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Integriinit ovat solureseptoreja, joita eldinsolut kayttavat ymparistoonsa
tarttumiseen. Taman lisaksi integriinit saatelevat useita erilaisia solun toimintoja
kuten liikkkumista, jakautumista ja erilaistumista. Integriinit vaikuttavat
merkittavasti myods sydvan syntymiseen ja kehittymiseen, silla useat sydvan
olennaiset ominaisuudet liittyvat integriinivalitteisiin prosesseihin. Erikoistydssa
tutkittiin, miten integriini B1 -alayksikkd vaikuttaa rintasydpasolulinjoihin.

Erikoistydn alussa havaittiin BT474-rintasydpasolulinjan epiteelisen fenotyypin
muuttuvan radikaalisti mesenkymaaliseen suuntaan, kun niiltd hiljennettiin
ITGB1-geeni RNA-interferenssin avulla. Vastaavia fenotyyppimuutoksia tehtiin
myo6s muissa rintasydpasolulinjoissa. Proteiinitasolla ITGB1-hiljennys vaikutti E-
kadheriinin ilmenemiseen, silla sen prosessoimattoman muodon maara kasvoi
ITGB1-hiliennyksen jalkeen, kun asiaa tarkasteltiin western blot -menetelmalla.
Immunofluoresenssikuvissa havaittin  puolestaan, ettd osassa [|TGB1-
hiljennetyista soluista E-kadheriinia ei ollut solukalvolla, vaan sita esiintyi solun
sisdosissa. E-kadheriinin sisaanotto ei kuitenkaan vaikuttanut
endosytoosikokeen ja kolokalisaatioanalyysin perusteella lisdantyneen. ITGB1-
hiljennys lisasi myos BT474-solujen satunnaislikehdintaa, ja koehaavan
sulkeutuminen nopeutui. Proliferaationopeudessa ei tapahtunut muutoksia.
Erikoistydn loppuvaiheessa havaittiin, ettd ITGB1-hiliennykselld oli myds
epaspesifisia ~ sivukohdevaikutuksia, ja BT474-solulinjan  fenotyypin
muuttuminen oli naiden seurausta. Nain ollen ainakin osa tuloksista johtuu
tuntemattoman proteiinien hiljentymisesta.

Tutkimuksen jatkon kannalta olisi ensisijaisen tarkeaa selvittaa, minka
tuntemattoman proteiinin ilmenemiseen ITGB1-hiliennys on vaikuttanut.
Mahdollisia vaihtoehtoja ovat PWWP2A- ja ARHGEF10-proteiinit, mutta tama
tulisi selvittaa kokeellisesti esimerkiksi RNA-sekvensointia hyodyntaen.
Erikoistydossa loydetylla fenotyypillda on kiinnostavia ja sydvan kehittymisen
kannalta olennaisia ominaisuuksia kuten lisaantynyt likkuvuus.
Jatkotutkimukset voisivat siis tuottaa merkittavaa perustutkimustason tietoa
rintasyovasta.

Asiasanat: E-kadheriini, integriini B1, rintasyopa, RNA-interferenssi
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1 Kirjallisuuskatsaus

Solu on elaman perusyksikko, jossa on lukuisa maara erilaisia toimintoja ja
ohjelmia. Naiden avulla solu reagoi ymparistdodonsa ja pyrkii sailymaan hengissa
yksilona tai monisoluisena kokonaisuutena. Ohjeet erilaisille toiminnoille tulevat
pohjimmiltaan solun perimasta. Perimassa tapahtuu kuitenkin jatkuvasta
muutoksia erilaisten ymparistotekijoiden vaikutuksesta, jolloin my6s toimintojen
kokonaisuus voi lopulta peruuttamattomasti muuttua. Monisoluisessa elidssa
muutosten kasautuminen johtaa solun toimintaa saatelevien viestiketjujen
epatasapainoon, ikdan kuin kapinaa muistuttavaan tilaan, jota kutsutaan

syovaksi.

Erikoistydssa tutkittin  B1-integriinialayksikkda rintasyopasoluissa, joten
kirjallisuuskatsauksessa tarkastellaan ensiksi integriinien rakennetta ja tehtavia.
Aiheen kasittelya jatketaan integriinivalitteisilla prosesseilla, jotka ovat oleellisia
syovan kehittymiselle, kuten solujen liikkumisella. Toinen puoli johdannosta
kasittelee sydvan tarkeimpia ominaisuuksia, naihin liittyvia tapahtumasarjoja ja
rintasyopaa. Kirjallisuuskatsauksessa on pyritty perehtymaan tutkimusaiheen ja

tuloksien kannalta oleellisimpaan tutkimustietoon.

1.1 Integriinit

Integriinit ovat perhe tarttumisreseptoreja, jotka Kiinnittavat solutukirangan
ympardivaan solunulkoiseen soluvaliaineeseen eli ECM:aan (engl. extracellular
matrix). Integriineja ilmennetaan vain elainkunnan soluissa (Whittaker ja Hynes
2002). Rakenteeltaan integriinit ovat solukalvon l|apaisevia heterodimeereja,
jotka koostuvat kahdesta glykoproteiinialayksikosta a ja B. Ihmisella tunnetaan
24 erilaista integriinia, ja ne muodostuvat yhteensa 18 a- ja 8 B-alayksikosta
(kuva 1). a- ja B-ketjujen aminohapposekvenssit ovat selvasti erilaiset, eivatka
ne ole homologeja keskenaan. Eri dimeerit poikkeavat toisistaan
ominaisuuksiltaan ja toiminnaltaan. (Takada ja muut 2007; Alberts ja muut
2014.)

Integriinit vuorovaikuttavat solun ulkopuolella olevien ligandien kanssa N-

terminaalisten domeeniensa avulla. Nama domeenit sitoutuvat tiettyihin
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aminohapposekvenssin motiiveihin, jotka ovat osa ECM:n proteiineja tai toisen
solun pintaproteiineja. Ihmisen integriinit voidaankin karkeasti luokitella niiden
ligandien perusteella kollageenia, laminiinia ja RGD-motiivia (arginiini-glysiini-
asparagiinihappo) sitoviin reseptoreihin seka leukosyyttireseptoreihin. Solun
sisdpuolelle jaavat integriinialayksikdiden C-terminaaliset hannat, ja ne
puolestaan kiinnittyvat useista proteiineista koostuvan kompleksin avulla solun
tukirankaan. Esimerkkeina tallaisista adapteriproteiineista voidaan mainita taliini
ja vinkuliini. Integriini B4:a lukuun ottamatta C-terminaaliset hannat ovat lyhyita:
alle 75 aminohapon mittaisia. Integriinialayksikon transmembraaninen domeeni
lapaisee solukalvon vain kerran, joten suurin osa yli 1600 aminohapon
mittaisesta alayksikdsta on solun ulkopuolella. (Hynes 2002; Takada ja muut
2007; Alberts ja muut 2014.)

al —
a2 —
a3 —
aE — 7 — a4 — B3 allB

as5 — — B5

B4 — a6 —F— p1 — aV —— 6
a7 — — 38
a8 — — aD
a9 — B2 —f— aL
al0 — — aM
all — — aX

Kuva 1. Ihmisen integriinien a- ja [-alayksikét ja niiden pariutuminen
keskenddén. Integriinireseptoreja on ihmisesséd yhteenséd 24. (Piirretty kuvan

Takada ja muut 2007 perusteella.)



1.1.1 Integriinien kaksisuuntainen signalointi

Jotta integriinit voisivat oikea-aikaisesti suorittaa lukuisia tehtaviaan solussa,
niiden aktiivisuuden on oltava saadeltdvissa. Tatd varten on erilaisia
konformaatioita, joilla on vaihteleva kyky muodostaa sidoksia solun sisa- ja
ulkopuolella. Integriinireseptorit eivat siis jatkuvasti ole sitoutumiskykyisia, vaan
ovat usein epaaktiivisessa tilassa. Talldin C-terminaaliset hannat ovat
kiinnittyneet, ja niilld on vain pieni affiniteetti solutukirankaan yhdistaviin
proteiineihin. Solun ulkoiset osat ovat taas laskostuneet tiiviisti, joten ne eivat
voi sitoutua ECM:aan. Aktiivisessa tilassa sytoplasman puoleiset hannat ovat
irrallaan, ja integriinin jalat suoristuvat ja paaosat avautuvat (kuva 2). Nain
integriinin molemmat paat kykenevat sitomaan ligandejaan suurella affiniteetilla.
Tatd muutosta kutsutaan usein integriinin  aktivoitumiseksi. Naiden
konformaatioiden lisaksi tunnetaan valikonformaatio, jossa reseptori on jo
suoristunut, mutta jalkaosat ovat edelleen rinnakkain. (Takagi ja muut 2002; Luo
ja muut 2007; Alberts ja muut 2014.)

Aktiivisen ja epaaktiivisen tilan vaihtelu on pohjimmiltaan integriinien tapa
valittda signaaleja, ja tama voi tapahtua kahteen suuntaan. Sisaltd ulos -
signaloinnissa (engl. inside-out signaling) solun sisaiset signalointireitit
aktivoivat erityisesti taliinia. Se sitoutuu [B-alayksikkdon ja murtaa
integriinialayksikdiden solunsisadisen vuorovaikutuksen (Ye ja muut 2010).
Kindliini-niminen proteiini kiinnittyy myds (:aan ja avustaa taliinia, jotta
integriinireseptori aktivoituisi (Montanez ja muut 2008). Kun a:n ja B:n
solunsisadisten hantien valinen suolasilta (engl. salt bridge) hajoaa, koko
integriinin konformaatio muuttuu. Nain integriinin affiteetti myds solun ulkoisia

ligandeja kohtaan kasvaa. (Alberts ja muut 2014.)



Myos solun ulkopuoliset ligandit voivat aktivoida integriinireseptorin, ja talléin on
kyseessa ulkoa sisaan -signalointi (engl. outside-in signaling). Ligandin heikko
kiinnittyminen ~ pakottaa  integriinin  aktiiviseen = korkean  affiniteetin
konformaatioon (kuva 2). Tama vapauttaa myos sitoutumiskohdat soluliman
puolella, jolloin adapteri- ja signalointiproteiinit voivat vuorovaikuttaa reseptorin
kanssa. Nain solu reagoi ympardivaan ECM:aan ja luo edellytykset mekaanisen

voiman kaytodlle seka integriinien valittamalle solunsisaiselle signaloinnille.

Integriinit, joilla on al-domeeni
(kuten alLB2, adpB1, al/2B2)

@ ligandi

BI Integriinit, joilla ei ole al:ta

E ’ (kuten aVB3, allbB3, a5p1)
solukalvo
a p a B =

Epaaktiivinen

konformaatio Valikonformaatio BRRBITED

konformaatio

Kuva 2. Integriinireseptorien kolme konformaatiota. Alayksikbiden héntien
vélinen vuorovaikutus lukitsee integriinin epé&aktiiviseen tilaan. Kun liitos
murtuu, reseptori siirtyy vélikonformaation kautta aktiiviseen asentoon.
(Muokattu kuvasta Tolomelli ja muut 2017, joka on avoimen saatavuuden

alainen.)

1.1.2 Integriinit ja solujen kiinnittyminen ymparistoonsa

Yksittaiset integriinit sitoutuvat ECM:aan varsin heikosti, joten niiden on oltava
osa suurempaa kokonaisuutta, jotta solu voi kiinnittya ymparistoonsa tukevasti.
Integriinipohjaisten adheesioiden koko, sijainti ja morfologia vaihtelevat
runsaasti erilaisissa soluissa ja ymparistoissa. Kun yksittaiset integriinit
aktivoituvat, ne alkavat keraantya yhteen ja muodostaa erilaisia



"adheesiokeskittymia”. Lyhytikaiset ja pistemaiset fokaalikompleksit (engl. focal
complex) voivat joko purkautua tai kehittya kypsiksi fokaaliadheesioiksi (engl.
focal adhesion). Molempia muodostuu erityisesti lamellipodi-ulokkeisiin (engl.
lamellipodium). Pitkat saiemaiset adheesiot (engl. fibrillar adhesion) syntyvat
ECM-saikeiden yhteyteen, ja niitd esiintyy paaasiassa solun keskiosissa.
Lisaksi tunnetaan pienet sylinterimaiset podosomit, joita 16ytyy muun muassa
makrofageista ja osteoklasteista. Ne ovat tyypillisia myds pahanlaatuisille
soluille, jolloin puhutaan invadopodeista. Integriinien ECM-adheesiot ovat siis
monimuotoisia, ja niiden rakenteet ovat hyvin dynaamisia. Erityisesti
"klassisten” fokaaliadheesioiden koostumusta ja tehtavia on tutkittu laajasti.
(Geiger ja Yamada 2011.)

Esimerkiksi liikkuvan solun johtavalla reunalla (engl. leading edge) ECM-
adheesion muodostuminen alkaa fokaalikompleksista. Tama muutaman sadan
proteiinin kokonaisuus sisaltdéd muun muassa integriineja, taliinia ja paksilliinia.
Vinkuliinin sitoutuu taliiniin, mika puolestaan kokoaa aktiivisia integriineja yhteen
(Humphries ja muut 2007). Vinkuliini kiinnittyy myds polymerisoituviin
aktiinisaikeisiin ja vahvistaa integriinien liitosta tukirankaan. Kypsyminen vaatii
vielda  muutoksia  muun muassa  tyrosiinien  fosforylaatiossa ja
proteiinikoostumuksessa. Tama on vain yksi esimerkki fokaaliadheesion
muodostumiseen ja kasvuun vaikuttavista tapahtumista. Integriiniadheesiot
koostuvat reilusti yli sadasta proteiinikomponentista, joita yhdessa kutsutaan
integriiniadhesomiksi. Komponenttien valilla tunnetaan yli 700 suoraa
vuorovaikutusta, ja ne voidaan jakaa karkeasti teline- seka
saatelyvuorovaikutuksiin (Zaidel-Bar ja muut 2007; Zaidel-Bar ja Geiger 2010).
Telineproteiinit muodostavat nimensa mukaisesti rakennelman, joka
mekaanisesti kiinnittaa integriinin aktiinitukirankaan. Telineproteiinit ovat myds
sitoutumisalustoja  eri  signalointikomponenteille.  Signalointikomponentit
puolestaan muokkaavat adhesomiproteiineja, ja nain mahdollistavat

adheesioverkoston paikallisen saatelyn. (Geiger ja Yamada 2011.)

Tuoreemmassa tutkimuksessa integriiniadhesomi laajeni 2412 proteiiniin, joista
tarkempi analyysi rajasi 60 proteiinin "konsensusadhesomin”. Tama rajattu
kokonaisuus on todennakoisesti solun kiinnittymisen ja siihen liittyvan

soluviestinnan paakoneisto. Se puolestaan jakautuu edelleen neljaan
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keskenaan vuorovaikuttavaan signalointiakseliin: ILK—PINCH—kindliini-, FAK-—
paksilliini- , taliini—vinkuliini- ja a-aktiniini-zyksiini-VASP-akseli (engl. integrin-
linked protein kinase eli integriineihin liitetty proteiinikinaasi; engl. particularly
interesting new cystein-histidine-rich protein eli erityisen kiinnostava uusi
kysteiini- ja histidiinirikas proteiini; engl. focal adhesion kinase eli
fokaaliadheesiokinaasi; engl. vasodilator-stimulated phosphoprotein el
vasodilaattorin stimuloima fosfoproteiini). Kukin naista siis yhdistaa integriinit

aktiinitukirankaan. (Horton ja muut 2015.)

Fokaaliadheesioilla on myds kyky havaita ja reagoida mekaaniseen voimaan,
koska ne ovat kiinnittyneet supistumiskykyiseen aktiinitukirankaan. Tukiranka
vetaa adheesiokohtia solun sisdosia pain, jolloin ECM:n jaykkyydesta riippuu,
kuinka suuri venytys fokaaliadheesioon kohdistuu. Muutokset mekaanisessa
jannityksessa vaikuttavat ECM-litoksen molekyylikoostumukseen ja kokoon
(Wolfenson ja muut 2011; Kechagia ja muut 2019). Voimanhavaitsemisen
takana on useita molekylaarisia mekanismeja (Wolfenson ja muut 2011;
Kechagia ja muut 2019). Esimerkiksi taliinin kyky sitoa vinkuliinia kasvaa
mekaanisen jannityksen seurauksena, koska venytys avaa taliinin rakennetta, ja
vinkuliinin sitoutumiskohdat paljastuvat (del Rio ja muut 2009). Ylimaaraisia
aktiinisaikeita hakeutuu vinkuliinin luokse vahvistaen fokaaliadheesiota. (Alberts
ja muut 2014.)

Fokaaliadheesioiden kolmiulotteisesta rakenteessa on ainakin kolme
koostumukseltaan ja toiminnaltaan eroavaa kerrosta (Kanchanawong ja muut
2010). Nama ovat osittain paallekkaisia ja sijoittuvat integriinien seka
aktiinisakeiden valilla olevaan noin 40 nm korkeaan tilaan (kuva 3). LAhimpana
solukalvoa on integriinin signalointikerros, jonka tehtava on valittaa viesti ECM-
sitoutumisesta eteenpain solun signalointireitteihin. Fokaaliadheesiokinaasi ja
paksilliini ovat hyvia esimerkkeja taman alueen proteiineista. Keskimmaisena on
voimansiirtokerros, jossa erityisesti taliini ja vinkuliini tukevat integriinien ja
aktiinisaikeiden valista yhteytta ja voimansiirtoa. VASP:n, zyksiinin (engl. zyxin)
ja a-aktiniinin sijoittuminen maarittaa viimeisen eli aktiinin saatelykerroksen. Sen
tehtava on vahvistaa aktiinitukirankaa, kun mekaanisen voiman maara kasvaa

(Yoshigi ja muut 2005). Erityisesti taliini vaikuttaisi olevan tarkea, kun
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fokaaliadheesiokerrokset asemoituvat keskenaan (Kanchanawong ja muut
2010).

