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Syo6vin kantasolut ovat kantasolunkaltaisia erilaistumattomia syopasoluja, jotka pystyvit
synnyttimain uuden kasvaimen. Sydvén kantasolujen solusykli on hitaampaa ja ne kesté-
vit syopdhoitoja paremmin kuin erilaistuneet sydpésolut. Siten ne saattavat aiheuttaa syo-
van uusiutumisen. Eturauhassydvan kantasoluissa ilmentyy paljon o2f1-integriinié, joka
vilittdd solujen sitoutumista soluvéliaineeseen, erityisesti kollageeni I:een. a2fi-integrii-
nilld on térked rooli eturauhassydvén levidmisessd luuhun, jonka soluviliaine koostuu
padasiassa azfi-integriinin ligandista, kollageeni I:std. ErikoistyOssa tutkittiin, miten oo-
integriini vaikuttaa DU145-eturauhassyOpasolujen geenien ilmentymiseen ja invaasioon.

Erikoistydssa kaytettiin neljad DU145-solutyyppié: 1) o2Pi-integriinid ilmentévid villi-
tyypin soluja DU145WT (02), 2) DU145KO (02’) -soluja, joista az-integriinin geeni on
poistettu CRISPR/Cas9-tekniikalla, 3) DU145KO+02 (02%) -soluja, joihin oz-integriinin
ilmentyminen on palautettu transfektoimalla DU145KO (027) -soluihin o2-integriinin
geeni sekd 4) DU145KO+vektori (a27) -soluja, joihin on transfektoitu kontrollivektori.
Tutkimuksessa kaytettiin 2D- ja 3D-solukasvatusmalleja sekd 2D-kasvatuksissa erilaisia
kasvualustoja. DU145-solutyyppien vélilldi NGS-tulosten perusteella erilaisesti ilmen-
tyvien geenien ekspressiota tutkittiin qPCR:114 RNA-tasolla ja Western blot -menetel-
malld proteiinitasolla. Proteiinien lokalisaatiota tarkasteltiin immunofluoresenssimikros-
kopialla. Liséksi tutkittiin solujen invaasiota Matrigeeliin ja kollageeni I:een.

qPCR:114 tutkittujen 12 geenin solutyyppien véliset ilmentymiserot noudattivat sekven-
soinnin tuloksia. qPCR-tulosten perusteella valikoitujen VWA2:n (tyvikalvoproteiini) ja
PKP1:n (soluadheesioproteiini) ilmentymiserot proteiinitasolla olivat samansuuntaiset
kuin RNA-tasolla. Lisdksi havaittiin, ettd a2fi—kollageeni I -vuorovaikutus lisdsi solu-
tyyppien vilisid RNA-ilmentymiseroja suurimmalla osalla tutkituista 12 geenisti, minka
perusteella a-integriinin aktivoituminen sditelee néiden geenien ilmentymistd. Mikros-
kopialla tutkittujen VWA2-, PKP1- ja SVEP1 (soluadheesioproteiini) -proteiinien lokali-
saatiossa ei havaittu eroja solutyyppien vililla. Invaasiokokeiden tulosten perusteella o.-
integriinid ilmentidvit DU145-solut olivat invasiivisempia sekd Matrigeeliin ettd kolla-
geeni [:een. Erikoistyon tulosten perusteella az-integriini sdételee eturauhassydpésolujen
geeniekspressiota ja lisdd solujen invaasiota. Siten a2Pi-integriiniin kohdentuvan syopa-
hoidon avulla voitaisiin mahdollisesti estdé eturauhassydvian luuetdpesikkeiden muodos-
tuminen.

ASIASANAT: axfi-integriini, eturauhassyopé, geeniekspressio, invaasio
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LYHENTEET

APS
ATP
BMP

BSA
CHDS5

CDHS5

Ci-arvo

DABCO
DAPI

DMSO

DTT
DU145WT (az%)
DU145KO (o)

DU145KO+az (a2")

DU 145KO+vektori (a2)

EGF

EMT
FAK
FC

FCS
FGF
FITC

ammoniumpersulfaatti

adenosiinitrifosfaatti, engl. adenosine triphosphate

luun morfogeneettinen proteiini, eng/. bone morphogenetic
protein

naudan seerumin albumiini, engl. bovine serum albumin
kromodomeenihelikaasi-DNA:ta sitova proteiini 5: engl.
chromodomain-helicase-DNA-binding protein 5

kadheriini 5, engl. cadherin 5

kynnyssykli; alin fluoresenssitaso, jolla voidaan havaita
taustasta erottuva amplifikaatiosta johtuva fluoresenssi
1,4-diatsabisyklo[2.2.2]oktaani

4’ 6-diamidino-2-fenyyli-indoli, engl.  4’,6-diamidino-2-
phenylindole

dimetyylisulfoksidi

ditiotreitoli

azB1-integriinid ilmentdvat villityypin DU145-solut
DU145-solut, joista on CRISPR/Cas9-tekniikalla poistettu
az-integriinin geeni

solut, joihin az-integriinin ilmentyminen on palautettu trans-
fektoimalla DU145KO (a2) -soluihin o»-integriinin geeni
azB1-integriinid ilmentdmidttdomét solut, joihin on transfek-
toitu kontrollivektori

epidermaalinen kasvutekijé, eng/. epidermal growth factor
epiteeli-mesenkyymitransitio

fokaaliadheesiokinaasi

engl. fold change, kuvastaa sitd, kuinka moninkertainen
jokin arvo on toiseen arvoon verrattuna

naudan sikion seerumi, engl. fetal calf serum
fibroblastikasvutekija, engl. fibroblast growth factor
fluoreseiini-5-isotiosyanaatti, engl. fluorescein-5-isothio-

cyanate



FN
HIF
IGF

IL

kDa

KIF26B

Kol I
KSF-medium

LGI1

MAPK
MET
MMP
NF-«kB
NGS

PAP
PBS

PBST
PCR
PDGF
PenStrep
PFA
PET
PI3K
PKP1
PSA
RANK
RBP1
SCARAS

fibronektiini

hypoksian indusoima tekija, engl. hypoxia-inducible factor
insuliininkaltainen kasvutekija, eng/. insulin-like growth
factor

interleukiini

kilodalton

kinesiiniperheen jésen 26B, engl. kinesin family member 26B
kollageeni I

seerumiton keratinosyyttimediumi, eng/. keratinocyte serum-
free medium

leusiinipitoinen glioomassa inaktivoitu 1, engl. leucine rich
glioma inactivated 1

mitogeenien aktivoima proteiinikinaasi
mesenkyymi-epiteelitransitio

matriksin metalloproteinaasi

tumatekija kappa B, eng/. nuclear factor kappa B

uuden sukupolven sekvensointi, engl. next-generation
sequencing

eturauhasen hapan fosfataasi, engl. prostatic acid phosphatase
fosfaattipuskuroitu suolalivos, engl. phosphate buffered
saline

PBS, johon on lisatty 0,1 % Triton X-100
polymeraasiketjureaktio, engl. polymerase chain reaction
verihiutalekasvutekijd, engl. platelet-derived growth factor
penisilliini-streptomysiini

paraformaldehydi

positroniemissiotomografia

fosfoinositidi-3-kinaasi, engl. phospoinositide 3-kinase
plakofiliini 1, engl. plakophilin 1

prostataspesifinen antigeeni

NF-«xB:n reseptoriaktivaattori, engl. receptor activator of NF-xB
retinoliin sitoutuva proteiini 1, engl. retinol-binding protein 1
keréilijareseptorien luokka A jésen 5, engl. scavenger receptor

class A member 5



SDC2

SDS

SDS-PAGE

SEM

SVEP1

SYK

TBST

TGF-B
TEMED

VEGF

VE-kadheriini

VWA2

syndekaani 2, engl. syndecan 2

natriumdodekyylisulfaatti, engl. sodium dodecyl sulfate
SDS-polyakryyliamidigeelielektroforeesi, engl. SDS-poly-
acrylamide gel electrophoresis

keskiarvon standardivirhe, engl. standard error of the mean
sushi, von Willebrand -tekijé tyyppi A, EGF- ja pentraksiini-
domeenin sisdltdvd proteiini 1; engl. sushi, von Willebrand
factor type A, EGF and pentraxin domain containing protein 1
pernan tyrosiinikinaasi, engl. spleen tyrosine kinase
Tris-puskuroitu suolaliuos, jossa 0,05 % Tween-20; engl.
0,05 % Tween-20 in Tris-buffered saline

transformoiva kasvutekija 8, engl. transforming growth factor 8
tetrametyylietyleenidiamiini, engl.  tetramethylethylene-
diamine

vaskulaarinen endoteelikasvutekiji, engl. vascular endothelial
growth factor

vaskulaarinen endoteelikadheriini, engl. vascular endothelial
cadherin

von Willebrandin tekijd A -domeenin siséltdvd proteiini 2,

engl. von Willebrand factor A domain containing protein 2



OSA I: KIRJALLISUUSKATSAUS

1 JOHDANTO KIRJALLISUUSKATSAUKSEEN

Sy6vin eteneminen on monivaiheinen prosessi, jonka yhteydessd syopésoluille usein
kehittyy kyky léhted liikkeelle priméérikasvaimesta ja muodostaa etdpeséikkeitd muualle
elimistoon. Metastaattisen syovén hoitoon ei tdlld hetkelld ole tehokkaita hoitokeinoja, ja
metastaasien muodostuminen johtaa tyypillisesti syopdpotilaan menehtymiseen. Hoito-
keinojen kehittdiminen edellyttdd sydvdn kehityksen mekanismien sekd metastaaseja

aiheuttavien tekijoiden tuntemusta.

Kirjallisuuskatsauksessa esitellddn syopakasvaimien tyypilliset piirteet sekd syopasolujen
invaasion ja metastaasin mekanismeja. Erikoistydssd tutkittiin op-integriinin roolia
eturauhassyOpésolujen geeniekspression ja invaasion sddtelijand, joten myds kirjallisuus-
katsauksessa keskitytdén erityisesti eturauhassyovian metastaasien muodostumiseen seké
integriinien ja soluvéliaineen rooliin syovéssd. Eturauhassyopé ldhettidd etdpesdkkeitd
tyypillisesti luuhun, joten a2fi-integriinin ja sen ligandin, luuympériston yleisimmén
proteiinin kollageeni I:n, vélinen vuorovaikutus voi olla merkittdva tekijd eturauhas-

syovin metastaasissa.



2 SYOVAN TUNNUSPIIRTEET

Syopéé esiintyy useissa eri muodoissa ja eri kudoksissa, ja jokaiseen syopdin liittyy
erilaiset yhdistelmit geneettisid ja epigeneettisid muutoksia, joihin vaikuttaa sydvin
paikallinen ympdristd. Syovén kehittymisessd kuitenkin patevit padsddntoisesti samat
peruspiirteet, niin kutsutut syovéin tunnuspiirteet (Hanahan ja Weinberg 2000 ja 2011).
Syovdn tunnuspiirteet ovat toiminnallisia ominaisuuksia, jotka mahdollistavat
syopdsolujen selviytymisen, proliferaation eli kasvun ja jakautumisen sekéd levidmisen.
Eri syovissd ndmé ominaisuudet saadaan eri mekanismeilla ja eri vaiheissa monivaiheista
syovén kehityskaarta. Syovan tunnuspiirteind voidaan pitéé proliferatiivisen signaloinnin
ylldpitamistd, kasvua estdvien tekijoiden ja solukuoleman vilttdmistd, kykyéd jakautua
rajattomasti sekd muodostaa uusia verisuonia angiogeneesilld, invaasion ja metastaasin
aktivoitumista, energia-aineenvaihdunnan uudelleenohjelmointia ja immuunipuolustuk-
sen tuhon vélttdmistd (kuva 1). N&itd tunnuspiirteitd mahdollistavat mutaatioita tuottava
genominen epdvakaus, kasvainta edistéva tulehdusreaktio seké kasvaimen strooman solut
ja mikroympéristd. Alla on lyhyesti esitelty Hanahanin ja Weinbergin maéirittelemat

syovin tunnuspiirteet, erityisesti invaasion ja metastaasin aktivoitumiseen keskittyen.

2.1 Proliferaatiota yllipitivi signalointi

Solujen signalointi koostuu useista toisiinsa vaikuttavista ja keskenddn ristedvistd
signalointireiteistd, ja syOpdsoluihin kohdistuu niiden sisdisen signaloinnin liséksi
ulkoisia signaaleja strooman soluista ja soluviliaineesta. Solusignaloinnin avulla solut
mukauttavat geeniekspressiotaan, sopeutuvat ympéristdonsi ja proliferoivat. Syovéssa
solujen proliferaatio on hiiriytynyt normaalista tarkasti sdéddellystd tilastaan, ja
syopésolut kasvavat ja jakautuvat hallitsemattomasti. Tdmé piirre johtuu proliferaatiota
sddtelevien signalointireittien epdnormaalista toiminnasta, esimerkiksi kasvua edistdvia
signaaleja vilittdvien reseptorien lisddntyneestd aktivaatiosta kohonneen kasvutekija-
konsentraation seurauksena tai jopa ilman ligandia. Syopésolut voivat tuottaa itse
kasvutekijoité tai saada strooman solut tuottamaan niitd (Bhowmick ja muut 2004; Cheng
ja muut 2008). Akt on yksi useimmin hyperaktivoituneista proteiinikinaaseista syovassi
ja lahes kaikista Akt-signalointireitin osista on 16ydetty mutaatioita tai amplifikaatioita
useissa eri syovissd (Cheng ja muut 2005; Yuan ja Cantley 2008). Ras-ERK-signalointi-

reitti osallistuu solujen proliferaation ja selviytymisen lisddmiseen, ja my0s tdmén signa-



Proliferaatiota .
ylldpitavi Kasvua estivien

signalointi tekijoiden torjuminen

Solun energia- )
Immuunituhon

vilttiminen

Kyky jakautua
rajattomasti

Solukuoleman
estiminen

Kasvainta edistiavi
tulehdus

Genomin epdvakaus
ja mutatoituminen

Angiogeneesin Invaasion ja
kaynnistdminen metastaasin
aktivoituminen

Kuva 1. Sydvén tunnuspiirteet. Jokaisella syopéatyypilld on omat ominaispiirteensd ja jokaisen syovan
kehittyminen tapahtuu erilaisten geneettisten ja epigeneettisten mutaatioiden kautta. Syopakasvaimilla
on kuitenkin my®s yhteisid tunnuspiirteitd, jotka ovat edellytyksid syovén kehittymiselle tai seurauksia
syopasolujen kontrolloimattomasta kasvusta ja sydpékasvaimen olosuhteista. Syopésolujen prolife-
raatio on tyypillisesti hallitsematonta ja rajatonta, ja syopasolujen taytyy valttda erilaiset solukuolemaa
aiheuttavat tekijat. Kasvua ylldpitddkseen syopdkasvain muodostaa oman verisuonistonsa kuljetta-
maan ravinteita ja aineenvaihduntatuotteita. Sydpdsolujen téytyy sietdd genomin epdvakautta ja uusia
ominaisuuksia aiheuttavia mutaatioita sekd vélttyd immuunijirjestelmin puolustusmekanismeilta.
Kasvaimen ympéristossé vallitseva tulehdusreaktio sekd kasvaimen mikroymparisto ja strooman solut
edesauttavat syopésolujen selviytymisté ja kehittymistd. Sydpasolut voivat ldhted liikkeelle primaéri-
kasvaimesta ja muodostaa metastaaseja kaukaisiin kohde-elimiin. Metastaasien muodostuminen
johtaa tyypillisesti potilaan menehtymiseen. Kuva muokattu ldhteestd Hanahan ja Weinberg (2011).

lointireitin osat ovat usein mutatoituneet syovéssid. Noin kolmasosa kaikista ihmisen
kasvaimista ilmenti4 jatkuvasti aktiivisessa muodossa olevaa Ras-GTPaasia (Bos 1989).
Ras voi ERK-signalointireitin lisdksi aktivoida myo6s Akt-signaloinnin (Rodriguez-

Viciana ja muut 1994).

2.2 Kasvua estivien tekijoiden torjuminen

Proliferaation kasvattamisen lisdksi syopésolujen taytyy vélttda kasvua rajoittavat tekijét,
jotka monesti aktivoituvat solun signaloinnin joutuessa epitasapainoon epdnormaalin
proliferaation seurauksena. Tillaisia kasvua rajoittavia tekijoitd ovat monet tuumorin
suppressorigeenit, kuten retinoblastoomaproteiini ja p53. Retinoblastoomaproteiini
sadtelee solusyklid estdmilld etenemisen S-vaiheeseen ja edistimdlld solujen
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erilaistumista (Weinberg 1995), kun taas p53 séételee solujen vastetta stressitiloihin,
kuten DNA-vaurioon, hapen puutteeseen ja onkogeenien aktivoitumiseen, ja voi estdd
solusykliin etenemisen tai tarvittaessa kdynnistdd apoptoosin (Bieging ja muut 2014;
Muller ja Vousden 2014). Sydvissd suppressorigeenit usein inaktivoituvat; p53 on
syOvéssd useimmin mutatoitunut geeni, josta 10ytyy muutoksia noin 50 % ihmisen

syovistd (Kandoth ja muut 2013).

2.3 Solukuoleman estiminen

Syopésolu on erilaisten apoptoosia aiheuttavien stressiolosuhteiden alaisena, esimerkiksi
sen genomissa on usein mittavia vaurioita ja signalointi on epitasapainossa. Sydvin
etenemisen kannalta on tdrkedd, ettd syOpdsoluille kehittyy kyky vélttdd apoptoosi,
esimerkiksi inaktivoimalla proapoptoottisia proteiineja ja pS53:n kaltaisia tuumorin
suppressorigeenejé tai lisidmaélld apoptoosin vastaista signalointia. Esimerkiksi Bim, Bcl-
2-perheen apoptoosia edistivd tekijd, voi estdd leukemiaa vélittdimélldi Myc-
transkriptiotekijin aiheuttamaa apoptoosia (Huang ja Strasser 2000), ja siten Bim-

proteiinin puute voi edistdd sydvén kehitysti aktivoituneiden onkogeenien yhteydessa.

2.4 Kyky jakautua rajattomasti

Makroskooppisen kasvaimen muodostuminen edellyttdd, ettd syOpdsolut pystyvét
jakautumaan rajattomasti. Normaalien solujen jakautumista rajoittaa kromosomien péissé
olevien telomeerien lyhentyminen DNA:n kahdentumisen seurauksena, silli DNA-
polymeraasi ei pysty kopioimaan kromosomien 3’-pditd tdydellisesti (Harley ja muut
1990). Telomeerit estdvit kromosomien pédiden yhteenliittymistd ja DNA:n hajoamista
(Blackburn ja muut 2006). Kun telomeereista tulee kriittisen lyhyet, kdynnistyy DNA-
vauriovaste, ja solut ajautuvat replikatiiviseen seneskenssiin ja apoptoosiin.
Apoptoottisen signaloinnin ollessa hiiriytynyt syOpésolussa, esimerkiksi p53:n
inaktivoitumisen seurauksena, syopasolut pystyvét vélttyméén telomeerien lyhentymisen
aiheuttamalta apoptoosilta ja jakautumaan, mikd johtaa lopulta kromosomiston
epdvakauteen (Hackett ja Greider 2002). Siten telomeerien lyhentyminen voi seké estdd
syovian etenemistd aiheuttamalla solukuolemaa tai, apoptoottisen signaalin ollessa
hiiriytynyt, edistdd syovan kehitysti aiheuttamalla genomin mutatoitumista. Useimmissa
syovissd solut alkavat normaalista poiketen tuottamaan telomeraasientsyymid, joka

pystyy pidentdméién telomeerejd (Greider ja Blackburn 1985). Telomeraasiaktiivisuus on
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véalttdimétontd rajattomalle solukasvulle, ja siten silld on tidrked rooli kasvaimen

muodostumisessa ja kehityksessd (Kim ja muut 1994).

2.5 Angiogeneesin kiynnistiminen

Syopakasvaimen kasvaessa sen nopeasti jakautuvat solut tarvitsevat jatkuvasti uutta
verisuonistoa kuljettamaan ravinteita ja happea soluille sekd aineenvaihdunnan jitteité ja
hiilidioksidia pois. Aikuisen yksilon normaalit solut kykenevdt muodostamaan uusia
verisuonihaaroja angiogeneesissd esimerkiksi kudosvaurion yhteydessd, kun taas
syopésoluissa angiogeneesi on jatkuvasti aktiivisena (Hanahan ja Folkman 1996).
Angiogeneesiin johtava signalointi on sydpésoluissa hdiriintynyttd, ja kasvaimen
verisuonisto on rakenteeltaan poikkeava: verisuonet muodostavat yliméariisid haaroja ja
niiden seindmét ovat heikompia ja vuotavampia sekd suoniston endoteelisolujen
kayttdytyminen epidnormaalia (Baluk ja muut 2005). Kasvaimen verisuoniston vaste
angiogeneesin vastaiseen hoitoon vaihtelee. VEGF:44 (engl. vascular endothelial growth
factor, vaskulaarinen endoteelikasvutekijéd) inhiboiva hoito estdd vastamuodostuneiden
verisuonten kasvua mutta on vihemméin tehokas vakinaisempia kasvaimen verisuonia

kohtaan (Bergers ja Hanahan 2008; Helfrich ja muut 2010; Sitohy ja muut 2012).

2.6 Genomin epivakaus ja mutatoituminen

Sy6vin epdvakaa genomi ja vdhentynyt kasvukontrolli mahdollistavat jatkuvat uudet
mutaatiot, joiden seurauksena syOpdsolut voivat saada kasvaimen kehitystd edistivid
uusia ominaisuuksia. Useimmissa syovissd vallitsee kromosomiston epévakaus, jossa
kromosomien rakenne ja lukuméérit syopasoluissa ovat muuttuneet (Albertson ja muut
2003; Bayani ja muut 2007; Ye ja muut 2007). Kasvutekijasignaloinnin aktivoituminen
edistdd heterotsygotian menetystd ja genomin epévakautta solukasvatuksissa in vitro,
ihmisen sydpien ksenografteissa sekd hiirimalleissa (Denko ja muut 1994; Felsher ja
Bishop 1999; Di Micco ja muut 2006). Syopésoluissa useat genomin ylldpitosysteemin
osat, kuten DNA-vaurioita havaitsevat ja korjausmekanismeja aktivoivat seké toteuttavat

tekijdt toimivat epdnormaalisti (Jackson ja Bartek 2009; Ciccia ja Elledge 2010).

2.7 Kasvainta edistiva tulehdus

Lahestulkoon jokaisessa syopdkasvustossa on mukana vaihteleva midra immuunisoluja

(Pages ja muut 2010). Kasvaimen mikroympéristdssd olevat tulehdussolut ja niiden
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tuottamat sytokiinit, kemokiinit ja prostaglandiinit sditelevit useita tulehdusreaktiota
edistdvid vasteita, jotka voivat vaikuttaa sekd kudoksessa oleviin syopdsoluihin ettid
normaaleihin soluihin (Mantovani ja muut 2008). Prostaglandiinit edistdvit syovén
kehitystd inhiboimalla apoptoosia, edistimilld angiogeneesid sekd lisddmalld
syopdsolujen migraatiota (Masferrer ja muut 2000). Prostaglandiinien tuotantoa lisddvien
syklo-oksigenaasientsyymien méédrd on koholla useassa eri sydvidssd, kuten rinta-,
keuhko- ja eturauhassyovissd (Hwang ja muut 1998; Wolff ja muut 1998; Gupta ja muut
2000). Sytokiinit ja kemokiinit vaikuttavat useisiin syovin tunnuspiirteisiin, ja voivat
esimerkiksi stimuloida epiteeli-mesenkyymitransitiota eli EMT:td ja metastaasia

(Giovanni ja muut 2008; Hanahan ja Coussens 2012).

2.8 Energia-aineenvaihdunnan uudelleenohjelmointi

Solujen kiihtynyt kasvu ja jakautuminen luovat paineita solun aineenvaihdunnalle tuottaa
jatkuvasti solun proliferaatiota tukevia rakennusaineita. SyOpésolut muuttavat energian-
tuotantoaan niin kutsutun Warburgin vaikutuksen kautta, ja rajoittavat glukoosiaineen-
vaihduntansa myos hapen ldsné ollessa suurimmaksi osaksi glykolyysiin (Zheng 2012).
Energiantuotannoltaan tehottomampaa glykolyysid varten syopésolut lisddvit glukoosin-
kuljettajien méirdd (Medina ja Owen 2002; Szablewski 2013). Glykolyysin suosimisen
taustalla saattaa olla syopdsolujen kasvanut tarve biosynteesin ldhtdaineille, joita
glykolyysin viélituotteista voidaan muodostaa (Lunt ja Vander Heiden 2011). Glykolyysi
on myods sitruunahappokiertoa nopeampi tapa tuottaa ATP:ta. Siten glykolyysin
hyddyntdminen sitruunahappokierron sijaan voi olla proliferaatiota ajavien onkogeenien
aktivaation seurausta. Kasvaimien lisdantynyttd glukoosin sisdénottoa voidaan hyddyntéa
diagnostiikassa ja syovdn seurannassa kiyttdmilld 'F-fluorodeoksiglukoosia PET-
kuvantamisessa (positroniemissiotomografia) (Gambhir 2002). Glykolyysin tuottamat
aineenvaihduntatuotteet, kuten laktaatti ja H™-ioni, aiheuttavat kasvaimen ympariston
happamoitumista, mika edistdd syovén invaasiota (Schornack ja Gillies 2003; Smallbone

ja muut 2005).

