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Rintasyopa on maailmanlaajuisesti naisten yleisin sydpatyyppi. Syoévan
tunnusmerkkeja ovat muun muassa kasvanut DNA-vaurioiden maara seka
muutokset solujen normaalissa kasvussa ja ohjelmoidussa solukuolemassa.
Osana Notch-soluviestintda Jagged1 osallistuu soluissa edelld mainittuihin
prosesseihin. Jagged1:n korkea ilmentyminen on liitetty aggressiivisiin, huonon
ennusteen rintasyopiin, mika tekee Jagged1:std mielenkiintoisen ja
potentiaalisen kohteen tulevaisuudessa kohdennetummille sy6pahoidoille.

Erikoistydn tavoitteena oli selvittaa Jagged1:n vaikutus DNA:n eheyden
suojaamiseen replikaatiostressin ja mitoosin aikana. DNA-vaurioita tutkittiin
MDA-MB-231-rintasydpasoluissa, joista kaytdssa oli villityyppi (WT) seka
Jagged1-hiljennetty (Jag1KO) solulinja. Soluihin aiheutettiin replikaatiostressia
hydroksiureakasittelylla, ja sen vaikutusta soluihin seurattiin hyodyntamalla
Western blot -menetelmda sekda immunofluoresenssivarjaysta. Lisaksi
tutkimuksessa selvitettiin, onko Jagged1:n puuttumisella vaikutus mitoosiin.
Osana projektia oli myds immunosaostuksen avulla varmistaa mitoottisista
ihmisen alkion munuaissoluista (engl. human embryonic kidney cells, HEK;
soluissa Jagged1 yli-ilmennetty) massaspektrometrialla saatu tulos Jagged1:n
proteiini—proteiinivuorovaikutuksesta p53:n kanssa

Jag1KO-soluissa havaittiin alentunut replikaatiostressivaste. Jag1KO-soluissa
havaittiin enemman katkoksia DNA:n kaksoissaikeessa verrattaessa WT-soluihin
eli Jagged1:n puuttuminen aiheutti soluihin DNA-vaurioita. Proliferaatiokokeessa
nahtiin myos, ettd Jag1KO-solut jakautuivat hitaammin kuin WT-solut. Taman
lisdksi Jag1KO-soluissa mitoosi oli hitaampaa. Massaspektrometriasta saatu
tulos Jagged1:n ja p53:n valisestda vuorovaikutuksesta mitoottisissa HEK-
soluissa saatiin varmennettua.

Avainsanat: Jagged1, DNA:n eheys, DNA-vaurio, Mitoosi
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Ataksia-telangiektasia mutatoitunut, engl. ataxia-telangiectasia
mutated

Ataksia-telangiektasia ja Rad3:n liittyva, engl. ataxia-telangiectasia
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1. Johdanto

2. Rintasyopa

Rintasyopa on nykyaan maailmanlaajuisesti yleisin syopa sen jalkeen, kun
naisten rintasyopa ohitti keuhkosyovan ilmaantuvuudessa ensimmaista kertaa
vuoden 2020 tilastoissa tarkasteltaessa molempia sukupuolia. Vuonna 2020
rintasyopaan sairastuneita arvioitiin olevan noin 2,3 miljoonaa uutta tapausta
maailmanlaajuisesti. Tama maara sairastuneita vastaa 11,7 % kaikista uusista
diagnosoiduista syOpatapauksista. Samana vuonna rintasyopaan kuolleiden
maara arvioitiin olevan noin 685 000 ihmista, mika teki siitd viidenneksi
tappavimman syoévan. (Sung ja muut 2021.) RintasyOpadiagnoosien maaran
nousuun on vaikuttanut maailmanlaajuisesti yleistynyt mammografiaseulonta
seka vaeston vanheneminen (Hong ja Xu 2022). Rintasydvan tiedetaan myds
olevan perinndllinen sairaus, mutta perinndlliset rintasyovat kattavat kuitenkin
vain noin 5-10 % kaikista rintasydpatapauksista (Yamauchi ja Takei 2018).
Erityisesti lansimaissa rintasydpakuolleisuus on kuitenkin viime vuosina laskenut
uusien tehokkaampien hoitomuotojen sekd varhaisessa vaiheessa tehtyjen
diagnoosien ansiosta. Varhaisessa vaiheessa diagnosoitu rintasydpa onkin usein

taysin hoidettavissa (Hong ja Xu 2022).

Rintasyopa ei ole yksi ja sama sairaus kaikilla, vaan eri rintasyovat eroavat
toisistaan merkittavasti niin  molekulaarisesti, histologisesti kuin myos
selviamisennusteen osalta. Nain ollen rintasyovan hoidossa kaytetaan monia eri
hoitomuotoja leikkaus- ja sadehoidoista aina vasta-aineita ja erilaisia
inhibiittoreita hyoddyntaviin kohdennettuihin hoitoihin. Yksildidyt hoitomuodot
ovatkin paljon kaytettyja rintasyovassa ja tarkeimpina tekijéina hoidon
suunnittelussa pidetaan kasvaimen kokoa, sen laatua ja sita, onko syopa jo

levinnyt imusolmukkeisiin. (Barzaman ja muut 2020.)

Rintasy6pa voidaan my0s jakaa alatyyppeihin useilla eri menetelmilla. Yksi hyvin
yleisesti kaytetty tapa luokitella on jakaa rintasyovat kolmeen eri alatyyppiin
immunohistokemistisin perustein. Ensimmainen tyyppi on rintasyopa, joka
iimentdaa hormonireseptoria estrogeenille (engl. estrogen receptor, ER") tai
progesteronille (engl. progesterone receptor, PR*). Toinen tyyppi on rintasyopa,

joka ilmentaa ihmisen epidermaalista kasvutekijareseptoria 2 (engl. human
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epidermal growth factor receptor 2, HERZ2"). Kolmas rintasyopatyyppi on
kolmoisnegatiivinen rintasyopa, joka ei ilmenna mitaan edella mainituista
reseptoreista, eli se on ER", PR ja HER2". (Barzaman ja muut 2020.) On myds
arveltu, ettd kasvain saattaa usein olla muodostunut useasta eri alatyyppia
ominaisuuksiltaan edustavasta solutyypista. Rintasyopakasvaimet ovat usein
heterogeenisia ja syovan kantasolut on yhdistetty vahvasti rintasyopaan, mika
voisi mahdollistaa sen, etta kasvaimen sisalla on naistd kantasoluista
erilaistuneita toisistaan eroavia soluja, jotka yhdessd muodostavat kasvaimen.
(Yeo ja Guan 2017.) Taman takia pelkastaan tama tapa luokitella eri alatyyppeja

ei valttamatta anna parasta tietoa kasvaimesta.

Yksi erityisesti tutkimuksen yhteydessa kaytetty luokittelutapa on PAMS50, joka
tunnistaa molekulaariset erot perustuen 50 eri geenin ilmentymiseen. 50 geenin
todettiin olevan minimimaara molekyylityypin luotettavaan tunnistamiseen.
Parhaan tarkkuuden molekyylityypin tunnistamiseen antavat geenit (n. 93 %)

valittiin lopulta yli 1900 tutkitun geenin joukosta. (Parker ja muut 2009.)

2.1 Kolmoisnegatiivinen rintasyopa

Muihin  alatyyppeihin  verrattaessa kolmoisnegatiivinen rintasyopa on
aggressiivisempi ja sen ennuste on huonompi ja kuolleisuus korkeampaa. Lisaksi
kolmoisnegatiivinen rintasyopa tekee herkasti kaukaisia etapesakkeita, melkein
puolissa kaikista tautitapauksista. Etapesakkeet ilmaantuvat usein aivoihin ja
sisdelimiin jo suhteellisen varhaisessa vaiheessa (Dent ja muut 2007.) Lisaksi
kolmoisnegatiiviseen rintasyopaan sairastutaan keskimaaraista nuorempana
kuin muihin rintasyévan alatyyppeihin, usein alle 40-vuotiaana (Morris ja muut
2007).

Kolmoisnegatiivisen rintasyovan erityinen molekulaarinen tyyppi on johtanut
siihen, ettda sen hoitoon ei ole kohdennettuja toimivia hormonaalisia tai
molekulaarisia hoitokeinoja. Taman takia kaytetyin hoito kolmoisnegatiiviseen
rintasydpaan on edelleen kemoterapia, mutta senkin teho on heikko (Chaudhary
ja muut 2018). Lisaksi erityisesti uusiutuvaan kolmoisnegatiiviseen rintasydpaan
ei ole standardoitua kemoterapiaa tai muutakaan hoitosuunnitelmaa, ja

hoitovaste uusineelle kolmoisnegatiiviselle rintasydvalle on yleensa lyhyt ja
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lopulta syopa usein kasvaa ja levidd nopeasti (Won ja Spruck 2020).
Kolmoisnegatiivinen rintasyopa voidaan jakaa molekulaarisesti edelleen kuuteen
eri kategoriaan; tyvisolunkaltainen1, tyvisolunkaltainen2, immunomodulatorinen,
mesenkymaalinen, mesenkymaalinen kantasolun kaltainen, seka luminaalinen

androgeenireseptori (Lehmann ja muut 2011).

Uusille tehokkaille hoidoille olisi tarvetta kolmoisnegatiivisen rintasyovan
hoitamiseksi. Tamanhetkiset kohdennetummat hoidot ovat tarkoitettu vain tietyille
kolmoisnegatiivisen rintasydvan alatyypeille ja niistakin potilaista vain pieni osa
on hyotynyt hoidoista ja naillakin usein kehittynyt resistenssi hoidoille, mika

lopulta on johtanut sydvan uusiutumiseen tai leviamiseen (Won ja Spruck 2020).

2.2 Syovan kantasolut rintasyovassa

Sydvan kantasolut ovat pieni ryhma soluja kasvaimessa, jotka hallitsevat syovalle
keskeisia tekijoita kasvaimessa, kuten kasvua, leviamista ja hoitojen
vastustamista. Sydvan kantasolujen alkuperastd on esitetty kaksi toisistaan
hieman eroavaa mallia, jotka selittavat kantasolujen synnyn lisaksi perusteet
kasvainten heterogeenisyydelle. (Butti ja muut 2019.) Kloonievoluutiomallin
(engl. clonal evolution) mukaan kasvaimen heterogeenisyys perustuu
perakkaisiin erilaisiin mutaatioihin, joiden seurauksena syntyy joukko erilaisia
soluja. Taman mallin mukaan naiden mutaatioiden seurauksena erilaistunut solu
voi muuttua syovan kantasoluksi. (Lindeman ja Visvader 2010.) Toinen malli on
niin kutsuttu hierarkiamalli (engl. hierarchical model). Tassa mallissa sydvan
kantasolut ovat pieni alapopulaatio soluja, joilla on kyky uusiutua ja erilaistua
useiksi erilaisiksi solutyypeiksi ja nain saada aikaan heterogeenisyys
kasvaimessa. Tassa mallissa hierarkiassa korkeimmalla olevat solut ovat
alkujaan normaaleja kantasoluja, jotka mutaation seurauksena ovat muuttuneet

syovan kantasoluiksi. (Kreso ja Dick 2014.)

RintasyOpakasvain oli ensimmainen kiinted kasvain, josta Idydettiin
syovankantasoluja immuunipuutteisen hiiren rintasyopakasvaimesta (Al-Hajj ja
muut 2003). Rintasydvan kantasolut voidaan tunnistaa siita, ettd ne ilmentavat
tiettyja merkkiaineita solukalvolla, kuten esimerkiksi CD44, mutta myds siita, etta

niiltd puuttuu tiettyja merkkiaineita, kuten esimerkiksi CD24 (Barzaman ja muut
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2020.) RintasyOvassa erityisen haitalliseksi syovan kantasolutyypiksi on havaittu
solut, jotka ovat juuri CD44" ja CD24- -tyyppisia. Soluja, joilla on kyseinen
fenotyyppi, pidetdan sydpaa voimakkaasti edistdvind niiden solujen
elinvoimaisuutta lisdavien ominaisuuksien vuoksi. (Chekhun ja muut 2015.) Seka
CD44 etta CD24 ovat solukalvolla esiintyvia glykoproteiineja, jotka molemmat on
litetty syovan kehitykseen (Altevogt ja muut 2021; C. Chen ja muut 2018).
Molempia kaytetadn myos merkkiaineina rintasyovan kantasolujen
tunnistamiseen. Syodvan kantasoluihin kohdennettuja hoitoja pidetaan
potentiaalisena hoitomuotona erityisesti kolmoisnegatiiviseen rintasyopaan ja
yksi vaihtoehto voisi olla esimerkiksi estda CD44:n sitoutumista (O’Conor ja muut
2018.)

