiselld. Kokeiden kesto oli 24, 48, 72 tuntia tai yksi viikko.
Kokeissa tutkittiin dasatinibin vaikutusta fibroblastien méérdén ja elossa sdilymiseen. Altistuskokeita
tehtiin yhteensé 12 kappaletta. Kadytossa oli kahdesta eri hiiresta eristettyjé fibroblastisolulinjoja.

Tuloksemme osoittavat, ettd dasatinibilla on merkittdvia haittavaikutuksia hiiren sikifkautisiin
fibroblasteihin in vitro yli 1,0 uM annoksilla. Alle 1,0 uM annoksilla ei havaittu merkittivéa haittaa
inaktivoitujen fibroblastien selviytymiseen. Tehtyjen kokeiden perusteella alle 1,0 uM
dasatinibiannokset sopivat parhaiten aloitettaville kantasolukokeille (Eggert ym., 2024).

Avainsanat: dasatinibi, hiiren sikikautinen fibroblasti (mouse embryonic fibroblast, MEF),
tyrosiinikinaasiestdja (TKE), in vitro -toksikologia
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1 Johdanto

Proteiinityrosiinikinaaseilla (TK) on tirked rooli solujen kasvussa, solunjakautumisessa,
aineenvaihdunnassa ja ohjelmoidussa solukuolemassa (Ebrahimi ym., 2023). Siksi
proteiinityrosiinikinaasien esto on ollut yksi johtavista ldhestymistavoista kohdennetussa

syopdhoidossa (Ebrahimi ym., 2023).

kypsymiseen seké sukurauhasten toimintaan (Rambhatla ym., 2021a). TKE-hoidon
lopettamisen jélkeisistd pitkén aikavélin vaikutuksista hedelméllisyyteen ei ole kuitenkaan
riittdvasti tutkimuksia (Rambhatla ym., 2021a). Useat eldintutkimukset ja tapausraportit ovat
kuitenkin osoittaneet, etti tyrosiinikinaasiestdjilld on vaikutuksia miesten hedelméllisyyteen
(Rambhatla ym., 2021b). Lisdi yksityiskohtaisia lddkealtistustutkimuksia tarvitaan, jotta eri

ladkeaineiden todelliset vaikutukset pystyttdisiin tdysin ymméartaméaan.

Kivesten kehitys, hormonituotanto, testosteronin miéré ja spermatogeneesi ovat riippuvaisia
kahden proteiinityrosiinikinaasireseptorin: c-KIT:in ja verihiutaleperdisen
kasvutekijareseptori a:n (Platelet-Derived Growth Factor Receptor a, PDGFRa:n) vilityksella
tapahtuvasta signaloinnista. Ndiden signalointireittien on havaittu hiiriintyneen jyrsijoiden
TKE-altistuksen jdlkeen (Cengiz Seval ym., 2017; Zamah ym., 2011). Verihiutaleperdisen
kasvutekijan (Platelet-Derived Growth Factor, PDGF) ja sen tyrosiinikinaasireseptorin
(PDGFR) tiedetdédn ilmentyvén kivesten Leydigin soluissa, ja ndiden kasvutekijoiden ja
reseptorien normaalin signaloinnin héiriintyminen johtaa Leydigin solujen apoptoosiin ja
niiden kokonaisméérin vihenemiseen (Gnessi ym., 2000; Yan ym., 2000).
Tyrosiinikinaasireseptori c-KIT:114 ja sen vuorovaikutuksella kantasolutekijén (Stem Cell
Factor, SCF) kanssa on olennainen merkitys kiveksen itusolujen selviytymiselle ja siten

siittiGtuotannolle (Novi & Saba, 1968; Orth ym., 1997).

Hematologisten sydpien hoidossa Suomessa kéytetdén tyrosiinikinaasiestijid, kuten
imatinibia, dasatinibia, bosutinibia ja nilotinibia (Pharmaca Fennica 2024). Toisen sukupolven
TKE:1l4 tehdyt kliiniset tutkimukset raportoivat tilastollisesti merkitsevimmisti ja

nopeammista vasteista kuin ensimmaisen polven TKE:114 (Jabbour & Kantarjian, 2022).

Suomessa dasatinibia, joka on toisen sukupolven TKE, kdytetdéin varhaisesti diagnosoidun
kroonisen myelooisen leukemian (KML) ja akuutin lymfaattisen leukemian (ALL) hoitoon

