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Eksosomit ovat pienid solunulkoisia vesikkeleitd, jotka toimivat viestinvalittdjind solujen
vélilld vaikuttaen vastaanottajasolun aineenvaihduntaan ja geenien ilmentymiseen.
Eksosomien tuotannon on todettu muuttuneen monissa sairauksissa kuten syovissi,
missi ne voivat muuttaa ympéariston syovélle suotuisammaksi vaikuttaen taudin syntyyn,
aggressiivisuuteen ja levidmiseen. Solunsisdisiin kalvokuljetuksiin osallistuvat Rab-
proteiinit ovat keskeisessd osassa eksosomien biosynteesissd. Téssd erikoistyOssd
tutkittiin kahta Rab-proteiinia, Rab27A:ta ja Rab35:td, seki selvitettiin niiden toiminnan
héirinndn vaikutuksia korkean pahanlaatuisuusasteen seroosin tyypin munasarjasyovéan
(HGSOC) soluissa.

Erikoistyossd kéytettiin  solumalleina kaupallisia solulinjoja ja potilasperiisid
soluviljelmid. Kattavien karakterisointien perusteella valituista soluista hiljennettiin
Rab274 ja Rab35 -geenit lentivirusvilitteisilli shRNA-molekyyleilld. Geenien
transkripition ja translaation hiljentymisen onnistuminen varmistettiin Tagman qRT-
PCR- ja Western Blot-menetelmilli. Lopuksi tutkittiin hiljennyksen mahdollisia
vaikutuksia solujen ulkonékdon, litkkumiskykyyn ja eksosomien tuotantoon.

Tyon tuloksena saatiin valmistettua kaksi solulinjaa, joista pystyttiin todentamaan
kummankin kohdegeenin hiljentyminen. Rab27A4:n hiljentdminen aiheutti muutoksia
solujen ulkonddssd ja myds eksosomituotannon havaittiin vahentyneen. Tahdn mennessi
tehtyjen kokeiden perusteella Rab35:n hiljentdmiselld ei ole havaittu samankaltaisia
muutoksia soluissa. Koska eksosomien on ehdotettu olevan potentiaalisia kohteita syovin
diagnoosissa ja hoidoissa, vihemmdn eksosomeja tuottavia soluja voitaisiin kayttdd
solumalleina jatkotutkimuksissa eksosomien rooleista syovan mikroymparistossa.

Avainsanat: Eksosomi, HGSOC, Rab27A, Rab35
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Lyhenteet

EE:

EV:
HGPSC:

HGSOC:
ILV:

kDa:
LE:

MVB:
shRNA:

WB:

early endosome eli varhainen endosomi, joka muodostuu endosytoosissa
solun sisdpuolelle ldhelld solukalvoa

extracellular vesicles eli solunulkoiset kalvorakkulat

high grade pelvic serous carcinoma eli lantion seudun korkean
pahanlaatuisuusasteen seroosin tyypin epiteeliperdinen syopa

high grade serous ovarian carsinoma eli korkean pahanlaatuisuusasteen
seroosin tyypin munasarjasyopa

intraluminal vesicle eli luumeninsisdinen kalvorakkula, jotka eritettynd ulos
solusta ovat eksosomeja

kilodalton

late endosome eli myo6hdinen endosomi, joka kehittyy varhaisesta
endosomista

multivesicular body eli monirakkulainen rakenne, joka muodostuu
myohdisestd endosomista eksosomin biogeneesissé

short hairpin RNA on RNA-interferenssi —tekniikka, joka perustuu
kaksijuosteisen RNA:n hajotukseen solussa

western  blot-menetelmd, milld detektoidaan solujen proteiinien

ilmentymisti



1 Johdanto

Syopd on joukko sairauksia, joissa mutaation seurauksena solu alkaa jakaantua
hallitsemattomasti muodostaen lopulta kasvaimen. Tauti nimetdén ja jaetaan eri
tyyppeihin riippuen siitd, missd ruumiinosassa se saa alkunsa eli mihin se muodostaa
primaarisen kasvaimen. Primaariselta paikalta pahanlaatuinen kasvain voi muodostaa
etdpesikkeiti eli metastaaseja muualle kehoon mm. imusuoniston tai verenkierron kautta.

(Weinberg 2007; Burstein ja Schwartz 2008; Testa ja muut 2018)

Munasarjasyopd on nimensd mukaan 14htdisin munasarjoista. Vuonna 2018 kaikista
maailman syOpéatapauksista 3,6 % oli munasarjasyopad. Munasarjasyopa on toiseksi
yleisin gynekologisista syovistéd ja kymmenen yleisimman naisten syovén joukossa sekd
Suomessa ettd maailmanlaajuisesti. (GLOBOCAN 2018; Suomen Syoparekisteri 2018.)
Suomessa uusia tapauksia todettiin 437 vuonna 2016 (Syopd 2016 -raportti).

Vaikka munasarjasyovén yleisyys ei ole kovin suuri verrattuna moniin muihin syopiin,
taudin ennuste on huono. Sydvén tappavuutta kuvataan viiden vuoden suhteellisella
elossaololuvulla, joka munasarjasyovidn kohdalla oli Suomessa vuosina 2014 — 2016
seuratuilla potilailla 41 % (Syopd 2016 -raportti). Luku kertoo, ettd yli puolet
munasarjasyopédpotilaista  kuoli  viiden vuoden sisdlld taudin toteamisesta.
Munasarjasyovén tappavuus johtuu sen patogeneesin eli taudin synnyn huonosta
tuntemuksesta (Kurman ja Shih 2010). Lisdksi taudin alkuvaiheen oireettomuuden takia
80 % tapauksista todetaan usein vasta myohéisessd vaiheessa. Lopuilla 20 %:lla, jotka
todetaan aikaisessa vaiheessa, viiden vuoden suhteellinen elossaololuku on 94 % eli
ennuste on huomattavasti parempi. (American cancer society 2019.) Munasarjasyopaa
seulotaan transvaginaalisella ultraddnitutkimuksella (TVU) sekd CA-125— ja HE4 —
merkkiaineiden kohonneiden arvojen toteamisella verikokeessa. Seulontamenetelmét
eivit kuitenkaan ole kovin spesifisid eli tarkkoja, minkd takia parempia menetelmia

yritetddn kehittda. (Kaikki syovastd 2019.)

Seulontamenetelmien ja sydvdn hoidon kehityksessd on tirked ymmértdd syovén
biologiaa. Erds tirked syOvdn syntyyn, etenemiseen ja hoitovasteeseen vaikuttava

biologinen tekijd on sydvian mikroympaéristd. Syovan mikroympaéristoksi méadritelldén



syopésoluja ympardivit solut, rakenteet ja olosuhteet sekd soluviliaine ja sen sisdltamét
molekyylit. (Hirata ja Sahai 2017.) Syopdsolut erittdviat ymparistoonsd molekyyleja,
esimerkiksi kasvutekijoitd, jotka muokkaavat ymparistod syopéasoluille suotuisammaksi
ja joiden avulla ne kommunikoivat ympédrdivien syOpéd- ja normaalisolujen kanssa.
Syopésolujen on todettu erittdvan ympéristoonsd myoOs eksosomeiksi kutsuttuja pienid
kalvorakkuloita, jotka edelleen edesauttavat syOvén etenemistd ja vastustuskykyd

hoidoille. (Wang ja muut 2016.)

Téassd pro gradu -tutkimuksessa selvitettiin kahden proteiinin vaikutusta eksosomien
eritykseen korkean pahanlaatuisuusasteen seroosin tyypin munasarjasyovan (engl. high
grade serous ovarian carsinoma, HGSOC) soluissa. Munasarjasydpésolujen
eksosomieritystd hiirittiin RNA-interferenssitekniikkaa kéyttden. Vertaamalla niin
syntyneitd solulinjoja villityypin soluihin voitiin tutkia mahdollisia eksosomierityksestd

riippuvaisia muutoksia.



2 Kirjallisuuskatsaus

2.1 Munasarjasyopé

2.1.1 Munasarjat

Munasarjat (lat. ovarium) ovat naisen sukupuolielimiin kuuluvat parilliset rauhaset, jotka
vaikuttavat hedelmallisyyteen ja kuukautiskiertoon erittdmélld naissukupuolihormoneja
ja tuottamalla munasoluja. Ne ovat littedhkot, noin sentin paksuiset ja muutaman sentin
pituiset ja sijaitsevat lantio-ontelon (lat. cavitas pelvis) sivuilla kiinnittyen
munasarjansiteiden (lat. ligamentum ovarii proprium) vilitykselld kohtuun (lat. uterus).
Munasarjan munarakkulassa kypsynyt munasolu irtoaa ovulaatiossa ja kulkeutuu
munanjohdinta (lat. fuba uterina) pitkin kohtuun, missd se voi hedelméittyd ja tarttua
kohdun seindméén. Jos hedelmditysti ei kuitenkaan tapahdu eikd munasolu ndin kiinnity
kohdun seindméédn, kohdun limakalvo (lat. endometrium) hajoaa ja tulee ulos

kuukautisvuotona. (Colvin ja Abdullatif 2013; Nienstedt ja muut 2004)

Munasarja voidaan jakaa kahteen osaan; yitimeen (lat. medulla ovarii) ja sitd
ympéardivain kuorikerrokseen (lat. cortex ovarii). Munasarjassa on veri- ja imusuonistoa
sekd hermosoluja, jotka tulevat munasarjan lieven (lat. mesovarium) kautta ytimeen,
mistd ne sitten haarautuvat kuoreen. Kuorikerroksessa kypsyvit alkumunarakkulat eli
primordiaalifollikkelit, jotka sisdltdvét varhaismunasolun. (Rutonen 1999; Bjalie ja muut

2008)



2.1.2 Munasarjasyovéan luokittelu

Munasarjakasvaimet ovat erittdin heterogeeninen tautiryhma ja ne jaetaan kolmeen eri
luokkaan  histologisen  diagnoosin  perusteella:  epiteliaalisiin  karsinoomiin,
itusolukasvaimiin ja sukupienan strooman kasvaimiin (Leminen ja muut 2007). Ndma
munasarjan kolme solutyyppii on esitetty kuvassa 1. Kaikista munasarjakasvaimista vain
5 —10 % on perdisin munasarjan sukupienan stroomasta tai itusoluista. Itusolukasvaimet
ovat yleisimpid 15 — 19 vuotiailla naisilla, kun taas sukupienakasvaimet 50 — 54 vuotiailla.
Némai ei-epiteliaaliset kasvaimet ovat yleensd hyvinlaatuisia ja eloonjidmisennusteet

ovat paremmat kuin epiteliaalisissa karsinoomissa. (Quirk ja muut 2005.)

Pintaepiteeli
-S€roosi
-endometroidi

-kirkassoluinen Sukupiena (sex Itusolu

-musinoosi cord) -strooma -teratooma

-villimuotoinen -granuloosasolukasvain  _dysgerminooma
-sertolinsolukasvain -ruskuaispussikasvain
-leydiginsolukasvain -embryonaalinen
-tekooma karsinooma
-fibrooma -korionkarsinooma
-muut

Kuva 1. Munasarjan kasvainten kolme eri alkuperdd. Tapauksista 90 — 95 % kuuluu
epiteliaalisiin ja loput 5 — 10 % luokitellaan sukupienan strooman kasvaimiin ja
itusolukasvaimiin. Kuva on otettu kirjasta Williams gynecology (Hoffiman ja muut 2012) ja
muokattu ottaen mallia katsauksesta (Biitzow 2014).

Pahanlaatuiset epiteliaaliset karsinoomat kattavat 90 — 95 % kaikista munasarjasyovisti
(Desai jamuut 2014). Toisin kuin ei-epiteliaaliset kasvaimet, epiteliaalisten karsinoomien
ilmentyminen yleistyy idn myotd. Epiteliaaliset karsinoomat luokitellaan edelleen
histologisen diagnoosin mukaan seroosin tyypin, endometrioidisiin, kirkassoluisiin,

musinooseihin ja vélimuotoisiin (engl. borderline) kasvaimiin (kuva 1). (Quirk ja muut



2005.) Y1i 70 % epiteliaalisista karsinoomatapauksista on seroosin tyypin kasvaimia (Prat

2012; Shih ja Kurman 2004).