3. Genomin epavakaus rintasyovassa

Genomin epavakaus on yksi syovan tunnusmerkeistd. Tama epastabiilius
helpottaa syovan etenemista, koska kiinteista kasvaimista [0ytyy viidesta
kymmeneen olennaista mutaatiota, jotka tekevat kasvaimesta pahanlaatuisen ja
genomin epavakaus lisaa mutaatioiden syntymista. (Hanahan ja Weinberg 2000.)
Sydvan kehityksen kannalta genomin epavakaus nayttaisi olevan jopa todella
merkittava tekija, silla normaali mutaationopeus ei riita mahdollistamaan sydvan
etenemiselle valttamattomien mutaatioiden kertymistd (Ingvarsson 2006).
Genominen epastabiilius pitaa sisallaan niin pienet rakenteelliset muutokset,
kuten yhden emasparin mutaatiot, kuin myds isommat muutokset, kuten
kromosomifragmenttien tai kokonaisten kromosomien havidmisen tai

lisdantymisen (Duijf ja muut 2019).

Kasvainten = yhteydessa genomin  epastabiilius  voidaan luokitella
kromosomaaliseksi epastabiiliudeksi (engl. chromosomal instability, CIN) tai
mikrosatelliittiepastabiiliudeksi (engl. microsatellite instability, MIN). Naista
kahdesta MIN on huomattavasti harvinaisempaa ja johtuu paasiassa mutaatiosta
ituradan geeneissa, jotka vastaavat yhteensopimattomien nukleotidien
korjaukseen (engl. mismatch repair) vaadittavien tekijéiden ilmentymisesta. MIN
voi johtua myOs somaattisesta mutaatiosta tai epigeneettisista mekanismeista.

CIN on erityisesti rintasydovassa huomattavasti yleisempi epastabiiliuden muoto
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kuin MIN, ja sen on osoitettu ilmentyvan jopa 70 % rintasyopakasvaimista.

(Ingvarsson 2006.)

CIN voidaan jakaa viela tarkemmin numeeriseksi (nCIN) tai rakenteelliseksi
(sCIN), ja molemmat ilmenevat usein rintasydvan yhteydessa. Numeerisessa
muutoksessa ilmenee epanormaali kromosomien maara ja rakenteellisessa
muutoksia on kromosomien fragmenttien paikoissa tai niiden maarassa.
(Ingvarsson 2006.) Aneuploidia eli yhden kromosomin poikkeava lukumaara
|dydetaan rintasydévan yhteydessa usein (Duijf ja muut 2019). Taman lisaksi
rintasydvissa genomit ovat usein tetraploidisia tai lahes triploidisia (Laughney ja
muut 2015).

Myos epigeneettisilla mekanismeilla uskotaan olevan vaikutus genomin
stabiiliuteen. Chen ja muut osoittivat hiirimallissa jo vuonna 1998, etta
metylaatioiden  vahentyminen lisasi genomin  epastabiiliutta  DNA-
metyylitransferaasin suhteen poistogeenisissa hiirissa (R. Z. Chen ja muut 1998).
Rintasyoville on myos ollut tyypillista, etta eri alatyypeilla on omat, jopa tyypille
spesifiset mallit niin yksittdisten geenien mutaatiossa kuin myds isommissa
muutoksissa genomissa. Taman takia onkin esitetty, ettd nama genomisen
epastabiiliuden mallit voisi olla hyva ottaa huomioon rintasyopadiagnoosien

tekemisen yhteydessa. (Kalimutho ja muut 2019.)

3.1 Geneettiset poikkeavuudet, jotka edistavat genomin epavakautta
rintasyovassa

Rintasyopien yhteydessa tunnistetaan usein mutaatioita geeneissa, joiden
tehtavana on yllapitdéd DNA:n eheytta tai osallistua DNA:n korjausmekanismin
toimintaan (Duijf ja muut 2019). Tunnetuimmat rintasyépaan yhdistetyt
geenimutaatiot ovat BRCA1:n ja BRCA2:n mutaatiot seka tuumorisuppressori
p53:n mutaatiot (Yamauchi ja Takei 2018). BRCA1:n ja BRCA2:n tiedetdan
olevan perinndllisten rintasydpien yleisimpia aiheuttajia (Shiovitz ja Korde 2015).
Naita geeneja yhdistda niiden monitoiminnallisuus soluissa ja rooli genomin
vakauden suojaamisessa. BRCA1 ja BRCA2 ovat valttamattomia

kromosomirakenteen sailyttamisessa (Ingvarsson 2006).



3.1.1 p53

Genomin suojelijanakin tunnettu p53 on transkriptiotekija, jonka keskeinen
tehtdva soluissa on genomin eheyden yllapito DNA-vaurioiden korjaamisen
kautta. p53 tunnetaan myos erityisesti sen roolista tuumorisuppressorina. Naiden
lisaksi p53 osallistuu moniin eri prosesseihin soluissa kuten solusyklin
pysayttamiseen ja apoptoosiin (Vousden ja Prives 2009). p53 on
transkriptiotekijana keskeinen ja p53 aktivoi alavirtaan lukuisia eri
signalointireittien tekijoita, kuten esimerkiksi solusyklin pysaytyksen yhteydessa
p21:n sekd CDK2:n. p53:n aktivaatio taas tapahtuu useiden eri stressisignaalien
toimesta. (Levine 2020.)

Mutaatio TP53-geenissa on yleisin mutaatio syovissa (Stephens ja muut 2012) ja
my0s rintasyovan yhteydessa TP53 on useimmin mutatoitunut geeni (Duffy ja
muut 2018). Mutaatio on yleisimmin pistemutaatio eli yhden nukleotidin
muuttuminen toiseksi tai sen katoaminen (Silwal-Pandit ja muut 2014). Myds
p53:n mutaatiosta seuraavaa rintasyopaa pidetaan joissakin tapauksissa
perinndllisenda (Shiovitz ja Korde 2015), kuten esimerkiksi Li-Fraumenin
syndroomassa, jossa TP53-mutaatio periytyy dominantisti ituradassa ja aiheuttaa
syndroomaa sairastaville yksilGille useita syopia heidan elinaikanaan (Kratz ja
muut 2017). lturadan mutaatiot p53:ssa ovat kuitenkin harvinaisia ja somaattiset
mutaatiot taas hyvin yleisia (Ingvarsson 2006). Mutatoituneen p53:n on huomattu
olevan yleinen erityisesti kolmoisnegatiivisessa rintasyovassa; jopa 80 %:ssa
tapauksista on I0ydetty mutatoitunut TP53-geeni (Duffy ja muut 2018).
Mutaatioiden yleisyyden takia p53:a kaytetdaan biomarkkerina syovan

ennusteessa ja sita tutkitaan paljon myos mahdollisena kohteena syopahoidoille.

4. Notch

Notch-geeni I6ydettiin jo yli sata vuotta sitten, kun tietyn Drosophila melanogaster
-kannan siipien paissa ilmentyi pienia lovia (engl. notch), joiden mukaan geeni
sai nimensa (Morgan 1917). Notch on evolutiivisesti varhain konservoitunut ja
pleiotrooppinen geeni eli se vaikuttaa useisiin eri ominaisuuksiin yksilossa. Notch

on erityisen tarkea osa yksilonkehityksen ja solujen erilaistumisen kannalta.
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Notchin rooli ja vaikutus vaihtelee eri kudostyypeissa ja jopa samassa
kudostyypissa sen kehityksen eri vaiheissa. (Siebel ja Lendahl 2017.)

Nisakkailla on yhteensa nelja eri Notch-reseptoria (Notch1-4) ja yhteensa viisi eri
ligandia (Jagged1-2 ja Delta-like1, -3 ja -4). Notch-reseptorit ovat solukalvon
kerran lapaisevia heterodimeereja ja niiden rakenne voidaan jakaa kolmeen
osaan; solukalvon ulkopuolinen osuus (engl. Notch extracellular domain, NECD),
solukalvon lapaiseva osuus seka solukalvon sisapuoleinen domeeni (engl. Notch
intracellular domain, NICD) (Nowell ja Radtke 2017). Notch-reseptorit tuotetaan
solulimakalvostossa, josta reseptori siirtyy Golgin laitteeseen, jossa se kay lapi
ensimmaisen proteolyyttisen pilkkoutumisen, jonka jalkeen reseptori kuljetetaan
solukalvolle (Siebel ja Lendahl 2017).

Notch ja erityisesti sen epanormaali toiminta on yhdistetty moniin sairauksiin ja
erilaisiin geneettisiin hairidihin, mutta erityisesti eri syopiin. Sydvan yhteydessa
Notchin tiedetdan voivan toimia joko onkogeenina eli syopaa edistavana tekijana
tai tuumorisuppressorina eli sydvan kehitysta estavana tekijana eri
syopatyypeissa. (Nowell ja Radtke 2017.) Esimerkiksi rintasyovan yhteydessa
Notch1:n on havaittu olevan onkogeeninen tekija (Rizzo ja muut 2008), mutta
medulloblastooma aivokasvaimen yhteydessa Notch1 toimii

tuumorisuppressorina (Fan ja muut 2004).

4.1 Notch-signalointi

Notch-signalointi on paikallista suoraa solu-soluvalitteista viestintaa ja se on
molekulaarisesti suhteellisen yksinkertainen. Viestiketjuun ei kuulu toisiolahetteja
ja entsyymeja, jotka saatelisivat viestintaa. Viestinta aktivoituu, kun reseptori ja
ligandi sitoutuvat toisiinsa. Aktivoitumista seuraa reseptorin kaksi proteolyyttista
pilkkoutumista. Ensimmainen naista kahdesta pilkkoutumisesta tapahtuu
metalloproteaasi ADAM10:n tai ADAM17:n toimesta. Taman pilkkoutumisen
seurauksena NECD irtoaa ja kulkeutuu ligandia esittelevaan soluun endosytoosin
kautta. Toinen pilkkoutuminen tapahtuu vy-sekretaasin toimesta ja sen
seurauksena NICD irtoaa ja kulkeutuu tumaan, jossa se osallistuu kompleksin,

joka aktivoi kohdegeenien transkription, muodostamiseen (kuva 1). (Bray 2006.)



Tumassa NICD sitoutuu DNA:ta sitovaan CSL-transkriptiotekijaan (engl. CBF1,
Suppressor of Hairless, Lag-1) samalla syrjayttaen siihen sitoutuneet repressorit.
Taman jalkeen NICD muodostaa kompleksin koaktivaattoreiden kanssa
tehokkaamman sitoutumiskyvyn ja kohdegeenien transkription saavuttamiseksi.
NICD:n  poissaollessa tumasta  sitoutuu repressorit kohdegeenien
promoottorialueelle kiinnittyneeseen CSL:3an nain estden sen toiminnan ja
kohdegeenien transkription. Notchin yhteydessa tunnetuimmat koaktivaattorit
ovat Mastermind-like (MAML) ja histoniasetyylitransferaasit. Kompleksi aktivoi
kohdegeenien transkription ja tunnettuja Notchin kohdegeeneja ovat esimerkiksi

Hes- ja Hey-perheiden proteiinit. (Radtke ja Raj 2003.)

Notch-signaloinnin aktiivisuutta sdadelldan muun muassa erilaisten translaation
jalkeisten modifikaatioiden avulla, esimerkiksi fosforylaatioilla. Notchin
transkriptionaalinen  aktiivisuus  esimerkiksi ~ pystytaan  pysayttamaan
fosforyloimalla sen tietty domeeni. Taman fosforylaation jalkeen ubikitiiniligaasi
FBXW?7 ubikitinoi sen, jonka jalkeen proteiini ohjautuu proteosomiin hajotukseen
(Ranganathan ja muut 2011). Normaaleissa olosuhteissa Notch-signaloinnin
voimakkuus on tarkasti saadeltya ja tarkan saatelyn uskotaan olevan mahdollista
myos siksi, etta signalointireittiin ei kuulu entsyymeja tai muita toisiolahetteja
(Aster ja muut 2017). Myds endosytoosilla on rooli signaloinnissa. NECD:n
endosytoosi ligandin mukana ligandia esittelevaan soluun saa aikaan voiman,
joka vetaa reseptoria niin, etta katkaisukohta toista proteolyyttista pilkkoutumista

varten tulee paremmin esille (Musse ja muut 2012).
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Reseptorin endosytoosi

Jagged1

Notch ADAM 10 ~— 1 y-sekretaasi
R ®

h

25 NICD

Aktivoitu Notch signalointi

Kuva 1. Notch-signalointi. Signalointi kdynnistyy, kun Notch-reseptori ja Jagged1-ligandi
sitoutuvat toisiinsa. Sitoutumista seuraa kaksi proteolyyttistd pilkkoutumista, joista
ensimmainen tapahtuu ADAM10-proteaasin toimesta ja toinen y-sekretaasin toimesta.
Néiden pilkkoutumisten jélkeen Notchin solun sisdinen domeeni (NICD) kulkeutuu
tumaan, jossa se toimii transkriptiotekijdné sitouduttuaan CSL:&én koaktivaattoreiden,
kuten mastermindin (MAM) kanssa ja lopulta kdynnistdd kohdegeenien transkription.
Kuva tehty BioRender.com avulla.