(Ladketietokeskus, 2023). Dasatinibia voidaan kdyttdd myds ruuansulatuskanavan



stroomatuumorin (Gastrointestinal Stromal Tumor, GIST) hoitoon niilld, joilla imatinibi- ja
sunitibihoito ei ole tuottanut toivottua tulosta (Zhou ym., 2020). Dasatinibin vaikutus
GIST:iin on tutkimuksen mukaan ollut vaatimatonta, haittavaikutukset taas potilaille
siedettdvid (Zhou ym., 2020). Dasatinibi toimii pddasiassa estdmélld Ber-Abl- ja SRC-
tyrosiinikinaasin (SFK) signalointireittid (Lombardo ym., 2004; Szczylik ym., 1991; Thomas
& Brugge, 1997), mutta samalla se estdd myos c-KIT-, PDGF- ja Ber-Abl-sukuisten geenien
(ARG) reseptoreita (Fabbro ym., 1999). Niistéd ainakin PDGF-A- ja c-KIT-tyrosiinikinaasit
ovat tirkeitd miehen lisdéntymisterveyden kannalta (Gnessi et al., 2000, Manova et al., 1990;
Yoshinaga et al., 1991). Dasatinibin etuna on, etti se tehoaa monissa tapauksissa, joissa muut
hoidot eivit tuo parannusta ld4keresistenssin tai -intoleranssin vuoksi (O’Hare ym., 2005;
Shah ym., 2004). Dasatinibin vaikutuksia raskauteen ja miesten kykyyn hedelmdoittaa
kumppaninsa on alettu seurata. Tehdyissd analyyseissa on todettu, ettd useimmat raskaudet
ovat osoittautuneet normaaleiksi, jotka ovat hedelmdittyneet miehestd, jota on hoidettu
dasatinibilla kroonisen leukemian aikana (Cortes ym., 2015; Pye ym., 2008). Tapausten
vihdisen médrin vuoksi jatkoseuranta on kuitenkin tarpeen. Dasatinibilla hoidetuilla naisilla
on taas havaittu mahdollisia vaikutuksia raskauteen, miké tukee nykyisté suositusta, jonka
mukaan naisten tulisi vilttad raskaaksi tulemista dasatinibihoidon aikana mahdollisten

sikibvaurioiden riskien vuoksi (Cortes ym., 2015).

Dasatinibin tavanomainen kliininen annos on 100—-140 mg, joka otetaan suun kautta kerran
pdivassd. Lapsille annostus on painon mukainen ja pienempi kuin aikuisilla. Potilailla
havaittavat plasmapitoisuudet vaihtelevat tyypillisesti vélilld 0,005-0,16 uM (He ym., 2021;
Miura, 2015a; Shah ym., 2008). Kliiniset tutkimukset ovat osoittaneet, ettd ihanteellinen
dasatinibin plasmapitoisuus on yli 0,1 uM (Miura, 2015a). Kuitenkin potilailla on havaittu
jopa pitoisuuksia 0,8 uM, silld annostusta sdddetdin yleensé tavoiteplasmapitoisuuksien
saavuttamiseksi, miké parantaa tehoa ja pienentdd haittavaikutusten riskid (Christopher ym.,

2008a; Miura, 2015b; Takahashi ym., 2012).

Thmisilla dasatinibin puoliintumisaika seerumissa on noin 4 tuntia (Christopher ym., 2008b),
mika on pidempi kuin dasatinibin puoliintumisaika hiirelld, joka on noin 0,9 tuntia (Kamath
ym., 2008). Dasatinibi vaikuttaa ihmiselld jo yli 40 nM:n annoksena (0,04 uM) lukitsemalla
mm. lepddvit CD8- ja CD4-positiiviset CAR-T-solut lepotilaan. Toimintokyvyttdmaén tilan
kdynnistimiseksi ja ylldpitimiseksi CAR-T-soluissa tarvitaan > 40 nM dasatinibin tasainen
pitoisuus (Christopher ym., 2008b; Mestermann ym., 2019a). Analyysit dasatinibin

farmakokinetiikasta ihmisilld ovat myds osoittaneet, ettd > 40 nM:n seerumipitoisuudet



voidaan saavuttaa ja ylldpitdd helposti 100—140 mg:n péivittdisin kerta-annoksin (Christopher
ym., 2008b). Suun kautta otettu 100 mg:n dasatinibi imeytyy hyvin, mutta tunkeutuu heikosti
aivo-selkdydinnesteeseen (Gong ym., 2021). Suuremman lddkeannoksen (140 mg/d) kéytto
voi kuitenkin lisdtd systeemistd l4édkealtistusta ja tehostaa dasatinibin tunkeutumista aivo-
selkdydinnesteeseen (Gong ym., 2021). Tutkimustuloksia dasatinibin kyvysté lapéistd veri-

kivesesteen ei viela toistaiseksi ole saatavilla.

Motivaationa tille tyolle oli se, ettd dasatinibin vaikutuksia miehen lisdéintymisterveyteen,
spermatogeneesin ja sukusolujen kantasoluihin on tutkittu vain vihén. Aikaisemmin on
selvitetty, ettd imatinibilla on haitallisia vaikutuksia uroshiiren kiveksen itusolujen
kantasoluihin (Eggert ym., 2023). Uudempi tyrosiinikinaasiestdjd dasatinibi estdd osittain
samoja tyrosiinikinaaseja kuin imatinibi, joten tissd tutkimuksessa halusimme selvittia
dasatinibin vaikutusta hiiren sikidkautisiin fibroblastisoluihin soluviljelymallilla, jonka
perusteella pystyimme tutkimaan, ettd onko dasatinibilla samanlaisia vaikutuksia kiveksen
itusolujen kantasoluihin kuin imatinibilla (Lindauer & Hochhaus, 2018). Hiiren alkion
fibroblasteja kéytetdén feeder-soluina koiraan ituradan kantasoluviljelyssd (Eggert ym., 2024).
Jotta dasatinibin suoria vaikutuksia kantasoluihin voidaan tutkia, tulee ensin selvittda
dasatinibipitoisuudet, jotka eivit ole haitallisia feeder-soluina kiytettéville hiiren alkion
fibroblasteille. Tdmin lddketieteen lisensiaatin syventdvien opintojen kirjallisessa tyOssa
selvitimme, millaisia dasatinibipitoisuuksia hiiren sikiokautiset fibroblastit (MEFs) kestaviét

in vitro. Kokeita tehtiin 24, 48, 72 tunnin ja yhden viikon mittaisina altistuksina.