2.1.3 Korkean pahanlaatuisuusasteen seroosin tyypin munasarjakarsinooma

Seroosin tyypin karsinoomat ovat tappavimpia epiteelisid munasarjakarsinoomia, koska
niissd on valkuaisainepitoista kudosnestetti erittdvaa pintakudosta ja ne levidvét nopeasti.
HGSOC on kaikista munasarjasydvisté yleisin ja ennusteeltaan huonoin. (Biitzow 2014.)
Munasarjojen pinnalla on yksinkertainen kuutioepiteelikerros, josta epiteliaalisten
munasarjakarsinoomien on aiemmin luultu olevan perdisin. Kuitenkin viimeisimpien
tutkimusten mukaan HGSOC:n alkuperéstd ei olla tdysin varmoja ja syOpdtyypin on
ehdotettu alkavan myds mahdollisesti munanjohtimien tai vatsakalvon (lat. peritoneum)
soluista. Néistd osista alkunsa saavia karsinoomia kutsutaankin yleisesti lantion
serooseiksi karsinoomiksi (engl. high grade pelvic serous carsinoma, HGPSC). (Biitzow

2014; Ahmed ja muut 2010)

HGPSC-tapauksista yli 95 %:sa on todettu olevan patogeeninen 7P53-
kasvunrajoitegeenin mutaatio. Mutaatio johtaa hallitsemattomaan solujakautumiseen ja
on vyleisin kaikissa syodvissd. (Ahmed ja muut 2010.) HGSOC:n alkuperin
uudelleenmadritys aloitettiin, kun tapausten 7P53-mutaatioiden todettiin olevan
samanlaisia kuin munanjohtimen epiteelinsisdisessd karsinoomassa (engl. fubal
intraepithelial carcinoma, TIC) (Lee ja muut 2007). Lisdksi potilailta, joilta on 16ydetty
usein rintasyopdin liitetty BRCA-geenin mutaatio, on todettu olevan suurempi riski
sairastua ~ HGSOC:d4dn. Néiden potilaiden  ennaltachkdisevisti  poistetuista
munanjohtimista on 16ytynyt TIC:n esiaste kun taas munasarjoista ei. (Biitzow 2014; Piek

jamuut 2001.)

2.2 Solujen viliset ja sisdiset kalvokuljetukset

Kudosten ja koko organismin toiminta on riippuvainen solujen sekd niiden ympariston
vilisestd kommunikoinnista. Jotta solu voi kommunikoida ympéristonsa kanssa, tarvitaan
myo6s solunsisdisten osien vilistd tiedon siirtoa. Tama tapahtuu muun muassa tiettyjen
proteiinien avulla solun sisdlli muodostuvien kalvorakkuloiden eli vesikkelien
vilitykselld. Vesikkelit varastoivat tiedon vilittdvit tekijat, kuten proteiinit tai

nukleiinihapot, kalvonsa sisélle eli eristivédt ne muusta ympéristosté, jolloin ne voidaan
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kuljettaa solun tukirankaa pitkin kohteeseensa. Kohdepaikassa tekijoiden vapautuminen
saadaan aikaan vesikkelin sulautumisella eli fuusioitumisella kohdekalvonsa kanssa.
Fuusioitumisessa keskeisessa roolissa ovat kalvojen SNARE-proteiinien (engl. soluble
NSF' attachment protein receptor) kompleksinmuodostus, mutta muitakin proteiineja
tarvitaan spesifisyyden parantamiseksi. (Tokarev ja muut 2013; Hutagalung ja Novick

2011; Burgoyne ja Alan 2007)

Solunsisdinen kuljetus on kahdensuuntaista. Eksosytoosissa solu erittdd aineita
sisdpuolelta ulos esimerkiksi kun solu on tuottanut proteiinia, jonka tehtdvd on toimia
solukalvolla tai solun ulkopuolella. Endosytoosissa sen sijaan solu ottaa materiaalia
ympdristostddn sisddnsd. Sisddn otetut proteiinit ja membraanit pakataan endosomiksi
kutsutun rakenteen sisdlle, minkd jilkeen ne voidaan ohjata solussa joko eteenpdin

kierratettaviksi tai lysosomiin hajotettavaksi. (Tokarev ja muut 2013; Mellman 1996)

Kalvoliikenne on solun perusmekanismeja ja erittdin sdddelty tapahtuma. Riippumatta
solutyypistd ja organismin kehittymisasteesta, kaikkien solujen tiytyy ylldpitdé jatkuvaa
ja vilttdmatontd proteiinien ja kalvorakenteiden kuljetusta solun sisdlld (engl. essential
permanent protein/membrane traffic routes, EPT). Niihin kuljetuksiin lukeutuvat edell
mainitut eksosytoosi ja endosytoosi sekd litkenne endosomaalisen kalvoston ja Golgin
laitteen vililld. Perusreittien lisdksi, solun erikoistuneisiin toimintoihin ja kehittymiseen
tarvitaan tiettyjd lyhytaikaisia reittejd (engl. dedicated transient traffic routes, DTT),

jotka aktivoituvat yleensd ulkoisen drsykkeen vaikutuksesta. (Caviglia ja muut 2019)

Hiiriintyneen kalvoliikenteen on todettu olevan yhteydessd moniin sairauksiin kuten
syopdin. Sydpésolujen aineenvaihdunta on muuttunut normaalisoluihin verrattuna, miké
edelleen johtaa poikkeaviin endosyyttisiin ja eksosyyttisiin reitteihin sydpasoluissa.
Poikkeavilla kalvokuljetuksillaan syOpédsolut voivat muuntua pahanlaatuisiksi ja
vaikuttaa kommunikointiin ympérdivien solujen kanssa. Lisdksi endosyyttisten ja
eksosyyttisten reittien tasapainon muuttuminen voi johtaa epiteliaalisen polaarisuuden

menetykseen, joka edelleen vaikuttaa syovén patofysiologiaan. (Mosesson ja muut 2008)



2.3  Eksosomit

Monisoluisen organismin solujen vélinen kommunikaatio tapahtuu pitkdlti solujen
ulkopuolelle tuottamien vélittdjdaineiden kautta. Viime aikoina kommunikaatiota on
todettu tapahtuvan solujen vililld myds solunulkoisten vesikkelien (engl. extracellular
vesicles, EV) avulla. EV:ihin kuuluvat apoptoottiset kappaleet (1 — 5 um), solukalvolta
kuroutuvat mikrovesikkelit (100 — 1000 nm) sekd niistd kolmesta pienimmét ja téssa
tutkimukssa keskeisessd osassa olevat eksosomit (30 — 100 nm). (Gyorgy ja muut 2011.)
Eksosomien ajateltiin ensin olevan vain solujen tapa paistd eroon solujitteestddn, mutta
myOhemmin niiden havaittiin toimivan tdrkedssd roolissa solujen vilisessd

kommunikoinnissa (Guo ja muut 2017).

Eksosomit ovat pienid vesikkeleitd, joita melkein kaikki solutyypit erittdvét
soluviliaineeseen. Eksosomeja on havaittu olevan veressd, virtsassa ja soluviljelyn
kasvatusliuoksissa. (Denzer ja muut 2000; Théry ja muut 2002.) Ensimmadisen kerran
eksosomi termind on esitetty vuonna 1981, kun Trams tutkimusryhmineen (1981) 16ysi

mikrovesikkeleitd soluviljelyn kasvatusliuoksista.

Eksosomit muodostuvat solukalvosta perdisin olevasta kaksoislipidikalvosta ja kalvon
sisdlld olevista proteiineista ja nukleiinihapoista (kuva 2). Eri solutyyppien tuottamat
eksosomit eroavat toisistaan, silld rakenneosat ovat usein erittdjdsolulle tyypillisid
molekyylejd. Nididen eksosomien vélisten poikkeavuuksien johdosta niiden alkuperd
saatettaisiin pystyd paikantamaan. Tdhédn ajatukseen perustuu eksosomien soveltuvuus
diagnostiikkaan ja uusien hoitomuotojen suunnitteluun (Qi ja muut 2016). Tyypillisid
eksosomeissa esiintyvid eli eksosomaalisia proteiineja ovat esimerkiksi eksosomien

biosynteesissd toimivat proteiinit. (Théry ja muut 2009; Schorey ja Bhatnagar 2008)

Kalvoliikenteen sédtelyssd tirkedd on kalvojen tunnistaminen, minkd jélkeen voidaan
padttdd mihin kalvo kuljetetaan. Tdssd kalvojen tunnistamisessa lipidit ovat keskeisessa
roolissa. (Tokarev ja muut 2013.) Lipidit ovat tirked rakenneosa myos eksosomeissa
muodostaen ympérdivin kaksoiskalvon, joka on rakenteeltaan samantapainen kuin niitd
erittdvin solun solukalvon (kuva 2.a). Erona solun solukalvoon on, ettd tietyt lipidit ovat
rikastuneet  eksosomeissa, kuten fosfatidyyliseriini  (PS), glykosfingolipidi,
sfingomyeliini (SM) ja kolesteroli (CHOL). Kaksoiskalvon asymmetria eli lipidien
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b) Proteiinit
Tetraspaniinit (CD9, CD63, CD81, CD82)
Integriinit
MHC-molekyylit
GPI-ankkuroidut molekyylit
Rab-proteiinit

Lampdosokkiproteiinit

Alix-proteiinit

G0 ¢. DNA & RNA
Flotilliini mRNA, miRNA ja IncRNA

E
§%

Kuva 2. Eksosomin rakenne. Halkaisijaltaan 30 — 100 nm, eksosomi koostuu a) ympdroivistd
kaksoiskalvosta, missd eri lipidit jakaantuvat asymmetrisesti ulko- ja sisdikalvolle, b)
integraalisista ja liukoisista proteiineista, sekd c) nukleiinihappomolekyyleistid. Kuva on
muokattu ottaen mallia artikkeleista Théry ja muut (2002) sekd Shorey ja Bhatnagar (2008).

jakautuminen ulko- ja sisdkalvon vililli on myos erilainen eksosomeissa kuin
solukalvolla. (Stoorvogel ja muut 2002; Skotland ja muut 2017.) Kuvassa on esitetty PS:4
sijaitsevan ainoastaan eksosomin sisdkalvolla. Kuitenkin syOpésolujen erittdmissd
eksosomeissa on todettu olevan PS:d my0s ulkokalvolla, johtuen erittdvin solun
héiriintyneestd solukalvon asymmetriasta. Tdhdn perustuen Lea tutkimusryhmineen
(2017) havaitsi PS:n méérid munasarjasyopépotilaiden verestd. Tutkimuksessa tultiin
lopputulokseen, ettd syopépotilailla oli suuremmat PS-arvot verrattuna terveeseen

ryhmaéin ja titéd voitaisiinkin kdyttdd taudin diagnoosimenetelména.

Vaikka eksosomit muistuttavat molekyylikoostumukseltaan erittdvdd solua, niissd on
myo6s kaikille eksosomeille tyypillisid proteiineja, jotka ovat usein perdisin solun
endosomaalisista osista sekd solukalvolta. Sen sijaan eksosomeissa ei ole lainkaan solun
tumakalvolla, golgin laitteessa, mitokondrioissa tai endoplasmakalvostolla esiintyvid

proteiineja. (Chatput ja Théry 2011; Stoorvogel ja muut 2002; Amigorena ja muut 2002)
8



Eksosomien pinnalla on integraalisia kalvoproteiineja (kuva 2.b). Naihin kuuluvat
antigeenia esittelevit MHC-molekyylit ja PS:ihin kiinnittyneet MFG-ES8 (engl. milk fat
globule-EGF factor 8 protein) —proteiinit, jotka liittyvét apoptoottisiin soluihin. Lisdksi
eksosomien kalvolla on integriinejd, GPI-ankkuroituja molekyylejéd seké tetraspaniineja,
joista CD9, CD63, CD81 ja CDS82 ovat eksosomeille tyypillisid. Tetraspaniineja
kaytetddn yleisesti markkereina eksosomien havaitsemiseen. Tetraspaniinit osallistuvat
MVB:n muodostumiseen  ja ovat usein yhteydessa integriineihin,
kasvutekijireseptoreihin ja MHC-molekyyleihin. (Chatput ja Théry 2011; Stoorvogel ja
muut 2002)

Eksosomit siséltdvit kalvoproteiinien lisdksi myos liukoisia proteiineja. N&itd ovat
kaperoneihin kuuluvat ja stressid vastaan toimivat lamposokkiproteiinit hsc73 ja hsc90
sekd endosomaaliseen kuljetukseen ja MVB:n biogeneesiin osallistuvat Alix-ja TSG101-
proteiinit. Tetraspaniinien tapaan my6s TSG101 on erityisen rikastunut eksosomeissa ja
sitd voidaan kéyttdd eksosomimarkkerina. Néiden lisdksi proteiinianalyyseilla on voitu
osoittaa ubikitinoitujen proteiinien sekd eksosomien muodostumista séételevin ESCRT-
proteiinikompleksin (engl. endosomal sorting complexes required for transport)

komponenttien rikastumista eksosomeissa. (Simons ja Raposo 2009)