5. Jagged1

Jagged1 (Jag1) on yksi viidesta Notch-reseptoreiden ligandeista ja nain ollen
tarked osa Notch-signaloinnissa. Notch-ligandi Jagged1 l6ydettiin ja nimettiin
vuonna 1995 Lindsellin ja muiden toimesta. Ryhma onnistui kloonaamaan
tekijan, jonka tiedettiin aktivoivan Notch-reseptorin toiminnan ja tama tekija sai
nimen Jagged. (Lindsell ja muut 1995.)
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Niin kuin Notch-reseptorit, myos Jagged1-ligandi on laajasti ilmennetty
nisakkaissa jo yksilonkehityksen aikana sen eri vaiheissa ja laajasti myoOs eri
kudoksissa. |hmisilla Jagged1:n ilmentyminen kehityksen aikana vaihtelee eri
kehitysvaiheen ja eri kudosten valilla laajasti. Tarkemmin on havaittu, etta alkion
kehityksen aikana Jagged1 ilmentyy erityisesti muun muassa keuhkovaltimoissa
ja muissa suurissa valtimoissa, haimassa ja tarkeimpien keuhkoputkien haarojen
ymparilla. Aikuisilla yksilGilla Jagged1:n ilmentyminen on korkeaa muun muassa
sydamessa ja haimassa seka matalammin ilmentyneena muun muassa

keuhkoissa, maksassa ja leukosyyteissa (Grochowski ja muut 2016.)

5.1 Jagged1:n rakenne

Jagged1:n rakenne voidaan jakaa kolmeen osaan; suhteellisen pieneen solun
sisdiseen domeeniin, solukalvon sisaiseen domeeniin sekd suureen
solunulkoiseen domeeniin (kuva 2). Solunulkoinen osa voidaan jakaa edelleen
neljadn osaan, joilla kaikilla on oma tarkoituksensa ligandin toiminnassa;
signalointipeptidiin, jonka jalkeen konservoitunut DSL-domeeni, jota seuraa 16
epidermaalisen kasvutekijan kaltaista toistoa (engl. epidermal growth factor-like,
EGF-like) ja viimeisena ennen solukalvon lapaisevaa osaa Kkysteiinirikas
domeeni. (Guarnaccia ja muut 2004.) Signalointipeptidin tehtava on varmistaa
proteiinin oikea lokalisaatio solun pinnalla. DSL-domeeni tarvitaan Jagged1-
ligandin Notch-reseptoriin sitoutumiseen, EGF-toistot taas lisdavat ligandin ja
reseptorin valistd affiniteettia ja kysteiinit lisdavat proteiinin stabiiliutta.
(Grochowski ja muut 2016.) Solun sisaiseen osaan kuuluu PDZ:aan sitoutuva
motiivi (Xiu ja muut 2020).
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Kuva 2. Jagged1:n rakenne. Ligandin rakenne voidaan jakaa kolmeen osaan; solun
ulkoinen osa, solukalvon ldpéisevéd osa sekd solun sisdinen osa. Solun ulkoinen osa
pitédé siséllaéan signalointipeptidin, DSL-domeenin, EGF.n kaltaiset toistojaksot seké
kysteiinirikkaan alueen ja solun sisdéinen osa PDZ:aan sitoutuvan motiivin. Kuva
muokattu lahteesta (Xiu ja muut 2020).

5.2 Jagged1 rintasyovassa

Yleisesti Jagged1:lld on havaittu sydvan yhteydessa olevan useita erilaisia
syopaa edistavia vaikutuksia (kuva 3). Jagged1 vaikuttaa esimerkiksi
syOpasolujen kasvuun ja estaa syopasolujen apoptoosia. Lisaksi Jagged1
osallistuu syovan kantasolujen yllapitoon seka epiteeli-mesenkyymisiirtymaan
(EMT). Sydévan mikroymparistossa Jagged1 edistdd angiogeneesia. Jagged1 on
yhdistetty eri sydvissa myos etapesakkeiden muodostamiseen seka
hoitoresistenssin muodostumiseen. (Li ja muut 2014.) Jagged1:n on myds
osoitettu olevan merkittava tekija rintasyovan etapesakkeiden muodostumisessa
luustoon aktivoimalla Notch-signaloinnin luusoluissa. Jagged1 aktivoi suoraan
osteoklastien erilaistumista ja kasvaimen kasvua stimuloimalla interleukiini 6:n
vapautumista osteoblasteista. Molemmat etapesakkeiden muodostamiseen
vaikuttavat tekijat aiheuttivat enemman muutoksia muodostuvan kasvaimen
mikroymparistdon ja mikroympariston kautta kasvaimen muodostumiseen tai

kasvuun. (Sethi ja muut 2011.)
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Kuva 3. Jagged1:n vaikutus sybvéssé. Jagged1 vaikuttaa sybpéé edistévasti niin
kasvaimeen kuin myds kasvaimen mikroympéristéén. Kasvaimessa Jagged1 lisééa
solujen kasvua ja estdéa apoptoosia seka yllapitda sybvén kantasoluja ja vaikuttaa EMT-
siirtyméén. Kasvaimen mikroympéristéssé Jagged1 edistdd muun muassa kasvaimen
verisuonten kehitystd. Muokattu l&hteesté (Li ja muut 2014).

Yli-ilmentynyt Jag1 on yhdistetty erityisesti huonon ennusteen rintasyopiin.
Korkea Jag1 mRNA:n maara on yhteydessa moniin ennustetta huonontaviin
merkkeihin. Potilaiden, joilla oli korkea Jag1:n mRNA-maara, kasvaimet olivat
suurempia ja useammin ER-ja PR-negatiivisia, mutta yhteyttda HER2-statukseen
ei nahty. Samassa tutkimuksessa osoitettiin myods, etta potilaat, joilla oli korkea
Jag1:n mRNA:n maara olivat positiivisia myds p53:n mutaation osalta. (Reedijk
ja muut 2008.) Korkean Jagged1:n seka Notch1:n ilmentyminen on myos

yhdistetty ladkeresistenssin muodostumiseen (Bhola ja muut 2016).

Jag1:n vaikutus eroaa eri rintasyovan alatyyppien valilla, mika osoittaa jalleen
Notch-signaloinnin toiminnan moninaisuuden. Jag1:n tarkkaa roolia sydvassa ja
kehityksessa ei ole viela systemaattisesti saatu selville (Xiu ja muut 2020). Koska
Jag1:n vaikutus vaihtelee eri rintasyovan alatyyppien valilla, tarvitaan tarkempia

tutkimuksia vaikuttavan mekanismin tai mekanismien tunnistamiseksi.
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5.2.1 Jagged1 ja kolmoisnegatiivinen rintasyopa

Korkea Jag1:n ilmentyminen on liitetty yleisesti huonoon syovasta selviytymiseen
(Dickson ja muut 2007) ja Jag1:n yli-ilmentymisen on havaittu olevan suurinta
kolmoisnegatiivisessa rintasydvassa verrattaessa ER* tai PR* rintasyopiin (Xiu ja
muut 2020). On havaittu, ettd kolmoisnegatiivisen rintasydvan yhteydessa
Jagged1-valitteisen Notch1-aktivaation seurauksena NFKB-signalointi aktivoituu
seka mitokondrioaineenvaihdunta kaynnistyy, mika saa aikaan
eloonjaamisgeenien transkription aktivoitumisen soluissa (Hossain ja muut
2018). Koska Jagged1:n ennustetta huonontava vaikutus on vyhdistetty
rintasyopaan seka syodvan kantasoluihin pidetaan sita potentiaalisena kohteena

tulevaisuuden kolmoisnegatiivisen rintasyovan tehokkaampaan hoitoon.

5.3 Jagged1 rintasyovan hoidossa

Notch-signalointia ja sen eri tekijoita on pidetty potentiaalisina kohteina
esimerkiksi rintasyovan hoidossa siita asti, kun eri osien merkitys syodvan
yhteydessa on ilmennyt. Tahan mennessa on kokeiltu jo useampia eri tapoja
vaikuttaa Notch-signalointiin sydvan yhteydessa. Kaksi eniten kaytettya tapaa on
ollut y-sekretaasin toimintaan vaikuttaminen seka monoklonaaliset vasta-aineet
(Takebe ja muut 2014).

Muiden Notch-signaloinnin tekijoiden ohessa myos Jagged1:n toimintaan
kohdennettuja menetelmia on kehitetty. Jagged1:n toimintaa on myos hiljennetty
y-sekretaasi-inhibiittoreilla onnistuneesti esimerkiksi estamalla etapesakkeiden
muodostumista luuhun (Sethi ja muut 2011). y-sekretaasi-inhibiittorien kayttéon
liittyy kuitenkin isoja ongelmia, kuten toksisuutta erityisesti suolistossa, kun
Notch-signalointi ei toimi normaalisti (Takebe ja muut 2014). Tasta johtuen on
pyritty kehittamaan tarkempia tapoja kohdentaa vaikutus vain Jaggedi:n
toimintaan, kuten esimerkiksi hiljentamalla Jagged1-geenin toimintaa esimerkiksi
siRNA:n avulla (Xiu ja muut 2020). Geenin hiljentamisen lisaksi yksi
potentiaalisena pidetty tapa kohdentaa Jagged1:ta on terapeuttiset Jagged1-
vasta-aineet. Tallaisella vasta-aineella on pystytty osoittamaan
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kolmoisnegatiivista rintasyopaa hoitava vaikutus niin in vitro kuin myos in vivo

erilaisia malleja kayttamalla (Masiero ja muut 2019).

6. DNA-vauriot

Elaman jatkumisen kannalta DNA:n yllapitaminen eheana on valttamatonta.
Samaan aikaan muutokset DNA:ssa ovat evoluution ja lajien kehityksen kannalta
valttamattomia, mutta muutokset myos saattavat edistaa haitallisia asioita, kuten
syOpaa tai muita sairauksia ja ikaantymista. Vauriot DNA:ssa voivat tapahtua
sisasyntyisesti soluissa tai solun ulkoisten tekijoiden toimesta. Ulkoisia tekijoita
ovat esimerkiksi sateily ja perimamyrkylliset yhdisteet ja solun sisaisia tekijoita

ovat esimerkiksi reaktiiviset happiyhdisteet. (Chatterjee ja Walker 2017.)

6.1 Replikaatiostressi

Yksi DNA-vauriota aiheuttava tekija on replikaatiostressi. Replikaatiostressi
iimenee ensin replikaation selkealla hidastumisella, joka voi lopulta johtaa koko
replikaatiohaarukan romahtamiseen, jota seuraa DNA:n kaksoisjuosteen vaurio.
Solusyklin S-vaiheen tarkastuspisteet ovat kehittyneet vastaamaan DNA:n
replikaatiossa mahdollisesti iimeneviin ongelmiin ja nain estamaan genomisen
epavakauden muodostumista (Gaillard ja muut 2015.) Replikaatiostressiin on
useita syita, esimerkiksi DNA-polymeraasin toiminnan estyminen, tai DNA:n
kaksoisjuosteen avautuminen estetdan topoisomeraaseja inhiboimalla tai
deoksinukleosiditrifosfaattien (dNTP) maaran vahentyminen, jolloin DNA-

synteesi ei etene (Kitao ja muut 2018).

Replikaatiostressia soluille aiheuttaa ultraviolettisateilyn lisdksi erilaiset
kemialliset yhdisteet, kuten esimerkiksi hydroksiurea (HU). Teknisesti HU on
replikaatiota inhiboiva tekija ja sita on tieteellisessa tutkimuksessa hyddynnetty
DNA-vaurioiden  tutkimisen lisaksi myds muun muassa solusyklin
synkronisoinnissa seka reaktiivisten happiyhdisteiden muodostamisessa
(Musiatek ja Rybaczek 2021). HU aiheuttaa replikaatiostressia estamalla
ribonukleotidireduktaasin aktiivisuutta, minka seurauksena dNTP:ta ei muodostu
ja replikaation eteneminen ei onnistu (Kitao ja muut 2018).
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7. DNA-vauriovaste

DNA-vauriovasteen (engl. DNA damage response, DDR) oikeanlainen toiminta
on valttamatontd ja kokonaisuutena DDR muodostuu monimutkaisesta
signalointiverkostosta, joka yllapitda DNA:n eheytta ja vakautta. Solut reagoivat
DNA-vaurioihin aktivoimalla suuren ja monimutkaisen joukon signaaleja, jotka
pitavat sisalladan muun muassa solusyklin tarkastuspisteiden aktivaation ja
solusyklin pysaytyksen, transkription tai sen jalkeisten tekijoiden repression tai
aktivaation seka tietyissa olosuhteissa ohjelmoidun solukuoleman eli apoptoosin

kaynnistymisen (Duijf ja muut 2019).