2 Aineisto ja menetelmat
2.1 Hiiren alkion fibroblastien eristaminen ja viljely

Raskaana (raskauspdiva 13,5; tulpan havaitseminen pdivéni 0,5) olevat naarashiiret (> 2
kuukauden ikéisid; sekalainen geneettinen tausta) lopetettiin hiilidioksidikaasulla, minka
jélkeen niska katkaistiin. Kohtu leikattiin irti ja siirrettiin petrimaljalle, joka sisdlsi PBS:da
(phosphate-buffered saline). Alkiot vapautettiin tekemalld viilto kohtuun. Alkioiden péat
leikattiin pois ja sisdelimet poistettiin. Jiljelle jadneet kudokset siirrettiin 6-kuoppalevyille
(yksi alkio per kuoppa), leikattiin pieniksi paloiksi ja pilkottiin entsymaattisesti kayttdmalla
trypsiinié (0,6 mg/ml; Worthington) ja DNaasi I:td (4,5 U/ml; Worthington) yhteensé 15 min
ajan 37 °C:ssa, ja dissosioitiin pipetoimalla. Solususpensiot sekoitettiin elatusaineeseen ja
siirrettiin petrimaljoille viljelyd varten. Kun viljelmét olivat konfluentteja, MEF:t kerittiin

kayttamalla 0,05 % trypsiini/EDTA:ta (5 min, 37°C).

MEF-kasvatusliuos sisilsi seuraavia ainesosia: DMEM:F12 (Dulbecco's modified eagle
medium/Nutrient Mixture F-12, Gibco) 250 ml, vasikan seerumi (FBS, fetal bovine serum,
Gibco) 45 ml, penisilliini-streptomysiini (100x) 2,95 ml ja L-glutamiini (100, Gibco) 2,95
ml. MEF:it ruokittiin kolmesti viikossa antaen edelld mainittua kasvatusliuosta

esilammitettynd 37 °C:een.

MEF:ien ylldapidossa kasvatusalustoina kéytettiin petrimaljaa (100 mm). Kaikki MEF-
kasvatusalustat pééllystettiin gelatiinilla (4%, steriilissd vedessd (w/v)) 5 min 37 °C:ssa,
mink jalkeen gelatiini imettiin pois. MEF:ejé kasvatettiin 37 °C:ssa, 5 % COz:ssa, ja jaettiin

noin 5-10 pdivén vilein kdyttdmalld 0,05% trypsiinid/ EDTA ta.

2.2 Hiiren alkion fibroblastien altistukset dasatinibille

Tédmin tutkimuksen kokeisiin kdytettiin MEF:ejd solusukupolvissa 4—18 (P4-P18).
Solunjakautumiskokeita ja mitomysiini-inaktivoituja (10 uM, 4 h) kokeita varten solut oli
istutettu 12- tai 24-kuoppalevyille. Soluja inkuboitiin 0; 0,01; 0,1; 0,3; 1,2, 5ja 10 uM
dasatinibissa 24, 48 ja 72 tunnin tai yhden viikon ajan riippuen kokeesta. Verrokkikuoppiin
(ctrl) annosteltiin dimetyylisulfoksidia (DMSO, Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA) 1:1000,
koska dasatinibi oli liuotettu DMSO:hon.

Dasatinibi (#ab142050, Abcam, Alankomaat) liuotettiin DMSO:hon 20 mM vahvuiseksi
stock-liuokseksi. Se jaettiin eppendorf-putkiin 10ul:n eriin jatkokdytettivyyden vuoksi ja

sdilytetiin -20 °C:ssa. Jokaista koetta varten otettiin uusi eppendorf-putki, joka sisélsi



dasatinibia, jota vélilaimennettiin 2 mM liuokseksi 90 ml:1la MEF-kasvatusliuoksella. Tésta
vélilaimennoksesta laimennettiin lopulliset ladkeannokset. Dasatinibin molekyylikaava on

esitetty alla olevassa kuvassa.

Kuva 1. Dasatinibin molekyylikaava.