200 & 0003
v O 8 O " L ’!’ Aktiinistressisiie
? - 0 0 | } { 0.‘ i
3 5 4 3 4 5§ [y \
a’ =8 00 00 f :;‘
y § D 4 T Y
AT { X :
OGO QO Q0

Aktiinin sddtelykerros

., : > ¥
1 l “ lﬂ ' Voimansiirtokerros
1 A l ] lk I Integriinin signalointikerros
Solukalvo

IJIIIJIIIJIJIJIIIJIIIJIIIJIJIJIIIJIJIJIIIJI Imtegininsolunulkoinen domeeni
J A:i——= R R ey

IntegriiniaV  FAK Paksilliini  Taliini Vinkuliini VASP Zyksiini o-aktiniini aktiini

Kuva 3. Yksinkertaistettu luonnos fokaaliadheesion molekyylirakenteesta.
Fokaaliadheesioissa on valtava mé&aré erilaisia proteiineja, mutta ainakin osa
niistd asettuu koostumukseltaan ja toiminnaltaan erilaisiin kerroksiin. Kuvassa
proteiinien maérét eivét ole stoikiometriset. (Piirretty kuvan Kanchanawong ja

muut 2010 perusteella.)

Toinen merkittava merkittava proteiinikompleksi, jossa integriinit kiinnittavat
solua ECM:aan, on hemidesmosomi. Hemidesmosomien tehtava on ankkuroida
epiteelisolun basaali- eli pohjapuoli tyvikalvon laminiiniin (engl. laminin). Ne siis
vahvistavat epiteelikudoksen mekaanista kestavyytta. Solukalvon ylittavat
proteiiniosat ovat integriini a6p4, tyypin XVII kollageeni BP180 ja CD151, kun
taas plektiini ja BP230 yhdistavat kokonaisuuden solutukirankaan. Epiteelisolun
sisalla hemidesmosomit tarttuvat valikokoisten saikeiden keratiiniin. Taman
tyypin | hemidesmosomin lisaksi ohutsuolessa esiintyy yksinkertaisempaa
tyypin Il hemidesmosomia, joka koostuu vain a6p4 integriinista ja plektiinista.
(de Pereda ja muut 2009.)
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1.1.3 Solujen liikkuminen ja integriinit

ECM-adheesiot ja nain ollen myos integriinit ovat tarkeita, kun solu liikkuu (kuva
4). Kaksiulotteisessa ymparistossa tapahtumasarja alkaa johtavan reunan
ulostyontymisesta. Solutyypista riippuen nama ulokkeet ovat morfologialtaan ja
toiminnaltaan hyvin erilaisia, mutta kaikki sisaltavat saiemaista aktiinia.
Esimerkkeind voidaan mainita piikkimaiset ja kaytanndssa yksiulotteiset filopodit
seka levymaiset lamellipodit. Ulokkeet muodostuvat spontaanisti tai kemokiinien
ja kasvutekijoiden vaikutuksesta. Aktiinisaikeiden polymerisaatio on ensisijainen
prosessi, joka tydontaa johtavan reunan solukalvoa kohti liikesuuntaa. Solukalvo
kuitenkin vastustaa puskevaa voimaa, joten saieverkoston on oltava valmiiksi
kiinnittynyt ECM:aan fokaaliadheesioiden valityksellda. Nain aktiini ei liu'u
taaksepain polymerisaation seurauksena, ja saikeiden taaksepainvirtaus-
nimista ilmiéta (engl. retrograde flow) ei paase tapahtumaan. (Friedl ja Wolf
2003; Huttenlocher ja Horwitz 2011.)

Kun uloke on muodostunut, sen on niin ikdan muodostettava kiinnitys ECM:aan
adheesiomolekyylien avulla. Aluksi syntyy lyhytikdisia adheesioita, jotka
hajoavat tai kypsyvat aktiinipolymerisaation ja myosiini Il:n toiminnan
seurauksena. Myosiini Il niputtaa saikeita yhteen ja antaa niille
supistumiskyvyn, joka mahdollistaa aktiinisaikeiden liikuttelun suhteessa
toisiinsa. Molemmat ominaisuudet ovat tarpeellisia adheesioiden kypsymiselle
(Vicente-Manzanares ja muut 2009). Aktomyosiinin supistuminen synnyttaa
myos solun liikkumiseen tarvittavan voiman. Jannittyminen vetaa solun osia
kohti fokaaliadheesioita ja lyhentda solun pituutta erityisesti takaosista.
Samanaikaisesti solun vetaytyvalla reunalla (engl. trailing edge) solu irtoaa
valiaineesta, kun ECM-integriini- tai integriini—tukirankaliitokset purkautuvat.
Prosessissa integriinit voivat irrota adheesioista ja pysya sitoutuneena
valiaineeseen, jolloin solu jattdd ne taakseen ’integriinijalanjalkind”. (Friedl ja
Wolf 2003; Huttenlocher ja Horwitz 2011.)

Solun liikkumisen kannalta on valttamatonta, ettd sen etu- ja takaosat eroavat
toiminnaltaan ja rakenteeltaan toisistaan eli polarisoituvat. Solun tukirangan
saately on keskeisessd asemassa polarisaatioon liittyvissa tapahtumissa.
Erilaiset solunulkoiset ja -sisaiset signaalit yhdistyvat Rho-proteiiniperheen
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pienissa guanosiinitrifosfaatteja (GTP) sitovissa proteiineissa (GTPaasit), joita
ovat Cdc42, Rac ja Rho. Nama kytkimen tavalla toimivat saatelyproteiinit
aktivoituvat, kun niiden sitoma guanosiinidifosfaatti (GDP) vaihtuu GTP:ksi. Tata
reaktiota katalysoivat lukuiset guaniininukleotidin vaihtotekijat (engl. guanine
nucleotide exchange factor, GEF). Rho GTPaasit ovat tarkeita adheesioiden,
solun tukirangan ja likkumisen saatelijoitd. (Ridley ja muut 2003; Alberts ja
muut 2014.)

1) Johtavan reunan tyéntyminen

aktiniverkosto

>

substraatt

2) Adheesio johtavalle reunalle

aktiinikuori jannitystilassa

[
-

»

uutta aktiinia

uusi adheesio

polymerisoitumattoman aktinin litke

Adheesion irrottautuminen vetadytyvalla reunalla

3) Solukokonaisuuden liike

solukokonaisuuden Iiikkeeg suunta

Kuva 4. Luonnos solun liikkumisen vaiheista kaksiulotteisessa
ympdristossd. Solu muodostaa ulokkeen etenemissuuntaansa, ja Kiinnittyy
tdméan awvulla ECM:44n. Solu siirtdd itseddn eteenpdin supistamalla
tukirankaansa ja samalla purkaa takaosissa olevia vanhoja adheesioita.
(Muokattu kuvasta Ananthakrishnan ja Ehrlicher 2007, joka on avoimen

saatavuuden alainen.)
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Aktiivisena Cdc42 ja Rac lisaavat aktiinin polymerisoitumista muun muassa
Wiskott—Aldrich-syndroomaproteiinin (engl. Wiskott—Aldrich syndrome protein,
WASp) kautta. GTPaasi lukitsee WASp:n avoimeen konformaation, jolloin se
kykenee sitoutumaan aktiiniin liittyva proteiini 2/3 -kompleksiin (engl. actin-
related protein 2/3 complex, Arp 2/3), mika voimistaa aktiinihaarojen syntymista
(Campellone ja Welch 2010). Cdc42 on liitetty filopodien ja Rac lamellipodien
muodostumiseen. Cdc42 ja Rho taas saatelevat formiineja, joiden tehtava on
pidentaa aktiinisaikeitda (Campellone ja Welch 2010). Rho:n aktivoituminen
my0s stabiloi kyseisia filamentteja ja lisaa myosiinin kevytketjun (engl. myosin
light chain, MLC) fosforylaation maaraa. MLC:n kohonnut fosforylaatio johtaa
myosiinin Il -valitteiseen supistumiseen solussa. (Ridley ja muut 2003;
Huttelocher ja Horwitz 2011.)

Esimerkiksi kemotaksian (engl. chemotaxis) kontekstissa aktiivisen Rac:n ja
Rho:n jakautuminen solussa maarittda solun etu- ja takaosan. Lyhytikaisen
fosfatidyyli-inositoli-3,4,5-trisfosfaatin ~ (engl.  phosphatidylinositol  (3,4,5)-
trisphosphate PIP3) maara kasvaa paikallisesti johtavalla reunalla, kun solu
havaitsee kohonneen kemoatraktanttikonsentraation (engl. chemoattractant) G-
proteiinikytketylla reseptorillaan. Fosfataasi- ja tensiinihomologi (engl.
phosphatase  and  tensin  homolog, @ PTEN)  defosforyloi  tadman
signalointimolekyylin nopeasti, mutta sen ilmentyminen on rajoittunut solun
sivuille ja takaosaan. PIP3 aktivoi Rac:ia, mika johtaa ulokkeiden
muodostumiseen johtavalle reunalle. Sama G-proteiinikytketty reseptori aktivoi
Rho:ta Gi2- ja Giz-proteiinien kautta. Koska Rho:n ja Rac:n toiminnat inhiboivat
toisiaan, Rac on aktiivinen solun etuosissa ja Rho solun sivuilla ja takaosassa.
(Ridley ja muut 2003; Alberts ja muut 2014.) Lisadksi PIP3 paikallistaa Cdc42
aktiivisuuden solun etuosaan, mikd myos rajaa PTEN:n pois ulokkeista (Li ja
muut 2003). Nain ulokkeiden muodostuminen ja myosiinin supistuminen

tapahtuvat eri puolilla solua.

Aktiinitukirangan lisaksi niin ikaan mikrotubulukset ja valikokoiset saikeet
vaikuttavat solun polarisoitumisen ja likkkumisen saatelyyn. Mikrotubulukset
osallistuvat ulokkeiden syntymiseen ja saatelevat adheesioiden muodostumista,
kypsymista seka purkamista. Erityisesti solun yhtamittainen ja kohdistettu liike

riippuu paaosin mikrotubulusverkoston polarisoitumisesta. (Etienne-Manneville
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2013.) Valikokoisten saikeiden koostumukset vaihtelevat runsaasti, joten myds
niiden vaikutukset migraatioon ovat erilaiset (Leduc ja Etienne-Manneville
2015). Ne osallistuvat solun liikkeen eri vaiheisiin yhdessa mikrotubulusten ja
aktiinisaikeiden kanssa. Esimerkiksi tyypillistd mesenkymaalisten solujen
merkkiproteiinia vimentiinia tarvitaan, kun epiteelisolut sulkevat haavan (Rogel
ja muut 2011).

Kolmiulotteisessa ECM-ymparistdssa, kuten dermiksessa, solujen liikkuminen
on merkittavasti erilaista verrattuna kaksiulotteiseen migraatioon. Aiemmin
tassa luvussa kuvattua PIP3:n ja aktiivisten Rho GTPaasien polarisoitumista ei
valttamatta tarvita, kun mesenkymaaliset solut liikkuvat kolmiulotteisessa
ECM:ssa kayttaen apunaan integriineja (Petrie ja muut 2012). Solut voivat myds
likkua kolmiulotteisessa kudoksessa amebamaisesti, valkosolun tai
alkuelaimen tavoin pujotellen. Tassa tapauksessa integriiniadheesiot eivat aina
ole tarpeellisia (Lammermann ja muut 2008). Migraatio voi olla huomattavasti
nopeampaa ja liikesuunta suorempi (Fraley ja muut 2010). Kaiken kaikkiaan
solujen likkumisesta tulee hyvin monimuotoista, ja erillisia
migraatiomekanismeja on useita kolmiulotteisessa ymparistéssa (Petrie ja
Yamada  2016). Yksittaisilla  soluilla  on  jopa kyky  vaihtaa
likkumismekanismiaan, mitd kutsutaan migratoriseksi plastisuudeksi (engl.
migratory plasticity). Nama vaihdokset ovat seurausta ECM-ympariston tai
liukoisten  signaalien = muuttumisesta (Petrie ja Yamada  2016).
Migraatiomekanismin vaihtuminen on niin nopeaa, etta se ei luultavasti johdu
muutoksista proteiinien ekspressioissa, vaan migraatioproteiinien

uudelleenjarjestaytymisesta (Petrie ja muut 2012; Petrie ja muut 2016).

Solujen liikkumistapoja voidaan luokitella my6s solu—ECM-adheesioiden
voimakkuuden ja aktomyosiinin supistumisen perusteella (kuva 5). Toistaiseksi
vain ihmisen primaaristen fibroblastien tiedetaan hyddyntavan kaikkia tunnettuja
likkumismekanismeja (Petrie ja Yamada 2016). Tosin monet syépasolutkin ovat
migraation suhteen erittdain plastisia. Luultavasti migraatiotapa valikoituu
kolmiulotteisessa ymparistdossa paaosin niin, etta tuman liikuttaminen on
mahdollisimman helppoa (Petrie ja Yamada 2016). Tuma on suuri ja jaykka,
joten sen liikuttelu ahtaassa ECM-ymparistdssa on usein migraationopeutta

rajoittava vaihe.
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Kuva 5. Yksittidisten solujen liikkumismekanismit kolmiulotteisessa
ympdristossa. Migraatiotavan valintaan luultavasti vaikuttaa
integriiniadheesioden maaré Jja aktomyosiinin supistuminen.
Liikkumismekanismeja voidaan karkeasti jaotella my6s sen perusteella, miten
liikkuvat ulokeosat syntyvét: paineen, aktiiniséikeiden vai kitkan tuottamana.
(Muokattu kuvasta Petrie ja Yamada 2016. Kuvan Kkéyttdmiseen ja

kdantamiseen on saatu lupa.)

1.1.4 |Integriinit solun jakautumisen, erilaistumisen ja selviytymisen

saatelyssa

Kun tarkastellaan integriinien rakennetta, sijoittumista ja toimintaa, niiden
osallistuminen solujen kiinnittymiseen ja liikkkumiseen on hyvinkin intuitiivista.
Naiden luvuissa 1.1.2 ja 1.1.3 tarkasteltujen prosessien lisaksi integriinit
vaikuttavat suuresti myds muihin merkittaviin tapahtumiin solussa. Seuraavaksi
tarkastellaan lyhyesti integriineja solujen jakautumisen, erilaistumisen ja

selviytymisen saatelyssa.
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Proliferaatio on tarkkaan saadelty prosessi, jonka tehtava on taata oikea-
aikainen ja hallittu solun jakautuminen. Jotta solu voi edetd ensimmaisen G1-
tarkastuspisteen ohi solusyklissa, se vaatii ymparistostaan viestia suotuisista
olosuhteista. Tarvitaan signaali sekd soluvaliaineesta integriinien valityksella
ettd liukoisista kasvutekijoistd tyrosiinikinaasireseptorien kautta (Assoian ja
Schwartz 2001). Nama kaksi reseptorityyppid ohjaavat yhteistydona solun
ulkoisten signaalien sdatelemaa kinaasia eli ERK:ia (engl. extracellular signal-
regulated kinase), Rho-GTPaaseja ja G1-faasin sykliiniriippuvaisia kinaaseja
(Assoian ja Schwartz 2001). Integriiniadheesiot vaikuttavat siis solusykliin
erityisesti ennen DNA:n replikoitumista, mutta integriineja tarvitaan myos
sukkularihmaston oikeanlaisen asettautumiseen (Humphries ja muut 2019).
ECM-adheesioilla  epaillddan  olevan  yhteyksia  muihinkin  solusyklin

tarkastuspisteisiin (Humphries ja muut 2019).

Integriinit vaikuttavat osaltaan myos kantasolujen erilaistumiseen. Ymparoivan
ECM:n jaykkyys ohjaa kantasolut erilaistumaan tarvittaviksi kudostyypeiksi, ja
tatd ympariston ominaisuutta solu aistii fokaaliadheesioiden seka
solutukirangan yhteistyona (Lv ja muut 2015). Tallaista mekaanisten signaalien
muuttamista biokemialliseksi vasteeksi kutsutaan mekanotransduktioksi (engl.
mechanotransduction). Esimerkiksi kindliini-2-proteiini saatelee
mesenkymaalisen kantasolun erilaistumista osteoblastiksi tai adiposyytiksi (Guo
ja muut 2018). Tama tapahtuu:n YAP1- ja TAZ-proteiinien seka naiden
mRNA:iden tasoja muuttamalla, ympariston jaykkyyden mukaan (engl. Yes-
associated protein 1 eli Yes:iin liitetty proteiini 1; engl. transcriptional coactivator
with PDZ-binding motif eli transkriptiokoaktivaattori PDZ:a sitovalla motiivilla).
Kindliini-2 on integriineihin ja aktiiniin sitoutuva proteiini, joka osaltaan myos
ohjaa naiden toimintaa (Montanez ja muut 2008; Bledzka ja muut 2016; Guo ja
muut 2018). Toisena esimerkkind voidaan mainita, ettd integriinit kykenevat
vaikuttamaan epiteelisolujen erilaistumiseen Notch-signalointireittia

saatelemalla (Gémez-Lamarca ja muut 2014).

