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Kolorektaalisyovalla viitataan ruuansulatuskanavan loppuosassa eli umpisuolessa,
koolonissa tai perdsuolen alueella esiintyvaan syopadn. Kolorektaalisydvan
kehittymisessa perinndllisyys on suuri riskitekija, mutta esimerkiksi elintavat ja
tulehdukselliset sairaudet, kuten tulehduksellinen suolistosairaus (engl. inflammatory
bowel disease) voivat lisata riskia kolorektaalusyovan kehittymiselle.

NF-kB-transkriptiotekijaperheella (engl. Nuclear factor-kappaB) on tarkeda rooli
tulehdusvasteen aikana tapahtuvassa tulehdusviestinndssa, esimerkiksi tulehdusta
edeltdvien sytokiinien tuottamisessa ja nadin ollen tulehduksellisten sydpien
kehittymisessa. Tulehdusviestintda saadellaan tiukasti transkriptionjalkeisen
modifikaation, ubikitinaation, avulla ja erityisesti metioniini 1-sidottu ubikitinaatio
(Metl-ubikitinaatio) on tarkedssd roolissa tulehdusviestinndn oikeanlaisessa
toiminnassa.

Tassa tutkimuksessa oletamme, ettd Metl-ubikitinaation maara lisdantyy syovan
kehittyessa 3D-kolorektaalisydpasolumalleissa, mikd johtaa epanormaaliin NF-kB-
viestintdan. Tyossa kaytetadan Caco2 (engl. human colorectal adenocarsinoma) soluista
valmistettuja 3D-syOpasolumalleja eli organoideja, koska niissé syopasolujen
kasvuolosuhteet jaljittelevat niiden luonnollista  kasvuympadristéd. Toisena
oletuksenamme on, ettd estamallda Metl-ubikitinaation kokoamiskoneiston toimintaa
voidaan estda tai vahentdaa epanormaalin NF-kB-viestinnan aktivoitumista. Tydssa
kaytetaan HOIPIN-1-inhibiittoria estamaan Metl-ubikitinaatiosidoksen muodostumista.
Keratyt ndytteet analysoidaan Western Blot-menetelmalla ja lisdksi tyossa tutkitaan NF-
kB-viestinnan tuottamien geenien ilmenemista reaaliaikaisen PCR-menetelman avulla.
Syovan kehityksen vaiheita seurataan myos mikroskopian avulla.

Tutkimuksessa havaittiin, ettd Metl-ubikitinaatiotasot lisdantyvat kolorektaalisyévan
kehittyessa ja HOIPIN-1-inhibiittori osoittautui tehokkaaksi Met1-ubikitinaation
muodostumisen estdjaksi 3D-malleissa. Tulosten perusteella organoidit ovat riippuvaisia
Metl-ubikitiinisidoksesta ja sen puuttuminen aiheuttaa organoidien kasvun
pysahtymisen sekd solujen kuoleman. Uskomme Met1-ubikitinaation olevan tarkeassa
roolissa NF-kB-viestinndn aktivoitumisessa ja ndin ollen kolorektaalisyovan
kehittymisessa 3D-syopasolumalleissa.

Avainsanat: 3D-malli, HOIPIN-1, Met1-ubikitinaatio, kolorektaalisyopa
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1. Johdanto

Kolorektaalisydpaa esiintyy ruuansulatuskanavan loppuosassa, johon kuuluu umpisuoli,
kooloni ja paksusuolen alue (Atlas of Anatomy, toinen painos; s. 162—163). Se on
Suomessa sekda maailmalla vyleinen ja jatkuvasti lisdaantyva syopatyyppi yha
nuoremmillakin ihmisilld. Kolorektaalisyovan jatkuvan yleistymisen vuoksi on tarkea
ymmartaa paremmin, miten se kehittyy ja miksi se kehittyy. Saadaksemme lisaa tietoa,
kolorektaalisyovan tutkimiseen kaytetdan jatkuvasti enemman ja enemman resursseja.

(Marmol ja muut 2017.)

Syovan kehittyminen on hyvin monimutkainen prosessi, johon kuuluu erilaisia vaiheita
(Hanahan ja Weinberg 2011). Perinnollisyyden ja elintapojen lisdksi kroonisella
tulehduksella on tutkittu olevan suuri rooli kolorektaalisyévan kehityksessa.
Tulehdukselliset sairaudet, joissa krooninen tulehdus on osa taudinkuvaa ovat
riskitekijoita, jotka lisaavat riskia kolorektaalisydvan kehitykselle. Tallaisia sairauksia
ovat esimerkiksi tulehduksellinen suolistosairaus, haavainen paksusuolen tulehdus ja

Chronin tauti. (Pahwa ja muut 2022; Singh ja muut 2019.)

NF-kB-transkriptiotekijaperheella on keskeinen tehtdva tulehduksen aikana
tapahtuvassa tulehdusviestinndssa. NF-kB aktivoi sytokiinien ja kemokiinien tuotantoa,
joilla on keskeinen rooli tulehdustilan synnyssa ja sen muuttumisessa krooniseksi
tulehdukseksi. NF-kB on kehon tasapainon kannalta hyvin tarkea tekija, joka saatelee
niin tulehdusta kuin solujen menoa apoptoosiin. Kuitenkin vaaranlainen NF-kB
viestinnan saately voi johtaa kehossa esimerkiksi liialliseen sytokiinien tuotantoon ja

ndin ollen edesauttaa tulehduksellisen syovan kehittymista. (Liu ja muut 2017.)

Kuten muutakin viestintdd, tulehdusvastetta saadelldan translaationjilkeisten
modifikaatioiden avulla. Ubikitinaation tiedetdaan olevan yksi tarkea modifikaatio, jolla
tulehdusviestintda voidaan saadelld. Ubikitiini on pieni saatelyproteiini, jota esiintyy
kaikissa eukaryoottien soluissa. Ubikitinaatiolla tarkoitetaan ubikitiinin liittamista
kohdeproteiiniin. Ubikitiini voidaan lisdta ja ottaa pois kohdeproteiinista ja se on hyvin
tiukasti sdddelty reaktio. (Komander ja Rape 2012.) Ubikitinaation kokoamiskoneisto on
térkedssa osassa ubikitinaatiota, koska se vastaa ubikitiinin liittdmisestd kohde
proteiiniin. Lisaksi tarkeitd ovat ubikitiinisitoja-alueita sisdltavat proteiinit, jotka lukevat

ubikitiiniketjun sisaltdman viestin. Myds ubikitinaation purkamiseen osallistuvat
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proteiineilla on tdrked tehtdva soluviestinndn saatelyssa. (Jahan ja muut 2021.)
Tiedetdan, ettd varsinkin metioniini 1-sidottu ubikitinaatio (Metl1-ubikitinaatio) on
erittdin tarkedssa roolissa NF-kB-viestinndn saatelyssa seka solujen kuolemisessa

apoptoosin kautta (Rittinger ja lkeda 2017).

Taman pro gradu -tydon tarkoituksena on selvittaa Metl-ubikitinaation rooli
kolorektaalisyovan kehityksen eri vaiheissa. Haluamme lisdksi selvittda, onko Metl-
ubikitinaation muodostumista mahdollistaa estda kaupallisella HOIPIN-1-inhibiittorilla,
jonka toiminta perustuu Met1-ubikitinaatiosidoksen muodostumiskoneiston toiminnan
estamiseen. Tyossa hyddynnetdaan 3D-kasvatuksia perinteisten 2D-kasvatusten sijasta,
koska 3D-kasvatuksessa solut ovat enemman kontaktissa toisiinsa ja malli antaa
realistisemman kuvan siitd, mita oikean syovan kehittymisessa todella tapahtuu.
Kirjallisuuskatsauksessa tutustutaan lisdksi myods syovan kehityksen vaiheisiin,

tulehdusviestintaan ja ubikitinaation mekanismiin.



2. Kirjallisuuskatsaus

2.1 Syovan kehittyminen ja tulehdus

2.1.1 Syoévan kehitys on monimutkainen prosessi
Syovan kehittyminen on monimutkainen ja monivaiheinen prosessi, joka vaatii erilaisia

tekijoita kehityksen eri vaiheissa. Vuonna 2000 Hanahan ja Weinberg julkaisivat
artikkelin syovan kuudesta tunnusmerkistd, jotka ovat: syévan kehitysta ja syovan kyky
valtelld kasvua hidastavia viesteja ja apoptoosia, syévan omavaraisuus kasvutekijéiden
suhteen, sen kyky aktivoida verisuontenmuodostusta, kyky aktivoida invaasiota ja
etdapesakkeiden muodostumista seka kyky jakaantua loputtomasti. Myéhemmin vuonna
2011 he lisasivat vield nelja tunnusmerkkia: syovan kyky paeta immuunipuolustusta,
syovan muuttunut energia-aineenvaihdunta, genomin epavakaisuus ja mutaatioiden
kertyminen seka kasvaimen edistama tulehdusreaktio. (Hanahan ja Weinberg 2000,

2011)

Genomin epavakaus aiheuttaa geneettistd monimuotoisuutta, joka nopeuttaa muita
syovan tunnusmerkkien aktivoitumista. Hanahan ja Weinberg myo6s totesivat
tulehdustilan edistavan syovan kehitystda monessa tilanteessa. (Hanahan ja Weinberg
2000, 2011). Linkki tulehduksen ja syévan valilla on kuitenkin havaittu jo vuosikymmenia
sitten. Tutkimuksissa on huomattu, ettd kasvaimet ilmenevat kroonisen tulehduksen
alueilla, joten tulehdus lisaa riskia syovan kehitykselle. Kasvaimissa ilmenee lisdksi
tulehdusvasteen soluja, kemokiineja ja sytokiineja. Naiden tekijoiden ylituotanto indusoi

syovan kehitysta. (Mantovani ja muut 2008).

2.1.2 Tulehdus sydvan kehityksessa
Tulehdus on kehon puolustusmekanismi. Se on reaktio, jossa kehon immuunipuolustus

havaitsee uhan ja aloittaa puolustautumisen uhkaa vastaan. Akuutti tulehdus syntyy
trauman tai patogeenin seurauksena. Se tarkoittaa lyhytkestoista tulehdusta, jonka
aikana kehossa tapahtuu solutason muutoksia, joiden tehtdavana on parantaa tulehtunut
kudos. Krooninen tulehdus tarkoittaa tulehdusta, joka on jatkunut kuukausia tai jopa
vuosia. Se on tulehduksen muoto, joka etenee hitaasti, mutta voi vahingoittaa kudoksia
ja huonontaa kudosten kykya korjata syntyvia vahinkoja. Kroonisessa tulehduksessa
keho ei ymmarra ajaa tulehdusvastetta alas, mika altistaa kroonisten sairauksien seka

autoimmuunisairauksien synnylle. Téllainen sairaus on esimerkiksi tulehduksellinen
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suolistosairaus, johon kuuluu haavainen paksusuolentulehdus seka Chronin tauti.

(Pahwa ja muut 2022.)

Syovan kehityksessa krooninen tulehdus voi olla osatekijana terveen solun, esimerkiksi
suoliston epiteelisolun, muuttumisessa syopaa aiheuttavaksi. Krooninen tulehdus lisaksi
edesauttaa syovan kehitysta esimerkiksi estamalla solukuolemaa ja lisaamalla
verisuonten muodostumista. DNA-korjausmekanismi pyrkii korjaamaan solussa
tapahtuvia muutoksia, mutta kaikissa tapauksissa niin ei tapahdu. Kasvaimen
mikroymparistd ja sen tuottamat sytokiinit edistdavat syovan kehitysta, jolloin
muodostuu ensin hyvdlaatuinen aikaisein vaiheen adenooma ja myohemmin my6haisen
vaiheen adenooma. Syovan kehityksen edetessd mutaatiot ja muutokset syodvan
mikroymparistdssa voivat saada aikaan pahanlaatuisen syovan kehityksen, seka
mahdollisten etdapesdkkeiden muodostumisen. (Sarkar ja muut 2013; Singh ja muut
2019.) Tama prosessi kestda usein vuosia ja tulehdusentsyymit, tulehdusta edeltdvat
sytokiinit ja kemokiinit, ahdeesiomolekyylit seka koko muu solun mikroymparisté ovat

tarkedssa roolissa syovan kehityksessa (kuva 1). (Pahwa ja muut 2022; Singh ja muut

2019.)
Sydvan Syévan i .
Muutos solussa edistyminen kehittyminen Etdpesdkkeet
_—
— —_— — —_—
DNA:n korjaus
Normaali suoliston Solu, jossa on Aikaisen MyGhaisen Pahanlaatuinen
epiteelisolu tapahtunut muutos vaiheen vaiheen syopa ja
adenooma adenooma mahdolliset
etdpesdkkeet
Tulehdus

Kuva 1, Tulehduksen ajaman kolorektaalisyévéiin kehitys. Alussa suoliston normaalissa epiteelisolun DNA:ssa
tapahtuu mutaatio, jota DNA:n korjausmekanismi ei pysty korjaamaan. Muodostuu aikaisen vaiheen adenooma ja
mybhemmdssd kehityksen vaiheessa myéhdisen vaiheen adenooma. Lopulta syévdn mikroympdristd, kasvutekijdt ja
mutaatioiden kertyminen voivat aiheuttaa pahanlaatuisen syévdn ja jopa etdpesékkeiden muodostumisen. Tulehdus
on koko syévdn kehityskaaren ajan tdrkedssd roolissa sen kehittymisessd. Kuva muokattu: Cancer Development,
Progression, and Therapy: An Epigenetic Overview; (Sarkar ja muut 2013.)

2.2. Kolorektaalisyopa

2.2.1 Kolorektaalisydvan epidemiologia
Suolisto koostuu ohut- ja paksusuolesta. Paksusuoli on suoliston taaempana oleva osa,

joka koostuu umpisuolesta, koolonista ja perdsuolesta (Atlas of Anatomy) (kuva 2).



Kolorektaalisyovalla tarkoitetaan nailla alueilla esiintyvdd syopda. Paksusuolen ja
perasuolen syopa on miehilla seka naisilla toiseksi yleisin sy6patyyppi Suomessa
(Suomen syoparekisteri, 2019 raportti) sekd my6s muualla maailmassa. Vuosittain
maailmalla todetaan noin 1.9 miljoona uutta kolorektaalisydpatapausta.
Kolorektaalisyopa on vuosia ollut lansimaiden ja kehittyneiden maiden ongelma, mutta
kehitysmaiden nopean kehityksen vuoksi se on levidmassa koko maailman ongelmaksi.

(WHO, colorectal-cancer-awareness-month-2022.)

2.2.2 Kolorektaalisydvan riskitekijat
Riski sairastua kolorektaalisyopaan kasvaa ian myo6ta. Lisaksi elintavat kuten, tupakointi,

ruokavalio, vylipaino, ja fyysisen aktiivisuuden puute voivat edesauttaa sydvan
kehittymista. Perinndllisyys ja genomin vakauden heikkeneminen altistavat
kolorektaalisydovan kehittymiselle, kuin myds kroonistunut tulehdustila ja
tulehdukselliset sairaudet, kuten tulehduksellinen suolistosairaus. (Marmol ja muut
2017.)

Tyypillisesti mutaatiot niin onkogeeneissa kuin kasvainsupressorigeeneissa voivat
aiheuttaa kolorektaalisyovan kehityksen, mutta tiedetdan, ettd muun muassa NF-kB on
tunnettu transkriptiotekijaperhe, jonka koodaamat tekijat edesauttavat tulehduksen
seka tulehduksen aiheuttaman syovan kehittymista. (Kraus ja Arber 2009; Mantovani ja

muut 2008.)

Umpisuoli

Kuva 2, Ihmisen ohut- ja paksusuoli. Kolorektaalisyépd esiintyy suoliston taaemmassa osassa eli paksusuolessa, joka
on kuvattu kuvassa tummemmalla punaisella. Kolorektaalisy6pd voi esiintyd umpisuolessa, koolonissa tai perdisuolen
alueella. Kuva tehty BioRenderillé.



2.3 NF-kB-vélitteinen immuunivaste

2.3.1 Synnynnainen immuunivasta ja NF-kB
Synnynndisen immuunivasteen tehtdavana on tunnistaa soluille vaarallisia signaaleja

seka erilaisia patogeeneja, jolloin organismilla on mahdollisuus puolustautua uhkia
vastan. Synnynndinen immuunivaste vastaa valittdmasta immuunivasteesta erindisia
uhkia vastaan. Immuunivasteen solut, kuten makrofagit ja dendriittisolut, reagoivat
uhkiin ja kdynnistavat tulehdusviestintareitin eli aktivoivat tulehdusvasteen saatelemien

erilaisten sytokiinien ja kemokiinien tuotannon. (Liu ja muut 2017.)