Solunsisdisessd kalvoliikenteessd keskeisessd roolissa ovat pieniin G-proteiineihin
kuuluvat Rab-proteiinit, joita on my0s eksosomeissa. Muita eksosomeista 16ytyvid
kalvokuljetuksiin osallistuvia proteiineja ovat anneksiini ja flotilliini, joka on mukana

klatriiniriippuvaisessa endosytoosissa. (Otto ja Nichols 2011; Simons ja Raposo 2009)

Proteiinien lisdksi eksosomit kuljettavat myos nukleiinihappomolekyyleja DNA— sekéa
monissa eri RNA —muodossa (kuva 2.c). Lahetti-RNA:t voidaan transloida
vastaanottajasolussa ndin vaikuttaen sen aineenvaihduntaan ja mikro-RNA (/yh. miRNA)
voi sen sijaan hiljentdd vastaanottajasolun geenejd (Théry ja muut 2009). RNA:n tarkkaa
pakkaamista eksosomeihin ei tunneta, mutta valikoitumista arvellaan tapahtuvan, silld
eksosomien nukleiinthappomolekyylit ovat vain osa kaikista erittdjdsolun
nukleiinihapoista. ESCRT-kompleksin komponenttien on arveltu osallistuvan RNA:n
valikoimiseen sen ldhetti-RNA:ta sitovan kyvyn takia. (Valadi ja muut 2007; Simons ja
Raposo 2009; Melo ja muut 2014)



2.3.1 Eksosomit syévan mikroymparistossa

Eksosomeja erittyy kaikista solutyypeistd, mutta syOpésolut erittdvat normaaleja soluja
enemmaén eksosomeja ymparistoonsid. Syopépotilaiden veren eksosomien pitoisuuden on
todettu nousseen verrattuna terveiden henkildiden veren eksosomien méadrdén. Niinpd
eksosomit ovatkin tarked tutkimuksen kohde, silld ne voisivat toimia syovan toteamisen
biomarkkereina sekd hoitovasteen seurannassa. (Huang ja Deng 2019; Théry ja muut
2009; Alzahrani ja muut 2018; Qi ja muut 2016.) Alzahrani tutkimusryhmineen (2018)
totesi maksasyovén kantasolujen erittimien eksosomien stimuloivan sydvén kasvua ja
metastoitumista. Lisdksi ryhméd huomasi syopdmarkkereiden nousua seerumissa, miki
vahvistaa eksosomien potentiaalisuutta toimia syovdn biomarkkereina. Tarkempaa

tutkimusta eksosomien kdytostd biomarkkereina ei ole kuitenkaan tehty.

Kun eksosomi sitoutuu kohdesolun solukalvolle, se voi jddda sithen sitoutuneena tai se
endosytoidaan solun sisdlle (kuva 3.e). Koska eksosomit sisédltdvdt proteiineja ja
nukleiinihappoja, ne ovat tirkedssd roolissa solujen vilisessdé kommunikaatiossa.
Vastaanottajasolu voi saada uusia ominaisuuksia eksosomien reseptoriproteiinien kautta,
mikéd tarkoittaa, ettd eksosomeja tuottavat solut muuttavat ympérdivien solujen
kayttdytymistd. (Simons ja Raposo 2009; Stoorvogel ja muut 2002.) Syopidsolujen
erittimien eksosomien on myds todettu tuovan vastaanottajasoluun onkogeenisia
signaaleja sekd tiettyja geenejd hiljentdvid tekijoitd (Tian ja muut 2014). Lisdksi
syopdeksosomien on todettu muuntavan ympdaristdd syoville suotuisammaksi

vahdhappisissa eli hypoksisissa olosuhteissa (Park ja muut 2010).

Kasvainten mikroympériston tuntemisella voitaisiin kehittdd parempia syovin
hoitomuotoja sekd diagnostiikkkaa, minkd takia lisdd tietoa mikroympériston

komponenteista ja mekaniikoista tarvitaan.

2.3.2 Eksosomien tuotto eli biosynteesi

Eksosomien biosynteesi noudattelee solunsisdisen kalvokuljetuksen eri vaiheita;
vesikkelin muodostuminen ja kuljetus sekd lastin vapautuminen kohdepaikassa.
Eksosomien biosynteesi alkaa niitéd erittdvin solun solukalvolta sen endosytoidessa eli

ottaessa materiaalia ulkopuolelta sisddnsd (kuva 3.a). Tatd teoriaa tukee eksosomien
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kaksoislipidikalvon samankaltaisuus niitd erittdvén solun solukalvon kanssa. Endosytoosi
voi alkaa muutamin eri tavoin, mutta tdmdn tutkielman kirjallisuuskatsauksessa
keskitytddn klatriinivilitteiseen endosytoosiin, minkd on todettu johtavan eksosomien
biosynteesiin. Toinen endosytoosin muoto on kaveolivilitteinen endosytoosi, ja sen

hiiritsemisen ei ole todettu vihentévin eksosomien tuotantoa (Tian ja muut 2014).

Klatriini on kolmesta raskaasta ja kolmesta kevyesta ketjusta muodostuva proteiini. Kun
klatriinia alkaa kerddntyd solukalvon sisdpuolen pintaan, proteiinit alkavat
polymerisoitua muodostaen peitteen ja edistdvit edelleen muiden proteiinien toimintoja.
Tamé johtaa kalvon kaareutumiseen solun sisdlle. Kaareutuminen johtaa lopuksi
vesikkelin muodostumiseen solun sisille, minka jilkeen klatriinipeite hajoaa. (Mosesson

ja muut 2008)

Endosytoosi Eksosomien eritys

Varhainen endosomi (EE)

b) Kehittyminen @) < sisidinen
mydhiiseksi @) rakkula (ILV)
endosomiksi O

(LE) Monirakkulainen
rakenne (MVB)

e

Kuva 3. Eksosomien biosynteesi endosomaalisten reittien kautta. a) Solu endosytoi
klatriiniproteiinien avustuksella muodostaen varhaisen endosomin. b) Varhainen endosomi
kehittyy myohdiseksi endosomiksi liikkuen ldhemmds tumaa. c¢) Myéhdisen endosomin sisdlle
alkaa kuroutua luumeninsisdisid rakkuloita ja muodostuu monirakkulainen rakenne. Tédhdn on
Rab35-proteiinin ehdotettu osallistuvan. d) Monirakkulainen rakenne kulkeutuu solukalvolle
johtaen kalvojen fuusioitumiseen ja eksosomien vapautumiseen. Rab27A4 osallistuu luultavasti
monirakkulaisen rakenteen ankkuroimiseen ja fuusioitumiseen solukalvon kanssa. e) Ldhelld
olevat solut voivat endosytoida eksosomit sisddnsd. Kuva muokattu ottaen mallia artikkeleista
Simons ja Raposo (2009), Mellman (1996) sekd Théry ja muut (2002).
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Kun varhaiseksi endosomiksi kutsuttu vesikkeli on muodostunut (kuva 3.b), biosynteesi
jatkuu solun sisdlld endosomaalisia reittejé pitkin. Varhaiset endosomit sijaitsevat ldhelld
solukalvoa ja ovat endosomaalisen reitin lajitteluosuus, missd sithen ohjatut molekyylit
joutuvat joko kierrdtetyksi takaisin solukalvolle kuljetusrakkuloissa tai edelleen
myoOhéisiin endosomeihin. Molekyylien valikoivaa ohjaamista ei kuitenkaan tarkkaan

tunneta. (Simons ja Raposo 2009; Mellman 1996)

Varhainen endosomi kehittyy edelleen my6héiseksi endosomiksi, kun se kulkeutuu kohti
solun keskustaa (kuva 3.c). Samalla endosomin koko kasvaa (Stoorvogel ja muut 1991).
Koon ja solunsiséisen sijainnin lisdksi varhaiset ja myohdiset endosomit eroavat toisistaan
fysikaalisilta ~ ja  kemiallisilta ~ ominaisuuksiltaan, morfologialtaan ~ seki
proteiinikoostumukseltaan. pH on esimerkiksi pienempi myohdisissd endosomeissa.
Myohiinen endosomi siséltdd endosytoituja molekyylejé, jotka ohjataan téstd eteenpdin
kierrdtettdviksi tai lysosomiin hajotettavaksi, kun niihin on liitetty ubikitiini.
Kierrdtyksen kautta molekyylit voivat joutua eritettdviksi ulos soluista eksosomien
sisdlld. Tassdkddn tarkkaa ohjaamismekanismia ei tiedetd, kuten ei myOskdin sitd,
kehittyvitko ndma eri kohteeseen médrityt rakenteet samasta alkuperistd vai alusta asti

itsendisesti. (Simons ja Raposo 2009; Mellman 1996)

Samalla kun myo6hdinen endosomi kehittyy, sen kalvo alkaa kuroutua sisddnpiin
muodostaen lopuksi pienid rakkuloita sisdiinsd, joita kutsutaan luumeninsisdisiksi
kalvorakkuloiksi (engl. intraluminal vesicles, ILV) (kuva 3.c). Kuroutuminen muistuttaa
tapahtuman alun endosytoosia. ILV:itd sisdltivdd myohdistd endosomia kutsutaan
edelleen monirakkulaiseksi rakenteeksi (engl. multivesicular body, MVB). (Piper ja
Katzmann 2007.) ESCRT-kompleksin on arveltu osallistuvan ILV:iden muodostukseen
(Simons ja Raposo 2009). Lopulta MVB kulkeutuu kohti solukalvoa, missid se
ankkuroidaan monien proteiinien avulla kalvoon. Ankkuroituminen johtaa edelleen
ndiden kahden kalvon fuusioitumiseen ja ILV:iden erittymiseen ulos solusta (kuva 3.d).
Erittymisen jdlkeen ILV:itd kutsutaan termilld eksosomit. (Stoorvogel ja muut 2002.)
Ca2+-pitoisuus solun sisdlld on huomattu stimuloivan eksosomien eritystd (Hessvik ja

Llorente 2018).
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2.3.3 Eksosomien kdyttomahdollisuudet lddketieteessa

Eksosomit ovat potentiaalisia biomarkkereita syovén toteamisessa. Koska sydpapotilailla
on todettu olevan kohonnut eksosomi- sekd eksosomiperdisten miRNA-molekyylien
madrd veressd, kohonneiden arvojen toteamisella tauti voitaisiin havaita jo hyvin
aikaisessa vaiheessa. Télloin potilaalla voisi olla paremmat selviytymismahdollisuudet.
Eksosomien eristiminen on kuitenkin haastavaa, koska biologisissa nesteissd on muitakin

vesikkeleitd. Menetelmid taytyy siis vield kehittdd. (Amiji ja Ramesh 2018)

Diagnostisten kayttotarkoitusten liséksi, eksosomeja voitaisiin kdyttdd hoitomuotona.
Eksosomien rakenteen tarkalla tuntemisella voitaisiin tehdd eksosomeja muistuttavia
keinotekoisia liposomeja ja kdyttdd niitd lddkeaineiden kuljetuksessa. Eksosomeja on
ehdotettu kdytettdviksi myos immunoterapeuttisiin tarkoituksiin. (Amiji ja Ramesh 2018;

Antimisiaris ja muut 2018)