Erityisen tarkeita integriinit ovat epiteeli- ja endoteelisoluille, silla ECM-liitosten
irtoaminen saa niissa aikaan ohjelmoidun solukuoleman eli apoptoosin (Pan ja
muut 2016). Apoptoosista, joka johtuu ECM-kiinnitysten puutteesta, kaytetaan

myOs nimitystd "anoikis” (Frisch ja Ruoslahti 1997). Integriinit siis edistavat
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eraiden solutyyppien selviytymista, ja tama tapahtuu saatelemalla tiettyja pro-
apoptoottisia proteiineja AKT- (engl. protein kinase B, proteiinikinaasi B), PI3K—
AKT- (engl. phosphatidylinositol 3-kinase, fosfatidyyli-inositoli-3-kinaasi) ja ERK-
signalointireittien kautta (Naci ja Aoudjit 2014; Pan ja muut 2016).

1.2 Syopa

Vuonna 2017 noin joka viides kuolemantapaus Suomessa johtui kasvaimista, ja
ne olivat toiseksi yleisin kuolinsyy (Suomen virallinen tilasto 2017). Sydpa
aiheuttaa maailmanlaajuisesti mittavaa karsimysta, joten luonnollisesti se on
ollut vuosikymmenida merkittdva tutkimuskohde. Suurista ponnistuksista
huolimatta vuonna 1971 julistettu sota sydpaa vastaan jatkuu edelleen (Sporn
1996). Vaikka syopaa usein Kkasitelladn yhtena kokonaisuutena, se on

todellisuudessa hyvin monimuotoinen joukko eri tavalla kayttaytyvia sairauksia.

Monisoluisessa elidssa solujen paamaara on yhteistydna varmistaa sukusolujen
selviytyminen ja mahdollistaa elion lisdantyminen (Alberts ja muut 2014). Tata
varten solut ovat pitkalle erikoistuneita eri tehtaviin ja kontrolloivat toistensa
toimintaa viestimalla keskendan. Sydpasolut eroavat normaaleista soluista
siind, ettd ne kapinoivat tavallista soluviestintaa vastaan (Alberts ja muut 2004).
"Kapina” saa alkunsa satunnaisista mutaatioista, joista pieni osa mahdollistaa
muutokset solun kayttaytymisessa. Syodvan kannalta oleellisimpia ovat proto-
onkogeenit ja tuumorisuppressorigeenit. Tavallisen ja tarpeellisen proto-
onkogeenin aktiivisuuden lisaantyminen ajaa solua kohti syopaa, jolloin sita
nimitetaan onkogeeniksi. Vastaavasti mutaatiot tuumorisuppressorigeenissa
aiheuttaa sen resessiivisen toiminnan heikentymisen tai loppumisen, mika
jalleen edistda sydvan kehittymista. Sattumalta johonkin soluun muodostuu
jonkinlainen kokoonpano syovan kannalta hyodyllisia mutaatioita, ja kasvain
alkaa kehittya. Kasvaimen sisalla hyodyllisimmat mutaatiot saaneet solut
pystyvat lisaantymaan parhaiten, jolloin syovan kehittyminen alkaa muistuttaa
luonnonvalinnan kaltaista kilpailua. Nain hyvanlaatuisen kasvaimen solut
jalostuvat ja hiljalleen kehittavat uusia ominaisuuksia. Lopulta syopasolut
kasvavat ja jakautuvat hallitsemattomasti seka siirtyvat vaarille alueille

elimistossa. Kasvainta aletaan kutsumaan varsinaiseksi syovaksi, kun siita tulee
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pahanlaatuinen. Lisaksi monet kasvaimet, kuten rintasyopa, jaetaan paikallisiin
in-situ  kasvaimiin ja invasiivisiin kasvaimiin. Jalkimmaisessa tapauksessa
syopasolut ovat tunkeutuneet tyvikalvon Ilapi ympardivaan kudokseen ja
kykenevat siirtymaan verenkierron mukana muihin kehon osiin. Nain syntyvia
sekundaarisia kasvaimia kutsutaan etapesakkeiksi. Ne aiheuttavat 90 prosenttia

syopakuolemista (Sporn 1996; Lambert ja muut 2017).

1.2.1 Sydvan olennaiset ominaisuudet

Sydvan syntymista ja hoitamista kasitteleva tieteellinen kirjallisuus on kasvanut
viime vuosikymmenina valtavaksi. Vuonna 2000 Hanahan D. ja Weinberg R. A.
aloittivat taman tietomaaran kokoamisen ja kasitteellistdamisen tietyiksi
periaatteiksi, joita he nimittivat sydvan perusominaisuuksiksi (Hanahan ja
Weinberg 2000). Nama ominaisuudet ovat yhteisia lahes kaikille syopatyypeille,
joten niiden muodostuminen on luultavasti olennaista sydvan syntymiselle
(Hanahan ja Weinberg 2000). Nain ollen Kkyseisten ominaisuuksien
ymmartaminen on erittdin hyodyllistd seka syovan tutkimisen ettd hoidon
kannalta. Alkuperaisessa julkaisussa esiteltiin kuusi syovalle kriittisen tarkeaa
ominaisuutta: omavaraiset kasvusignaalit, kyky vastustaa kasvua heikentavia
signaaleja, kyky invasoida kudoksiin ja synnyttaa etapesakkeita, rajaton
jakautumiskyky, kyky angiogeneesiin seka kyky valttdaa apoptoosi (kuva 6).
Vuosikymmen myohemmin sama parivaljakko palasi aiheen aarelle. Paivitysten
lisaksi he laajensivat naita kuutta kriittisen tarkeaa ominaisuutta kahdella
orastavalla ominaisuudella: energia-aineenvaihdunnan uudelleenjarjestaminen
ja immuunijarjestelman vaistaminen (Hanahan ja Weinberg 2011). Samassa
yhteydessa esiteltiin myos kaksi kriittisia ominaisuuksia tukevaa erityispiirretta:
periman epavakaus ja kasvaimia suosiva tulehdustila (Hanahan ja Weinberg
2011).
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Kyky valttaa Kyky vastustaa kasvua
apoptoosi heikentavia signaaleja

Kyky invasoida ja
angiogeneesiin synnyttaa etapesakkeita

Kuva 6. Syoévidn olennaiset ominaisuudet. Hanahan ja Weinberg ovat
koonneet sybpéaén liittyvaéa tutkimustietoa, ja muodostaneet sen pohjalta kuusi
sy6vén perusominaisuutta. Ndiden ominaisuuksien kehittyminen on luultavasti
vélttaméaténta kaikkien syopien syntymiselle. (Muokattu kuvasta Hanahan ja
Weinberg 2000. Kuvan kéyttdmiseen ja kddntdmiseen on saatu lupa.)

1.2.2 Syopa yllapitaa kasvusignaaleja
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Elimistossa solujen lisdantymista saadellaan hyvin tarkasti erilaisilla
kasvusignaaleilla, jotka ovat tavallisten solujen jakautumiselle valttamattomia
(Alberts ja muut 2014). Tallaisessa biokemiallisessa kontrollissa syopasoluille
perustavanlaatuinen kayttaytyminen, hallitsematon jakautuminen, ei ole
mahdollista, vaan sydvan kehittyminen estyy. Tata varten sydvan on jollain
tavalla vyllapidettavd kasvusignalointia ja toisaalta vastustettava kasvua
heikentavid signaaleja. Terveen kudoksen mitogeenisestd signaloinnista
tiedetdan viela suhteellisen vahan, mutta sydvan kontekstissa tutkimus on

edennyt pidemmalle (Hanahan ja Weinberg 2011).

Sydpasoluista on I6ydetty useita tapoja, joilla ne saavuttavat omavaraisuuden
suhteessa proliferaatiosignaaleihin. Ensinnakin sydpasolut voivat alkaa itse
valmistaa tarvitsemiaan mitogeeneja ja ilmentdmaan vastaavia reseptoreja,
jolloin ne yllapitavat proliferaatiota autokriinisesti (Hanahan ja Weinberg 2011).
Toinen tatd muistuttava strategia on kasvaimen strooman tavallisten solujen
manipuloiminen, jotta nama alkaisivat valmistaa erilaisia mitogeeneja (Hanahan
ja Weinberg 2011). SyoOpasolut siis kykenevat aktivoimaan terveita
naapureitaan aloittamaan parakriinisen signaloinnin. Kasvainsolut eivat aina
tarvitse lisdantynyttd mitogeenituotantoa, vaan ne voivat kompensoida
mitogeenien vahaisyytta myos yliekspressoimalla jakautumiseen tarvittavia
reseptoreja (Hanahan ja Weinberg 2011). Talldin pienikin maara ligandia riittaa
kaynnistamaan erittain herkiksi muuttuneet signalointireitit. Tasta tyypillinen
esimerkki on ihmisen epidermaalisen kasvutekijareseptori 2:n (engl. human
epidermal growth factor receptor 2, HER2) yliekspressio 20-25 prosentissa
rintasyovista (Puglisi ja muut 2016). Lisaksi sydpasolut voivat kokonaan kiertaa
mitogeenin tarpeensa, jos ne onnistuvat saamaan oikeanlaisen mutaation
johonkin signalointireitin komponenttiin. Rakenteelliset muutokset voivat lukita
signalointiproteiinin aktiiviseen tilaan, jolloin taman komponentin alavirta pysyy
jatkuvasti toiminnassa ylavirran aktivoitumisesta riippumatta (Hanahan ja
Weinberg 2011). Muut mahdolliset signalointihaarat toimivat lahtokohtaisesti
edelleen normaalisti, mikali muutos ei ole tapahtunut ketjun huipulla eli
reseptorissa. Hyvin tunnettu esimerkki tallaisesta lukittautumisesta ovat ras-
proteiinit, jotka ovat pysyvasti aktiivisessa tilassa noin 25 prosentissa
kasvaimista (Hanahan ja Weinberg 2000).
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1.2.3 Syopa vastustaa kasvua heikentavia signaaleja

Sydpasolujen jatkuva jakautuminen edellyttdd myods kasvua heikentavien
signaalien tehottomuutta. Niiden tehtava on yllapitaa terveen kudoksen
homeostasiaa ja estda solujen jakautuminen esimerkiksi periman
vaurioitumisen tai epaedullisten olosuhteiden takia (Hanahan ja Weinberg
2011). Tallaisia olosuhteita ovat muun muassa epaoptimaalinen nukleotidi- tai
happipitoisuus. Kaksi tyypillista syopaan liittyvaa jakautumisen saatelijaa ovat
tuumorisuppressorigeenien tuotteet p53 ja retinoblastoomaproteiini (engl.
retinoblastoma protein, Rb) perheineen. Nama kaksi ovat keskeisessa
asemassa, kun saatelyjarjestelmat valitsevat solun kohtaloa jakautumisen,
jakautumisen lopettamisen eli seneskenssin (engl. senescence) ja apoptoosin
valiltd. Rb ja p53 siis kokoavat proliferaation vastaiset signaalit ja vastaavat
solusyklin pysayttamisesta normaaleissa soluissa, joten ei ole yllattavaa, etta
niiden toiminta on useissa sydvissa hairiintynyt. Vaikka naiden kahden
tuumorisuppressorin merkitys onkin todella huomattava, ne toimivat osana
suurempaa kokonaisuutta (Hanahan ja Weinberg 2011). Siis pelkastdan Rb:n
tai p53:n toimintahairioc ei riita aiheuttamaan poikkeavuuksia solun

jakautumiskayttaytymiseen.

1.2.4 Syopa vaistaa apoptoosia

Kasvaimen kehittymisen aikana solut kohtaavat suuren maaran erilaisia stressi-
ja hairicdtiloja, jotka terveissa soluissa aiheuttaisivat ohjelmoidun solukuoleman
eli apoptoosin. Itse asiassa apoptoosin ajatellaan olevan eras evoluution
ratkaisu, jolla se taistelee syovan kehittymista vastaan (Lowe ja muut 2004).
Syoévan kannalta oleellisimpia apoptoosia laukaisevia stressitiloja ovat
onkogeenisignaloinnin lisaantyminen ja vauriot DNA:ssa. Koska nama
solustressia aiheuttavat tapahtumat ovat syovan kehittymiselle kutakuinkin
valttamattomia, osan kasvainsoluista on kyettava vaistamaan apoptoosi.
Tyypillisin tapa on p53-tuumorisuppressorigeenin mutaatio, joka tekee tasta
DNA-vaurioita, hapenpuutetta ja onkogeeniaktiivisuutta tarkkailevasta
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proteiinituotteesta toimimattoman (Hanahan ja Weinberg 2000). Toimiva p53
kasvattaisi apoptoosia edistavien (engl. proapoptotic) proteiinien Noxa ja Puma
iimentamista, ja johtaisi apoptoosikaskadin aktivoitumiseen (Hanahan ja
Weinberg 2011). Toinen yleinen kasvainsolujen keino estaa apoptoosi on PI3K—
AKT-signalointireitin manipulointi. Taman reitti yllapitaa selviytymissignaalia, ja
kasvaimissa sita voidaan yliaktivoida useilla tavoilla (Hanahan ja Weinberg
2000).

1.2.5 Syopa jakautuu hallitsemattomasti

Neljas sydvan olennainen ominaisuus on rajaton jakautumiskyky. Terveilla
soluilla on vain rajallinen maara jakautumiskertoja, minka jalkeen ne ajautuvat
elinkelpoiseen jakautumisen lopettamiseen eli seneskenssiin. Solut, jotka
onnistuvat vaistamaan taman mekanismin, jatkavat jakautumista ja paatyvat
lopulta kriisivaiheeseen (engl. cellular crisis). Kriisissd kromosomit muuttuvat
epavakaiksi, ja yleensa se johtaa lopulta solujen autofagiseen kuolemaan (engl.
autophagy), mutta hyvin pieni osa soluista muuttuu neoplastisiksi eli
kasvainmaisiksi (Nassour ja muut 2019). Solut, jotka onnistuvat ohittamaan
kriisivaineen, kykenevat jakautumaan rajattomasti, jolloin niita kutsutaan
immortalisoiduiksi (Hanahan ja Weinberg 2000). Seneskenssin ja kriisin on
paatelty olevan solun suojamekanismeja, joiden tarkoitus on rajoittaa kasvain-
ja syopasolujen hallitsematonta jakautumista (Hanahan ja Weinberg 2011).
Seneskenssi-, kriisi- ja immortalisoitumisprosessien aktivoituminen johtuu
kromosomien paissa olevien telomeerien lyhentymisesta. Telomeerit koostuvat
kuuden emasparin jaksosta, joka toistuu perakkain jopa tuhansia kertoja. Ne
lyhenevat solun jokaisessa jakautumisessa, koska DNA-polymeraasi ei kykene
kopioimaan kromosomin 3’-paata kokonaan. Lyhennyttyaan tarpeeksi telomeerit
eivat enaa pysty suorittamaan tehtavaansa, eli estamaan kromosomien paita

yhdistymasta.

Kyetakseen jakautumaan rajattomasti, ja selviamaan kriisivaiheesta,
syopasolujen on voitava estaa telomeerien lyhentyminen. Suurimmassa osassa
syovista  telomeereja  huoltaa  kaanteiskopioijaentsyymi  telomeraasin

yliaktiivisuus (Cesare ja Reddel 2010). Inmisen telomeraasi syntetisoi telomeeri-
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DNA:n paahan lisda kuuden emasparin mittaisia telomeeritoistojaksoja de
Novo. Noin 10 prosentissa syoOvista taas telomeerien vaihtoehtoinen
pidentyminen -mekanismi (engl. alternative lengthening of telomeres, ALT)
hoitaa yllapidon (Cesare ja Reddel 2010). ALT pohjautuu homologiseen
rekombinaatioon, mutta muuten siita tiedetaan varsin vahan (Sobinoff ja Pickett
2017).

1.2.6 Syopa laajentaa verisuonistoa

Niin terveen solun kuin syopasolun taytyy saada ymparistostaan useita erilaisia
yhdisteita, kuten ravintoaineita ja happea, toimiakseen ja elddkseen. Toisaalta
niiden on paastava eroon myds aineenvaihdunnan sivutuotteista. Jotta
yhdisteiden vaihto solun ja ympariston valilla toimisi tehokkaasti, on jokaisen
solun oltava lahelld verisuonistoa. Nain ollen kasvaimien on kyettava
muodostamaan uusia verisuonia voidakseen kasvaa vahankin suuremmiksi
(Hanahan ja Weinberg 2000). Tata verisuonien uudismuodostusta olemassa
olevasta suonistosta kutsutaan angiogeneesiksi (Viallard ja Larrivée 2017).
Angiogeneesia saatelee useat viestimolekyylit, joista esimerkiksi verisuonen
endoteelin kasvutekija (engl. vascular endothelial growth factor, VEGF) on
merkittava (Viallard ja Larrivée 2017). Aikuisen terveissda kudoksissa
angiogeneesia ei tapahdu muutamia hetkellisia poikkeuksia lukuun ottamatta,
kun taas sydvassa uusia suonia syntyy jatkuvasti (Hanahan ja Weinberg 2011).
Kasvaimien verisuonet ovat kuitenkin ominaisuuksiltaan poikkeavia. Suonisto
on epakypsaa, kiemuraista, laajentunutta ja lapaisevaa, mista seuraa huono
lapivirtaus kasvaimiin (Viallard ja Larrivée 2017). Kehno lapivirtaus ja
epatasainen suonien jakautuminen taas synnyttaa hapenpuuteesta karsivia
mikroymparistoja. Kasvaimen hapenpuute on merkittava angiogeneesin
aktivoitumisen aiheuttaja. Onkogeenien tai tuumorisuppressorigeenien
mutaatiot myOs edistavat angiogeneesia, silla tama muuttaa inhibitoristen ja
indusoivien viestimolekyylien tasapainoa (Hanahan ja Weinberg 2000; Viallard

ja Larrivée 2017).