2.9 Immuunituholta vilttyminen

Immuunipuolustus tunnistaa ja tuhoaa suurimman osan elimistdssd epdnormaalisti
kayttaytyvistd soluista. Muodostaakseen makroskooppisia kasvaimia on sydpdsolujen

onnistuttava vélttimiin immuunipuolustuksen tunnistus ja eliminointi. Monet kasvaimet
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ilmentévit syoville spesifisid antigeenejd, joiden avulla immuunipuolustuksen solut
voivat tunnistaa syopdsolut tuhottavaksi. SyOpdsolut yksinddn pystyvét aktivoimaan
sytotoksiset T-solut mutta kasvaimen mikroympéristd pystyy suojaamaan syopésoluja
tuholta ja sddtelemédn syopdantigeenin tasoa ja tunnistusta (Ochsenbein ja muut 1999).
Kasvaimesta ldhtoisin olevat liukoiset tekijdt voivat kdynnistdd useita mekanismeja,
joiden avulla syopésolut vilttyvéit immuunipuolustukselta kasvaimen mikroymparistossa.
Priméarikasvaimen ympéristoon eritetyt immunosuppressiiviset tekijat voivat levitd
imusolmukkeisiin ja siten edistdd syovan levidmistd. (Kim ja muut 2006.) Syopé saattaa
muodostua tilanteissa, joissa yksilon immuunijirjestelmén toiminta on heikentynyt.
Suurempi syOpériski on havaittu esimerkiksi immunosuppressoiduilla munuais-
(Birkeland ja muut 1995; Morath ja muut 2004) tai sydénsiirtopotilailla (Pham ja muut
1995). Joillekin elinsiirtopotilaille on kehittynyt luovuttajasta perdisin oleva syopi, joka
on mahdollisesti luovuttajalla pysynyt kurissa tdysin toimivan immuunijirjestelmén

ansiosta (Strauss ja Thomas 2010).

2.10 Invaasion ja metastaasin aktivoituminen

Erikoistyon tulosten kannalta sydvén invaasion mekanismien tunteminen on tarkeés, ja
siksi my0s kirjallisuuskatsauksessa keskitytdén seuraavaksi tarkemmin invaasion ja
metastaasin aktivoitumiseen. Sy0vin eteneminen metastaattiseksi koituu usein potilaan
kohtaloksi, ja metastaasit aiheuttavat suurimman osan sydpakuolemista hoitokeinojen
kehityksestd huolimatta. Metastaasien muodostumista on pidetty syovin kehittymisen
viimeisend vaiheena, ja prosessia on kuvattu niin kutsutun invaasio—metastaasikaskadin
avulla (Fidler 2003). On kuitenkin myds mahdollista, ettd syopésolujen levidminen
tapahtuu jo varhaisessa vaiheessa syovdn kehityskaarta (Hiisemann ja muut 2008).
Joissakin tapauksissa primddrikasvain voi tuottaa levinneiden solujen kasvua estivid
tekijoitd, ja primddrikasvaimen poiston jilkeen ndméd pienet metastaattiset kasvustot

voivat kasvaa rdjahdysmaéisesti (Demicheli ja muut 2008).

Syopésolujen kehittyminen ja metastaasikaskadin ldpikdyminen muistuttavat Darwinin
luonnonvalintaa, jossa vain pieni osa edellisen vaiheen suorittaneista soluista pystyy
etenemiin seuraavaan vaiheeseen kaskadia (Fidler 2003). Metastaasikaskadin aikana
solut ilmentdvét monenlaisia fenotyyppisiéd piirteitd, joiden tdytyy pysyd mukautuvina

solujen ldpikdydessd uusia metastaasin etenemiseen tarvittavia geneettisid ja epigeneet-
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tisid muutoksia. Alussa syOpdsolun fenotyyppi muuttuu invasiivisemmaksi, usein niin
sanotun epiteeli-mesenkyymitransition (EMT) avulla, jolloin sy&pasolu pystyy léhte-
maéén litkkeelle priméérikasvaimesta ja tunkeutumaan ympérdivdadan kudokseen. EMT:n
seurauksena solu tyypillisesti menettdd solu—solukontaktinsa ja pystyy irrottautumaan
priméérikasvaimesta. Muutoksia solu—solukontaktien tiiviissé liitoksissa, vyoliitoksissa

ja aukkoliitoksissa on raportoitu syovin kehityksen yhteydessd (Knights ja muut 2012).

Tarked osa metastaasia on syopéasolun kyky vélttda solukuolema apoptoosin ja anoikiksen
eli solun soluviliaineesta ja muista soluista irtoamisen aiheuttaman apoptoosin kautta.
Invasiiviset syOpdsolut voivat siirtyd veri- tai imusuonistoon, mitd helpottaa syopa-
kasvaimen suonien seindmien ldpdisevyys. Suonistossa syOpdsolujen tiytyy valttdd
immuunipuolustuksen hyokkdykset sekd mekaaninen stressi. Syopdsolut voivat liikkkua
suonistoa pitkin ja lopulta tarttua suonien pintaan ja poistua suonistosta ekstravasaatiossa.
Tamédn jalkeen syOpédsolun tidytyy pystyd sopeutumaan ja proliferoitumaan uudessa
mikroympéristdssd. Jo ennen kuin ensimméinen syOpdsolu saapuu metastaattiseen
elimeen, on kohdepaikkaan tyypillisesti muodostunut etdpeséikkeen kasvua tukeva
mikroympaéristd, joka soveltuu sydpédsolun kolonisoitumiseen (Sceneay ja muut 2013).
Jokainen vaihe kaskadissa on tarpeellinen metastaasin muodostumiselle ja siten

mahdollinen kohde antimetastaattisille hoidoille.

Metastaasien muodostuminen tapahtuu siis tyypillisesti monivaiheisen invaasio—
metastaasikaskadin kautta, vaikka viitteitd varhaisesta levidmisestd onkin olemassa
(Hiisemann ja muut 2008). EMT liséé karsinoomasolujen invasiivisuutta ja mahdollisesti
lisdd syopédsolujen kykyd muodostaa uusia kasvaimia (Mani ja muut 2008).
Muodostaakseen makroskooppisia etidpesdkkeitd taytyy syopédsolujen valttdd immuuni-

jarjestelmédn aiheuttama eliminaatio seka kolonisoitua uuteen ymparistoonsa.

2.10.1 Syovén mikroympéristo ja metastaasi

Syopésolujen lisdksi sydvén kehitykseen vaikuttavat kasvaimen ja sen ympériston muut
solut sekd soluvéliaineen rakenne. Metastaasien muodostuminen edellyttdé sitd edistdvan
mikroympariston kehittymistd (Langley ja Fidler 2011). Soluvéliaine muodostaa
tukirakenteen, jonka pohjalta kudokset jarjestiytyvit, ja sddtelee solujen kasvua, selviy-

tymistd, liikkumista ja erilaistumista sekd verisuonien muodostumista ja immuuni-
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jarjestelmén toimintaa. Siten soluvéliaine on térked tekijd myos syovan kehittymisessé ja
metastaasissa. Esimerkiksi primédérikasvaimen fibroottinen, reaktiivinen strooma korreloi

potilaan lyhentyneen tautivapaan ajan kanssa (Ayala ja muut 2003).

Ihmisen rintasyopékudoksessa lisddntynyt kollageeni I:n mddré ja siten rintakudoksen
kasvanut tiheys lisdd syovdn paikallisen uusiutumisen riskid (Park ja muut 2009).
Kasvaimen yhteydessd olevan kudoksen jaykkyys ja muunneltu matriksi edistévét
syopésolujen proliferaatiota ja metastaasia (DuFort ja muut 2011; Charras ja Sahai 2014).
Kollageeni I:n yliekspressio rintasydvan hiirimallissa lisdsi kasvaimien muodostumista ja
keuhkometastaaseja, ja strooman kollageenin uudelleenjdrjestdytyminen edisti syOpa-
solujen paikallista invaasiota etenkin kollageenitiheissd kudoksissa (Provenzano ja muut
2008). Lisddntynyt kollageeni I:n méddrd metastaasin mikroympéristossd pystyi
aiheuttamaan dormanttien eli niin sanotussa horroksessa olevien solujen proliferaatiota
metastaattiseksi kasvaimeksi Bi-integriinin signaloinnin kautta (Barkan ja muut 2010).
Kollageenipitoinen, fibroottinen ympéristd siis osallistuu kasvaimen muodostumiseen ja

syovin metastaasiin.

Kun sy6pésoluja kasvatetaan tavallisten fibroblastien kanssa yhdessd, voivat fibroblastit
estdd syopdsolujen kasvua (Sadlonova ja muut 2007; Flaberg ja muut 2011). Tavallisten
fibroblastien tuottama soluvidliaine on pehmedmpdd kuin syOpéddn yhdistettyjen
fibroblastien (engl. cancer-associated fibroblasts) tuottama, ja timd pehmed matriksi
rajoittaa syopésolujen kasvua ja muuttaa niiden geeniekspressiota matriksin jaykkyydesta
riippuvaisesti (Kaukonen ja muut 2016). Matriksin jiykkyys ja syOpddn yhdistettyjen
fibroblastien ldsndolo kasvaimen stroomassa korreloivat sydvdn etenemisen ja

metastaasien muodostumisen kanssa (Pickup ja muut 2014).

Heterotyyppinen signalointi syOpdsolujen ja strooman vililli muokkaa kasvaimen
mikroympaéristdd. Priméérikasvain voi muokata metastaattista mikroympéristd jo ennen
kuin sydpésolut ldhtevét levidmddn, jolloin metastaattisten syOpdsolujen saapuessa
kohde-elimeen on strooma jo ainakin osittain aktivoitunut ja etdpesikkeen kasvua
edistdvé (Sceneay ja muut 2013). Kuten kirjallisuuskatsauksesta on jo tihdn mennessi
kdynyt ilmi, on kasvaimen strooman soluilla ja soluvéliaineella merkittivd vaikutus

syovin kehityksen ja metastaasin seké kaikkien syovén tunnuspiirteiden sidtelyssa.
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2.10.2 Epiteeli-mesenkyymitransitio

EMT on prosessi, jonka mydtd epiteelisolut muuttuvat enemmin mesenkymaalisten
solujen kaltaisiksi, esimerkiksi muuttamalla solun pinnallaan ilmentdmien proteiinien,
kuten E-kadheriinin, ekspressiota. EMT on tirked sikion normaalille kehitykselle ja
osallistuu myds aikuisen yksilon epiteelikudoksen haavojen parantumiseen. Karsinooma-
solut voivat hyddyntdd EMT:td muuttuessaan invasiivisiksi, silld EMT:n myo6té solujen
kyky liikkua, invasoida ja hajottaa soluviliainetta kasvaa (Thiery 2002; Nieto ja muut
2016). EMT-prosessi on hieman erilainen eri kudoksissa ja erilaisten karsinoomien
vililld, ja EMT:n ja sen kdéinteisprosessin mesenkyymi-epiteelitransition (MET) kautta
solut voivat dynaamisesti ilmentdd monenlaisia fenotyyppejd epiteelisen ja mesenky-
maalisen vililtd (Nieto ja muut 2016). EMT-prosessin etenemisen kannalta térkeiksi on
kuvattu niin sanotut EMT-transkriptiotekijit, erityisesti Snail, Slug, Twist ja Zebl
(Lamouille ja muut 2014).

Ihmisen sy&pikasvainten reunoilla on havaittu stroomaan kurkottavia syopisoluja, joita
voidaan pitdd morfologisena todisteena EMT:sti (Prall 2007). E-kadheriinin menetysti
pidetdén olennaisena osana EMT:t4, ja se on my0s keskeinen tapahtuma adenooman
muuttumisessa invasiiviseksi karsinoomaksi (Perl ja muut 1998). Monet signalointireitit,
kuten TGF-B (engl. transforming growth factor f, transformoiva kasvutekija ), Wnt,
Notch, EGF (engl. epidermal growth factor, epidermaalinen kasvutekiji) ja HIF (engl.
hypoxia-inducible factor, hypoksian indusoima tekijéd), voivat kdynnistid EMT:n seka
normaalissa ettd syopdkudoksessa (Yang ja Weinberg 2008). EGF kiynnistdd EMT:td
muun muassa lisddmalld E-kadheriinin endosytoosia (Lu ja muut 2003). VEGF edistdé
EMT:t4 saamalla aikaan Snail ja Twist EMT-transkriptiotekijoiden ekspression haima- ja
rintasyopésoluissa (Yang ja muut 2006; Wanami ja muut 2008). Hypoksia ja Notch-
signalointi voivat yhdessd sdddellda EMT:n aktivaatiota: Notch-reseptorin solunsisidinen
domeeni sitoutuu Snail-promoottoriin lisiten Snailin ekspressiota, ja lisdksi Notch edistda
HIF-lo:n vilittdimdd lysyylioksidaasin ekspressiota, mikd stabiloi Snaill-proteiinin

(Sahlgren ja muut 2008).

EMT:n roolista ja tarpeellisuudesta metastaasien muodostumiselle on kéyty keskustelua.
Syopésolut voivat invasoitua my0s kollektiivisesti sen sijaan, ettd ldhtisivat liikkeelle

yksittéisind soluina. Kollektiivisessa invaasiossa solut pysyvit kiinnittyneina toisiinsa ja
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litkkkuvat yhdessd ympardivaan kudokseen. EMT-prosessissa solut tyypillisesti menetta-
vét solu—solukontaktinsa, joten EMT ei vélttdmittd ole tarpeellinen kollektiivisessa
invaasiossa. Etdpesidkkeen syOpdsolujen polyklonaalisuus saattaa viitata siihen, etti
syopdsolut ovat levinneet kollektiivisesti (Cheung ja muut 2016). Kollektiivisessa
invaasiossa liikkuvilla sydpésoluilla on erilaisia rooleja, ja invasiivisimmat solut ottavat
johtosolujen tehtdvin ja kulkevat invaasiorintaman edessd kuljettaen muita soluja
mukanaan solu—soluliitosten avulla (Cheung ja muut 2013). Myds mesenkymaalisten
fibroblastien on osoitettu voivan johtaa syoOpésolujen kollektiivista invaasiota
muokkaamalla matriksia ja siten luomalla syOpidsoluille reittejd, mitd pitkin kulkea
(Gaggioli ja muut 2007). Toisaalta EMT saattaa osallistua myos kollektiivisen migraation
sddtelyyn (Ye ja muut 2015). Karsinoomien metastaasien on havaittu muistuttavan
primédérikasvainta ja ilmentdvén epiteelisid ominaisuuksia mutta toisaalta EMT:n
dynaamisuuden takia solut voivat ldpikdydd myds MET-prosessin, miki palauttaa niiden
epiteelisen fenotyypin (Brabletz 2012). EMT voi my0s aiheuttaa syOpdsoluille
kantasolunkaltaisia ominaisuuksia (Mani ja muut 2008), jolloin sydvén kantasolut
pystyviat muodostamaan heterogeenisen kasvaimen. EMT saattaa siis olla keskeinen
tekijd syovin levidmisesséd tai vain yksi monista vaihtoehdoista, joita syOpdsolu voi

hyodyntéé lahtiessdédn levidméaén.

EMT on térked sikion kehityksessé ja epiteelikudoksen haavan parantumisessa, mutta
silld voi olla my0s haitallisia seurauksia syopédsoluissa. EMT voi lisdtd sydpéasolun
invasiivisia ominaisuuksia ja aikaansaada kantasoluominaisuuksia. Siten EMT saattaa
edesauttaa erilaistumiskykyisten ja kasvaimenaloituskyvyllisten sydpésolujen levidmistd

priméérikasvaimesta muihin elimiin muodostamaan metastaaseja.

2.10.3 Kiertavét syopésolut

Invasiiviset syopésolut voivat siirtyd veri- tai imusuonistoon, jota pitkin ne voivat kulkea
metastaattiseen kohde-elimeen. Suonistossa syOpdsoluihin  kohdistuu immuuni-
puolustuksen solujen hyokkédykset sekd monet muut fysikaaliset ja kemialliset
stressitekijat. Kohde-elimen saavutettuaan syOpdsolut kiinnittyvit suonen pintaan ja
tunkeutuvat sen seindmdn lépi ekstravasaatiossa. Verenkierrossa kulkevia soluja
kutsutaan kiertiviksi syopasoluiksi (engl. circulating tumor cell). Kiertdvit syopésolut

voivat jdddéd jumiin hiusverisuonistoon ja hévitd verenkierrosta nopeasti, mutta on myos
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raportoitu jopa kiertdvien sydpésolujen rykelmén pystyvén kulkemaan hiusverisuonten

1api yksisoluketjuna (Au ja muut 2016).

Vuorovaikutukset verenkierron solujen kanssa edistivit kiertdvien sydpéasolujen kulkua
verenkierrossa sekd poistumista verisuonten seindmien ldpi. Verihiutaleiden korkea
mddrd korreloi useissa karsinoomissa huonon ennusteen kanssa (Gay ja Felding-
Habermann 2011). Verihiutaleiden tuottama TGF-f sekéd verihiutale-syopasolukontaktit
aktivoivat syOpésolujen signalointia ja muuttavat ne invasiivisemmiksi sekd niiden
fenotyypin mesenkymaalisenkaltaiseksi, ja siten verihiutaleet edistdvdt metastaasia
(Labelle ja muut 2011). Sydpésolujen aktivoimat verihiutaleet edistdvét metastaasia myos
erittimalld ATP:ta (engl. adenosine triphosphate, adenosiinitrifosfaatti), miké aiheuttaa
verisuonten seindmien endoteelisolujen viliin aukon, jonka kautta syopésolujen on
mahdollista poistua verenkierrosta (Schumacher ja muut 2013). Myo6s neutrofiilit voivat
helpottaa ekstravasaatiota erittdmélla MMP:itd (matriksin metalloproteinaasi) ja IL1f:aa
(interleukiini 1PB), ja lisdksi neutrofiilit voivat suojata sydpdsoluja NK-solujen

hyokkaykseltd (Spiegel ja muut 2016).

EMT-prosessi edesauttaa sekd syOpédsolujen kykyéd siirtyd verenkiertoon ettd myds
selviytyd sielld (Kumar ja muut 2011). Kiertdvid syopdsoluja voidaan mahdollisesti
hyodyntdd hoitovasteen ja taudin uusiutumisen seurannassa sekd primdirikasvaimen
geneettisten mutaatioiden ja sopivan lddkehoidon mairityksessd kasvattamalla niitd ex
vivo (Yuja muut 2014). Suurimpana haasteena kiertdvien syopasolujen hyddyntdmisessa
on niiden alhainen méérd verenkierrossa, silld kiertidvid sydpésoluja voi olla jopa vain
1:10° tai 1:107 verrattuna leukosyyttien médraén verenkierrossa (Ross ja muut 1993).
Lisdksi kiertdvien syopdsolujen vélilld on raportoitu olevan solusta soluun vaihtelua

(Heitzer ja muut 2013).

Ekstravasaation tarkkaa mekanismia ei tunneta, mutta todennikoisesti sen vaatimukset
vaihtelevat kudoksittain. Esimerkiksi luuytimen huokoiset tiehyet saattavat mahdollistaa
jopa passiivisen siirtymisen verisuonen seindmin ldpi, kun taas aivometastaaseissa
syopisolujen tdytyy pystyd kulkemaan veri—aivoesteen yli. Leong tydoryhmineen (2014)
kuvansi syopidsolujen ekstravasaatiota in vivo, ja havaitsi syopéasolujen muodostavan
invadopodioita endoteelikerroksen ldpi verenkierron ulkopuoliseen stroomaan. Sy&pé-

solut voivat kiinnittyd verisuonien pintaan, jakautua ja lopulta rikkoa verisuonten
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seindmét (Al-Mehdi ja muut 2000). Sydpésolut voivat myos aiheuttaa endoteelisolujen
nekroosin (Strilic ja muut 2016). Verenkierrosta poistuttuaan syopésolun taytyy sopeutua

uuteen ympéristoonsé ja pystyd muodostamaan uusi kasvain.

2.10.4 Syovén kantasolut

Syo6vin kantasolut ovat pieni alapopulaatio sydpdsoluja, jotka ovat kriittisid kasvaimen
ylldpidossa, metastaasissa ja syopédhoidoista selviytymisessd. Syovin kantasoluja 16ydet-
tiin aluksi akuutista myeloidisesta leukemiasta, mutta viimeaikaiset tutkimukset viittaavat
niiden olemassaoloon my0s muun tyyppisissd leukemioissa ja kiintein kasvaimen
syovissid (Kreso ja Dick 2014). Kantasolut sijaitsevat yleensa tyvikalvon 1dhelld olevassa
spesifisessd ympéristossd, kantasolulokerossa (emgl. stem cell niche). Kantasolujen
tunnistamiseksi on kehitetty erilaisia markkereita, ja esimerkiksi integriinit ovat olleet
apuna muun muassa ihon kantasolujen tunnistuksessa (Jones ja muut 1995; Li ja muut
1998). Syopésolujen jaottelu pintamarkkereiden mukaan on luonut alapopulaatioita, joilla

on selvisti kasvanut kyky muodostaa kasvaimia immuunipuutoshiirissa.

Syo6vin kantasolujen ldhtokohta ei ole selvd, ja se saattaa vaihdella eri syovissd. Syovian
kantasolut voivat saada alkunsa aikuisen kantasolujen tai tilapdisesti jakautuvien solujen
onkogeenisesti transformaatiosta, eivitka ne vélttdmattd ilmennd kaikkia ominaisuuksia,
jotka liitetddn alkion tai aikuisen kantasoluihin; ne esimerkiksi jakautuvat pddasiassa
symmetrisesti (Gupta ja muut 2009; Clevers 2011). Sydvdan kantasolunkaltaisten
ominaisuuksien saanti on yhdistetty myos EMT-ohjelmaan (Mani ja muut 2008).
Joissakin tapauksissa kasvaimen mikroympériston solut tuottavat sytokiinejd, jotka
aktivoivat syovédn kantasolujen uusiutumiskykyd ylldpitdvid signalointireitteja (Reya ja
muut 2001). Strooman solut voivat myds aiheuttaa tulehdusreaktion, jonka signaalit
voivat saada erilaistuneet syOpdsolut muuttumaan erilaistumattomiksi syovdn kanta-

soluiksi (Schwitalla ja muut 2013).

Syovén kantasoluilla on kyky uusiutua ja monissa karsinoomissa on havaittu hierarkkista
jarjestdytymistd, minkd mukaan vain syovdn kantasoluilla olisi kyky aloittaa uusia
kasvaimia (Reya ja muut 2001). Sydvéin kantasolut on yhdistetty dormanssiuteen ja
metastaasiin, silld syovén kantasoluilla ja dormanteilla soluilla on yhteisié piirteité, kuten

hiljentynyt jakautuminen ja immuunipuolustuksen vilttdiminen (Kleffel ja Schatton
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2013). Metastaasin aloittavan solupopulaation fenotyyppi on epéselvd, mutta myos
ndiden solujen uskotaan olevan mitoottisesti hiljentyneitd. Tédssd tilassa ne voisivat
selviytyd spesifisissd metastaattisissa mikroympaéristdissé, ja proliferaation puute sallisi
niiden pysyd havaitsemattomina pitkid aikavélejd sekd antaisi niille sietokykyd
antiproliferatiivisia tekijoitd vastaan. Mitoottinen hiljentyneisyys selittdisi sen, kuinka
metastaattinen kasvu voi tapahtua vasta vuosia primdirikasvaimen onnistuneen
hévittdimisen jdlkeen. Wang tyoryhmineen (2015a) pyrki 10ytdmédn sellaisten
eturauhassyOpisolujen alapopulaation, jotka aloittavat luumetastaasin. Ryhma eristi
eturauhassyOpésolulinjoista mitoottisesti hiljentyneet alapopulaatiot, joiden geeni-
ekspressioprofiilia ja kykyd muodostaa luumetastaaseja kateenkorvattomiin hiiriin
verrattiin vastaaviin nopeasti jakautuviin soluihin. Mitoottisesti hiljentyneet solut
muodostivat merkittdvasti enemmain luumetastaaseja kuin nopeasti jakautuvat (55% ja
15%, vastaavasti), ja niilld oli omalaatuinen geeniekspressioprofiili. Hiljentyneet solut
eivit olleet ainutlaatuisesti kantasolunkaltaisia, silld niiltd puuttui eturauhassydvéin
kantasolujen markkerin, CD133:n ekspressio, ja niilld oli sama ekspressiotaso muissa
oletetuissa eturauhasen kantasolumarkkereissa (CD44 ja axfi-integriini) kuin nopeasti
jakautuvilla soluilla. Hiljentyneissi soluissa oli korkea CXCR4:n tuotto, minka inhibointi
muutti solujen kotiutumista luuhun. Tutkimuksen perusteella mitoottinen dormanssi on
ainutlaatuinen fenotyyppi, joka edistééd syopasolujen kolonisaatiota luustoon eturauhas-

syovissid. (Wang ja muut 2015a.)

Syo6vian kantasolujen on havaittu selviytyvén erityisen hyvin metastaasikaskadin rajoit-
tavista tekijoistd, kuten anoikiksen vélttdmisestd, ekstravasaatiosta ja kolonisaatiosta, ja
useat tutkimukset ovat osoittaneet, ettd syovéin kantasolut mahdollistavat metastaasien
muodostumisen (Hermann ja muut 2007; Liu ja muut 2010; Todaro ja muut 2014).
Ihmisen rintasyovidn metastaattisissa syOpdsoluissa kantasolufenotyyppiin, EMT:hen,
selviytymiseen ja dormanssiuteen yhdistettyjen geenien ilmentyminen on kohonnutta, ja
niilld havaittiin my0s olevan sydvén kantasolujen kyky aloittaa uusia kasvaimia ja
erilaistumalla muodostaa heterogeeninen sydpékasvain (Lawson ja muut 2015). EMT:n
ja syovin kantasolujen vilill4 on havaittu yhteys aiemminkin, silld jos solut pakotetaan
lapikdyméaan EMT ekspressoimalla soluissa EMT-transkriptiotekijoitd Twistid ja Snailia,
saavat solut samalla kantasoluihin yhdistettyjd ominaisuuksia (Mani ja muut 2008). Useat
tutkimukset ovat osoittaneet, ettd syovédn kantasoluista erilaistuneilla syovén esisoluilla

on kyky muuttua takaisin kantasolunkaltaiseksi, jolloin sydvéin kantasolufenotyyppi on
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pikemminkin dynaaminen ominaisuus (Li ja Laterra 2012). Kasvaimen kehitystd tukevat
geneettiset ja epigeneettiset muutokset voivat siten muodostua ensin sydvén kantasoluissa
tai sitten nimé muutokset tapahtuvat esisoluissa, jotka myShemmin muuntuvat takaisin

kantasolunkaltaisiksi.