2.4 GTPaasi-superperheen Rab-proteiinit

Kalvokuljetuksiin osallistuvien monien Rab-proteiinien on huomattu osallistuvan myos
eksosomien biosynteesiin. Esimerkiksi Rabl1 osallistuu MVB:n kiinnittymiseen ja
yhdistymiseen solukalvoon (Savina ja muut 2005). Guanosiinitrifosfataasit eli GTPaasit
ovat GTP:ti sitovia ja hydrolysoivia entsyymejd. GTPaasit ovat mukana monissa solun
toiminnoissa, kuten solujen vilisesséd signaloinnissa ja kalvoliikenteessd. Suurin ndihin
entsyymeihin kuuluva ryhma on Ras-superperhe. Ras-superperheen entsyymit ovat
monomeerisia G-proteiineja ja tdhdn ryhmédn kuuluvat edelleen Rab-proteiinit (engl.
Ras-related protein in brain), jotka ovat erittdin konservoituja eukaryoottisoluissa.
(Stenmark ja Olkkonen 2001.) Rab-proteiinien méédrédn on huomattu kasvavan mentiessi
niin sanotuista alemman tason eukaryoottisoluista aina nisdkassoluihin asti, mikéa viittaa
niiden suurempaan tarpeeseen monimutkaisemmissa soluissa (Fukuda 2013). Thmisilld
Rab-proteiiniperheessd on yli 60 jdsentd (Pereira-Leal ja Seabra 2001). Rab-proteiinit
olivat ensimmadisten tunnistettujen kuljetuksia sddtelevien tekijéiden joukossa.
Yksittdisten Rab-proteiinien tarkkoja rooleja on kuitenkin ollut vaikea méérittad solussa.
Joidenkin Rab-proteiinien on todettu 10ytyvén kaikista eukaryoottisoluista ja toimivan
ndin ylldpitogeeneind, joita ilman solu ei selvid. Néihin lukeutuvat esimerkiksi Rab7 ja
Rab8a, joiden poistogeeniset hiiret eivit selviydy. Joidenkin Rab-proteiinien epdnormaali

toiminta on liitetty tiettyihin sairauksiin. Esimerkiksi Rab25:n yliekspression on
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huomattu olevan yhteydessd munasarja- sekd muiden sydpien huonoihin ennustuksiin.
Munasarjasyopdpotilailla on todettu itseasiassa yli puolessa tapauksissa Rab27A:n
yliekspressiota. (Mosesson ja muut 2008.) Rab-proteiinit edelleen aktivoivat Rab-

efektoriproteiineja sdddelldkseen tapahtumia. (Fukuda 2013; Pylypenko ja muut 2018)

Rab-proteiinit ovat joko aktiivisia, kun ne ovat sitoneet GTP:n tai inaktiivisia, kun
sitoutunut GTP-molekyyli on hydrolysoitu GDP:ksi. Aktiivisina ollessaan ne sdételevét
kuljetuksia, fuusioitumisia, endosytoosia, kierrdtyksid ja proteiinien hajotuksia. Yleisesti
ne toimivat yhdistdvéna tekijana kalvojen, moottoriproteiinien ja solun tukirangan valilla.
Rab-proteiinien toiminnan séddtelemiseksi tarvitaan myds muita proteiineja. GEF-
proteiinit (engl. guanine nucleotide exchange factor) aktivoivat Rab-proteiinit
vaihtamalla nimensd mukaisesti GDP:n GTP:ksi. Myds Rab-proteiinin aktiivisuuden
kestoa sdddellddn inaktivoimalla se GAP-proteiinin (engl. GTPase activating protein)
toimesta, joka aktivoi siis sitoutuneen GTP:n hydrolyysia. (Barr ja Lambright 2010;
Stenmark ja Olkkonen 2001)

Rab-proteiinit ovat itsessddn liukoisia molekyylejd, mutta proteiinin C-terminaalisessa
hinnédssd olevien kahden kysteiinin prenylaatio johtaa proteiinin kiinnittymiseen
solunsisdisiin lipidikalvoihin (Seabra ja Hume 2002). Solunsisdisiin kalvoihin
kiinnittyneend ne eivit jakaannu tasaisesti vaan ryhmittyvit tiettyihin funktionaalisiin
alueisiin (Zerial & McBride, 2001). Prenylaatio on posttranslationaalinen muokkaus,
missd proteiiniin liitetddn kovalenttisesti isoprenoidiryhmi ja titd katalysoi RGGT-
entsyymi (engl. Rab geranylgeranyl transferase). Rab-proteiinien prenylaation
héiriintyminen voi johtaa erindisiin sairauksiin. (Pereira-Leal ja muut 2001.) Rab:n
siirtdvd proteiini (engl. rab escort protein, REP) irrottaa Rab-proteiinin kalvosta
sitoutumalla sen hydrofobisiin prenyyliryhmiin, jolloin se voidaan kuljettaa solulimassa
vastaanottajakalvolle. Rab-REP—kompleksin on myos todettu olevan RGGT:n substraatti.
Toinen Rab:n kalvosta irrottava proteiini on GDI (engl. GDP dissociation inhibitor), joka
irrottaessaan Rab:n, pitdd sen inaktiivisena solulimassa. Lopulta GDI kuitenkin palauttaa
Rab:n vastaanottajakalvolle ja kierto voi alkaa uudestaan. Rab-proteiinit sditelevit
kalvokuljetuksia varvadmaélld efektoriproteiineja ollessaan aktiivisia. Kun Rab-proteiini
sitten inaktivoidaan, efektoriproteiinit voivat vapautua ja Rab-proteiini voidaan palauttaa

luovuttajakalvolle GDI:n toimesta. (Seabra ja Hume 2002)
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Rab-proteiinit ovat osallisena my0s eksosomien biosynteesissd. Rab-proteiiniperheen
jasenid on sekd varhaisissa ettd myohdisissd endosomeissa, mutta eri méérid ja eri
kokoonpanoilla. (Gruenberg ja Maxfield 1995.) Seuraavissa kappaleissa tarkastellaan
kahta tiettyd tdmén tutkimuksen keskeisessd osassa olevaa Rab-proteiinia; Rab27A ja
Rab35. Niiden kahden proteiinin mahdolliset sijainnit eksosomien biosynteesissd on

esitetty kuvassa 3.
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Kuva 4. Rab-proteiinit ja niiden efektorit. Rab-proteiinit eivdt yksinddn pysty sddtelemddn solun monia
toimintoja vaan edelleen Rab-proteiinien toimintojen sddtelyiksi tarvitaan efektoriproteiineja. GEF-
proteiinit aktivoivat ja GAP-proteiinit inaktivoivat Rab-proteiinit. Rab-proteiinit kiinnittyvit lipidikalvoille
niihin liitettyjen isoprenoidiryhmien avulla. Kuva on perdisin artikkelista Pylypenko ja muut 2018.

2.4.1 Rab27A

Rab27 on erittdin konservoitunut Rab-proteiini, jota tavataan kaikissa monisoluisissa
eukaryoottisoluissa kasvi- ja hiivasoluja lukuun ottamatta. Silld on kaksi isoformia,
Rab27A ja -B, joista Rab27A on tissé tutkimuksessa keskeisessd osassa. Rab27A on 221
aminohapon ja 24 kDa:n kokoinen. Se on ensimmadisid Rab-proteiineja, jonka toiminnan

hairio liitettiin perinnélliseen sairauteen. (Fukuda 2013; UniProt 2019.a)
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Rab27A:n roolia soluissa on tutkittu muutamissa eri solutyypeissd. Esimerkiksi
melanosyyteissd Rab27A:n on todettu osallistuvan melanosomin kuljetukseen (kuva 5).
Melanosomit ovat melaniinia sisdltdvid soluelimid, jotka solun altistuessa UV-valolle
kulkeutuvat solun keskustasta kohti solukalvoa. Kulkeutuminen tapahtuu
aktiiniverkostoa pitkin ja Rab27A osallistuu kahden muun proteiinin kanssa
melanosomin ja verkoston véliseen sitoutumiseen. Rab27A:n toiminnan hdirién on
todettu johtavan melanosomien kerdéntymiseen melanosyytteihin aiheuttaen albinismin

muotoa nimeltd tyypin kaksi Griscellin oireyhtyma. (Van Gele ja muut 2009)

Melanosomi

Rab27A —

™~ Melanofilin

Kuva 5. Melanosomi kuljetetaan aktiiniverkostoa pitkin melanosyytissd. Melanosomin kiinnitys
aktiiniin tapahtuu Rab27A-, melanofilin- ja myosiiniproteiinien avulla. Kuva muokattu ottaen
mallia artikkelista Van Gele ja muut 2009.

Rab27A:n roolia soluissa on tarkasteltu myds geenihiljennyksen kautta. Hiljennyksen on
huomattu johtaneen véhentyneeseen eksosomien eritykseen adenokarsinoomasoluilla,
rintasyopéasoluilla sekd HeLa-soluilla (Li ja muut 2014; Bobrie ja muut 2012; Ostrowski
jamuut 2010). Osassa tutkimuksissa kdytettiin samaa RNA-interferenssimenetelméaa kuin
tdmén tutkielman tutkimusosiossa. Vdhentyneen eksosomituotannon liséksi Bobrie
tutkimusryhmineen (2012) havaitsi primaarin kasvaimen kasvun hidastumista, mika
viittaa  eksosomien rooliin sydovdn synnyssd ja etenemisessd. Ostrowski
tutkimusryhmineen (2010) totesi Rab27A:n osallistuvan MVE:n ja solukalvon viliseen

fuusioitumiseen, kun hiljennyksen seurauksena huomattiin, etti MVE:iden koot
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kasvoivat. Lisdksi on havaittu RAB27A-geenin hiljentimisen ja sen seurauksena
viahentyneen eksosomituoton vaikuttavan miRNA-méériin syovan ymparistossd. Tassd
todettiin eksosytoitujen kasvunrajoite-miRNA:iden méérdn pienentyneen huomattavasti,
ja vastaavasti mairéd kasvoi solun sisilla johtaen soluinvaasion vdhentymiseen. Tulokset
viittaavat siithen, ettd eksosomit olisivat sydpédsolujen tapa pédéstd eroon kasvunrajoite-

miRNA:ista edesauttaen ndin solun muuntautumista. (Ostenfeld ja muut 2014.)

2.4.2 Rab35

Rab35 on 201 aminohapon ja 23,025 kDa:n kokoinen proteiini (UniProt 2019.b).
Rab27A:n tapaan se on hyvin konservoitunut kaikissa monisoluisissa elidissd. Rab35:ti
on havaittu sijaitsevan soluissa kierrétettdvissd endosomeissa ja solukalvolla, mistd on
paitelty sen osallistuvan solun homeostaasin ylldpitoon ja reseptorien kierrdtykseen.
Solunsisdisten kalvokuljetusten lisdksi Rab35:n on todettu muokkaavan solun muotoa
sekd osallistuvan solunjakautumisen sytokineesi-vaiheeseen. Rab35:n  yhteys
sytokineesiin huomattiin, kun geenin hiljentdminen johti kaksitumaisiin soluihin. Liséksi
tutkimuksessa huomattiin endosyyttisten markkereiden kerdéntyminen soluliman
vakuoleihin. Rab35-proteiinilla on todettu olevan myds onkogeenisia piirteitd. Geenin
hiljentdmisen on huomattu pysayttdvin PI3K/Akt-reaktioreitin ja vastaavasti aktiivisena
pysyvdn Rab35-proteiinin on huomattu johtavan reaktioreitin jatkuvaan aktivointiin.
Tdmidn reaktioreitin on todettu olevan monissa syOvissd aktiivisempi kuin
normaalisoluissa. (Kouranti ja muut 2006; Wheeler ja muut 2015.) Hsu
tutkimusryhmineen (2010) huomasi Rab35-geenin hiljentdmisen  véhentidvén
eksosomituotantoa soluissa ja pdinvastoin jatkuvasti aktiivisena olevan Rab35-proteiinin
lisdadvan eksosomien eritystdi. Myds Rab35:n on arveltu osallistuvan MVB:n

ankkuroimiseen ja fuusioitumiseen eksosomien biosynteesissd. (Hsu ja muut 2010)

2.5 Geenin hiljentiminen shRNA-menetelmilla

Tédmin tutkimuksen kohteena olevien proteiinien geenit hiljennettiin RNA-interferenssin
avulla kayttden shRNA-tekniikkaa (engl. short hairpin RNA). Vektoreina kéaytettiin
lentiviruspartikkeleita, jotka infektoivat solun ja vievdit RNA-molekyylin
transduktoitavan solun sisélle (kuva 6). RNA-molekyylin sekvenssi on pétkd
kohdegeenin sekvenssistd, jolloin saadaan aikaan kohdegeenille spesifi vaikutus. Solun

sisddn tuotu RNA-molekyyli kéddnnetddn sitten kaksijuosteiseksi DNA:ksi
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kddnteiskopioijaentsyymin  avulla  ja  viedddn  tumaan. Tumassa  tdmi
ekstrakromosomaalinen sekvenssi integroituu osaksi solun genomia, minka jilkeen se
voidaan transkriptoida normaalisti. Tdstd genomiin integroitumisesta johtuen sekvenssi
replikoituu edelleen tytdrsoluihin ja kohdegeenin hiljentiminen on ndin pitkdvaikutteista.
Sekvenssi ei integroidu kuitenkaan tiettyyn paikkaan genomia vaan paikka on
satunnainen, jonka vuoksi hiljennyksen onnistuminen tiytyy varmistaa. On esimerkiksi
mahdollista, ettd sekvenssi joutuu heikon promoottorin alle, jolloin transkriptiota ei
juurikaan tapahdu eikd hiljentdvdd shRNA-molekyylid tuotu. Liséksi epigeneettiset
muokkaukset voivat vaikuttaa geenin ilmentymiseen. (Paddison ja muut 2002;

Dharmacon Horizon Discovery 2019)

ShRNA-sekvenssin transkription jdlkeen Drosha-niminen entsyymi pilkkoo syntyneen
RNA-juosteen tuottaen 50 — 70 nukleotidia pitkdn molekyylin. Tdmé yksijuosteinen
sekvenssi muodostaa nimensd mukaisesti hiuspinnid muistuttavan rakenteen. Rakenne
pariutuu osittain itsensd, kun molekyylin molemmissa péissd on 19 — 29 nukleotidin
mittaiset toisilleen komplementaariset sekvenssit. Kun ndma molekyylin osat pariutuvat
keskenéddn, viliin jadvé yksijuosteinen sekvenssi toimii ikdén kuin siltana ndiden vélissa.