24



1.2.7 Sydpa tunkeutuu uusille alueille

Yleensa syovan on kyettava siirtymaan syntypaikastaan uusille alueille, jotta se
saavuttaa kuolettavuutensa huipun. Kun sydpa alkaa levita, jokaisen kasvaimen
yksittain poistamisesta tulee lahes mahdotonta. Sydvan viimeinen olennainen
ominaisuus "kyky invasoida ja muodostaa etdpesakkeitd” on monivaiheinen ja
melko huonosti tunnettu prosessien sarja (Hanahan ja Weinberg 2011; Alberts
ja muut 2014). Etapesakkeiden muodostumisen vaiheet voidaan kuitenkin
karkeasti jakaa seuraavasti: primaarikasvaimen kehittyminen, syodpasolujen
invasoituminen ympardivaan kudokseen ja wveri- tai imusuonistoon,
syopasolujen siirtyminen suonistossa, syopasolujen tunkeutuminen suonistosta
ympardivaan kudokseen eli ekstravasaatio sekda mikrometastaasien ja

etapesakkeiden syntyminen (kuva 7).

Etapesakkeiden muodostuminen edellyttaa ensinnakin, etta sydpasolut pystyvat
irrottautumaan primaarikasvaimesta, selviamaan ja matkustamaan elimistdssa.
Tatd kokonaisuutta on erityisesti tutkittu karsinoomissa, jotka ovat
epiteelisoluista alkavia syopia (Lambert ja muut 2017). Karsinoomien
metastoituminen riippuu suurelta osin ohjelmasta, jota kutsutaan epiteelis-
mesenkymaaliseksi siirtymaksi (engl. epithelial-mesenchymal transition, EMT).
EMT on keskeinen prosessi myos alkionkehityksessa ja kudosten
korjautumisessa (Thiery ja muut 2009). Epiteelisolut saavat EMT:n seurauksena
uusia mesenkymaalisia ominaisuuksia kuten lisaantynyt liikkkuvuus,
fibroblastimainen morfologia, ECM:a hajottavien entsyymien ilmentaminen ja
solu—solu-liitosten menettaminen (Thiery ja muut 2009; Hanahan ja Weinberg
2011). Nama piirteet ovat syopasolujen invasiivisuuden ja levittaytymisen
kannalta olennaisia. EMT:n jalkeen useat karsinoomasolutyypit voivat myos
saada kantasoluille tyypillisia ominaisuuksia ja kyvyn aloittaa kasvaimia
(Lambert ja muut 2017).

EMT:n kaynnistyminen johtuu signaaleista, joita karsinoomasolut saavat
kasvaimen strooman monimuotoiselta solujen joukolta (Hanahan ja Weinberg
2011; Lambert ja muut 2017). EMT-ohjelmaa ohjaa joukko transkriptiotekijoita —
huomattavia ovat muun muassa Snail, Slug, Twist ja Zeb1 (Lambert ja muut

2017). Usein EMT ei toimi "kaikki tai ei mitdan” -periaatteella vaan epiteelisten
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ja mesenkymaalisten piirteiden valisella jatkumolla (Nieto ja muut 2016;
Lambert ja muut 2017). Epiteelisolu siis luopuu vain osasta epiteelisia
ominaisuuksia ja saa joitain mesenkymaalisia piirteitd. Taman lisaksi EMT ei ole
lopullinen prosessi, vaan silla on myds kaanteinen ohjelma eli mesenkymaalis-
epiteelinen siirtyma (engl. mesenchymal-epithelial transition, MET). MET
vaikuttaakin olevan tarkea vaihe, jotta syntyneet mikrometastaasit voivat
kehittya edelleen eli kolonisoitua (engl. colonization) makrometastaaseiksi
(Thiery ja muut 2009; Nieto ja muut 2016).

Primaarikasvain Selite
— ECM @ Eksosomi

== Epiteelisolu <P Verisuonet

. . @ Kasvainsolu  ce Sytokiineja
e @ \Verihiutale === Tyvikalvo
Invaasio o
o < | Endoteelisolu
Intravasaatio e o
L) L] - L} [ [ - - | <& ] - | @&

Kierto ° @

\ verisuonissa
@ @ % — Ekstravasaatio

OOODOOOOOOOOOOOO

Kolonisaatio Mlkrometastaa5| Etapeséakkeelle
otollinen alue "niche"
° oo ..

o
9

Kohde elin
Kuva 7. Etapesakkeiden syntymisen vaiheet. Sybpéasolujen levittdytyminen ja

sekundaarikasvainten muodostuminen ympéari kehoa on monimutkainen ilmié.
Se voidaan kuitenkin jaotella tiettyihin pdavaiheisiin, jotka tunnetaan vield melko
huonosti. (Muokattu kuvasta Gémez-Cuadrado ja muut 2017, joka on avoimen

saatavuuden alainen.)

EMT:n seurauksena alkava mesenkymaalinen invasointi ei ole ainoa
syopasolujen keino levittaytya primaarikasvaimesta ymparoivaan kudokseen.
Sybpasoluilla on useita mekanismiltaan ja kokoluokaltaan vaihtelevia
likkumisstrategioita aina yksittdisen solun migraatiosta kollektiiviseen
soluryhmien liikkeeseen ja kokonaisten kudosten dynamiikkaan (Friedl ja muut
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2012). Erityisesti solujoukkona likkuminen on monien kasvaintyyppien yleisin
invaasiomenetelma (Friedl ja muut 2012). EMT on joka tapauksessa merkittava
prosessi invasoinnin kannalta, silla sen epailldan osallistuvan myds solujen

kollektiiviiseen migraatioon (Ye ja muut 2015).

Primaarikasvaimen solujen invaasio ymparoiviin kudoksiin johtaa lopulta siihen,
ettd ne saavuttavat verenkierron tai imusuoniston eli intravasoituvat (engl.
intravasation). Erityisen helposti syopasolut paasevat verenkiertoon kasvainten
verisuonien kautta, silla ne ovat tavallista I|apaisevampia ja muiltakin
ominaisuuksiltaan poikkeavia (Viallard ja Larrivée 2017). Verisuonisto kattaa
koko elimiston, joten sitd kautta syOpasoluille avautuu paasy kaikkialle
elimistdssa. Imusuonisto ei luultavasti ole niin merkittdvd kasvainsolujen
leviamisreitti etdpesakkeiden muodostumisen kannalta (Lambert ja muut 2017).
Kiertdvat syodpasolut ovat verenkierrossa uudessa ymparistdssa ja joutuvat
selviytymaan useista merkittdvista haasteista. Itse asiassa valtaosa ei ikina
selvia kohdekudokseen, vaan hyokkaava immuunijarjestelma, soluliitosten ja
soluvaliaineadheesioiden puute seka fysikaaliset voimat tuhoavat ne (Lambert
ja muut 2017). Selviytyneet kasvainsolut siirtyvat kohdekudokseen tyypillisesti
kapeista hiussuonista, joissa ne voivat kokonsa puolesta juuttua kiinni tai niiden
like hidastua (Reymond ja muut 2013). Ekstravasaatio on oma monimutkainen
prosessinsa, jonka yksityiskohdat vaihtelevat paljon sijainnin mukaan (Lambert
ja muu 2017). Yksinkertaistetusti esitettyna sydpasolut vuorovaikuttavat
verisuonen endoteelisolujen kanssa, tunkeutuvat endoteeliseinaman lapi ja

siirtyvat kudoksen parenkyymiin (Reymond ja muut 2013).

Vaikka syOpasolut paasisivatkin levittaytymaan uuteen kudokseen, kehittyminen
etapesakkeeksi on viela kaukana. Vain hyvin pieni osa syOpasoluista alkaa
jakautua ja muodostaa metastaaseja, silla uusi mikroymparistd soluineen ja
viestimolekyyleineen poikkeaa primaarikasvainymparistdostd (Lambert ja muut
2017). Tuhoutumisen ja jakautumisen lisaksi sydpasoluja siirtyy uinuvaan tilaan.
Se voi kaynnistya tuttujen ja tarpeellisten signaalien puutteesta, uuden
ympariston aktiivisista kaskyista, angiogeneesin puutteesta tai
immuunipuolustuksen pakottamana (Sosa ja muut 2014; Lambert ja muut
2017). Uinuvat kasvainsolut ovat luultavasti taas vastuussa sydpien

uusiutumisista, jotka alkavat jopa vuosia primaarikasvaimen hoidon jalkeen.
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Soluja irtoaa primaarikasvaimesta pitkin sen kehitystd — myos hyvin
varhaisessa vaiheessa (Husemann ja muut 2008). Aikaisin levinneet ja
itsendisesti kehittyneet kasvainsolut ja mikrometastaasit voivat poiketa
merkittavasti primaarikasvaimesta (Sosa ja muut 2014). Talléin ne voivat

selviytya hoidoista, ja vaatia omat raataloidyt ratkaisunsa (Sosa ja muut 2014).

Varsinaisten makrokokoisten etapesakkeiden syntyminen eli kolonisoituminen
edellyttaa, ettd kasvainsoluilla on kyky aloittaa uuden kasvaimen muodostus ja
kyky sopeutua vieraaseen mikroymparistoon (Lambert ja muut 2017).
Sydpasolupopulaatio on saman kasvaimenkin sisalla hyvin heterogeeninen, ja
vain osa syopasoluista pystyy tehokkaasti synnyttamaan uusia kasvaimia (Reya
ja muut 2001). Naitd kutsutaan syovan kantasoluiksi. Syovan kantasolut
toimivat kuten aikuisen kantasolut, eli ne pystyvat uusiutumaan rajattomasti ja
tuottavat muut kudoksen lyhytikaiset solut, tdssa tapauksessa tosin syopasolut
(Batlle ja Clevers 2017). Sydvan kantasolut eivat ole rajattu ryhma, vaan niiden
ajatellaan muuttuvan tavallisiksi syopasoluiksi ja toisinpain joko ympariston tai
sattuman ohjaamana (Batlle ja Clever 2017). P&aasiassa siis vain
kantasolutilassa olevat levinneet sydpasolut perustavat mikrometastaaseja
suurempia etapesakkeita (Lambert ja muut 2017). Sydvan kannalta on oleellista
myos, etta syovan kantasolut ovat vastustuskykyisia sateily- ja laakehoidoille
seka pystyvat uinumaan pitkia aikoja (Clevers 2011). Sydvan kantasolujen
ajatellaankin olevan syyllisia sille, etta syopa uusiutuu myohemmin hoitojen

paatyttya (Batlle ja Clevers 2017).

Sybpasolut hyoddyntavat uuden mikroympariston kolonisaatiossa laajaa
valikoimaa erilaisia sopeutumisohjelmia (Lambert ja muut 2017). Osa naista on
eraanlaisia yleisohjelmia, jotka esimerkiksi edistavat selviytymista useissa
kudoksissa, kun taas osa on tarkkaan tiettyihin tilanteisiin rajoittuneita
erikoisohjelmia (Obenauf ja Massagué 2015). Sopeutumisen lisaksi myos
muutokset itse mikroymparistossa voivat laukaista etapesakkeiden synnyn.
Tallaisia tapahtumia ovat esimerkiksi viestimolekyylimaarien vaihtelut,
angiogeneesin eteneminen ja tulehdustilan kdynnistyminen (Lambert ja muut
2017).
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1.2.8 Rintasyopa

Rintasyopa on sekd maailmanlaajuisesti ettd Suomessa naisten yleisin syopa,
ja sen osuus kaikista naisten uusista syopatapauksista on Suomessa noin 30
prosenttia (Bray ja muut 2018; Suomen syoparekisteri 2019). Yleisyytensa takia
rintasyopa myos aiheuttaa lukumaarallisesti eniten naisten syopakuolemia
(Bray ja muut 2018; Suomen syoparekisteri 2019). Vaikka rintasyopa on
paaasiassa naisten sairaus, siihen sairastuu toisinaan myds miehid. Vuonna
2017 rintasyopaan sairastui Suomessa 4960 naista ja 28 miesta (Suomen

syoparekisteri 2019).

Rintasyopa on joukko erittdin heterogeenisia sairauksia, jotka poikkeavat
toisistaan muun muassa ennusteltaan, hoidoltaan, geeniekspressioltaan ja
histopatologisilta ominaisuuksiltaan (JanuskeviCiené ja Petrikaité 2019).
Hoidolliset paatokset on tyypillisesti tehty histologisten havaintojen ja tiettyjen
biomarkkerien pohjalta (Provenzano ja muut 2018). Rintasyévan piirteiden
kartoittamisella pyritdan siihen, ettd kasvaimen kayttaytymista voidaan
ennakoida (Provenzano ja muut 2018). Na&in valtetdan haitallisten hoitojen
turhaa kayttéa ja edistetdan voimakasta puuttumista ennusteeltaan hankaliin

syOpatapauksiin.

Geeniekspressionsa perusteella rintasyovat on jaettu neljaan alatyyppiin:
luminaalinen A, luminaalinen B, basaalityyppinen (engl. basal-like) ja HER2:ta
yliekspressoiva (Perou ja muut 2000; Serlie ja muut 2001; Sarlie ja muut 2003).
Aluksi jaotteluun kuului myés normaalin kaltainen (engl. normal-like) alatyyppi,
mutta sitd on myéhemmin luovuttu (Provenzano ja muut 2018).
Geeniekspressioprofiilien selvittdminen laajamittaisesti terveydenhuollossa on
viela hankalaa, joten tassa ymparistdssa on paadytty hyodyntamaan
immunohistokemiaa. Estrogeenireseptorin (ER), progesteronireseptorin (PR) ja
HER2:n arviointi immunohistokemiallisella varjayksella pyrkii karkeasti
jaljittelemaan geeniekspressioprofiloinnin jaottelemia alatyyppeja. Luminaaliset
alatyypit ovat ER-positiivisia ja/tai PR-positiivisia, HER2-rikastunut alatyyppi on
vain HER2-positiivinen ja kolmoisnegatiivinen alatyyppi, nimensa mukaisesti, ei
iimenna mitdan naistd kolmesta reseptorista (kuva 8). (Fragomeni ja muut

2018.) Luminaalinen A ja luminaalinen B on pyritty erottelemaan toisistaan
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muun muassa Ki67-proliferaatiomarkkerin perusteella (Cheang ja muut 2009).
Liséksi tunnetaan luminaalinen-HER2-positiivinen alatyyppi, joka monesti
sisdllytetdan luminaalinen B -ryhmaan. Kolmoisnegatiivinen alatyyppi voidaan
edelleen jaotella  sytokeratinien 5 ja 6 seka epidermaalisen
kasvutekijareseptorin  (engl. epidermal growth factor receptor, EGFR)
iimentamisen pohjalta. Jommankumman ekspressio viittaa ydinbasaaliseen
fenotyyppiin (engl. core basal phenotype), joka vastaa
geeniekspressioprofiloinnin  basaalityyppisia, ja kaikkien negatiivuus taas

viitoisnegatiiviseen fenotyyppiin (Blows ja muut 2010).

Seka geeniekspressio- ettd immunohistoanalyysin tulokset antavat tietoa
rintasydvan ennusteesta ja hoitomahdollisuuksista. Neljasta alatyypista
luminaalinen A:lla on paras ennuste ja luminaalinen B:llda huomattavasti tata
huonompi (Dai ja muut 2015). Yleisesti luminaalisten kasvainten ennuste on
kuitenkin verrattain hyva (Dai ja muut 2015). HER2:ta yliekspressoivat ja
kolmoisnegatiiviset kasvaimet on aggressiivisimpia, mutta HERZ2-kasvaimia
vastaan on olemassa kohdennettuja hoitoja, jotka parantavat sen ennustetta

(Fragomeni ja muut 2018).
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Kuva 8. Rmtasyovan vaknntuneet immunohistokemialliset alatyypit.
Rintasyovéat voidaan karkeasti jakaa niiden hormonireseptoriekspression
perusteella ainakin neljaén alatyyppiin. Néiden hoidot ja ennusteet poikkeavat
toisistaan huomattavasti. (Muokattu kuvasta JanuSkeviciené ja Petrikaité 2019.

Kuvan kéyttamiseen ja kdéntdmiseen on saatu lupa.)

1.3 Tutkielman tavoite

Pro gradu -tutkielman tarkoitus oli tutkia B1-integriinin  tehtavia
rintasyOpasoluissa. Kun B1 integriini poistettin BT474-rintasyopasolulinjasta
RNA-interferenssin avulla, solujen epiteelinen morfologian muuttui merkittavasti.
Tama havainto oli erikoistydn perusta. Sen syitd ja vaikutuksia
rintasyOpasoluihin lahdettiin tutkimaan seka toiminnallisilla ettd molekyylitason
kokeilla. Erityisesti haluttiin tutkia, onko havainto seurausta EMT:sta tai
vastaavasta prosessista. Lisaantyykd solujen liikkkuvuus?  Muuttuuko
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proliferaationopeus? Vaikuttaako morfologian muutos muiden molekyylien
ilmenemiseen? Lisaksi oltiin kiinnostuneita tapahtuuko vastaava morfologian

muutos muissa rintasyopasolulinjoissa.