Syovén kantasolumalli osallistuu syOpdkasvaimen heterogeenisyyden luomiseen, mutta
myo0s syovan kantasolujen fenotyyppi voi vaihdella potilaiden vililld, ja jopa samassa
kasvaimessa voi ilmeté erillisid kantasolupopulaatioita (Visvader ja Lindeman 2012).
Sy6vin kantasolujen monipuolisuus ja vaihtelu tietyn kasvaimen kantasolupopulaation
sisélld ovat muokanneet syovin kantasolujen késitettd pikemminkin dynaamiseksi solun
tilaksi kuin erilliseksi solutyypiksi. Dormanssiuden, metastaasin ja syovin kantasolujen
vélinen yhteys (Kleffel ja Schatton 2013) sekd kantasolupopulaation dynaamisuus tukee
my0s Wangin tyéryhmineen (2015) tekemid havaintoja eturauhassydpdsolujen mitootti-
sesti hiljentyneiden solujen kyvystd aloittaa kasvaimia ja saattaa selittdd, miksi ndma
mitoottisesti hiljentyneet solut eivit ilmenténeet eturauhassyovén kantasoluille tyypillisid
markkereita. Kantasolunkaltaisia ominaisuuksia omaavat sydpésolut myos tyypillisesti
kestdvdt monenlaisia kemoterapeuttisia hoitoja muita syopisoluja paremmin (Singh ja
Settleman 2010), mahdollisesti mitoottisen hiljentymisensd ansiosta, mikd voi auttaa

selittdimadn syovan uusiutumisen.

Metastaattisen kolonisaation saattavat aloittaa samat syovin kantasolut, jotka pitdvét
primédrikasvainta ylld, tai mahdollisesti ndiden solujen jilkeldiset, joilla on
itseuusiutumiskyvyn lisdksi metastaasin yhteydessd saavutettuja uusia ominaisuuksia.
Monissa tapauksissa on kuitenkin mahdollista, ettd syopasolut kayvit 1dpi kolonisaatiota
edistdvit geneettiset ja epigeneettiset muutokset jo ennen levidmistd. Koska ndma
muutokset aiheutuvat mutaatioista, jotka eivat valttdmattd lisdd solujen kilpailukykyd
primédérikasvaimen olosuhteissa, ne eivét pidse yleistymddn. Rintasyovin ja medullo-
blastooman priméérikasvaimen ja metastaasien sekd munuaissyovin priméarikasvaimen
eri alueiden ja metastaasien genomien vertailun perusteella metastaasit ovat perdisin
primédrikasvaimen harvinaisesta solujen alapopulaatiosta (Ding ja muut 2010; Wu ja
muut 2012). Osa muutoksista syopéasoluissa tapahtuu todennikdisesti vasta levidmisen
jilkeen, ja ne lisddvit levinneiden sydpésolujen proliferaatiota vieraassa ymparistossa.

Haima- ja munuaissydpien metastaattisissa kasvustoissa onkin havaittu priméérikasvai-
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mesta poikkeavia kasvaimen kehitystd ohjaavia mutaatioita (Campbell ja muut 2010;

Yachida ja muut 2010; Gerlinger ja muut 2012).

Syovén kantasolut ovat siis kasvaimen syopdsolujen alapopulaatio, joilla on kyky aloittaa
uusi heterogeeninen syoOpdkasvain. Syovdn kantasolut ovat todenndkéisesti hyvin
muuntumiskykyisié soluja, jotka voivat osittaisen erilaistumisen jilkeen muuntua takaisin
kantasolunkaltaisiksi. Sydvén kantasolut on yhdistetty dormanssiin ja metastaasien
muodostumiseen, ja tdmdn syOpdsolualapopulaation levidminen on mahdollisesti
kriittinen tekija metastaasien muodostumisessa ja syOvdn uusiutumisessa. Useita
merkkiproteiinegja on raportoitu, joiden avulla ndmd syovdn kantasolut voitaisiin
tunnistaa. Na&itd markkereita hyddyntamélld voitaisiin sydpdhoidot tulevaisuudessa
kohdistaa syovén kantasolujen vaaralliseen solualapopulaatioon, ja siten merkittavésti

vihentdd metastaasien ja uusiutumisen riskia.

2.10.5 Kolonisaatio

Ei tiedetd tarkkaan, missé vaiheessa syopéasoluille kehittyy kyky kolonisoitua eli sopeutua
vieraaseen ympéristoon. Kolonisaatioon osallistuu lukuisat solubiologiset prosessit ja
signalointireitit, mitkd ovat monimutkaisempia ja monipuolisempia kuin metastaasi-
kaskadin aiemmissa vaiheissa. Kolonisaation mahdollistavat muutokset soluissa voivat
tapahtua jo ennen levidmistd, syOpédsolujen ollessa vield rajautuneena priméadri-
kasvaimeen. Vaihtoehtoisesti selektiivinen paine vieraassa ympéristossd aiheuttaa
soluissa sopeutumista edistivid muutoksia. Kolonisaation mekanismien selvitys on
tarkedd tulevaisuuden sydpéhoidoille, ja edistysti onkin tapahtunut muun muassa
tiettyihin kudoksiin muodostuvien etépesikkeiden kanssa korreloivien geenien
tunnistamisessa. Mahdollisia sopeutumiskeinoja on kuitenkin useita, silld metastaasin
kohde-elinten kudosympaéristét voivat olla keskendén hyvin erilaisia. Kolonisaation
kannalta tirkeinti on kuitenkin kasvaimen kehitystd edistivin mikroympériston
muodostuminen. Luzzi tydryhmineen (1998) havaitsi, etti melanoomasolujen metas-
taasin rajoittavin vaihe oli levinneiden syopdsolujen kyky kasvaa kohde-elimessi, ja
suurin osa levinneistd syOpdsoluista pysyi dormantteina yksittdisind soluina. Siten
my6hemmin saatu kyky kolonisoitua kohde-elimen ymparistoon voi aktivoida ndma

dormantit solut muodostamaan kasvaimia.
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Vieraassa kudoksessa syOpdsoluilta puuttuvat aktivoidut strooman solut sekéd tutut
kasvutekijét ja soluvéliaine. Sydpésolujen metastaattinen kasvu vaatii tai vdhintdénkin
hyotyy sopivasta soluviliaineesta. Dormanssius voi johtua joko kykenemittomyydestd
sopeutua ja hyodyntdd uuden ympériston signaaleja kasvun tukemiseksi tai ympéristosta
tulevista proliferaatiota estivistd signaaleista (Giancotti 2013; Sosa ja muut 2014),
esimerkiksi luun stroomasolujen tuottama BMP7 (engl. bone morphogenetic protein, luun
morfogeneettinen proteiini) voi tehdd eturauhassyOpasoluista dormantteja (Kobayashi ja
muut 2011). SyOpdsolut voivat olla kykeneméttomid kdynnistiméén angiogeneesin,
immuunipuolustus voi estdd metastaattista kasvua tai syopdsolujen kasvu voi olla estynyt
puutteellisten kasvutekijoiden tai adheesiosignaalien takia, jolloin sydpdsolut ajautuvat
dormanssiin (Aguirre-Ghiso 2007). Dormantit kasvustot voivat pysyéa inaktiivisina jopa
vuosia, ja koska ne eivit proliferoi aktiivisesti, ne myos tyypillisesti kestavit jakautuviin
soluihin kohdistuvaa sydpédhoitoa. Siten dormantit sydpédsolut voivat aktivoituessaan
aiheuttaa sydvdn uusiutumista jopa vuosien péédstd primédrikasvaimen hdvidmisen
jilkeen. Esimerkiksi luuytimessd olevat mikrometastaasit korreloivat rintasyopé-
potilaiden huonon selviytymisennusteen ja kohonneen uusiutumisriskin kanssa (Braun ja

muut 2005).

Adhesiiviset vuorovaikutukset kohde-elimen soluvéliaineen kanssa voivat mahdollistaa
solujen selviytymisen vieraassa ympéristossé, ja Pi-integriinin vélitykselld tapahtuva
solujen adheesioon liittyvd signalointi voi aktivoida dormanttien levinneiden syopéa-
solujen proliferaation aktivoimalla solunsisdistd signalointia ja uudelleenjérjestimalla
solun tukirankaa (Aguirre-Ghiso ja muut 1999; Barkan ja muut 2008; Shibue ja Weinberg
2009). Joissakin tapauksissa metastaasia edistdvin ympériston muokkaaminen saattaa
alkaa jo ennen kuin sydpdsolut saapuvat kohde-elimeen (Sceneay ja muut 2013).
Levinneet syOpdsolut voivat asettua tiettyihin dormanssia aiheuttaviin mikro-
ympéristoihin, jotka edistdvit solujen selviytymisti, rajoittavat niiden proliferaatiota seki
suojaavat niitd terapeuttisilta tekijoiltd (Ghajar 2015). Sydpidsolut voivat myos kilpailla
kudoksen normaalien kantasolujen kanssa kantasolulokerosta, kuten eturauhassyovian
luuhun levinneet syoOpésolut kilpailevat hematopoieettisten kantasolujen kanssa
(Shiozawa ja muut 2011). Dormanssia aiheuttavan mikroympériston ja kantasolulokeron

on myos arveltu olevan sama asia (Ghajar 2015).
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Kantasolunkaltaiset ominaisuudet edistdvit syopdsolujen kolonisaatiota, ja metastaat-
tinen potentiaali saattaa riippua kasvaimen kyvystd ldhettdd syovdn kantasoluja
aloittamaan uusia kasvustoja (Oskarsson ja muut 2014). Metastaattinen kasvu edellyttda,
ettd levinneilld sydpésoluilla on kasvaimenaloituskyky, ja ne pystyvét sopeutumaan ja
menestymédn uudessa ympéristossddn. Kolonisaation ja siten myos makroskooppisten

etdpesidkkeiden muodostumisen vaatimukset on esitetty kuvassa 2.

A Syoviin kantasolujen B Spesifiset sopeutumisohjelmat
tuotto ja ylldpito

I I % “ ,’0\ o) T“ !
a0 % d ‘) 4
00 Makroskooppinen etipesike q ) ' j .

N\ |
/\ /\

(@ || @ | &

C  Metastaasia edistdvd mikroympéristo

Makrofaagi Lysyylioksidaasi
K : NK-solu
i 0

.~ T-solu

Kuva 2. Kolonisaation vaatimukset. Makroskooppisten etdpesdkkeiden muodostumisen kannalta
kriittisimmat tekijat ovat A) kasvaimen kyky tuottaa ja ylldpitdd syovén kantasoluja, joilla on kyky
aloittaa uuden kasvaimen kasvu, B) levinneiden sydpdsolujen sopeutuminen ja proliferaatio etd-
pesdkkeen kohde-elimen ympéristossa spesifisestd kudosymparistosti riippuvaisin mekanismein seki
C) metastaasia edistdvdn mikroympariston muodostuminen soluviliainetta muokkaamalla ja strooman
soluja aktivoimalla. Primédrikasvain voi mahdollisesti levittdd syovan kantasoluja muodostamaan
metastaaseja tai sitten syovan kantasolujen dynaamisesta luonteesta johtuen osittain erilaistuneet,
metastaasia edistdvid muutoksia ldpikdyneet solut, voivat kohde-elimeen saavuttuaan palata takaisin
kantasolunkaltaisiksi ja muodostaa kasvaimen. Kuva muokattu ldhteestd Lambert ja muut (2017).

2.10.6 Luumetastaasi

Pagetin hypoteesi ennusti jo yli 100 vuotta sitten, ettd vuorovaikutus sydvin ja
metastaattisen elimen vililld on kriittinen tekijd metastaasin kehittymisen ja etenemisen
kannalta (Paget 1889). Myds luumetastaasissa syOpédsolut ja kohde-elin ovat
vuorovaikutuksessa keskenddn. Luu on ainutlaatuinen ymparistd verrattuna pehmeédn
kudokseen, koska se erilaistuu mineralisoituneeksi kiintedksi luumatriksiksi ja sitd
muokataan jatkuvasti, jolloin vapautuu runsaasti liukoisia kasvutekijoitd ja
liukenematonta soluviliainetta. Luumetastaasien tutkiminen vaatii sekd syovén

patofysiologian ettd luun biologian tuntemusta.
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Luumetastaasin mekanismien kannalta luun mikroympériston ainutlaatuinen rakenne on
tarked. Luu on jatkuvan muokkauksen alla oleva elin, joka koostuu monista erilaisista
soluista, esimerkiksi hematopoieettisista soluista, stroomasoluista ja endoteelisoluista.
Luun resorptiosta vastaavat osteoklastit sekd uutta luumatriksia muodostavat osteoblastit
vuorovaikuttavat keskendin ja siételevét luun muokkausta. Osteoblastien pinnalla oleva
RANK-ligandi (engl. receptor activator of nuclear factor kappa-B [NF-xB], NF- «B:n
reseptoriaktivaattori) sitoutuu osteoklastien esisolujen RANK-reseptoriin, ja tdmédn
reseptorin aktivoituminen ohjaa osteoklastien kypsymistd (Dougall ja muut 1999).
Lukuisat muut tekijat, kuten erilaiset kasvutekijdt ja immuunisolujen tuottamat tekijét,
osallistuvat luun muokkauksen sddtelyyn (Sims ja Martin 2014). Luun muodostuessa
osteoblastit tuottavat kasvutekijoitd, kuten TGF-B, IGF (engl. insulin-like growth factor,
insuliininkaltainen kasvutekijd), FGF (engl. fibroblast growth factor, fibroblastikasvu-
tekijd), PDGF (engl. platelet-derived growth factor, verihiutalekasvutekijd) ja BMP:t,
luumatriksiin, josta ne jélleen vapautuvat osteoklastien toiminnan seurauksena (Baylink
ja muut 1993). Monet niistd kasvutekijoistd voivat stimuloida metastaattisten syopéa-
solujen kasvua luussa. Myo6s luumatriksiin sitoutuminen saattaa edistdd sydpdsolujen
kykyd muodostaa luumetastaaseja, ja ndiden tekijoiden tunnistaminen saattaa auttaa
luumetastaasin - mekanismien sekd hoitokeinojen 10ytdmisessd. Luuympériston
proteiineista jopa yli 90 % on kollageeni [:td (Buckwalter ja muut 1996). Kollageeni I:n
laaja esiintyminen luustossa saattaa viitata siihen, ettd silld on tirked rooli

luumetastaasien muodostumisessa.

Luumetastaasien muodostumiseen vaikuttaa siis syOpdsolujen sekd luun matriksin ja
muiden solujen, kuten osteoblastien ja osteoklastien, vélinen vuorovaikutus (Cooper ja
muut 2003; Logothetis ja Lin 2005; Chirgwin ja Guise 2007). Luumetastaasit
madritellddn tyypillisesti luuta tuhoavaksi osteolyyttiseksi tai uutta luuta muodostavaksi
osteoblastiseksi luumetastaasiksi (Roodman 2004), riippuen siitd mitd soluja luuhun
levinneet syopidsolut aktivoivat. Myds luuytimen mesenkymaalisten kantasolujen on
havaittu vaikuttavan luumetastaasien muodostumiseen (Mognetti ja muut 2013; Luo ja
muut 2014). Luuytimeen levinneet sydpésolut voivat pysyd dormantteina ja muodostaa
kliinisesti havaittavia luumetastaaseja vasta pitkdn hiljaiselon jilkeen (Ranganathan ja
muut 2006; Morgan ja muut 2009; Hensel ja muut 2013). Sy6évén kantasoluja on pidetty
syyllisind etipesdkkeiden muodostumiseen. Metastaattisten eturauhassydpésolujen on

raportoitu hakeutuvan luuytimen hematopoieettisten kantasolujen kantasolulokeroon, ja
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levinneet sydpésolut kilpailevat hematopoieettisten kantasolujen kanssa sijainnista tdssé
spesifisessd mikroympdéristossd (Shiozawa ja muut 2011). MyShemmin sama ryhmi
osoitti, ettd luuytimeen levinneet sydpdsolut alkoivat ilmentééd eturauhassyovén kanta-
solujen fenotyyppid CD133%/CD44". Hematopoieettisten kantasolujen kantasolulokeron
tuottaman GAS6-proteiinin aktivoima Mer/mTOR-signalointi séételi levinneiden syopé-
soluyjen muuttumista kantasolunkaltaisiksi. (Shiozawa ja muut 2016.) mTOR-
signaloinnin on jo aiemmin osoitettu ylldpitavén kantasoluja ja dormantteja syopdsoluja
(Schewe ja Aguirre-Ghiso 2008; Huang ja muut 2012; Kim ja muut 2013). Luumetastaat-
tiset PC-3-eturauhassydpésolut sitoutuivat, mahdollisesti kollageenireseptori-integriinien
aifr ja 2P avulla, voimakkaammin luuytimen mesenkymaalisiin kantasoluihin ja
kollageeni I:een kuin imusolmukemetastaasin LNCaP-eturauhassyopésolut. Toisin kuin
LNCaP-solut, PC-3-solut kayttivit filopodioita sitoutumisen vahvistamiseksi. (Sariisik ja
muut 2013.) Néiden tutkimusten perusteella levinneet eturauhassyopisolut hakeutuvat
luuytimen kantasolulokeroon, joka mahdollisesti sdételee sydpésolujen kantasolunkaltai-
sia ominaisuuksia ja dormanssiutta. Tima mahdollistaa luumetastaasien muodostumisen

jopa vuosien paistd primédérikasvaimen onnistuneesta hévittdmisesté.

Luumetastaasiin johtavat vaiheet ovat samankaltaiset kuin muissakin metastaaseissa:
Priméarikasvaimen syopésolut invasoivat ympardivdan kudokseen ja siirtyvdt veri- tai
imusuonistoon, jota pitkin ne kulkevat metastaasin kohde-elimeen. Luumetastaasien
muodostuminen edellyttid, ettd syOpdsolut tunkeutuvat luuytimen tichyiden seinimien
lapi, invasoivat luuytimen stroomaan, luovat oman verisuonistonsa ja kulkevat luun
endosteelipinnalle, jossa ne aktivoivat osteoklasteja tai osteoblasteja. Jokainen ndistd
vaiheista edellyttdd syopédsolujen ja normaalien solujen vilistd viestintdd, ja jokainen on

mahdollinen luumetastaasien hoidon kohde. (Mundy 2002.)
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3 INTEGRIINIT JA SYOPA

3.1 Integriinit

Solujen sitoutuminen ympéristoonsd ja viereisiin soluihin on tirked osa monessa
fysiologisessa tapahtumassa, kuten haavan parantumisessa, sekd useiden tautien kuten
syovdn kehittymisessd. Solujen sitoutumista vilittdvit solunpinnan reseptorit, jotka
signaloivat solun sisélle reseptorien sitoutuessa solun ulkopuolisiin ligandeihinsa.
Parhaiten tunnetut solunpinnan adheesioreseptorit ovat integriinit, jotka muodostavat 24
erilaista a- ja [-alayksikostd koostuvaa heterodimeerid. Jokainen af-heterodimeeri
vélittdd sitoutumista tiettyihin soluvéliaineen proteiineihin tai vastareseptoreihin toisen
solun pinnalla. Integriinit vuorovaikuttavat signaalinvélitysketjujen kanssa solun
sisdpuolella ja vilittivét solutyypistd riippuvaisen signaalin. (Hynes 2002; Miranti ja

Brugge 2002.)

Integriinit voivat osallistua joko solun ulkopuolelta solun sisédpuolelle tapahtuvaan signa-
lointiin tai solun sisdiset tekijit voivat aktivoida integriinit toimimaan solun ulkopuolella.
Kun integriinit sitoutuvat solun ulkopuoliseen ligandiinsa, ne muodostavat ryhmittymia
eli klusteroituvat fokaaliadheesioihin. Fokaaliadheesiot vilittavét viestejd matriksiin
sitoutumisesta solun sisdpuolelle seké toimivat linkkiné soluviliaineen ja solun sisdisen
aktiinitukiverkon seki tuman viélilld. Soluviliaineen rakenne sditelee solujen toimintoja,
ja solut myds muokkaavat soluviliainetta jatkuvasti. Koska integriinit muodostavat
yhteyden matriksin seké solun tukirangan ja tuman vilille, osallistuvat integriinit myos
matriksin jaykkyyteen ja mekaanisiin drsykkeisiin reagoimiseen (DuFort ja muut 2011).
Integriinien avulla solut havainnoivat ympéristddén ja reagoivat siihen, ja ne ovat tiarkeita

muun muassa solun proliferaation, selviytymisen ja litkkumisen séételijoita.

Jokainen integriinialayksikkd on glykoproteiini, jolla on suuri globulaarinen solun
ulkopuolinen domeeni ja transmembraanidomeeni. Useimmilla integriineilld on
verrattain pieni solun sisépuolinen domeeni, joka koostuu alle 60 aminohaposta. (Hynes
1992). Integriineillé ei ole entsymaattista aktiivisuutta, vaan niiden signalointi tapahtuu
reseptorin solun sisdpuolisten domeenien sitoutuessa solunsisdisiin viestintdproteiineihin.
Ligandiin sitoutuminen aiheuttaa integriinin B-alayksikdsséd konformaation muutoksen,

minkd seurauksena o- ja B-alayksikkdjen solunsisdiset osat erkanevat toisistaan ja
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reseptori aktivoituu (Luo ja muut 2007). Integriinien B-alayksikkd on vuorovaikutuksessa
lukuisien solunsisdisten signalointimolekyylien kanssa, kuten fokaaliadheesiokinaasi
FAK ja tyrosiinikinaasi Src (Miranti ja Brugge 2002). Bi-integriinin kautta tapahtuva
signalointi vélittdd monia solun toimintoja, kuten proliferaatiota ja migraatiota, aktivoi-
malla mitogeenien aktivoiman proteiinikinaasin (MAPK), PI3K:n (fosfoinositidi-3-
kinaasi, engl. phosphoinositide 3-kinase) tai RhoA-GTPaasin (Longhurst ja Jennings
1998). Integriinit voivat myos sdéddelld kasvutekijéreseptorien vilitykselld tapahtuvaa
signalointia helpottamalla niiden aktivaatiota tai ohjaamalla niiden endosytoosia ja

kierrdtysta (Ivaska ja Heino 2011).

3.2 Integriinit syovissa

Integriineilld on useita tirkeitd rooleja syOvéssd, ja integriinivilitteisen sitoutumisen
estiminen esimerkiksi véhentdd spontaania maksametastaasia ihmisen suolistosydpé-
soluissa (Reinmuth ja muut 2003) sekd estdd angiogeneesid ihmisen eturauhassyovéin
luumetastaasin hiirimallissa (Nemeth ja muut 2003). Integriinien signalointi voi muun
muassa yllipitdd syopédsolujen kantasolunkaltaisuutta, edesauttaa metastaasien muodos-
tumista ja valittdd syovin kemoresistenssid (Seguin ja muut 2015). Useiden integriinien,
kuten o1, a1, asPi, asPi, aePi, aoPi, asPs ja an-integriinien, on myds havaittu olevan

vélttdméattdmid angiogeneesille (Avraamides ja muut 2008).

Integriinit voivat edistdd syopdsolujen selviytymistd stressiolosuhteissa. Verenkierrossa
olevien sydpésolujen tiytyy selviytyd ilman adheesiota soluviliaineeseen. Esimerkiksi
Bi-integriini voi edistdd syopasolujen kasvua kiinnittymisesté riippumattomina (Schooley
jamuut 2012; Cagnet ja muut 2013). Integriinien osallistuminen anoikiksen vélttimiseen
ja soluviliaineeseen sitoutumisesta riippumattomaan kasvuun saattaa selittyd sillé, ettd
integriinit pystyvét klusteroitumaan ja signaloimaan myds kasvutekijoiden tai onko-

geenien aktivoimana (Shin ja muut 2013; Seguin ja muut 2014).

Integriinit voivat my0s osallistua syOpdsolujen ldédkeresistenssin kehittymiseen.
Esimerkiksi Bi-integriinin on raportoitu séddtelevin péddn ja kaulan alueen syovin
sddehoidon sietokykyd (Eke ja muut 2012) sekd rintasydvdn resistenssid lapatinib-
syopéladkkeelle (Huang ja muut 2011). oyfs-integriini on markkeri rinta-, keuhko- ja

haimakarsinoomien kantasolunkaltaisille soluille, jotka ovat resistentteja tyrosiinikinaasi-
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reseptorien inhibiittoreille kuten erlotinib. oyf3-integriini pystyy ilman ligandia
kaynnistimdidn KRAS-RalB-NF-kB-signaloinnin, ja siten se vélittdd syOpédsolujen
kantasoluominaisuuksia, soluviliaineeseen sitoutumattomana selviytymistd sekd

resistenssid erlotinibille. (Seguin ja muut 2014.)

Syopésolujen invaasio vaatii muuttuneen vuorovaikutuksen solujen ja matriksin valilla.
Integriinien ilmentyminen voi olla syOvidssd joko alentunutta tai kohonnutta. Solun
normaalin fenotyypin ylldpitdmiseen tarvittavien integriinien ilmentyminen saattaa
alentua, kun taas invaasioon ja matriksin hajotukseen tarvittavat integriinit ovat usein
tunnistamalla erilaiset kudosympéristot. Integriinien spesifiset ligandit mahdollistavat
erillisten mikroympéristéjen ja kudosrajojen muodostumisen, silld vain tiettyjd
integriinejd ilmentdvat solut voivat menestyé tietyssd soluviliaineessa. SyOvéssd tima
integriinien ominaisuus méadrittdd syopdsolujen kykyéd invasoitua primiirikasvaimesta
erilaisiin kudoksiin sekd muodostaa metastaaseja tiettyihin kohde-elimiin. Integriinit
helpottavat solujen liikkumista kudoksessa my0s osallistumalla soluviliaineen
hajotuksen séételyyn (Ivaska ja Heino 2000). Syopésolujen kolonisaatio metastaasin
kohde-elimessé edellyttdd syopédsolujen ja paikallisen soluvéliaineen vuorovaikutusta, ja
siten integriinit saattavat olla edellytyksend syopésolujen sopeutumiselle vieraaseen

ymparistoon.

Kasvaimen ldhettdmien eksosomien integriiniekspressio voi vaikuttaa elinspesifiseen
metastaasiin muokkaamalla premetastaattista kudosta. Keuhkometastaasin yhteydessé
kasvaimen eksosomeissa ilmentyivit integriinit oeP4 ja asfi1, kun taas eksosomien o, fs-
integriini yhdistettiin maksametastaasiin. Eksosomeille spesifisten integriinien targetointi
vihensi vastaavien metastaasien muodostumista. Luumetastaattisen sydvén hoito
keuhkometastaattisen syovédn eksosomeilla uudelleenohjasi metastaasin muodostumisen
keuhkoihin, joten eksosomit voivat helpottaa myos sellaisten syopésolujen metastaasia,
jotka muuten kykenisivét huonosti kolonisoitumaan kyseiseen kudokseen. Eksosomien
integriiniekspressio korreloi rinta- ja haimasydvian metastaattisen kudoksen kanssa, ja

eksosomeja pystyttiin kidyttdmain metastaasien ennustamisessa. (Hoshino ja muut 2015.)