(Paddison ja muut 2002; Dharmacon Horizon Discovery 2019)

Tumassa muodostunut pre-shRNA kuljetetaan Eksportiini-5 —proteiinin avulla tumasta
ulos solulimaan, missd Dicer-nukleaasi pilkkoo molekyylin kahdeksi yksijuosteiseksi
RNA:ksi. Molemmat juosteet liitetddn RISC (engl. RNA-induced silencing complex) -
komplekseihin, joista toinen hajotetaan ja toinen ohjataan eteenpdin kohteessa olevan
ldhetti-RNA:n luo. Hajotukseen ohjautuvaan kompleksiin on sitoutunut kohdegeenin
ldhetti-RNA:n kanssa saman sekvenssin siséltdvd juoste. Sen sijaan RISC-kompleksi,
johon on liittynyt vastinjuoste, ohjataan kyseisen ldhetti-RNA:n luokse, jolloin juosteet
voivat pariutua keskenddn. Muodostunut kaksoisjuoste-RNA pilkotaan, jolloin 14hetti-
RNA:ta ei siis transloida, eikd kohdeproteiinia ndin ollen tuotu. (Paddison ja muut 2002;

Dharmacon Horizon Discovery 2019)
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Lentiviruspartikkeli

Kuva 6. Lentivirusvilitteinen shRNA (engl short hairpin RNA) -menetelmd geenin
hiljentdmiseksi. Viruspartikkeli tuo hiljentdvin sekvenssin solun sisddn, missd se integroituu
genomiin ja transkriptoituu. Transkription jdilkeen RNA-molekyylid pilkotaan ja kuljetetaan
solulimaan, missd se lopulta pariutuu ldhetti-RNA:n kanssa johtaen sen hajotukseen. Tekniikka
on soluissa erittdin spesifi ja pitkdvaikutteinen. Kuva on muokattu ottaen mallia WWW-sivulta
https://dharmacon.horizondiscovery.com/rnai/shrna/#all. 4.3.2019
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3 Tutkimuksen tausta ja tavoitteet

Tyon tarkoituksena oli tutkia kahden eksosomien biosynteesiin osallistuvan Rab-
proteiinin, Rab27A ja Rab35, rooleja munasarjasyopdsolujen eksosomierityksessa.
Molempia proteiineja esiintyy solunsisdisissd kalvorakenteissa ja molempien on
ehdotettu osallistuvan MVB:n ja solukalvon ankkuroimiseen ja fuusioitumiseen, johtaen
eksosomien vapautumiseen soluvilitilaan. Tutkimuksessa hiljennettiin nididen kahden
proteiinin geenit, joko Rab27A4 tai Rab35, ja tarkasteltiin hiljennyksen vaikutuksia
HGSOC-soluissa. HGSOC valikoitui tutkimuksen syopadmalliksi sen aggressiivisuuden
ja pahanlaatuisuuden takia. Molempiin geeneihin liittyen on aiemmin tehty knockdown-
solumalleja, mutta ei munasarjasyopésoluilla, jonka vuoksi télld tutkimuksella voidaan

saada uutta tietoa ndistéd proteiineista.

Geenien hiljentdmisen menetelméksi valikoitui lentivirusvilitteinen shRNA sen
spesifisyyden takia. Lisdksi hiljennys on pitkdkestoinen, koska vaikutus replikoituu
eteenpdin tytdrsoluihin, mikd on tdmén tutkimuksen kokeiden kannalta tarpeellinen
ominaisuus. Ennen geenien hiljentdmistd valitut solulinjat karakterisoitiin mahdollisten
myOhempien muutosten  toteamiseksi. = RNA-interferenssimenetelmén  jilkeen
hiljennyksen onnistuminen todettiin seka ldhetti-RNA— ettd proteiinitasolla. Téhén valitut
menetelmit olivat reaaliaikainen kvantitatitvinen PCR-Tagman -menetelmd seké

Western blot.

Aikaisemmat tutkimukset ovat osoittaneet molempien Rab-proteiinien hiljennysten
johtaneen solujen eksosomien erityksen védhentymiseen. Tdmén perusteella tdssd
tutkimuksessa hypoteesina oli, ettd Rab27A:n ja Rab35:n hiljentdminen HGSOC-soluissa
johtaisi eksosomierityksen vihenemiseen ja aiheuttaisi muutoksia solujen agressiivisessa

ilmiasussa.
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4 Materiaalit ja menetelmat

4.1 Soluviljely

Tutkimuksessa kéytettiin neljaa eri solulinjaa; kaupallisia OVCARS (ATCC: The global
bioresource center.) ja Kuramochi (JCRB Cell Bank, Cat no JCRB0098) -linjoja seki
primaareita M022i (Chen ja muut 2015) ja M019i (Nguyen ja muut 2017) -linjoja. Néita
viljeltiin adherentteina RPMI-1640-kasvatusliuoksessa (1X, 31870-025, Gibco™,
Thermo  Fisher  Scientific,  Yhdysvallat), johon oltiin lisitty 1 %
penisilliinistreptomysiinid (15140-122 Gibco™, Thermo Fisher Scientific), 1%
UltraGlutamiini™ I:td (200 mM, BE17-605E/U1, Lonza, Sveitsi) ja 10 % naudan sikion
seerumia (engl. fetal bovine serum, FBS) (S181B-500, Biowest®, Ranska). Soluja
viljeltiin my0s sferoideina DMEM-F12-kasvatusliuoksessa (Dulbecco's Modified Eagle
Medium:F12 (DMEM:F12, Tuotenumero #BE04-687F/U1, Lonza)), johon oltiin lisdtty
1 % penisilliinistreptomysiinid, 0,01 % kasvutekijoitd EGF (Gibco™ EGF Recombinant
Human Protein, PHG0311L, Thermo Fisher Scientific) ja FGF (Gibco™ Recombinant
Human FGF-Basic, PHG0026, Thermo Fisher Scientific) sekd 2 % B-27™ (50X,
Tuotenumero 17504044, Gibco™, Thermo Fisher Scientific). Transduktoitujen solujen
kohdalla kasvatusliuokset olivat samat, mutta mediumeissa kéytettiin lisdksi
selektioantibioottina puromysiini dihydrokloridia (PMD, Tuotenumero P7255, Sigma-
Aldrich®, Yhdysvallat) konsentraatiolla 2,5 pg/ml. Solut kasvatettiin inkubaatiokaapissa

+37 celsiusasteessa ja 5 %:n hiilidioksidipitoisuudessa.

Jakamista varten solut irrotettiin pohjasta trypsiini-EDTA:lla (1X Solution, 0,05 %
trypsin, 0,02% EDTA, Tuotenumero 59417C, Sigma-Aldrich®, Yhdysvallat).
Soluviljelyssd kiytettiin taulukon 1 mukaisia tilavuuksia. Kaikki soluviljelyssd

kaytettavat astiat olivat merkkid Greiner CELLSTAR® (Sigma-Aldrich®).
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Taulukko 1. Soluviljelyssd kdiytetyt tilavuudet.

Astia Pinta-ala (cm?) Trypsiini/EDTA (ml) | Kasvatusliuos (ml)
6-kuoppalevy 9 2 3

12- kuoppalevy 4 | 2

24- kuoppalevy 2 0,5 1

96- kuoppalevy 0,32 - 0,2

T25 25 2 5

T75 75 3 10

T175 175 5 20

Solut pakastettiin FBS:d4n, johon oltiin lisdtty 7,5 % dimetyylisulfoksidia (DMSO,
Tuotenumero BP231-100, Fisher BioReagents™). Solujen siirtdmisessid suspensiosta
toiseen, solut lingottiin eli sentrifugoitiin pohjaan viiden minuutin ajan 150 x g

huoneenlammossa.

Solut kuvattiin Olympus CKX53 tai Primovert ZEISS —mikroskoopilla.

4.2 Rab27A ja Rab35 -geenien hiljennys

Rab27A4 ja Rab35 -geenit hiljennettiin shRNA-menetelmilld kéyttden kaupallisia
lentiviruspartikkeleita (MISSION™ TRC shRNA, Sigma-Aldrich®) ja transduktio
tehtiin valmistajan ohjeen mukaisesti. Transduktoituneet solut selekoitiin puromysiini-
antibiootilla konsentraatiossa 2,5 pg/ml. OVCARS-solujen transduktiossa kiytettiin
kahta eri lentiviruspartikkelikonsentraatiota: MOI 2 ja MOI 5 (engl. multiplicity of
infection, MOI), ja transduktion tehostamiseksi kasvatusliuokseen liséttiin
heksadimetriini bromidia (HMB, Tuotenumero H9268, Sigma-Aldrich®) 8 pg/ml ohjeen
mukaisesti. Kéytetyt sekvenssit liitteessd 1. Geenihiljennysten kontrolleina kaytettiin
solulinjojen villityyppejd ja niin sanotulla sekoitetulla (engl. scrambled) sekvenssilld

transduktoituja solulinjoja.

4.3 Rab27A ja Rab35 -geenien ilmentymisen madritys

4.3.1 Geenien ilmentymisen méddritys 1dhetti-RNA—tasolla

RNA:n eristdmiseksi soluja viljeltiin 12-kuoppalevylla RPMI-kasvatusliuoksessa noin 70

% konfluenssiin asti, minka jilkeen kasvatusliuokset poistettiin kuopista ja tilalle lisdtiin
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hajotuspuskuria (RNeasy® Mini Kit 250, Tuotenumero 74106, QIAGEN, Saksa) 300
ul/kuoppa. RNA:n eristys suoritettiin valmistajan ohjeen mukaan. RNA-niytteiden
loppupitoisuudet mitattiin NanoDrop®-spektrofotometrillda (ND-1000, Thermo Fisher

Scientific).

Naytteiden léhetti-RNA:t kddnnettiin cDNA:ksi SensiFAST® cDNA Synthesis Kit:114
(Tuotenumero BIO-65053, Bioline, Iso-Britannia). PCR-néytteet ajettiin Veriti (96 Well
Thermal Cycler Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific) PCR-laitteessa taulukon

2 ohjelman mukaisesti. Valmiit cDNA-tuotteet sdilytettiin -20 celsiusasteessa.

Taulukko 2. PCR-laitteen ohjelma, jota kdytettiin RNA:n syntetisoimiseen cDNA.ksi. Ohjelma on
otettu SensiFAST™ cDNA Synthesis Kit:n (Bioline) ohjeesta.

Vaihe Lampétila (°C) Aika (min)
Alukkeiden liittyminen 25 10
Kaéinteistranskriptio 42 15
Inaktivaatio 85 5

Séilytys 4 )

Syntetisoidut cDNA:t laimennettiin nukleaasivapaaseen veteen 1/10:een Tagman-
reaktiota varten. Tagman-menetelméssi kaytetyt alukkeet suunniteltiin Roche Universal
ProbeLibrary Assay Design Center-sivustolla (Roche, Sveitsi). Kaikki reagenssit
pidettiin jailld ja juuri ennen kayttéd vorteksoitiin ja lingottiin alas. Reaktioseokset
pipetoitiin 96-kuoppalevylle ja varsinainen reaktioiden ajo tapahtui Turun Biotekniikan
keskuksessa QuantStudio™ 12K Flex Real-Time PCR System -laitteella (Thermo Fisher

Scientific). Lopulliset pitoisuudet on esitetty taulukossa 3.
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Taulukko 3. Tagman reaktiossa kéiytetyt pitoisuudet. DNA-ndytteet oltiin laimennettu 1/10, minkd
Jdlkeen reaktioseokset pipetoitiin 96-kuoppalevylle.