Rintasydpa on maailmanlaajuisesti merkittava fyysista, psyykkista ja sosiaalista
karsimysta aiheuttava sairaus, joka voi edelleen johtaa potilaan kuolemaan
hoidoista huolimatta. Erikoistydn tavoitteena oli syventda tietamysta
rintasyOvasta ja tuottaa siitd perustutkimustason tietoa, jota voidaan

myohemmin hyddyntaa esimerkiksi hoitojen kehittdmisessa.
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silTGB1

2 Tulokset
2.1 Ensihavainto

Erikoistyd perustuu yllattavaan havaintoon, jota haluttiin tutkia laajemmin
opinnaytetyona. Ihmisen epiteelisen BT474-rintasydpasolulinjan morfologia
muuttuu radikaalista, kun niista hiljennettiin integriini 1 -geeni eli ITGB1 RNA-
interferenssin avulla (kuva 9). Yhtenaiset epiteelisolupesakkeet hajaantuivat,

solujen valiset liitokset vahenivat ja solujen ulkomuoto muuttui pyoéreahkosta

varttinamaiseksi.

Kuva 9. BT474-rintasyopédsolut muuttuivat ITGB1-hiljennyksen
vaikutuksesta. BT474-rintasydpésolulinjassa tapahtui merkittdvd morfologian
muutos ITGB1-RNA-hiljennyksen seurauksena. Tiukasti yhteenkiinnittyneet
epiteelisolut siirtyivat kohti mesenkymaalista ulkomuotoa, jossa solujen rajat

erottuvat selvésti ja liitosten mééré véhenee huomattavasti.

Pieni hairitsevda RNA (engl. small interfering RNA, siRNA) suunnitellaan
kohdegeenin perusteella, ja sitd transfektoidaan hiljennettaviin soluihin
esimerkiksi liposomivektorilla. Solun sisalla kaksijuosteinen siRNA:n purkautuu
yksijuosteiseksi opasjuosteeksi ja matkustajajuosteeksi. Naista opasjuoste
litetddn osaksi RNA:n indusoimaa hiljennyskompleksia (engl. RNA-induced
silencing complex, RISC). Kompleksi tunnistaa siRNA:n opasjuosteen avulla
kohdegeenin lahetti-RNA:n, jonka RISC:n katalyyttiset osat sitten pilkkovat.
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Nain kohdegeenin translaatio ei onnistu, ja kyseista proteiinia ei synny soluun
niin kauan, kuin siRNA:ta on Iasna. RNA-hiljennyksella proteiinin ilmentaminen

voidaan siis valiaikaisesti pysayttaa osittain tai lahes kokonaan.

2.2 ITGB1-hiljennys eri rintasydpasolulinjoissa

Koska ITGB1-hillennyksen havaittiin aiheuttavan BT474-rintasyopasolulinjassa
merkittavan fenotyypin muutoksen, paatimme kokeilla, vaikuttaako se muihin
rintasydpasolulinjoihin samalla tavalla. Hiljensimme ITGB1:n siis myds muista
tutkimusryhman kayttamista rintasyopasolulinjoista, joita olivat: MDA-MB-231,
MDA-MB-361, MCF7 ja MCF10A DCIS.com (kuva 10A). BT474-linjassa
havaittu hajaantuminen kaynnistyi myos MDA-MB-361- ja MCF7-solulinjoissa,
vaikkakin muutos ei ollut yhta silmiinpistava (kuva 10). MDA-MB-361-linjassa
my0Os yksittaisten solujen ulkomuoto muuttui varttindmaiseen suuntaan ja
pyoreistd pesakkeistda tuli epasaanndllisemman muotoisia. Kiinnostavasti
alunperin mesenkymaalinen MDA-MB-231-linja muuttui kohti epiteelisempaa
fenotyyppia, silla solut alkoivat kerdantya yhteen ja muodostaa enemman
solujen valisia liitoksia (kuva 10A). Tama muutos on siis painvastainen
BT474:ssa tapahtuneelle hajaantumiselle. MCF10A DCIS.com -solulinjan ei
puolestaan huomattu muuttuvan ITGB1-hiliennyksen vaikutuksesta (kuva 10A).
Hiljennys oli muissa paitsi MCF10A DCIS.com soluissa hyvin tehokasta (kuva
10B). Tassakin solulinjassa hiljennys tapahtui, mutta integriini 31:t4 on western
blotin perusteella solussa viela kohtuullisen runsaasti. On olemassa
mahdollisuus, etta naissakin soluissa morfologian muutos voisi tapahtua, mutta
heikompi hiljennysteho ei vain ole tahan riittanyt. ITGB1-hiljennysta kokeiltiin
myos 5637-virtsarakkosydpasolulinjassa ja HCC1419-rintasydpasolulinjassa,
mutta naissa tapauksissa minkaanlaista morfologian muutosta ei havaittu,

vaikka itse hiljentaminen onnistui.

Koska MDA-MB-361- ja MCF7-linjoissa morfologian muutos ei ollut yhta
helposti nahtavissa kuin BT474:ssa, paadyimme kvantifioimaan sitéa vertaamalla
kontrollisolujen ja silTGB1-solujen pinta-aloja keskenaan. Vertailu toteutettiin
immunofluoresenssivarjatyista soluista siten, ettd keskitasosta otetusta kuvasta

mitattin pesakkeen pinta-ala ImageJ-ohjelmalla. Nain saatu pesakkeiden
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kokonaispinta-ala jaettiin tumien lukumaaralla. Koska aikaa oli rajallisesti,
ehdimme opinnaytetyon aikana tekemaan taman vertailun vain MDA-MB-361-
solulinjassa. Kontrolli- ja silTGB1-solujen keskimaaraisissd pinta-aloissa

A Neg. ctrl silTGB1

Neg. ctrl silTGB1

BT474
(HER2)

MDA-MB-361
(HER2)

MCF7
(Lum A)

MDA-MB-231
(TNBC)

MCF10A DCIS.com
(basal)

B 231 MCF7 DCIS.com BT474 361

Ctrl siB1 Ctrl siB1 Ctrl siBl Ctrl siB1 Ctrl siB1

ITGB1

GAPDH

Kuva 10. ITGB1-hiljennys viidesséa rintasybépéasolulinjassa. ITGB1-geenin
hilientdminen muutti neljan rintasydpéasolulinjian morfologiaa (A). BT474-linjassa
fenotyyppi muuttui  radikaalisti kohti mesenkymaalista vérttinédmaista
morfologiaa ja solujen véliset liitokset vdhenivédt. MDA-MB-361-linjan havaittiin
vastaavaa muutosta, mutta se oli heikompaa. MCF7-solujen vaéliset liitokset
véhenivédt. MDA-MB-231-linjassa taas havaittin pdinvastainen siirtyméa
mesenkymaalisesta kohti epiteelimdisempééa morfologiaa. MCF10A DCIS.com
soluissa ei havaittu muutosta. Hiljennyksen onnistuminen varmistettiin western

blot-menetelmélla (B).
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havaittiin talla tavalla tilastollisesti merkittava ero (kuva 11). Vertailu tehtiin
kahdesti, ja molemmilla kerroilla p-arvo kuvasti erittdain suurta tilastollista
merkittavyytta. MDA-MB-361 tapauksessa siis voidaan katsoa, etta visuaalisesti

hieman epavarmaa havaintoa tukee myds numeerisesti vakuuttava tulos.

Neg. ctrl silTGB1
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500- 500
—|_ ——
2 4004 2 4001
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S 300- & 300-
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© ©
E £
2. 1004 2. 100-
0' T O' T
Neg ctrl silTGB1 Neg ctri silTGB1
Riippumattomien otosten t-testi Riippumattomien otosten t-testi
p-arvo < 0,0001 p-arvo < 0,0001

Kuva 11. Kontrolli ja ITGB1-hiljennettyjen MDA-MB-361-solujen
keskimdédrdisten pinta-alojen ero. ITGB1-hiliennyksen  aiheuttama
morfologian muutos kvantifioitiin vertailemalla kontrolli- ja silTGB1-solujen
keskimé&éréisia pinta-aloja. Samalla suurennoksella otetuista
immunofluoresenssikuvista (solun pinnalla sijaitseva HER?2 vérjéttynd) mitattiin
pesékkeiden pinta-ala, ja se jaettiin tumien lukumdaéaréllé (varjéatty DAPI:lla).
Tilastollisesti merkittdvan tuloksen perusteella ITGB1-hiliennettyjen solujen

pinta-ala on noin kolmanneksen kontrolleja suurempi.
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2.3 E-kadheriini hajaantuvassa-fenotyypissa
2.3.1 ITGB1-hiljennyksen vaikutus BT474-linjan proteiinitasoihin

BT474-solulinjan ITGB1-geenin hiljennys siis tuotti alun perin epiteelisesta
solulinjasta hajaantuvan fenotyypin, joka ulkoisilta ominaisuuksiltaan muistuttaa
mesenkymaalista linjaa. Ensihavainnot herattavat epailyksen, etta hiljennys olisi
voinut kaynnistaa solulinjassa EMT:n tai taman kaltaisen prosessin. EMT on
oleellinen vaihe, kun karsinoomat alkavat invasoida ja muodostaa

etapesakkeita.

EMT-hypoteesia testattin western blot -menetelmalla siten, etta ITGB1-
hiliennettyjen (silTGB1) ja kontrollikasiteltyjen (neg. ctrl) BT474-lysaattien
proteiinitasoja verrattiin  keskenaan. Lysaateista tunnistettin vasta-aineilla
epiteelimarkkeri E-kadheriini ja mesenkymaalimarkkeri vimentiini (kuva 12).
Samalla varmistettiin, ettd hiljennys oli onnistunut vertailemalla neg. ctrl ja
silTGB1-lysaattien ITGB1-proteiinin maaria toisiinsa (kuva 12). Neg. ctrl -solut
ovat kayneet lapi samat vaiheet kuin silTGB1-solut, mutta niihin transfektoitu
siRNA ei sitoudu spesifisesti yhteenkaan solun lahetti-RNA:han. Toisin kuin itse
hiliennyskasittelyn, kontrollikasittelyn ei pitaisi vaikuttaa solun proteiinitasoihin,
joten sita kutsutaan negatiiviseksi kontrolliksi. Mahdolliset muutokset soluissa

olisivat talldin vain tyovaiheiden sivutuote.

Kuvasta 12 nahdaan, ettd ITGB1 hilientaminen on onnistunut ja ollut todella
tehokasta. Neg. ctrl -solujen lysaattien ITGB1-nauhat nakyvat selvasti, kun taas
silTGB1-solujen lysaateissa taman proteiinin maara on verrattain olematonta.
Hillennyksen onnistuminen tarkistettin  jokaisesta kokeissa kaytetysta
soluerasta, ja se toimi poikkeuksetta yhta tehokkaasti. Mesenkymaalista
merkkiproteiinia vimentiinia ei merkittavasti 10ytynyt BT474-soluista ennen
hiliennysta tai sen jalkeen (kuva 12). Kalvolla nakyvat verhomaiset varjaytymat
johtuvat siita, etta leimaamisessa kaytetyt vasta-aineet sitoutuvat vahaisissa
maarin myods epaspesifisesti. Vimentiinin maara oli siis lysaateissa niin
vahainen, ettd se ei ylitda tdman menetelman "taustaa” (engl. background). E-
kadheriinia,  epiteelisolujen  merkkiproteiinia, @ BT474-solut  puolestaan
ekspressoivat RNA-hiljennyksesta riippumatta (kuva 12). E-kadheriini-vasta-

aine kuitenkin leimasi kaksi erillistda nauhaa, joiden proteiinien koot siis
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poikkeavat hieman toisistaan. ITGB1-hiljennys lisasi merkittavasti kooltaan
suuremman E-kadheriinivariantin maaraa (kuvassa 12 ylempi nauha). Lisaksi
selvitettin  ITGB1-hillennyksen  vaikutus useiden mielenkiintoisten ja
mahdollisesti solumorfologiaan vaikuttavien proteiinien maaraan (kuva 12).
Hiljennyksen ei kuitenkaan western blotin avulla havaittu muuttavan muiden

kuin aiemmin mainittujen proteiinien ekspressiotasoja.

A N. ctrl siB1 N.ctrl siB1 N. ctrl siB1
ITGB1 I == — | ITGB1
. HER2
E-kadheriini ﬁ . E .
. , GGA2
' Smad3
.
GAPDH
vimentiini ITGB3
P-Smad3
GAPDH
- | 1TGB4
sYkliini D1 | g o s c— @l GAPDH
a-tubuliing [ SE—— e

Kuva 12. ITGB1-hiljennettyjen BT474-rintasyopédsolujen proteiini-
ekspressio western blot -menetelmalla. Integriini 1 hiljennettiin
onnistuneesti  silTGB1-soluista, silla proteiininauhat puuttuvat néista
lysaattinéytteista. BT474 silTGB1 -soluista tarkistettiin myos, vaikuttiko hiliennys
muiden  kiinnostavien  proteiinien  ekspressioon.  Vain  E-kadheriinin
ekspressiossa tapahtui jonkinlainen muutos. E-kadheriinivasta-aine vérjasi
kaksi erillistd nauhaa, joista proteiinikooltaan suuremmat maéré kasvoi, kun
ITGB1 hiliennettiin. Lysaattien vertailukelpoisuus varmistettiin a-tubuliinin ja

GAPDH:n vasta-ainevérjayksella.

Lysaattinaytteiden yhtasuuri annostelu varmistettiin varjagamalla western blot -

kalvolta o-tubuliini tai glyseraldehydi-3-fosfaattidehydrogenaasi (GAPDH).
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Useimmat solut ilmentavat naita tasaisesti, jatkuvasti ja runsaasti, minka takia

ne ovat hyvia latauskontrolleja vahvistamaan naytteiden vertailukelpoisuuden.

2.3.2 ITGB1-hiljennyksen vaikutus E-kadheriinin lokalisaatioon

Halusimme tarkastella E-kadheriinia hajaantuvassa BT474-fenotyypissa viela
tarkemmin, koska silTGB1-kasittelystd seurasi solujen valisten liitosten
vaheneminen ja western blot -kalvolle E-kadheriini muodosti kontrollista
poikkeavan kaksoisnauhan. E-kadheriinin maara ei Western blotin perusteella
vahentynyt hiliennyksen vaikutuksesta, vaikka solujen valinen kiinnittyminen
hairiintyi merkittavasti. Vertailimme BT474 kontrolli- ja silTGB1-solujen E-
kadheriinin lokalisaatiota toisiinsa immunofluoresenssimikroskopian avulla
(kuva 13). Nain yritimme selvittdd, minne E-kadheriini paatyy, kun soluliitokset
hairiintyvat. E-kadheriinin lisdksi kuvattavista soluista varjattiin aikaisen
endosomin antigeeni 1 (engl. early endosome antigen 1, EEA1). EEA1:n ja E-
kadheriinin lokalisoituminen samoille alueille viittaisi E-kadheriinin takaisin

ottoon eli endosytoosiin solun pinnalta.

Odotetusti  kontrollikasitellyissda BT474-pesakkeissa E-kadheriini esiintyi
valtaosin solukalvolla solujen valisilla rajapinnoilla (kuva 13). E-kadheriinin ja
EEA1:n lokalisoituminen samoille alueille oli vahaista. ITGB1-hiljennetyt BT474-
solut puolestaan paljastuivat heterogeeniseksi populaatioksi, silla solujen
muoto, liitosten maara ja E-kadheriinin sijainti vaihtelivat runsaasti. ITGB1-
hiljennetyjen solujen joukosta l0ydettiin kolme ryhmaa, joista ensimmainen
muistutti ominaisuuksiltaan kontrollikasiteltyja soluja. Toisessa ryhmassa
solujen muoto oli muuttunut mesenkymaalisen varttinamaiseksi ja ne olivat vain
valjasti kiinnittyneita toisiin soluihin, mutta E-kadheriini pysyi enimmakseen
solukalvolla. Kolmannessa ryhmassa solujen muoto vaihteli normaalista
pyoreahkoon, mika luultavasti riippui siita olivatko solut vastaavasti kiinnittyneita
vai ei. Tassa ryhmassa vaikutti silta, etta E-kadheriinia ja EEA1:ta lokalisoituu
huomattavasti samoille alueille. Ainakin kontrolliin ja kahteen muuhun ITGB1-
hiliennettyyn ryhmaan verrattuna ero naytti huomattavalta.
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Kuva 13. Immunofluoresenssivérjays ITGB1-hiljennettyjen BT474-solujen
E-kadheriinista ja EEA1:sta. Kontrollikdsitellyt solut muodostavat tiukkoja
pesékkeita, joissa E-kadheriini esiintyy pédasiassa solukalvolla. E-kadheriinia
lokalisoituu vain vdhédn samoille alueille kuin EEA1. ITGB1-hiliennetyt solut ovat
taas muodoltaan ja E-kadheriini-ekspressioltaan varsin heterogeenisid. Osa
muistutti kontrollisoluja, kun taas toiset olivat mesenkymaalisen muotoisia,
mutta E-kadheriini oli edelleen p&éosin solukalvolla. Lopuilla muoto vaihteli,
mutta E-kadheriini oli pdéasiassa solun siséllé ja lokalisoitui samoille alueille
kuin EEA1.