Altistusten lopuksi kasvatusliuos pestiin pois PBS:11d inkuboimalla 5 min 37 °C:ssa. Tdmén
jédlkeen PBS aspiroitiin pois kasvatuskuopista, liséttiin 0,05 % trypsiini/EDTA ja inkuboitiin 5
min 37 °C:ssa. Trypsiini/EDTA inaktivoitiin lisidmaéll4 kasvatusliuosta kuopille vihintdin
neljé kertaa trypsiini/EDTA:n méérd, minkd jdlkeen solususpensio kerittiin 1,5 ml eppendorf-
putkiin pipetilld. Putket sentrifugoitiin 300 g:n nopeudella 5 min +4°C:ssa. Supernatantti
aspiroitiin pois ja resuspensoitiin 100 pl:an kasvatusliuosta. Solumaarit laskettiin kiyttamalla
automaattista TC20-solulaskuria (Bio-Rad, Yhdysvallat). Trypan Blue -vériainetta (1:1)
kaytettiin hajonneiden solujen havaitsemiseen ndytteistd. Hajonneiksi soluiksi arvioitiin solut,
jotka vérjaédntyivit siniseksi Trypan Blue -késittelyssd ja ndma laskettiin TC20-

automaattilaskurilla.

Mitomysiini C -inaktivointi tehtiin soluille, kun ne olivat 80—100 % konfluentteja.
Kasvatusliuos poistettiin petrimaljalta aspiroimalla. Soluja inkuboitiin mitomysiini C:lla
(1:100 kasvatusliuoksessa) 37 °C:ssa, 5 % COz:ssa 4 tunnin ajan, minké jilkeen mitomysiini
C -liuos aspiroitiin. Solut pestiin késittelyn jidlkeen 2 kertaa 5 minuutin ajan

kasvatusliuoksella.

2.3 Tilastolliset menetelmat

Kaikki aineistot analysoitiin tilastollisesti merkitsevien erojen havaitsemiseksi kayttdmalla
yksisuuntaista varianssianalyysid (ANOVA), t-testié tai ei-parametrista testid (Kruskal—
Wallis), jonka jélkeen suoritettiin Tukeyn tai Dunnin monivertailutesti GraphPad Prism 5 -
ohjelmistolla (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). Merkitsevyystasoksi asetettiin p
<0,05.



3 Tulokset
3.1 24 tunnin altistukset hiiren alkion fibroblasteille

Ensimmaiset kokeet pédtettiin tehdd lyhytkestoisina, jotta voitaisiin ndhd4, miten korkeita
annoksia dasatinibia MEF:eille voidaan kdyttda. Kokeessa kédytossé olivat dasatinibiannokset:
0; 1,0; 5,0 ja 10,0 uM. Kuvassa 2 esitetdéin késittelemittomat solut alkutilanteessa (0 h) ja
verrokkikuopan seké dasatinibin eri annoksilla (1,0; 5,0 ja 10,0 uM) kasitellyt solut 24 tunnin
kohdalla. Kokeiden alussa konfluenssi oli 75 % ja solut altistettiin dasatinibille jo kolmantena
pdivédnd niiden jaosta. Verrokkikuopissa ei 24 tunnin altistuksen jilkeen havaittu muutoksia
suhteessa alkutilanteeseen. Suurilla dasatinibiannoksilla havaittiin muutoksia: soluméérian
laskuun viittaavan solujdtteen mééra kasvatusliuoksessa lisddntyi ja MEF:ien morfologia
muuttui pitkinomaisesti pyoreéksi ja soikeaksi. Solu-solu-kontaktien méérd myos naytti

vihenevan.

24 h CTRL :

Kuva 2. Valomikroskooppinidkyma MEF-viljelyistd ennen koetta (0 h) ja jdlkeen kokeen (24 h) eri
dasatinibiannoksilla. Korkeilla dasatinibiannoksilla (D5 ja D10) oli vaikutusta solujen morfologiaan.
Mikroskoopin suurennus kuvissa on 100x.

Dasatinibin vaikutus solujen elossa oloon ja miirdén oli annosriippuvaista, ja tulokset
osoittivat, ettd pitoisuuden kasvaessa solujen médrd viaheni merkittavésti ja myos elossa
pysyvien solujen osuus viheni trendinomaisesti, vaikkakaan merkitsevii eroja ei havaittu
(Kuva 3). Verrokkikuopissa (CTRL) solujen kokonaismééri ja elinkelpoisuus olivat
korkeimmat, kun taas dasatinibin lisddminen johti solujen méarin laskuun. Jo 1,0 uM
pitoisuudella (D1) solujen miéra viheni tilastollisesti merkitsevésti (p < 0.05) verrattuna
verrokkiin, mutta suurin osa soluista pysyi vield elinkelpoisina. Dasatinibin 5,0 uM
pitoisuudella (D5) solujen miiré laski huomattavasti enemmaén ja oli tilastollisesti
merkitsevasti pienempi kuin 1,0 uM pitoisuudella (p < 0.001). Dasatinibin 10,0 uM pitoisuus

(D10) aiheutti likimain yhté suuren laskun solujen kokonaismiéréssa kuin D5 (p < 0.001).
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Kuva 3. Lyhyen (24 h) dasatinibialtistuksen vaikutus MEF:ien lukumaaraan ja
elinkelpoisuuteen. A) Elossa olevien MEF-solujen maara ja B) elossa pysyneiden solujen osuus
prosentteina 24 tunnin dasatinibialtistuksen jalkeen. Verrokkikuopissa (CTRL) solujen maara ja
elinkelpoisuus olivat korkeimmat, kun taas dasatinibin lisdaminen vahensi trendinomaisesti solujen
maaraa ja elossa pysymistd annosriippuvaisesti. Kaikilla dasatinibin pitoisuuksilla havaittiin merkittava
solumaaran lasku. n=3, ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05