Reagenssi Pitoisuus

2 x PCR universal master mix 5ul

Fw aluke 300 nM

Rev aluke 300 nM
Koetin 100 nM
cDNA-tuote 2 ul

MQ H20 10 pl: aan asti

Tutkimuksessa kéytettyjen koettimien sekvenssit on lueteltu liitteessd 2. Raakatulokset
kasiteltiin QuantStudio 12 K Flex —ohjelmalla. Ekspressiotasojen arvot normalisoitiin
GAPDH- ylldpitogeenin (engl. housekeepig gene) mukaan. Ylldpitogeenit ovat geeneji,
joiden toiminnat ovat solulle valttiméttomid. Niiden ekspressiotasot ovat riippumattomia

solulinjasta, minki takia ne sopivat muiden geenien ekspressiotasojen normalisointiin.

4.3.2 Geenien ilmentymisen maéritys proteiinitasolla

Ennen solujen proteiiniekspression méérittdmistd solut hajotettiin eli lyysattiin RIPA-
lyysauspuskuriin (50 mM Tris-HCIl; 150 mM NaCl; 1 % NP-40; 0,5 %
natriumdeoksikolaatti; 0,1 % natriumdodekyylisulfaatti (engl. sodium dodecyl sulphate,
SDS); pH 7,4), johon oltiin lisdtty proteaasi-inhibiittorit (cOmplete Protease Inhibitor
Coctail Tablets, Mini EASYpack, Tuotenumero 04 693 124 001, Roche) valmistajan
ohjeen mukaan juuri ennen kayttod. Kaikissa lyysauksen kohdissa, solut pidettiin jdilla ja

saadut valmiit lysaatit sdilytettiin -70 celsiusasteessa.

Hajotettavat adherentit solut viljeltiin kuoppalevylld 3 — 7 vuorokautta. Noin 80 %:n
konfluenssissa kuopista poistettiin ravinneliuokset ja tilalle lisittiin 20 — 50 pl/cm? RIPA-
puskuria (siséltden inhibiittorit). Solut raavittiin irti pohjasta, minkd jélkeen lysaatti
siirrettiin inkuboitumaan +4 celsiusasteeseen tunniksi pydrivéddn litkkeeseen. Lysaatti
sentrifugoitiin (12 600 x g, 30 min, +4 °C), ja supernatantti eli valmis lysaatti kerittiin

talteen.

Sferoideina kasvavat solut erottettiin kasvatusliuoksestaan ennen lyysausta. Solut

sentrifugoitiin pohjaan (10 000 x g, 10 min, +4 °C), ja pelletti resuspensoitiin RIPA-
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puskuriin. Tédmén jilkeen inkubointi ja sentrifugointi tehtiin samalla tavalla kuin

adherenteilla soluilla.

Solujen tuottamien proteiinien ekspressiota tarkasteltiin Western blot-analyysin avulla.
Geeliajoa varten lysaateista mddritettiin proteiinipitoisuudet Bradford menetelmilla
kayttdmadllda Protein Assay -vérjdysreagenssia (Tuotenumero #5000006, Bio-Rad,
Yhdysvallat). Absorbanssit mitattiin aallonpituudella 600 nm Wallac VICTOR? 1420
MULTILABEL COUNTER (PerkinElmer®, Yhdysvallat) -lukulaitteella. Naytteet
laimennettiin tarvittaessa PBS-puskurilla, jotta geelille saatiin ladattua noin 20 pg
proteiinia/kaivo. Proteiinien denaturoimiseksi ndytteisiin liséttiin 5 x Laemmli-puskuria
(25 % glyseroli; 25 % B-merkaptoetanoli; 0,2 M Tris-HCI pH 6,8; 10 % SDS; 0,1 %
bromofenoli-sininen), keitettiin 95 asteessa 5 — 10 min ja sentrifugoitiin pikaisesti

pohjalle.

Naytteiden proteiinit erotettiin toisistaan geelielektroforeettisesti ajamalla ne 12 %:lla
polyakryyliamidigeelilli  (engl. sodium  dodecyl sulfate-polyacrylamide  gel
electrophoresis, SDS-PAGE) 100 — 120 V 1,5 — 2 tunnin ajan. Ajopuskurina kiytettiin
SDS-PAGE—ajopuskuria (250 mM Tris; 1,9 M glysiini; 1 % SDS). Geeliajon jélkeen
proteiinivyohykkeet siirrettiin geeliltd nitroselluloosakalvolle (PROTRAN™ 0,2 pm,
NBAO83CO01EA, PerkinElmer®, Yhdysvallat) tunnin ajan 100 V siirtoajopuskurissa (25
mM Tris; 19,2 M glysiini, 20 % metanoli).

Membraani huuhdeltiin kylmailld vedelld ja proteiinien tasainen ajautuminen tarkistettiin
kvalitatiivisesti Ponceau S-virjaykselld (0,2 % Ponceau S (Sigma-Aldrich®); 5 %
etikkahappo), minkd jilkeen virin poistamiseksi membraani huuhdeltiin taas vedella.
Epaspesifisen sitoutumisen estimiseksi membraani blokattiin 5 %:1la maidolla (rasvaton
maitojauhe, Valio) TBST-puskurissa (25 mM Tris; 150 mM NacCl; 0,1 % Tween 20®;
pH 7,6) tunnin ajan huoneenldmmdosséd keinuvassa liikkeessd. Membraani huuhdeltiin
TBST-puskurilla ja laitettiin inkuboitumaan primaarivasta-aineeseen (vasta-aine
laimennettiin 1:1000 TBST-puskuriin, missd 5 % naudan seerumin albumiini (engl.
bovine serum albumin, BSA) (A9647, Sigma-Aldrich®) ja 0,01 % natriumatsidi) yon yli

+4 celsiusasteeseen.
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Primaarivasta-aineen inkuboinnin jidlkeen membraani pestiin 3 x 10 minuuttia TBST-
puskurilla ja laitettiin sekundaarivasta-aineeseen (vasta-aine laimennettu 1:5000
TBST:hen, missd 5 9% maito) tunniksi huoneenldmpdon keinuvaan liikkeeseen.

Sekundaarivasta-aineen jalkeen membraani pestiin taas 3 x 10 minuuttia TBST:I14.

Proteiinien havainnoimiseksi membraania inkuboitiin ECL-liuoksessa (SuperSignal™
West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate, Tuotenumero 34578, Thermo Fisher
Scientific) muutaman minuutin ajan, minké jilkeen membraani valotettiin rontgenfilmille
(Tuotenumero RX 1824, FUJIFILM Super RX-N) tai kuvattiin ChemiDoc™ (Bio-Rad) -
kuvantamislaitteella. Valotusaika riippui signaalin vahvuudesta. Proteiinivyohykkeiden
voimakkuus (eli tutkittavan proteiinin ekspressiovoimakkuus) kvantifioitiin ImagelJ-
ohjelmalla (National Institutes of Health) ja latauskontrollina kéytettiin a-aktiniinin

ekspressiotasoja.

4.4 Solujen litkkuminen

Solujen litkkkumista tutkittiin wound healing-menetelmén avulla. Solut kasvatettiin ldhes
100 % konfluenssiin 96-kuoppalevylld, minkd jilkeen kaivon pohjan solukerrokseen
raapaistiin niin sanotut haavat. Haavojen tekemiseen kiytettiin IncuCyte® WoundMaker
(96-pin woundmaking tool, Essen BioScience, Yhdysvallat) -laitetta, ja niiden
umpeutumista eli solujen litkkumista seurattiin IncuCyte ZOOM (Essen BioScience) -
kuvantamislaitteella. Kuvantaminen tapahtui kahden tunnin vélein ja laskettiin haavojen

prosentuaalinen umpeutuminen.

4.5 Eksosomien erityksen tutkiminen

Kontrolleina kaytettiin RPMI-kasvatusliuosta ilman FBS:4, sekd kasvatusliuosta, johon
lisdtystd seerumista oltiin poistettu eksosomit. Eksosomit oltiin suodatettu pois
sentrifugoimalla seerumi Vivaspin® Turbo 15 —putkissa (100 000 MWCO, Sartorius,
Saksa).

Soluja laitettiin kasvuun 6-kuoppalevylle 3,0 x 10° solua/kuoppa 1,5 ml:aan
kasvatusliuosta, johon normaalin seerumin sijaan oltiin laitettu eksosomi-vapaata

seerumia. 72 tunnin jélkeen kasvatusliuokset kerittiin ja sentrifugoitiin 2000 x g 30 min
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+4 celsiusasteessa. Supernatanttiin lisdttiin 50 V-% Total Exosome Isolation
(Tuotenumero 4478362, Invitrogen, Thermo Fisher Scientific) -reagenssia valmistajan
ohjeen mukaan, sekoitettiin hyvin ja inkuboitiin yon yli +4 celsiusasteessa. Néaytteet
sentrifugoitiin 10 000 x g, +4 celsiusasteessa tunnin ajan ja pelletti resuspensoitiin 20
ul:aan RIPA-puskuria (proteaasi-inhibiittorit lisatty). Inkubointi jdilli tunnin ajan,
ndytteiden vorteksointi ja sentrifugointi 12 000 x g, +4 celsiusasteessa 30 minuutin ajan.
Naytteille tehtiin proteiinimddritys ja Western blot kuten aiemmin. Membraanilta

detektoitiin eksosomimarkkerit CD9, CD63, CD81 ja TSG101.
Kontrolliksi eksosomit eristettiin my0s seerumi-vapaasta kasvatusliuoksesta, mihin oltiin

lisdtty penisilliinistreptomysiinid ja ultraglutamiinia normaalisti, mutta ei seerumia

(FBS). Toisena kontrollina eksosomit eristettiin eksosomi-vapaasta kasvatusliuoksesta.
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5 Tulokset

5.1 Villityyppi-solujen karakterisaatio

Tutkimus aloitettiin neljédn eri munasarjasyopésolulinjan villityyppien karakterisoinnilla.
Tyon solulinjoiksi valittiin kaksi kaupallista ja kaksi potilasperdistd primaarisolulinjaa.
Kaupalliset HGSOC-solulinjat olivat OVCAR8 (ATCC) ja Kuramochi (JCRB Cell
Bank), ja primaarisolulinjat olivat NACT-hoidon Ildpikdyneiden HGSOC-
intervallipotilaiden (eli uusintaleikattujen tai -askitespunkteerattujen) askitesnesteestd

eristetyt M0221 (Chen ja muut 2015) ja M0191 (Nguyen ja muut 2017).

Linjojen karakterisoimiseksi soluja kasvatettiin adherentteina RPMI- ja sferoideina
DMEM/F12 —kasvatusliuoksissa ja kuvattiin mikroskoopilla kymmenkertaisella

suurennoksella. Kuvassa 7 nékyvit adherentteina kasvavat solut.
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Kuva 7. Tutkimuksessa kéiytetyt RPMI-kasvatusliuoksessa adherentteina kasvavat villityyppi-
solulinjat: OVCARS, Kuramochi, MO022i ja MO0I19i. Kuvat otettu kymmenkertaisella
suurennoksella Primovert ZEISS —mikroskoopilla.
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Neljésti solulinjasta OVCARS ja M022i -solulinjat nédyttdvét eniten samanlaisilta. Solut
kasvavat todella adherentteina ja niin sanotusti ryhméytyneeni. Sen sijaan Kuramochi-
linjan solut néyttivit tahtimaisiltd ja kasvavat enemman yksittdin. Samalla lailla irrallaan
toisistaan kasvavat M019i-linjan solut, mutta ne ovat kaikista solulinjoista muodoltaan

eniten pyoreité.

Solujen ulkonddn lisdksi tutkittiin myds solujen litkkumista eli migraatiota, miké tehtiin
Wound healing -menetelmédn avulla. Menetelméssd kuoppalevyn kaivojen pohjan
solukerrokseen raapaistiin niin sanotut haavat, joiden umpeutumista seurattiin
kuvaamalla soluja kahden tunnin vélein. Neljin eri solulinjan migraatiokuvaajista (kuva
8) voidaan huomata OVCARS:t olevan nopeimpia liikkumaan, kun taas selkeédsti muita

soluja hitaammin litkkuvat solut ovat M019i:t.

Solujen migraatio

100 ~

80 A

40 ~

20 A

Haavan umpeutuminen (%)

OVCARS Kuramochi MO022i MO19i
m12h m24h m48h
Kuva 8. Neljin eri villityyppi-solulinjan migraationopeudet. Migraatiota tutkittiin Wound healing
-menetelmdlld, missd seurattiin kaivojen pohjalle raapaistujen haavojen umpeutumista. Haavat

tehtiin Incucyte WoundMaker:lla (96 pin-woundmakingtool) ja kuoppalevy kuvattiin IncuCyte
ZOOM-kuvantamislaitteella.