DDR-vaste kulkeutuu vaurion tunnistavilta tekijoilta viestin valittajien kautta
varsinaisen vasteen aikaan saaville efektoreille (kuva 4) (Chatterjee ja Walker
2017). Kaksi DDR:n kannalta tarkeinta tekijaa ovat ATM (ataksia-telangiektasia
mutatoitunut, engl. ataxia-telangiectasia mutated) sekd ATR (ataksia-
telangiektasia ja Rad3:n liittyva, engl. ataxia-telangiectasia and Rad3-related).
ATM ja ATR molemmat kuuluvat fosfatidylinositoli-3-kinaasiin liittyvaan
kinaasiryhmaan (Matsuoka ja muut 2007.) DDR:ssa ATM reagoi paasaantoisesti
DNA:n kaksoisjuostevaurioon ja ATR taas yhden DNA-juosteen vaurioon

(Carusillo ja Mussolino 2020).

ATR:n valittama DNA-vauriovaste aktivoituu, kun ilmenee yhden juosteen DNA-
vaurio, esimerkiksi replikaatiostressin  yhteydessa replikaatiohaarukan
pysahtyessa (Nam ja Cortez 2011). Replikaatioproteiini A (RPA) sitoutuu
muodostuneeseen vapaaseen yksijuosteiseen DNA-patkaan (Vassin ja muut
2009). Sen jalkeen, kun RPA-proteiinit ovat paallystaneet paljastuneen
yksijuosteisen DNA:n pystyy ATR-interaktioproteiini (ATRIP) sitoutumaan niihin
ja aktivoimaan paikalle ATR:n, jolloin ATR-ATRIP-kompleksi muodostuu (Nam ja
Cortez 2011). ATR:n aktivoimiseksi vauriopaikalle tarvitaan viela DNA
topoisomeraasi 2:n sitova proteiini, jonka jalkeen ATR aktivoituu ja kadynnistaa
vauriovasteen fosforyloimalla muun muassa RPA:n ja tarkastuspistekinaasi 1:n
(CHK1) (Kumagai ja muut 2006). CHK1:n toiminnan saatelyn kautta ATR:lIa on
keskeinen rooli genomin eheyden suojaamisessa, silla solusyklin pysaytys G2/M-
rajalle kaynnistyy silloin, kun CHK1 aktivoituu ja fosforyloimalla estaa esimerkiksi

solun jakautumiseen vaadittavien sykliinien toimintaa (Saldivar ja muut 2017).
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DNA:n kaksoisjuosteen vaurion yhteydessa ATM:n aktivoituminen vaatii seka
autofosforylaation ettda MRE11-RAD50-NBS1-kompleksin (MRN) aktivoitumisen.
Silloin kun DNA-vaurioita ei ole lasna solussa ATM esiintyy dimeerind tai
multimeerind ja autofosforylaatiot tarvitaan taman di- tai multimeerirakenteen
purkamiseen ja ATM:n vapauttamiseen kompleksista. MRN-kompleksi taas
sitoutuu DNA:n kaksoisjuosteen katkoskohtaan ja saa ATM:n sitoutumaan
kompleksin NBS1:n C-terminaaliseen paahan. (Dupré ja muut 2006.)
Sitoutuminen lisdd ATM:n kinaasiaktiivisuutta, minka jalkeen se kykenee
fosforyloimaan substraatteja, kuten esimerkiksi H2AX-histonin (Burma ja muut
2001). Fosforyloitu histoni H2AX tunnetaan myds nimella yH2AX ja se on myds
tunnettu biomarkkeri DNA:n kaksoisjuosteen vauriolle (Kuo ja Yang 2008).
yH2AX-variantit levidvat DNA-vaurioalueelle ja luovat alustan, johon DDR:n muut
komponentit pystyvat sitoutumaan ja kaynnistamaan DNA:n korjauksen (Stucki
ja muut 2005).

Muutokset seka ATR:n etta ATM:n toiminnassa on yhdistetty syopaa edistaviksi
tekijoiksi. DNA-vauriovasteen kompleksisuutta lisaa se, ettd nama kaksi reittia
risteytyvat monessa kohdassa myohemmissa signaloinnin vaiheissa ja pystyvat
vaikuttamaan my0s toistensa aktivaatioon (Jazayeri ja muut 2006). Molemmat

reitit esimerkiksi aktivoivat p53:n toiminnan (Hafner ja muut 2019).
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Kuva 4. DNA-vauriovaste. Yksinkertaistettu kuva DNA-vauriovasteen toiminnasta
kaksoisjuosteen vauriossa ATM:n kautta seké yhden juosteen vauriossa ATR:n kaultta.
Viesti kulkee sensoreilta tunnistajille ja tunnistajilta vélittdjien kautta efektoreille, jotka
saavat aikaan lopullisen vasteen. ATM aktivoi CHK2:n ja ATR-ATRIP-kompleksi aktivoi
CHK1:n. Sekd CHKZ2 ettéd CHK1 pystyvét aktivoimaan p53:n, jonka aktivoiminen voi
Johtaa useisiin solun eri kohtaloihin, kuten DNA:n korjaukseen tai solukuolemaan. Kuva
tehty BioRender.com avulla.

7.1 DNA-vauriovaste mitoosin aikana

Mitoosi on soluissa tarkasti saadelty prosessi ja lahtokohtaisesti solut, joissa
havaitaan vaurioita DNA:ssa eivat etene mitoosiin. Joskus kuitenkin saattaa solu
siirtya mitoosiin myds DNA-vaurion jalkeen esimerkiksi tarkastuspisteessa
tapahtuneen virheen vuoksi tai DNA-vaurio voi tapahtua mitoosin aikana (Heijink
ja muut 2013). Mitoosin aikainen DDR eroaa muista solusyklin vaiheista ja
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yleisesti on ajateltu, ettd sen toiminta on hiljennetty ja uudelleen ohjelmoitu
merkitsemaan vauriot myéhempaa, yleensa solusyklin G1-vaiheessa tapahtuvaa
korjausta varten (Giunta ja muut 2010). Vaikka suurin osa DNA:n korjaukseen
liittyvistd mekanismeista on hiljennettyind mitoosin aikana, on havaittu myos
vahaista DNA:n korjaamista mitoosin aikana. Kun mitoottisiin soluihin aiheutettiin
DNA:n kaksoisjuosteen vaurioita, pieni osa niista korjattiin jo mitoosin aikana.
Tassakin tapauksessa kuitenkin suurin osa vaurioista korjattiin myohemmin solun

ollessa taas G1-vaiheessa syklia. (Terasawa ja muut 2014.)

My6éhemmin on kuitenkin saatu nayttba myos mitoosin aikaisesta DNA-
vaurioiden tarkastuspisteesta. Esimerkiksi hiivoilla tehdyissa kokeissa on
osoitettu, ettd on myds anafaasin aikainen DNA-vaurio tarkastuspiste (Yang ja
muut 1997). Hiivoilla tehdyissa kokeissa on myds mydhemmin osoitettu, etta
DNA-vaurion yhteydessa tumasukkulan muodostumisen tarkastuspisteen (engl.
spindle assembly checkpoint, SAC) aktivointi tapahtuu ATR:n ja ATM:n kautta (E.
M. Kim ja Burke 2008). Hiivan ja ihmisen mitoosin valilla on kuitenkin suuria eroja
ja siksi ei voida suoraan sanoa, ettd toiminta olisi taysin samanlaista myds
esimerkiksi ihmisen soluissa. On kuitenkin nayttéa myoés ihmisen soluilla siita,
ettd ainakin ATM kontrolloisi myés SAC:n aktivaatiota (Eliezer ja muut 2014).
Suurin osa tutkimuksista liittyen DNA-vauriovasteen toimintaan mitoosin aikana
on keskittynyt kahden DNA-juosteen vaurioon eli 1ahinna ATM:n kautta
kaynnistyvaan vasteeseen. Kuitenkin on myos nayttoa siita, etta
replikaatiostressi aktivoi DDR:n mitoosin aikana (Minocherhomiji ja muut 2015),

jolloin vasteen kaynnistava tekija voi olla myos ATR.

7.2 DNA-vauriovaste ja Notch

Tutkimuksissa on saatu nayttéa, ettd Notch-signaloinnilla tai sen osilla on
todennakoisesti rooli mydés DNA-vauriovasteessa. On osoitettu, ettd Notch
saatelee sekda ATM:n ettd ATR:n toimintaa soluissa, mutta vaikutukset naihin
kahteen tekijaan nayttaisi olevan painvastaisia. NICD pystyy sitoutumaan
ATM:aa saatelevaan osaan ja estamaan nain sen aktivaation. Tata tulosta tukee
myOs saatu tulos siitd, ettd NICD-proteiinitasojen ollessa matalalla ATM:n
aktiivisuus on korkeampaa kuin silloin, jos NICD:ta havaitaan soluissa paljon.
(Vermezovic ja muut 2015.) ATR:n kohdalla on havaittu, ettd Notch pystyy
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aktivoimaan sen toiminnan. Notch aktivoi ATR:n toiminnan, jonka avulla
pystytdan palauttamaan G2/M solusyklin siirtymavaiheen tarkastuspisteen

toiminta (Miao ja muut 2020).

Kuitenkin tarkkaa mekanismia, jonka kautta Notch aktivoi ATR:n toimintaa ja
inaktivoi ATM:n toimintaa ei toistaiseksi tunneta. Taman lisaksi tutkimusta Notch-
signalointiketjun muiden osien, kuten ligandien, vaikutuksesta DNA-
vauriovasteeseen ei ole juurikaan tehty. Tarkempien tutkimusten tarvetta eri
tekijoiden roolista seka DNA-vauriovasteessa etta mitoosissa lisaa viime vuosina
tehdyt havainnot siita, kuinka perinteisesti DNA-vauriovasteeseen liitetyilla
tekijoilla nayttaisi olevan rooli myds mitoosin saatelyssa (Petsalaki ja Zachos
2020). Kun tama otetaan huomioon, on tarkempi tutkimus Jaggedi:n
mahdollisesta roolista molemmissa solun elinkyvyn kannalta merkittavissa
prosesseissa kiinnostava. Koska seka DNA-vauriot etta mitoosi ovat merkittavia
prosesseja my0s syovan etenemisen kannalta, voisi tarkempi tieto Notch-
signaloinnin ja sen eri tekijoiden rooleista tulevaisuudessa auttaa kehittamaan

uusia tapoja hoitaa huonoennusteisia syopia.
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8. Tutkimuksen tavoitteet

Taman pro gradu -tutkielman tavoitteena on tutkia Jagged1:n roolia mitoosissa ja

DNA:n korjausmekanismin toiminnassa.

Ryhmassa aikaisemmin saaduissa tuloksissa on nahty, ettd Jaggedi:n
sijoittuminen  solussa muuttuu mitoosin aikana. Kun solu ei ole
jakautumisvaiheessa, voidaan Jagged1 nahda endoplasmakalvostolla
ymparoimassa tumaa seka solukalvolla. Mitoosin aikana Jagged1 nahdaan
kuitenkin tytarsolujen tumien vastakkaisissa reunoissa seka tytarsolujen
jakautumiskohdassa. Projektin tarkoituksena on tutkia Jagged1:n roolia
mitoosissa. Lisaksi osana projektia halutaan nahda millainen vaikutus Jagged1:n

hilientamiselld on solujen proliferaatioon verrattaessa villityyppisoluihin.

Osana erikoistyota on myods tarkoitus validoida aikaisemmin ryhmassa saatu
tulos liittyen Jagged1:n proteiini-proteiinivuorovaikutussuhteisiin. Jagged1:n
kanssa mitoosin aikana vuorovaikutuksessa olevat proteiinit on saatu selville
massaspektrometrian avulla ja osana tutkimusta on tarkoitus validoida Jagged1:n

ja p53:n valinen vuorovaikutus.