3.2 48 tunnin altistus hiiren alkion fibroblasteille

Seuraavaksi tehtiin 48 tunnin altistuskoe fibroblasteille. Kokeen alussa konfluenssi oli 80 %
ja keskelld kuoppia oli havaittavissa hieman repaleisuutta, miké saattoi johtua esimerkiksi
siitd, ettd osa soluista oli irronnut ruokinnan yhteydessi. Kéytossé olivat dasatinibiannokset 0;
1,0; 5,0 ja 10,0 uM. Kuvasta 4 ndhdéén, ettd korkeimmat dasatinibiannokset D5 ja D10

vaikuttivat selvésti solujen morfologiaan.

N

48hCTRL 48hD1 48hD5 48 h D10
Kuva 4. Valomikroskooppinidkyma MEF-viljelyistd ennen koetta (0 h) ja kokeen jilkeen (48 h) eri

dasatinibiannoksilla. Korkeilla dasatinibiannoksilla (D5 ja D10) oli vaikutusta solujen morfologiaan.
Mikroskoopin suurennus kuvissa on 100x.

Dasatinibin vaikutus fibroblastien mairdén ja elossa oloon oli jossain méérin
annosriippuvaista (Kuva 5), ja korkeammilla pitoisuuksilla solujen elinkelpoisuus heikkeni
merkittdvisti. Mikroskooppihavainnot osoittivat, ettd 5 uM (D5) ja 10 uM (D10)
pitoisuuksilla solut vaikuttivat voivan huonosti, viljelmissi oli runsaasti vaurioituneita ja
hajonneita soluja, kun taas verrokkikuopissa (CTRL) solut séilyivit hyvékuntoisina ja
muodostivat eheitd soluryhmii. Solulaskennan tulokset vahvistivat nima havainnot: sekd

solujen médrd (Kuva 5A) etté elossa pysyneiden solujen prosenttiosuus (Kuva 5B) vihenivit
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merkittidvisti suurilla dasatinibipitoisuuksilla. Erityisesti 5 uM ja 10 uM ryhmissa havaittiin
tilastollisesti merkitsevid eroja elossa olevien solujen méérdssi verrattuna verrokkiin (p < 0.01
jap <0.001). Nama tulokset osoittavat, ettd dasatinibin kohonnut pitoisuus heikentia
fibroblastien elossa pysymistd merkittivisti, ja erityisesti yli 5 uM annoksilla solujen méaéra

laskee huomattavasti.
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Kuva 5. Dasatinibin vaikutus fibroblasteihin 48 tunnin jalkeen. A) Elossa olevien MEF-solujen
maara ja B) elossa pysyneiden solujen osuus prosentteina (B) 48 tunnin dasatinibialtistuksen jalkeen.
Dasatinibiannoksella 1 uM (D1) solujen maara ja elinkelpoisuus olivat korkeimmat. Erityisesti 5,0 uM
ja 10,0 uM pitoisuuksilla havaittiin merkittava solumaaran ja elossa pysyneiden solujen maaran lasku
verrattuna 1 yM pitoisuuteen. n=3, ****p < 0.0001, ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05.

3.3 72 tunnin altistukset hiiren alkion fibroblasteille

Pidempié 72 tunnin toistoja tehtiin yhteensd kolme kappaletta. Kdytossd oli ensimmaiselld
toistokerralla edelleen dasatinibiannokset 0; 1,0; 5,0 ja 10,0 uM. Ensimmaéisen kokeen alussa
konfluenssi oli 80 %. Kokeen lopussa havaittiin solujdtteen madrén kasvavan korkeissa
dasatinibipitoisuuksissa. Kokeen tulosten perusteella dasatinibi-annokset 1,0; 5,0 ja 10,0 uM
olivat liian korkeita fibroblasteille. Suurina annoksina dasatinibi esti fibroblastien miirin

lisddntymisti ja elossa pysymistd (Kuva 6A-B).
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Kuva 6. Dasatinibin vaikutus fibroblasteihin 72 tunnin jalkeen. A) Elossa olevien MEF-solujen
maara ja B) elossa pysyneiden solujen osuus prosentteina 72 tunnin dasatinibialtistuksen jalkeen.
Verrokkikuopissa (CTRL) solujen maara oli merkittavasti korkeampi verrattuna dasatinibilla
kasiteltyihin ryhmiin. Kaikilla dasatinibipitoisuuksilla (1,0 uM, 5,0 uM ja 10,0 yM) solujen maara vaheni
merkitsevasti (**p < 0.01 ja ***p < 0.001). Solujen elossa pysyminen laski merkitsevasti ainoastaan
10,0 pM dasatinibipitoisuudella (p < 0.05). n=3, ***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05.