5.1.1 Villityyppisolujen Rab27A4 ja Rab35 -geenien mRNA—tasojen maéaéritys

Ennen geenien hiljentdmisté, villityyppisolujen Rab27A4 ja Rab35 -geenien ilmentymista
tarkasteltiin 1dhetti-RNA—tasolla kvantitatiivisella kdinteistranskriptio PCR Tagman-
menetelmdlld (qRT-PCR). Saadut ekspressiot normalisoitiin solujen GAPDH-

ylldpitogeenin ldhetti-RNA:n médrdn mukaan ja saatiin kuvassa 9 esitetyt tulokset.
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Tuloksista voidaan todeta geenien ilmentymisen olevan jonkin verran suurempaa
kaupallisilla soluilla kuin potilasperdisissd linjoissa. Lisdksi kaikissa linjoissa solut
tuottavat ndiden kahden geenin transkriptio-tuotteita melko samoissa madrin.
Poikkeuksena ovat Kuramochi-solut, joissa Rab27A:n ldhetti-RNA:n miird on ldhes

kolminkertainen Rab35:n ldhetti-RNA :n mairasti.

Villityyppisolujen Rab27A4 ja Rab35 -geenien ilmentyminen
mRNA-tasolla
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Kuva 9. HGSOC-villityyppisolujen Rab27A4 ja Rab35 -geenien ilmentyminen mRNA-tasolla.
Tulokset on saatu qRT-PCR Tagman-menetelmdlld ja ne on normalisoitu kunkin ndytteen
GAPDH:n mRNA:n mddrddn.

5.1.2 Rab27A4 ja Rab35 -geenien ilmentyminen proteiinitasolla

Soluista tehtiin lysaatteja, joista pystyttiin Western blot -menetelmén (WB) avulla
detektoimaan villityyppisolujen Rab27A ja Rab35 -ekspressioita kvantitatiivisesti.
Kuvassa 10 on esitetty adherenttien solujen lysaateista tehty WB. Rab27A:n ekspressio
kvantitoitiin kuvista ImageJ-ohjelmalla ja Rab27A:n ilmentyminen normalisoitiin alfa-
aktiini—ylldpitogeenin ekspressioon. Tuloksista (kuva 11) voidaan ndhdd kaikkien
solulinjojen ilmentdvdn Rab27A:ta. Eniten proteiinia ekspressoi OVCARS-linja. Rab35-
proteiinin hiljentymisté ei saatu todennettua WB:lla, silld testattuja vasta-aineita ei saatu
toimimaan. Téamin vuoksi jatkotutkimuksissa keskityttiin enemmén Rab27A-

hiljennettyihin soluihin.
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Alfa-
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Kuva 10. Western blot neljin HGSOC-solulinjan Rab27A ja alfa-aktiini —geenien ilmentymisistd
proteiinitasolla. Rab27A4:n ilmentymistd tarkasteltiin myos kvantitatiivisesti analysoimalla
raitojen intensiteetit ImageJ-ohjelmalla.

Villityyppisolujen Rab27A4-geenin ilmentyminen
proteiinitasolla
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Kuva 11. Neljin eri munasarjasyopdsolulinjan Rab27A-proteiinin ekspressiotasot. Ekspressiot
saatiin kvantitatiivisella analyysilla ImageJ-ohjelman avulla lasketuista Western blot -raitojen
intensiteeteistd. Rab27A-ekspressiot normalisoitu solulinjan alfa-aktiiniin.
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5.2 Rab27A4 ja Rab35 -geenien hiljentdminen shRNA:lla OVCARS- ja
MO022i-soluissa

Karakterisointien perusteella shRNA-hiljennyksiin valittiin kaksi solulinjaa: kaupallinen
OVCARS ja potilasperdinen MO022i. Naiistd solulinjoista hiljennettiin eksosomien
biosynteesiin osallistuvien proteiinien, Rab27A ja Rab35, geenit. Hiljennyksen
voimakkuus madritettiin qRT-PCR:1la kummankin geenin mRNA:n ilmentymistasoista.
Hiljennettyjen solujen geenien ilmentymistasoja verrattiin scrambled-linjojen vastaaviin

tasoihin.

5.2.1 OVCARS-solut

Kuten villityyppisolujen karakterisoinnissa, Rab274 ja Rab35 -geenien ilmentyminen
mRNA-tasolla normalisoitiin solujen GAPDH-ylldpitogeenin ekspressiotasojen mukaan,
minkd jilkeen villityyppi- ja transduktoitujen solujen tuloksia verrattiin scrambled-
kontrolliin. OVCARS-soluista mééritettiin  Rab27A4:n lihetti-RNA:n ilmentymistaso
villityyppi- ja transduktoiduissa soluissa (kuva 12). Vastaavasti Rab35:n ldhetti-RNA—

tasot analysoitiin kontrolli-solulinjojen liséksi Rab35-hiljennetyissi soluissa (kuva 13).

OVCARS Rab27A4-geenin ilmentyminen mRNA—tasolla
g (normalisoitu GAPDH:n ekspressioon)
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Kuva 12. Rab27A:n ldhetti-RNA-mddrdt OVCARS-soluissa. Tulokset saatu Tagman qRT-PCR-
menetelmdlld.
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OVCARS Rab35-geenin ilmentyminen mRNA—tasolla
(normalisoitu GAPDH:n ekspressioon)
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Kuva 13. Rab35:n ldhetti-RNA-mddrdt OVCARS-soluissa. Tulokset saatu Tagman qRT-PCR-
menetelmdlld.

Tuloksista  huomataan, ettd hiljennys onnistui  paremmin  suuremmilla
viruspartikkelimaarilld eli MOI 5:ssd kuin MOI 2:ssa. Liséksi Rab27A4:n hiljennys toimii
parhaiten, kun solut on transduktoitu sekvenssi kolmella. Sekvenssi kaksi ei sen sijaan
hiljennd geenid ldheskddn yhtd hyvin. Vastaavasti Rab35-geeni hiljentyy parhaiten
sekvenssi kolmella, kun taas muiden sekvenssien kohdalla hiljennys ei ole toiminut yhti

tehokkaasti.

5.2.2 Potilasperidiset M022i-solut

OVCARS-solujen Tagman-analyysien perusteella MO022i-solut transduktoitiin vain
yhdelléd konsentraatiolla; MOI 5:114. MOI-arvoja ei tistd syystd ilmoiteta kuvissa 14 ja 15.
Lisdksi Rab27A-geenin hiljennys OVCARS8-soluilla huomattiin onnistuneen parhaiten
sekvenssi yhdelld ja kolmella, minka takia M022i-solut transduktoitiin vain niilld eikd
lainkaan sekvenssi kahdella. Aikaisempien tulosten suurten hajontojen vuoksi transduktio
Rab35:n hiljentdmiseksi tehtiin edelleen kaikilla sekvensseilli. OVCARS-solujen
Taqman:sta poiketen, Rab27A4:n transkriptiota tarkasteltiin sekd Rab27A4- ettd Rab35-
hiljennetyissd M022i-soluissa (kuva 14), ja Rab35:n transkriptiota samalla tavalla (kuva

15).
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MO022i Rab27A-geenin ilmentyminen mRNA—tasolla
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Kuva 14. Rab27A4:n ldhetti-RNA-mddrdt M022i-soluissa. Tulokset saatu Tagman qRT-PCR-
menetelmdlld.

MO022i Rab35-geenin ilmentyminen mRNA—tasolla
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Kuva 15. Rab35:n lihetti-RNA-mdidrdt M022i-soluissa. Tulokset saatu Tagman gRT-PCR-
menetelmdlld.

Rab27A:n hiljentdminen onnistui hyvin myds M022i-soluilla. Toisin kuin OVCARS-

soluissa, hiljennys on tehokkainta sekvenssi yhdelld. Rab35:n ekspressioissa sen sijaan
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tulokset ovat yhtenevit OVCARS-solujen tulosten kanssa ja paras hiljennys saadaan

sekvenssi kolmella.

5.2.3 Hiljennysten toteaminen proteiinitasolla

Rab27A:n proteiinitason hiljennystd tutkittiin ja analysoitiin  WB:1ld kuten
villityyppisolujen karakterisoinnissa. Transduktoitujen OVCARS8-solujen WB:t tehtiin
yhteensd neljd kertaa, kun taas transduktoiduille M022i-soluille menetelmé on tdhén
mennessd tehty kolme kertaa. Analyyseissa Rab27A:n proteiinintuotto normalisoitiin
ensin solujen alfa-aktiinin proteiinitasoihin. Témén jalkeen saadut tulokset verrattiin vield
scrambled-solulinjojen ekspressioihin eli saatiin selville geenihiljennetyn solulinjan
proteiinintuoton prosentuaalinen osuus scrambled-linjan ekspressiosta. Lisdksi tdlla
tavalla kokeen toistokertojen tulokset ovat keskendén paremmin verrattavia. Molemmissa
solulinjoissa huomattiin Rab27A:n ekspression vidhentyneen huomattavasti seké
sekvenssi yhdelld ettd kolmella. OVCARS8-soluilla erona Tagman-tuloksiin Rab27A:n
sekvenssi yksi hiljentdd geenin paremmin proteiinitasolla kuin sekvenssi kolme. Rab35-

proteiinin tuottoa ei tdssdkddn voitu viela tarkistaa.

OVCARS villityypin ja transduktoitujen solujen WB on esitetty kuvassa 16. Vaikka
geenin hiljennys WB:ssé onkin melko selkedd, analyysien tuloksille haluttiin hypoteesin
varmistamiseksi tehdd tilastollinen testi. Testiin valittiin neljdn sijaan vain kolmen
parhaiten onnistuneiden WB:iden tulokset. Poisjatetyn WB:n suuren taustasignaalin
takia, raitojen intensiteettien kvantitatiivinen maddritys ei onnistunut luotettavasti.
Kontrollina kéytetyn scrambled-linjan lisdksi testiin otettiin vain yksi linja, missd
Rab27A:n hiljennys onnistui parhaiten eli lentiviruspartikkelimairalla MOI 5 sekvenssi
yhdelld transduktoidut OVCARS-solut. Pienen otoskoon takia testiksi valittiin
epdparametrinen kahden riippumattoman otoksen Wilcoxonin jérjestyssummatesti,
minkd mukaan Rab27A-hiljennettyjen ja kontrollisolujen Rab27A-ekspressiot erosivat
tilastollisesti merkitsevésti toisistaan (p-arvo < 0,05). Myos villityyppi- ja scrambled-
solujen mahdollisia eroja haluttiin tarkastella. Kuten oletettua, scrambled- ja
villityyppisolujen Rab27A:n ekspressioiden erot eivit olleet tilastollisesti merkitsevid,

kun testin p-arvoksi saatiin 0,827.
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Kuva 16. Western blot villityypin ja transduktoitujen OVCARS-solujen Rab27A-proteiinintuoton
detektoimiseksi. Kuvasta voidaan huomata sekvenssi yhden vihentdivin Rab27A:n tuottoa
parhaiten (p-arvo < 0,05).

Esimerkki M022i-solulinjoille tehdyistd WB:istd on esitetty kuvassa 17. Tagman-tulosten
ja  OVCARS-solulinjojen WB:n tapaan analyysit osoittivat sekvenssi yhden
geenihiljennyksen olevan parempi, mutta eroa kahden sekvenssin vililld ei M022i-

soluilla ole niin paljon. Molemmat sekvenssit siis hiljensivit Rab27A-geenin hyvin.

My6s M022i-solujen ekspressioeroja haluttiin testata Wilcoxonin jérjestyssummatestilld
ja valitut linjat olivat samat kuin OVCARS-soluilla. Testin p-arvoksi saatiin 0,05, eli
hiljennys on tédssdkin tilastollisesti merkitsevd. Lisdksi OVCARS-solujen tapaan
villityypin ja scrambled-linjojen Rab27A-proteiinin tuotoissa ei ollut tilastollisesti

merkitsevda eroa. P-arvoksi saatiin 0,513.
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Kuva 17. Villityypin ja transduktoitujen M022i-solulinjojen Western blot, missd detektoitu
Rab27A4. Rab27A:n ekspressio normalisoitiin alfa-aktiini ekspressioon ja voitiin todeta shRNA-
hiljennyksen onnistuneen hyvin molemmilla sekvensseilld. Hiljennys oli tehokkaampaa sekvenssi
yhdelld (p-arvo = 0,05)

5.3 Geenihiljennysten vaikutukset solujen ulkondkoon ja litkkumiseen

Solujen ulkondkdd ja liikkumista tutkittiin mahdollisten geenihiljennyksistd johtuvien
vaikutusten  kannalta. Aikaisempien tutkimusten perusteella oletettiin, ettd
geenihiljennyksen myo6td solujen eksosomien eritys hdiriintyisi. Mahdollisen
eksosomierityksen héiriintymisen edelleen ajateltiin voivan vaikuttaa sekd solujen

ulkondkoon ettd litkkumiseen.