Integriinit osallistuvat myos kantasolulokeron mikroympériston kantasoluja yllépitdvaan

signalointiin, ja integriinit saattavatkin olla tirkeitd sekd normaaleille ettd sydvin
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kantasoluille. Monet aikuisen normaalin kudoksen kantasoluissa runsaasti ilmentyvit
integriinit, kuten B1, as ja B3, ovat myds syovdn kantasolujen markkereita (Anderson ja
muut 2013). Esimerkiksi os-integriinin ilmentyminen on liitetty rintasyovén (Meyer ja
muut 2010), glioblastooman (Lathia ja muut 2010), eturauhassydvén (Garraway ja muut
2010; Yamamoto ja muut 2012) ja suolistosyovian (Haraguchi ja muut 2013)
kantasoluihin. Sydvin kantasoluihin on my6s yhdistetty kyky aloittaa uusia kasvaimia,
joten tiettyjen integriinien erilainen ekspressio ndiden solujen pinnalla saattaa olla
metastaattisten syOpdsolujen merkki. Siten sydvdn kantasoluille ja metastaasin
muodostumiselle térkeisiin integriineihin kohdistettu sydpéhoito saattaa olla tulevai-

suudessa keino estdd hengenvaarallisten metastaasien kasvu.

3.3 o2f1-integriini syovassi

Kollageeni on selkédrankaisten runsaimmin esiintyvd soluviliaineen proteiini, joka
muodostaa rungon sidekudoksille ja pehmeille matrikseille kuten luuytimelle. Solujen
sitoutumista kollageeniin vélittdvét kollageenireseptori-integriinit a1, az2f1, aioP1 ja
arfr (White ja muut 2004; Heino 2014). o2Pi-integriini tunnistaa padasiassa tyypin I
kollageenin, mutta voi sitoutua myds tyyppien III, IV ja XI kollageeneihin, laminiineihin
ja joihinkin proteoglykaaneihin (Heino 2000; Heino 2014). a2fi-integriinid ilmentyy
epiteelisolujen, fibroblastien, endoteelisolujen ja verihiutaleiden sekd monen tyyppisten

syopésolujen pinnalla (Zutter ja Santoro 1990; Madamanchi ja muut 2014).

3.3.1 oz2Pi-integriini sydvian invaasiossa ja metastaasissa

az-integriinin - on raportoitu  vélittdvin syOpdsolujen invaasiota eturauhas- ja
munasarjasyovissd, ja sen lisddntynyt ekspressio on yhdistetty heikentyneeseen
ennusteeseen melanoomassa sekd lisddntyneisiin maksametastaaseihin (Hall ja muut
2006; Shield ja muut 2007; Vuoristo ja muut 2007; van Slambrouck ja muut 2009;
Yoshimura ja muut 2009). op-integriinin korkea ekspressio korreloi melanooman
aggressiivisuuden kanssa (van Duinen ja muut 1994) ja lisda rhabdomyosarkoomasolujen
metastaasien muodostusta hiirissd (Chan ja muut 1991). axf1-integriini kiihdyttdad ihmisen
osteosarkoomasolujen litkkumista tyypin I kollageenilla ja lisdd solujen tunkeutumista

kollageenimatriksiin (Vihinen ja muut 1996).
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IThmisen munasarja- ja haimasyovén solut seké sitoutuivat etti liikkuivat kohti kollageeni
[:td azP1-integriinin vélitykselld, joten azB1-integriini—kollageeni I -vuorovaikutus saattaa
edistdd ndiden syOpésolujen invasiivista fenotyyppié (Fishman ja muut 1998; Grzesiak ja
Bouvet 2006). a2fi-integriinin korkea ilmentyminen metastasoivissa soluissa saattaa
ohjata nditd soluja kollageenipitoisiin kudoksiin, kuten kollageeni I -pitoiseen luuhun
(Hall ja muut 2006) sekd maksaan, jonka kudosympaéristdssé esiintyy runsaasti kollageeni
IV:44 (Yoshimura ja muut 2009). Munuaissydvan priméérikasvaimessa ei ilmentynyt o2-
integriinid, kun taas sen metastaaseissa sitd ilmentyi, joten o-integriini saattaa osallistua
munuaissyovdn metastaasien muodostumiseen (Anastassiou ja muut 1995).
Vatsasyopésolujen metastaasissa vatsakalvoon axfi-integriinin ekspressio on kohonnut
primédérikasvaimeen verrattuna, joten ozfi-integriini saattaa ohjata vatsasyopdsolujen
metastaasia (Matsuoka ja muut 2000). Metastaattisen suolistosyovdn hoito oopi-

inhibiittorilla E7820 on kliinisessé testauksessa (Mita ja muut 2011).

o2P1-integriinin ekspression katoaminen on yhdistetty rintasydvéin etenemiseen (Arihiro
jamuut 1993). Ramirez tydryhmineen (2011) tutki az-integriinin roolia rintasydvéssa oo-
integriinin suhteen poistogeenisissd, spontaaneja rintasyopid muodostavissa hiirisséd ja
havaitsi, ettd op-integriinin puute lisdd rintasyOpdsolujen liikkeelle 13ht6d primééri-
kasvaimesta ja intravasaatiota sekd metastaasia keuhkoihin. axfi-integriinin puute myos
nopeutti primiirikasvaimen muodostumista. Samassa tutkimuksessa havaittiin oo-
integriinin vdahentyneen ekspression korreloivan metastaasien muodostumisen ja huonon
ennusteen kanssa my0s ihmisen rinta- ja eturauhassyovissé. Sottnik ja muut (2013) taas
tutkivat ooPi-integriinin ilmentymistd eturauhasessa sekd eturauhassydvén priméari-
kasvaimessa ja metastaaseissa, ja havaitsivat ettd o2fi-integriinin maird alenee
primédérikasvaimessa ja edelleen pehmytkudosmetastaaseissa normaaliin kudokseen
ndhden, mutta nousee jdlleen luumetastaaseissa, mikd voi kuvastaa ozfi-integriinin
tarvetta syopésolujen kolonisaatiossa kollageenipitoiseen luuympéristoon. Myds Ziaee ja
Chung (2014) osoittivat, ettd luumetastaasien muodostuminen korreloi a»-integriinin

korkean ekspression kanssa.

azB1-integriini voi edistdd solujen liikettd ja lisdtd soluvéliaineen proteiinien hajotukseen
tarvittavien matriksin metalloproteinaasien tuotantoa. oxfi-integriini vélittdd hiiren
rintasyopésolujen invaasiota MMP-3:n tuotannon kautta (Lochter ja muut 1999). Ihmisen

MDA-MB-231-rintasydpdsolujen migraatio kollageenilla riippuu o»fi-integriinin
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vélittdméastd p38-MAPK:n aktivoitumisesta, mikéd lisid MMP-13:n tuotantoa (Ibaragi ja
muut 2011). azPi-integriinin lisdéntynyt ekspressio saattaa lisdtd munasarjakarsinooman
syopisferoidien metastaattista kykyd edistdméilld sferoidirakenteen purkautumista ja
soluviliaineen hajotusta MMP-2:n ja MMP-9:n tuotannon kautta (Shield ja muut 2007).
Ihmisen melanoomasoluissa o2f31-integriini sddteli matriksin metalloproteinaasien 1, 2, 3,
13 ja 14 ilmentymistd (Baronas-Lowell ja muut 2004). a2fi-integriini voi myos auttaa
syopésolujen, kuten PC-3-eturauhassydpédsolujen ja MDA-MB-231-rintasyOpasolujen,
poistumista verenkierrosta aiheuttamalla endoteelisolujen vilisten sidosten hajoamista
suonen endoteelisen kadheriinin (engl. vascular endothelial cadherin, VE-cadherin)
tyrosiinifosforylaation kautta (Haidari ja muut 2012). o2Pi-integriinin on myds esitetty

lisddvan MMP-1:n tuotantoa syopasoluissa (Riikonen ja muut 1995a).

3.3.2 azP1-integriini sydpdsolujen proliferaation saitelijand

o2Pi-integriini voi myo0s lisdtd solujen proliferaatiota riippuen kollageenimatriksin
tyypisté ja fyysisestd tilasta. Sdikeinen tyypin I kollageeni voi aiheuttaa solujen jdédmisen
solusyklin G1/S-tarkistuspisteeseen, kun taas monomeerinen kollageeni vdhentdd
sykliini-inhibiittoreiden miiréa, jolloin solusykli pdédsee eteneméédn (Koyama ja muut
1996; Henriet ja muut 2000; Xia ja muut 2008). Monomeerinen kollageeni aiheuttaa
myo0s haimasyOpasolujen proliferaatiota (Grzesiak ja Bouvet 2006). Ndiden tutkimuksien
perusteella kollageenisdikeiden proteolyyttinen hajotus voi edistdd syovan oaofi-
integriinistd riippuvaa kasvua, ja azf1-integriini voi olla tirked syovin dormanssiuden ja
kasvun sddtelijdnd. axPi1-integriini voi olla tirked myos sydpésolujen kasvussa runsaasti
tyypin IV kollageenia sisdltidvissd kudoksissa, kuten maksassa. oz f1-integriinin sitoutumi-
nen ei-siikeiseen kollageeni IV:din aiheuttaa haimasydpisolujen (Ohlund ja muut 2013)

ja suolistosydpésolujen (Honoré ja muut 2003) proliferaatiota.

azB1-integriini on yhdistetty myds EMT-prosessin edistimiseen. Tyypin I kollageeni
kaynnistdd haimasyopédsolujen EMT:n, mika johtaa solujen lisddntyneeseen migraatioon
ja proliferaatioon JNK-vélitteisen N-kadheriinin ilmentdmisen seurauksena (Shintani ja
muut 2006) seké hajottamalla E-kadheriinivilitteisid solu—soluliitoksia (Koenig ja muut
2006). o2Pi-integriini vaikuttaa syovdn kasvuun ja metastaasiin okasolukarsinooman

hiirimallissa (Tran ja muut 2011). Kadheriini-17 sditelee a2fi-integriinin aktivoitumista
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ja signalointia paksusuolensydvissd, mikd lisdd syOpdsolujen proliferaatiota ja

maksametastaasien muodostumista (Bartolomé ja muut 2014).

3.3.3 azP1-integriini sydvén angiogeneesissi

a2f1-integriini edistdd syovin angiogeneesid. o1fi- ja azf1-integriinien on osoitettu olevan
tarkeitd angiogeneesid lisddvdn VEGF:n stimuloimien endoteelisolujen adheesiolle
(Tanjore ja muut 2008). VEGF lisdd oufi- ja ozfi-integriinien ilmentymistd
endoteelisoluissa, mikd puolestaan lisdd endoteelisolujen levidmistd, liikkumista ja
proliferaatiota seké verisuonten muodostumista. af1- ja azPi-integriinien inhibointi esti
VEGF:sté riippuvaisen angiogeneesin. (Senger ja muut 1997; Senger ja muut 2002.) a2f1-
integriinin estdmisen seurauksena endoteelisolujen sitoutuminen kollageeni I séikeisiin
hiiriintyi, ja muodostuneet verisuonet eivit olleet suurelta osin toiminnallisia ozfi-
integriinin puuttuessa (San Antonio ja muut 2009). Toisaalta o2f1-integriinin geneettinen
inaktivaatio edisti kasvaimen angiogeneesid, silld a,fB1-integriinin on havaittu valittdvin

endorepelliinin angiogeneesié inhiboivaa vaikutusta (Woodall ja muut 2008).

3.3.4 axPi-integriini kemoresistenssissd ja syovén kantasoluissa

a2P1-integriinin ja kollageeni I:n vdlinen vuorovaikutus auttaa rintasyopésoluja selviyty-
maéén paklitakselin ja vinkristiinin aiheuttamasta apoptoosista, miki viittaisi sithen, ettd
a2Pi-integriinin  signalointi ligandivuorovaikutuksessa saattaa osallistua rintasydvan
ladkeresistenssin muodostumiseen. (Aoudjit ja Vuori 2001). azfi-integriini osallistuu
apoptoosin vilttdmiseen pienisoluisen keuhkosyovdn kemoterapiassa (Sethi ja muut
1999; Hartmann ja muut 2005). a2f1-integriini—kollageeni I -vuorovaikutus vihensi myos

doksorubisiinin aiheuttamaa apoptoosia T-solulinjan syopdsoluissa (Naci ja muut 2012).

Eturauhassyovin kantasolut ilmentdvdt runsaasti oofi-integriinid, ja niilld on kyky
aloittaa kasvaimia (Collins ja muut 2005). Kollageeni I indusoi todennikoéisesti a231-
integriinin vélitykselld ihmisen suolistokarsinooman soluissa EMT-fenotyypin ja estdi
solujen erilaistumista, klonogeenisyyttd sekd lisdd kantasolumarkkerien ekspressiota
(Kirkland 2009). My6s kohdun myoomassa eli hyvénlaatuisessa sidekudoskasvaimessa
az-integriinin on havaittu olevan kantasolunkaltaisten solujen merkkiproteiini (Yin ja

muut 2015).
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3.3.5 op-integriinin ilmentymisen sdétely

az-integriinin ekspressiota voidaan sdéddelld epigeneettisesti geenin promoottorialueen
metyloinnilla (Chin ja muut 2015). Mikro-RNA miR-128 pystyy inhiboimaan
osteosarkoomasolujen migraatiota, invaasiota ja EMT:td targetoimalla az-integriinin
lahetti-RNA:n, ja osteosarkoomassa miR-128:n ekspressio on yleenséd alhaalla (Liu ja
muut 2016). Myods miR-373 targetoi a-integriinin ldhetti-RNA:n, ja tdstd johtuva oo-
integriinin  alentunut proteiinitason ekspressio johti solu—soluvuorovaikutusten
purkautumiseen, aktiinistressisdikeiden depolymerisaatioon ja syopasolujen migraatioon

sekd lisddntyneisiin imusolmukemetastaaseihin rintasydvéssi (Ding ja muut 2015).

oz-integriinin rooli sydvin kehityksessd ja metastaasissa vaihtelee ap-integriinin
ekspressiotason ja syOpatyypin mukaan. osfi-integriini sddtelee syovdn metastaasia
edistdimélld tai inhiboimalla syOpésolujen levidmisprosessia, ja se voi myo0s lisdtd
angiogeneesid. ozfi-integriinilld on tirked tehtdvd syOpdsolujen migraatiossa ja
invaasiossa kollageeniin. Todisteita a»fi-integriinin roolista syovidn kemoresistenssissa

on loydetty. Lisdksi a2f1-integriini liitetdén syovén kantasoluihin.

3.4 Eturauhassyovin kantasolut ja axpi-integriini

Eturauhassyopd on Suomessa yleisin ja maailmanlaajuisesti toiseksi yleisin miesten
syopd (Globocan 2012, IARC). Lidhes kaikki eturauhassyovian aiheuttamat
kuolemantapaukset johtuvat priméirikasvaimen levidmisestd eli metastaasista muihin
elimiin. Eturauhassydvédn viiden vuoden ennusteen mukaan 99 % eturauhassyopéd
sairastavista miehistd on hengissd viiden vuoden kuluttua diagnoosista, mutta syovin
levidmisen myotd viisivuotisennuste tippuu 28 %:iin (American Cancer Society 2016).
Suurimmalla osalla potilaista, joilla on aggressiivinen eturauhassydpd, muodostuu
metastaaseja luuhun. Varhaisen havaitsemisen ja hoitokeinojen kehityksestd huolimatta
ei ole vield olemassa tehokasta ja pitkdaikaista parannuskeinoa metastaattiselle
eturauhassyoville. Tdmin hetkisten hoitokeinojen mahdollisuudet ovat rajalliset ja vaste
vaihteleva. Sydvédn kantasolut ovat mahdollisesti syyllisid metastaattisten kasvustojen
aloittamiseen ja syOvdn uusiutumiseen, ja niiden tunnistaminen on tirkedd syovén

hoitokeinojen kehitysti varten.
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3.4.1 oxPi-integriini normaalin eturauhaskudoksen kantasoluissa

Collins tydryhmineen (2001) havaitsi eturauhasen o2fi-integriinid ilmentidvien
kantasolujen sijaitsevan eturauhasen basaalikerroksessa. Noin 1 % basaalikerroksen
soluista ilmensi runsaasti o2P1-integriinid, ja ndma solut voitiin eristdd nopean kollageeni
I:een sitoutumisen perusteella. Eristetty solupopulaatio ilmensi basaalisolun fenotyypin
sytokeratiineja 5 ja 14 ja niistd puuttui erilaistumiseen liitetyt markkerit PSA (prostata-
spesifinen antigeeni) ja PAP (emgl. prostatic acid phosphatase, eturauhasen hapan
fosfataasi). Nama oletetut kantasolut muodostivat enemmaén kolonioita in vitro, muodos-
tivat eturauhasenkaltaisia rauhasia in vivo ja osoittivat merkkejé eturauhasspesifisesti
erilaistumisesta. (Collins ja muut 2001.) Eturauhasen kantasolujen tunnistamiseksi
kehitettiin  o2Pi-integriinin  lisdksi muitakin merkkiproteiineja, kuten solukalvon
glykoproteiini  CD133. CD133%/aaf ik _¢turauhassolut pystyivit muodostamaan

eturauhasen erilaistuneita rauhasrakkularakenteita hiirissd. (Richardson ja muut 2004.)

3.4.2 axPi-integriini eturauhassyovin kantasoluissa

Collins ja muut (2005) tunnistivat ja kuvailivat ensimmdiisend ihmisen eturauhassyévan
kantasolut. He kiyttivdt virtaussytometriaa CD44%/0xpi*°*e3/CD133*-solupopulaation
eristimiseen ihmisen eturauhassydvédn priméérikasvaimista, ja osoittivat ndiden solujen
proliferoituvan ja muodostavan kolonioita sekd pystyvén erilaistumaan fenotyypiltdén
erilaisiksi soluiksi, jotka ilmentdvit erilaistuneiden solujen piirteitd. Noin 0,1 %
kasvaimen soluista edusti CD44"/ayB1*°™?/CD133*-fenotyyppid, eikd ndiden solujen
maérén ja Gleason-luokan vélilla havaittu korrelaatiota. (Collins ja muut 2005.) Patrawala
tyéryhmineen (2006) osoitti, ettd CD44" eturauhassyovén soluilla on kantasolunkaltaisia
ominaisuuksia muodostaa kasvaimia ja metastaaseja. Namd CD44"-solut myds
ilmensivit enemmén kantasoluihin yhdistettyjen geenien, kuten Oct-4, Bmi ja PB-
kateniini, ldhetti-RNA:ita ja pystyivét erilaistumaan erilaisiksi solutyypeiksi. Lisdksi
pieni osa ndistd CD44"-eturauhassyopésoluista pystyivit jakautumaan asymmetrisesti.
(Patrawala ja muut 2006.) 02p1%°*¢?/CD133"- ja axpi™@8/CD133- solupopulaatioiden
geeniekspressioprofiileja  vertailemalla I0ydettiin 581 erilaisesti ilmentyvdd geenid
solupopulaatioiden vélilld. Ndiden geenien perusteella JAK-STAT-signalointireitti seka
fokaaliadheesioiden kautta tapahtuva signalointi ovat eturauhassyovin kantasolujen

toiminnan avainprosesseja. (Birnie ja muut 2008.) Myos ihmisen eturauhassydvén
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kudosniytteiden  kantasolunkaltaiset —solut edustivat CD44 /o, **e/CD133*-

fenotyyppid (Guzman-Ramirez ja muut 2009).

Eturauhassyovén kantasoluja on eristetty myds ihmisen eturauhassydvin solulinjoista
kiyttden avuksi samoja solunpinnan markkereita. CD44 /0, 1%°"¢?/CD133"-fenotyyppi
on havaittu myds DU 145-eturauhassyopésolulinjan mahdollisissa kantasoluissa (Wei ja
muut 2007). PC3-solulinjan erilaistumattomia ja uusiutuvia kantasolunkaltaisia soluja
siséltivit holokloonisolut ovat solupinnaltaan CD44/axB1*°"%¢?/B-kateniini’-fenotyyppia,
ja pystyvét hiirikokeissa aloittamaan uusia kasvaimia hiirestd toiseen siirrettynd seké
tuottamaan erilaistuneita solutyyppejd. Erilaistuneemmat ja kantasoluominaisuutensa
menettineet PC3-solutyypit ilmentdavidt merkittdvasti vihemmén kantasolumarkkereita
pinnallaan, eivdtkd ne pystyneet aloittamaan kasvaimia, eikd niitd voinut holokloonien
tapaan ylldpitdd kasvussa. (Li ja muut 2008.) Pten/PI3K/Akt-signaloinnin on osoitettu
olevan tirked CD44"/CD133"-solujen tumorigeenisyydelle PC3- ja DU145-solulinjoissa
(Dubrovska ja muut 2009).

3.4.3 Eturauhassyovin kantasolumarkkerien kyseenalaisuus

CD44 ja CD133 on yhdistetty syovan kantasoluihin useissa eri kudoksissa (Uchida ja
muut 2000; Al-Hajj ja muut 2003; Richardson ja muut 2004; Singh ja muut 2004), mutta
niiden spesifisyys syovén kantasolupopulaatioiden tunnistamisessa on kyseenalaistettu.
Esimerkiksi CD44:n ilmentyminen sekd hyvin- ettd pahanlaatuisissa eturauhasen
kasvustoissa vaihtelee eri tutkimuksissa ja CD44:n suhde kasvaimen luokitteluun on
ristiriitainen (Patrawala ja muut 2006; Ugolkov ja muut 2011). CD133:n havaittu
ekspressio voi vaihdella suuresti sen mukaan, mitd vérjdystd ollaan kéytetty, silld
useimmat kéytetyistd vasta-aineista tunnistavat glykolysoidun epitoopin. CD133:n
havaittiin ilmentyvén laajalti erilaistuneessa suoliston epiteelissd, ja sekd CD133"- ettd
CD133-suolistosyopésoluilla oli kantasolunkaltaisia ominaisuuksia. (Shmelkov ja muut
2008.) Oletettujen kantasolumarkkereiden kdyttd eturauhassydvén kantasolujen tunnis-
tuksessa ja mahdollisessa lddkehoidon kohdistamisessa on epéselvdd ja vaatii lisdd

tutkimuksia.

Wang ja muut (2015a) vertailivat eturauhassydpédsolujen mitoottisesti hiljentyneité

alapopulaatioita nopeasti jakautuviin populaatioihin ja havaitsivat, ettd hiljentyneet solut
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eivit ilmenténeet kantasoluihin yhdistettyd markkeria CD133, ja lisdksi niiden CD44:n ja
azB1-integriinin ekspressiot olivat samalla tasolla nopeasti jakautuvien solujen kanssa.
Tdméin mallin mukaan mitoottinen hiljentyminen, eikd sindnsd erityinen kanta-

solumaisuus, kuvastaa luumetastaasin aloittavien eturauhassydpésolujen fenotyyppia.

Eaton ja muut (2010) tutkivat eturauhassydvin oletettujen kantasolumarkkereiden
ilmentymistd primédrikasvaimissa ja luumetastaaseissa ja huomasivat, ettdi mikdin
yksittdinen markkeri tai niiden yhdistelmd ei maéérittele aktiivisesti kasvavien
metastaattisten solujen fenotyyppid, vaan jokaisessa luumetastaasissa ilmeni oma
yhdistelménsd markkereita. CD133:a ilmeni alle 1 %:ssa priméérikasvaimen soluja, ja
sen mddrd nousi noin puolessa luumetastaasindytteissd, kun taas lopuissa
metastaasindytteissa CD133:n ilmentymistd ei havaittu ollenkaan. Tdmdn mukaan
CD133*-solujen ldsndoloa ei vilttdmattd tarvita metastaasin jatkuvassa kasvussa. o2fi-
integriinid ilmeni laajalti luumetastaasindytteissd, mikd voi kuvastaa sen keskeistd roolia
eturauhassyOpésolujen adheesiossa sekd kasvussa luuympéristdssd. CD44 ei ilmentynyt
juuri lainkaan priméérikasvaimessa, mutta luumetastaasindytteistd suurimmassa osassa
oli vaihtelevan tasoinen CD44:n ekspressio. CD44:n ekspression on arveltu yhdessd o2f1-
integriinin ja CD133:n kanssa méérittdvan eturauhassydvén kantasolun fenotyyppid, ja
Eatonin ja muiden (2010) tutkimuksen mukaan ainakin CD44:44 ja axfi-integriinid
ilmenee suurimmassa osassa luumetastaaseja. On myds mahdollista, ettd
CD44"/apfiko*kea/CD133*-soluja tarvittiin luumetastaasin muodostumisen alussa, mutta
metastaasin kehittyessd dormantista aktiivisen kasvun vaiheeseen ndmé syovin
kantasolun tunnusmerkit on kadotettu. (Eaton ja muut 2010.) Sydvén kantasolujen onkin
raportoitu olevan fenotyypiltdéin dynaamisia ja osoittavan vaihtelua jopa saman

kasvaimen sisdlld (Li ja Laterra 2012; Visvader ja Lindeman 2012).

a2P1-integriinid on pidetty eturauhassyovan kantasolun merkkiproteiinia ja lisdksi sen on
raportoitu  vaikuttavan syopdsolujen invaasiokykyyn ja ohjaavan metastaasien
muodostumista kollageenipitoisiin elimiin, kuten maksaan ja luuhun. o-integriinia
ilmentévien solujen maérd eturauhassyovén priméérikasvaimessa korreloi lisdéntyneen
paikallisen invaasion ja luumetastaasien muodostumisen kanssa, ja siten heterogeenisen
priméérikasvaimen pienelld kantasolunkaltaisella populaatiolla saattaa olla térked rooli
syovén levidmisessd (Colombel ja muut 2012). az-integriinid ilmentivien syopdsolujen

lasndolo eturauhassyopapotilaan luuytimessé korreloi lisdéntyneen metastaasin muodos-
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tumisen ja eturauhassyovén aiheuttaman kuoleman kanssa (Ricci ja muut 2013). Siten
azBi-integriini saattaa olla erityisen vaarallisen, metastaaseja aloittavan sydpésolu-

populaation tunnusmerkki.