NF-kB (engl. Nuclear Factor-Kappa B) on transkriptiotekija perhe, joka saatelee monia
biologisia rektioita. Esimerkiksi bakteeri- ja virusinfektiot, tulehdussytokiinit ja
genotoksinen stressi, kuten oksidatiivinen stressi voivat aktivoida NF-kB-viestintaketjun,
mika johtaa NF-kB-viestinnan aktivoitumiseen. NF-kB-perheen koodaamilla geeneillad on
tarked rooli muun muassa synnynndisen ja hankitun immuunivasteen reaktioissa,
tulehdusvasteessa, solujen erilaistumisessa ja solukuolemassa seka solujen
eloonjaamisessa (kuva 3). (Oeckinghaus ja Ghosh 2009.) Sen toiminta on elintdrkea osa
ihmisten terveytta ja kehon tasapainoa, mutta hallitsematon NF-kB-viestinta voi johtaa
erindisten autoimmuunisairauksien ja jopa tulehduksellisten sydpien kehittymiseen
(Courtois ja Gilmore 2006). Tdma ominaisuus tekeekin NF-kB-viestintd reitista
mielenkiintoisen kohteen tulehdusta- ja syopaa hillitsevien ladkeaineiden kehitykselle

(Yu ja muut 2020).
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Saatelijat

Antigeeni- Genotoksinen
reseptori stressi
Infektio \ 1 Sytokiinit
————————————— NF-kB ——————————— -

S Solumairin

j ﬂ Xj lisddntyminen

Apoptoosi Solun selviaminen
Tulehdusvaste

Immuunivaste

Reaktio

Kuva 3, NF-kB-viestinndn sddtelijidt ja niiden aktivoivat reaktiot soluissa. Kuvassa esitettynd tekijoitd, jotka
sddtelevdt ja aktivoivat NF-kB-viestintdd. Kuva muokattu kohteesta (Oeckinghaus ja Ghosh 2009).

2.3.2 NF-kB-vélitteisen immuunivasteen saately
NF-kB-transkriptioperhe koostuu nisakkailla viidesta proteiinista: RelA (p65), RelB, c-Rel,

NF-kB1 (p105/p50) ja NF-kB2 (p100/p52). Nama proteiinit vuorovaikuttavat toistensa
kanssa saaden aikaan erilaisten viestintakompleksien muodostumisen. Proteiinit
muodostavat erilaisia dimeereja keskenaan, joista kukin aiheuttaa erilaisen viestinta-
arsykkeen soluissa. Esimerkiksi kanonisen NF-kB-viestintareitin aktivaatiosta vastaavat
RelA- seka p50 -proteiinit (ks. 2.5.1). (Liu ja muut 2017.) NF-kB-proteiinit sisdltavat Rel-
homologi domeenin (engl. Rel homology domain, RHD), joka sddtelee muun muassa
DNA:han sitoutumista sekd dimeerien muodostumista. Yleensd NF-kB-proteiinit ovat
soluissa epaaktiivisina dimeereing, jotka eivat ole viela kohdanneet aktivoivaa arsyketta.
Talléin ne vuorovaikuttavat inhiboivien IkB-proteiinin kanssa. (Oeckinghaus ja Ghosh

2009.)

NF-kB-valitteista immuunivastetta sdaddelldan monilla tasoilla, koska se on tarkea tekija
monien geenien tuotannossa. Ensisijainen keino sdadelld tatd vastetta on inhiboivien
IkB-proteiinien kautta. IkB-proteiinin tehtdvdand on inhiboida NF-kB-viestinnan
aktivaatiota. IkB-proteiinit aktivoidaan kovalenttisen modifikaation fosforylaation (engl.
phosphorylation) avulla, jolloin IkB-proteiini kuljetetaan hajotettavaksi proteasomille.

Talléin NF-kB vapautuu ja siirtyy tumaan ja sen koodaamien geenien transkriptio
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kaynnistyy. Soluissa usein esiintyvat IkB-proteiinit ovat IkBa ja IkBB. IkB-proteiinien
fosforylaatiosta vastaa IKK-kinaasikompleksi. Se koostuu kahdesta katalyyttisesta
alayksikosta, jotka ovat IKKa ja IKKB seka sdatelevasta alayksikostd, joka on nimeltdan
NEMO (IKKy). Fosforylaation lisaksi NF-kB-viestintaa saddellaan translaation jalkeisen

modifikaation, ubikitinaation, avulla. (Hacker ja Karin 2006; Schuster ja muut 2013.)

2.4 Ubikitinaatio

2.4.1 Ubikitinaatio on translaation jalkeinen modifikaatio
Ubikitiini on pieni (8,6 kDa) 76 aminohappoa pitka ja samankaltaisena evoluution aikana

sailynyt saatelyproteiini, jota I6ytyy eukaryooteilta kaikista kudoksista. Ubikitinaatiolla
tarkoitetaan translaation jalkeista modifikaatiota, jolla on rooli monissa biologisissa
reaktioissa. Ubikitinaatiossa ubikitiiniproteiini liitetdan kohdeproteiiniin.  Yksi
tunnetuimpia ja tutkituimpia ubikitinaation tehtdvia on proteiinien merkitseminen
hajotettavaksi proteasomeissa. (Goldstein ja muut 1975.) My6hemmin on havaittu, etta
ubikitinaatiolla on rooli monissa muissakin prosesseissa kuten esimerkiksi solusyklin
saatelyssd, endosytoosissa, apoptoosin sdatelyssd, proteiinien kuljetuksessa, DNA
vaurioiden korjauksessa seka NF-kB-vdlitteisen tulehdusvasteen saatelyssa (kuva 4).
Nykyaadn ubikitinaation tiedetaan olevan palautuva translaation jalkeinen modifikaatio,
joka ohjaa solujen toiminta hyvin tarkasti. (French ja muut 2021; Swatek ja Komander

2016.)

Proteiinin
hajotus
proteasomissa

Solusyklin
saately
Endosytoosi ‘\

Ubikitinaatio DNA-vaurioiden
Proteiinien / korjaus
kuljetus / \
NF-kB valitteinen Apoptoosin
tulehdusviestinta saately

Kuva 4, Ubikitinaation yleisid tehtdvid solussa. Ubikitinaatio on translaation jélkeinen modifikaatio, jolla on tunnettu
rooli monissa biologisissa prosesseissa. Kuva on koottu julkaisun pohjalta:(Komander ja Rape 2012.)

12



2.4.2 Ubikitiinin liittaminen kohdeproteiiniin
Ubikitinaatio seka ubikitiinin poistaminen (engl. deubiquitination) kohdeproteiinista

ovat entsymaattisia prosesseja. Ubikitiinin liittdminen kohdeproteiinin  on
kolmivaiheinen tapahtuma, jossa hyédynnetaan kolmea entsyymia: E1, E2 ja E3. E1 on
ubikitiinin aktivoiva entsyymi, jonka tehtavana on yhdessa ATP:n kanssa aktivoida
ubikitiinin C-terminaalinen osa. E2 on ubikitiinin konjugoiva entsyymi, johon
ubikitiiniproteiini kovalenttisesti sitoutuu ja tdma entsyymi siirtdaa ubikitiinin E3-
entsyymille. Viimeisessa vaiheessa E3 eli ubikitiiniligaasi liittaa ubikitiinin

kohdeproteiinin aminohapporyhman lysiiniin (Kuva 5). (Hershko ja muut 2000.)

Ub-aktivoiva Ub-konjugoiva - -
entsyymi entsyymi Ub-ligaasi ‘
calN  lopmm

Kuva 5, Ubikitiinin liittdminen kohdeproteiiniin. Ubikitinaatio on prosessi, jossa ubikitiini liitetddn
kohdeproteiiniin. Prosessissa tarvitaan kolmea entsyymid E1, E2 ja E3. Kuva muokattu kohteesta: (Swatek ja
Komander 2016.)

Substraattl ]

2.4.3 Erilaiset ubikitiiniketjut
Ubikitiini sisaltaa seitseman lysiini (Lys) aminohappotédhdetta (Lys6, Lys11, Lys27, Lys29,

Lys33, Lys48, Lys63) ja N-terminaalisen metioniini-aminohappotidhteen (Metl).
Ubikitiiniproteiinit muodostavat ketjun liittyessddan toinen toisiinsa ja useissa
tapauksessa isopeptidisidos muodostuukin ubikitiinin sisdisen e-aminoryhman lysiinin ja
vastaanottavan ubikitiinin vélille. Se voi myds muodostua N-terminaalisen a-
aminoryhman metioniinin ja vastaanottavan ubikitiinin valille, jolloin kyseessa on
metioniini 1-sidottu ubikitinaatio (Metl-ubikitinaatio). (Komander ja muut 2009;

Komander ja Rape 2012; Swatek ja Komander 2016; Tenno ja muut 2004.)
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Ubikitiiniproteiini voi liittyd kohdeproteiinin monin eri tavoin. Jos vain yksi ubikitiini
liittyy kohdeproteiiniin, puhutan monoubikitinaatiosta (engl. mono ubiquitination).
Joskus kohdeproteiiniin voidaan lisatd monta yksittdista ubikitiiniproteiinia, jolloin
kyseessa on multimonoubikitinaatio (engl. multimonoubiquitination) (kuva 6, A). Jos
ubikitiiniproteiinit liittyvat toinen toisiinsa muodostaen ketjun, eli ubikitiiniproteiini
ubikitinoidaan, puhutaan polyubikitinaatiosta (engl. polyubiquitination). Ubikitiiniketjun
koostuessa ainoastaan yhdestd erilaisesta ubikitinaatiotyypista, sitd kutsutaan
homotyyppiseksi ketjuksi. Joskus ketju voi kuitenkin koostua myos erilaisista
ubikitiinityypeistd, jolloin ketju on heterotyyppinen. Ketjut eivat myoskdaan aina ole
lineaarisia, vaan myo6s haaroittuvia ubikitiiniketjuja havaitaan soluissa (Kuva 6, B).

(French ja muut 2021; Komander ja Rape 2012; Swatek ja Komander 2016)

Aminohappotadhde, johon ubikitiini on kiinnittynyt, maarittelee ketjun rakenteen ja sen
tehtdvan soluissa. Erilaisilla ubikitiiniketjuilla (Ub-ketju) on soluissa erilaisia tehtavia
(kuva 6, C). Esimerkiksi Lys48-, Lys29- ja Lys11-Ub-ketjujen rooli on vieda proteiini
hajotukseen proteasomiin. Lys63-Ub-ketjun tehtava taas on toimia DNA-korjauksessa ja
soluviestinndssa, mutta silla ei ole proteiinien hajotukseen johtavaa aktiivisuutta. Silla
on myoOs tarked tehtdvda immuunivasteen saatelyssa. Lys6-Ub toimii osana DNA-
korjausmekanismia ja Lys27-Ub osana synnynnaisen vastustuskyvyn toimintaa. Solujen
kyky tunnistaa erilaiset ubikitiiniketjun rakenteet mahdollistavat erilaisten
monimutkaisten  viestintakompleksien muodostamisen, mika johtaa solun
homeostaasin yllapitamiseen ja solun kohtalon maarittymiseen. Metl-Ub-ketjujen
tiedetdan osallistuvan NF-kB-valitteisen immuunivasteen saatelyyn seka solukuoleman

saatelyyn. (French ja muut 2021; Hershko ja muut 2000; Komander ja Rape 2012.)
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A Monoubikitinaatio B Polyubikitinaatio

Kohdeproteiini

Kohdeproteiini Kohdeproteiini

Heterotyyppinen

Multimono-

Mono-

Homotyyppinen ketju Heterotyyppinen

ubikitinaatio ubikitinaatio ketju haaroittunut ketju
C Erilaisten ubikitiiniketjujen tehtivit soluissa
Lys6 Lys11 Lys27 Lys29 Lys33 Lys48 Lys63 Metl
DNA- Proteiinien Synnynndisen Solusyklin sdétely, | Proteiinien Proteiinien Immuunivasteen NF-kB-vilitteinen
korjaus- hajotus immuunivasteen | proteiinien kuljetus hajotus viestintd, NF-kB- tulehdusviestinta,
mekanismi | proteasomissa reaktiot hajotus proteasomissa | vilitteinen solukuolema

proteasomissa

tulehdusviestinta

Kuva 6, Erilaiset ubikitiiniketjut ja erilaisten ubikitiiniketjujen tehtdvid soluissa. A) Monoubikitinaation erilaiset
tyypit. B) Polyubikitinaation erilaiset tyypit. C) Eri aminohappotéhteeseen kiinittyneen ubikitiiniketjun tehtdvdt
solussa. Kuva on koottu julkaisujen pohjalta: (French ja muut 2021; Hershko ja muut 2000; Komander ja Rape 2012).

Ubikitiiniketjut tunnistetaan proteiinien avulla, jotka sisaltavat ubikitiinisitoja-alueita

(engl. ubiquitin-binding-domains, UBDs). Taman kohdeproteiinin ja ubikitiinin valisen

kosketuspinnan avulla pystytddan tunnistamaan kyseinen ubikitinaatiotyyppi seka

lukemaan ubikitiiniketjun viesti, mikd johtaa solussa viestin mukaiseen vasteeseen ja

signaali

valitetdan eteenpadin viestintareitilla.

(Komander ja Rape 2012.) Yksi

tarkeimmistd ja karakterisoiduista ubikitiinisitoja-alueen sisdltdvasta proteiineista on

IKK-kompleksin NEMO-alayksikkd (Jahan ja muut 2021).

Ubikitiinin-sitoja-alueilla on

tarked tehtdvd muun muassa ubikitiinisidoksen muodostumisen sadatelyssd seka

ubikitiini-alayksikon poistamisesta kohdeproteiinista.

Ubikitinaatio on palautuva

reaktio, jolloin se voidaan my0Os poistaa kohdeproteiinista (engl. deubiquitination)

deubikitinaatioentsyymien eli DUB-entsyymien avulla (engl. deubiquitinating enzymes).

DUB:sit ovat hydrolaasientsyymeja ja ne ovat tehokkaita poistamaan ubikitiiniketjut

kohdeproteiineista.

ubikitinaatiota ja talla tavoin valittda soluissa erilaisia viesteja.

2012.)

Niiden tehtdvd on E3-ligaasien tavoin sdadella proteiinien

(Komander ja Rape
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2.4.4 Metl-ubikitinaatio eli lineaarinen ubikitinaatio
Met1-Ub-sidos eroaa muista ubikitinaatiotyypeista, siten ettei se liity kohdeubikitiinin

lysiini-aminohappotahteeseen. Peptidisidos muodostuu ubikitiinin C-terminaalisen
lysiinin ja kohdeubikitiinin N-terminaalisen metioniinin valille. Metl-ubikitinaatiota
kutsutaan myo6s  lineaariseksi  ubikitinaatioksi, koska sen  muodostuessa
ubikitiiniproteiinit liittyvat toisiinsa muodostaen lineaarisen ketjun. Metl-Ub-sidos on
erittdin tarked synnynndiselle immuunivasteelle ja varsinkin NF-kB-viestinnalle. Se
sadtelee esimerkiksi tulehdusvastetta edeltdavien sytokiinien, kuten IL-6 ja Bcl-2,
tuotantoa immuunivasteen soluissa, jotka ovat tarkeitd tulehdusvasteen
kdynnistymiselle.  Met1-Ub-ketju toimii niin  sanottuna tikapuuproteiinina
soluviestinndssa edesauttaen viestintareitin aktivoitumisen signaalin kulkeutumisen

eteenpadin (Rittinger ja Ikeda 2017; Sasaki ja lwai 2015)

2.4.5 Met1-ubikitinaation kokoamiskoneisto LUBAC
Metl-Ub-sidoksen =~ muodostaa  spesifinen  lineaarisen  ubikitiini  sidoksen

kokoamiskoneisto. Kokoamiskoneistoa kutsutaan LUBAC-kompleksiksi (engl. linear
ubiquitin chain assembly complex). Talla hetkelld LUBAC on ainut tunnettu E3-ligaasi
selkarankaisilla, joka pystyy kokoamaan Metl-Ub-sidoksen. (Gerlach ja muut 2011;
Ikeda ja muut 2011; Kirisako ja muut 2006; Tokunaga ja muut 2011.) LUBAC koostuu
kolmesta komponentista, jotka ovat HOIP (engl. HOIL-1L interacting protein), HOIL-1
(engl. heme-oxidized IRP2 ligase 1L) ja SHARPIN (engl. SHANK-associated RH domain-
interacting protein) (Fujita ja muut 2018; Rodriguez Carvajal ja muut 2021).
Banaanikarpasella eli Drosophila melanogasterilla vastaava lineaarinen ubikitiiniligaasi
on LUBEL (Aalto ja muut, 2018). LUBAC-kompleksin alayksikké HOIP ja LUBEL sisaltavat
alueen, joka vastaa Metl1-Ub-sidoksen muodostumisesta (A. L. Aalto ja muut 2019;

Kirisako ja muut 2006; Yamanaka ja muut 2003).