Toinen osuus erikoistyossa liittyy Jagged1:n rooliin DNA:n korjausmekanismin
toiminnassa ja DNA-vaurioiden maarassa. Ryhmassa aikaisemmin saatu tulos
on osoittanut, ettd Notch1-reseptorilla on rooli DNA:n korjausmekanismin
toiminnassa tai sen aktivaatiossa. Osana tutkimusta on selvittda, onko mydés
Jagged1:lla rooli DNA:n korjausmekanismin toiminnassa tai aktivaatiossa ja
iimeneekod soluissa enemman DNA-vaurioita ilman Jagged1:ta. Tavoitteena on
my0s selvittda, onko mahdollinen rooli Jagged1:sta itsestdan johtuvaa vai onko

tulos riippuvainen alentuneesta Notch1:n aktivaatiosta.
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9. Materiaalit ja menetelmat

9.1 Soluviljely

Tutkimuksessa kaytettiin MDA-MB-231 ihnmisen rintasyopasoluja, joista kaytossa
oli villityypin (WT) lisaksi Jagged1-poistogeeninen solulinja (Jag1KO). Lisaksi
kaytettiin ihmisen alkion munuaissoluja (engl. human embryonic kidney cells,
HEK), joissa Jagged1 on yli-lmennettyna. Soluja kasvatettin DMEM-mediumissa
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, high glucose, Gibco), joka sisalsi 10 %
(V/V) naudan sikidon seerumin (engl. fetal bovine serum, FBS, Serana), 2 mM L-
glutamiinin (Gibco), 50 U/ml penisilliinin ja 50 pg/ml streptomysiinin (Sigma).
Soluja kasvatettiin inkubaattorissa +37 °C:ssa ja 5 %:n hiilidioksidipitoisuudessa.
Solut irrotettiin trypsiinilla, joka sisalsi 0,25 % EDTA:n
(etyleenidiamiinitetraetikkahappo, Biowest), paitsi HEK-soluille, jotka irrotettiin
mediumilla. Pesuihin kaytettiin fosfaattipuskuroitua suolaliuosta (engl. phosphate

buffered saline, PBS, Biowest).

9.2 Proliferaatiokoe

Proliferaatiokokeessa oli tarkoitus seurata vaikuttaako Jagged1:n puuttuminen
solujen jakautumisnopeuteen. Proliferaatiokokeessa solujen tumat varjattiin ja
laskettiin neljassa eri aikapisteessa; 0 h, 24 h, 48 h ja 72 h. WT- ja Jag1KO-solut
pestin PBS:lla, irrotettiin trypsiini-EDTA:lla ja laskettin automaattisella
solulaskurilla (Bio-Rad). Molempia solutyyppeja tuli 96-kuoppalevylle kolme
rinnakkaista kuoppaa jokaiselle aikapisteelle ja jokaiseen kuoppaan 5 000 solua.
Tumien varjaykseen kaytettin Hoechst-reagenssia (Hoechst 33342,
trinydrokloridi, Invitrogen) 1:2000 laimennoksena PBS:ssa, inkuboitiin +37 °C 5
min, jonka jalkeen tumat kuvattin Zeiss AxioVert A1 -mikroskoopilla 5x-
objektiivilla kaksi kuvaa jokaisesta kaivosta. Tumat laskettiin ImageJ-ohjelman
avulla ja tilastollinen analyysi tehtin GraphPad Prism® 9 -versiolla,

kaksisuuntaisella ANOVA-testilla ja tulos oli tilastollisesti merkitseva, jos p<0,05.
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9.3 Hydroksiureakasittely

WT- ja Jag1KO-solut jaettiin 6-kuoppalevylle kolmeen kaivoon kukin solutyyppi.
Hydroksiureakasittelyssa solut kasiteltin 2 mM hydroksiurealla (HU, Sigma),
kahdessa eri kasittelyn keston aikapisteessa; 6 h seka 24 h. Kasittely lopetettiin
keraamalla solut 3x-Laemmli-puskuriin (0,1875 M Tris-HCI, pH 6.8, 104 mM
natriumdodekyylisulfaatti [Fisher Scientific], 30 % (V/V) glyseroli [Fisher
Scientific], 0,015 % (V/V) bromofenolisininen, 3 % (V/V) BR-merkaptoetanoli
[Sigma-Aldrich] ddH20O:ssa). Naytteet keitettiin 95 °C, 10 min ja sailytettiin -20 °C

Western blot -analyysiin asti.

9.4 siRNA-hiljennys

Jag1:n siRNA-hiljennysta varten MDA-MB-231 WT-solut jaettin 1/6 6-
kuoppalevylle ja annettiin kiinnittyd yon yli. Seuraavana aamuna siRNA-
transfektio tehtiin Lipofectamine® RNAiMax-reagenssilla (Invitrogen) valmistajan
ohjeiden mukaisesti niin, ettd siRNA:n kayttokonsentraatio soluilla oli 25 nM.
Mediumi vaihdettiin uuteen 4—6 tuntia transfektion jalkeen. Seuraavana paivana
aloitettin HU-kasittelyt kuten edella. Negatiivisena kontrollina kaytettiin
scrambled siRNA:ta eli siRNA:ta jonka sekvenssi on satunnainen eika kohdennut

mihinkaan soluissa.

9.5 Western blot

SDS-PAGE-ajolla (natriumdodekyylisulfaattipolyakryyliamidigeelielektroforeesi,
engl. sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis) erotettiin
proteiinit toisistaan koon mukaan. Kaytettyjen geelien akryyliamidipitoisuus oli 6—
15 % riippuen tutkittavan proteiinin koosta. Geelia ajettin 90 min 120 V.
Proteiinien koon tunnistamista varten geelille ladattin myds painostandardi
merkkiaine Precision Plus Protein Dual Color Standard (Bio-Rad).

Proteiinit markasiirrostettiin akryyliamidigeeliltd nitroselluloosamembraanille
(Amersham, Cytiva Life Sciences) 90 min 100 V jailla. Siirrostuksen jalkeen

membraania blokattiin maitoblokissa (5 % maito [Valio], 0,3 % Tween-20
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PBS:ssa) 1 h huoneenlammossa. Blokkauksen jalkeen membraani pestiin 3 x 5
min pesupuskurissa (0,3 % Tween-20 PBS:ssa). Pesujen jalkeen membraani
siirrettiin 1:1000 laimennettuun primaarivasta-aineeseen ja inkuboitiin yon yli +4
°C pyodrityksessa. Vasta-ainelaimennokset tehtiin 0,5 % BSA — PBS - 0,02 %
natriumatsidiliuokseen. Kaytetyt vasta-aineet ovat esitettyna taulukossa 1.
Taman jalkeen membraani pestiin 3 kertaa 5 min pesupuskurissa ja siirrettiin 1:10
000 maitoblokkiin laimennettuun sekundaarivasta-aineeseen ja inkuboitiin 1 h
huoneenlammodssa ravistelussa. Taman jalkeen pestin 3 kertaa 5 min
pesupuskurissa ja pesujen jalkeen membraania inkuboitiin lyhyesti tehostettu
kemiluminesenssi (engl. enhanced chemiluminescence, ECL) -reagenssissa,

(Amersham™ Cytiva) ja kuvattiin iBright CL1500 -kuvauslaitteella (Invitrogen).

Taulukko 1. Kaytetyt vasta-aineet

Primaarivasta-aine Kayttolaimennos Sekundaarivasta- Kayttélaimennos
aine
Notch1, D1E11 (3608) 1:1000 Anti-Rabbit-HRP PI- 1:10 000
Cell Signaling 1000
Technology Vector Laboratories
Jagged1, 28H8 (2620) 1:1000 Anti-Rabbit-HRP PI- 1:10 000
Cell Signaling 1000
Technology Vector Laboratories
RPA, subunit 9H8 (sc- 1:1000 Anti-mouse-HRP PI- 1:10 000
56770) 2000
Santa Cruz Vector Laboratories
HSC70/HSP73 (ADI- 1:10 000 Anti-Rat-HRP 1:10 000
SPA-815) BA-9400
Enzo Life Sciences Vector Laboratories
Cleaved Notch1 1:1000 Anti-Rabbit-HRP PI- 1:10 000
(Val1744) 1000
Cell Signaling Vector Laboratories
Technology
Phospho-Histone H3 1:1000 Anti-mouse-HRP PI- 1:10 000
(Ser10) 2000
Invitrogen Vector Laboratories
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9.6 Proteiini-proteiinivuorovaikutus

9.6.1 Solusyklin synkronisointi

Immunosaostusta varten konfluentit HEK-solumaljat jaettiin 1/7 kymmenelle
uudelle maljalle. Naiden solujen solusyklit synkronisoitiin
kaksoistymidiinikasittelylla. Ensimmainen tymidiinipysaytys aloitettiin seuraavana
paivana vaihtamalla maljoille medium, johon oli lisatty 2 mM tymidiinia ja
inkuboitiin 18 h. Taman jalkeen solusykli vapautettiin pesemalla maljat kahdesti
PBS:lla ja lisddmalla medium ilman tymidiinia. 9 h inkuboinnin jalkeen toistettiin

toinen tymidiinipysaytys kuten edella ja toinen solusyklin vapautus kuten edella.

9.6.2 Immunosaostus

Valmisteltiin 400 ul sefaroosihelmia (Protein G Sepharose 4 fast Flow beads,
Cytiva) pesemalld ne 1 ml puskurissa (1 % BSA PBS:ssa) 30 min pyorityksessa
huoneenlammdssa. Pesun jalkeen helmet sentrifugoitiin alas 12 000 x g, 30 s ja
pestin PBS:ssa ja sentrifugoitin uudelleen kuten edelld ja poistettiin
supernatantti ja lisattiin 200 pyl RIPA-puskuria (150 mM NaCl, 5 mM EDTA, pH
8.0, 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1 % NP-40, 0,5 % natriumdeoksikolaatti, 0,1 % SDS,
ultrasuodatetussa vedessa), johon oli lisattyna proteaasi- (Roche) ja fosfataasi-

inhibiittorit (Thermo Fisher), sailytettiin +4 °C kayttoon asti.

9 h toisen solusyklin vapautuksen jalkeen maljat pestiin varovasti kahdesti
PBS:lla. Solut kerattiin lyysaamalla RIPA-puskuriin inhibiittoreilla. Viitta 10 cm
maljaa kohden 1 ml puskuria jailla, siitamalla lysaatti maljalta toiselle. Annettiin
lyysautua jailla 10 min, jonka jalkeen sentrifugoitiin 14 000 x g, 10 min, +4 °C.
Esipuhdistusta varten lysaatit yhdistettiin ja lisattin 150 ul edella valmistettuja
helmia ja inkuboitiin jatkuvassa pyorityksessa 45 min, +4 °C. Inkubaation jalkeen
sentrifugoitin 1000 x g, 1 min, huoneenlammadssa, ja otettiin supernatantti
talteen. Mitattiin proteiinikonsentraatio Pierce 660 -proteiinimaarityksella
valmistajan ohjeen mukaan (Pierce 660 nm Protein Assay Reagent, Thermo
Fisher).
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Immunosaostusta varten lisattiin jokaiseen naytteeseen 3 mg proteiinia ja haluttu
maara vasta-ainetta, esitetty taulukossa 2. Naytteitd inkuboitiin jatkuvassa
pyorityksessa +4 °C, yon yli. Jaljelle jadneesta lysaatista tehtiin Western blot
lysaattinaytteet lisdamalla RIPA-puskuri ja 20 pl 3x-Laemmli-puskuria, niin etta
lopullinen proteiinipitoisuus naytteessa oli 1 ug/ul. Vasta-aineinkubaation jalkeen
jokaiseen naytteeseen lisattiin 50 pl edella valmistettuja helmia ja inkuboitiin 2 h,
+4 °C, jatkuvassa pyorityksessa. Taman jalkeen naytteet pestiin 3 kertaa RIPA-
puskurissa, jossa 2 pitoisuus inhibiittoreita, ja 2 kertaa pesupuskurissa (50 mM
Tris-HCI, pH 8.0). Jokaisen pesun valissa sentrifugoitiin 500 x g, 1 min, +4 °C.
Viimeisen pesun jalkeen poistettiin supernatantti ja lisattiin 50 pyl 3x-Laemmli-
puskuria ja varastoitiin -20 °C. Ennen Western blot -ajoa naytteita keitettiin 10
min, +95 °C. Western blot -ajossa kaytettiin valmista 4—15 % gradienttigeelia
(Mini-PROTEAN Precast Gel, Bio-Rad).