E-kadheriinin ja EEA1.n kolokalisoitumista (engl colocalization) BT474-linjassa
kvantifioitiin viela immunofluoresenssikuvista ImageJ-ohjelman avulla. Samassa

yhteydessa tehtiin  kolokalisaatioanalyysi myos lysosomeihin liitetty
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kalvoproteiini 1:lle (engl. Lysosome associated membrane protein 1, LAMP1),
jota ilmennetdan endolysosomaalisilla kalvoilla. E-kadheriinin ja LAMP1:n
lisaantynyt kolokalisaatio tarkoittaisi sita, ettd solu ohjaa E-kadheriinia
lysosomeihin hajotettavaksi. Analyysin perusteella E-kadheriinin kolokalisaatio
ei lisdanny kummankaan markkeriproteiinin kanssa, kun ITGB1 hiljennetaan
(kuva 14). Vastaava analyysi tehtiin myos MDA-MB-361-solulinjalle, jossa E-
kadheriinin ja EEA1:n kolokalisaatio ei kasvanut merkittavasti p-arvolla 0,4248.
E-kadheriinin ja LAMP1:n kolokalisaatio puolestaan vaheni hiljennyksen

vaikutuksesta, mutta tulos oli vain lievasti merkitsevan puolella p-arvolla 0,0311.
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Kuva 14. E-kadheriinin (vihred) ja EEA1:n (punainen) seka E-kadheriinin ja
LAMP1:n (violetti) kolokalisaatio ITGB1-hiljennetyissa BT474-soluissa.
Immunofluoresenssikuvista maéritettiin ImageJ-ohjelmalla, ettd muuttuuko E-
kadheriinin ~ kolokalisaatio aikaisten endosomien markkeri EEA1:n tai
lysosomimarkkeri LAMP1:n kanssa, kun BT474 soluista hiliennetdén ITGB1-
geeni. Analyysisté ei saatu tilastollisesti merkittdvéé tulosta. Otokset olivat toki

kohtuullisen pienia (n=8 per Kkésittely).

2.3.3 E-kadheriinin endosytoosi ITGB1-hiljennetyissa BT474-soluissa

Immunofluoresenssikuvien perusteella E-kadheriinia on runsaasti solun sisalla
ainakin osassa ITGB1-hiliennettyja BT474-soluja (kuva 13). E-kadheriinin
kolokalisaatio EEA1:n tai LAMP1:n kanssa ei viitannut siihen, etta tama johtuisi
endosytoosista, mutta tama haluttin viela varmistaa biotiini-pohjaisella
endosytoosikokeella. Menetelmassa solujen pintaproteiinit biotinyloidaan, ja
solujen annetaan ottaa naita sisaansa eripituisia aikoja. Maaritellyn ajan

kuluttua pinnan proteiineilta poistetaan biotiini-merkki, jolloin vain endosytoosiin
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aloittaneet proteiinit sailyttavat taman leiman. Solut hajotetaan, ja niista
eristetaan tutkittava pintaproteiini immunopresipitaation avulla. Western blot -
menetelmalla tunnistetaan naytteistd eristetty proteiini ja biotiini, joka on
edelleen Kkiinnittyneena solun sisdlla kayneissad proteiineissa. Naytteiden
suhteellisia  biotiinimaaria vertailemalla voidaan tehda johtopaatdksia

endosytoosin maarasta.

Pinnan totaali-E-kad -naytteista pinnalle jaanytta biotiinia ei ole poistettu, joten
sen signaali vastaa solukalvolla ollutta E-kadheriinia. Nama naytteet ovat
kuitenkin selvasti ylivalottuneita, vaikka tata on yritetty valttaa lataamalla niita
geelille vahemman. Koska pinnan totaali-E-kad-naytteiden biotiini-signaalin on
moninkertainen muihin naytteisiin verrattuna, voidaan silti paatella, etta
endosytoosin kay lapi vain pieni osa pinnan e-kadheriinista (30 minuutissa).

Tarkempiin kvantifiointeihin niitd ei voida kuitenkaan kayttaa.

Endosytoosikokeiden perusteella 1TGB1-hillennys ei ainakaan lisaa E-
kadheriinin endosytoosia aikavalilla 0-30 min (kuva 15). N&in ollen solun
sisainen E-kadheriini ITGB1-hiljennetyissa soluissa tuskin johtuu lisdantyneesta
sisdanotosta. Pikemminkin vaikuttaisi silta, ettd ITGB1-hillennys saattaisi
heikentaa E-kadheriinin endosytoosia varsinkin 30 minuutin naytteissa. Kovin
radikaaleja johtopaatoksia taman kokeen tuloksista ei voi tehda, silla erot eivat
ole kovin selvia. Kaksi toistoa riittaa korkeintaan hyvin selvien erojen
havaitsemiseen. Yhdessa endosytoosikoe ja kolokalisaatio analyysi viittaavat
siihen, etta joissakin BT474-soluissa sisalla oleva E-kadheriini ei luultavasti

johdu lisaantyneesta endosytoosista.
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Kuva 15. Biotiini-pohjaiset endosytoosikokeet E-kadheriinille ITGB1-
hiljennetyissd BT474-soluissa: western blotit ja niiden kvantifiointi. Soluun
sisddnotettua E-kadheriinia edustaa sen biotiinileimaus. Biotiinin m&éaréa
Suhteutetaan néytteen kokonais-E-kadheriinin, jolloin endosytoosia voidaan
vertailla suhteellisesti eri néytteiden Vvaélilla. Kvantifioinnissa sisdénotettu E-
kadheriini on normalisoitu 30 min silTGB1 -néytteen suhteen. Kontrolli- ja
silTGB1-kéasittelyjen viélilld ei huomata suuria eroja endosytoosin maarassa.
Ainoastaan 30 minuutin aikapisteessd huomataan silTGB1 ké&sittelyn ehké
hieman heikentéavéan E-kadheriinin sisdénottoa. Pinnan totaali-E-kad -néytteiden
biotiinia voidaan kéyttdé solukalvon E-kadheriinin mé&érén arvioimiseen, silla
pinnalle jaanytta biotiini-merkkid ei lopuksi poistettu. Né&ytteet ovat kuitenkin
selvasti ylivalottuneita, joten niistéd voidaan silmémaéaréaisesti paatellé vain, ettéa
pieni osa E-kadheriinista osallistuu endosytoosiin. Hiljennyksen onnistuminen

varmistettiin samasta soluerasta.

2.4 Toiminnalliset kokeet
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2.4.1 Hajaantuvan fenotyypin liikkkuminen ja jakautuminen

Kun ITGB1-hililennettyja elavia BT474-soluja kuvattiin valomikroskoopilla
ajastetusti (engl time-lapse microscopy) havaittiin, etta tama fenotyyppi liikkuu
runsaasti (kuva 16). Liike oli koko solun laajuista ja satunnaista. Ne myds
vetivat perassaan pitkia ja ohuita ulokkeita ikdan kuin jaisivat joistain kohdista
kiinni alustaansa. Kontrollikasitellyt solut olivat huomattavasti vahaliikkeisempia
eivatkd muodostaneet pitkia perassa laahaavia ulokkeita. Ne l|ahinna vain

liikahtelevat osana pesaketta.

siCTRL

silTGB1

Kuva 16. Ajastetulla mikroskoopilla otettu kuvasarja ITGB1-hiljennettyjen
BT474-solujen liikkumisesta. Kuvista ndhdéén, ettd ITGB1-hiliennetyt solut
liikkuvat huomattavasti kontrollisoluja enemmén. Kontrollisolut pysyvét tiiviisti
yhdessé ja nytkédhtelevét, kun taas hajaantuva fenotyyppi liikkuu satunnaisesti
ympdriinsd. Kuvasarja on pieni mutta edustava néyte laajemmasta videosta.
Tasséa esitetyt sarjat edustavat noin vuorokauden liikehdintdd samalla noin 250
um leveélla alueella. Kuvia otettiin Incucyte-jarjestelméllé kahden tunnin vélein

kuuden péivén ajan.

ITGB1-hiliennettyjen BT474-solujen migraatiota haluttiin vielda kvantifioida
haavanparantumiskokeella, jotta visuaaliselle havainnolle olisi my6s numeerista
tukea. Kokeen tasalaatuisuus varmistettin kayttamalla haavan tekemiseen
muotteja, joihin sopivan konfluentti solumaara voitin myds laskea tarkasti.
Haava kuvattiin samasta kohdasta paivittain. Haavanparantumiskoe vahvisti
aiemman visuaalisen vainnon: ITGB1-hiljennys lisdsi BT474-solujen migraatiota
tilastollisesti merkittavasti (kuva 17). Haavan pinta-ala oli ITGB1-hiljennetyissa

soluissa kolmen paivan jalkeen noin kolmanneksen pienempi kuin
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kontrollisoluissa. Lisdksi havaittiin, ettd hiljennetyt BT474-solut alkoivat,

kontrollisoluista poiketen, liikkua myos yksittaisina soluina (kuva 17).
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Kuva 17. Haavanparantumiskoe ITGB1-hiljennetyilla BT474-soluilla.
Kokeessa vertailtiin kontrolli- ja silTGB1-késittelyjen vaikutusta BT474-solujen
kykyyn liikkua ja sulkea "haava”. Haava, eli rako kahden solurintaman vélissé,
luotiin siirtdméllad muottiin sellainen maéré soluja, ettd muodostuu konfluentti
mutta yksikerroksinen solupesdke raon molemmin puolin. Solujen annettiin
liikkua kolme pé&ivaa. Haavan pinta-ala mitattiin nolla péivaa ja kolme péivéaa -
kuvista, ja ndmé suhteutettiin toisiinsa. ITGB1-hiljennetyt solut sulkivat haavan
nopeammin ja alkoivat, kontrollista poiketen, liikkua myés ykKsittain.
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Haavanparantumiskokeen vertailukelpoisuuden kannalta on oleellista, etta
solutyypit jakautuvat yhta nopeasti, silla haavan sulkeutuminen voi johtua
migraation ohella myds solujen lukumaaran kasvusta. ITGB1-hiljennettyjen ja
kontrollikasiteltyjen BT474-solujen proliferaatiota vertailtin WST-8-reagenssin
avulla. WST-8 on tetratsoliumsuola, joka pilkkoutuu formatsaani-variaineeksi
solun mitokondrion dehydrogenaasien toiminnan vaikutuksesta. Vapautuvan
formatsaanin maara on suoraan verrannollinen elinkelpoisten solujen
lukumaaraan. Variaineen muodostumista voidaan seurata mittaamalla

absorbanssi 450 nm:ssa.

BT474-solujen proliferaatiota seurattin 8 paivan ajan (kuva 18). ITGB1-
hiliennettyjen ja kontrollikasiteltyjen solujen jakautumisnopeuksien ei havaittu
poikkeavan toisistaan (kuva 18). Kaksi eri henkilda toisti kokeen yhteensa
kolme kertaa samoin tuloksin. Koska BT474-fenotyyppit jakautuvat yhta
nopeasti, haavanparantumiskokeessa tehty havainto nopeammasta haavan
sulkeutumisesta ei johdu lisdantyneesta proliferaatiosta. Voidaan siis katsoa,
ettd haavan sulkeutuminen kiihtyi nimenomaan nopeutuneen migraation

seurauksena.

—— Neg ctrl 3
3] —* silTGB1 T

Ay4s0 (Fold Change)
3%
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Kuva 18. BT474 silTGB1-fenotyypin proliferaatio. |TGB1-hiljennyksen
vaikutusta BT474-solujen proliferaatioon tutkittiin  kolorimetrisesti WST-8-
reagenssilla. Kontrollisolujen ja silTGB1-solujen jakautumisnopeudessa ei
havaittu merkittdvéé eroa tassé eika toistokokeissa.
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2.4.2 AlIB2-kiinnittymiskoe - johtuuko hajaantuva fenotyyppi integriini

B1:n tarttumis- vai signalointiominaisuuksista

BT474:n hajaantuvan fenotyypin varsinainen syy oli viela epaselva: miksi
ITGB1-geenin hiljentdaminen muuttaa solujen morfologiaa? Kysymysta haluttiin
rajata selvittamalla, mika ITGB1:ssa yllapitda normaalia epiteelistd morfologiaa.
Tarvitseeko BT474-solu sitd lahinnd signalointiin ja kiinnittymiseen, vai onko
sillda myds jonkinlainen tehtava telineproteiinina? Tata lahdettiin selvittdmaan
ITGB1:n monoklonaalisen vasta-aineen AlIB2:n avulla. AlIB2 inhiboi ITGB1:ta
sitoutumalla sen solun ulkoiseen domeeniin (Park ja muut 2006). Periaatteessa
siis AlIB2:n pitaisi sammuttaa ITGB1 -valitteinen signalointi ja muuttaa BT474:n
morfologiaa ITGB1-hiljennyksen tapaan, ellei ITGB1:lla ole myds jokin

telinetehtava solussa.

Kokeessa BT474 solut ja AllB2-vasta-aine lisattiin eri tavalla pinnoitetuille
alustoille, ja seurattiin visuaalisesti, mita soluille tapahtuu (kuva 19). Pinnoitteet
olivat seuraavat: BSA (engl. bovine serum albumin, naudan seerumin
albumiini), fibronektiini, kollageeni | ja ei pinnoitetta. BSA:lla pinnoitettuun
alustaan solujen ei pitaisi kiinnittya. Fibronektiini ja kollageeni | ovat puolestaan
ligandeja useille ITGB1-alayksikdn integriineille, joten AlIB2:n pitaisi hairita
kiinnittymista naihin pintoihin. Lisaksi yhdessa Kkasittelyssa BT474-solujen

annettiin kiinnittya pinnoittamattomaan alustaan ennen AlIB2:n lisaysta.

AlIB2 vaikutus BT474-soluihin vaihteli runsaasti eri pinnoituksien mukaan (kuva
19). BSA:han solut eivat odotetusti juuri kiinnittyneet. Yksittdiset alustaan
tarttuneet solut johtuvat luultavasti pinnoituksen paikallisesta epatasaisuudesta.
Fibronektiinille ja kollageeni I:lle siirretyt solut tarttuivat alustaansa ilman
AllB2:ta, kun taas vasta-aineen kanssa lisatyt solut eivat Kkiinnittyneet
olleenkaan. Kiinnostavana sivuhuomiona havaittiin, etta fibronektiiniin tai
kollageeni l.een tarttuneet Kkasittelemattomat BT474-solut muistuttavat
ulkomuodoltaan paljon ITGB1-hiljennyksessa syntyvaa hajaantuvaa fenotyyppia
(kuva 19). Etukateen muoville maljatut solut, joille AlIB2 lisattiin vasta maljausta
seuraavana paivana, eivat reagoineet vasta-aineeseen mitenkaan. Yhdessa

AllIB2:n kanssa siirretyt solut puolestaan hairiintyivat vasta-aineen lasnaolosta,
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silla kaikki solut eivat onnistuneet kiinnittymaan alustaansa. Lisaksi niita esiintyi
paljon yksittaisina soluina, mika on BT474-linjalle epatyypillistd. AllIB2:n ei siis
havaittu aiheuttavan varsinaista morfologian muutosta BT474-soluissa. Tama
viittaa siihen, etta ITGB1:n poistuminen BT474-soluista on edellytys morfologian
muutokselle. Pelkka signaloinnin ja tarttumisen inhibointi ei nayta riittavan, joten

ITGB1:lla saattaa olla jokin tehtava myos telineproteiinina.

Ei AlIB2:ta

AllIB21:10

Yksittain esiintyvia ja Tavallisia BT474:ia

irronneita soluja

Kuva 19. Inhiboivan monoklonaalisen ITGB1-vastaineen AllIB2:n vaikutus
BTA474-soluihin eri pinnoilla. AllIB2-avulla yritettiin replikoida ITGB1-
hiliennyksen aiheuttamaa morfologiaa BT474-soluissa. Vasta-aineen oikea
toiminta  vahvistettiin  kdyttdmélla erilaisia  pinnotteita. Solut tarttuvat
fibronektiiniin ja kollageeni Il.een, mutta AlIB2:n lisdys esti tarttumisen
inhiboimalla ITGB1-alayksikén reseptoreja. BSA:han solut eivédt kykene
tarttumaan. Muovilla AlIB2 héiritsi BT474-linjan Kkiinnittymistd alustaan ja
toisiinsa, mutta maljauksen jélkeen liséatylla vasta-aineella ei ole silmémééréista
vaikutusta soluihin. Ei havaittu vastaavaa morfologian muutosta kuin ITGB1-

hiliennyksella.

2.5 Hajaantuva fenotyyppi toistuminen sekvenssiltaan erilaisilla ITGB1:n
siRNA:illa

Kun tyoskennellaan RNA-hiljennyksen kanssa, on tarkeaa ottaa huomioon

siRNA:iden niin sanottu sivukohdevaikutus (engl. off-target effect). Talla
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tarkoitetaan siRNA:iden epaspesifisyytta, eli ne voivat vaikuttaa myos muiden
kuin suunnitellun kohdegeeninsd ilmenemiseen. Yleinen tapa kiertaa
sivukohdevaikutusta on kayttaa useita sekvenssiltaan erilaisia siRNA:ita. Jos
sama ilmié havaitaan usealla eri siRNA:lla, se luultavasti johtuu nimenomaan

kohdegeenin ekspression loppumisesta eika sivukohdevaikutuksista.