2.4.6 HOIP-alayksikon domeenirakenne
HOIP ja HOIL-1 kuuluvat RBR-ubikitiiniligaasiperheeseen (engl. RING-in-between-RING),

koska niilla on RBR-domeenirakenne. RBR-domeenirakenne koostuu RING1- ja RING2-
domeenista (engl, really interesting new gene, RING1 ja RING2) seka niiden valiin

jaavasta IBR-alueesta. HOIP-alayksikon RING2-domeenissa sijaitsee HOIP-alayksikon
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katalyyttinen kysteiini (Cys885). Kuitenkin ainoastaan HOIP-proteiinilla on kyky
katalysoida Metl-Ub-sidoksen liittamisesta kohdeproteiiniin, mutta se vaatii
vuorovaikutuksen HOIL-1 ja SHARPIN-alayksikdiden kanssa. HOIP-alayksikon kyky
katalysoida reaktiota perustuu sen katalyyttiseen kysteiiniin seka geenin C-
terminaalisessa pdassa olevaan LDD-domeenin (engl. linear ubiquitin chain determining
domain, LDD) valiseen vuorovaikutukseen. (kuva 7) (Kirisako ja muut 2006; Smit ja muut

2012.)

RBR-alueen ja LDD-domeenin lisdaksi HOIP-alayksikdssa on PUB-domeeni, sinkkisormi-
domeenit (engl. zinc finger, ZnF ja NZF) ja kaksois-UBA-alue (engl. ubiquitin-accociated).
PUB-domeeni toimii HOIP-alayksikdn katalyyttisen aktiivisuuden inhibitiossa. Kaksois-
UBA alueen tehtavana on vuorovaikuttaa HOIL-1 ja SHARPIN-alayksikoiden kanssa.
HOIL-1 ja SHARPIN sitoutuvat HOIP-alayksikon UBA-alueeseen, mikd mahdollistaa
konformaatiomuutoksen ja HOIP-alayksikdn aktivoitumisen. Reaktio mahdollistaa HOIP-
proteiinin kyvyn katalysoida Met1-Ub-ketjun liittdminen kohdeproteiiniin. (Fiil ja Gyrd-
Hansen 2021; Fujita ja muut 2018; Gerlach ja muut 2011; Liu ja muut 2017; Smit ja muut
2012.)

Katalyyttinen
Cy5885

PUB B-box ZnFNZF NZF UBAUBA RING1 IBR RINGZ

Kaksois-UBA

Kuva 7, LUBAC-kompleksin katalyyttisen HOIP-alayksikon domeenirakenne. HOIP sisdltdd PUB-domeenin, B-
box alueen, ja sinkkisormialueen, kaksi UBA-domeenia, RBR-alueen ja LDD-domeenin. RBR-alue koostuu RING1- ja
RING2-domeeneista sekd IBR-alueesta. RING2-domeenissa sijaitsee HOIP-proteiinin katalyyttinen kysteiini-
aminohappo. Kuva muokattu kohteesta: (Fiil ja Gyrd-Hansen 2021.)

2.4.7 DUB-entsyymit sdatelevat Met1-Ub-tasoja soluissa
LUBAC-kompleksin aikaansaama Met1-Ub-taso soluissa on tiukasti saddelty DUB-

entsyymeilla ja niilld on tarkea tehtava ubikitiinisidoksen muodostumisen saatelyssa ja
ubikitiiniketjun poistamisesta kohdeproteiinista. CYLD ja OTULIN ovat DUB-entsyymeja,

jotka pystyvat poistamaan Metl-Ub-sidoksen kohdeproteiinista. OTULIN on Met1-Ub
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spesifinen DUB-entsyymi ja se poistaa ainoastaan Metl-Ub-ketjuja soluissa. CYLD
puolestaan pystyy poistamaan seka Metl-Ub-sidoksia kuin myds Lys63-Ub-sidoksia
kohdeproteiineista. Molemmat DUB-entsyymit muodostavat kompleksin LUBAC-
kompleksin kanssa. Ne ovat vuorovaikutuksessa HOIP-alayksikon kanssa muodostaen
LUBAC-DUB-kompleksin. HOIP-alayksikén PUB-domeeni vastaa vuorovaikutuksesta,
joka johtaa ubikitiiniketjun poistamiseen kohdeproteiinista (Damgaard ja muut 2016;

Fiil ja Gyrd-Hansen 2021.)

2.4.8 Met1-Ub-ketjut ovat tarkeita elimiston fysiologiselle toiminnalle
Met1-Ub-kokoamiskoneistoa ja sen tehtavia soluissa on tutkittu paljon sen jalkeen, kun

LUBAC-kompleksin komponentit on tunnistettu. Tutkimuksessa on kaytetty apuna
lukuisia hiirimalleja. lhmisen ituradan mutaatioita, jotka vaikuttavat Met1-Ub
kokoamiskoneistoon on pyritty tunnistamaan ja se on tuottanut paljon tarkeaa tietoa
siitd, miten Metl-Ub vaikuttaa fysiologiseen kehitykseen. (Fiil ja Gyrd-Hansen 2021.)
Esimerkiksi ituradan mutaatiot OTULIN:ia koodaavissa geeneissa aiheuttaa jo aikaisessa
vaiheessa tilan, jossa tulehdus on muuttunut itsedan ruokkivaksi. Se aiheuttaa muun
muassa toistuvaa kuumetta, ripulia ja niveltulehduksia. (Damgaard ja muut 2016.)
Lisaksi on huomattu, etta hiirimalleissa puute HOIP, HOIL-1 tai OTULIN:ssa johtaa alkion
kuolemaan jo ennen syntymda, koska hiiren elimistdn tasapaino tulehdusvasteen
saatelyn ja solukuoleman vililld ei ole tasapainossa (Courtois ja Gilmore 2006; Peltzer ja

muut 2018).

2.5. Met1-Ub synnynnaisessa immuuniviestinnadssa

2.5.1 Kanoninen NF-kB-viestintaa aktivoi NF-kB-kohdegeenien tuotannon
Kanoninen NF-kB-viestintdreitti on yksi reiteistd, joka aktivoi NF-kB-kohdegeenien

aktivaatiota. Kanonisessa reitissa sytokiini, tuumorinekroositekiji-alfa (engl. tumor
necrosis factor alpha, TNF-a), sitoutuu TNF-reseptori 1:een (TNFR1) saaden aikaan kaksi
mahdollista lopputulemaa: kompleksin | tai kompleksin Il muodostumisen. Kompleksi |
johtaa NF-kB-aktivaatioon ja tulehdusta edeltdvien sytokiinien tuotantoon ja kompleksi
Il saa aikaan solujen kuoleman apoptoosin tai nekroptoosin kautta. Viestintareitin
kumpikin lopputulema on soluille erittdin tarkea, koska kumpikin yllapitaa kehossa

tasapainoa. Tasapainon horjuminen voi johtaa moniin ongelmiin, esimerkiksi
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tulehduksen aiheuttaman sydvan kehittymiseen. Lisdksi kumpikin lopputulema on

tiukasti saadelty Met1-ubikitinaation avulla. (Wertz ja Dixit 2010; Yu ja muut 2020.)

Kompleksin | muodostuminen alkaa, kun TNF-a sitoutuu TNFR1-reseptoriin, joka saa
aikaan  viestintakompleksin  muodostumisen.  Kompleksi  muodostuu, kun
adapteriproteiini TRADD (engl. tumor necrosis factor receptor type 1-associated death
domain) ja RIP1-kinaasi (engl. receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1,
RIPK1) vuorovaikuttavat keskenaan. Kompleksiin kuuluu lisaksi Ub-ligaasit clAP1 ja clAP2
(engl. cellular inhibitor of apoptosis proteins, clAP1/2). Taman kompleksin
muodostuminen saa aikaan Lys63-Ub-ketjujen muodostumisen, mika johtaa LUBAC-
kompleksin liittymisen kompleksiin. LUBAC kokoaa sille spesifiset Met1-Ub-ketjut, joka
yhdessa Lys63-Ub-ketjujen kanssa aktivoi ja varvaa TAB2/3-kinaasikompleksin seka IKK-
kompleksin. IKK-kompleksi koostuu sadtelevasta NEMO-alayksikdsta seka IKKa ja IKKP -
katalyyttisista alayksikoistda. TAK1-kinaasin Ub-kiinnittymisproteiinit ovat TAB2 ja TAB3
ja IKK-kompleksilla se on NEMO. Kun TAK1 ja IKKB tuodaan yhteen Lys63- ja Met1-Ub-
ketjujen avulla, TAK1 fosforyloi IKKB-alayksikon. Tama johtaa IkBa:n fosforylaatioon
sekda Lys48-Ub-ketjujen varvaamiseen, jolloin IkBa kuljetetaan proteasomille
hajotettavaksi. Talloin NF-kB aktivoituu ja se kuljetetaan tumaan, jossa kohdegeenien
transkriptio alkaa. Kohdegeeneja ovat muun muassa tulehdusta edistavat sytokiinit IL-
6, TNF-a ja IL-1, solun selviytymista edistavat geenit, kuten Bcl-2 ja c-FLIP ja NF-kB-

viestintda inhiboivat proteiinit, kuten IkBa (kuva 8, kompleksi I). (Yu ja muut 2020.)

2.5.2 Met1-Ub saatelee tiukasti solukuolemaa
NF-kB-aktivaation lisdksi Metl-Ub-ketjujen tiedetdaan saatelevan solukuolemaa.

Kanoninen NF-kB-viestintad johtaa kompleksin Il muodostumiseen, jos LUBAC ei rakenna
Met1-Ub-ketjua, joka sitoutuisi RIP1-kinaasiin. Talléin solukuolema aktivoituu joko
apoptoosin tai nekroptoosin kautta. Apoptoosi aktivoituu, jos RIPK1 varvaa FADD:in
(engl. Fas-associated protein with death domain). Talloin ne yhdessa varvaavat
proteolyyttisen entsyymin, jonka nimi on kaspaasi 8 (engl. caspase8). Nekroptoosi taas
aktivoituu, jos RIP1-kinaasi aktivoi RIP3-kinaasin (RIPK3), joka vuorostaan varvaa
pseudokinaasi MLKL:n (engl. mixed lineage kinase domain-like) (kuva 8, kompleksi Il).

(Chen ja muut 2019; Peltzer ja muut 2018.)
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Kuva 8, Kanoninen NF-kB-viestintd. Kanoninen NF-kB-viestintd aktivoi kompleksin | tai kompleksin |l
muodostumisen. TNF-o sitoutuu TNFR1-reseptoriin, mikd saa aikaan TRADD, RIPK1 ja c-IAP1/2 vdrvddmisen.
Tallin LUBAC rakentaa Met1-Ub-ketjun, mikd yhdessd Lys63-Ub-ketjun kanssa aktivoi TAB2/3-kinaasikompleksin
ja IKK-kompleksin. IKK8 fosforyloi IkBa:n, jolloin NF-kB vapautuu ja siirtyy tumaan. Siellé NF- kB aktivoi
kohdegeenien tuotannon. Jos LUBAC-kompleksia ei véirvitd kompleksi Il aktivoi joko apoptoosin tai nekroptoosin.
Kuva on tehty Biorenderilld ja se on muokattu kohteesta: (Fiil ja Gyrd-Hansen 2021).

2.6. Met1-Ub kokoamiskoneiston muokkaaminen tutkimuksen keinoin

2.6.1 Met1-Ub poistaminen kohdeproteiineista on elintarkeda elimiston tasapainon
kannalta
Soluissa deubikitinaatio-entsyymit toimivat tarkedssda tehtdvassd purkaessaan

ubikitiiniketjuja proteiineista. Niiden toiminta on kehon tasapinon kannalta elintarkeaa,
silla ne estdvat alituisen NF-kB-kohdegeenien transkription ja ndin ollen NF-kB-

aktivaation, joka voisi johtaa esimerkiksi sydvan kehittymiseen. (Harhaj ja Dixit 2011.)

Tulehduksen aiheuttaman sydvan tutkimisen kannalta on tarkea tutkia, sitd miten
ubikitiiniketju voidaan poistaa proteiineista ja nain ollen keinotekoisesti keskeyttaa
viestintdreitin eteneminen. (Damgaard ja muut 2016; Harhaj ja Dixit 2011.)
Tutkimuksessa voidaan kayttaa esimerkiksi UbiCRest-menetelmaa. Tassda menetelmassa
kohdeproteiineja voidaan kasitelld erilaisilla ubikitiiniketjulle spesifisilla DUB-
entsyymeilla. Menetelman avulla voidaan tutkia esimerkiksi milla ubikitinaatiotyypilla

kohdeproteiini on ubikitinoitu. UbiCRest-menetelma perustuu listaan kaupallisista DUB-
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entsyymeistd ja sen avulla voidaan helposti ja nopeasti tutkia kohdeproteiinin

ubikitinaatiota. (Hospenthal ja muut 2015.)

2.6.2 HOIP-inhibiittori HOIPIN-1 estaa Met1-Ub-ketjun muodostumisen
LUBAC-inhibiittorien avulla on mahdollista tutkia LUBAC-kompleksin toimintaa seka NF-

kB-viestinnan aktivoitumista. HOIPIN-1 on HOIP-inhibiittori, joka konjugoituu HOIP-
alayksikén RING2-domaanin aktiivisen osan (Cys885) kanssa ja hdiritsee RING-HECT-
hybridireaktiota (kuva 9). Tama johtaa siihen, ettei LUBAC-kompleksi pysty liittamaan
Met1-Ub-ketjua kohdeproteiiniin (Oikawa ja muut 2020). HOIPIN-1 vaikuttaa ainoastaan
LUBAC-kompleksin (E3 ligaasi) toimintaan ja sen ei ole huomattu vahentavan E1 ja E2
entsyymien toimintaa tai muun tyyppisten E3 ubikitiiniligaasien toimintaa. HOIPIN-
inhibiittorien tiedetdaan pystyvan solutasolla vahentdmaan kanonisen NF-kB-
viestintareitin toimintaa, mutta niilla ei ole vdhentdvaa vaikutusta esimerkiksi B-

reseptori valitteiseen NF-kB-viestintdaan. (Oikawa ja muut 2020).

Kuva 9, HOIPIN-1-inhibiittorin rakennekaava

2.7. Syovan tutkiminen laboratoriossa

2.7.1 2D- ja 3D-soluviljely syopatutkimuksessa
Syopatutkimuksessa on jo pitkdan kaytetty in-vitro-menetelmia syopasolujen

kasvattamiseen. 2D-mallinnoksia kaytetddan tutkimuksessa edelleen laajasti, koska
kasvatusten yllapitdminen on edullista ja koeasetelmat ovat yksinkertaisia. Solut
kasvavat 2D-malleissa yhdessa kerroksessa vierekkain, jolloin kasvatusolosuhteet ovat
kaikille soluille samankaltaiset (kuva 10, A). Solut kasvavat ja kehittyvat saman tahtisesti
sekd ne ovat keskendan samankaltaisia. 2D-mallien huonona puolena pidetdan
syopasolujen kasvuympariston eroa niiden luonnolliseen kasvuymparistdoon. Solujen

valinen tai solujen ulkopuolisen véliaineen (engl. extra cellular matrix, ECM) vélinen
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viestintad ei ole samanlaista kuin se olisi niiden luonnollisessa ymparistossa. (Duval ja

muut 2017; Nunes ja muut 2019.)

2D-mallien rinnalle on pyritty kehittdamaan 3D-malleja, jotka muistuttavat enemman
syopasolujen in-vivo-kasvuymparistéa. 3D-malleissa sydpadsolut kasvavat solujen
ulkopuolisessa valiaineessa, esimerkiksi matrigeelissa (Shin ja muut 2013), jolloin niiden
lisdantyminen, erilaistuminen, selvidminen ja geenien ilmeneminen jaljittelee in-vivo
syopasolujen kasvua. 3D-malleissa syopasolut pystyvat kehittamaan mikroympariston,
jolloin solujen valinen vuorovaikutus seka solujen ja ympardivan soluvaliaineen valinen
vuorovaikutus jaljittelee kasvua esimerkiksi ihmisen kehossa. 3D-malliessa solut
muodostavat organoideja eli monista soluista muodostuvia rykelmia (kuva 10, B).
Rykelmat muodostuvat erilaistuneista soluista, joilla on omat tehtavansa, niin kuin
aidossakin kasvaimessa on erilaistuneita soluja. Esimerkiksi organoidien sisdosissa solut
saavat vahemman ravintoaineita ymparoivasta soluvaliaineesta, kuin ulkopinnalla

olevat solut, jolloin ne jakaantuvat vahemman. (Nunes ja muut 2019.)