Taulukko 2. Immunosaostuksen vasta-aineet

Vasta-aine Maara (ug) lgG-kontrolli Maara (pg)

Jagged1, 28H8 Normal Rabbit IgG
(2620) 1 2729 1

Cell Signaling Cell Signaling

Technology Technology

P53, sc-126 Normal Rabbit IgG

Santa Cruz 0,2 2729 0,2

Cell Signaling
Technology

9.7 Mitoosikoe

Solusyklin toisen vapautuksen jalkeen naytteita kerattiin lyysaamalla yksi malja
kummastakin solutyypista tunnin valein alkaen aikapisteesta 8 h vapautuksesta
14 h aikapisteeseen asti. Solut lyysattiin 3x-Laemmli-puskuriin kuten naytteet
edelld toisissa kokeissa ja sailéttiin -20 °C Western blot -analyysia varten.
Western blotissa kaytettiin vasta-aineina fosfo-H3-vasta-ainetta, joka on

biomarkkeri mitoosille ja latauskontrollina HSC70-vasta-ainetta.
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9.8 Immunofluoresenssivarjays

Immunofluoresenssivarjayksissa varjattin MDA-MB-231 villityyppi- ja Jag1KO-
soluja, jotta voitiin nahda kuinka hydroksiureakasittely vaikutti naihin soluihin ja
oliko naiden kahden solutyypin valilla eroja DNA-vaurioiden maarassa. Solut
siirrettiin peitelasien paalle edellisena paivana ennen kasittelya. Soluja kasiteltiin
hydroksiurealla 24 h, 2 mM pitoisuudella. Kasittelyn jalkeen varjays aloitettiin
pesulla, 3 kertaa +37 °C lammitetylla PBS:lla. Pesun jalkeen solut fiksattiin
inkuboimalla 4 % (w/V) formaldehydillda PBS:ssad 10 min. Fiksaamisen jalkeen
solut pestiin 3 kertaa 5 min PBS:I14, jonka jalkeen solut permeabilisoitiin 0,25
%Triton X-100:1la PBS:ssa 5 min ja taman jalkeen peitinlaseja blokattiin (3 % BSA
+ 0,05 % Triton X-100 + 0,25 M glysiini PBS:ssa) 1 tunti huoneenlammadssa.
Lisattiin primaarivasta-aineet peitinlaseille solujen paalle; y-H2AX, laimennettuna
1:500 (Anti-phospho-Histone H2A. X (Ser139), klooni JBW301, 05-636, Millipore),
ja Jagged1 (Jagged1, 28H8 (2620) Cell Signaling Technology) laimennettuna
1:100. Laimennokset tehtiin puskuriin, joka sisalsi 3 % BSA, + 0,05 % Triton X-
100 PBS:ssa. Inkuboitiin 1 tunti huoneenlammadssa tai yon yli +4°C. Taman
jalkeen solut pestiin 3 x 5 min PBS:lI4, jonka jalkeen lisattiin sekundaarivasta-
aineet (Alexa Fluor™ 555, anti-mouse, Invitrogen, Alexa Fluor™ 488, anti-rabbit,
Invitrogen) 1:1000 laimennoksena, mukaan lisattin myos DAPI (Sigma-Aldrich)
1:1000 laimennoksena, laimennokset tehtin samaan puskuriin  kuin
primaarivasta-aineet. Inkuboitiin 1 tunti huoneenlammadssa valolta suojattuna.
Pestin 3 x 5 min PBS:lla ja huuhdeltiin ultrasuodatetulla vedelld. Lopuksi
peitinlasit kiinnitettiin mikroskooppilaseille, solupuoli alaspain, kayttamalla
Mowiol-4-88 (Sigma) ja 1,4-diazabisyklo [2.2.2] oktaania (Dabco, Sigma).
Naytteet kuvattiin Zeiss LSM880 —mikroskoopilla, 63x-objektiivilla.

9.9 Kuvien kasittely ja tulosten analysointi

Western blot -analyysia varten kuvista maaritettiin proteiinitasot ImagedJ-ohjelman
(Imaged, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA,
https://imagej.nih.gov/ij/) avulla. Tutkittavien naytteiden saadut intensiteetit

normalisoitiin kontrollina toimineen HSC70:n intensiteetilla. Saadut tulokset myds

summapistenormalisoitiin ja niistd maaritettiin keskiarvon keskivirhe (engl.
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standard error of the mean, SEM) kuvaajia varten. Kuvaajat ja tilastollinen
analyysi tehtiin GraphPad Prism® 9 -ohjelmalla. Tilastollisessa analyysissa
kaytettiin kaksisuuntaista ANOVA-testia ja tulos oli tilastollisesti merkitseva, jos p

< 0,05. My6s mikroskooppikuvat kasiteltiin ImagedJ-ohjelmalla.

Kaplan-Meier-kuvaajat tehtiin  https://kmplot.com -sivustolla kayttamalla
216268 s at Jag1l:n koetinkokoelmaa ja tarkastelemalla mRNA:n tasoja
rintasyovan yhteydessa. Tehtiin erikseen elossaoloennustekuvaajat; kaikki

rintasydpatapaukset (n=1879) seka kolmoisnegatiivinen rintasyopa (n= 404).
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10. Tulokset

10.1 Jagged1:n korkea ilmentyminen huonontaa selvidamisennustetta

kolmoisnegatiivisessa rintasyovassa

Kaplan-Meier elinaika-analyysin avulla haluttiin nahda, kuinka korkea Jagged1:n

ilmentymisen taso vaikuttaa rintasyovan selvidmisennusteeseen kaikissa

rintasyopatapauksissa ja erikseen viela kolmoisnegatiivisen rintasyovan
yhteydessa. Tuloksissa nahdaan, etta korkean Jagged1 mRNA:n ilmentymisen
merkitsevasti

kaikkia

vaikutus huononsi kokonaiselossaoloaikaa tilastollisesti

kolmoisnegatiivisessa rintasyovassa mutta ei yleisesti

rintasyopatapauksia katsottaessa (kuva 5).

A B
Kaikki tapaukset: Kolmoisnegatiivinen rintasyopa:
JAG1 JAG1
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Kuva 5. Jagged1:n korkea

ilmentyminen huonontaa elossaoloennustetta

kolmoisnegatiivisessa rintasyévédssd. A) Korkean Jagged1:n ilmentymisen vaikutus
kaikissa rintasybpétapauksissa (n=1879), ero ei ole tilastollisesti merkitsevéa (p=0,12). B)
Korkean Jagged1:n ilmentymisen vaikutus kolmoisnegatiivisessa rintasyévéssé
(n=404). T&ssé tapauksessa ero oli tilastollisesti merkitsevd (p=0,012) ja korkea
ilmentyminen huononsi elossaoloennustetta. Kuva tehty https://kmplot.com avulla.
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10.2 Jagged1:n puuttuminen johtaa alentuneeseen replikaatiostressi-
vasteeseen

Yksi tutkimuksen tavoitteista oli selvittaa, onko Jagged1:lla vaikutus DNA:n
korjausmekanismin toimintaan. Vaikutusta tutkittin mittaamalla soluista
proteiinitasolla fosforyloituneen RPA-proteiinin  (p-RPA) maaraa soluissa,
Western blot -menetelman avulla. p-RPA on tunnettu merkkiaine yksijuosteisista
DNA-vaurioista, joita syntyy replikaatiostressin seurauksena. RPA-proteiinin
fosforylaatio vaaditaan DNA:n korjausmekanismin toiminnan kaynnistymiseen.
Mikali mekanismi ei kaynnisty kunnolla on seurauksena replikaatiohaarukan

romahdus, joka johtaa DNA:n kaksoisjuosteen vaurioon.

Tutkimusta varten MDA-MB-231-rintasydpasolujen villityypille (WT) ja Jagged1-
poistogeeniselle  (Jag1KO) solulinjalle  aiheutettiin  replikaatiostressia
kasittelemalla soluja hydroksiurealla (HU) DNA-vaurioiden aiheuttamiseksi.

Kasittelyt tehtiin kahdella eri aikapisteella; 6 h ja 24 h.

Western blot -tuloksista nahdaan, etta p-RPA:ta on Jag1KO-soluissa vahemman
verrattaessa WT-soluihin (kuva 6). Tuloksissa on nahtavissa alentuneet
ilmentymistasot myds Notch1-proteiinin  maarassa molemmissa, seka
katkaisemattomassa etta aktiivisessa muodossa. Tuloksista nahdaan myos, etta
kontrollitilanteessa seka WT- ettd Jag1KO-soluissa, joita ei kasitelty
hydroksiurealla ei ole nahtavissa p-RPA:ta, mista tiedetaan
hydroksiureakasittelyn onnistuneen. Tulosten perusteella voidaan todeta myds,
ettda Jag1KO-solut ovat todella poistogeenisia, koska Jagged1:ita ei
proteiinitasolla ndy Jag1KO-naytteiden kohdalla. Jagged1-tasot nayttavat WT-
naytteissa pysyvan samanlaisina lapi HU-kasittelyjen. Myos latauskontrollina

kaytetyn HSC70:n tasot ovat tasaiset kaikissa tutkituissa naytteissa.

Western blot -tuloksista analysoitiin ilmentymistasojen voimakkuus ja saadut
arvot normalisoitiin latauskontrollin avulla. Naille tuloksille tehtiin myos
tilastollinen analyysi tarkempaa tarkastelua varten. Tuloksien tarkemmassa
analysoinnissa nahdaan, ettd ero p-RPA-proteiinin ilmentymisessa WT- ja
Jag1KO-solujen valilla on tilastollisesti merkitseva 24 h aikapisteessa (p < 0,05,
kuva 6).
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Seka WT- etta Jag1KO-soluissa nahdaan myos aktiivisen Notch1:n maaran
nousevan korkeammaksi, mita pidempaan HU-kasittely on kestanyt.
Aktivoituneen Notch1:n maara on tilastollisesti merkitsevasti alentunut Jag1KO-
soluissa kontrollitilanteessa ja 6 h HU-kasittelyn jalkeen, mutta ei enaa 24 tuntia

kestaneen kasittelyn jalkeen.
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Kuva 6. Jag1KO-soluissa on alentunut replikaatiostressivaste. A) Western blot -
analyysi: WT- ja Jag1KO-solulinjat k&siteltiin 2 mM hydroksiurealla (HU) 6 h tai 24 h ajan
replikaatiostressin aiheuttamiseksi. Tuloksissa ndhddén alentuneet proteiinitasot p-
RPA:n md&éaréssé, merkitty punaisella nuolella. B) p-RPA-proteiinin ilmentymistasot
normalisoituna ja tilastollisesti analysoituna. Ero p-RPA:n méaérédssa oli tilastollisesti
merkitsevd 24 h aikapisteessd (p < 0,05) C) Aktivoidun Notch1:n ilmentymistasot
normalisoituna ja tilastollisesti analysoituna. Ero aktivoidun Notch1:n mé&éréssé oli
tilastollisesti merkitseva ennen kéasittelyd sekéd 6 h aikapisteessé (p < 0,05). Pylvéiden
korkeudet kuvaavat kolmen toiston summapistenormalisoitua keskimé&éaraisté
voimakkuutta ja hajonta on keskiarvon keskivirhe. Kéytetty tilastollinen menetelmé oli
kaksisuuntainen ANOVA-testi.
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Edella saadun tuloksen varmentamiseksi tyo toistettin myos siRNA-
hiljennysmenetelman avulla, jotta voidaan osoittaa, etta edella saatu tulos ei
aiheudu mahdollisesta tahattomasta muutoksesta CRISPR-hiljennyksen
yhteydessa. siRNA:n avulla saadaan hiljennettya valitun geenin ilmentyminen
pilkkomalla proteiinia koodaava lahetti-RNA, jolloin haluttua proteiinia ei ilmenny

solussa.

Toisella hiljennysmenetelmalld saadut tulokset ovat samansuuntaiset kuin
ensimmaiset tulokset. Yksi huomattava ero on se, ettda p-RPA:n maara
scrambled-kontrollissa laski 24 h aikapisteessa verrattuna 6 h aikapisteeseen.
Vastaavaa laskua ei nahty villityyppisoluilla. Tulosten tilastollisen analyysin
mukaan erot eivat olleet tilastollisesti merkitsevia p-RPA:n maarassa eika
aktiivisen Notch1:n maarassa (kuva 7). Hyvin lahella tilastollisesti merkitsevaa
eroa oltiin kuitenkin p-RPA:n maarassa aikapisteessa 6 h (p = 0,057). 24 tunnin
kohdalla p-RPA:n maara siJag1-naytteissa naytti laskevan alemmas kuin
Jag1KO-soluilla, mutta ero ei kuitenkaan ollut tilastollisesti merkitseva verrattuna
scrambled-kontrolliin, koska siinakin nahtiin laskua. Ero edella saatuihin tuloksiin
oli myos se, etta aktiivisen Notch1:n maarassa ei nahty samanlaista kasvavaa
trendida siRNA-tuloksissa. Saadut tulokset ovat kuitenkin kokonaisuudessaan
samansuuntaiset kuin ensimmaiset tulokset. Erot edella saatuihin tuloksiin voivat
johtua siita, etta siRNA-hiljennyksella ei saavuteta samaa taydellista hiljennysta
mika poistogeenisilla soluilla on. Tama voidaan todeta Western blot -tuloksista,

joissa siRNA-hiljennyksen jalkeen on nahtavissa Jagged1:ta proteiinitasolla.
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Kuva 7. siJag1-soluissa on alentunut replikaatiostressivaste. A) Western blot-
analyysi: scrambled-kontrollisolut ja Jag1-hiliennetyt solut késiteltin 2 mM
hydroksiurealla (HU) 6 h tai 24 h ajan replikaatiostressin aiheuttamiseksi. B) p-RPA-
proteiinin ilmentymistasot normalisoituna ja tilastollisesti analysoituna. Erot p-RPA:n
maarédssa eivét olleet tilastollisesti merkitsevid kummassakaan aikapisteessé, mutta
ilmentymistaso on matalampi molemmissa sidJag1-néyftteissé verraftuna scrambled-
kontrolliin. C) Aktivoidun Notch1:n ilmentymistasot normalisoituna ja tilastollisesti
analysoituna. Ero aktivoidun Notch1:n mééréssé ei ole tilastollisesti merkitseva missééan
tilanteessa. Pylvéiden korkeudet kuvaavat kolmen toiston summapistenormalisoitua
keskimééréistd voimakkuutta ja hajonta on keskiarvon keskivirhe. Kéytetty tilastollinen
menetelmé oli kaksisuuntainen ANOVA-testi.