3.5 az2Pi-integriini eturauhassyovin luumetastaasissa
3.5.1 oz2fi-integriinin ja kollageeni I:n vélinen vuorovaikutus invaasiossa

azB1-integriinin on osoitettu vilittdvin solujen kiinnittymistd ja migraatiota kollageeni
I:een eturauhassyovin liséksi rhabdomyosarkoomassa (Chan ja muut 1991), munasarja-
(Fishman ja muut 1998) ja haimasyovéssid (Grzesiak ja Bouvet 2006) sekéd osteosar-
koomassa (Vihinen ja muut 1996). oz-integriinin yliekspressio kiihdytti melanooma-
(Yoshimura ja muut 2009) ja rhabdomyosarkoomasolujen (Chan ja muut 1991)
metastaasia, kun taas axfi-integriinin inhibointi vasta-aineella vihensi syovan levidmisti
maksaan ja imusolmukkeisiin melanoomassa sekd maha- ja suolistosydvéssé (Yamaguchi
ja muut 2000; van der Bij ja muut 2008; Yoshimura ja muut 2009). Vihinen ja muut
(1996) tutkivat kollageenireseptori-integriinien toimintaa ihmisen osteosarkoomasoluilla
ja havaitsivat, ettd kasvaimia muodostavat solut ilmentévit huomattavasti enemmain o2f1-
integriinid kuin ei-tumorigeeniset solut, ja niiden liike ja invaasio kollageeni I:een on
nopeampaa. op-integriinin ilmentdminen ei-tumorigeenisissd osteosarkoomasoluissa

lisési sitoutumista kollageeni I:een sekd nopeutti liikkkumista ja invaasiota siihen.

a2P1-integriini—kollageeni I -vuorovaikutus edistdd useiden solutyyppien invasiivisuutta.
Seké kollageeni I:114 ettd siitd perdisin olevilla fragmenteilla oli kemotaktinen vaikutus
syopésoluihin ja endoteelisoluihin in vitro migraatiokokeissa (Mundy ja muut 1981;
Palmieri ja muut 2000). a2fi-integriiniin kohdistettu syopéhoito saattaisi estdd
luumetastaaseja muodostumasta, silld luumetastaasin yhteydessd ihmiselld esiintyy

kollageeni I:n hajoamistuotteita veresséd (Berruti ja muut 2000).

3.5.2 azP1-integriini ja matriksin hajotus

Solujen migraatio ja invaasio edellyttdd solujen kykyd hajottaa soluviliainetta erilaisten
proteaasien, kuten MMP:iden, vilitykselld. Integriinit voivat sdiddelli MMP:iden
ekspressiota. o2Pi-integriinin on esitetty voivan lisdtda MMP-1:n ilmentymistd syopaso-

luissa (Riikonen ja muut 1995a), ja MMP-1:n taas on esitetty hajottavan ja mahdollisesti
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my0s denaturoivan tyypin I kollageenimatriksia, ja siten osallistuvan az-integriini-
vélitteiseen syOpédsolujen invaasioon. Denaturaatio voi my0s tehostaa muiden
migraatioon ja invaasioon osallistuvien integriinien toimintaa. On osoitettu, ettd
melanoomasolujen alustava kiinnittyminen tyypin I kollageeniin saattaa olla axfi-
integriinistd riippuvaista, mutta ndiden solujen hajottaessa kollageenia paljastuu o f3-
integriinin sitoutumiskohtia (Montgomery ja muut 1994). axfi-integriini valittdd LNCaP-
soluista 1dhtoisin olevien luumetastaattisten C4-2B-eturauhassyopdsolujen adhesiivisia ja
invasiivisia ominaisuuksia reseptorin klusteroinnin ja FAK/Src/paksilliini/JNK/Rac-
signalointireitin aktivoitumisen kautta, mikd johtaa matriksin metalloproteinaasien

MMP-2 ja MMP-9 aktivaatioon (van Slambrouck ja muut 2009).

3.5.3 azPi-integriini—kollageeni I -vuorovaikutus eturauhassydvén luumetastaasissa

Kollageeni I:n ja o2Pi-integriinin védlinen vuorovaikutus saattaa olla tirked tekija eturau-
hassyopédsolujen sitoutumisessa ja sopeutumisessa luun ympéristoon. Eturauhassyopé-
solut ilmentivit ooPi-integriinid, joka edistdd solujen invaasiota ja sitoutumista luun
stroomaan. Sottnik tydryhmineen (2013) osoitti, ettd azfi-integriinin yliekspressio voi-
misti eturauhassyopédsolujen sitoutumista kollageeni I:een ja siten edisti solujen invaasio-
ta ja kasvua luussa. Vastaavasti a2f1-integriinin hiljentdminen esti solujen sitoutumista ja
migraatiota kohti kollageeni I:td, ja axf1-integriinin geeninpoisto vahensi luumetastaasien
muodostumista hiirikokeissa (Sottnik ja muut 2013). PC-3-eturauhassyopésolut sitoutu-
vat osteoblastien in vitro tuottamaan luun soluviliaineeseen oz i-integriinin ja matriksin
kollageenin vélisen vuorovaikutuksen avulla (Kostenuik ja muut 1996). Lang ja muut
(1997) tutkivat priméiristen eturauhassydpésolujen sitoutumista luuytimen stroomaan ja
havaitsivat kollageeni I:n lisddvin sekd az- ja Pi-integriinejd blokkaavien vasta-aineiden
estdvin sitoutumista etenkin pahanlaatuisesta kasvaimesta eristettyjen syopdsolujen
kohdalla. Hall tydryhmineen (2006) osoitti, ettd LNCaP-eturauhassydpésolujen sitoutu-
minen kollageeni I:een on axfB1-integriinistd riippuvaista, ja solut liikkkuvat kohti kasvavaa
kollageeni 1 -gradienttia. Vain sellaiset LNCaP-solut, jotka kykenevit sitoutumaan
kollageeni [:een, muodostavat hiirikokeissa kasvaimia luuhun (Hall ja muut 2006). a2f1-
integriinin sitoutuminen luuympériston kollageeni I:een aktivoi RhoC GTPaasin ja
kaynnistdd signalointiketjun, jonka seurauksena solun tukiranka jarjestyy uudelleen, solu

likkkuu ja lopulta kollageenin stimuloimana invasoi luuhun (Hall ja muut 2008).
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3.5.4 axPi-integriinin ilmentyminen luumetastaasissa

TGF-B1 (Kostenuik ja muut 1997) ja osteoblasteilta kerdtty mediumi (Knerr ja muut 2004)
lisésivét aoPi-integriinin tuottoa ja solujen adheesiota kollageeni I:een. Luun mikroym-
paristdssd runsaasti esiintyvd TGF-B voi lisétd azf1-integriinin ekspressiota (Kostenuik ja
muut 1997). oz-integriinin lisdéntynyt ilmentyminen TGF-B:n vaikutuksesta johtaa
kollageenigeelin kontraktion voimistumiseen (Riikonen ja muut 1995b). RANKL:n
ilmentyminen edistdd luumetastaasia ja sen yliekspressio lisdd o»-integriinin tuottoa ja
toimintaa (Ziaee ja Chung 2014). Luumetastaaseista eristetyilld eturauhassyopésoluilla
on kyky sitoutua kollageeni I:een, toisin kuin viskeraalimetastaasisoluilla (Hall ja muut
2006). Hall ja muut (2006) havaitsivat my0s, ettd kollageeni I:een sitoutuvilla LNCaP-
eturauhassyopésoluilla on 51 % korkeampi o2f1-integriinin ekspressio kuin normaaleilla
LNCaP-soluilla, ja nimd LNCaPy.i-solut invasoituivat kollageeni I:een o2Pi-integriinin
vélitykselld. LNCaPyo-solut myds muodostivat enemmén kasvustoja kuin tavalliset
LNCaP-solut luuhun injektoituina (Hall ja muut 2006). Nami tulokset osoittavat, ettd
eturauhassyOpésolujen kyky sitoutua kollageeni I:een voi edistid luumetastaasien
muodostumista, mutta eivéit kuitenkaan todista, ettd ofi-integriini vélittdisi ihmisen

eturauhassyovin luumetastaasia todellisuudessa.

Sottnik tydryhmineen (2013) selvitti az-integriinin geeniekspression tasoja ihmisen
eturauhassyovian metastaaseissa Oncomine-tietokannan avulla, ja kahden erillisen
tutkimuksen mukaan o,-integriinin ekspressio on kohonnut eturauhassydvén luumetas-
taaseissa verrattuna pehmytkudos- ja etenkin imusolmukemetastaaseihin (LaTulippe ja
muut 2002; Tamura ja muut 2007). Myds ozfi-integriinin proteiinitason ekspressio
ihmisen eturauhassyovan kudosndytteissi kasvaa luumetastaaseissa verrattuna
eturauhassyovan primdirikasvaimeen tai pehmytkudosmetastaaseihin. ozfi-integriinia
ilmentyy runsaasti eturauhasen normaalissa kudoksessa sekd hyvélaatuisessa liika-
kasvussa, kun taas primidrikasvaimessa ja edelleen imusolmukemetastaaseissa aofi-
integriinin méiéird vihenee normaaliin kudokseen verrattuna. Luumetastaaseissa o2f1-
integriinin méérd taas kohoaa ei-pahanlaatuisen eturauhaskudoksen ekspressiotasolle.
a2P1-integriinilld vaikuttaisikin olevan mikroympéristdstd riippuvaisia erilaisia rooleja
eturauhassyovin kehityksen aikana. (Sottnik ja muut 2013.) Ramirez tyoryhmineen
(2011) havaitsi, ettd op-integriini hidastaa rintasyopédsolujen liikkeelle 14htoa

primédérikasvaimesta sekd siirtymistd verenkiertoon. Siten on mahdollista, ettd myds
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eturauhassyovan priméérikasvaimessa op-integriinin matala ekspressio mahdollistaa
solujen levidmisen, kun taas luumatriksissa kollageeni I:n kanssa vuorovaikutuksessa
ollessaan op-integriinin korkea ekspressio on selektiivinen etu, ja siten eturauhassyopa-

solut jélleen ilmentdvét az-integriinid kolonisoituessaan luuhun.

Ramirez ja muut (2011) havaitsivat axfi-integriinin estivén metastaasien muodostumista.
Toisaalta tutkimuksessa kdytettiin poistogeenisid hiirid, joten myos kaikista elion
normaaleista soluista puuttui o2fi-integriini; timd saattaa vaikuttaa suotuisan
premetastaattisen ympériston muodostumiseen ja kolonisaatioon. Tutkimuksessa ei
mainita luumetastaasien muodostumista, mutta ar>-negatiiviset syopasolut proliferoivat
vihemmin kollageeni I:114, viitaten mahdollisesti huonompaan kykyyn kolonisoitua
luuhun. On mahdollista, etté o»-integriinin suhteen negatiivisia syopdsoluja on levinneena
myo0s luuytimeen, mutta ozf1—kollageeni I —vuorovaikutuksen puuttuessa solut jadvit
dormanteiksi, eivitkd muodosta havaittavia kasvaimia. Mikédli soluissa myohemmin
selektiivisen paineen aiheuttamana jilleen ilmentyisi a2fi-integriinid, saattaisi se

mahdollistaa luumetastaasin kasvun.

Eturauhassyopésolujen ldsndolo verenkierrossa tai luuytimessd saattaa ennustaa
metastaasien muodostusta (Morgan ja muut 2009; Weckermann ja muut 2009). o21-
integriinid ilmentdvien kantasolunkaltaisen solujen miéird paikallisen eturauhassydvin
priméérikasvaimessa (Colombel ja muut 2012) seké luuytimeen levinneini (Ricci ja muut

2013) korreloi positiivisesti luumetastaasin muodostumisen kanssa.

azB1-integriinilla on térked rooli sydpdsolujen invaasiossa ja kolonisaatiossa kollageeni-
pitoisiin ympdristoihin. Liséksi o2f1-integriini voi edistdd angiogeneesii ja syovén kemo-
resistenssid. axfi-integriinid pidetddn myds eturauhassyovan kantasolujen merkkiproteii-
nina, joten ozfi-integriinid ilmentdvdt eturauhassydpésolut saattavat olla metastaasien
kannalta kriittinen solualapopulaatio. azf1-integriini on laajalti useissa eri solutyypeissi
ilmennetty integriini, joka sédtelee monia biologisia prosesseja. or-integriinin suhteen
poistogeeniset hiiret ovat kuitenkin tiysin elinkelpoisia, kehittyvit normaalisti seké ovat
hedelmillisid, ja vain pienid puutteita maitorauhasen haarautumisessa ja verihiutaleiden
viivéstynyt sitoutuminen kollageeniin havaittiin (Chen ja muut 2002; Holtkotter ja muut
2002). Tamén perusteella azfi-integriinin targetointi sydvédn hoidossa voisi olla turval-

lista potilaalle ja saattaisi mahdollistaa eturauhassydvén luumetastaasien estdmisen.
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OSA II. KOKEELLINEN OSUUS

4 TYON TAVOITTEET

Erikoistyon tarkoituksena oli tutkia o»-integriinin roolia DU145-ceturauhassydpasolujen
geenien ilmentymisen ja invaasion séételijdnd. Aluksi varmennettiin ryhmésséd aiemmin
saatujen NGS-tulosten perusteella valittujen geenien ilmentymistasot oz-integriinid
erilaisesti ilmentdvien DU145-solutyyppien vélilld. RNA-tason ilmentymisen liséksi
oltiin kiinnostuneita siitd, ndhdddnkd my0s proteiinitasolla samankaltaisia eroja
solutyyppien vililld sekd siitd, vaikuttaako o2-integriini proteiinien lokalisaatioon
soluissa. Haluttiin myds selvittdd, miten ap-integriinin aktivoituminen sen sitoutuessa
ligandiinsa, kollageeni I:een, vaikuttaa solutyyppien vililld erilaisesti ilmentyvien
geenien ilmentymistasoon. Geenien ilmentymisen lisdksi tutkittiin DU145-solujen
invaasiokykyad, tarkoituksena selvittdd lisddkd op-integriini solujen liikettd tyvikalvoa
muistuttavan Matrigeelin ldpi tai kollageeni I -pitoisessa ympéristossd. Erikoistyon
tavoitteena oli osoittaa, ettd ap-integriinilli on tirked rooli eturauhassydvissd ja sen
metastaasissa, ja siten tulevaisuudessa voitaisiin hyotyd eturauhassydvan lddkehoidon

kohdistamisesta o»-integriinid ilmentdviin syopasoluihin.
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5 MATERIAALIT JA MENETELMAT

5.1 Kéytetyt solulinjat ja kasvatusolosuhteet
5.1.1 Kaytetyt solulinjat ja solujen kasvatus

Erikoistydssi kdytettiin DU145-solulinjasta (American Type Culture Collection, ATCC)
tehtyjd neljdd erilaista eturauhassyopdsolutyyppid: 1) o2Pi-integriinid ilmentévia
villityypin soluja DU145WT (a2"), 2) DU145KO (02') -soluja, joista op-integriinin geeni
on poistettu CRISPR/Cas9-tekniikalla, 3) DUI145KO+a, (02") -soluja, joihin op-
integriinin ilmentyminen on palautettu transfektoimalla DU145KO (a2") -soluihin oo-
integriinin geeni sekd 4) DUI145KO+vektori (a2’ -soluja, joihin on transfektoitu
kontrollivektori (Ojalill ja muut, julkaisematonta tietoa). DU145-solulinja on alun perin

eristetty ihmisen aivoissa esiintyneestd eturauhassyovin etdpesidkkeestd (ATCC).

DU145-solut kasvatettiin RPMI 1640 -mediumissa (Lonza), johon oli lisdtty 10 % (V/V)
naudan sikion seerumi (engl. fetal calf serum, FCS, Biowest), 2 mM ultraglutamiini
(Lonza) sekd 100 yksikkdd/ml penisilliinid ja streptomysiinid (PenStrep, Lonza).
DU145KO+a; (a2") ja DU145KO+vektori (a27) solujen kasvatusmediumissa oli lisdksi
selektiota ylldpitdmassd 250 pg/ml G418-antibiootti (#10131, GIBCO).

Soluja kasvatettiin soluviljely- ja koetilanteissa +37 °C:ssa ja 5 %:n hiilidioksidi-
pitoisuudessa. Solujen irrotukseen kéytettiin trypsiini-EDTA:ta (etyleenidiamiinitetra-
etikkahappo, Lonza) ja pesuihin fosfaattipuskuroitua suolaliuosta (engl. phosphate

buffered saline, PBS, Lonza).

5.1.2 Kasvualustat

Soluja kasvatettiin kokeissa eri soluvéliaineproteiineilla paéllystetyilld maljoilla.
Solumaljat paéllystettiin joko 5 pg/cm? naudan ihon kollageeni I:4 (PureCol, Advanced
BioMatrix) tai 1 pg/cm? ihmisen plasman fibronektiinia (Sigma Aldrich) PBS-puskurissa
yli yon +4 °C:ssa. Péillystyksen jéilkeen maljat pestiin PBS:1ld ja epéspesifisen
sitoutumisen estdmiseksi maljojen vapaat kohdat peitettiin 0,1 % (m/V) naudan seerumin
albumiinilla (engl. bovine serum albumin, BSA, Biowest) PBS:ssé tunnin ajan +37

°C:ssa. Lopuksi maljat pestiin PBS:114.
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5.1.3 ap-integriinin ilmenemisen madritys virtaussytometrisesti

az-integriinin ilmentymisté solujen pinnalla tutkittiin virtaussytometrialla. Koetta varten
solut pestiin PBS:114 ja irrotettiin trypsiini-EDTA:1la. Trypsiini inhiboitiin lisidmalla 1:1
tilavuussuhteessa 1 mg/ml trypsiini-inhibiittoria (T9128, Sigma Aldrich) PBS:ssi.
Naytteitd varten 600 000 solua kerittiin sentrifugoimalla 500 x g /4 min /RT.
Epéspesifiset sitoutumiskohdat peitettiin pitdimalla soluja blokkaus-puskurissa (1 % FCS
[V/V] PBS:ssé) jdilla 30 min. Solut keréttiin sentrifugoimalla 500 x g /4 min /+4 °C ja
az-integriini  vérjattiin ithmisen oz-integriinin tunnistavalla hiiren monoklonaalisella
priméédrivasta-aineella (12F1, #555668, BD Pharmingen) 7,5 pg/ml pitoisuudessa
blokkauspuskurissa tunnin ajan +4 °C:ssa heilutuksessa, minkd jdlkeen solut pestiin
PBS:114. Sekundédrivasta-aineena kiytettiin kanissa tuotettua hiiren IgG:n tunnistavaa
FITC (fluoreseiini-5-isotiosyanaatti) -konjugoitua polyklonaalista vasta-ainetta (A16167,
Life Technologies) 7,5 pg/ml pitoisuudessa blokkauspuskurissa 30 min +4 °C:ssa
heilutuksessa. Lopuksi solut keréttiin sentrifugoimalla kuten edelld ja pestiin kahdesti
PBS:114. Sekundiirivasta-aineen epdspesifinen sitoutuminen maééritettiin varjaddmalla
solut pelkéstddn sekundédrivasta-aineella. Liséksi valmistettiin laitteen kalibrointia
varten varjaddmaton ndyte, jossa oli 100 000 solua jokaista neljdd solutyyppid. Mittausta
varten solut suspensoitiin PBS:44n. Naytteet ajettiin LSR II -virtaussytometrilla (BD
Biosciences; FITC:n eksitaatio 488 nm:ssd) ja tulokset analysoitiin FlowJo-ohjelmalla

(FlowJo, LLC).

5.1.4 Sferoidien kasvatus

Tutkimuksessa kéytettiin maljakasvatuksen liséksi kolmiulotteista kasvatusmallia.
Solujen sferoidikasvatusta varten agaroosista valettiin kasvatusalustoja 24-kuoppa-
levylle valumuottien avulla valmistajan ohjeiden mukaan (#24-35, 3D Petri Dish,
MicroTissues). Solut irrotettiin ja trypsiini inhiboitiin kuten edelld kohdassa 6.1.3. Solut
keréttiin sentrifugoimalla 500 x g /4 min /RT ja suspensoitiin seerumittomaan RPMI 1640
-mediumiin. Agaroosimuottiin pipetoitiin 280 000 solua (8 000 solua yhté sferoidia kohti)
75 ul:issa mediumia, annettiin solujen laskeutua muotin pohjalle ja liséttiin muotin
ympérille 1 ml mediumia. Sferoideja kasvatettiin muoteissa standardikasvatus-
olosuhteissa +37 °C:ssa 5 %:n hiilidioksidipitoisuudessa. Sferoidit kerdttiin siirtimalla

muotit uudelle 24-kuoppalevylle PBS:één, kdéntdméall4 ne ylosalaisin ja sentrifugoimalla
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lyhyesti 500 x g. Tdmaén jilkeen sferoidit pipetoitiin kuoppalevyltd eppendorf-putkiin ja
keréttiin sentrifugoimalla 500 x g /4 min /RT.

5.2 Geenien RNA-tason ilmentymisen tutkiminen
5.2.1 RNA:n eristiminen ja cDNA-synteesi

RNA:n eristdmistd varten soluja kasvatettiin 72 tunnin ajan joko 1) fibronektiinilld tai
kollageeni I:114 padllystetylld solukasvatusmaljalla tai 2) sferoideina kuten kohdassa 6.1.4
siten, ettd yhteen RNA-eristykseen kéytettiin 4 sferoidimuotillista soluja. RNA eristettiin
NucleoSpin RNA -kitilldi (Macherey-Nagel) valmistajan ohjeen mukaisesti. [-
merkaptoetanolin sijaan solujen hajotuksessa kidytettiin 15 mM ditiotreitolia (DTT).
RNA-pitoisuudet mitattiin NanoDrop 1000 -spektrofotometrilld (Thermo Fisher). cDNA
(komplementaarinen DNA, engl. complementary DNA) valmistettiin SensiFAST cDNA
Synthesis Kit -kitin (Bioline) ohjeen mukaisesti 1 pg:sta RNA:ta. Jokaisesta ndytesarjasta

valmistettiin kolme biologista toistoa.

5.2.2 Kaytetyt alukkeet ja koettimet

Uuden sukupolven sekvensoinnin (engl. next-generation sequencing, NGS) perusteella
DU145-solutyyppien vilillda erilaisesti ilmentyvien geenien (Qjalill ja muut,
julkaisematonta tietoa) joukosta valittiin 12 geenid, joiden ilmentymistd tutkittiin
tarkemmin reaaliaikaisella  kvantitatiivisella — polymeraasiketjureaktiolla  (engl.
quantitative polymerase chain reaction, qPCR). Kokeessa kaytettiin geenit spesifisesti
tunnistavia alukkeita (Eurofins Genomics) ja koettimia (Universal ProbeLibrary, Roche).
Itse suunniteltujen alukkeiden sekvenssit sekd Universal ProbeLibraryn koettimien
numerot on lueteltu taulukossa 1. Néiden liséksi kdytettiin MMP-1:n tunnistavia alukkeita
(5’-AAGATGAAACGTGGACCAACAATT-3> ja 5-CCAAGAGAATGGAAGA
GTTC-3’) ja koetinta (5’-FAM-CAGAGAGTACAACTTACATCG TGTTGCGGCTC-
TAMRA-3’), jotka saatiin Veli-Matti Kéhérin tutkimusryhmaltd (Stokes ja muut 2010),
sekd taloudenpitogeeni GAPDH:n alukkeita (5’-ACCCACTCCTCCACCTTTGA-3’ ja
5’-TTGCTGTAGCCAAATTCGTTGT-3’) ja koetinta (5’-FAM-ACGACCACTTTGTC
AAGCTCATTTCCTGGT-TAMRA-3’) (Universal ProbeLibrary, Roche).
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Taulukko 1. Kvantitatiivisessa PCR:ssi kdytetyt alukkeet ja koettimet

CHDS TGGGCTACATGGATGAGAAA CTCACTCTCCACTCTATCCAAGG 11
CDHS5 AAGCCTCTGATTGGCACAGT GACTCGGAAGAACTGGCCC 58
KIF26B CGTGTTCTTCACACTGCACAT CTGCGACCTCCAGACATTC 58
LGI1 TCACTAACCAAACTGACATTCCTAA  ACACGTCCCCTTTCACTGAG 88
PKP1 AAACAGGCACGTCTGGCA AAGCCATCATACATGGAACCTC 68
RBP1 ACGCTGAGCACTTTTAGGAACT ATGCCTGTCAGATCCTCCTC 12
SCARAS TCCAAGCTGAACCTGTGTGA AGAATCAGGAAGACCAGCAG 56

SDC2 AAACGGACAGAAGTCCTAGCAG CCTTCATCCTTCTTTCTCATGC 18
SVEP1 TCTCTGTTGGTTTGCCCATA ATGGAGCCCACAAAAGACTC 26
SYK AAAGACAAATGGAAAGTTCCTGA CTTTGTCGATGCGATAGTGC 40
VWA2 GGGTTTGCAGAGGTTGACTG CTGCGGTACCACCAGGAC 76

5.2.3 Kvantitatiivinen PCR

Geenien ldhetti-RNA:n ilmentymistasoja tutkittiin qPCR:114. PCR-reaktiot (100 nM
koetin, 300 nM alukkeet, 2 pl 1:10 laimennettua cDNA:ta) valmistettiin ABI TagMan
Universal Master Mix II -puskuriin (Applied Biosystems) 10 pl:n tilavuuteen. Reaktioista
valmistettiin kolme toistoa. Naytteet ajettiin QuantStudio 12K Flex Real-Time PCR
System -laitteella (Thermo Fisher) ajopalveluna (Finnish Functional Genomics Centre,
Turun biotekniikan keskus, Turun yliopisto). Ajo-ohjelmassa ndytteitd denaturoitiin
aluksi 10 min 95 °C, sitten 45 syklid 15 s /95 °C ja 1 min /60 °C. Tulostiedostot
analysoitiin Thermo Fisher Cloud -palvelussa (Thermo Fisher), josta saatiin geenien Ci-
arvot, eli sen syklin numero, jonka kohdalla ndytteen antama signaali erottuu taustasta.
Eri solutyyppien viliset ilmentymiserot ilmoitettiin fold change -arvoina (FC), jotka
kuvastavat sitd, kuinka moninkertaisesti geeni ilmentyy toiseen solutyyppiin verrattuna.
FC-arvot laskettiin kaavalla 224t jossa AAC; = ACi miti verrataan -~ ACt mihin verrataan ja ACt=
Ct ttkittava geeni — Ct kontrolligeeni (Livak ja Schmittgen 2001). Biologisille toistoille laskettiin
keskivirheet eli SEM-arvot (engl. standard error of the mean) jakamalla niytteiden

keskihajonnat biologisten toistojen lukuméérian nelidjuurella.
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5.3 Geenien proteiinitason ilmentymisen tutkiminen
5.3.1 Proteiinitason ilmentyminen Western blot -menetelmalla

Solun proteiinien maarad tutkittiin Western blot -menetelmalld sekd maljakasvatuksista
ettd sferoideista. Joko 10 cm maljalliselta soluja tai neljdstd muotillisesta sferoideja
eristettiin proteiinit hajottamalla solut 300 pl:aan SDS-puskuria (10 % [V/V] glyseroli;
3,3 % [w/V] natriumdodekyylisulfaatti [SDS]; 3,1 % [w/V] DTT; bromofenolisininen;
0,35 M Tris-HCI pH 6,8). Naytteitd keitettiin 95 °C /5 min ja ne sentrifugoitiin lyhyesti.
Naytteet ladattiin joko 10 % SDS-PAGE-geelille (yldgeeli: 4 % [w/V] akryyliamidi-
bisakryyliamidi [35,5:1, BIO-RAD]; 0,1 M Tris-Hel pH 6,8; 0,05 % [w/V]
ammoniumpersulfaatti [APS]; 0,2 % [w/V] TEMED [tetrametyyli-etyleenidiamiini] ja
alageeli: 10 % [w/V] akryyliamidi-bisakryyliamidi; 0,4 M Tris-HCI pH 8,8; 0,033 %
[w/V] APS; 0,067 % [w/V] TEMED) tai 4-20 % gradienttigeelille (Mini-PROTEAN
TGX Precast Gels, # 4561094, BIO-RAD), 50 pl niytettd yhteen kaivoon. Proteiinien
koon tunnistamiseksi geelille liséttiin molekyylipainostandardi (Bluestar Prestained
Protein Marker Plus, Nippon Genetics). Geelit ajettiin 120 V:lla ajopuskurissa (0,025 M

Tris; 12,5 mM glysiini; 0,1 % [w/V] SDS) kunnes ajorintama saavutti geelin alareunan.