3D-mallit antavat totuudenmukaisemman vasteen lddkeaineille kuin 2D-mallit.
Prekliiniset syovan tutkimusmallit ovat tarkeita syovan perusbiologian ymmartamiselle,
kuten myds ladkekehitykselle. 3D-mallit ovat osoittautuneet edistyksellisiksi in-vitro-
alustoiksi esimerkiksi laaketutkimukselle eri ldadkekohteiden tunnistamisessa ja
sairauksien mallintamisessa sekd myds kantasolujen tutkimukselle. (Duval ja muut

2017.)

3D-kasvatuksessa
kaytetty soluvaliaine

2D- yksikerroksinen

3D-soluviljely systeemi
soluviljely systeemi

Kuva 10, Kaavakuva 2D- ja 3D-soluviljelmdstéd. A) 2D-soluviljely systeemi, jossa solut kasvavat yhdessd
kerroksessa vieretysten. B) 3D-soluviljely systeemi, jossa solut kasvavat soluvdliaineessa organoideina eli moni

soluista koostuvina rykelminéd. Kuva muokattu kohteesta: (Nunes ja muut 2019.)
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2.7.2 Matrigeelin kayttod syopatutkimuksessa
Matrigeeli on soluista ja kudoksista peraisin oleva kasvupohja, jonka tehtavana on 3D-

syopasolumalliessa toimia solujen ulkopuolisena valiaineena (ECM). Se on peraisin
hiiren Engelbreth-HOLM-Swarm (EHS) -sarkooma soluista, joissa esiintyy hyvin paljon
laminiinia, kollageenia sekda muita ECM:n proteiineja. Matrigeelin tehtavana on jaljitella

tyvimembraania. (Nunes ja muut 2019.)

Niin sanotussa matrigeeli ”sandwich”-tekniikassa solut kasvatetaan kahden
matrigeelista muodostuvan kerroksen valiin, jotka vastaavat soluvaliainetta oikeassa
kasvaimessa. Solut saavat kasvulle elintarkeitd aineita sekd matrigeelistd etta
mediumista, jota lisatdaan soluille matrigeelikerrosten paalle. Matrigeeli sisaltda jo
itsessdan monia soluille tarpeellisia kasvutekijoita, jolloin se on oivallinen kasvualusta
soluille. Kuitenkin sen kayttoon liittyy myos ongelmia, esimerkiksi eri matrigeeli erien
valilla esiintyy jonkin verran vaihtelua kasvutekijoiden maarissa, koska matrigeeli on
eldinperdinen tuote. Taman vuoksi tehdyissa kokeissa tulisi kayttdaa samasta erasta
perdisin olevaa matrigeelia, jotta voidaan varmistua kaikkien solujen saavan saman

verran samoja kasvutekijoita. (Corning, matrigel-matrix.)

2.7.3 Haluttu kasvukehitys sekad -nopeus 3D-syopdsolumalleissa
3D-syopasolumallilla pyritdan havainnollistamaan syovan kehittyminen laboratoriossa,

kuten se tapahtuisi oikeastikin esimerkiksi ihmisen elimistdssa (kuva 11). Kohdassa 2.1
kerrottiin syovan kehityksen eri vaiheista ihmisen suolistossa. 3D-mallilla pyritdaan
matkimaan tilannetta, jossa yksittdisesta solusta, joissa on tapahtunut geneettinen
muutos (syopasolu), muodostuu monisoluinen syopakasvain, joka pahimmassa
tapauksessa voi muodostaa pitkin elimistoa levidvia etdpesakeitd. (Nunes ja muut 2019.)
Keraamalla laboratoriossa kasvatetut 3D-organoidit, on mahdollista tutkia syovan
kehityksen vaiheita ja esimerkiksi tulehdusviestintda organoideissa. Saatua tietoa
voidaan myohemmin  kayttdd  esimerkiksi  ldaakekehitykseen ja  muihin

kayttotarkoituksiin. (Sato ja Clevers 2013.)
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Kehitys (pdiva)

Kuva 11, Laboratoriossa kdytettdvin 3D-syopdsolumallin kehitys vaiheittain. Laboratoriassa voidaan jdljitelld
syovdn kehitystd 3D-syépdsolumalleilla. 10 pdivin aikana yksittdisisté syépdsolusta kasvaa monisoluisisa syépd
oganoideja. Kuva muokattu kohteesta: (Sachs ja Clevers 2014).
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3. Tutkimuksen tavoite ja tarkoitus

Aikaisemmissa alustavissa tutkimuksissa on nahty, ettd Metl-Ub-tasot nousevat
ihmisen eturauhasensyopasoluista (PC3) koostuvista organoideissa syévan kehityksen
aikana. Pro gradu  -tutkimuksessani  haluttiin  selvittaa  kayttaytyvatko
kolorektaalisyopasolut samalla tavalla 3D-syopdsolumalleissa, kuin
eturauhasensyopasolut.  Lisaksi  haluttiin  tutkia  Metl-ubikitinaation roolia

kolorektaalisydvan kehittymisessa.

Projektissani valmistin ihmisen paksusuolen adenokarsinoomasoluista (Caco2) 3D-
syopasolumalleissa organoideja eli monista soluista koostuvia organoideja. Tydssani oli
kaksi hypoteesia. Ensimmadisen hypoteesin mukaan Metl-Ub-tasot nousevat 3D-
syopasolumalleissa kolorektaalisyovan kehityksen aikana, mika johtaisi epdanormaalin
NF-kB-viestintdaan, tulehdustilan lisaantymiseen seka tulehduksen vahvistaman syévan
muodostumiseen. Toisen hypoteesin mukaan estamalld Metl-ubikitinaation
kokoamiskoneiston, LUBAC-kompleksin, toimintaa voisimme vahentaa Metl-Ub-tasoja
ja ndin ollen estdd tai vahentdd NF-kB-viestinndan kaynnistymista seka

kolorektaalisydvan kehittymista 3D-sydpasolumalleissa.

Ensimmaisen hypoteesin vahvistamiseksi tyoni tavoitteena oli optimoida 3D-
syopasolumalleissa kaytetty solumaara, jotta saavutettaisiin tarpeeksi hidas ja hallittu
organoidien muodostuminen. Lisdksi haluttiin maarittad Metl-Ub-tasoja soluissa ja
havaita mahdolliset muutokset kolorektaalisyovan kehityksen eri vaiheissa. Toisen
hypoteesin vahvistamiseksi optimoitiin Metl-ubikitinaation kokoamiskoneistolle
spesifisen inhibiittorin toimintaa. Tavoitteena oli testata inhibiittorin kykya vahentaa tai
estdd Metl-Ub-sidoksen muodostuminen. Loytadkseni parhaiten toimivan tavan
vaikutta kolorektaalisydvan kehittymiseen kokeilin jatkuvaa seka lyhyempaa HOIPIN-1-
kasittelyda. Naiden tavoitteiden tutkimiseen kaytin Western Blot- ja reaaliaikaista
kvantitatiivista  PCR-menetelmaa. Lisdksi seurasin  3D-sybpasoluorganoidien

kehittymista faasikontrastikuvien avulla.
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4. Materiaalit ja menetelmat

4.1 Solulinja, kasvatusolosuhteet ja 3D-syopasolumallit

4.1.1 Solulinja ja kasvatusolosuhteet
Ihmisen paksusuolen adenokarsinooma soluja, Caco2, (169, DSMZ, Leipzig, Germany,

ATCC) kasvatettiin + 37 °C:ssa ja 5 % CO konsentraatiossa. Trypsiini-EDTA-liuosta (0,25
%) (Biowest) kaytettiin irrottamaan solut ja solujen pesuun kdytettiin
fosfaattipuskuroitua fysiologista suolaliuosta (PBS tabletti, Medicago, engl. phosphate
buffered saline, PBS). Caco2-soluja kasvatettiin DMEM/F-12 mediumissa (Thermo Fisher
Sientific, engl. Dulbecco’s Modified Eagle Medium/ Nutrient Mixture F-12, Gibco).
Medium sisalsi 10 % naudan sikion seerumia (Gibco, Thermo Fisher Scientific, engl. fetal
bovine serum, FBS), 5 % penisiliini-streptomysiinia (Sigma) ja 5 % L-glutamiinia (Sigma).

Solut kasvatettiin T-150 soluviljelypullossa noin 90 % konfluenssiin.

4.1.2 3D-syopasolumallien kasvatus
3D-syopasolumallit valmistettiin matrigeelistd. Solut istutetaan matrigeelikerrosten

valiin yksittdisind soluina. (Shin ja muut 2013). Yksittdisistd soluista kasvoi syovan
kehityksen pdivien 4—6 aikana monisoluisia organoideja. Kehityksen pdivina 7-9
organoidit erilaistuivat ja muodostivat luumenrakenteita, jotka muistuttavat

kananmunan muotoa. (Sachs ja Clevers 2014; Sato ja Clevers 2013.)

3D-kasvatuksiin kaytetiin Caco2-soluja, joiden konfluenssi oli 90 %. Sydpasolumalleja
kasvatettiin 12-kuoppalevylla ja jokaiseen kuoppaan lisattiin 20 000 Caco2-solua.
Sybpasolumaaran optimoinnissa lisattiin 5 000 solua/48-kuoppalevyn kuoppa. 12-
kuoppalevyn kuopat pinnoitettiin 150 pl:lla 50 % matrigeelia (8 mg/ml) (Corning), joka
laimennettiin kylmdan DMEM/F-12 mediumiin. Optimoinnissa saatujen tulosten
pohjalta alemmasta matrigeeli kerroksesta jatettiin lisatty FBS pois. Matrigeelin
annettiin polymerisoitua kolmen tunnin ajan. Solut irrotettiin trypsiini-EDTA liuoksella ja

laskettiin hemosytometrilld matrigeeli—solususpension valmistamista varten.

Valmistettiin 25 % matrigeeli—solususpensio, jonka annettiin levata jailla 20 minuuttia.
600 pl suspensiota lisattiin jokaiseen kaivoon, ja matrigeelin annettiin polymerisoitua
yon yli + 37 °C, 5 % CO; pitoisuudessa. Seuraavana paivana kuoppiin lisdtdan 2 ml

mediumia

26



pisara kerrallaan ja varottiin rikkomasta matrigeelin pintaa. Joka toinen péiva vanha
medium poistettiin ja uusi + 37 °C medium lisattiin kuoppiin pisara kerrallaan. 3D-
mallien kasvua seurattiin mikroskoopilla (Zeiss Axio Vert A1). Paivien 2—9 aikana otettiin
faasikontrastikuvia mikroskoopin objektiiveilla 10x ja 40x ja arvioitiin silmamaarisesti
kehityksen kulkua. Faasikontrastimikroskooppikuvat perustuvat optiseen
mikroskooppitekniikkaan, jossa muunnetaan lapinakyvan naytteen lapi menevan valon
faasikontrastin muutokset kuvan kirkkauden muutoksiksi. Tekniikan avulla on
mahdollista kuvata elavia soluja niiden kasvun aikana, eika soluja tarvitsee tappaa tai

varjata ennen kuvausta. (Nikon microscopy).

4.1.3 Naytteiden kerdaaminen
Naytteiden kerddaminen aloitettiin poistamalla vanha medium kasvatuksen paalta ja

solut pestiin kylmalla PBS:Ila pisara kerrallaan varoen matrigeelin pintaa. PBS poistettiin
ja kuoppiin lisattiin kylmdaa PBS—5 mM EDTA-liuosta. Matrigeelikerrokset ja puskuri
sekoitettiin hyvin keskendan ja siirrettiin liuos 15 ml putkeen, joka taytettiin PBS—5 mM
EDTA-liuoksella. Putket asetettiin + 4 °C kylmdhuoneeseen ravistelijaan vahintdan 45
minuutiksi. Organoidit sentrifugoitiin putken pohjaan 1000 x g, 5 min ajan ja pellettia
pestiin PBS:lld kahdesti. Kerdtyt organoidit hajotettiin hajotuspuskurilla Met1-TUBE

rikastusta tai gPCR-menetelmaa varten.

4.2 HOIPIN-1-kasittelyt 3D-syopasolumalleille

4.2.1 HOIPIN-1-inhibiittorin optimointi
HOIPIN-1 on selektiivinen HOIP-inhibiittori (inhiboi LUBAC-kompleksin toimintaa), jonka

tehtdva on vaimentaa HOIP-proteiinin aktivaatio in-vitro. HOIPIN-1-inhibiittorin ICso arvo
on 2,8 uM. (Katsuya ja muut 2018, 2019). Caco2-solut kasvatettiin 2D-kasvatuksia varten
@ 10 cm maljoilla 90 % konfluenssiin. HOIPIN-1 (Axon Medchem BV, Groningen,
Alankomaat, JTP 0819958) inhibiittorin kykyad inhiboida Metl-Ub-sidosta kokeiltiin
kolmena eri konsentraationa: 10 uM, 50 uM ja 100 uM. Kontrollina kaytetiin DMSO:ta
(Sigma, engl. Dimethyl sulfoxide, DMSO), koska inhibiittori laimennettiin siihen
valmistajan ohjeen mukaisesti. Kasittelyt lisattiin soluille mediumin mukana ja

inkuboitiin + 37 °C inkubaattorissa nelja tuntia. Soluille tehtiin 25 ng/ml TNF-a-kasittely
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(Thermo Fisher), jonka annettiin vaikuttaa 15 min. Naytteet kerattiin ja tulokset tulkittiin

Western Blot-menetelmalla.

4.2.2 HOIPIN-1-kasittelyt Caco2 3D-malleille
3D-kasvatus kesti yhdeksan paivaa ja naytteet kerattiin kasvatuksen paivina kolme, viisi,

seitsemadn ja yhdeksan. Western Blot -menetelmaa varten kerattiin pdivina kolme ja viisi
kolme 12-kuoppalevyn kaivoa ja paivina seitseman ja yhdeksan kaksi 12-kuoppalevyn
kaivoa. Reaaliaikaista PCR-menetelmaa varten kerattiin pdivind kolme ja viisi kaksi

kaivoa ja paivina seitseman ja yhdeksan yksi kaivo.

Tehtiin kahdenlaiset koeasettelut. Asetelmassa A syopasolumallit kasiteltiin HOIPIN-1-
inhibiittorilla 24 h ennen naytteiden kerdaamista (kuva 12, A) ja asetelmassa B kasittely
tehtiin jatkuvana kasittelyna kaikkiin kuoppalevyn kuoppiin (kuva 12, B). Asetelmassa A
vain seuraavana paivana kerattavat kaivot kasiteltiin 50 pM HOIPIN-1-inhibiittorilla ja
kontrollikaivot kasiteltiin DMSO:lla. Muihin kaivoihin vaihdettiin ainoastaan medium.
Asetelmassa B HOIPIN-1-inhibiittoria sisdltdva medium lisattiin ensimmaisen kerran
kaikille kasvatuksille pdivana kaksi ja taman jalkeen uusi 50 uM HOIPIN-1-mediumliuos

vaihdettiin kasvatuksille pdivina nelja, kuusi ja kahdeksan. (Kuva 12, kohta A ja B).

B
A 24 h kasittely Jatkuva-altistus
e
Hoein-1 *® ¢ ¢ HOIPIN-1
T T ' T T
R I L L L
Kasvatuksen Kasvatuksen

v 3 5 7 9 atuk 3 5 7 9
P NK  NK NK  NK paiva NK NK NK NK

NK = Naytteiden kerays NK = Naytteiden kerdys

Kuva 12, HOIPIN-1 koeasettelut 3D-syépdsolumalleille. A) Néytteiden kdsittely 24 h ennen ndytteiden kerdystd
eli pdivind kaksi, neljd, kuusi ja kahdeksan. Kontrollindytteet kdsiteltiin DMSO:lla samalla tavalla kuin HOIPIN-1
ndytteet kdsiteltiin. B) Jatkuvassa kdsittelyssd ndytteet kdsiteltiin DMSO:lla tai HOIPIN-1-inhibiittorilla
ensimmdisen kerran pdivéind kaksi ja uudelleen aina pdivind neljd, kuusi ja kahdeksan. Téll6in 3D-kasvatukset
olivat altistuneena kdsittelylle koko kasvatuksen ajan. Punaiset pallot kuvaavat HOIPIN-1kdsittelyd. NK tarkoittaa
ndytteiden kerdystd.
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4.3 Proteiininaytteiden valmistus, Western Blot ja reaaliaikainen kvantitatiivinen
PCR

4.3.1 Met1-Ub-rikastusnaytteiden ja proteiiniuutenaytteiden valmistus
rikastusmenetelmalla
Naytteiden kerdayksen jalkeen 3D-organoidit sisaltava pelletti hajotettiin

hajotuspuskuriin denaturoivissa olosuhteissa (50 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 1 % Triton X, 10 % glyseroli, johon lisattiin 1 x Pierce™ proteaasi ja fosfataasi
inhibiittori, 5 mM 2-klooriasetamidi, 1 mM ditiotreitoli (DTT), 5 mM N-etyylimaleimidi
(NEM) ja 1 % natriumdodekyylisulfaatti (SDS)).