Ensimmaisen kokeen perusteella todettiin, ettd dasatinibiannokset 5,0 ja 10,0 uM olivat liian
korkeita, ja seuraavat kokeet paitettiin tehdd pienemmilld annoksilla. Annostusta
pienentdmalld pyrittiin 10ytdaméadn sopivat dasatinibiannokset, jotka eivit vaikuttaisi
merkittdvisti fibroblastien méérdin tai elossa sdilymiseen. Toisessa kokeessa kéytossa olivat
dasatinibiannokset 0; 0,1; 1,0 ja 2,0 uM. Kokeen alussa konfluenssi oli 80. Koetta

paitettdessd havaittiin selkeitd morfologisia eroja vain D1- ja D2-kisittelyjen jélkeen: soluja

|72 h Do,

Kuva 7. Valomikroskooppinikyma MEF-viljelyistd ennen koetta (0 h) ja kokeen jilkeen (72 h) eri
dasatinibiannoksilla. Etenkin dasatinibiannoksilla (D1 ja D2) oli vaikutusta solujen morfologiaan.
Mikroskoopin suurennus kuvissa on 100x.

D2-annos laski merkitsevisti fibroblastien mééraa ja vahensi elossa pysymistd (**p < 0.01 ja
*p < 0.05) (Kuva 8). Tamén kokeen solulaskentatuloksien perusteella todettiin, ettd myds 2

uM annos oli liian suuri fibroblasteille.
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Kuva 8. Dasatinibin vaikutus fibroblasteihin 72 tunnin jalkeen. A) Elossa olevien MEF-solujen
maara ja B) elossa pysyneiden solujen osuus prosentteina 72 tunnin dasatinibialtistuksen jalkeen.
Verrokkikuopissa (CTRL) solujen maara ja elinkelpoisuus olivat merkittavasti korkeampia verrattuna
D2-ryhmaan (**p < 0.01 ja *p < 0.05). Solujen elossa sailyminen laski merkitsevasti myos DO0,1 ja D2
valilla (*p < 0,05). n=3, **p < 0.01, *p < 0.05.

Kolmannessa kokeessa haluttiin varmistaa, ettd my0s toinen MEF-solulinja reagoi
dasatinibialtistukseen samalla tavalla. Kéytossa olivat dasatinibiannokset 0; 0,1; 1,0 ja 2,0
uM. Kokeen alussa konfluenssi oli 85 %. Kokeen lopussa verrokkisolut nayttivét
hyvinvoivilta. DO, 1-kuopissa oli hieman havaittavissa repaleisuutta sekd solujitetta
kasvatusliuoksessa. D1-kuopissa oli jélleen havaittavissa repaleisuutta ja solu-soluliitosten
vahdisyytti. Solut ndyttivit myds kutistuneilta. Samat havainnot tehtiin D2-kuopissa (Kuva

9).

A\
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Kuva 9. Valomikroskooppinikyma MEF-viljelyistd ennen koetta (0 h) ja kokeen jilkeen (72 h) eri
dasatinibiannoksilla. Korkeilla dasatinibiannoksilla (D1 ja D2) oli vaikutusta solujen morfologiaan.
Mikroskoopin suurennus kuvissa on 100x.

Dasatinibiannos D1 laski solujen méarié, mutta elossa olevien solujen prosenttiosuudessa ei
havaittu tilastollisesti merkitsevdd muutosta ilman solulaskentatuloksien normalisointia. Kun
tulokset normalisoitiin, todettiin, ettd D1-annos esti fibroblastisolujen miirin lisddntymisté
72 tunnin altistuksessa tilastollisesti merkitsevisti verrokin ja D1-annoksen vililld (Kuva

10A-B).
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Kuva 10. Dasatinibin vaikutus fibroblasteihin 72 tunnin jalkeen. A) Normalisoitu ja verrokkiin
suhteutettu solumaara ja B) elossa pysyneiden solujen osuus prosentteina 72 tunnin
dasatinibialtistuksen jalkeen. Elossa olevien solujen maara laski dasatinibin 1 yM annoksella
verrokkiryhmaan verrattuna, kun solulaskennan tulos normalisoitiin (**p < 0.01). n=6, **p < 0.01

3.4 72 tunnin altistukset inaktivoiduilla hiiren alkion fibroblasteille

Seuraavissa kokeissa siirryttiin kdyttimain mitomysiinilld inaktivoituja MEF:eja.
Inaktivoitujen MEF:ien 72 tunnin dasatinibialtistus toistettiin kaksi kertaa. Koeasetelmat
olivat muutoin samoja kuin edelld mainituissa 72 tunnin altistuksissa. Kadytdssa olivat

dasatinibiannokset 0; 0,1; 1,0 ja 2,0 uM. Kokeen alussa konfluenssi oli 95—-100 %.

Kokeen lopussa verrokkikuoppien ja DO, 1-kuoppien vililld ei havaittu mikroskopoitaessa
eroa. Suuremmilla annoksilla (D1 ja D2) havaittiin jonkin verran repaleisuutta ja solu-

soluliitosten vihenemistd (Kuva 11).

72h D2

.