10.3 Jagged1:n puuttuminen lisaa DNA-vaurioiden maaraa

WT- ja Jag1KO-solujen valilla nahtiin ero p-RPA:n maarassa ja tahan liittyen
haluttiin nahda, onko solutyyppien valilla eroa vaurioituneen DNA:n maarassa.
Tata varten WT- ja Jag1KO-soluille aiheutettiin jalleen replikaatiostressia 24 h
HU-kasitellylla. DNA-vaurioiden tarkasteluun kaytettin immunofluoresenssi-
varjaysta, joka hyodyntda fluoresoivia vasta-aineita halutun proteiinin

havainnollistamisessa. Merkkiaineena DNA-vauriolle kaytettiin fosforyloituneen
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histoni H2AX:n maaraa, joka tunnetaan myos nimella yH2AX. Histoni H2AX
fosforyloidaan, kun DNA:n kaksoisjuoste vaurioituu, ja nain ollen sitd voidaan

kayttaa merkkiaineena DNA:n kaksoisjuosteen vaurioille.

Jag1KO-soluissa nahdaan enemman yH2AX:aa jo  verrattaessa
kasittelemattomia kontrollitlanteen soluja. Sama tulos toistuu myoés HU-
kasitellyissa soluissa; Jag1KO-soluissa voidaan nahda enemman DNA-vaurioita
(kuva 8). DNA-vaurioiden maara nousee kasittelyn aikana molemmissa

solulinjoissa verrattaessa kasittelemattomia soluja HU-kasiteltyihin.

WT Jag1KO

C c
B . V .
) . . . .
o - - - -

HU 24h

Kuva 8. Jagged1:n puuttuminen lisdd vaurioituneen DNA:n maéardd. WT- ja
Jag1KO-soluja kasiteltiin 24 h 2 mM hydroksiurealla (HU), jonka jélkeen soluille tehtiin
immunofluoresenssivérjdykset. Merkkiaineena DNA-vaurioiden méaérélle toimii yH2AX,
jota nédhdédén enemmén Jag1KO-soluissa jo kontrollitilanteessa ja myds kéasittelyn
Jélkeen. Jag1-vérjdys osoittaa, ettd Jag1KO-solut eivét ilmenné ollenkaan Jagged1:ta.
DAPI-vérjédys osoittaa tumien sijainnin. Mittakaavapalkin koko on 50 um.

10.4 Jag1KO-solut kasvavat hitaammin

Tutkimus perustui havaintoon, ettd Jagged1-poistogeenisia soluja kasiteltaessa
ne tuntuivat kasvavan hitaammin verrattaessa villityypin soluihin. Yksi
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tutkimuksen tavoitteista oli osoittaa tama ero. MDA-MB-231-rintasyopasolujen
kasvua seurattiin laskemalla tumien eli siten myos solujen maara neljassa eri
aikapisteessa; 0 h, 24 h, 48 h ja 72 h. Soluista varjattiin jokaisen aikapisteen

kohdalla tumat kuvien ottamista varten ja sen jalkeen tumien maara laskettiin.

Ero WT- ja Jag1KO-solujen proliferaatiossa alkoi olla tilastollisesti merkitseva 72
h aikapisteessa (p < 0,05, kuva 9). Vaikka erot muissa aikapisteissa eivat olleet
tilastollisesti merkitsevia, olivat normalisoidut lasketut tumien maarat
korkeammat WT-soluilla myos kaikissa muissa aikapisteissa paitsi 0 h, jossa

tumien maara nayttaa olevan onnistuneesti sama.
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Kuva 9. MDA-MB-231 Jag1KO-solut kasvavat hitaammin kuin WT solut. Tumat
varjéttiin ja tumien méaéra laskettiin neljdsséa eri aikapisteessa; 0 h, 24 h, 48 hja 72 h. A)
Esimerkkikuvat vérjatyistd tumista ja niiden méardn muutoksesta 0 h — 72 h. B)
Aikapisteissé 24 h ja 48 h Jag1KO-soluja on véhemmén verrattaessa WT-soluihin, mutta
ero solulinjojen Vélillé on tilastollisesti merkitsevd vain 72 h aikapisteessé, p < 0,05.
Toistojen maérd kokeessa oli 4 ja tumien maérd on summapistenormalisoitu ja
virhepalkki on keskiarvon keskivirhe. Ké&ytetty tilastollinen menetelmé oli
kaksisuuntainen ANOVA-testi.
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10.5 Jag1KO-solujen mitoosi etenee hitaammin

Ryhmassa aikaisemmin saaduissa tuloksissa on nahty viitteita siita, etta
Jagged1:lla olisi rooli mitoosissa ja mitoosin normaalissa etenemisessa. Taman
takia tutkittiin, johtuuko ero WT- ja Jag1KO-solujen kasvussa ongelmista
mitoosissa. Tata varten WT- ja Jag1KO-solujen solusyklit synkronisoitiin
kaksoistymidiinikasittelylla, jotta solut olisivat mitoottisia samaan aikaan.
Tymidiini on DNA:n synteesin estdja ja estaa soluja siirtymasta solusyklin G1-
vaiheesta S-vaiheeseen. Eroa mitoosissa tutkittiin proteiinitasolla mittaamalla
fosforyloituneen histoni H3:n maaraa. Histoni H3 on proteiini, joka fosforyloidaan
mitoosissa kromatiinin kondensaation aikana. Fosforyloituneen histoni H3:n
maaraa seurattiin tunnin valein aikapisteissa 8 h - 14 h solusyklin vapauttamisen

jalkeen.

Tuloksista nahdaan, ettd WT-solut etenevat mitoosiin nopeammin kuin Jag1KO-
solut ja koko mitoosi etenee solulinjojen valilla eri tahtiin. Ero on tilastollisesti
merkitseva 9 h ja 10 h kohdalla (kuva 10). Molemmat solutyypit saavuttavat
korkeimman tason p-H3:n maarassa 11 h kohdalla. Myds 11 h aikapisteessa p-
H3:n maara on selvasti korkeampi WT-soluissa verrattuna Jag1KO-soluihin,
mutta ero ei ole tilastollisesti merkitseva. Ainoa aikapiste, jossa p-H3:n taso oli
korkeampi Jag1KO-soluilla oli 13 h, mutta siina ero ei kuitenkaan ole tilastollisesti

merkitseva.
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Kuva 10. MDA-MB-231 Jag1KO-solujen mitoosi on hitaampi verrattaessa WT-
soluihin. Mitoosia seurattiin mittaamalla fosforyloidun histoni H3-proteiinin ilmentymista.
WT-soluissa p-H3 tasot nousivat aikaisemmin ja enemmaén kuin Jag1KO-soluissa. Ero
solulinjojen Véililld on tilastollisesti merkitseva (p < 0,05) aikapisteissé 9 h ja 10 h.
Jag1KO-solut eivét saavuta missdén vaiheessa yhtd korkeaa ilmentymistasoa p-H3:n
maédérasséa kuin WT-solut, mutta 13 h pisteessé p-H3:n méaéréd on korkeampi Jag1KO-
soluissa kuin WT-soluissa. Pylvédiden korkeudet kuvaavat kolmen toiston
summapistenormalisoitua keskimaéaréistd voimakkuutta ja hajonta on keskiarvon
keskivirhe. Kéytetty tilastollinen menetelmé oli kaksisuuntainen ANOVA-testi.

10.6 Jagged1 on vuorovaikutuksessa p53:n kanssa mitoottisissa HEK-
soluissa

Yksi tutkimuksen tavoitteista oli varmentaa aikaisemmin ryhmassa
massaspektrometrialla saatu tulos Jagged1:n ja p53:n valisesta
vuorovaikutuksesta mitoottisissa, Jagged1:ta yli-iimentavissa HEK-soluissa.
Proteiini-proteiinivuorovaikutuksen todentamiseksi hyodynnettiin
koimmunosaostusmenetelmaa, jossa tietty proteiini saadaan erotettua
naytteesta vasta-aineiden avulla ja erottelun jalkeen voidaan tutkia, mita

proteiineja on tullut sitoutuneena erotettuun proteiiniin.
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Tutkimusta varten HEK-solujen solusyklit synkronoitiin kaksoistymidiinikasittelyn
avulla saman aikaiseen mitoosiin ja kasittelyn jalkeen tehtiin immunosaostus
seka Jagged1- etta p53-vasta-aineiden avulla mitoottisille soluille. Tuloksista
nahdaan, ettda Jag1:n immunosaostuksen yhteydessa p53-proteiinin tasot ovat
huomattavasti korkeammat verrattuna kontrollina toimineeseen IgG-
immunosaostusnaytteeseen (kuva 11). Tulos ei kuitenkaan nayta toistuvan
toiseen suuntaan vaan p53:n immunosaostusnaytteessa nayttaisi olevan
yhtenevat maarat Jag1:ta verrattaessa kontrollina toimineeseen IlgG-naytteeseen
(kuva 11). Molemmissa tilanteissa haluttu proteiini nakyy selkeasti input-

kontrollinaytteissa.

IP: p53 IP: Jagl

150 kD3 s * Jagl
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Input IgG p53 3 Input IgG Jagl
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Kuva 11. Jagged1:n ja p53:n Vvililla on proteiini-proteiinivuorovaikutus
mitoottisissa HEK-soluissa. Vuorovaikutusta tutkittin solusyklisynkronisoiduissa
mitoottisissa HEK-soluissa immunosaostuksen avulla. A) Western blot -analyysi p53:n
immunosaostuksesta Jagged1:n mééréd ilmennettyna ylapuolelle ja alapuolella p53:n
maéra ilmennettynd. B) Western blot -analyysi Jagged1:n immunosaostuksesta p53:n
mdaéara ilmennettyna yldpuolella ja alapuolella Jag1:n mééré ilmennettyna.
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11.Tulosten tarkastelu

11.1 Jagged1 suojaa DNA:n eheytta

Tulokset osoittavat DNA-vaurioiden maaran kasvun ja p-RPA-proteiinitasojen
laskun Jag1KO-soluissa. Taman perusteella voidaan paatella, ettda DNA:n
korjausmekanismi  ei  kaynnisty  kunnolla  Jag1KO-soluissa,  koska
replikaatiostressin seurauksena DNA:n yhteen juosteeseen syntynytta vauriota
ei saada korjattua, jolloin seurauksena on replikaatiohaarukan romahdus ja
lopulta DNA:n kaksoisjuosteen vaurio, joka ndhdaan mikroskooppikuvissa

yH2AX:n suuremmasta maarasta.

Kuitenkin jos tarkastellaan myods aktiivisen Notch1:n maaraa, joka on
l&htétasoltaan matalampi Jag1KO-poistogeenisissa soluissa, tdma tulos voi olla
Notch1:n toiminnasta riippuvainen. Erityisesti koska ryhmassa aikaisemmin
saadun tuloksen perusteella tiedetaan, ettda Notch1:n hiljentaminen johtaa
alentuneeseen replikaatiostressivasteeseen. Naissa Notch1-poistogeenisissa
soluissa, joissa havaittiin alentunut replikaatiostressivaste aikaisemmin, nahtiin
myds alentunut Jagged1:n ilmentymistaso. Naiden tulosten perusteella ei pystyta
sanomaan kumpi olisi tulokseen ajava tekija, Notch1:n vai Jagged1:n puute.
Voidaan kuitenkin todeta perustuen kaikkiin saatuihin tuloksiin, etta Notch1:n ja
Jagged1:n valinen signalointi on isossa roolissa replikaatiostressivasteen
normaalissa toiminnassa ja kumman tahansa puuttuminen johtaa alentuneeseen
replikaatiostressivasteeseen. On kuitenkin myds huomioitava, etta aktiivisen
Notch1:n maara nousee HU-kasittelyn aikana WT- ja Jag1KO-soluissa, mista
voidaan paatella, ettd Jagged1 ei ole ainoa tekija, joka osallistuu Notch-

signaloinnin aktivoimiseen replikaatiostressin aikana.