Solususpensiota pidettiin jaillda 10 min ja naytteet sonikoitiin kaksi kertaa 5 min (Finn
Sonic) ja ndytteiden sisdltama SDS laimennettiin 0,1 %:n hajotuspuskurin avulla (ei-
denaturoiva hajotuspuskuri eli ilman SDS). Otettiin 10 pl:n proteiiniuutendytteet
proteiinipitoisuuden maaritysta varten. Otettiin 100 pl proteiiniuutetta ja niihin lisatiin
4 x Laemmli-ndytepuskuria (0,25 M TrisHCI, pH 6.8; 40 % glyseroli, 4 % SDS; 0,02 %
bromofenolisininen, 3 % B-mercaptoetanoli) proteiinipitoisuuden madarityksessa saadun

tuloksen verran, niin etta kukin ndyte sisdlsi saman verran proteiinia.

Lopuista ndaytteistd valmistettiin Met1-Ub-rikastusnaytteet. Naytteisiin lisattiin
proteiinipitoisuuden maarityksessa saatu maara ei-denaturoivaa hajotuspuskuria niin,
ettd SDS pitoisuus laimeni 0,01 %. Nayteitad inkuboitiin glutationi sepharose™ 4B (GE
Healthcare) kuulilla ja Met1-TUBE (10-20 mg/ml, LifeSensors) rekombinanttiproteiinissa
yon yli + 4 °C rotaatiossa. Met1-Ub-ketjut havaittiin ja eristettiin proteiiniuutendytteista
glutationi-S-transferaasi-leimatulla (engl. glutathione S-transferase)
tandemiubikitiinisitojadomeenin avulla (engl. Tandem ubiquitin binding entity, TUBE),
joka on spesifinen Metl-ubikitinaatiolle (Met1-TUBE). TUBE tarttuu glutationi-
leimattuihin  kuuliin  ja tunnistaa korkealla affiniteetilla Metl1l-Ub-ketjut ja
kohdeproteiinit proteiiniuutteesta (kuva 13). Kuulien avulla voitiin rikastaa Met1-Ub-
ketjut ndytteista. Kuulat pestiin 2 kertaa jaakylmalla pesupuskurilla (10 mM Tris pH 7,5;
150 mM NaCl; 0,1 % TritonX, 5 % glyseroli). Naytteisiin lisattin 4 x laemmli-

ndytepuskuria ja kaikki ndytteet keitettiin 5 min 97 °C:ssa ja sailottiin — 20 °C:een.
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Kohdeproteiini ]

Kuva 13, Metl-Ub-rikastusndytteiden valmistus TUBE-teknologialla. TUBE-teknologialla voidaan havaita,
eristéd ja mitata polyubikitinoituneita proteiineja. TUBE pystyy tarttumaan kuuliin, joissa on glutationi-leima.
TUBE sitoutuu korkealla affiniteetild Metl-Ub-ketjuihin ja kohdeproteiineihin, jolloin ne voidaan rikastaa
proteiiniuutendyttesitd ja saada rikastusndytteitd, joissa on ainoastaan Metl-ubikitinoituja kohdeproteiineja.
Kuva muokattu: M1 Linear Ubiquitin TUBE - Detect Polyubiquitin Proteins - LifeSensors

4.3.2 Proteiinipitoisuuden maaritys
Naytteiden proteiinipitoisuudet méaaritettiin Pierce™ BCA Protein Assay Kitin (Thermo

Scientific) avulla valmistajan ohjeen mukaisesti. Maarityksessa kaytettiin microplate -
protokollaa ja standardisuora valmistettiin kdyttamalla naudan seerumin albumiinia

(engl. bovine serum albumine, BSA).

4.3.3 Metl-ubikitinaation ilmenemisen tarkastelu Western Blot-menetelmalla
Valmistettiin 10 % SDS-geelit (alageeli: 0,38 M Tris-HCI, pH 8.8; 9,9 % akrylliamidi; 0,1 %

SDS; 0,05 % ammoniumpersulfaatti [engl. Ammonium Persulfate, APS]; 0,05 %
tertametyylietyyliamidi [engl. Tetramethylethylenediamine, TEMED]; ylageeli: 0,06 M
Tris-HCI, pH. 6.8; 3,75 % akrylliamidi; 0,1 % SDS; 0,04 % APS; 0,2 % TEMED).

Naytteet keitettiin 97 °C, 5 min ajan ja sentrifugoitiin nopeasti. Metl-Ub-
rikastusnaytteita ladattiin 15 pl ja proteiiniuutenadytteita 25 ul geelille. Proteiinien koon
maarittamiseksi lisattiin 10 pl Precision Plus Protein™ proteiinistandardia (BIO-RAD).
Geeleja ajettiin aluksi 15 min 80 v ja sen jalkeen noin 1 h 120 V ajopuskurissa, jotta
proteiinit erottuivat naytteistd koon mukaan (25 mM Tris; 192 mM glysiini; 0,1 % (v/v)
SDS).

Geeliajon jilkeen proteiinit siirrettiin nitroselluloosamembraanille (Amersham™

Protran™ 0,45 um NC, Cytiva) markasiirrostuksessa 30V, 2 h, + 4 °C siirrostuspuskurissa
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(25 mM Tris; 192 mM glysiini; 0,02 % (v/v) SDS; 20 % (v/v) metanoli). Metl-Ub-
rikastusndytteita sisaltavat membraanit keitettiin 100 °C:ssa 10 min. Membraani
blokattiin 5 % maito-0,2 % PBS—Tween-20 liuoksessa (PBST) tai 0,1 % Tris-puskuroidulla
suolaliuoksella, johon lisattiin Tween-20 reagenssia (engl. tris-buffered saline Tween-20,
TBST) 1 h ajan. Kaytetty blokkauspuskuri riippui kdytetysta vasta-aineesta (ks. taulukko
1). Membraani pestin kolme kertaa 10 min PBST- tai TBST-puskurissa ja inkuboitiin vasta-
aineella taulukon ohjeen mukaisesti (taukukko 1). Membraaneista kehitettiin filmit
ECL™ Western Blotting Detection (Cytiva) -reagensseja apuna kayttden pimidssa. Met1-
Ub-rikastusndytteistd  saadut  Western  Blot-tulokset  analysoitiin  Imagel-
kuvankasittelyohjelmalla. Imagel-ohjelmalla maaritettiin latauskontrolli aktiinin avulla

tuloksista, mina syovan kehityksen pdivana naytteissa oli eniten Met1-Ub-ketjuja.

Taulukko 1, Kéiytetyt primaari- ja sekundaarivasta-aineet. Western Blot-analyyseissa kéytetyt vasta-aineet ja

niiden valmistajat, kéyttdlaimennokset sekd kunkin vasta-aineen kanssa kéytetty blokkauspuskuri.

Primaarivasta- Alkupera Kaytto- Blokkaus- Sekundaari- Kaytto-
aine laimennos puskuri vasta-aine laimennos
(valmistaja) (valmistaja)
Anti-Met1 Ihminen, 1:1000 PBST Anti-ihminen 1gG 1:5000
(UBIQ: 8349, monoklonaalinen (Thermo Fisher
Genentech) Scientific)
Anti-NFkB p65 Kaniini, 1:1000 PBST Anti-kaniini 1:5000
(D14E12) monoklonaalinen (Santa Cruz)
(8242, Cell
Signaling)
Anti-Phospho-NF- Kaniini, 1:1000 TBST Anti-kaniini 1:5000
KB p65 (Ser536) monoklonaalinen (Santa Cruz)
(93H1)
(3033, Cell
Signaling)
c-FLIP (7F10) Hiiri, 1:1000 PBST Anti-hiiri IgG1 1:20000
(ALX-804-961- monoklonaalinen (Southern
0100, Enzo) Biotech.)
Anti-aktiini (C-11) Vuohi, 1:1000 PBST Anti-vuohi 1:5000
(sc-1615, Santa polyklonaalinen (Santa Cruz)
Cruz
Biotechnology)

31



4.3.4 RNA eristys ja geenien ilmenemisen tarkastelu reaaliaikaisella kvantitatiivisella
PCR:Il4 (GPCR)
Naytteiden keraamisen jalkeen 3D-organoideille lisattiin 100 ul RLT-puskuria (Qiagen,

1:100 2-merkaptoetanoli) ja ndytteet pakastettiin — 80 °C:een. Naytteista eristettiin RNA
kayttamalla RNeasy Mini Kittia (Qiagen) valmistajan ohjeen mukaisesti, jotta saatiin
valmistettua komplementaarista DNA:ta (engl. Complementary DNA, cDNA). cDNA:n
valmistamista varten kaytettiin SensiFAST cDNA Syntesis Kittid (Bioline) valmistajan
ohjeenmukaisesti. Ainoa poikkeuksena valmistajan ohjeisiin kaytettiin 0,5 pug RNA:ta

cDNA:n valmistamiseen 1 pg sijaan.

gPCR toteutettiin SensiFAST SYBR HI-ROX g-PCR Kitilla valmistajan ohjeen mukaisesti
(Bioline), jotta nahtiin reaaliaikaisesti kohde-DNA:n tuottaminen. Kokeissa kaytettiin
taulukon 2 mukaisia ohjelmia eri kohdegeeneille. B-aktiinia ja GAPDH:ta kaytettiin
kontrolligeeneinda AACt laskuihin. Kaytettiin kahta kontrolligeenia, koska laskuihin
kaytettiin kontrolligeenien keskiarvoa. cDNA:n ilmenemisen mittaamiseen kaytettyjen

alukkeiden sekvenssit ovat taulukoituna taulukossa 3.

Taulukko 2, gPCR-ohjelmat eri kohdegeeneille. Reaaliaikaisen kvantitatiivisen PCR:n ohjelmat

taulukoituna.

Kohdegeeni Lampotila (°C) ja aika (min)

ihmisen B-aktiini 95°C 10 min, 95 °C 0,05 min; 60 °C 0,20 min; 72 °C 0,15 min; 95 °C 0,15 min

ihmisen GAPDH 95°C 10 min, 95 °C 0,05 min; 60 °C 0,20 min; 72 °C 0,15 min; 95 °C 0,15 min

ihmisen IL-6 95°C 10 min, 95 °C 0,15 min; 60 °C 0,20 min; 72 °C 0,15 min; 95 °C 0,15 min

ihmisen Bcl-2 95°C 10 min, 95 °C 0,05 min; 60 °C 0,20 min; 72 °C 0,15 min; 95 °C 0,15 min

Taulukko 3, Alukkeet eri kohdegeeneille. Reaaliaikaisessa kvantitatiivisessa PCR:ssd kdytetyt alukkeet.

Kohdegeeni Etummainen aluke (5’ = 3’) Jalkimmadinen aluke (5’ = 3’)
ihmisen B-aktiini TGCGTGACATTAAGGAGAAG GCTCGTAGCTCTTCTCCA
ihmisen GAPDH TGGTATCGTGGAAGGACTCATGAC ATGCCAGTGAGCCCGTTCAGC

ihmisen IL-6 GCA GAA TGAGAT GAG TTG TC GCCTTCGGT CCAGTTGCCTT

ihmisen Bcl-2 TCGCCCTGTGGATGACTGA CAGAGACAGCCAGGAGAAATCA
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5. Tulokset

5.1 3D-sydpasolumallien solumaaran optimointi
Ennen 3D-organoidien kasvattamisen aloitusta tarkoituksena oli 16ytaa optimaalinen

Caco2-solumaara, jonka avulla 3D-syOpdsolumallien kehittymisen kasvunopeus on
hallittua ja malleissa kehittyy Caco2-soluille tyypilliset luumenrakenteet (Sachs ja
Clevers 2014). Tyossa kaytettiin kolmea eri solumaaraa: 12 500, 8 000 tai 5 000 solua/48-
kuoppalevyn kuoppa. Testatuista solukonsentraatioista valittiin se, jossa kehitys ei ollut
lilan nopeaa eli konsentraatio, joka ei tayttanyt kuoppalevyn kuoppaa liian nopeasti,

mutta kuitenkin muodostui organoideja ja haluttuja rakenteita.

3D-kasvatusten ideana on, ettd paivana yksi Caco2-syopasolut istutetaan 3D-syopasolu
malleihin matrigeeli kerrosten viliin, jolloin ne ovat padivina 1-3 matrigeelilla yksittaisina
soluina (kuva 14, paiva 2 ja 3). Paivien 4-7 aikana yksittaisista soluista optimaalisissa
olosuhteissa muodostuu monisoluisia organoideja (kuva 14, paivat 4-7). Paivien 8-10
aikana nahdaan, etta kolorektaalisyopdorganoidit muodostavat Caco2-soluille tyypillisia
luumenrakenteita (kuva 14, paiva 9). Silmamaaraisen analyysin perusteella todettiin,
ettd 5 000 Caco2-solua/48-kuoppalevyn kuoppa toimi halutun kasvunopeuden ja
haluttujen luumenrakenteiden saantiin (kuva 14). Suurempien solumadarien kanssa
kasvu ei ollut hallittua ja soluja alkoi kasvaa matrigeelikerrosten lisaksi kuoppalevyn
muovipinnoilla. Tuloksista huomattiin, ettda mitd vahemman soluja 3D-malleihin lisattiin,
sen paremmin nahtiin kehityksen aikana muodostuvat rakenteet. 5 000 solulla/48-
kuoppalevyn kuoppa vyksittdisistd soluista muodostui kehityksen seitsemdn
ensimmaisen pdivan aikana monisoluisia organoideja ja pdivien 8-10 aikana nahtiin
Caco2-soluille tyypillisia luumenrakenteita (kuva 14, paiva 9). Paivand 10 kuitenkin
nahtiin silmamaaraisesti, ettd organoidit nayttivat huonovointisilta ja huomattiin

vesikelimaisia rakenteita (kuva 14, paiva 10).

Varsinaisissa 3D-kasvatuksissa paatettiin kayttda 12-kuoppalevyad ja 20 000 Caco2-
solua/kuoppa, mika tarkoittaa soluja samassa suhteessa kuin 5 000 solua/48-
kuoppalevyn kuoppa. Lisdksi varsinaisiin 3D-kasvatuksiin matrigeelin alimmasta
kerroksesta paatettiin jattaa lisatty FBS pois, jotta pystyttiin paremmin kontrolloimaan
solujen kasvua ainoastaan matrigeelillda. Organoidien kasvu muovipinnoilla oli

hallitsematonta ja kasvatusten seuraaminen mikroskoopilla oli vaikeaa. Valitussa
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konsentraatiossa havaittiin kuitenkin viela ongelmia, koska kasvun viimeisina paivina

kuvista nahtiin karsivan ja kuolevan nakoisia organoideja.

10x

Kuva 14, Caco2-solujen kehitys yksittdisistd soluista monisoluisiksi organoideiksi 3D-sydpdsolumalleissa.
Caco2-soluista valmistettuja 3D-kasvatuksia seurattiin faasikontrastikuvien avulla kasvatuksen pdivind 2-10.
Pdivén yhdeksén kuvassa punaisella nuolella merkitty haluttu Caco2-soluille tyypillinen luumenrakenne. Pdivind
kymmenen punaisella nuolella osoitettu vesikelimdinen rakenne. Kuvat otettiin 10x objektiivilla ja mittasuhde

palkki on 100 um.

5.2 Met1-Ub-tasojen huomattiin nousevan 3D-sydpasolumalleissa
Western Blot-menetelmdan avulla tarkasteltiin  Metl-Ub-tasojen  muutoksia

kolorektaalisyovan kehityksen aikana eri aikapisteissd. 3D-kasvatuksista kerattiin
ndytteitd pdivina kolme, viisi, seitsemdn ja yhdeksdan. Naytteistd valmistettiin
rikastuksen avulla ndytteet, joista voitiin tunnista spesifiselld Metl-vasta-aineella Met1-
Ub-ketjut. Met1-Ub-ketjut nakyvat kuvan 15 yldaosassa usvana, koska Met1-Ub—TUBE-
kuulat rikastavat naytteista kaikki Met1-ubikitinoidut proteiinit, ja nama proteiinit voivat
olla eri kokoisia. Kokeessa kaytettiin aktiinia latauskontrollina, jotta voitiin varmistua

proteiineja olevan saman veran kaikissa naytteissa.