MyOs tassa erikoistydssa BT474-linjan hajaantuva fenotyyppi yritettiin toistaa
kolmella uudella ITGB1:n siRNA:lla (IDT-1, IDT-2 ja IDT-3 siRNA), joiden
sekvenssit poikkeava toisistaan ja alkuperaisesta (Qiagen siRNA). IDT:n
kolmen ITGB1-siRNA:n ei havaittu muuttavan BT474-solujen morfologiaa
samaan tapaan kuin Qiagenin ITGB1-siRNA (kuva 20). Visuaalisesti arvioiden
ne eivat poikkea kontrollista ollenkaan. Western blotin perusteella IDT-siRNA:t
hiliensivat ITGB1:n tehokkaasti (kuva 20). Korkeistaakaan (1, 10, 20 ja 40 nM)
pitoisuuksista huolimatta hiljennys ei kuitenkaan ollut ikina yhta voimakasta kuin
Qiagenin siRNA:lla. Joka tapauksessa vaikuttaa hyvin todennakdiselta, etta
BT474-linjassa havaittu hajaantuva fenotyyppi johtuu ITGB1-siRNA:n
epaspesifisista vaikutuksista tai naiden ja ITGB1-hiliennyksen yhdistelmasta.
Periaatteessa siis kaikkien aiemmin esitetyt tulokset voivat johtua osittain tai

kokonaan sivukohdevaikutuksista.

Koska paljastui, etta BT474-linjan muutos epiteelisesta  kohti
mesenkymaalisempaa morfologiaa johtuu luultavasti siRNA:n sivuvaikutuksista,
toistettiin myés MDA-MB-231-linjan ITGB1-hiliennykset uudella siRNA:lla. MDA-
MB-231 oli aiemmin reagoinut ITGB1-hillennykseen painvastoin kuin BT474:
mesenkymaaliset solut muuttui kohti epiteelimaisempada morfologiaa.
Mikroskooppikuvien perusteella uusi IDT-1-siRNA vaikutti MDA-MB-231-
soluihin samaan tapaan kuin Qiagenin siRNA, eli ulkomuoto muuttui
epiteelimaisemmaksi (kuva 21). Ero kontrolliin ei tosin ole kiistattoman selkea.
Ajan loppumisen takia MDA-MB-231-linjassa hiljennys ehdittiin toistaa vain
yhdella IDT:n siRNA:lla.
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Kuva 20. ITGB1-geenin hiljennykset BT474-linjassa kolmella IDT:n
siRNA:lla. Alunperin Qiagenin ITGB1-siRNA:lla BT474-linjassa toteutetut
hiliennykset toistettiin IDT:n sekvenssiltdan erilaisilla siRNA:illa. Nyt ITGB1-
hiliennetyt solut eivét silmamadaréaisesti poikkea kontrollisoluista, vaikka hiljennys
on western blotin perusteella onnistunut hyvin. On todennékdistéa, ettéd Qiagenin
SiRNA:n aiheuttama morfologian muutos johtui kokonaan tai osittain

sivukohdevaikutuksesta.
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sictrl 50 nM (Qiagen)

silTGB1
Qiagen
Sictrl silTGB1
Qjiagen IDT-1

silTGB1 50 nM (Qiagen) silTGB1 10 nM (IDT-1)

Kuva 21. ITGB1-geenin hiljennys MDA-MB-231-linjassa alkuperéiselld
(Qiagen) ja  sekvenssiltidn  poikkeavalla  (IDT-1)  siRNA:lla.
Silmémééréisestu arvioituna molemmat ITGB1-siRNA:t muuttavat MDA-MB-
231-solulinjan morfologiaa mesenkymaalisesta epiteelimaisempéaéan. Western

blot vahvistaa hiljennyksen onnistuneen tehokkaasti.
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3 Pohdinta

Erikoisty0ssa  tutkittin, miten ITGB1-geenin hiljentaminen  vaikuttaa
rintasyodpasolulinjojen, erityisesti BT474-linjan, morfologiaan, migraatioon ja
proteiinien ilmenemiseen. ITGB1-hiljennys muutti BT474-linjan epiteelimaisia
ominaisuuksia mesenkymaaliseen suuntaan. Vastaavia muutoksia havaittiin
myOs muissa rintasydpasolulinjoissa. Hiljennykselld oli vaikutuksia myods E-
kadheriinin ilmenemiseen. Western blot -kalvolla erottui kaksi erikokoista E-
kadheriiniproteiinia, ja immunofluoresenssivarjays paljasti ITGB1-hiljennetyilla
BT474-soluilla olevan useita fenotyyppeja suhteessa E-kadheriiniekspressioon.
Vaikka osassa silTGB1-soluista E-kadheriinia ei juuri esiintynyt solukalvolla,
sen endosytoosi ei ollut lisdantynyt koko populaation tasolla. E-kadheriinin
kolokalisaatioanalyysi EEA1:n ja LAMP1:n kanssa ei mydskaan antanut viitteita,
etta se siirtyisi endosomaaliseen kuljetukseen tai lysosomaaliseen hajotukseen.
ITGB1-hiljennys lisdsi BT474-linjan migraatiota mutta ei vaikuttanut
jakautumisnopeuteen. ITGB1-geeni hiljennettin  myds kolmella muulla
sekvenssiltdan poikkeavalla siRNA:lla, jolloin aiemmin havaittua morfologian
muutosta ei havaittu. Tama viittaa siihen, ettd ainakin osa erikoistyon tuloksista

johtuu siRNA:n sivukohdevaikutuksista.

Koska kaikki kokeet suoritettin Qiagenin siRNA:lla, sen sivukohdevaikutus
asettaa kaikki erikoistyon tulokset jossain maarin kyseenalaisiksi. Tassa kohtaa
onkin helppo todeta, etta on aina tarkeaa toistaa kokeet useammalla siRNA:lla.
Nain toimittiin myos tassa erikoistyossa. Rinnakkaiset siRNA:t olisi hyva ottaa
kayttoon riittdvan ajoissa, ettd mahdolliset epaspesifiset vaikutukset huomataan
aikaisessa vaiheessa, jolloin niihin voidaan myos reagoida paremmin. Toisaalta
on myoOs arvioitava, milloin tehty havainto on riittavan merkittava, etta
rinnakkaisiin siRNA:ihin ja toistokokeisiin on mielekasta kayttaa aikaa ja muita
resursseja. Toistokokeet kuitenkin tehdaan vain kokeille, joista on saatu

kiinnostavilta tai epavarmoilta vaikuttavia tuloksia.

Vaikka on todennakoista, ettd BT474:n hajaantuva fenotyyppi johtuu siRNA:n
epaspesifisyydesta, on viela poissuljettava erilaisten hiljennystehojen vaikutus.
Qiagenin ITGB1-siRNA:lla hiljensi aina kohdegeeninsa visuaalisesti arvioituna
aika lailla 100-prosenttisesti. IDT:n siRNA:t olivat myds tehokkaita, mutta ne
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jattivat kuitenkin jonkin verran B1-integriinia soluihin. On mahdollista etta
hajaantuvan fenotyypin ilmeneminen edellyttdaa ITGB1:n kokonaisvaltaista
poistamista. ITGB1-hiljennys toistettiin myos korkeammilla 20 nM:n ja 40 nM:n
pitoisuuksilla, mutta hiljennysteho ei merkittavasti parantunut. Yksinkertaisin
tapa varmistua asiasta lienee ITGB1:n poistaminen CRISPR-Cas9-tekniikalla,
mutta sita ei erikoistydon aikana ehditty saattamaan loppuun. CRISPR-Cas9-
menetelma tosin karsii myods samasta sivukohdevaikutuksien mahdollisuudesta.
Huomautetaan vield, ettd hajaantuva fenotyyppi onnistuttiin toistamaan
Qiagenin ITGB1-siRNA:lla my6s IDT-siRNA-hiljennyksien jalkeen. Nain ollen

ero ei selity silla, ettd BT474-linja olisi muuntunut erikoistyon aikana.

Seuraavaksi olisi selvitettava, mihin geeneihin Qiagenin ITGB1-siRNA
hajaantuvassa fenotyypissa vaikuttaa. Varma tapa selvittda asia olisi vertailla
kontrolli- ja silTGB1-solujen RNA-tasoja RNA-sekvensoinnilla, mutta ainakin
erikoistyon suorittamisen aikaan (2016—2017) se oli viela kohtuullisen kallista.
Qiagen itse ehdottaa kahta geenid, joihin heidan ITGB1-siRNA:nsa voi
vaikuttaa epaspesifisesti: PWWP2A ja ARHGEF10. PWWP2A on kromatiiniin
sitoutuva transkription saatelija, joka ohjaa ihmisessa mitoosin etenemista (Link
ja muut 2018). ARHGEF10 puolestaan saatelee E-kadheriinin saatavuutta ja
stabiilisuutta (Welsh 2014). Sitd pidetdan myos tuumorisuppressorigeenina
haiman duktaalisessa adenokarsinoomassa (Joseph ja muut 2019).
ARHGEF10 vaikuttaa hieman lupaavammalta ehdokkaalta, koska Qiagenin
siRNA:lla tehty hiljennys vaikutti soluliitoksien maaraan ja E-kadheriinin sijaintiin
BT474-linjassa. Nama muutokset voisivat periaatteessa johtua ARHGEF10:n
kuvatun toiminnan hairiintymisesta. Taman hypoteesin testaaminen vaatisi toki

lisatutkimuksia.

Kaikesta huolimatta vaikuttaisi silta, ettd nimenomaan ITGB1-geenin
hilientaminen muutti kuitenkin MDA-MB-231-linjan morfologiaa. Tama tulos ei
ollut aivan selva, koska ero ei ollut suuri, arvio tehtiin 1ahinna silmamaaraisesti
ja kaytettiin vain yhtd IDT:n siRNA:ta. Qiagenin ja IDT:n ITGB1-siRNA:lla
kasitellyt MDA-MB-231 solut muistuttivat kuitenkin enemman toisiaan kuin
kontrollia. Taman varmistamiseksi MDA-MB-231 ITGB1-hiliennys olisi hyva
viela toistaa kaikilla neljalld siRNA:lla, ja yrittdd I0ytda tapa kvantifioida
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muutosta. Periaatteessa on mahdollista, ettda esimerkiksi hieman erilaiset

konfluenssit voivat hairitd siimamaaraista arviointia.

Erikoistydssa ei saatu selville, miksi Qiagenin ITGB1-RNA:lla tehty hiljennys
tuottaa western blot kalvolle toisen E-kadheriininauhan, tai mika se on.
Vastaavia kaksoisnauhoja olivat I0ytaneet muutkin, ja he kutsuivat
proteiinikooltaan suurempaa prosessoimattomaksi E-kadheriiniksi (Fujita ja
muut 2002; Yang ja muut 2006). E-kadheriini tuotetaan 135 kDa:n
esiasteproteiinina, josta leikataan N-terminaalinen osa pois (Beavon 2000).
Esiaste-E-kadheriinin leikkaaminen on valttamatonta sen oikealle toiminnalle,
eikd leikkaamatonta muotoa edes toimiteta trans-Golgista solukalvolle asti
(Ozawa ja Kemler 1990; Geng ja muut 2012). Immunofluoresenssikuvissa nahty
solun sisainen E-kadheriini, jota oli runsaasti ITGB1-soluissa, voisi nain olla
prosessoimatonta muotoa, joka ei paase solukalvolle. Tama selittaisi myos
tuloksen kolokalisaatioanalyysista, jossa silTGB1-kasittely ei lisannyt E-
kadheriinin esiintymistda EEA1:n tai LAMP1:n laheisyydessa, vaikka solun
sisdinen E-kadheriini vaikutti lisdantyvan. Solun sisdinen E-kadheriini ei siis

johtuisi endosytoosista, vaan hairidsta esiasteen kasittelyssa.

Kolokalisaatioanalyysin ja endosytoosikokeen tulokset sinansa sopivat yhteen
esiaste-E-kadheriinihypoteesin kanssa, mutta on huomautettava ongelmista
niiden toteutuksessa. Ensinnakin kumpikaan koe ei ota huomioon
immunofluoresenssikokeen havaintoa, ettd silTGB1-kasittely tuotti useita
erilaisia populaatioita, joissa E-kadheriini kayttaytyi eritavalla. Epaselvaa on
myos se, miksi naita erilaisia populaatioita edes syntyi. Biologisten tulosten
vaihtelu on toki tyypillista, eika valttamatta edellyta suuria toimenpiteita. Nain
vahilla tiedoilla eri fenotyypeistd oli kuitenkin luotettavampaa ja
yksinkertaisempaa kasitella eri populaatioita yhtena ryhmana. Lisaksi
molemmissa kokeissa toistomaarat ovat viela liian pienet. Varsinkin E-
kadheriinin endosytoosikokeen kaksi toistoa on viela taysin riittamaton
kunnollisiin johtopaatoksiin, ja sen tilastollinen kasittely olisi yliampuvaa. Joskus
kokeen ei-merkitseva tulos voi jopa paljastua tilastollisesti merkitsevaksi ihan
vain toistomaaraa kasvattamalla. Tassa vaiheessa tuloksia tulisi ehka nimittaan

alustaviksi.
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E-kadheriinin endosytoosikokeessa kaytettyja aikapisteitda on myds hieman
kritisoitava. Ne oikeastaan valittiin mielivaltaisesti. Ennen kokeen suorittamista
ei ollut mitéan kasitysta, kuinka kauan E-kadheriinin endosytoosissa kestaa.
Ehka esimerkiksi pidemmilld (yli 30 min) endosytoosiajoilla tulisi selvemmin
esille, onko kontrollin ja silTGB1-solujen sisaanotetun E-kadheriinin maarassa
eroja. Tilanne saattaa ollakin juuri tama, silla 30 minuutin kohdalla jonkinlaista
eroa alkoi muodostua kontrollin ja silTGB1:n valilla. Lyhyempia aikoja ei
kuitenkaan tarvitse enaa kokeilla, koska lyhyemmillda ajoilla ei tunnistettu

havaittavaa maaraa sisaanotettua E-kadheriinia.

Maljan kaksiulotteinen in vitro -ymparistd on eldinsoluille epatyypillinen, joten
niiden kayttaytyminen saattaa poiketa paljon verrattuna kudosymparistoon. Nain
ollen on tarkeaa pyrkia toteuttamaan kokeita myos kolmiulotteisesti ja
mielellddn jopa in vivo. Erikoistydon aikana yritettiin esimerkiksi tarkastella
silTGB1 BT474-solujen morfologiaa kolmiulotteisessa matrigeelissa, mutta siina
ei onnistuttu toivotusti. Tama linja jakautuu varsin hitaasti, jolloin silTGB1-
hiliennys ehtii hiipua, ennen kuin pesakkeet ovat kasvaneet riittdvan suuriksi.
Ensisijaisesti pyrittiin tarkastelemaan hajaantuvan fenotyypin morfologiaa ja
migraatiota. Taman ongelman voi valttdd CRISPR-Cas9-tekniikalla, jolla haluttu
proteiini saadaan poistettua pysyvasti. ITGB1-poistogeenistda BT474-linjan
valmistus tosiaan aloitettiin, mutta ei sita ehditty saattamaan loppuun

erikoistyon aikana.

Erikoistydssa kokeiltiin myds jonkinlaista in vivo -koetta, kun silTGB1 BT474-
soluja injektoitiin seeprakalan (Danio rerio) alkioihin. Nain oltaisiin voitu
esimerkiksi vertailla kontrolli- ja silTGB1-solujen migraatiota ja invaasiota.
Kummatkaan solut eivat kuitenkaan selvinneet tassa malliorganismissa riittavan

kauan, jotta kokeesta oltaisiin saatu edes jonkinlaisia tuloksia.

Yhteenvetona I0ydettin  useista rintasyOpasolulinjoista tavanomaisesta
poikkeavia fenotyyppeja. Mika fenotyypit aiheuttaa, jaa kuitenkin suuressa
osassa epaselvaksi, silla ITGB1-geenin lisaksi sivukohdevaikutus hiljensi
soluista my0Os ainakin yhden toistaiseksi tuntemattoman geenin. Ensisijaisen
tarkeaa olisi selvittaa, mita soluista on poistettu, jotta pystytaan arvioimaan
muiden tulosten merkittavyytta. Tuntemattoman geenin poisto, yhdessa tai
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yksin ITGB1-geenin, lisasi tarkemmin tutkitun rintasyopasolulinjan liikkkuvuutta,
joten silla voi olla merkitysta rintasyovan leviamisessa. Kun syOpien
levittaytymista opitaan tulevaisuudessa tuntemaan paremmin, voidaan niiden

hoitamiseksi kehittaa entistd tehokkaampia ja kohdennetumpia hoitoja.
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4 Materiaalit ja menetelmat
4.1 Solujen kasvatus

BT474-solut (ATCC HTB-20) kasvatettin RPMI-1640-mediumissa (Sigma-
Aldrich R5886), johon oli lisatty 10 % (V/V) naudan sikion seerumia (engl. fetal
bovine serum, FBS, Sigma-Aldrich F7524), 10 mmol L-glutamiinia (Sigma-
Aldrich G7513) ja 1 % (V/V) penisilliini/streptomysiinia (Sigma-Aldrich P0O781).
MDA-MB-361-solut (ATCC HTB-27) kasvatettiin Dulbecco’s modified essential
medium -mediumissa (Sigma-Aldrich D5796), johon oli lisatty 20 % (V/V)
FBS:a, 10 mmol L-glutamiinia ja 1 % (V/V) penisilliini/streptomysiinia. MCF7-
(ATCC HTB-22) ja MDA-MB-231-solut (ATCC HTB-26) kasvatettiin Dulbecco’s
modified essential medium -mediumissa, johon oli lisatty 10 % (V/V) FBS:a, 10
mmol L-glutamiinia ja 1 % (V/V) penisilliini/streptomysiinia. MCF10A DCIS.com
-solut (saatu kuten Pietila ja muut 2019) kasvatettin DMEM/F12 -mediumissa
(Invitrogen #11330-032), johon oli lisatty 5 % (V/V) hevosen seerumia
(Invitrogen #16050-122), 20 ng/ml ihmisen epidermaalista kasvutekijaa (Sigma-
Aldrich E9644), 0,5 mg/ml hydrokortisonia (Sigma-Aldrich H0888), 10 ng/ml
koleratoksiinia, 10 pg/ml insuliinia (Sigma-Aldrich 19278) ja 1 % (V/V)

penisilliini/streptomysiinia.