Kaytettaessa siRNA-hiljennysta tulos ei kuitenkaan toistunut niin, etta erot olisivat
olleet tilastollisesti merkitsevia. Naissa tuloksissa on kuitenkin myds suurempi
hajonta toistojen valilla, mika tekee tilastollisesti merkittavien erojen saamisen
haastavaksi. Saatuun tulokseen saattaa vaikuttaa se, ettd siRNA:n avulla
hiliennys ei ole taydellinen, vaan kaikissa Western blot —tulosten toistoissa on
nahtavissa pieni maara Jagged1:ta. Yksi mahdollinen selitys erolle on myos se,
ettd sidag1-soluissa nahdaan hiljentymisen valiton vaikutus soluun, kun taas

Jag1KO-soluilla on ollut aikaa sopeutua Jagged1:n puuttumiseen. Tulokset olivat
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kuitenkin suurilta osin samansuuntaiset eli p-RPA:n maara oli matalampi seka
Jag1KO- ettd siJagi-soluissa seka 6 h ettd 24 h aikapisteissa verrattuna
kontrollisoluihin. siRNA-tuloksissa nahtava aktiivisen Notch1:n maaran
aleneminen ja suuri hajonta 24 h aikapisteella saattaa selittya osittain ongelmilla
vasta-aineen kanssa, jota oli haastavaa saada aina nakymaan kunnolla
kuvattaessa, ja kyseisella vasta-aineella kasitellyt membraanit olivat usein

sotkuisempia verrattuna muihin vasta-aineisiin.

Jos edella saatuja tuloksia haluttaisiin varmentaa viela lisaa, voitaisiin soluista
seuraavaksi hilientaa Notch1 ja Jagged1 hyodyntamalla kullekin proteiinille
spesifisia inhibiittoreita. Jag1KO-solujen Jagged1:n puuttumiseen sopeutumisen
aikana on myos mahdollisesti ehtinyt muodostua enemman DNA-vauriota, ja

siksi voisi olla hyva varmentaa myos saatu DNA-vauriotulos siRNA:n avulla.

11.2 Jag1KO-solujen jakautuminen ja mitoosin eteneminen on hitaampaa

Saatu proliferaatiotulos varmentaa solujen kasittelyssa huomattua eroa siita, etta
Jag1KO-solut kasvavat hitaammin kuin WT-solut. Ero oli kuitenkin tilastollisesti
merkitseva vasta 72 h aikapisteessa. Saatu proliferaatiotulos voitaisiin viela
varmentaa esimerkiksi hyddyntamalla lusiferaasimenetelmaa, jonka avulla
voitaisiin seurata adenosiinitrifosfaatin (ATP) maaran muutoksia ja eroja
solulinjojen valilla. ATP-tason avulla pystytaan kvantifioimaan elavat solut ja sen
avulla seurata proliferaatiota. Tulosta voitaisiin varmentaa myds seuraamalla
solujen konfluenssia. Tassa kuitenkin ongelmana voisi olla solujen koko ero eri
solulinjojen valilla ja myos se, etta saman solulinjankin sisalla yksittaiset solut
voivat olla hyvinkin erikokoisia. Proliferaatiokokeen aikana nahtiin isoja yksittaisia

soluja muodostuvan seka WT- ettd Jag1KO-kasvatuksissa.

Mittaamalla p-H3:n maara ja seuraamalla mitoosin etenemista nahtiin, etta ilman
Jagged1:td mitoosi kaynnistyy hitaammin ja ettei p-H3:n maara missaan
vaiheessa nouse yhtd korkeaksi kuin WT-soluissa korkeimmillaan 11 h
aikapisteessa, mutta taso on korkeampi Jag1KO-soluilla 13 h aikapisteessa. Ero
ei kuitenkaan ollut tilastollisesti merkitseva. Kaytetty p-H3-vasta-aine tunnistaa
fosforylaation histoni H3:n seriini 10:ssa. Tama fosforylaatio tapahtuu siina
vaiheessa, kun solu siirtyy solusyklin G2-vaiheesta M-vaiheeseen. Jagged1:n
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puuttuminen nayttaisi siis vaikuttavan solujen kykyyn siirtya mitoosiin. On
kuitenkin myo6s mahdollista, ettd syy hitaamman proliferaation tai mitoosin
taustalla voisi olla tutkimuksessa aikaisemmin osoitettu suurempi DNA-
vaurioiden maara. On osoitettu, etta erityisesti mitoosin aikainen DNA-vaurio
my0s hidastaa mitoosia merkittavasti (Ganem ja Pellman 2012). Tuloksen takana
voi myos olla muutokset ATR:n tai ATM:n toiminnassa. Molemmat vaikuttavat
esimerkiksi solusyklin S-vaiheen tarkastuspisteen toimintaan ja sita kautta myos

mitoosin etenemiseen.

Jagged1:n hiljentamisen on nahty myos aikaisemmissa tutkimuksissa hidastavan
solujen proliferaatiota ja vaikuttavan solusyklin eri vaiheisiin ja nain myos
mitoosin etenemiseen. Vaikutus proliferaatioon on nahty esimerkiksi
paksusuolen sydvan yhteydessa. Samassa tutkimuksessa havaittiin myds, etta
Jagged1:n hiljennys pysaytti solusyklin G0/G1-siirtymavaiheeseen, eli jo ennen
mitoosia paksusuolisydpasoluissa. (Dai ja muut 2014.) Jagged1:n hiljentamisen
on osoitettu pysayttavan munasarjasyopasolujen solusyklin G2/M-siirtyman
kohdalla (Steg ja muut 2011). Jagged1:n vaikutus solusykliin nayttaisi

todennakoisesti olevan solutyyppispesifinen.

Saadut tulokset ovat odotusten mukaisia, silla aikaisemmin ryhmassa saatu
transkriptomianalyysi osoitti muutoksia solujen kasvuun ja jakautumiseen
liittyvissa geeneissa Jag1KO-soluissa verrattuna WT-soluihin. Nama tulokset
varmentavat tata ensin saatua tulosta siita, ettd Jagged1 on soluissa

merkittavassa roolissa kasvussa ja jakautumisessa.

11.3. Jagged1 on vuorovaikutuksessa p53:n kanssa mitoottisissa HEK-
soluissa

Projektin aikana saatujen tulosten perusteella vuorovaikutusta ei pystytty taysin
varmentamaan molempiin suuntiin, silla p53:n immunosaostuksessa Jagged1:ta
naytti olevan yhta paljon myds IgG-kontrollinaytteessa. Tulos on kuitenkin tdaman
jalkeen onnistuttu varmentamaan ryhmassa selvasti. Taman takia on
todennakaista, etta immunosaostus ei ole taysin onnistunut koetta suorittaessa.
Ongelmia on voinut olla esimerkiksi pesujen yhteydessa, jolloin naytteisiin on

saattanut jaada epaspesifisia proteiineja hairitsemaan. Todennakdisesti syy ei
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ole esimerkiksi kaytetyissa vasta-aineissa tai siina, ettd reagenssit eivat olisi
esim. pH-arvoiltaan sopivia, koska selkea tulos saatiin ryhmassa myohemmin

samoilla vasta-aineilla ja reagensseilla.

Koska p53:n tiedetaan olevan mutatoituneena suurimmassa osassa syopia, olisi
seuraavaksi mielenkiintoista tutkia, etta johtaako p53:n mutaatio pro gradu —
projektin kokeissa kaytetyissa MDA-MB-231-rintasyopasoluissa muutokseen
Jagged1:n ja p53:n valisessa vuorovaikutuksessa. Tama voi kuitenkin olla
hankala todentaa immunosaostuksen avulla, silla Jagged1:n maara kyseisissa
soluissa on huomattavasti matalampi kuin kaytetyissa HEK-soluissa, jotka yli-
ilmentavat Jagged1:ta, ja ndin ollen saadun proteiinin maara voi olla liian matala.
Taman takia tulevaisuudessa tata yhteytta voitaisiin tutkia MDA-MB-231-soluissa
laheisyysligaatiomenetelmaa (engl. proximity ligation assay, PLA)
hyodyntamalla. Vuorovaikutuksia voidaan yrittaa osoittaa myos hyodyntamalla
immunofluoresenssivarjayksia ja mikroskopiaa proteiinien sijoittumisen
todentamiseen soluissa. Kuitenkin jo erikoistydn aikana mikroskopiassa
ongelmaksi osoittautui se, ettda mitoottiset solut pyoristyvat ja irtoavat helposti

varjayksen aikana esimerkiksi pesujen yhteydessa.

Aikaisemmin tutkimuksissa on pystytty osoittamaan, ettd Notch-signalointi ja p53
liittyvat toisiinsa. Esimerkiksi aktiivinen Notch eli solunsisainen osa Notch:sta, on
vuorovaikutuksessa p53:n kanssa ja inhiboi sitéd estamalla p53:n fosforylaatiota
ja transaktivaatiota (S. B. Kim ja muut 2007). Jagged1:n taas on osoitettu
saatelevan p53:n toimintaa sydanlihaksen angiogeneettisen vasteen saatelyssa
(Guan ja muut 2013). Mutta suoraa mitoosispesifista vuorovaikutusta Jagged1:n

kanssa ei ole nahty aikaisemmin.

Tassa tyossa varmennetun p53-yhteyden lisdksi ryhmassa on myds saatu
alustavia tuloksia Jagged1:n vuorovaikutuksesta MRN-kompleksin osien kanssa.
Nama vuorovaikutukset vahvistavat tassa tutkimuksessa tehtya havaintoa siita,
ettd Jagged1:lla voi olla merkittava rooli myds DNA-vauriovasteen toiminnassa.
Vaatii kuitenkin tarkempia tutkimuksia, jotta saataisiin selville mekanismi, jonka
kautta Jagged1 vaikuttaa naihin tekijoihin ja myos tutkimuksia siita, mita naille
vuorovaikutuksille tapahtuu MDA-MB-231-soluissa ja kuinka mahdolliset

muutokset saattavat vaikuttaa DNA:n eheyteen.
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Tutkimuksissa on osoitettu useilla DNA-vauriovasteen tekijoilla olevan rooli myds
mitoosin saatelyssa (Petsalaki ja Zachos 2020), vaikka niitd on usein pidetty
kahtena toisistaan erillisind prosesseina. Saatujen tulosten perusteella onkin
mahdollista, etta myds Jagged1 on yksi tallainen tekija, jolla on rooli seka

mitoosissa ettd DNA-vauriovasteen toiminnassa.
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12.Yhteenveto

Kolmoisnegatiivinen rintasydpa on huonon ennusteen lisaksi myos
rintasyopatyypeista haastavin hoitaa ja tehokkaille uusille hoitomenetelmille olisi
suuri tarve. Tiedetaan etta solujen nopealla jakautumisella ja kasvulla seka

genomin epavakaudella on suuri merkitys syovan kehittymisen kannalta.

Taman pro gradu -tyon tavoitteena oli selvittdaa Notch-ligandi Jagged1:n roolia
DNA:n vauriovasteen aktivaatiossa seka mitoosissa ja solujen proliferaatiossa.
Jagged1:llda on havaittu olevan selviamisennustetta merkittdvasti huonontava
vaikutus erityisesti kolmoisnegatiivisessa rintasyovassa. Jagged1:n on havaittu
vaikuttavan useisiin syovan kehittymista edistaviin prosesseihin soluissa, mutta

tarkempia mekanismeja ei kuitenkaan viela tunneta kattavasti.

Tutkimuksen aikana pystyttiin osoittamaan Jagged1-poistogeenisissa soluissa
suurempi maara DNA-vauriota seka alentunut replikaatiostressivaste, minka
perusteella voidaan osoittaa Jagged1:lla olevan rooli DNA-vauriovasteen
aktivaatioon ja toimintaan. Lisaksi tutkimuksissa osoitettin Jagged1:n
puuttumisen johtavan hidastuneeseen solujen proliferaatioon seka solujen
siirtymiseen solusyklin G1/S-vaiheesta eteenpain. Tutkimuksen aikana saatiin
myoOs varmennettua aikaisemmin saatu tulos Jagged1:n ja p53:n valisesta

mitoosin aikaisesta proteiini-proteiinivuorovaikutuksesta.

Tulevaisuudessa voisi olla merkittavaa saada selville onko tama DNA:ta
suojaava vaikutus ja mitoosin aikainen muutos toisistaan erillisia rooleja vai jollain
tavalla saman mekanismin ajamia prosesseja. Jagged1:n tarkemman roolin
selvittaminen olisi merkittava askel esimerkiksi kolmoisnegatiivisen rintasyovan

hoitojen kehittymiseen.
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