Naytettd paivalta kolme ei voitu kdyttaa, koska naytteen sisdltama proteiinipitoisuus oli
riittamaton tulosten saamiseen. Tuloksista nahddan, etta Metl-Ub-ketjuja esiintyy
kolorektaalisyovan kehityksessa eri aikapisteissa ja lisdaksi ketjujen maara nousee
kehityksen aikana. Ero pdivien viisi ja yhdeksan valilla voidaan havaita silmamaaraisesti,
mutta lisdksi tuloksesta tehtiin Imagel-kuvankasittelyohjelman avulla maaritys, jossa
huomattiin tasojen nousu myos laskennallisesti. Pdivana viisi saatu Met1-Ub-ketjujen

madrad asetettiin luvuksi 1 ja muiden pdivien tasot suhteutettiin pdivaan viisi seka
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latauskontrolli aktiinin maaraan. Paivan 7 suhteelliseksi suhteeksi saatiin 1,71 (+ 0,4) ja
paivan yhdeksan 2,10 (+ 0,6) (kuva 15). Laskennallinen maaritys tehtiin onnistuneesti

kolme kertaa.

Kasvatuksen pdivda 5 7 9
@
=1 Met1-Ub-
w o 150- [N : ketjut
3E3 |
8 & % 100-
e S 75- |
= a-Metl
U]

Suhteellinen

suhde 1,00 1,71 2,10

50-
a-aktiini

Kuva 15, Western Blot-analyysin tulokset Met1-Ub-ketjuista 3D-kasvatuksista Caco2-soluista. Kuvassa néhdddn
Caco2-soluista valmistetut rikastusndytteet, joista on spesifiselld Met1-vasta-aineella tunnistettu Met1-Ub-ketjut,
jotka ndkyvdt blotin yléosassa noin 250-75 kDa viililld usvana. Ensimmdisessd sarakkeessa ndhdddn rikastusndyte
pdivdltd viisi, toisessa sarakkeessa rikastusndyte pdivdltd seitsemdn ja viimeisessd sarakkeessa rikastusndyte
pdivdltd yhdeksédn. Latauksen onnistuminen tarkastettiin aktiinin avulla, joka saatiin ndkyviin spesifiselld vasta-
aineella ja se nékyy noin 42 kDa:n kohdalla. Eri pdivien Met1-Ub-ketjujen mddrdt mddritettiin ImageJ:n avulla ja
saatiin kullekin pdivdlle kerroin, joka kuvastaa Metl1-Ub-ketjujen mddrdd ndytteessd. Pdivdn viisi taso asetettiin
luvuksi 1. Koe on toistettu kolme kertaa.

5.3 Kaytettavan HOIPIN-1 konsentraation optimointi
Kaytettavan solumaaran lisdksi haluttiin optimoida 3D-kasvatuksissa kaytettdavan

HOIPIN-1-inhibiittorin konsentraatio. Inhibiittorin aiemmin kaytettyja konsentraatioita
olivat muun muassa 10 uM, 50 uM ja 100 uM (Oikawa ja muut 2020), joten naita
konsentraatioita testattiin 2D-syopasolukasvatuksissa. Koe tehtiin 2D-viljelyna, koska
tall6in on vahemman huomioitavia asioita kuin 3D-viljelyssa, mutta ndhdaan kuitenkin,
miten solut kasittelyyn reagoivat. 2D-viljelyssa soluille tehtiin myds TNF-a kasittely, jotta

saataisiin aktivoitua kanoninen NF-kB-viestintareitti kdytetyissa Caco2-soluissa ja lisata
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Met1-Ub-ketjujen maaraa naytteissa. Reitti haluttiin aktivoida, jotta saataisiin selville

HOIPIN-1-inhibiittorin kyky estaa Met1-Ub-ketjun muodostuminen.

Metl-Ub-tasoja tarkasteltiin proteiinitasolla Western Blot-menetelman avulla.
Kokeessa kaytettiin aktiinia latauskontrollina, jotta voitiin varmistua proteiineja olevan
saman veran kaikissa naytteissa. Kokeessa huomattiin, ettd 25 ng/ml TNF-a lisaa Met1-
Ub-ketjujen maara Caco2-soluissa. Koe paljasti 50 uM HOIPIN-1 konsentraation
toimivan Met1-Ub-sidoksen muodostumisen estamiseen. HOIPIN-1-kasittely esti Met1-
Ub-ketjujen muodostumista sekd TNF-a aktivoiduissa ndytteissa sekd ainoastaan
HOIPIN-1-kasitellyissa nadytteissa (kuva 16). Varsinaisiin kasvatuksiin paatettiin jattaa
TNF-a-kasittely pois, koska tuloksista huomataan, ettd soluissa nahdadan ilman

kasittelyakin riittavasti Met1-Ub-ketjuja.

TNF-a; 25 ng/ml - + + -
HOIPIN-1; 50 uM - - + +
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Kuva 16, Western Blot-analyysin tulokset Met1-Ub-ketjuista 2D-kasvatetuista Caco2-soluista. Kuvassa nédhdddn
Caco2-soluista kerdtyt 2D-ndytteet, joista on rikastusmenetelmdlld rikastettu Metl-Ub-ketjut. Ensimmdisessd
sarakkeessa on kontrollindyte, toisessa sarakkeessa ndhdddn 25 ng/ml TNF-a-kdsitelty ndyte, kolmannessa
sarakkeessa ndhdddn TNF-a sekd 50 uM HOIPIN-1-kdsitelty ndyte ja viimeisessd sarakkeessa ainoastaan 50 uM
HOIPIN-1-kdsitelty ndyte. Met1-vasta-aine tunnisti membraanilta Met1-Ub-ketjut. Aktiini tunnistettiin spesifiselld
vasta-aineella. Ndytteiden onnistunut lataus tarkistettiin aktiini-proteiinin avulla.

5.4 HOIPIN-1-inhibiittorilla nahdaan muutoksia proteiinikoostumuksessa
3D-malleista otettiin naytteitd kahteen tarkoitukseen: Western Blot-menetelmaa seka

gPCR-menetelmaa varten. Aluksi tehtiin 24 tuntia kestdvd HOIPIN-1-kasittely 3D-

kasvatuksille. Met1-Ub-ketjujen muodostumisen lisdksi ollaan kiinnostuneita NF-kB-
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viestinnan proteiineista. Niita tutkitaan totaali-NF-kB-vasta-aineella, joka tunnistaa NF-
kB-proteiinin p65/RelA maaran naytteissa (Cell Signaling, NF-kB D14E12) ja p65-vasta-
aineella, joka tunnistaa fosforyloituneen eli aktivoituneen proteiinin (Cell Signaling,
Phospho-NF-kB p65 (Ser536) (93H1)). Totaali-NF-kB mittaa NF-kB:n kokonaismaaraa
ndytteissa ja fosforyloitunut NF-kB taas aktivoitunutta NF-kB:td, joka siirtyy tumaan
aktivoimaan geenien tuotannon (ks. kuva 8, kanoninen NF-kB-viestinta). Totaali-NF-kB
toimii kokeessa kontrollina, johon verrataan p-NF-kB-tasoa. Ndin saadaan tietoa syovan

eri vaiheessa tapahtuvasta NF-kB-aktivaatiosta.

Latauskontrolli aktiinista nahdaan, etta padivdana kolme proteiinia on huomattavasti
vahemman kuin muina paiving, eika padivan tuloksia voida verrata muihin paiviin. Totaali-
NF-kB:n maara kasvaa tasaisesti syovan kehityksen aikana kontrolleissa seka HOIPIN-1-
kasitellyissa naytteissad. Fosforyloitunut NF-kB (p-NF-kB) maarad kontrollindytteissa
nousee syovan kehityksen aikana. Paivan seitseman HOIPIN-1-kasitellyssa naytteessa
kuitenkin huomataan, etta p-NF-kB:n maara on pienempi kuin kontrollindytteessa eli
aktivaatiota on vahemman. Kontrollindytteissa ndahdaan paivina viisi, seitseman ja
vhdeksan Metl-Ub-ketjut ja huomataan, ettd Metl-Ub-tasot nousevat syovan
kehityksen aikana. Kuitenkin jo paivana viisi HOIPIN-1-kadsitellyssa naytteessa on
vahemman Metl-Ub-ketjuja verrattuna saman paivan kontrollindytteeseen. Padivana
seitsemdn ja yhdeksdn kontrollindytteen ja HOIPIN-1-kasitellyn naytteen valilla on

selkea ja suuri ero (kuva 17).

37



HOIPIN-1 50 upM - + - 4+ - + - +
Kasvatuksenpdiva 3 3 5 5 7 7 9 9

250-
g B Met1-Ub-
E 150- ketjut
NG 100-
S % 2 | 75-
g U
o =g a-Met1
=
-
(%]
(L)
a-p-NF-kB
=]
ﬁ 75- a-totaali-NF-kB
2
- 50- =
- “ a-aktiini
37- _I

Kuva 17, Western Blot-analyysin tulokset 24 tunnin kdsitellyistd 3D-kasvatuksista Caco2-soluista. Kuvassa
ndhdddn Caco2-soluista valmistetut rikastusndytteet, joista on spesifiselléd Met1-vasta-aineella tunnistettu Met1-
Ub-ketjut. Kuvassa ndhdddn syévin kehityksen pdivdt kolme, viisi, seitsemdn ja yhdeksdn. Jokaisesta pdivéstd
ndhdddn ensin kontrollindyte ja sen jilkeen 50 uM HOIPIN-1-kdsitelty néyte. Latauksen onnistuminen tarkastettiin
aktiinin avulla. Proteiiniuutendytteiden eri proteiinit saatiin nékyviin spesifisillé vasta-aineilla. p-NF-kB:n sekd
totaali- NF-kB:n koko noin 65 kDa. Koe on toistettu kolme kertaa.

24 tuntia kestava kasittely aiheutti vain vahan muutoksia proteiinikoostumuksissa. Sen
vuoksi paatettiin tehda toinen koeasettelu, jossa HOIPIN-1-kasittely aloitettiin paivana
kaksi ja jatkettiin jatkuvana padivaan yhdeksan asti. Lisaksi tassa koeasettelussa katsottiin
c-FLIP (engl. Cellular FLICE (FADD-like IL-18-converting enzyme) -inhibitory protein, c-
FLIP) proteiinin ilmenemistad nadytteissa. Se ilmenee ihmisen soluissa pitkdana (c-FLIP-P) ja
lyhyena varianttina (c-FLIP-L). Se muodostaa soluissa kompleksin, jonka tehtdvana on
estda solujen meno apoptoosiin. Molemmilla varianteilla on tutkitusti rooli apoptoosin
saatelyssa, mutta c-FLIP-L on rakenteellisesti todettu olevan aktiivisempi kuin c-FLIP-P,
joten lyhyen muodon ajatellaan pystyvan sitoutumaan kaspaasi-kompleksiin paremmin.

(Safa 2012.)

Latauskontrolli aktiinista nahdaan, ettd pdivdana kolme proteiinia on erittdin vahan
naytteissa. Pdivien viisi, seitsemadn ja yhdeksan kontrollindytteissa on silmamaaraisesti

samansuuruinen maara proteiinia. HOIPIN-1-kasitellyistd naytteissd on paivina viisi ja
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seitseman saman verran proteiinia, mutta pdivana yhdeksan maard on noin puolet
pienempi. Kontrollindytteisiin verrattuna kaikissa HOIPIN-1-kasitellyissa naytteissa on
selvasti vahemman proteiinia. p-NF-kB:n maara nousee kontrollindytteissa tasaisesti
syovan kehityksen aikana. HOIPIN-1-kasitellyissa ndytteissa huomataan, etta paivana
viisi ndahdaan vahan aktivaatiota, mutta se katoaa pdivien seitseman ja yhdeksan aikana.
Totaali-NF-kB-tasot ovat padivind viisi, seitseman ja yhdeksan hyvin tasaiset
kontrollindytteissa. HOIPIN-1-kdsitellyissa nadytteissa padivana viisi nahdaan vield
proteiinia ndytteessa, mutta paivdan yhdeksdaan mennessa sitda nahdaan enda hyvin
vahan. c-FLIP-proteiinin molemmissa varianteissa ndahdaan proteiinia kontrollindytteissa
paivina viisi, seitseman ja yhdeksan. Syévan kehityksen aikana molemmissa varianteissa
nahdyt palkit tummenevat mutta erityisesti c-FLIP-P taso kasvaa kehityksen aikana.

Vastaavasti HOIPIN-1-kasitellyissa nadytteissda kumpaakaan c-FLIP varianttia ei havaita

(kuva 18).
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Kuva 18, Western Blot-analyysin tulokset jatkuvasta kdsittelystd 3D-kasvatuksista Caco2-soluista. Kuvassa
ndhdddn Caco2-soluista valmistetut rikastusndytteet, joista on spesifisellé Met1-vasta-aineella tunnistettu Met1-
Ub-ketjut. Kuvassa ndhdddn syévéin kehityksen pdivit kolme, viisi, seitsemdn ja yhdeksdn. Jokaisesta pdivésté
ndhdddn ensin kontrollindyte ja sen jdlkeen 50 uM HOIPIN-1-kdsiteltyndyte. Latauksen onnistuminen tarkastettiin
aktiinin avulla. Proteiiniuutendytteiden eri proteiinit saatiin nékyviin spesifisilld vasta-aineilla. C-FLIP-P koko on
noin 50 kDa ja c-FLIP-L koko on noin 25 kDa. Koe on toistettu kaksi kertaa.
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5.5 HOIPIN-1 vaikuttaa sytokiinituotantoon sydvan kehityksen eri vaiheissa
gPCR-menetelmalld haluttiin selvittda eri kohdegeenien tuotantoa kolorektaalisy6van

kehityksen aikana. Naytteistda nahdaan, miten paljon spesifista lahetti RNA-molekyylia
(engl. Messenger RNA, mRNA) naytteissa esiintyy kyseisend ajankohtana. Pieni osa tasta
mRNA:sta pyrittiin tulostamaan spesifisten DNA-alukkeiden avulla SybrGreen-
menetelmada kayttden. qPCR-menetelmada varten naytteistd eristettiin RNA ja siita
valmistetiin cDNA. Tutkitut aikapisteet ovat samat kuin Western Blot-menetelmassa eli
pdivat kolme, viisi, seitsemadn ja yhdeksan. Naytteista tutkittiin NF-kB-viestinnan
tuottamia tulehdustilaan liittyvia sytokiineja IL-6 ja Bcl-2. IL-6 eli ihmisen interleukiini-6
on tulehdusta edeltava sytokiini (engl. pro-inflammatory cytokine), jota tuotetaan muun
muassa tulehdustilassa ja kroonisessa tulehduksessa (Tanaka ja muut 2014). Bcl-2 taas
toimii solukuoleman eli apoptoosin merkkigeenina ja sen tehtdva soluissa on saadella
apoptoosia. Se hillitsee apoptoosia soluissa, jolloin se toimii solujen selviytymista
edistavana tekijana (engl. pro-survival factor). (Hardwick ja Soane 2013.) Lisaksi

ndytteista tutkittiin kontrolligeeneina kaytetyt B-aktiini-tasot sekda GAPHD-tasot.

Kuvasta 19 nahdaan 24 h DMSO tai HOIPIN-1-kasiteltyjen ndytteiden sisaltamat cDNA-
tasot. Kuvista ndahdaan cDNA:n suhteellinen suhde verrattuna kontrolligeeneihin B-
aktiiniin ja GAPDH:n. Kontrollina kadytettiin kahta eri geenia, joiden tulosten keskiarvo
kaytettiin apuna AACt laskuissa, joissa maaritettiin kohde geenin tasot. Kohdassa A
ndahdaan IL-6-geenin tuotanto eri aikapisteissa. Tuloksista nahdaan, etta DMSO
kasittelyissa kontrollindytteissa paivina kolme, viisi ja yhdeksan IL-6-tasot ovat hyvin
tasaiset. Pdivan seitseman toisessa kontrollindytteessa IL-6-taso nousee noin 50-
kertaiseksi, mutta tdmad on yksittdinen havainto. HOIPIN-1-kasitellyissd naytteissa
pdivana 3 tasot ovat noin kuusi kertaa korkeammalla kuin kontrollindytteessa. Paivana

viisi, seitseman ja yhdeksan IL-6-tasot laskevat (kuva 19, A).