Ajon jilkeen proteiinit siirrettiin nitroselluloosakalvolle mérkéasiirrostuksena yon yli  +4
°C:ssa 35 V siirtopuskurissa (0,025 M Tris; 12,5 mM glysiini; 20 % [V/V] metanoli).
Kalvo pestiin TBST-puskurilla (0,15 M NaCl; 0,05 % [V/V] Tween-20; 0,01 M Tris-HCI
pH 7,5) ja sitoutumattomat kohdat peitettiin blokkauspuskurissa (1 % BSA, 5 % maito,
TBST:ssd) 30 min RT heilutuksessa. Kalvo pestiin TBST:ssd ja siirrettiin 1:1000
laimennettuun primééri-vasta-aineeseen 5 % BSA/TBST:ssdé yon yli +4 ©°C:ssa
putkenpydrittdjassd. Priméérivasta-aineina kéytettiin joko PKP1- (ab183512, Abcam) tai
VWAZ2-vasta-ainetta (#18714-1-AP, Proteintech Europe). Tdmén jilkeen kalvo pestiin
neljd kertaa 5 min TBST:sséd ja siirrettiin 1:15 000 laimennettuun sekundéirivasta-
aineeseen (926-32213, LI-COR) 5 % BSA/TBST:ssd 45 min RT valolta suojattuna.
Kalvoja pestiin kolme kertaa 5 min TBST:ssé ja kuvattiin Odyssey CLx -kuvauslaitteella
(LI-COR). Téamén jélkeen kalvolta katsottiin vield B-aktiinin miéra eri ndytteissi: Kalvo
siirrettiin 1:75 000 laimennettuun primédrivasta-aineeseen (A1978, Sigma Aldrich)
TBST:ssd 1 h RT putkenpyorittdjéssa. Pesut, sekunddérivasta-aine (926-68072, LI-COR)

ja kuvaus kuten edelld. Proteiiniméérat analysoitiin Image Studio Lite -ohjelmalla (LI-
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COR). Néytteiden latausméérd tasattiin suhteuttamalla tutkittujen proteiinien antama

signaali B-aktiinin signaaliin samasta niytteesta.

5.3.2 Proteiinien lokalisaatio 2D-kasvatusmallissa

Proteiinien lokalisaatiota tutkittiin kasvattamalla DU145-soluja seerumittomassa RPMI
1640 -mediumissa fibronektiinilld tai kollageeni L:114 padllystetyilld (ks. kohta 6.1.2)
peitinlaseilla. 24 tunnin kasvatuksen jélkeen solut pestiin +37 °C:lla PBS:114 ja fiksattiin
20 min RT +37 °C:lla 4 % paraformaldehydilld (PFA) PBS:ssi. Solut pestiin kaksi kertaa
PBS:114 ja permeabilisoitiin 0,2 % Triton X-100:1la PBS:ssd 5 min RT. Solut pestiin kaksi
kertaa PBS:I14 ja vaihdettiin laseille 1:100 laimennettu PKP1-, SVEPI- (ab121677,
Abcam) tai VWA2-primédérivasta-aine (ks. kohta 6.3.1) sekd 1:50 laimennettu oo-
integriinin tunnistava priméirivasta-aine (tuotettu rotassa, klooni 430903, R&D Systems)
3 % BSA/PBS:ssd 1,5 h ajaksi huoneenldmmossd. Naytteitd pestiin neljd kertaa 5 min
PBS:114 ja lisdttiin 1:200 laimennetut sekundéérivasta-aineet (A21434, Invitrogen ja
A11034, Life Technologies), 1:30 laimennettu falloidiini (A22284, Life Technologies)
sekd 1:1000 laimennettu DAPI (4°,6-diamidino-2-fenyyli-indoli, engl. 4’,6-diamidino-2-
phenylindole) 3 % BSA/PBS:ssdé 40 minuutiksi valolta suojattuna huoneenldmmassa.
Tamaén jilkeen néytteitd pestiin neljd kertaa 5 min PBS:114. Objektilaseille pipetoitiin
mowiol/DABCO-peitinainetta (30 % [w/V] glyseroli; 12 % [w/V] mowiol; 0,6 M Tris-
HCI pH 8.,5; 2,5 % [w/V] 1,4-diatsabisyklo[2.2.2]oktaani [DABCO]) ja siirrettiin
peitinlasit peitinaineen pddlle solupuoli alaspdin. Objektilaseja sdilytettiin +4 °C:ssa.
Néytteet kuvattiin Zeissin LSM 780 -konfokaalimikroskoopilla (Cell Imaging Core,
Turun biotekniikan keskus, Turun yliopisto) 63-kertaisella objektiivilla. Naytteistd

otettiin noin 11 kuvaa z-tasossa, joista luotiin projektio BiolmageXD-ohjelmalla.

5.3.3 Proteiinien lokalisaatio sferoideissa

Proteiinien lokalisaatiota tutkittiin my0s sferoideissa samoilla vasta-aineilla kuin
kohdassa 6.3.2; ndiden liséksi osassa néytteistd kdytettiin my0s toista oz-integriinin vasta-
ainetta (MCA2025, BIO-RAD). DUI145-sferoideja kasvatettiin 72 h seerumittomassa
RPMI 1640 -mediumissa, johon oli lisdtty 50 pg/ml L-askorbiinihappo (A4544, Sigma
Aldrich). Solut tarvitsevat askorbiinihappoa kollageenin proliini- ja lysiinitdhteiden
hydroksylaatioon, jolloin muodostuu stabiileja kolmoiskierteisid kollageeniséikeitd (de

Clerck ja Jones 1980, Soucy ja muut 2011). Muottien ympdérille vaihdettiin tuore
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askorbiinihappomediumi vuorokauden vélein. Sferoidit keréttiin kuten kohdassa 6.1.4 ja
niitd fiksattiin 3 h +4 °C:ssa 4 % PFA:lla PBS:ssd, johon oli lisdtty 1 % Triton X-100
(V/V) solujen permeabilisoimiseksi. Sferoideja pestiin 15 min PBS:114 ja blokattiin 3 %
BSA:lla PBST-puskurissa (0,1 % Triton X-100 PBS:ssd) yon yli +4 °C:ssa. Sferoideja
pestiin 15 min PBST:ssé ja liséttiin primdarivasta-aine PBST:ssd yon yli +4 °C:ssa
heilutuksessa. op-integriinin MCA2025-vasta-aineesta kéytettiin 1:100 laimennosta.
Sferoideja pestiin kolme kertaa 15 min PBST:Il4 ja liséttiin sekundddrivasta-aineet
(MCA2025-vasta-aineen sekundddrind kaytettiin Life Technologiesin A21424-vasta-
ainetta) 1:200 PBST:ssd yon yli +4 °C:ssa heilutuksessa valolta suojattuna. Lopuksi
sferoideja pestiin 15 min PBS:ssé ja lisdttiin 1:500 PBS:44n laimennettu DAPI 45 min
RT valolta suojattuna. Sferoidit siirrettiin objektilaseille, imettiin PBS pois ja lisittiin
sferoidien pdidlle glyserolia ja peitinlasi. Objektilaseja sdilytettiin +4 °C:ssa. Naytteet
kuvattiin LSM 780 -konfokaalimikroskoopilla 20-kertaisella objektiivilla. Néytteistd
otettiin kuvia z-tasossa, ja ndistd valittiin keskelld oleva leike. Kuvien kasittely tehtiin

BiolmageXD-ohjelmalla.

5.4 Solujen invaasiokyvyn tutkiminen
5.4.1 DU145-solujen invaasio Matrigeelin lapi

DU145-solujen kykyé tunkeutua Matrigeelin l4pi tutkittiin Matrigeelilld pééllystetyilld
invaasiokammioilla (Corning BioCoat Matrigel Invasion Chamber, #354480, Corning)
valmistajan ohjeen mukaisesti. Soluja lisittiin 100 000 kappaletta yhtd kammiota kohti
seerumittomassa RPMI 1640 -mediumissa, johon oli lisdtty 0,1 % BSA. Alakammiossa
kéytettiin 10 % FCS siséltavdad RPMI 1640 -mediumia. Solujen annettiin invasoitua 24
tunnin ajan, ennen kuin l4pi menneet solut fiksattiin jadkylméissd metanolissa 5 min ja
varjattiin 1:1 000 laimennetulla DAPIL:lla 30 min. Matrigeeli-invaasioista tehtiin 5
biologista toistoa, joissa jokaisesta solutyypistd oli 3 rinnakkaista invaasiokammiota.
Invaasiokammioiden kalvot siirrettiin objektilaseille peitinaineen paille ja kuvattiin
Olympuksen BX60-mikroskoopilla (Cell Imaging Core, Turun biotekniikan keskus,
Turun yliopisto) 20-kertaisella objektiivilla, 9 kuvaa eri puolilta lasia. Kuvista laskettiin

solumédrit ImageJ-ohjelmalla ja soluméérista laskettiin keskiarvot sekd SEM-arvot.
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5.4.2 Sferoidien levittdytyminen kollageeni [:114

Sferoidissa olevien solujen kykyéd liikkua ja levittdytyd tutkittiin kollageeni I:11d
paallystetylld kuoppalevylla. Yksittdinen sferoidi siirrettiin kollageeni I:114 p4éllystettyyn
kaivoon ja liséttiin sferoidin péélle 100 ul seerumitonta keratinosyytti-mediumia (engl.
keratinocyte serum-free medium, KSF-medium, Gibco), johon oli lisétty 5 ng/ml ihmisen
rekombinanttisesti tuotettua epidermaalista kasvutekijaa (#10450-013, Gibco), 50 pg/ml
naudan aivolisdkkeestd eristettyd ekstraktia (#13028-014, Gibco), 2 ng/ml
rekombinanttisesti tuotettua leukemiaa ehkiisevéd tekijdd (Sigma Aldrich), 2 ng/ml
kantasolutekijada (Sigma Aldrich) sekd PenStrep. Solujen levittdyty-mistd seurattiin
IncuCyte ZOOM System -laitteella (Essen Bioscience) 24 tunnin vilein 96 tunnin ajan
seki 4-kertaisella objektiivilla faasikontrastilla. Sferoidien pinta-alat mééritettiin Imagel-

ohjelmalla. Migraatiokokeista tehtiin neljd biologista toistoa.

5.4.3 Sferoidien invaasio kollageeni I:een

Sferoidien kykyd invasoitua kolmiulotteiseen kollageeni I:een tutkittiin samoin kuin
kohdassa 6.4.2, paitsi kuoppalevylld olevan sferoidin pdille liséttiin ennen KSF-
mediumia 40 pl kollageeni I -geelid, jossa oli 2,0 mg/ml naudan ihon kollageeni I:td
(Nutragen, Advanced BioMatrix), 4 mM Tris-HCI pH 7,3 sekd 20 mM NaOH:ia
seerumittomassa RPMI 1640 -mediumissa. Kollageenigeelin annettiin jahmettya 2 tuntia
solukasvatusolosuhteissa ennen kuin sen péélle lisittiin 100 ul KSF-mediumia. Sferoi-

dien invaasiota seurattiin ja sferoidien pinta-alat méiéritettiin kuten edelld kohdassa 6.4.2.

5.5 Tulosten tilastollinen tarkastelu ja kuvaajien piirtiminen

Tilastollisesti merkitsevilld eroilla p-arvo oli alle 0,05. Western blot -tulosten tilastollinen
merkitsevyys testattiin saatujen signaaliarvojen 2-kantaisista logaritmeista parittaisella
kaksisuuntaisella Studentin t-testilld. Matrigeeli-invaasiodatan solutyyppien keskiarvoja
vertailtiin one-way ANOVA -testilld seké parittaiset vertailut tehtiin Tukeyn HSD post
hoc -testilld. Sferoidien liikkeen ja invaasion tilastollinen merkitsevyys testattiin
sferoidien pinta-aloista parittaisella kaksisuuntaisella Studentin t-testilld. Testejd varten
tulosten normaalisuus testattiin Shapiro-Wilk-testilld. Tilastotieteelliset testit tehtiin IBM

SPSS Statistics -ohjelman versiolla 21. Kuvaajat piirrettiin Origin 2016 -ohjelmalla.
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6 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU

6.1 DU145-solutyypit ilmentévit eri mairii o2-integriinii solukalvoillaan

Erikoistyossd kaytettiin neljdd erilaista DU145-eturauhassyopasolutyyppid: 1) axpi-
integriinid ilmentévid villityypin soluja DU145WT (02%), 2) DU145KO (a2) -soluja,
joista op-integriinin geeni on poistettu CRISPR/Cas9-tekniikalla, 3) DU145KO+a; (a2")
-soluja, joihin op-integriinin ilmentyminen on palautettu transfektiolla sekd 4)

DU145KO+vektori (a27) -soluja, joihin on transfektoitu kontrollivektori (kuva 3).

DU145KO+a,
(0p%)
PR
aee™® -
DU145WT DU145KO0 M\“‘:&\A\O S
(a,*) . . (07) = a,P;-integriini
o,-1ntegriinin poisto
CRISPR/Cas9:li Q‘ DU145KO+
’ ktori ("
~ ont,.olh.vekt 4 vektor1 (a,7)
= o trangg, “Orip
o, 3, -integriini ektio

Kuva 3. Erikoistyossa kaytettiin neljad DU145-solulinjasta luotua eturauhassydpésolutyyppid, jotka
ilmentavét a,f;-integriinid eri tavoin. of1-integriinid ilmentévista villityypin soluista on poistettu o,-
integriinin geeni, ja ndihin poistogeenisiin soluihin transfektoitu joko or-integriinin geenin siséltiméa
vektori tai tyhjd kontrollivektori.

Virtaussytometrian avulla varmistettiin, ettd solutyyppien solupinnan op-integriinin
ilmentyminen on erilaista. Virtaussytometriassa soluihin kohdistetaan lasersdde, joka
virittdd vasta-aineessa olevan fluoresenssileiman. Saadun emissiosignaalin voimakkuus
on suoraan verrannollinen tutkittavan kohdemolekyylin ilmentymistasoon. Tulosten
perusteella DU145WT (02) ja DU145KO+02 (a2") -solut ilmentdvit az-integriinid, kun
taas DU145KO (027) ja DU145KO+vektori (a27) solut eivit (kuva 4). DU145KO+a; (a2")
-soluissa op-integriinid ilmentdméttdmien solujen osapopulaatio on hieman suurempi
kuin DUI45WT (a2") -soluissa (9,90 % ja 0,97 %, vastaavasti), mutta toisaalta ndiden
solujen keskimddrdinen op-integriinin ilmentymistaso on hieman korkeampi kuin
villityypin solujen. Sekd DUI45KO (027) -soluissa ettd vektorikontrollisoluissa oo-
integriinid ilmentédvien solujen osapopulaatio on hyvin pieni. Tulosten pohjalta voidaan
sanoa, ettd kdytetyt DU145-solutyypit ilmentivét op-integriinid eri lailla toisiinsa ndhden

janéiden solujen kdyttd or-integriinin toiminnan tutkimisessa on perusteltua.
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Kuva 4. Solupinnan op-integriinin ilmentymistasot ovat erilaiset DU145-solutyyppien vililla.
Ilmentymistasot maédritettiin virtaussytometrisesti oz-integriinin tunnistavan vasta-aineen avulla.
Kuvassa esitettynd tyypillisen médrityksen tulokset. (A) DU145WT (a2 ") (turkoosi) ja DU145KO+ax
(02") (tummanvihred) -solut ilmentévit pinnallaan o,-integriinid, DU145KO (a2 (vaaleanvihred) ja
DU145KO+vektori (027 (oranssi) -solut eivit. (B) Solutyyppien oz-integriinid ilmentévien (ax+) ja
az-negatiivisten (o2-) solujen osuus prosentteina analysoidusta solupopulaatiosta.

6.2 Geenit ilmeneviit eri tavalla solutyyppien vililli sekid RNA- ettd proteiinitasolla

Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittda, sddteleekd on-integriini DU145-solujen geeni-
ekspressiota. Ryhmadssé oli aiemmin uuden sukupolven sekvensoinnilla tutkittu, mitka
geenit ilmentyvét erilaisesti RNA-tasolla solutyyppien vililld (Ojalill ja muut, julkaise-
matonta tietoa). NGS-tulosten perusteella valittiin 12 geenid, joiden osalta sekvensoinnin
tulosten paikkansapitidvyys varmistettiin, ja joiden ilmentymistd tutkittiin tarkemmin
kvantitatiivisella PCR:11d. NGS-tuloksissa suurimmat erot solutyyppien viélilla 16ytyivit
solujen adheesioon liittyvistd geeneistd (Ojalill ja muut, julkaisematonta tietoa). oo-
integriinin on havaittu ilmentyvén eturauhasen ja eturauhassyovéin kantasoluissa (Collins
ja muut 2001; Collins ja muut 2005). Tutkittavaksi wvalittiin tdmén takia solujen
adheesioon ja erilaistumiseen liittyvid geenejéd. Alla on lyhyesti esitelty valitut 12 geenid

sekd niiden koodaamien proteiinien toimintaa.
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MMP-1 (engl. matrix metalloproteinase 1) on laajalti ilmenevd soluvéliaineen
kollagenaasi, jolla on tirked rooli matriksin hajotuksessa. MMP-1:n on jo aiemmin
osoitettu edistidvin eturauhassyovin kehittymistd metastaattiseksi syoviksi (Pulukuri ja

Rao 2008) sekid vuorovaikuttavan azfi-integriinin kanssa (Riikonen ja muut 1995a).

Kunapuli ja muut osoittivat (2004) LGI1:n (engl. leucine-rich glioma-inactivated protein
1) toimivan MMP-1:n ja MMP-3:n tuotannon vaimentajana. LGIl on pédasiassa
hermokudoksessa, mutta my0s eturauhasen epiteelissd, esiintyvd eritettiva
glykoproteiini, joka muun muassa siitelee janniteherkkid kaliumkanavia hidastamalla
niiden inaktivointia. LGI1 on syOpdkasvaimen suppressorigeeni ja sen inaktivaatio on

liitetty eturauhassyOvin etenemiseen ja invaasioon (Cowell ja muut 2010).

SVEP1 (engl. sushi, von Willebrand factor type A, EGF and pentraxin domain containing
protein 1) on luustokudoksen soluadheesiomolekyyli, joka vilittdéd solujen sitoutumista
luuytimen ympéristoén (Shur ja muut 2006). SVEP1:n on raportoitu ilmenevin
luustokudoksessa, ihmisen luuytimen mesenkymaalisissa kantasoluissa, osteoblastien
esisoluissa seké rintasydpésoluissa, jotka metastasoituvat luuhun (Shur ja muut 2006;
Shur ja muut 2007). SVEP1 séételee solujen adheesiota ja on mahdollisesti tarked tekija

metastaattisten syopésolujen asettumisessa luustoon.

CDHS eli kadheriini 5 (VE-kadheriini) on endoteelin solu—soluliitosten adheesioproteii-
ni. CDHS5 on yhdistetty glioblastooman kantasolunkaltaisuuteen ja huonoon ennustee-
seen (Mao ja muut 2013). Labelle tyéryhmineen (2008) osoitti CDHS5:n ilmentyvén
invasiivisessa rintasyovéssi ja edistdvin syovin kehittymistd angiogeneesin ja TGF-p-
signaloinnin kautta. Invasiivisten solujen péédsy verenkiertoon edellyttdd endoteeliso-
lujen vilisten liitosten hajoamista. o2f1-integriini vilittdd CDHS5:n fosforylaatiota rinta-
syopdsolujen kiinnittyessd endoteelisoluihin, ja fosforyloituneen CDHS5:n lisddntyminen
suhteessa totaali-CDHS5:een johtaa kadheriini 5 -liitosten hajoamiseen. Samanlainen vaste

havaittiin my0s eturauhas- ja munasarjasyopésoluilla. (Haidari ja muut 2012.)

SCARAS (engl. scavenger receptor class A member 5) on ferritiinireseptori, joka vélittda
raudan kuljetusta soluihin. SCARAS:n on havaittu hidastavan solujen proliferaatiota ja
invaasiota in vitro, ja ilmentyminen on yleensé vihentynyt syovéssi (Yan ja muut 2012).

Conti tydryhmineen (2016) osoitti, ettd sydvin kantasoluja runsaasti siséltidvissd
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sferoideissa SCARAS:n ilmentyminen oli koholla vastaavien rintasydpésolulinjojen

maljakasvatuksiin verrattuna.

KIF26B (engl kinesin family member 26B) on vilttdmiton sikion munuaisen
kehityksessd, missd se lisdd mesenkyymisolujen adheesiota virtsajohdinsilmuun
(Uchiyama ja muut 2010). KIF26B lisdi osteosarkoomasolujen kemoresistanssia (Pu ja
muut 2016). Myds suolistosydvassd KIF26B:n ilmentyminen on koholla ja korreloi

kasvaimen koon ja syovin kehitysasteen kanssa (Wang ja muut 2015b).

VWA?2 (engl. von Willebrand factor A domain-containing protein 2, toiselta nimeltédén
colon cancer secreted protein 2 eli CCSP-2) on tyvikalvon proteiini, jonka solut erittavat
soluvilitilaan. VW A2-proteiini ei tavallisesti ilmenny suolistossa, mutta suolistosydvéan

yhteydessi sen ilmentyminen kasvaa keskiméérin 78-kertaiseksi (Xin ja muut 2005).

RBPI1 (engl. retinol-binding protein 1) osallistuu solunsiséiseen retinolin kuljetukseen.
RBPI1-proteiinin méérd on alentunut monessa sydvéssd, ja timé johtaa retinolihappo-
reseptorien toiminnan héiriintymiseen, solujen erilaistuneisuuden menetykseen ja syovén

etenemiseen (Farias ja muut 2005).

CHD?5 (engl. chromodomain-helicase-DNA-binding protein 5) on kromatiinia muok-
kaava proteiini, joka sdételee transkriptiota. CHDS on tuumorisuppressori, ja se sdételee
solujen proliferaatiota, apoptoosia ja vanhenemista (Bagchi ja muut 2007). CHD5:n
ilmentyminen katoaa neuroblastoomissa (Fujita ja muut 2008). CHDS:n puute estda

esisolujen erilaistumista hermosoluiksi kehittyvassd neokorteksissa (Egan ja muut 2013).

SYK (engl. spleen tyrosine kinase) on tyrosiinikinaasi, joka osallistuu useiden solukalvon
reseptorien kautta tapahtuvaan solun signaalinvilitykseen. SYK:n ilmentyminen on
kohonnutta eturauhassydvéssd ja liittyy syovén kehittymiseen pahanlaatuiseksi ja
invasiiviseksi. Solun pinnan ofi-integriinin ja CD44:n méiérdn havaittiin my0s

viahenevidn SYK:n ekspression puuttuessa. (Ghotra ja muut 2015.)

PKP1 (engl. plakophilin 1) on desmosomeissa esiintyvd solu—soluliitoksia vélittdva
adheesioproteiini. PKP1:114 on raportoitu olevan rooli eturauhassyovén etenemisessé ja

sen midrdn on havaittu alenevan korkean Gleason-arvon syovissd sekd metastaasin
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yhteydessd. Lisdksi PKP1:n on havaittu sitovan RNA:ta sitovia proteiineja ja siten

osallistuvan solun transkription jilkeiseen geenisdételyyn. (Yang ja muut 2013.)

SDC2 eli syndekaani 2 on solupinnan proteoglykaani ja adheesioreseptori. SDC2:n
ylituotto lisdd kollageeniadheesiota ja solujen invaasiota yhteistyOssd o2fi-integriinin
kanssa (Choi ja muut 2009). Popovic ja muut (2010) havaitsivat, ettd SDC2:n lisddntynyt

ilmentyminen liittyy eturauhassydvén kehittymiseen ja etenemiseen.