Solut kasvatettiin 37 °C:ssa 5 %:n hiilidioksipitoisuudessa. Mediumi pestiin pois
fosfaattipuskuroidulla suolaliuoksella (engl. phosphate buffered saline, PBS,
Sigma-Aldrich D8537) ja solut irrotettiin trypsiini—etyleenidiamiinitetraetikka-
hapolla (engl. ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA, Sigma-Aldrich T4174).

4.2 RNA-hiljennykset

Transfektiot toteutettin  Lipofectamine RNAiIMAX-reagenssilla (Invitrogen
13778). RNAIMAX ja ja siRNA sekoitettiin erillisiin putkiin, joissa oli Opti-MEM
reduced serum medium -mediumia (31985 Gibco). Putket yhdistettiin, ja seosta
inkuboitiin 10 minuuttia huoneenlammdssa. Transfektioseos lisattiin solujen
paalle niiden tavanomaiseen mediumiin, joka vaihdettin juuri ennen
transfektiota. RNAIMAX:n loppupitoisuus solujen paalla oli 0,2 % (V/V), siRNA:n
50 nM (IDT:n siRNA:iden kanssa 1-40 nM) ja OptiMEM:n 20 %. Kaytettyjen
siRNA:iden tiedot on esitetty taulukossa 1. Transfektion annettiin tapahtua kaksi
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vuorokautta tai viikonlopun yli, minka jalkeen solut jaettiin ja/tai medium

vaihdettiin.
Taulukko 1. Transfektioissa kaytetyt siRNA:t
siRNA juosteparin sekvenssit Valmistaja
Luettelo #

FlexiTube siRNA | 5-AGAUGAAGUUAACAGUGAATT-3 Qiagen,
Hs ITGB1_9 5’-UUCACUGUUAACUUCAUCUGT-3’ S102662590
TriFECTa Kit | 5-~ACUCUUGUCAGCUAAGGUCACA IDT
DsiRNA duplex UTG-3 153303114
hs.Ri.ITGB1.13.1 | 5-CAAUGUGACCUUAGCUGACAAG

AGUAA-3
TriFECTa Kit | 5-UUGGUGGCAUUGUUUUACCAAA IDT
DsiRNA duplex UGA-3 153303111
hs.Ri.ITGB1.13.2 | 5-UCAUUUGGUAAAACAAUGCCAC

CAAGU-3
TriFECTa Kit | 5-GACUGUUCUUUGGAUACUAGUA IDT
DsiRNA duplex CTT-3 153303108
hs.Ri.ITGB1.13.3 | 5-AAGUACUAGUAUCCAAAGAACAG

UCAC-3
Allstars negative | Ei ilmoitettu Qiagen
control 1027281

4.3 Proteiinitasojen tunnistaminen Western blot -menetelmalla

Solujen medium pestiin pois PBS:1l4, ja ne hajotettiin lyysauspuskurilla (50 mM
Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 0,5% triton X-100, 0,5% glyseroli, 1%
natriumdodekyylisulfaatti (SDS), complete protease inhibitor tabletti (Roche),
phos-stop tabletti (Roche)). Lysaatti kaavittin maljoilta Eppendorf-putkiin,
naytteita sonikoitin 5 minuuttia 30 sekunnin jaksoilla ja tauoilla. Lysaattien
proteiinipitoisuus maaritettiin tarvittaessa DC protein assay:n (BioRad) avulla
valmistajan ohjeiden mukaisesti. Naytteisiin lisattin SDS-naytepuskuri, ja niita
inkuboitiin 10 minuuttia 90 °C. Naytteet ajettiin 4-20 % Mini-PROTEAN TGX

Gel -geelilla, ja erotellut proteiinit siirrettiin nitroselluloosamembraanille Trans-
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Blot Turbo Transfer System -laitteella (BioRad). Membraanit blokattin 5 %
(m/V) maitojauhe—TBST:ssa (Tris-puskuroitu suolaliuos ja 0,1 % Tween 20)
heilutuksessa 30 minuuttia. Membraania inkuboitiin primaari-vasta-aineessa
yon yli 4 °C lampdtilassa. Seuraavana paivana membraani pestiin TBST:lla 3
kertaa 5 minuutin inkubaatiolla heilutuksessa huoneenlammdssa. Membraani
siirrettiin  sekundaarivasta-aineeseen, ja sita inkuboitin 1 h pyorittimessa
huoneenlammdssa. Membraanin kolme TBST-pesua toistettiin, minka jalkeen
se skannattin Odyssey-infrapunakuvauslaitteella (LI-COR). Vasta-aineet

laimennettiin Odyssey Blocking Buffer:n ja PBS:n 1:1 -seokseen.

Kaytetyt vasta-aineet ja laimennussuhteet olivat seuraavat: integrin g1, rabbit,
AAbcam, ab183666, 1:1000; integrin B3, rabbit, CST, 4702S, 1:1000; integrin
B4, mouse, Abcam, ab29042, 1:1000; E-cadherin, mouse, Abcam, ab1416,
1:500; a-tubulin, mouse, Hybridoma bank, 1:3000; GAPDH, mouse, Hytest
Ltd., 5G4 Mab6C5, 1:2000; vimentin, mouse, Santa Cruz, sc-6260; cyclin D1,
mouse, Santa Cruz, 72-13G, 1:1000; HER2, mouse, Invitrogen, MA5-14057,
1:1000; GGA2, mouse, BD Biosciences, 612612, 1:1000; anti-mouse IRDye
800CW, donkey, LI-COR, 926-32212, 1:2000; anti-mouse IRDye 680RD,
donkey, LI-COR, 926-68072, 1:2000; anti-rabbit IRDye 800CW, donkey, LlI-
COR, 926-32213, 1:2000; anti-rabbit IRDye 680RD, donkey, LI-COR, 926-
68073, 1:2000.

4.4 Solujen kuvaus, varjaykset ja kolokalisaatioanalyysi

Valomikroskooppikuvat otettiin EVOS fl -mikroskoopilla. Ajastettu kuvaus tehtiin
Incucyte-jarjestelmalla (Essen BioScience), jolla soluja kuvattin samoista

kohdista kahden tunnin valein viikon ajan.

Immunofluoresenssikuvausta varten solut siirrettin p-slide 8 well -liuskalle
(Ibidi). Medium pestiin pois PBS:lla, ja solut fiksattin 4 % (m/V)
paraformaldehydillda PBS:ssd huoneenlammdssa 15 minuuttia. Fiksausaine
pestiin pois PBS:lla kolme kertaa. PFAH vaimennettin 50 mM NH4Cl:lla 15
minuuttia huoneenlammdssa. Solut muutettiin lapaiseviksi inkuboimalla 15
minuuttia huoneenlammdssa 0,3 % (V/V) Triton X-100:ssa, joka oli sekoitettu 30
% (VIV) hevosen seerumiin PBS:ssa. Primaarivasta-aineet ja sekoitettiin 30 %

(V/V) hevosen seerumiin PBS:ssa, ja soluja inkuboitiin seoksessa yon yli 4 °C
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lampotilassa. Vasta-aineseos pestiin pois PBS:lla kolme kertaa, ja soluja
inkuboitiin 1h huoneenldammdssa sekundaarivasta-aineissa ja DAPl:ssa (4’,6-
diamidino-2-fenyyli-indoli, 1:1000), jotka oli sekoitettu 30 % (V/V) hevosen
seerumiin PBS:ssd. Lopuksi pestiin solut kolme kertaa ja jatettin PBS:aan.

Kuvat otettiin Zeiss LSM780 -konfokaalimikroskoopilla.

Immunofluoresenssivarjayksissa kaytettiin seuraavia primaarivasta-aineita: E-
cadherin, mouse, Abcam, ab1416, 1:300; E-cadherin, rabbit, Cell Signaling,
3195S, 1:300; EEA1, goat, Santa Cruz, sc-6415, 1:50; LAMP1, mouse, Santa
Cruz, sc-20011, 1:50, HER2, mouse, Thermo Fisher Scientific, MA5 14057,
1:400. Sekundaarivasta-aineina kaytettin Thermo Fisher Scientificin vasta-
aineita 1:300 laimennoksella. Naita olivat: anti-mouse AlexaFluor 488, anti-
rabbit AlexaFluor 488, anti-mouse AlexaFluor 568, anti-goat AlexaFluor 568 ja

anti-mouse AlexaFluor 647.
4.5 Kolokalisaatioanalyysi ja solujen keskimaaraisen pinta-alan mittaus

Tutkittaville soluille tehtiin immunofluoresenssivarjays, ja ne kuvattiin Zeiss
LSM780 -konfokaalimikroskoopilla. ImageJ-ohjelmalla kuvien fluoresenssi-
signaalit jaettin omille kanavilleen aallonpituuden perusteella. Pearsonin
korrelaatio kerroin laskettiin eri kanavien valilta coloc2-liitannaisohjelman avulla
oletusasetuksilla. Saaduille korrelaatiokertoimille tehtiin riippumattomien otosten

t-testi GraphPad Prism -ohjelmalla.

MDA-MB-361-solujen keskimaarainen pinta-ala mitattiin
immunofluoresenssikuvista, jotka oli otettu Zeiss LSM780:11a solun keskitasosta.
Kaikki kuvat otettiin samalla objektiivila 40x objektiivilla. Imaged-ohjelmalla
rajattiin manuaalisesti yli kolme solua sisaltavat pesakkeet, ja saatu pinta-ala
jaettiin tumien lukumaaralla. Eri tavalla kasiteltyjen solujen keskimaaraisia pinta-
aloja vertailtiin toisiinsa GraphPad Prism -ohjelman riippumattomien otosten t-

testilla.
4.6 E-kadheriinin biotiinipohjainen endosytoosikoe

Ennen kokeen aloittamista solut hiljennettiin 4.2-luvussa kuvatulla tavalla ja
jaettin tdman jalkeen tasaisesti pienemmille 6 cm maljoille. Seuraavana

paivana maljat aseteltiin jaille, ja medium pestiin pois kylmalla PBS:lla. Solun
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pintaproteiinit leimattin 0,5 mg/ml EZlink cleavable sulfo-NHS-SS-biotin -
valmisteella (Thermo Fisher Scientific 21331), joka oli liuotettu jaakylmaan
Hanks’ Balanced Salt solution -liuokseen (Sigma-Aldrich H9269). Soluja
inkuboitiin tassa seoksessa jailla 30 minuuttia. Biotiiniliuos poistettiin, ja
endosytoosin annettiin kaynnistya lisaamalla 37 °C lammintd seerumitonta
mediumia. Solut pidettiin tassa lampdotilassa naytteesta riippuen 0-30 minuuttia,
mutta 0 minuuttia -nayte pidettiin jailla, ja biotiinin tilalle vaihdettiin jaakylma
seerumiton medium. Kun naytteen endosytoosiaika tuli tayteen, solut siirrettiin
jaille, medium imettiin, ja pinnalle jaanyt biotiini poistettin 60 mM natrium-2-
merkaptoetaanisulfonaatilla (MesNa) MesNa-puskurissa (50 mM Tris-HCI pH
8,6; 100 mM NaCl; 1 mM EDTA; 0,2 % (m/V) BSA). Pinnan totaali E-kadheeri -
naytteet kasiteltiin kuten 0 minuuttia, mutta Mesnan sijasta soluille lisattiin vain
Mesna-puskuria. Kun kaikki aikapisteet olivat tdssa vaiheessa, soluja inkuboitiin
jailla viela 30 minuuttia. MesNa vaihdettiin 100 mM jodiasetamidiin PBS:ss4, ja
inkuboitiin 15 minuuttia jailla. Jodiasetamidi poistettiin, ja solut hajotettiin
kaapimalla lyysauspuskurissa (50 mM Tris-HCI pH 7,5; 1,5 % (V/V) Triton X-
100; 100 mM NaCl, complete protease inhibitor tabletti (Roche), phos-stop
tabletti (Roche)).

Lysaatit siirrettin Eppendorf-putkiin ja pyoriteltin 30 minuuttia 4 °C, minka
jalkeen ne sentrifugoitiin (10000 g, 10 min, 4 °C). Saastettyihin supernatanttiin
lisattin  E-kadheriinivasta-ainetta (Abcam, ab1416, 1:50) immunosaostusta
varten, ja inkuboitin 4°C:ssa pydrityksessa yon yli. Seuraavaksi lysaatteja
inkuboitiin  Protein G Sepharose -helmissa (GE Healthcare) 2 h 4 °C
pyorityksessa. Helmet oli ennen tata pesty kolme kertaa 1:3 lyysauspuskuri—
PBS-seoksella. Lyysauspuskuri-PBS-pesut toistettiin inkubaation paatyttya.
Pesujen jalkeen proteiinit eluoitin  helmista ei-pelkistavalla Laemmli-
naytepuskurilla. Naytteet denaturoitiin 100 °C 7 minuuttia heiluttaen. Western
blot suoritettin  kuten 4.3-luvussa, mutta biotiini havaittin anti-biotin
horseradishperoxidase-linked Ab -vasta-aineella (Cell Signaling Technology
#7075) kemiluminesenssimenetelmalld (engl. enhanced chemiluminescence).
Aikapistenaytteiden  E-kadheriinin  kokonaismaara tarkistettin  samalta

membraanilta Odyssey-infrapunakuvauslaitteella. Proteiinitasot kvantifioitiin
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ImagedJ-ohjelmalla, ja biotiinin maara normalisoitiin kyseisen naytteen E-

kadheriinin kokonaismaaraan.
4.7 Haavanparantumiskoe

6-kuoppalevyn kaivoihin aseteltiin silikoniset scratch-insertit (Ibidi). Kuhunkin
insertin  kuoppaa siirrettin 120 000 solua, ja niiden annettiin kiinnittya
alustaansa vuorokauden. Sopiva solumaara oli maaritetty aiemmin
silmamaaraisesti. Seuraavana paivana insertit irroitettiin varovasti, ja kuvattiin 0
paivan kuvat. Haavan parantumista kuvattiin vuorokauden valein viikon ajan
samasta kohdasta. Haavan pinta-ala mitattiin valomikroskooppikuvista (EVOS
fl) Imaged-ohjelmalla. Viimeisen paivan haavan pinta-ala jaettiin 0-paivan
haavan pinta-alalla, ja kontrolli- seka silTGB1-kasiteltyjen solujen Ilukuja

vertailtiin GraphPad Prism -ohjelman riippumattomien otosten t-testilla.
4.8 Proliferaatiokoe

Kontrolli- tai silTGB1-hiljennettyja soluja siirrettiin 96-kuoppalevylle 3000 solua
per kuoppa 100 ul tilavuuteen. Taustana kaytettin RPMI-1640-mediumia, ja
haihtumisen vahentamiseksi testikuopat ympardéitin PBS-kuopilla. Solujen
annettiin kasvaa 1, 4 tai 8 paivaa. Kun solut olivat kasvaneet nimetyn ajan, niille
lisattiin 10 yl WST-8-reagenssia (Sigma-Aldrich 96992) ja inkuboitiin 2h 37°C 5
% hiilidioksidissa. Kunkin kuopan absorbanssi mitattin 450 nm. Kunkin
solukuopan absorbanssista vahennettiin soluttoman taustan absorbanssi. 4 ja 8
d absorbanssilukemat normalisoitin 1 d absorbanssiin. Proliferaatiokayra

piirrettiin GraphPad Prism ohjelmalla.
4.9 AlIB2-kiinnittymiskoe

Kokeen aloitusta edeltdvana paivana pinnoitettiin 48-kuoppalevyn kuoppia 1 %
(m/V) BSA:lla, 10 pg/ml fibronektiinilla tai 10 ug/ml kollageeni l:lla PBS:ssa.
Lisaksi osaan pinnoittamattomista kuopista lisattin 20000 BT474-solua

kiinnittymaan ennen koepaivaa. Inkuboitiin yon yli 37 °C.

Koepaivana pinnoittamattomiin, BSA-, fibronektiini- tai kollageeni | -kuoppiin
siirrettiin 20000 BT474-solua, joita oli inkuboitu 15 minuuttia huoneenlammaossa
koemediumissa (vain 1 % (V/V) FBS) ja AllB2-vasta-aineessa (Hybridoma
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bank; 0, 1:50, 1:25 tai 1:10). Maljauksen jalkeen kuoppiin lisattiin vasta-ainetta
puolet inkubaatiossa kaytetysta (0, 1:100, 1:50 tai 1:20). Valmiiksi maljatuille
soluille vaihdettiin koemedium ja lisattiin AlIB2-vasta-aine. Soluja kasvatettiin

koemedium—AlIB2:ssa seuraavaan paivaan ja kuvattiin EVOS fl -mikroskoopilla.
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