Kuvan 19, kohdasta B ndhd&aan Bcl-2-geenin ilmenemisen suhteellinen suhde B-aktiiniin
ja GAPDH:n suhteutettuna. Kontrollindytteissa Bcl-2 tasot laskevat syovan kehityksen
aikana. Myos HOIPIN-1-kasitellyissa nadytteissa tasot laskevat syovan kehityksen aikana.
Tulosten mukaan kontrollindytteiden ja HOIPIN-1-kasiteltyjen naytteiden tasot ovat

hyvin samankaltaiset syovan kehityksen aikana (kuva 19, B). Valituissa aikapisteissa ei
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nahty merkittavia eroja geenien tuotannossa, joten koe toistettiin ainoastaan kaksi

kertaa.
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Kuva 19, IL-6 ja Bcl-2-geenien tuotanto kolorektaalisyéviin kehityksen aikana eri aikapisteisséd. Kuvassa A
ndhdddn IL-6-geenin tuotannnon suhteellinen suhde verrattuna kontrolligeeneihin, jotka ovat B-aktiini sekd
GAPDH. Kuvassa B néhdddn Bcl-2-geenin suhteellisen ilmentymisen suhde verrattuna kontroligeeneihin. Mustat
pallot kuvaavat molemmissa kuvissa kokeesta tehtyjé toistoja. Toistoja on ainoastaan kaksi, joten tilastollista
analysiid ei ole voitu tehdd. Kuvissa ndkyvd katkoviiva kuvaa kontrollindytteen tasoa, joka on asetettu néyttdmddn
arvoa yksi. Katkoviivan yldpuolella olevat tasot ovat korkeampia ja alapuolella olevat tasot ovat matalampia kuin
pdivdn kolme kontrollindyteessd. Kontrollindytteet nédkyvdt kuvissa kultaisina palkkeina ja HOIPIN-1kdsittellyt
ndytteet nékyvdt harmaina palkkeina. Koe on toistettu kaksi kertaa.

Kuten Western Blot-menetelmédssa myos g-PCR-menetelmalla tehtiin jatkuva HOIPIN-1-
kasittely 3D-kasvatuksille. HOIPIN-1-kasiteltya naytettd paivalta kolme ei ole
kummassakaan kohdegeenissd kuvattuna, koska ndytteiden sisdltdmat cDNA-tasot
olivat hyvin matalat ja riittamattomat tulosten saantiin. Pdivind kolme naytetta saatiin
kuitenkin kaytettya kontrollina ja sen taso on laskuissa asetettu suhteellisen suhteen
tasoksi yksi. Kohdassa A nahdaan IL-6-geenin tuotanto eri aikapisteissa. Tuloksista
ndahdaan, etta DMSO kasittelyissa kontrollindytteissa IL-6-tasot ovat hyvin tasaiset ja
matalat kaikkina paivind. HOIPIN-1-kasitellyissa ndytteissa tasot nousevat syovan
kehittyessa, mutta varsinkin pdivan yhdeksdn taso on korkea, noin 20-kertainen
kontrolliin verrattuna (kuva 20, A). 24 h kasittelyn kontrollindytteissd tasot ovat
kuitenkin hyvin matalat, mutta pdivana seitseman nahdaan yhdessa naytteessa korkea
piikki. Tata piikkia ei ndhda jatkuvan kasittelyn kontrollindytteissa, mika viittaa siihen,

ettei kuvan 19 A seitsemannen pdaivan kontrollindytteen nousu ole varteenotettava.
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Kuvan 20, kohdasta B ndhd&dan Bcl-2-geenin ilmenemisen suhteellinen suhde B-aktiiniin
ja GAPDH:n suhteutettuna. Kontrollindytteissa Bcl-2 tasot ovat paivind kolme ja viisi
tasaiset, mutta laskevat sitten paivina seitseman ja edelleen paivana yhdeksan. Myos
HOIPIN-1-kasitellyissa naytteissa tasot laskevat syévan kehityksen aikana eli tasoissa ei
nahdad muutoksia syovan kehityksen aikana (kuva 20, B). Ndiden tulosten pohjalta
voidaan paatella, etta HOIPIN-1-kasittely aktivoi sytokiinituotantoa, vaikka se ei vaikuta
anti-apoptoottisten Bcl-2-proteiinien tuotantoon sydvan kehityksen aikana. Tuloksen

varmistamiseksi se pitaisi toistaa ainakin kolmannen kerran.
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Kuva 20, IL-6 ja Bcl-2-geenien tuotanto kolorektaalisyovin kehityksen aikana eri aikapisteissé jatkuvassa
kdsittelyssd. Kuvaissa néhdddn IL-6 ja Bcl-2-geenin tuotannnon suhteellinen suhde verrattuna kontrolligeeneihin,
jotka ovat B-aktiini seké GAPDH. Kohdassa A ndhdddn IL-6-tasot syévinkehityksen aikana. Kuvassa B ndhdddn
Bcl-2-geenin suhteellisen ilmentymisen suhde verrattuna kontroligeeneihin. Mustat pallot kuvaavat molemmissa
kuvissa kokeesta tehtyjd toistoja. Toistoja on ainoastaan kaksi, joten tilastollista analysiid ei ole voitu tehdd.
Kuvissa ndkyvd katkoviiva kuvaa kontrollindytteen tasoa, joka on asetettu ndyttdmddn arvoa 1. Katkoviivan
yldpuolella olevat tasot ovat orkeampia ja alapuolella olevat tasot ovat matalampia kuin pdivin kolme
kontrollindyte. Kontrollindytteet nékyvit kuvissa kultaisina palkkeina ja HOIPIN-1-kdsittellyt ndytteet nékyvdt
harmaina palkkeina. Koe on toistettu kaksi kertaa.

5.6 Met1-Ub-sidoksen inhibiittori HOIPIN-1 tappaa kolorektaalisyopasolut 3D-
kasvatuksissa
Ensimmaisessa kasittelyssa 3D-syopasolumallit kasiteltiin HOIPIN-1-inhibiittorilla 24 h

ennen naytteiden kuvaamista ja niiden kerdamista. Faasikontrastikuvia otettiin paivina
1-9, mutta kuvassa 21 on naytetty syovan kehityksen kannalta mielenkiintoisimmat
paivat eli paivat kolme, viisi, seitsemdn, kahdeksan ja yhdeksan. Kuvan 21 yldosassa

nahdaan  faasikontrastikuvat  kontrollindytteistd.  Kontrollindytteet  pyrkivat
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jaljittelemaan haluttua kolorektaalisyovan kehitysta ja ne kasvatettiin, jotta HOIPIN-1-
kasiteltyja ndytteitta voitaisiin verrata kontrollindytteisiin ja ndin ollen nahda

mahdolliset eroavaisuudet syovan kehityksessa.

Kuvan 21 alaosassa on kuvattuna kasvatukset, jotka kasiteltiin 50 uM HOIPIN-1-
inhibiittorilla 24 h ennen kuvien ottoa. Kehitys on silmamaaradisesti hyvin
samankaltainen kuin kontrollindytteissakin. Kuvia analysoidessa nahdaan myos, etta
HOIPIN-1-kasitellyissa ndytteissa muodostuu luumenrakenteita paivind seitseman,
kahdeksan ja yhdeksdan, mutta ne ovat silmamaardisesti pienemman kokoisia kuin
kontrollindytteissa. Kuvanottopaivind kuvat on otettu satunnaisesta paikasta, eika
kasvatuksen kehitysta ole voitu seurata samasta paikasta kaikkina paivina. Taman vuoksi

kuvat antavat ainoastaan alustavaa viitetta siita, miten syopa kehittyy.

Kasvatuksen
paiva 3 5 7 8 9

DMSO 24 h kasittely

Kasvatuksen
paiva 3 5
50 uM HOIPIN-1 24 h kasittely

Kuva 21, 24 h Kkdsitellyt 3D-sydpdsolumallien faasikontrastikuvat. Faasikontrastikuvapaneelin yldosassa
ndhdddn kontrollindytteet pdivind kolme, viisi, seitsemdn, kahdeksan ja yhdeksén. Paneelin alaosassa néhdddn
50 uM HOIPIN--kdsitellyt ndytteet samoina pdivind kuvattuna kuin kontrollindytteet. Kuvat on otettu 40x
objektiivilla ja mittasuhde palkki on 100 um.

Jatkuvan kasittelyn faasikontrastikuvia otettiin samoina paivind kuin 24 h kasittelyn
kuvat. Kuvan 22 yldaosassa ndahdaan kontrollindytteet ja kuvan alaosassa nahdaan 50 uM
HOIPIN-1-kasitellyt naytteet. Kuvissa nahdaan silmamaaraisesti suuria muutoksia
kolorektaalisydpa organoidien kehityksen aikana pdivien 3-9 aikana verrattuna

kontrollindytteisiin. Pdivana kolme solut nayttavat samankaltaisilta kuin saman paivan
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kontrollisolut. Pdivana viisi muodostuvat monisoluisten organoidien esiasteet ovat
hieman pienempia kuin kontrollindytteessa, mutta padivana seitseman nahdaan, ettei
organoideja padse muodostumaan kunnolla ja muodostuneet organoidit ovat hyvin
penia ja huonovointisen nakoisia. Pdivind kahdeksan ja yhdeksan HOIPIN-1-kasitellyissa
ndytteissa ei ndhda luumenrakenteita, vaan ainoastaan epamaaraisia solukasoja. Paivan
yhdeksan kuvasta nahddan solukuolemaan viittavia rakenteita HOIPIN-1-kasitellyissa

naytteissa (kuva 22, alarivi paiva 9).

Kasvatuksen
péivi 3 5 7 8 9

DMSO jatkuva kdsittely

Kasvatuksen
péiva 3 5 7 8 9

50 UM HOIPIN-1 jatkuva kasittely

Kuva 22, Jatkuvalla kdsitellylld kdsiteltyjen 3D-syépdsolumallien faasikontrastikuvat. Kuvan yldosassa
faasikontrastikuvat kontrollindytteistd pdiviltd kolme, viisi, seitsemdn, kahdeksan ja yhdeksdn. Kuvan alaosassa
ndhdddn faasikontrastikuvat 50 uM HOIPIN-1-kdsitellyistd ndytteistd samoilta pdiviltd. Pédivin 10 kuvaan on
merkattu punaisella nuolella vesikelimdinen solukuolemaan viittaava rakenne. Kaikki kuvat on otettu 40x

objektiivilla ja kuvien mittasuhde palkki on 100 um.
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6. Tulosten tarkastelu ja pohdinta

6.1 Optimaalinen 3D-syopasolumalli mahdollistaa Met1-Ub-ketjujen tutkimuksen
laboratoriossa
3D-syopasolumallit  haluttiin - optimoida, jotta saavutettaisiin samankaltainen

kolorektaalisydvan kehitys, kuin eldavdssa organismissa todellisuudessa tapahtuu. Kasvu
haluttiin saada alkamaan yksittaisista soluista, jotka kehityksen kuluessa muodostaisivat

monisoluisia organoideja ja lopulta kolorektaalisyovalle tyypillisia rakenteita.

Tutkimusryhmassa ei ennen tata pro gradu -tyota ollut kaytetty HOIPIN-1-inhibiittoria,
joten aloitimme konsentraation optimoinnin taysin aiemmin julkaistujen tulosten
(Katsuya ja muut 2018) sekd omien arvaustemme perusteella. Havaitsimme, etta
HOIPIN-1-kasittely johtaa solukuolemaan, inhibiittorin myrkyllisyytta kaytetyille soluille
pitdisi tutkia paremmin tulevaisuudessa. Seuraavaksi voitaisiin mahdollisesti tutkia
paremmin pienempid inhibiittorikonsentraatioita, jotta saisimme aikaan Met1l-Ub-
ketjujen inhibition, mutta se ei vaikuttaisi kdytettyjen solujen elinkelpoisuuteen. Olisi
mielenkiintoista saada inhiboitua vain osa Metl-Ub-ketjuista ja tutkia, miten se
vaikuttaa soluihin ja soluviestintaan. Myo6s eri mittaisia HOIPIN-1-kasittelyja voitaisiin
kokeilla tulevaisuudessa, jotta saataisiin tietda, miten ne vaikuttavat Met1-Ub-tasoihin

seka NF-kB-viestinnan muihin proteiineihin.

2D-optimointikokeissa kaytetty TNF-a kasittely paatettiin jattaa pois varsinaisista 3D-
kasvatuksista. Huomattiin, ettd Caco2-solut tuottavat Metl-Ub-ketjuja ilmankin
kasittelya, mika viittaa kanonisen NF-kB-viestintareitin olevan aktiivinen soluissa niiden
ollessa normaalissa tilassa. Tama voisi johtua siitd, ettd Caco2-solut jollakin tapaa
tarvitsevat toimintoihinsa kanonisen reitin tuottamia proteiineja tai Met1-Ub-ketjuja ja
siksi Met1-Ub-perustasot ilmenevat soluissa. Kuitenkin tulos voi kertoa my®s siita, etta
kaytetyt Caco2-solut olivat lilan vanhoja tai stressaantuneita. Jatkossa tulisi kiinnittaa
enemman huomiota siihen, kuinka monesti kdytettavia soluja on jaettu ja mahdollisesti
voitaisiin kokeilla kdyttdaa mahdollisimman nuoria soluja. Huomio kuitenkin helpotti
tehtya tyotd, koska TNF-a-kasittely monimutkaistaa organoidien kerdamisprosessia ja

ndin ollen lisdd mahdollisten virheiden syntymisen mahdollisuutta.
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Caco2-solujen kasvattaminen yksittaisista soluista monisoluisiksi organoideiksi onnistui
hyvin matrigeelia hyvaksikayttden 3D-kasvatuksissa. Tyon aikana 3D-kasvatuksia
toistettiin useita kertoja ja sopivan solukonsentraation |6ydyttya luumenrakenteita
muodostui kehityksen aikana jokaisella kerralla, kun kasvatukset aloitettiin. Matrigeelin
kdaytossa ilmeni kuitenkin my0ds ongelmia. 3D-kasvatusten aloittaminen vaatii
tarkkuutta, koska tyoskentelyn tulee tapahtua jdilla, jotta ~matrigeelin
polymerisoituminen tapahtuu halutulla tavalla ja lisdksi tyoskentely piti tapahtua
steriilisti, jotta kontaminaatioilta valtyttiin. Kaksikerroksinen matrigeeli “sandwich”
huomattiin toimivaksi tavaksi kasvattaa organoideja, mutta kerrosten luominen vaati

aikaa ja reilusti matrigeelia.

Matrigeelin saatavuus aiheutti ongelmia tyota tehdessa, joten jouduimme varmuuden
vuoksi  tutustumaan matrigeelin  korvaaviin  tekniikoihin ja  materiaaleihin.
Tulevaisuudessa esimerkiksi suomalainen GrowDex voisi tarjota tutkimusryhman
tarpeille sopivan 3D-kasvatusmatriksin. Se ei ole eldinperdinen tuote, jolloin sen
kdayttaminen 3D-kasvatuksissa olisi helpompaa, yksinkertaisempaa eikd tuote-erien
vélilla ilmene eroavaisuuksia. (Niklander ja Paasonen ei pvm.) Kuitenkin kokonaan
uuden 3D-matriksin kayttoonottaminen vaatii tutkimustyhmaltad paljon perehtymista

seka uuden materiaalin tarkkaa optimointia.

Tyossa kaytettiin sekundaarisia ihmisten adenokarsinoomasoluja eli sellaisia soluja,
jotka on keratty ihmisen kudoksista ja pakastettu tulevaa tutkimuskayttda varten. Solut
ovat nimenomaan tarkoitettu tutkimuksen valineeksi, jolloin ne eivat toimi aivan kuten
solut ihmisen elimistossa toimisivat, vaan ne toimivat malleina syovan kehitykselle.
Taman vuoksi tulevaisuudessa kliinisten naytteiden kayttd voisi olla tarkea askel
eteenpdin tutkimuksessa. Olisi mielenkiintoista kasvattaa kliinisistd ndytteistd saatuja
soluja 3D-kasvatuksissa ja ndahda, miten Metl1-Ub-ketjut toimivat ndissa naytteissa. Se

antaisi syovan kehittymisesta luultavasti vield yhta askelta todellisemman kuvan.