6.2.1 Sekvensoinnin tulokset toistuivat kvantitatiivisen PCR:n avulla

Ryhmaéssd aiemmin tehdylld sekvensoinnilla tutkittiin DU145-solutyyppien vélisid
ilmentymiseroja sferoideissa, joten myds NGS-tulosten varmentamista varten kvantitatii-
vinen PCR tehtiin sferoideista. Solutyyppien viliset ilmentymiserot tutkittujen 12 geenin
osalta olivat kvantitatiivisen PCR:n mukaan samansuuntaiset kuin sekvensoinnissa

(tietoa ei néytetd), joten sekvensoinnin tuloksia voidaan pitda luotettavina ndiden osalta.

DUI145WT (a2") -solut ovat sekapopulaatio, ja geenien ilmentymistaso kuvastaa
populaation keskimédrdistd ilmentymistasoa. Populaation sisilld yksittdisten solujen
vilinen hajonta voi olla suurta. DU145KO (a27) -solupopulaatio on valikoitunut
CRISPR/Cas9-kisitellyistd villityypin soluista, jotka eivit ilmenténeet oo-integriinii.
Solutyypeistd DU145KO+0, (a2") ja DU145KO+vektori (a27) ovat transfektoi-tuja soluja,
joiden antibioottiselektio saattaa vaikuttaa geenien ilmentymiseen. Esimer-kiksi Ryu
tyoryhmineen (2017) tutki PenStrepin vaikutusta solujen geeniekspressioon ja havaitsi
antibiootin merkittdvisti muuttavan solujen geeniekspressiota ja sen siételyéd esimerkiksi
lisddmailld luonnolle vieraiden aineiden aineenvaihduntaan ja lddkeaineiden solusta

uloskuljettamiseen liittyvien geenien ilmentymisté.

Solutyyppien selektioiden vuoksi tehtiin kaksi vertailuparia, joissa toinen solutyyppi
ilmentdd ar-integriinid ja toinen ei: DU145WT (02") -solut verrattuna DU145KO (a2”) -
soluihin sekd wuudelleen transfektoidut DUI145KO+a, (02") -solut verrattuna
DU145KO+vektori (o2’) -soluihin. Naille kahdelle vertailuparille laskettiin geenien
ilmentymisen FC-arvot, jotka tarkoittavat tdsséd tapauksessa sitd, kuinka moninkertaisesti
geeni ilmenee vertailuparin op-integriinid ilmentdvissd soluissa verrattuna oo-integriinia

ilmentdmattomiin soluihin. Saaduista FC-arvoista piirrettiin pylvidskuvaajat (kuva 5).
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Kuva 5. DU145-solutyyppien vililtd 10ydettiin eroja geenien ilmentymisessd. NGS-tulosten perusteel-
la valittiin 12 geenid, joiden RNA-tason ilmentymistd tutkittiin qPCR:114. (A) DU145WT (02") -
solujen ilmentymistaso verrattuna DU145KO (o) -soluihin. (B) DU145KO+a; (02") -solujen
ilmentymistaso verrattuna DU145KO+vektori (o27) -soluihin. Kuvaajissa y-akseli on 2-kantaisella
logaritmisella asteikolla, ja pylvdiden korkeus vastaa solutyyppien vilistd FC-arvoa, kolmen
rinnakkaisen kokeen keskiarvo £ SEM. Katkoviivoilla rajatun alueen sisdpuolelle jadvien pylvdiden
osalta geenin ilmentymistason ei voida sanoa olevan merkittavasti erilainen solutyyppien vélilla.

Jos FC-arvo on 0,5-2, ei geenien ilmentymistasojen voida sanoa merkittdvésti eroavan
solutyyppien viélilld. Kuvassa 5 a»-integriinid ilmentévisséd soluissa ylhdilld olevien
geenien FC-arvot ovat yli 1, ja niitd vastaavat pylvait ldhtevit ylospéin y-akselin arvon 1
kohdalla olevalta viivalta. Vastaavasti or-integriinid ilmentévissd soluissa alhaalla

olevien geenien FC-arvot ovat alle 1, ja niitd vastaavat pylvaat 1dhtevit alaspiin.

Kun DU145WT (02") -soluja verrataan DU145KO (02) -soluihin, ei suurin osa tutkituista
geeneisti eroa ilmentymiseltddn solutyyppien vililld. Toisessa vertailuparissa transfek-
toitujen solutyyppien vélilld taas vain yhden geenin FC-arvo jda vilille 0,5-2. Lisiksi
ilmentymiserot vertailuparien vélilld eivét ole samansuuntaisia yli puolella tutkituista
geeneisti. Vertailuparien erilaisuus voi johtua solutyyppien selektioprosesseista, joiden
takia luotettavin vertailupari on DU145KO+02 (02%) -solut verrattuna DU145KO+vektori
(02) -soluihin. Néiden kahden solutyypin vililli on véhiten solujen valikoitumisesta
johtuvia eroja. PCR-reaktioiden lineaarisuutta eri cDNA-konsentraatioilla ei ole testattu,

miké saattaa aiheuttaa tuloksiin virhetta.

Transfektoituja solutyyppejd verrattaessa op-integriinid ilmentivissa soluissa MMP-1 ja
SVEPI ovat koholla, miki saattaa tehostaa solujen invaasiota ja luumetastaasia. CDH5:n

kohonnut mééari saattaa korreloida DU145KO+ax (02%) -solujen kantasolunkaltaisuuteen
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ja auttaa endoteelisoluihin sitoutumisessa. SCARAS:n kohonnut ilmentyminen voisi
viitata DU145KO+az (02") -solujen kantasolunkaltaisuuteen, silli ndiden solujen on
havaittu ilmentdvdn runsaasti eturauhassyovidn kantasolun merkkiproteiineja a2fi-
integriinid ja CD44:44 (Ojalill ja muut, julkaisematonta tietoa). Ei-transfektoituja
DU145WT (02") ja DU145KO (02°) -soluja verrattaessa SCARAS:n ilmentymisessa ei
nidhdi merkitsevéd eroa. Myos CDHS5 on aiemmin liitetty kantasolunkaltaisuuteen (Mao
jamuut 2013), mika voisi selittdd, miksi CDHS5:n ilmentyminen ei ole ylhéalld villityypin
soluissa. DUI145KO+a2 (a2") -solujen on havaittu selviytyvdn solunsalpaaja
doketakselista vertailupariaan hieman paremmin (Ojalill ja muut, julkaisematonta tietoa),
ja KIF26B:n ilmentymisen on aiemmin raportoitu kasvavan syovissd (Wang ja muut
2015b) sekéd vilittdvan syopédsolujen kemoresistanssia (Pu ja muut 2016). Myos LGI1:n
ilmentyminen on ylhaélla DU145KO+a2 (a2") -soluissa. Normaalisti LGI1:td ilmentyy
runsaasti eturauhasen epiteelissd ja syovidn yhteydessd sen méérd vihentyy (Cowell ja
muut 2010). Toisaalta LGIl:n on raportoitu inhiboivan MMP-1:td (Kunapuli ja muut

2004), joten ndiden molempien kohonnut ilmentyminen saattaa liitty4 toisiinsa.

Solu—soluliitoksia vélittdvin PKP1:n ja soluviliaineen proteiinin VWA2:n alentunut
madrd DU145KO+a, (a2") -soluissa saattaa edesauttaa solujen invaasiota. RBP1:n
alentunut méérd on aiemmin yhdistetty erilaistuneisuuden menetykseen (Farias ja muut
2005), mika tdssé tapauksessa lisdisi DU145KO+ax (a2") -solujen kantasolunkaltaisuutta.
CHDS5 on tuumorisuppressori, jonka mdirdn on havaittu alenevan sydvéssd (Fujita ja
muut 2008), tosin ilmentymisessi oleva ero solutyyppien vililld ei ole merkittdvad. My0Os
ero SDC2:n ilmentymisessd on pieni ja lisdksi hajonta suurta. SYK osallistuu soluissa
useaan prosessiin, ja sen merkityksestd DU145-soluille tiedetddn vdhan. Molemmissa
vertailupareissa SYK:n méérd on alentunut oz-integriinid ilmentdvissi soluissa. qPCR-

tulosten perusteella ax-integriini séételee useiden geenien ilmentymistd DU145-soluissa.

6.2.2 Samansuuntaisia geenien ilmentymiseroja havaittiin myos proteiinitasolla

qPCR:n avulla selvitettiin solutyyppien vilisid eroja geeniekspressiossa RNA-tasolla.
Geenien ilmentymistd sdddellddn kuitenkin my0s translaation tasolla, joten RNA-tason
erot eivit suoraan kuvasta eroa toiminnallisen proteiinin méardssd. Tutkitun 12 geenin
joukosta valittiin kaksi geenid, VWA2 ja PKP1, joiden ilmentymistd proteiinitasolla

tarkasteltiin Western blot -menetelmalla.
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VWAZ2-proteiinilla on kolme isoformia, joiden koot ovat 45, 78 ja 82 kilodaltonia (kDa).
VWAZ2-vasta-aineen valmistajan mukaan vasta-aine tunnistaa yhden proteiinijuovan 85
kDa:n kohdalla. 2D-kasvatuksista eristetyissé proteiineissa néhtiin proteiinijuovat noin
85 ja 95 kDa:n kohdalla, ja sferoideissa vain 85 kDa:n kohdalla (kuva 6A). Liséksi seké
2D- ettd 3D-ndytteistd saatiin vahva, noin 55 kDa:n proteiinijuova. Xin tydryhmineen
(2005) havaitsivat VWA2-proteiinia vastaavan juovan 85 kDa:n kohdalla ja lisdksi 55
kDa:n kokoisen VW A2:sta perdisin olevan peptidin. Ndiden tietojen perusteella valittiin
analysoitavaksi 85 kDa:n kohdalla oleva proteiinijuova, jonka intensiteetti kunkin
ndytteen kohdalla maééritettiin. VWA2-proteiinin ilmentymistasoja tutkittiin kahden

DU 145-solutyyppien vertailuparin vélilld (kuva 6B).
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Kuva 6. VWA2-proteiinin ilmentymisessé havaittiin eroja DU145-solutyyppien vililld. (A) Western
blot -analyysi VW A2-proteiinin méérastd 2D- ja 3D-olosuhteissa 72 tunnin ajan kasvatetuista
soluista. VW A2-proteiinijuova havaittiin 85 kDa:n kohdalla (merkitty kuvaan punaisella nuolella).
Kokonaisproteiinimaéréin tasaisuus kontrolloitiin B-aktiinilla (alla oleva proteiinijuova). (B) Kahden
vertailuparin FC-arvot VWA2-proteiinin ilmentymiselle 2D- ja 3D-olosuhteissa. Pylvdiden korkeus
kuvaa kolmen kokeen keskiarvoa = SEM. Tilastollinen merkitsevyys testattiin Studentin kaksi-
suuntaisella parittaisella t-testilld signaaliarvojen 2-kantaisista logaritmeista. * p <0,05; ** p <0,01.

2D-olosuhteissa op-integriinid ilmentdvissd solutyypeissd VW A2-proteiinin méérd on
alentunut 0,7-0,8-kertaiseksi. 3D-mallissa DU145WT (02") ja DU145KO (02°) -solujen
vililld ei ole eroa VWA2:n ilmentymisessd, silld ekspressio oli 1,11-kertainen RNA-

tasolla ja 0,97-kertainen proteiinitasolla. DU145KO+a, (a2") -soluissa proteiinitason
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ekspressio 3D-mallissa on 0,56-kertainen DU145KO+vektori (027) -soluihin verrattuna,

ja RNA-tasolla vastaava ero oli 0,48-kertainen.

PKP1-proteiinilla on kaksi isoformia, joiden koot ovat 80 ja 83 kDa. Valmistajan mukaan
vasta-aine tunnistaa yhden proteiinijuovan 75 kDa:n kohdalla. 2D-néytteissd ndkyi
mahdollinen PKP1-juova noin 70 kDa:n kohdalla (kuva 7). 3D-néytteissd vastaavaa
juovaa ei kuitenkaan ndkynyt. Td&mid voi johtua siitd, ettd 3D-ndytteissd ladattu
proteiiniméérad on alhaisempi, silld my0s taustaa on ndissd ndytteissd vahemmaédn. On
my0s mahdollista, ettd solut eivdt 3D-olosuhteissa tuota PKP1-proteiinia, vaikka RNA-
tasolla ekspressiota havaittiinkin. DUI45WT (a2") ja DU145KO+02 (a2") -soluissa
PKP1-proteiinin ekspressio oli 2D-olosuhteissa 2,04- ja 0,29-kertainen, vastaavasti,
vertailupariinsa nédhden. Erot olivat samansuuntaiset kuin 3D-olosuhteissa RNA-tasolla
(1,33 ja 0,39; vastaavasti). Proteiinitason tutkimusten mukaan siis sekd VWA2- ettd

PKP1-proteiinin ilmentymistason erot olivat samansuuntaiset kuin RNA-tasolla.

Fold change

o
~
W

0,125
Bl DU145WT (027) vs DU145KO (a7)
H DUI45KO0+uz (021) vs

DU145KO+vektori (a27)

Kuva 7. PKPl-proteiinin ilmentymisessd havaittiin eroja DUI145-solutyyppien vélilla 2D-
olosuhteissa. (A) Western blot -analyysi PKP1-proteiinin méérédstd 2D- ja 3D-olosuhteissa 72
tunnin ajan kasvatetuista soluista. PKP1-proteiini havaittiin noin 70 kDa:n kohdalla (merkitty kuvaan
punaisella nuolella) 2D-ndytteistd, mutta ei 3D-ndytteistd. Naytteiden latauksen tasaisuus
kontrolloitiin B-aktiinilla (alla oleva proteiinijuova). (B) Kahden vertailuparin FC-arvot PKP1-
proteiinin ilmentymiselle 2D-olosuhteissa. Pylvdiden korkeus kuvaa kolmen kokeen keskiarvoa +
SEM. Tilastollinen merkitsevyys testattiin Studentin kaksisuuntaisella parittaisella t-testilla
signaaliarvojen 2-kantaisista logaritmeista. * p < 0,05.
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6.2.3 a-integriini ei vaikuta tutkittujen proteiinien lokalisaatioon

DU145-solutyyppien vililta 16ydettiin RNA- ja proteiinitasolla eroja geenien ilmenty-
misessd. Lisdksi haluttiin tutkia, vaikuttaako op-integriini proteiinien lokalisaatioon
soluissa. Tétd varten soluja kasvatettiin sferoideina sekd 2D-mallissa fibronektiinin tai

kollageeni I:n péélla ja vérjattiin soluista SVEP1-, VWA2- ja PKP1-proteiinit.

SVEP1-proteiinia ilmentyy solulimassa, solukalvolla tai sitd eritetdén ulos solusta, ja se
vilittdd solujen sitoutumista soluvéliaineeseen (Shur ja muut 2006). SVEP1:td nihtiin
DU 145-soluissa solulimassa ja solukalvolla (kuva 8A) sekd 3D-mallissa my0s solujen
vilisessa tilassa (kuva 8B). Eroa SVEP1:n lokalisaatiossa ei kuitenkaan havaittu DU145-

solutyyppien vélilld (kuva 8 ja liitekuva 1).

Kuva 8. SVEPI:n lokalisaatiossa ei havaittu eroja DU145-solutyyppien viélilld. (A) 63-kertaisella
suurennoksella otetut konfokaalimikroskooppikuvat fibronektiinilld kasvatetuista DU145KO+az (02")
ja DU145KO+vektori (az7) -soluista, mittakaava 25 um, ja (B) vastaavat kuvat 20-kertaisella
suurennoksella 3D-mallissa, mittakaava 100 um. Yhdistelmdkuvissa SVEP1-proteiini on vérjatty
vihreilld, a,-integriini magentalla, DAPI siniselld ja aktiini oranssilla.
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VWAZ2-proteiini on soluista eritettdvé soluvéliaineen proteiini, joka muodostaa soluissa
vaihtelevan kokoisia aggregaatteja mahdollisesti rikkisilloilla (Sengle ja muut 2003). 2D-
mallin kuvissa ndhtiin VWA2-aggregaatteja solulimassa (kuva 9A), ja 3D-mallissa
VWA?2 niyttéisi lokalisoituvan soluvileihin (kuva 9B). Myoskdian VWA2:n lokalisaa-
tiossa ei havaittu eroa DU145-solutyyppien vililld (kuva 9 ja liitekuva 2).

Kuva 9. VWA2-proteiinin ei lokalisoidu solussa eri tavoin DU145-solutyyppien vililld. (A) 63-
kertaisella objektiivilla otetut konfokaalimikroskooppikuvat 2D-mallissa DU145KO+0, (a2") ja
DU145KO+vektori (02) -soluista, mittakaava 25 pm, ja (B) vastaavat kuvat sferoideista 20-kertaisella
objektiivilla, mittakaava 100 pm. Yhdistelmékuvissa VWA2-proteiini on vihredlld, o,-integriini
magentalla, DAPI sinisell4 ja aktiini oranssilla.

PKP1-proteiini sijaitsee solu—soluliitosten desmosomeissa (Hatzfeld ja muut 1994) seka
tumassa ja solulimassa (Schmidt ja muut 1997). Sekd 2D- ettd 3D-malleissa PKP1:td
havaittiin erityisesti tuman ymparilld karkeassa solulimakalvostossa (kuva 10 ja liitekuva
3), jonka ribosomeissa tapahtuu proteiinisynteesid. Yang ja muut (2013) raportoivat

PKP1:n sitoutuvan RNA:ta sitoviin proteiineihin ja osallistuvan proteiinisynteesin sééte-
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Kuva 10. DU145-solutyyppien vélilld ei havaittu eroja PKP1-proteiinin lokalisaatiossa. (A)
Konfokaalimikroskooppikuvat ~ 63-kertaisella ~ suurennoksella  fibronektiinilld  kasvatetuista
DU145KO0+as (02") ja DU145KO+vektori (027) —soluista, mittakaava 25 um, ja (B) vastaavat kuvat
sferoideista 20-kertaisella suurennoksella, mittakaava 100 pm. Yhdistelmadkuvissa PKP1-proteiini on
vérjatty vihreélld, ap-integriini magentalla, DAPI siniselld ja aktiini oranssilla.

lyyn. Liséksi 3D-mallissa PKP1-proteiinia 16ytyi solukalvoilta (kuva 10B). Eroja
proteiinin lokalisaatiossa ei havaittu DU145-solutyyppien tai eri kasvatusolosuhteiden

vililla.

SVEPI- ja VWA2-virjdysten yhteydessa kdytettiin rotassa tuotettua oz-integriinin vasta-
ainetta, kun taas PKP1-vérjayksisséd kaytettiin MCA2025-vasta-ainetta. Rotassa tuotettu
vasta-aine ndyttdisi soveltuvan paremmin mikroskopiaan, silldi MCA2025-vasta-aineella
my0s op-integriinid  ilmentdmédttomissd soluissa ndhtiin  epdspesifistd  tausta-
vérjaytymistd. op-integriinin aktivoituminen kollageeni I:114 ei vaikuttanut tutkittujen
proteiinien lokalisaatioon (tietoa ei ndytetd). Yhdenkaén tutkitun proteiinin lokalisaatios-
sa ei havaittu az-integriinistd johtuvia eroja.
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6.2.4 oPi-integriinin aktivoituminen ligandivuorovaikutuksessa séételee useimpien

tutkittujen geenien ilmentymisté

Solujen integriinivélitteinen sitoutuminen soluvéliaineeseen aiheuttaa solujen kasvua,
erilaistumista ja  geenien ilmentymistd sddtelevien signaalinvilitysketjujen
aktivoitumista. Niiden signaalinvilitysketjujen toiminta riippuu siitd, ovatko
integriinireseptorit aktiivisessa muodossaan sitoutuneena ligandiinsa. ErikoistyOssi
haluttiin tutkia, miten ozfi-integriinin sitoutuminen ligandiinsa, kollageeni I:een,
vaikuttaa DU145-solutyyppien geeniekspressioon. Tétd varten soluja kasvatettiin sekd
fibronektiinilld ettd kollageeni I:11d pééllystetyilld solukasvatusmaljoilla ja verrattiin

geenien ilmentymistd DU 145-vertailupareissa eri kasvatusolosuhteissa.

Kun verrataan fibronektiinilli ja kollageeni [:1ld kasvatettujen solujen FC-arvoja,
huomataan niiden kéyttdytyvéin samoin molemmissa vertailupareissa (Kuva 11). MMP-
I:n, LGI1:n ja SVEP1:n FC-arvo kasvaa, kun soluja on kasvatettu fibronektiinin sijaan
kollageeni [:lld. CDH5:n ja KIF26B:n kohdalla ero FC-arvoissa on niin pieni, ettei
ligandivuorovaikutuksella voida sanoa olevan merkittdvad vaikutusta ndiden geenien
ilmentymiseen. Lopuilla tutkituista geeneistd vertailuparin FC-arvo on pienempi

kollageeni I:114 kasvatetuissa soluissa verrattuna fibronektiinillé kasvatettuihin soluihin.

Kuvista 11Cja 11D ndhdddn my®ds, ettd transfektoituja DU145-solutyyppeja verrattaes-
sa ligandiin sitoutumisen vaikutus ja geenin FC-arvo 3D-mallissa ovat samansuuntaisia
suurimmalla osalla geeneistd: Mikéli geeni on ylhdélld 3D-mallissa DU145KO+a; (a2")
-soluissa verrattuna DU145KO+vektori (027) -soluihin, on geenin FC-arvo suurempi
kollageeni I:114 kasvatetuilla soluilla verrattuna fibronektiinilld kasvatettuihin (Kuva
11C). Jos taas geeni on alhaalla 3D-mallissa, on FC-arvo pienempi kollageeni I:114 kuin
fibronektiinillda (Kuva 11D). DU145WT (a2%) ja DU145KO (a2’) -soluja verrattacssa
taas ei 3D-mallissa havaittu merkitsevid ilmentymiseroja suurimmalla osalla geeneisti,

eikd ligandiin sitoutuminen aiheuta samansuuntaista vaikutusta geenien ilmentymiseen.

Tulosten perusteella a-integriini vaikuttaisi kdyttdytyvén eri tavalla villityypin soluissa
ja transfektoiduissa DU145KO+02 (a2") -soluissa, vaikka solutyypit ilmentivit suurin
piirtein saman verran oz-integriinid (kuva 4). Solupopulaatioiden selektioprosesseista

johtuen on vaikea sanoa, johtuvatko erot pelkéstién ax-integriinisti. Siksi fibronektiinin
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Kuva 11. of;-integriinin aktivoituminen ligandivuorovaikutuksessa kollageeni I:n kanssa sditelee
useimpien tutkittujen geenien ilmentymistd. Soluja kasvatettiin 72 tunnin ajan fibronektiinin
(punainen) tai kollageeni I:n (vihred) paalla 2D-mallissa tai sferoideina 3D-mallissa (sininen). Geenien
ilmentymistasot mddritettiin komplementaarisesta DNA:sta geenit spesifisesti tunnistavilla alukkeilla
qPCR:1l4. (A) ja (B) DUI45WT (az") ja DUI45KO (a2) -solujen viliset FC-arvot. (C) ja (D)
DU145KO0+as (a2") ja DU145KO+vektori (a2) -solujen viliset FC-arvot. A- ja C-kuvissa esitetyt
geenit ovat ylhdilld DU145KO+az (02") -soluissa verrattuna DU145KO+vektori (a2) -soluihin, kun
taas B- ja D-kuvissa esitetyt geenit ovat samassa vertailuparissa alhaalla. Pylvdiden korkeus kuvaa

kolmen rinnakkaisen kokeen keskiarvoa £ SEM. FN = fibronektiini, Kol I = kollageeni I.

ja kollageeni I:n vélinen vertailu on hyvi, silld se haastaa solut reagoimaan o»-integriinin
perusteella. Osaa geeneistd op-integriini sddtelee sitoutuessaan ligandiinsa, kun oo-
integriinin vélittdimi solun sisdinen signalointi aktivoituu, ja siksi tulokset eivit
vélttdmaéttd ole loogisia ilman ligandia. Vaikuttaisi siltd, etti az-integriinin signalointi on
vahvempaa DU145KO+a, (a2") -soluissa jopa ilman ligandia, kun taas villityypin solut
tarvitsevat kollageeni I:n ap-integriinin aktivoitumiseen ja samanlaisen vaikutuksen

aikaansaamiseksi geeniekspressioon.
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6.3 az-integriini lisii DU145-solujen migraatiota ja invaasiota

Integriinit ovat vélttimattomiéd solujen liikkumiselle ja invaasiolle, koska ne valittavét
solujen sitoutumista soluvéliaineeseen ja séételevit solutukirannan rakennetta, solujen
selviytymistd sekd matriksia hajottavien entsyymien tuotantoa. Invaasion kannalta
oleellista on, ettd integriinit tunnistavat matriksin molekyylit ja aktivoivat niiden
hajotuksen. Metastaasissa solut invasoituvat ympardivaan kudokseen, joten integriineilld
on tarked rooli niiden muodostumisessa. Metastaasien muodostuminen on paiasiallinen
syopdkuolemien aiheuttaja. Tehokkaiden hoitokeinojen 18ytdminen edellyttdd
metastaasien mekanismien tuntemusta. Erikoisty0ssé tutkittiin, vaikuttaako oo-integriini

DU 145-eturauhassydpésolujen kykyyn liikkua ja invasoitua erilaisiin matrikseihin.

6.3.1 op-integriini lisdé solujen invaasiota Matrigeelin lépi

Tyvikalvo on laminiineista, kollageeneista ja proteoglykaaneista koostuva ohut
soluviliaineen rakenne, joka tukee epiteeli-, endoteeli- ja mesenkyymisoluja sekd
sadtelee solujen sitoutumista, erilaistumista ja kasvua. Tyvikalvo muodostaa eri kudoksen
osiot toisistaan erottavan esteen, jonka ldpi solujen on pdédstdvd invasoituakseen
ympérdivadn kudokseen. Integriinit sditelevét tyvikalvoa hajottavien entsyymien

aktiivisuutta.