4 4 s i b i
i W/ A
_ 72 h CTRL 72 h DO,1 72hD1

Kuva 11. Valomikroskooppindkyma inaktivoiduista MEF-viljelyista ennen koetta (0 h) ja kokeen
jalkeen (72 h) eri dasatinibiannoksilla. Suuremmilla pitoisuuksilla (D1 ja D2) oli havaittavissa
morfologiassa muutoksia. Mikroskoopin suurennus kuvissa on 100x.

Inaktivoitujen MEF:ien 72 tunnin altistuksien yhdistetyissé tuloksissa ei havaittu merkitsevai

eroa solujen elossa pysymisessd (Kuva 12).
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Kuva 12. Dasatinibin vaikutus inaktivoituihin fibroblasteihin 72 tunnin jalkeen. Merkitsevaa eroa
ei havaittu eri dasatinibiannoksien valilla. n=6

3.5 Viikon altistukset inaktivoiduilla hiiren alkion fibroblasteille

Seuraavaksi teimme viikon mittaisia altistuksia mitomysiini C:11d inaktivoiduille
fibroblasteille. Koeasetelmaan tehtiin muutoksia aikaisempiin kokeisiin verrattuna: Kaikki
viikon mittaiset kokeet tehtiin 24-kuoppalevyilld, koska lddkeannoksia oli enemmaén. Viikon
kestdvissd kokeissa kasvatusliuos vaihdettiin kaksi kertaa eli noin 84 tunnin vilein. Kaikissa
toistoissa kiytdssé olivat dasatinibiannokset 0; 0,01; 0,1; 0,3 ja 1,0 uM. Kaikkien toistojen

osalta kuoppien konfluenssi oli 100 %.

Kokeissa havaittiin, ettd verrokki-, D0,01- ja DO,1-kuopissa ei esiintynyt selkeitd morfologisia
muutoksia kokeiden péattyessd. D0,3-annoksella havaittiin lievdd solujen erkaantumista ja
solu-soluliitosten vihenemisti. Suurimmalla annoksella, D1:114, solujen erkaantuminen oli

selkedmpaii, ja kasvatusliuoksessa esiintyi eniten solujitettd (Kuva 13).

=

N e S S . L N
Kuva 13. Valomikroskooppindkyma MEF-viljelyista ennen koetta (0 h) ja kokeen jalkeen (1

viikko) eri dasatinibiannoksilla. Suurimmilla dasatinibiannoksilla (D0,3 ja D1) oli havaittavissa lievaa
solujen erkaantumista. Mikroskoopin suurennus kuvissa on 100x.

Inaktivoitujen MEF:ien viikon mittaisten altistuksien yhdistetyissa tuloksissa ei havaittu
merkitsevid eroa solujen madrdssa eiké solujen elossa pysymisessd. Kokeiden perusteella
paételtiin, ettd fibroblastit sietivdt suhteellisen hyvin dasatinibia annoksilla 0,01 uM — 1,0 uM

Vaikkakin lievdd annosvasteista solujen elossa pysymisen laskua oli havaittavissa (Kuva 14).
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Kuva 14. Dasatinibin vaikutus inaktivoituihin fibroblasteihin viikon jalkeen. Merkitsevaa eroa ei
havaittu eri dasatinibiannoksien valilla. n=8
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4 Pohdinta

Tyrosiinikinaasiestdjien kédytolla saattaa olla vaikutuksia niin naisten kuin miestenkin
lisddntymisterveyteen. Miesten lisdéntymisterveydesti on toistaiseksi vihemmaén tietoja
saatavilla varsinkin, jos kyseessé on toisen sukupolven tyrosiinikinaasiestdjd kuten dasatinibi,
nilotinibi tai bosutinibi (Rambhatla ym., 2021a). Tutkimuksessamme selvitimme
dasatinibiannoksien 0,01; 0,1; 0,3; 1,0; 2,0; 5,0 ja 10 uM vaikutuksia hiiren sikidkautisiin
fibroblasteihin eri pituisilla kokeilla soluviljelymallilla (24, 48, 72 tuntia ja yksi viikko)
yhteensd 12 kappaletta. Selvitimme elossa olevien MEF-solujen méérin ja elossa pysyneiden

solujen osuuden prosentteina dasatinibialtistuksen jélkeen.