6.2 Metl-ubikitinaatiotasot nousevat kolorektaalisydvan kehityksen aikana
Tyon yksi tarkeimmistd hypoteeseista oli, ettd Metl-Ub-tasot nousevat

kolorektaalisyovan kehityksen aikana 3D-syOpdsolumalliessa. Tiedettiin, etta

banaanikdarpdasen immuunipuolustuksessa ja NF-kB-vilitteisessa tulehdusviestinndssa
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Metl-ubikitinaatio on todella tarked ubikitinaation alatyyppi, joka sdatelee
tulehdusviestintaa karpasen soluissa (A. Aalto ja muut 2022; A. L. Aalto ja muut 2019).
Lisaksi my0s hiirikokeissa on tutkittu paljon NF-kB-viestintaa ja huomattu sen saatelevan

tulehdusvastetta (Westbrook ja muut 2010).

Saatu tulos vahvistaa tydon ensimmaisen hypoteesin eli Met1-Ub-tasot tosiaan nousevat
syovan kehityksen aikana. Havaittu tulos on ymmarrettava, koska syovan kehityksen
edetessd ja organoidien kasvaessa isommiksi, ne tarvitsevat enemman ja enemman
esimerkiksi tulehdusta edistavia tekijoita ja ndiden tekijoiden aktivaatio vaatii enemman
Met1-Ub-ketjuja. Lisaksi laskennallisessa maarityksessa havaittiin tasojen nouseminen.
Kuitenkin laskennallisessa maarityksessa saatujen tulosten keskihajonnat olivat suuria.
Se luultavasti selittyy maarityksessa kaytetyn menetelman ongelmilla. Maaritysta on
hankala tehda ubikitiiniketjuista, koska ubikitinoidut proteiinit ovat eri kokoisia, joten
ne esiintyvat usvana Western Blot-kuvassa. Yksittaista palkkia Western Blot-kuvasta on
paljon helpompi maarittda Imagel-tydkalun avulla, koska talloin tyokalu havaitsee
ainoastaan yhden signaalin. Toinen menetelmaa hankaloittava puoli on saadun Western
Blot-kuvan mahdollinen likaisuus. Pienetkin mustat taplat ja varjot kuvassa aiheuttavat
maaritykseen virhetta. Tyon aikana huomattiin 3D-kasvatuksista kerattyjen naytteiden
aiheuttavan huomattavasti likaisempia kuvia kuin 2D-kasvatuksesta keratyt naytteet.
Syyna uskotaan olevan Met1-Ub-vasta-aineen herkkyys havaita pienetkin epapuhtaudet
ja jaamat esimerkiksi matrigeelista. Tulevaisuudessa olisi hyodyllista kehittdaa tarkempi
ja luotettavampi keino maarittdd Ub-ketjuja laskennallisesti, jolloin esimerkiksi
tilastollisten analyysien tekeminen olisi jarkevampaa. Nykyisella menetelmalla

tilastolliseen analyysiin ei voitaisi luottaa menetelman ongelmien vuoksi.

Toisena ongelmana tehdyissa kokeissa oli se, ettei pdivan kolme tulosta voitu kayttaa,
koska naytteet sisdlsivat hyvin vahan proteiinia. Tama havainto selittyy luultavasti silla,
ettd padivana kolme Caco2-solut ovat 3D-malleissa vield yksittaisind soluina ja ne eivat
vield ole ehtineet kasvaa tarpeeksi, jotta proteiineja olisi saatu kerattya riittavasti
kokeeseen. On my6s mahdollista, etteivat Met1-Ub-ketjut ole vielad paivana kolme kovin
tarkeitd syovan kehityksen kannalta. Tulevaisuudessa voitaisiin kerdata myos enemman
ndytetta, jotta saataisiin enemman proteiineja, mutta matrigeelin saannin hankaluuden
sekd matrigeelin hinnan vuoksi se ei luultavasti olisi kannattavaa. Paivan kolme

ndytteistd saatujen alustavien tulosten mukaan syovan kehitys ei ole vield kovin
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kiinnostavassa vaiheessa, jolloin jarkevin tapa on jatkossa keskittyd syovan kehityksen

myd&hadisempiin vaiheisiin.

6.3 HOIPIN-1-kasittely vaikuttaa Met1-Ub-tasoihin seka NF-kB-viestintaan
Tuloksista nahtiin, ettd 24 h HOIPIN-1-kasittelylla ei saatu aikaan faasikontrastikuvissa

eikd Western Blot-menetelmalld merkittavaa eroa kontrollindytteisiin. Tulosten mukaan
nadyttaa silta, etta HOIPIN-1-kasittely vaikuttaa 24 h aikana hieman organoidien kokoon

seka vahentaa Met1-Ub-tasoja organoideissa, mutta se ei estd organoidien kehittymista.

Tulosten pohjalta pohdittiin, miksei HOIPIN-1-kasittely saanut aikaan nakyvia tuloksia.
Tultiin tulokseen, etta 24 h kerta-annos HOIPIN-1-inhibiittoria ei ollut tarpeeksi tehokas
vaikuttaakseen organoidien kehitykseen. Taman vuoksi paatettiin kokeilla kasvatusta,
jossa kasittelya toistettiin  jatkuvana koko organoidien kehityksen ajan.
Faasikontrastikuvista ndimme selkedsti, ettd organoidien muodostuminen hairiintyy ja
lopulta estyy kokonaan jatkuvalla HOIPIN-1-kasittelylla. Kasittely vaikuttaa toimivan
hypoteesin mukaisesti estaen LUBAC-kompleksin toiminnan, mutta emme voi sulkea
pois vaihtoehtoa, etta 50 uM HOIPIN-1 on niin myrkyllinen soluille, etta ne kuolevat sen
vuoksi. Kuitenkin solujen kuolema voi johtua myos siita, etta solut tarvitsevat Met1-Ub-

ketjuja selvitdkseen ja muodostaakseen organoideja.

Western Blot-tuloksista ndhdaan, ettd proteiinipitoisuuden maarityksestda huolimatta
pdivan kolme naytteisiin ei saatu saman verran proteiinia kuin muiden paivien
ndytteisiin. Uskomme, ettd tulos selittyy syOpasolujen olevan yksittdisind soluina
kehityksen aikaisissa vaiheissa, jolloin ei pystytd keraamaan tarpeeksi materiaalia
ndytteeseen. Mychemmissa 24 h kasittelyssa saatiin proteiinipitoisuuden maarityksella
ladattua geelille saman verran proteiineja, mika viittaa kasvatusten tarvitsevan aikaa,
jotta ne alkavat tuottaa tarvitsemiaan proteiineja. Kuitenkin jatkuvassa HOIPIN-1-
kasitellyista naytteistd huomattiin, etteivdit HOIPIN-1-kasitellyiden naytteiden
proteiinimaarat vastanneet kontrollindytteita. Tamakin tulos viittaa HOIPIN-1-kasittelyn
tappavan solut niin, ettei aktiinin proteiinimaara pysy samana. Jatkuvalla kasitellylla
Metl-Ub-tasot  inhiboituvat  kokonaan, mikd  viittaa LUBAC-kompleksin

kykenemattomyyteen rakentaa Metl-Ub-ketjuja. Té&lloin on mahdollista, etta
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muodostuu kanonisen NF-kB-viestinndan kompleksi Il ja solut alkavat kuolemaan joko

apoptoosin tai nekroptoosin kautta.

c-FLIP-P ja c-FLIP-L-proteiineista saadut tulokset ovat hypoteesin mukaisia eli
kontrollindytteissa c-FLIP on aktiivinen. Tama tarkoittaa sitd, etta se inhiboi apoptoosia
ja nain ollen solut selvidavat ja jatkavat kasvua. Kuitenkin nahdaan, ettd HOIPIN-1-
kasittelyn vaikutuksesta c-FLIP-proteiinien maara vahenee syovan kehityksen aikana.
Tama viittaa siihen, ettd solut altistuvat apoptoosille. Faasikontrastikuvat tukevat
paatelmaa, koska myos niissd ndhdaan apoptoosiin viittavia vesikkelimaisia rakenteita
kehityksen loppuvaiheissa. Tarkemman solukuoleman tutkimisen kannalta jatkossa olisi
tarked tehdd solujen elinkelpoisuusmittauksia. Nadiden avulla voitaisiin maarittaa
esimerkiksi, kuinka nopeasti HOIPIN-1-kasittelyn jalkeen solut alkavat kuolla ja lisaksi
olisi tarkea kokeilla, mika konsentraatio HOIPIN-1-inhibiittoria riittaa tappamaan solut.
Myos erilaisten apoptoosia ja nekroptoosia inhiboivien inhibiittoreiden kayttoé voisi
jatkossa tuottaa tietoa, miten solut todella kuolevat. Nama tiedot voivat olla hyvin
tarkeitd, kun kehitetddan mahdollisia ladkeaineita kolorektaalisyovan kehittymista

vastaan.

gPCR-menetelmaa varten optimoitiin alukkeita eri kohdegeenille. IL-6- ja Bcl-2-geeneille
saatiin optimoitua alukkeet, mutta tulokset eivat vaikuta vakuuttavilta. Kohdegeenien
maaran luulisi nousevan syovan edetessa kontrollindytteissd, koska ne ovat NF-kB-
viestinnan kohdegeeneja ja Western Blot-tuloksissa ndahddan NF-kB-aktivaation
lisaantyvan. Tulos voi selittya silla, etta aikapisteet ovat vaarat ja proteiinit tuotetaan
ennen tai jalkeen kerattyjen aikapisteiden. Erikoinen tulos voi johtua kuitenkin myds
siitd, etta alukkeet eivat ole spesifiset kohdegeeneille tai ongelmista RNA:n puhtauden
kanssa. Lisdksi toistojen valilla on tuloksissa reilusti hajontaa, mika viittaa myos siihen,
ettda alukkeiden sitoutuminen on epdspesifista. Tama tarkoittaa, etta oikeiden
alukkeiden loytdminen vaatii lisdd optimointityotd ja esimerkiksi uusien alukkeiden
tilauksen, jotta voidaan varmistua, etteivat alukkeet ole esimerkiksi kontaminoituneet
tai hajonneet kokeiden suorittamisen aikana. Lisdksi gPCR on menetelmana herkka
virheille esimerkiksi pipetoinneissa, jolloin pienikin muutos pipetointitilavuudessa voi
vaikuttaa tulokseen. Tydskentelyn aikana tehdyt virheet voivat hyvin todennakdisesti

selittda tulosten epaloogisuutta.

49



7. Yhteenveto ja tulevaisuuden nakymat

Tama pro gradu-tyo keskittyi kolorektaalisyovan tutkimiseen 3D-sy6pdsolumalleissa 2D-
mallien sijasta, jotta voitaisiin paremmin kopioida syovan kehitysta sen luonnollisessa
kasvuymparistossa (Duval ja muut 2017). Aiempia tutkimuksia Met1-ubikitinaatiosta ja
kolorektaalisyovan kehityksestd on tehty muun muassa kayttamalla banaanikarpasta,
Drosophila melanogasteria, malliorganismina (A. L. Aalto ja muut 2019) seka hiirimalleja
(Wirtz ja Neurath 2007). On havaittu, ettd Metl-Ub sdatelee NF-kB-viestintda ja
vaikuttaa karpdasten selviytymiseen (A. L. Aalto ja muut 2019). Erityisend mielenkiinnon
kohteena tdssa pro gradu -tyossa oli selvittad Metl-Ub-tasot kolorektaalisyévan
kehityksen eri vaiheiden aikana, kun kaytetddan ihmisen adenokarsinoomasoluja.
Toisena tavoitteena oli selvittaa, voisimmeko spesifisella LUBAC-inhibiittorilla vaikuttaa

syovan kehitykseen hidastavasti tai jopa estda sen kokonaan.

Alustavissa tutkimuksissa on saatu tietoa Metl-ubikitinaation roolista ihmisen
eturauhasensyopasoluissa (PC3). Haluttiin selvittdd Caco2-soluilla Met1-Ub-sidoksen
merkitysta kolorektaalisyovdan kehityksen aikana. 3D-syopasolumallilla kasvatettiin
Caco2-soluista organoideja, joista pystyttiin maarittamaan Metl-Ub ilmeneminen
proteiinitasolla seka kasittelemaan organoideja kaupallisella HOIPIN-1-inhibiittorilla.
Tutkimuksessa saatua tietoa voitaisiin kayttaa ladkeaineiden suunnitteluun, joilla
voitaisiin hoitaa tulehduksen vahvistamaa kolorektaalisyopaa ja tulehduksellisia

suolistosairauksia.

Kaikista 24 h kasittelyn tuloksista voidaan paatelld, ettei 24 h HOIPIN-1-kasittely riita
pysayttamaan kolorektaalisyovan kehitysta 3D-syopadsolumalliessa. Tulokset nayttavat
kylla lupaavilta, koska faasikontrastikuvista nahdaan, etta sy6pa organoidit pienenevat
HOIPIN-1-kasittelyn vaikutuksesta. Lisdaksi Western Blot-tuloksista nahdaan Met1-Ub-
tasojen lasku. Kuitenkin jatkuvalla HOIPIN-1-kasittelylld pystyttiin inhiboimaan Met1-
ubikitinaation kokoamiskoneiston aktivaatiota, mika vaikutti Met1-Ub-tasoihin. Nahtiin,

ettd Met1-Ub-ketjujen puutuminen lopetti organoidien kehityksen.

Tulevaisuudessa olisi kiinnostavaa tutkia, missd vaiheessa syovan kehitystda Met1-Ub-
ketjut ovat kaikkein tarkeimmassa roolissa syovan kehityksen kannalta. Tall6in voisimme

mahdollisesti kohdentaa HOIPIN-1-inhibiittorin  kayttéa tarkemmin kaikkein
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optimaalisimpaan ajankohtaan. HOIPIN-1-inhibiittorin  kokeilu myds muissa
syopamalleissa voisi antaa tarkeda tietoa syovan kehityksesta. Esimerkiksi hiirimallit
ovat paljon kaytetty tapa tutkia erilaisten ldadkeaineiden vaikutusta, mutta ne ovat lisaksi
kallis, aikaa vieva ja paljon koulutusta vaativa malliorganismi. Kuitenkin esimerkiksi
CAM-mallit (engl. chick-embryo chorioallantoic membrane) ovat oivallisia malleja
tutkittaessa ladkeaineiden vaikutusta. Niiden kasvattaminen ei vaadi erikseen lupia seka
se on huomattavasti edullisempaa kuin hiirimallien kasvattaminen. (DeBord ja muut
2018.) CAM-malleista saadut tulokset voisivat tuoda lisda tietoa inhibiittorin toiminnasta
ja mahdollisuudesta kayttaa sita hillitsemaan kolorektaalisydévan kehittymista. CAM-
malleista voisimme saada arvokasta tietoa myds siita, miten inhibiittori vaikuttaa syévan

kehittymiseen, kun kasvain kayttaa kasvuunsa elavaa organismia.

Lisaksi tieto HOIPIN-1 vaikutuksesta organismin elintoimintoihin olisi tutkimuksen
jatkumisen kannalta hyvin arvokasta. Inhibiittoria voitaisiin kokeilla esimerkiksi 3D-
kasvatuksissa, joissa on kaytetty useampaa kuin yhta solutyyppia. Olisi mielenkiintoista
kasitella HOIPIN-1-inhibiittorilla syOpasoluista ja fibroblasteista muodostuvia
organoideja ja katsoa miten se toimii syOpadsoluihin ja normaaleihin soluihin. Talla
hetkellda epdvarmuus HOIPIN-1-inhibiittorin toiminnasta hillitsemaan ainoastaan
syopasolujen kasvua on vield olemassa, vaikka hypoteesina onkin sen olevan spesifinen
inhibiittori ainoastaan Met1-Ub-ketjuille ja syopasoluille. Normaaleissa soluissa, joissa
tulehdusta ei esiinny ei pitaisi esiintyd mydskaan Met1-Ub-sidoksia. Talléin inhibiittorin

ei hypoteesin mukaan pitaisi vaikuttaa normaaleihin soluihin lainkaan.

Myo6s alhaisempien HOIPIN-1 konsentraatioiden tutkiminen toisi arvokasta tietoa
inhibiittorin toiminnasta ja sen mahdollisista kayttotarkoituksista. Markkinoille on myds
tuotu HOIPIN-8 inhibiittori ja saatujen tulosten pohjalta, sen on huomattu olevan
spesifisempi ja tehokkaampi kuin HOIPIN-1-inhibiittorin. Se voisi olla parempi inhibiittori
taman kaltaiseen tutkimukseen ja sen kokeilu olisi my6s jatkossa hyodyllista. Lisatieto
inhibiittorista ja sen toiminnasta voisi tulevaisuudessa luoda mahdollisuuden hoitaa
kolorektaalisyopaa seka valmistaa erilaisia spesifisia syopalaakkeitd. (Katsuya ja muut

2019.)
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