Erikoistydssd tutkittiin, miten oo-integriini vaikuttaa DU145-solujen invaasioon
Matrigeelin l4pi. Matrigeeli on hyyteloméinen proteiiniseos, jonka koostumus muistuttaa
tyvikalvoa. Tutkimuksessa kiytettiin invaasiokammioita, joissa huokoinen kalvo oli
paillystetty Matrigeelilld. Kammion alapuolelle liséttiin seerumillista kasvatusmediumia,
joka houkutteli soluja invasoitumaan Matrigeeli-kerroksen ldpi. Solujen annettiin
invasoitua 24 tunnin ajan, minka jélkeen Matrigeelin ldpdisseiden solujen tumat varjéttiin
ja laskettiin. Kuvasta 12 ndhddin, ettd op-integriini lisdd DU145-solujen invaasiota
Matrigeelin lapi molemmissa solutyyppien vertailupareissa. Villityypin solut invasoivat
20 % enemmén kuin DU145KO (a2") -solut (ei tilastollisesti merkitsevd). DU145KO
(a2) -soluilla rinnakkaisissa kokeissa oli poikkeavia arvoja, jotka vaikuttavat
tilastolliseen merkittdvyyteen. DU145KO+a2 (02") -solut invasoivat vertailupariaan 52
% enemman (p-arvo 0,014). oz-integriini liséd DU145-solujen invaasiota Matrigeelin
lapi ja siten saattaa myOs edesauttaa metastaattisten eturauhassyOpdsolujen

invasoitumista kasvaimen ymparistoon.
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Kuva 12. op-integriini lisdd DU145-eturauhassydpisolujen invaasiota Matrigeelin ldpi. Solujen
invaasiota tutkittiin tyvikalvon rakennetta muistuttavalla Matrigeelilld paillystetyilld invaasio-
kammioilla. Kammioon liséttiin 100 000 solua, joiden annettiin invasoitua 24 tunnin ajan ennen kuin
1api menneet solut kiinnitettiin ja niiden tumat varjéttiin ja laskettiin. (A) 10-kertaisella objektiivilla
otetut esimerkkikuvat tyypillisen kokeen 1dpi menneisti soluista jokaisesta solutyypistd. (B) Viiden
rinnakkaisen kokeen keskiarvoista piirretyt box plot -kuvaajat. Janojen péét vastaavat datan pienintd
ja suurinta arvoa, laatikon sisdlld oleva viiva toistojen mediaania sekd tdhti toistojen keskiarvoa.

Tilastollinen merkitsevyys testattiin one way ANOVA - ja Tukeyn HSD post hoc -testeilld. * p <0,05.
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6.3.2 op-integriini lisid DU145-solujen liikettd ja invaasiota kollageeni I:een

Eturauhassyopd muodostaa etdpesdkkeitd tyypillisesti luustoon. Luustoympiristd
koostuu enimmékseen kollageenisdikeistd, pddasiassa kollageeni I:sté, ja epdorgaanisis-
ta suoloista. az-integriinin on jo aiemmin havaittu vélittdvéin ja lisddvdn syopdsolujen
sitoutumista kollageeni I:een ja luun soluviliaineeseen seké lisddvan liikettd ja invaasiota
kollageeni I:een (Kostenuik ja muut 1996; Vihinen ja muut 1996; Lang ja muut 1997;
Hall ja muut 2006; Sottnik ja muut 2013). Erikoisty0ssa tutkittiin a»-integriinin vaikutusta
DU 145-eturauhassydpésolujen liikkeeseen ja invaasioon kollageeni I:een. Soluja
kasvatettiin ensin 72 tunnin ajan 3D-mallissa, jonka jélkeen sferoidit siirrettiin kollageeni
I'n péédlle. Invaasiota mitattaessa sferoidin péélle lisdttiin lisdksi kolmiulotteinen
kollageeni I -geeli. Sferoidissa olevien solujen annettiin liikkua tai invasoitua 96 tunnin
ajan, ja sferoidin pinta-alan kasvua seurattiin 24 tunnin vélein faasikontrasti-

mikroskoopilla.

Kuvista 13 ja 14 ndhdéén, etti ax-integriini lisdd DU145-solujen liikkumista ja invaasiota
kollageeni I:een molemmissa solutyyppien vertailupareissa. Villityypin soluista
kasvatettujen sferoidien pinta-ala oli 96 tunnin migraation jilkeen keskimdirin 2,5-
kertainen verrattuna DU145KO (a2") -soluihin. DU145KO+a; (02") -sferoidien pinta-ala
oli migraatioissa 2,4-kertainen vektorikontrollisoluihin verrattuna. Molemmat o;-
integriinid ilmentdvit solut invasoivat 1,8 kertaa enemmén vertailupariinsa néhden.
Yhteenvetona voidaan todeta, ettd op-integriini sddtelee DU145-solujen liikkkumista ja
invaasiota kollageeni l:een, ja voi siten olla merkittiva tekijd myds luumetastaasien

muodostumisen séddtelyssa.
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Kuva 13. ap-integriini lisdd DU145-solujen liikkumista kollageeni I:een. Soluja kasvatettiin 72 tunnin
ajan 3D-mallissa, mink3 jélkeen sferoidit siirrettiin kollageeni I:n péélle. Sferoidien pinta-alan kasvua
seurattiin 24 tunnin vélein yhteensd 96 tunnin ajan faasikontrastimikroskoopilla solujen liikkkuessa
kollageeni I:een. Pinta-alat madritettiin ImageJ-ohjelmalla. (A) Esimerkkikuvat sferoideista joka
aikapisteestd kaikilla solutyypeilld, mittakaava 800 um. Neljan rinnakkaisen kokeen keskiarvoista +
SEM piirretyt sferoidien pinta-alojen kasvukiyrit (B) DU145WT (a2") (musta) ja DU145KO (02)
(punainen) -soluille ja (C) DU145KO+a; (a2") (sininen) ja DU145KO+vektori (02) (magenta) -
soluille. Tulosten tilastollinen merkitsevyys testattiin kaksisuuntaisella parittaisella Studentin t-

testilld. * p <0,05; ** p<0,01.
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Kuva 14. az-integriini lisdd DU145-solujen invaasiota kollageeni I -geeliin. Soluja kasvatettiin 72
tunnin ajan 3D-mallissa, mink3 jilkeen sferoidit siirrettiin kollageeni I:n paillystetylle kuoppalevylle.
Sferoidien péélle lisittiin kollageeni I -geeli ja sferoidien pinta-alan kasvua seurattiin 24 tunnin vélein
yhteensd 96 tunnin ajan faasikontrastimikroskoopilla solujen invasoituessa kollageeni I:een. Pinta-alat
médritettiin ImageJ-ohjelmalla. (A) Esimerkkikuvat sferoideista joka aikapisteestid kaikilla solu-
tyypeilld, mittakaava 800 pum. Neljin rinnakkaisen kokeen keskiarvoista = SEM piirretyt sferoidien
pinta-alojen kasvukéyrit (B) DU145WT (a2") (musta) ja DU145KO (02) (punainen) -soluille sekd (C)
DU145K0O+az (az") (sininen) ja DU145KO+vektori (az”) (magenta) -soluille. Tulosten tilastollinen

merkitsevyys testattiin kaksisuuntaisella parittaisella Studentin t-testilld. * = p < 0,05.
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7 POHDINTA

Erikoisty0ssd tutkittiin oz-integriinin vaikutusta DU145-eturauhassyopédsolujen geenien
ilmentymiseen sekd solujen migraatioon ja invaasioon neljélld o»-integriinid erilaisesti
ilmentdvilld DU145-solutyypilld. oz-integriinin havaittiin siételevén tiettyjen geenien
ilmentymistd sekd RNA- ettd proteiinitasolla, mutta se ei vaikuttanut séételemiensi
proteiinien lokalisaatioon. Liséksi havaittiin, ettd a,B1—kollageeni I -vuorovaikutus lisési
solutyyppien vilisia RNA-tason ilmentymiseroja suurimmalla osalla tutkituista 12
geenistd, minkd perusteella or-integriinin aktivoituminen ja signalointi ligandi-
vuorovaikutuksessa séddtelee nédiden geenien ilmentymisti. op-integriinid ilmentivit
DU 145-solutyypit invasoivat enemmén Matrigeelin l4pi seké liikkuivat ja invasoituivat
kollageeni I:een paremmin kuin op-integriinid ilmentdmittoméat vertailuparinsa.
Erikoistyon tulosten perusteella op-integriini séditelee eturauhassyopisolujen geeni-
ekspressiota sekd lisdd solujen invaasiota ja on siten mahdollisesti tirked tekija

eturauhassyovén ja sen luumetastaasin kehittymisessa.

Jotta varmistuttaisiin erikoistyOssd saatujen tulosten johtuvan oz-integriinistd, voitaisiin
tehdd kontrollikokeet, joissa op-integriinin ilmentyminen on hiljennetty esimerkiksi
siRNA:lla tai az-integriini on lukittu inaktiiviseen konformaatioon, jolloin se ei voi
sitoutua ligandiinsa kollageeni I:een. az-integriinin aktivoituminen voitaisiin estidd joko
vasta-aineella tai kidrmeenmyrkysté eristetylld rhodosetiinilléd (Eble ja Tuckwell 2003).
Integriinien toimintaa on estetty syopétutkimuksessa aiemminkin kdirmeenmyrkyn dis-

integriineilld, joilla on paljon kliinisid sovellusmahdollisuuksia (Macédo ja muut 2015).

Kun vertailtiin geeniekspressioeroja sferoideina kasvatettujen DU145-solujen vililla,
huomattiin kahden solutyypeistd tehdyn vertailuparin kdyttédytyvén eri tavalla (kuva 5).
Osittain solutyyppien véliset erot voivat johtua siitd, ettd villityypin solut ovat
sekapopulaatio, jonka sisélld yksittdisten solujen geeniekspression taso tai invasiivisuus
vaihtelee. Saadut tulokset kuvaavat populaation keskiarvoa. Transfektoitujen solujen
antibioottiselektio voi osittain selittdd eroja vertailuparien vélilld. On myds mahdollista,
ettd transfektoitu op-integriini kéyttdytyy soluissa eri tavalla kuin villityypin solujen
luontaisesti ilmentdma ap-integriini. Vaikka DUI45SWT (02+) ja DU145KO+0: (02t) -

solut ilmentévit ldhes saman verran o,-integriinid solupinnoillaan (kuva 2), voi olla ettd
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transfektioprosessin alussa DU145KO+ax (02+) -solujen az-integriinin ilmentymistaso on
ollut korkeampi, mikd on vaikuttanut oo-integriinistd riippuvaisten geenien
ilmentymiseen. Lisdksi virtaussytometrialla tutkittiin vain solujen pinnan o»-integriinin
ilmentymisté, joten solutyyppien solujen sisdisen or-integriinin mééréssé voi olla eroja.
Tamédn varmistamiseksi voitaisiin tarkistaa oz-integriinin kokonaismadra Western blot -
menetelmilld. Kun solut vuorovaikuttavat kollageeni I:n kanssa, kéyttdytyvit ao-
integriinin séételemit geenit kuitenkin samalla tavalla molemmissa vertailupareissa (kuva
11). DUI45WT (a2") - ja DU145KO+02 (02") -solujen az-integriinin aktivoitumistasossa
néyttiisi olevan eroja ilman ligandia. oz-integriini vaikuttaisi olevan transfektoiduissa
soluissa osittain aktiivisena my0s ilman ligandia, toisin kuin villityypin soluissa, mika

vaikuttaa ap-integriinistd riippuvaisten geenien ekspressioon.

Invaasion ja migraation liséksi solujen proliferaatio saattaa vaikuttaa sferoidin pinta-alan
kasvuun. Jotta voitaisiin varmistua pinta-alan kasvun ja solutyyppien vélisten erojen
johtuvan yksinomaan eroista migraatiossa tai invaasiossa, voitaisiin solujen jakautuminen
estdd kokeen aikana. ax-integriinid ilmentévit solut saattavat ldhted liikkeelle sferoidista,
koska niilld on lisdantynyt kyky liikkua kollageeni I:een tai koska ne ovat sitoutuneet
heikommin viereisiin soluihin ja péédsevit siksi helpommin ldhteméin liikkeelle
sferoidista. Sferoidien rakennetta tulisi tutkia tarkemmin ja selvittdé, onko solutyyppien
vélilld eroja solu—solusidoksissa tai solujen sferoidissa tuottamassa matriksissa ja sithen
sitoutumisessa. Migraatiota ja invaasiota voitaisiin tutkia myds erilaisilla mediumeilla,

jotta néhtiisiin, kuinka eri kasvutekijit vaikuttavat solujen liikkeeseen.

Tutkimusryhméssi on aiemmin havaittu, ettd suurempi osa stressitekijoiden aktivoimasta
MAP-kinaasi p38:sta on DU145KO+a> (az+) -soluissa muihin solutyyppeihin verrattuna
aktiivisessa fosforyloidussa muodossa (Ojalill ja muut, julkaisematonta tietoa), ja timéin
signalointireitin vaikutusta DU145-solutyyppien geeniekspressioon seké migraatioon ja
invaasioon voitaisiin tutkia estimalld p38:n signalointi. axfi-integriinin on aiemmin
osoitettu pystyvén aktivoimaan p38 (Ivaska ja muut 1999). Alustavien tulosten mukaan
sekd ap-integriinin inhibointi rhodosetiinilld ettd p38-signaloinnin estiminen SB203580-
p38-MAPK-inhibiittorilla vahentdd DU145KO+0a; (a2+) -solujen migraation ja invaasion
kollageeni I:een samalle tasolle DU145KO+vektori (02’ -solujen kanssa (tietoa ei

ndytetd). Villityypin soluilla nihtiin vastaavanlainen, mutta ei yhtd voimakas, migraation
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ja invaasion vdhentyminen. Heterogeenisen villityypin solupopulaation sisélld on ehkd
enemméin solujen keskindistd viestintdd, ja solut kykenevét paremmin sopeutumaan
erilaisiin olosuhteisiin. Nédiden alustavien tulosten perusteella DU145-solut tarvitsevat

sekd ap-integriinid ettd p38-MAPK-signalointia invasoituakseen kollageeni I:een.

Erikoistyossd tutkitut geenit valittiin tietyssd olosuhteessa ja aikapisteessd NGS:114
havaittujen RNA-tason ekspressiotasojen erojen perusteella. Todellisuudessa syopéa-
solujen elinympdristd on paljon monimutkaisempi, ja solut vastaanottavat erilaisia niiden
geeniekspressiota ja toimintaa muokkaavia signaaleja ympéristostdén. Tutkimuksessa
kaytetty kolmiulotteinen sferoidimalli antaa kuitenkin paremman kuvan solujen
toiminnasta todellisuudessa kuin perinteisesti kdytetyt maljakasvatukset. Sferoideissa
solut ovat joka puolelta vuorovaikutuksessa toisten solujen kanssa sen sijaan, ettd suurin
osa solujen kontakteista kohdistuisi kasvatusmaljaan. Kiintedt kasvaimet kasvavat
kolmiulotteisessa ympdiristossd, jossa syopdsoluihin kohdistuu hapen ja ravinteiden
gradientteja sekd vaihtelevat maérat fysikaalisia ja kemiallisia stressitekijoitd. Hapen,
ravinteiden, aineenvaihduntatuotteiden ja signalointimolekyylien erilainen jakautuminen
ei toteudu kaksiulotteisissa solukasvatuksissa (Pampaloni ja muut 2007). 3D-rakenteiden
kemiallisten gradienttien lisdksi kolmiulotteisesti kasvavien solujen solu—solukontaktit
vaikuttavat solujen rakenteeseen, sitoutumiseen ja signalointiin muuttaen solujen
toimintaa merkittavasti erilaiseksi verrattuna perinteisiin 2D-kasvatuksiin (Baker ja Chen
2012). Solujen tutkiminen kolmiulotteisessa mallissa voi tuoda uutta tietoa, jota
perinteiselld 2D-mallilla ei ole mahdollista saavuttaa. Kasvatusolosuhteet vaikuttavat
suuresti matriksin komponenttien ja niiden reseptorien tuottoon soluissa (Mueller-Klieser
1997), joten sferoidimallista voi olla hydtyd erityisesti integriinien toiminnan
tutkimisessa. Monivaiheinen metastaasi onnistuu vain, jos 3D-ympéristd on suotuisa
syOpidsolujen invaasiolle sekd metastaattiselle levidmiselle ja kasvulle. Kasvaimen
mikroympariston tekijét, kuten soluviliaine ja hypoksia, edistivét kasvaimen kehitysté
lisddmailld soluvéliaineen tuotantoa ja muokkausta (Erler ja Weaver 2009). Sitoutuminen
matriksiin sekd matriksin ja sen reseptorien tuotantoprofiili kolmiulotteisessa
ympdéristossd kuvastaa paremmin kasvaimen olosuhteita in vivo, ja kolmiulotteinen

kasvatusmalli voi indusoida metastaasiin yhdistettyjen proteiinien tuotantoa.

Syoviéssd solujen ja soluviliaineen vélinen vuorovaikutus muuttuu, mikd mahdollistaa

syovin invaasion (Ruoslahti 1992). Sy6pésolujen tiytyy tunnistaa matriksin komponentit
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voidakseen tunkeutua muihin kudoksiin, ja usein integriinien mééré tai niiden toiminnan
sddtely on muuntunut sydvéssd invaasion mahdollistamiseksi. o2Pi-integriini sddtelee
eturauhassyOpésolujen sitoutumista ja liikettd tyypin [ kollageeniin sekd luun
soluviliaineeseen (Kostenuik ja muut 1996; Lang ja muut 1997; Hall ja muut 2006;
Sottnik ja muut 2013). Myo0s erikoisty0ssd havaittiin or-integriinin lisddvan solujen
migraatiota ja invaasiota kollageeni l:een (kuvat 13 ja 14). Sekvensoinnin perusteella
DU145-solutyyppien vililld ei ainakaan RNA-tasolla ole eroja muiden kollageeni-
reseptorien kuin oz-integriinin ekspressiossa, joten solutyyppien erilaisen kollageeni I -

vuorovaikutuksen voidaan sanoa johtuvan eroista a»-integriinin ekspressiossa.

Erikoistydssd kaytettiin vain yhtd eturauhassyopdsolulinjaa. Jatkossa olisi tirkedd
varmistaa op-integriinin rooli eturauhassyovéssd in vivo. op-integriinid erilaisesti
ilmentdvien DU145-eturauhassyopdsolujen kykyd muodostaa kasvaimia hiirikokeissa
voitaisiin selvittdd. Hall tydryhmineen (2006) havaitsi o2f1-integriinin madiran kasvavan
LNCaP-eturauhassyopésoluissa, kun soluja kasvatettiin kollageeni I:1ld. Kun néitd
kollageeni I:een invasiivisia soluja injektoitiin hiirien luuhun, ne muodostivat enemmén
kasvustoja kuin tavalliset LNCaP-solut (Hall ja muut 2006). Sottnik ja muut (2013) taas
selvittivit aofi-integriinin ilmentymistd ihmisen eturauhassydvissd ja havaitsivat sen
olevan koholla luumetastaaseissa verrattuna pehmytkudoksen metastaaseihin tai
primédrikasvaimeen. Niiden tulosten perusteella oofi-integriini saattaa ohjata
etipesikkeiden muodostumista luuhun sekd hiiren ksenografteissa ettd ihmisen
eturauhassyovissd. Luuympdriston proteiineista jopa yli 90 % on kollageeni I:td
(Buckwalter ja muut 1996). Kollageeni I:n laaja esiintyminen luustossa saattaa viitata
sithen, ettd silld on tirked rooli luumetastaasien muodostumisessa. Erikoistyon tulokset
vahvistavat ozfi-integriinin ja kollageeni I:n vilisen vuorovaikutuksen roolia

eturauhassyOpisolujen invaasiossa.

Kollageeni I:een sitoutumisen liséksi saattaa solutyyppien vililld olla eroa kollagenaasien
tuotossa. Kollagenaasin hajottamaan denaturoituneeseen kollageeniin solut voivat
sitoutua myds ilman op-integriinid (Davis 1992; Montgomery ja muut 1994). o2p:-
integriinin on havaittu lisidvin MMP-1:n ilmentymisti syOpésoluissa (Riikonen ja muut
1995a), ja MMP-1:n on esitetty hajottavan ja mahdollisesti denaturoivan tyypin I
kollageenia. Myds erikoistydssd havaittiin MMP-1:n olevan koholla a-integriinié

ilmentdvissd DU145KO+a> (02) -soluissa vertailupariinsa ndhden, seki MMP-1:n
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tuoton lisdéntyvén solujen ollessa vuorovaikutuksessa kollageeni I:n kanssa (kuva 11).
Luuhun metastaattisissa rintasyopésoluissa MMP-1:n miéré oli kohonnut (Kang ja muut
2003). MMP-1:n ilmentdminen ihmisen melanoomasoluissa lisdsi solujen kasvua ja
invasiivisuutta kollageeni I -geelissd, ja lisdksi soluyjen MMP-1 pystyi muuttamaan
latentin TGF-B:n aktiiviseen muotoon (Ilida ja McCarthy 2007). TGF-B on luun
mikroymparistossd runsaasti esiintyva kasvutekijd, jolla on osoitettu olevan rooli
luumetastaaseissa (Chirgwin ja Guise 2007; Massagué 2008). TGF-f voi lisdtd o2p1-
integriinin tuottoa, solujen adheesiota kollageeni I:een seki kollageenigeelin supistumista
azB1-integriinin valitykselld (Riikonen ja muut 1995b; Kostenuik ja muut 1997). TGF-
B:aa voitaisiin lisdtd solukasvatusmediumiin ja testata, miten se vaikuttaa DU145-

solutyyppien geenien ilmentymiseen ja kollageeni I -vuorovaikutukseen.

Thmisilld, joilla on luussa etapesdkkeitd, ilmentyy kollageeni I:n hajoamistuotteita veressé
ja virtsassa (Berruti ja muut 2000). Koska sekd kollageeni I ettd trimeerinen
karboksyylipropeptidi ovat mahdollisia kemotaktisia tekijoitd syopa- ja endoteelisoluille
(Mundy ja muut 1981; Palmieri ja muut 2000), voi a2fi-integriinin blokkaaminen estdi
eturauhassyovin luumetastaasien muodostumista. azfi-integriinin korkeaa ekspressiota
on pidetty sekd normaalin eturauhaskudoksen ettéd eturauhassyovin kantasolun merkkind
(Collins ja muut 2001; Collins ja muut 2005). Erikoistydssd osoitettiin o-integriinin
sddtelevin geeniekspressiota, joten se voi mahdollisesti osallistua myds eturauhassyovan
kantasolujen geenickspression sdételyyn ja auttaa soluja pysymién erilaistumattomina.
azfB1-integriini saattaa olla markkeri eturauhassydpésoluista, joilla on sekd kyky aloittaa
uusia kasvaimia ettd invasoitua ja kolonisoitua Iluuhun, ja siten muodostaa

luumetastaaseja.

Myds syovian strooman solut vaikuttavat syOpésolujen kéyttdytymiseen. DU145-
solutyyppejd voitaisiin  kasvattaa yhdessd esimerkiksi erilaisten fibroblastien,
makrofaagien tai endoteelisolujen kanssa ja tutkia, miten oz-integriini vaikuttaa solujen
véliseen viestintdédn. Erilaisia soluja voitaisiin kasvattaa yhdessd 3D-mallissa ja tutkia

sferoidien invaasiokykyi seké niiden muodostaman matriksin rakennetta.

Suurimmassa osassa erikoistyon kokeista tehtiin 3 rinnakkaista toistoa. Biologisissa
ndytteissd on kuitenkin aina vaihtelevuutta ja toistomédrien kasvattaminen voisi olla

tarpeen hajonnan pienentdmiseksi. Liséksi toistojen mé&idrdd kasvattamalla
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mahdollistettaisiin tehokkaampien tilastollisten menetelmien kéyttdiminen tulosten
analysointiin. Kuitenkin jo kdytetyilld toistomé&érilla ja tilastollisilla menetelmilla saatiin

osoitettua erikoistydssé saatujen tulosten tilastollinen merkitsevyys.

Yhteenvetona op-integriinin  havaittiin  vaikuttavan DU 145-eturauhassyopésolujen
kayttdytymiseen ja sddtelevin sekd solujen geeniekspressiota ettd invaasiota. Siten aa-
integriini saattaa sdddelld ihmisen eturauhassyovdn invaasiota ja metastaasien
muodostumista. Erikoistyon tulokset vahvistavat aiempien tutkimusten havaintoja ao-
integriinin tirkedstd roolista eturauhassydvéssd. Tulevaisuudessa eturauhassyovin hoito
voitaisiin kohdistaa az-integriinid ilmentaviin soluihin, jolloin saataisiin tuhottua uusia
kasvaimia aiheuttavat syOpdsolut ja mahdollisesti estettyd syOvdn uusiutuminen ja

metastaasien muodostuminen luuhun.
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LIITTEET

Liitekuva 1. SVEPI1-proteiinin lokalisaatiossa ei havaittu eroja DU145-solutyyppien valilla. (A) 63-
kertaisella suurennoksella otetut konfokaalimikroskooppikuvat fibronektiinilld kasvatetuista
DUI45WT (02") ja DU145KO (0az) -soluista, mittakaava 25 pm, ja (B) vastaavat kuvat 20-kertaisella
objektiivilla 3D-mallissa, mittakaava 100 pm. Yhdistelmdkuvissa SVEP1-proteiini on vérjitty
vihreilld, op-integriini magentalla, DAPI siniselld ja aktiini oranssilla.
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Liitekuva 2. VW A2-proteiinin ei lokalisoidu solussa eri tavoin DU145-solutyyppien valilla. (A) 63-
kertaisella objektiivilla otetut konfokaalimikroskooppikuvat 2D-mallissa DU145WT (o) ja
DU145KO (o27) -soluista, mittakaava 25 pm, ja (B) vastaavat kuvat sferoideista 20-kertaisella
objektiivilla, mittakaava 100 pum. Yhdistelméikuvissa VWA2-proteiini on vihredlld, o,-integriini
magentalla, DAPI sinisell4 ja aktiini oranssilla.
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Liitekuva 3. DU145-solutyyppien vililld ei havaittu eroja PKP1-proteiinin lokalisaatiossa. (A)
Konfokaalimikroskooppikuvat 63-kertaisella suurennoksella fibronektiinilld kasvatetuista DU145WT
(02) ja DU145KO (ay’) -soluista, mittakaava 25 um, ja (B) vastaavat kuvat sferoideista 20-kertaisella
suurennoksella, mittakaava 100 pm. Yhdistelmdkuvissa PKP1-proteiini on virjétty vihredlld, o,-
integriini magentalla, DAPI siniselld ja aktiini oranssilla.
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