Tyrosiinikinaasiestdjien kuten dasatinibin kdyttd6 KML:n, ALL:n ja GIST:n hoidossa on
kuitenkin parantanut huomattavasti lisdantymisikdisten aikuisten eloonjdémisastetta (Morita
& Sasaki, 2021) ja tistd syystd tarve ymmértdd TKE:n vaikutuksia hedelmaillisyyteen on
lisddntynyt (Rambhatla ym., 2021a). Tutkimuksemme tuloksien mukaan dasatinibi vaikuttaa
haitallisesti hiiren alkion fibroblasteihin yli 2 uM annoksilla in vitro. Havaitsimme my®os, ettd
5 uM ja 10 uM annoksilla fibroblastien méérd vihenee ja elossa sdilyminen heikkenee jo
ensimmaisten 48 tunnin aikana. Kun annoksia pienennettiin 0,01-1,0 uM suuruisiksi
havaittiin edelleen annosvasteisesti elossa olevien solujen prosenttiosuuden lievéé laskua
etenkin suurimpien dasatinibiannosten kohdalla, mutta erot eivét olleet tilastollisesti
merkitsevid. Dasatinibiannokset 0,01-1 uM eivét vaikuttaneet merkitsevésti fibroblastien
elossa pysymiseen. Kokeiden perusteella laajemmat kantasolukokeet voidaan aloittaa alle 1,0
uM dasatinibiannoksilla, jotka sopivat parhaiten fibroblasteille (Eggert ym., 2024). Alle 1,0
uM dasatinibipitoisuudet vastaavat myds suhteellisen hyvin potilailta 16ytyneita
plasmapitoisuuksia (Christopher ym., 2008a; He ym., 2021; Miura, 2015b, 2015a; Shah ym.,
2008; Takahashi ym., 2012). Korkeilla annoksilla (yli 1,0 uM) oli selkeésti havaittavissa
solujdtteen médran kasvua kasvatusliuoksessa seké solu-solu-kontaktien vihenemisti, mika

viitannee mahdollisesti lisddntyneeseen solukuolemaan.

Aiempia tiysin vastaavanlaisia tutkimuksia dasatinibin vaikutuksista hiiren sikiokautisiin
fibroblasteihin ei ole tehty. Dasatinibin vaikutuksia muihin solutyyppeihin kuin MEF-soluihin
on kuitenkin jonkin verran tutkittu. On esimerkiksi osoitettu, ettd dasatinibilla voidaan
inaktivoida CAR T-soluja lymfosyyttispesifisen proteiinityrosiinikinaasin signalointireitin
kautta, ja ettd ihmisen CAR T-solujen toiminnan pysédyttiminen onnistuu in vitro jo 40 nM

(0,04 uM) dasatinibipitoisuudella (Mestermann ym., 2019b). Tam4 pitoisuus on ldhes 25
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kertaa pienempi kuin 1,0 uM, jonka ylittyessd MEF-soluviljelmisséd havaitsimme selkedd
haittavaikutusta, kuten soluméédrén ja elossa pysymisen vihenemisti. Kliinisesti merkittavét
seerumipitoisuudet ihmisilld ovat tyypillisesti 0,005-0,16 uM, ja optimaalisina pitoisuuksina
pidetdén yli 0,1 uM tasoja (He ym., 2021; Miura, 2015c¢). Niihin verrattuna MEF-solujen
voidaan katsoa siis sietdvén selvésti korkeampia pitoisuuksia ilman merkittdvai elossa
pysymisen heikkenemistd. Tamai viittaa mahdollisesti siihen, ettd MEF-solut ovat suhteellisen

kestdvaa solutyyppid dasatinibialtistukselle.

Samansuuntaista siedettdvyyttd on havaittu myds dasatinibin ja luonnollisen flavonoidin,
kversetiinin, yhdistelmédhoidossa uroshiirilld. Yhdistelméhoito lisdsi hiirien testosteronitasoja
hedelmaillisyyteen (Garcia ym., 2023). Niisséd kokeissa kiytetyt dasatinibiannokset (5 mg/kg)
tuottivat plasmapitoisuuksia, jotka vastaavat suunnilleen in vitro -tasolla alle 1,0 pM
pitoisuuksia (Garcia ym., 2023). Tdma havainto tukee tutkimuksemme paitelmad, jonka
mukaan dasatinibin alle 1,0 uM pitoisuudet eivit ole merkittavésti haitallisia MEF-soluille, ja
tamén suuntaiset annokset saattavat olla biologisesti siedettdvid myds kokonaisissa elimiston
jérjestelmissd kuten ihmisessd. On kuitenkin huomattava, ettd yhdistelmahoito oli ollut hiirille
pitkékestoista ja kdytdsséd oli my0s ollut kversetiini, joten tulokset eivit ole tdysin suoraan

vertailukelpoisia omiin tuloksiimme.
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5 Johtopaatokset

Tutkimuksessamme tutkimme pienimolekyylisen TKE:n dasatinibin vaikutuksia hiiren alkion
fibroblasteihin. Tuloksemme osoittavat, ettd suurilla dasatinibiannoksilla on haitallisia
vaikutuksia hiiren fibroblastisolujen elossa sdilymiseen. Kaikkien altistuksien yhteenvetona
todetaan, etté fibroblastit sietdvit dasatinibia annoksilla 0,01 uM — 1,0 uM, kun taas
suuremmat annokset aiheuttivat elossa olevien solujen miirén laskua seki mikroskooppisesti
havaittavia haittavaikutuksia ja morfologiamuutoksia soluissa. Koska tyrosiinikinaasiestdjien
kayttd on alkanut laajenemaan onkologian ulkopuolelle sellaisten sairauksien hoitoon, johon
on jo olemassa hyvié ladkkeitd, kuten tulehduksellisten sairauksien hoitoon (Seggewiss ym.,
2008), tulisi TKE:en haittavaikutukset lisddntymisterveyteen tutkia huolellisesti ennen niiden

kayttoonottoa.
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