Solut kuvattiin Olympus CKX53-mikroskoopilla kiyttden 10x objektiivia. Kuvissa 18 ja
19 on esitettynd solulinjat, joissa geenihiljennykset aikaisempien tulosten perusteella
onnistuivat parhaiten. Molemmissa, sekd OVCARS- ettd M022i-soluissa, voitiin huomata
Rab27A-hiljennettyjen solujen muodostavan kasaumia. Tdmai solujen kerddntyminen on
osoitettu kuvissa nuolilla. Rab35-hiljennetyissé soluissa ulkond6llisid muutoksia ei sen

sijaan havaittu.
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OVCARS 10X

Kuva 18. Kymmenkertainen suurennos OVCARS-soluista. Nuolella on ndytetty Rab27A4-
hiljennettyjen solujen kerddntyminen, mitd kontrollisoluilla (villityyppi ja scrambled) ei havaita.
Kuvat on otettu Olympus CKX53 -mikroskoopilla.
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Kuva 19. Kymmenkertainen suurennos MO022i-soluista. Nuolella on ndytetty Rab27A-
hiljennettyjen solujen kerddntyminen. Kuvat on otettu Olympus CKX53 -mikroskoopilla

Transduktoitujen solujen liikkumista tutkittiin Wound healing -menetelmélld kuten
villityyppi-solujen migraatiokokeissa. OVCARS8-solujen Tagman-tulosten suurten

hajontojen vuoksi, Rab35-hiljennettyja solulinjoja ei otettu kokeeseen mukaan.

Hypoteesina siis oli, ettd geenihiljennetyt solut erittdisivdt vihemmin eksosomeja

ympdaristoonsd kuin kontrollisolut. Koska aikaisempien tutkimusten perusteella tiedetéén,
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ettd eksosomit edesauttavat syOpédsolujen etenemistd, migraatiokokeilla selvitettiin,
litkkkuvatko hiljennetyt solut kontrollisoluja hitaammin. Tulokset on esitetty kuvassa 20
(OVCARSY) ja kuvassa 21 (M022i). Kuoppien pohjan solukerrosten raapaisut eivét
onnistuneet hyvin, minka takia tulokset eivit mydskédén ole kovin luotettavia. Kaikkien
solulinjojen tuloksia ei timédn vuoksi ole myOskéén esitetty kuvissa. Naytettyjen tulosten
perusteella voidaan kuitenkin todeta, ettei solulinjojen migraatioissa ole merkittavia

eroja.

OVCARS-solujen migraatio 24 tunnin aikapisteessa
(verrattu villityyppi-solulinjaan)
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Kuva 20. Villityypin ja transduktoitujen OVCARS-solujen migraatio Wound healing-
menetelmdssd. Haavan umpeutuminen kertoo solujen nopeutta pohjaan raapaistujen haavojen
kiinni kuromisessa. Haavat tehtiin Incucyte WoundMaker:lla ja niiden umpeutumista tutkittiin
Incucyte ZOOM —kuvantamislaitteella. Tutkimuksen hypoteesina oli geenihiljennettyjen solujen
hitaampi litkkuminen kontrollisoluihin verrattuna, mutta kokeessa ei ilmennyt merkittivid eroja.
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M022i-solujen migraatio 24 tunnin aikapisteessi
(verrattu scrambled-solulinjaan)

140 -
120 A

135
127
118
100 101 106

100 - 93
80
60
40
20

0

Villityyppi Scrambled Rab27A  Rab27A Rab35 seq Rab35 seq Rab35 seq
seq 1 seq 3 1 2 3

Haavan umpeutuminen scrambled-linjan
migraatiosta (%)

Kuva 21. Villityypin ja transduktoitujen M022i-solujen migraatio Wound healing-menetelmdssd.
Haavan umpeutuminen kertoo solujen nopeutta pohjaan raapaistujen haavojen kiinni
kuromisessa. Haavat tehtiin Incucyte WoundMaker:lla ja niiden umpeutumista tutkittiin Incucyte
ZOOM —kuvantamislaitteella. OVCARS-solujen tapaan villityypin ja transduktoitujen solujen
vdlilld ei ndkynyt merkittdavid eroja.

5.4 Eksosomierityksen tutkiminen

Jatkotutkimuksiin wvalittiin kontrollilinjojen lisdksi solulinjat, joista Rab27A4-geenin
hiljentdminen onnistui parhaiten eli Rab27A:n sekvenssi yhdelld transduktoidut
OVCARS (MOI5) ja M022i-solut. Tarkasteluun otettiin myds yksi Rab35-hiljennetty
solulinja, joksi wvalittiin MO022i-solulinjoista Taqman-kokeen tulosten perusteella
sekvenssi kolmella transduktoidut solut. Ndmé ovat samat solulinjat, jotka on esitetty

kuvissa 18 ja 19.

Saaduista lysaateista tutkittiin eksosomimarkkeri CD63:n ilmentymistd, joka on
verrattavissa kunkin nédytteen sisdltimien eksosomien médrdén. Tulokset on esitetty
kuvassa 22. OVCARS8-soluilla CD63-markkeria voidaan havaita olevan voimakkaasti
kontrollisolulinjoista eristetyissd ndytteissd, mutta ei Rab27A-hiljennetyistd soluista
eristetyissd ndytteissd. Tama osoittaa, ettd Rab27A:n ekspression hdiritseminen vihentda

eksosomien eritystd OVCARS8-soluilla.

41



MO022i-solulinjoissa CD63-markkeria ei sen sijaan paikannettu kontrollisoluista eikd

Rab27A-hiljennetyistd soluista. Huomataan kuitenkin vastetta Rab35-hiljennetyissi

soluissa.
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Kuva 22. CD63-eksosomimarkkerin mddrd eri solulinjoilta kerdtyistd RPMI-kasvatusliuoksista.
Eksosomivapaan kasvatusliuoksen antama vaste on tarpeeksi pientd, jotta voidaan sanoa
OVCARS-kontrollisolujen antaman vasteen olevan merkittivd ja edelleen Rab27A-hiljennetyilli
OVCARS-soluilla pienempdd. Rab35-hiljennetyt solut poissulkien, MO022i-solujen kohdalla
CD63-vastetta ei oikein voida tulkita edes kvalitatiivisesti suuren taustan takia.

Eksosomilysaateista saatu CD63-signaali (eritettyjen eksosomien méérd) suhteutettiin
alkuperdiseen solumiérdidn lyysaamalla kuoppalevylld olevat solut kasvatusliuosten
kerddmisen jilkeen ja tekemadlld saaduista lysaatesta proteiinimééritykset. Solulysaattien
sekd kasvatusmediumeista tehtyjen eksosomilysaattien proteiinipitoisuudet on esitetty
kuvassa 23. Voimakkaan taustasignaalin vuoksi CD63-markkerin mééristd ei tehty

tarkempaa kvantitatiivista analyysia.
Solulysaateista tutkittiin samalla Rab27A:n ilmentymistd (kuva 24), jotta voitiin

varmistaa, ettei linjojen vililld ole tapahtunut mahdollista ristikontaminaatiota. Tulokset

varmistivat hiljennyksen sdilyneen soluissa.
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Solu- ja eksosomilysaattien proteiinipitoisuudet
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Kuva 23. Solu- ja eksosomilysaattien proteiinipitoisuudet. Tulosten avulla voidaan suunnilleen
arvioida eksosomeja eittdvien solujen mddrid toisiinsa ndhden sekd vastaavasti niiden kykyd
tuottaa eksosomeja kasvatusliuokseen.
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Kuva 24. Rab27A:n ilmentyminen soluilla, joilla tutkittiin eksosomien eritystid. Western blot:lta
voidaan huomata geenihiljennyksen toimivan hyvin. Alfa-aktiini—ylldpitogeenin ilmentymiselld
voidaan normalisoida detektoitavan proteiinin ekspressio.

Koe toistettiin samalla tavalla muuten, mutta tdlld kertaa eksosomit eristettiin
suuremmasta kasvatusliuoksen tilavuudesta, jotta CD63-proteiinin detektointi saatiin

vahvemmaksi (kuva 25). My0s solu- ja eksosomilysaattien proteiinipitoisuudet (kuva 26)
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sekd solujen Rab27A4:n ilmentymiset (kuva 27) méadriteltiin samalla lailla kuin aiemmin.
Mielenkiintoista on huomata, ettei CD63-markkerin méard ole tilld kertaa laskenut
Rab27A-hiljennetyissi OVCARS-soluissa viitaten samantasoiseen eksosomituottoon
kuin kontrollisoluissa, eikd Rab27A:n hiljennys vaikuta olevan endd tehokas soluissa.
WB:n analysoinnissa Rab27A-hiljennettyjen OVCARS8-solujen Rab27A-proteiinin
madrdksi saatiin noin 36 % kontrollisolujen proteiinimédrédstd, eli huomattavaan

hiljennystehokkuuden laskuun verrattuna aiempaan

MO022i-solujen kohdalla tdmé koe onnistui paremmin kuin aikaisempi, missd M022i-
solujen kohdalla ei pystytty detektoimaan mitddn. Kuvasta 25 huomataan
kontrollisoluissa hieman suurempi CD63:n pitoisuus kuin Rab27A-hiljennetyissi
soluissa. Tosin télld kertaa Rab35-hiljennetyissd soluissa ei ole nédhtivissd markkerin

pitoisuuden nousua niin kuin aiemmassa kokeessa.

CD63

Kuva 25. CDG63-eksosomimarkkerin mddrd solulinjojen kasvatuslivoksista eristetyissd
eksosomilysaateissa. OVCARS-solujen Rab27A:n hiljennyksen ei todettu olevan endd kovin
tehokas, mikd luultavasti selittdd, ettei CDG63-markkerin mddrdssdkddn ole todettavissa
erilaisuuksia. M022i-soluilla hiljennys todettiin vield tehokkaaksi ja kuvasta voidaan huomata
eksosomimarkkeria olevan ndilld soluilla vihemmdn verrattuna kontrollisoluihin.
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Kuva 26. Solu- ja eksosomilysaattien proteiiniopitoisuudet. Pitoisuuksia voidaan vertailla ja
tarkastella eksosomeja tuottavien solujen mddrid keskenddn. Lisdksi voidaan hieman pddtelld,
kuinka paljon eksosomeja ne tuottaisivat ympdristoonsd.
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Kuva 27. Rab27A:n ilmentyminen proteiinitasolla. Raitojen intensiteeteistd ndhdddn, ettei
Rab27A4:n hiljennys ole kovin tehokas OVCARS-soluissa. Sen sijaan Rab35-hiljennetyissd
soluissa Rab27A-proteiinia tuotetaan hieman enemmdn.

45



6 Tulosten tarkastelu

6.1 Villityyppi-solujen karakterisointi

Karakterisointi aloitettiin kuvaamalla adherentteina kasvavia soluja. Ulkonaollisesti
OVCARS ja M022i -solujen voidaan huomata hieman muistuttavan toisiaan, kun taas
Kuramochi ja M019i -solut eroavat tiysin. Lisdksi soluviljelyssd huomattiin Kuramochi
ja MO0191 -solujen kasvavan hieman enemmén yksittdin eikd niin ryhmittyneend kuin
muut solut. Solujen liikkkumista tutkivassa migraatiokokeessa kaupallisten solujen
huomattiin kurovan kaivon pohjan naarmua primaarisolulinjoja nopeammin umpeen.
Kaikkein nopeimmaksi todettiin OVCARS-solut, vaikka eroa ei juurikaan voi todeta
olevan paljon. Kuitenkin kaikista muista solulinjoista poikkesivat M019i-solut, jotka

olivat selkedsti hitaimpia.

Koska koko tutkimus keskittyi kahden proteiinin rooleihin eksosomien tuotossa, ndiden
proteiinien ilmentymisten maarid tarkasteltiin villityyppi-solulinjojen vélilld. Tuloksista
voidaan huomata geenien ldhetti-RNA-maéirien olevan pienemmaét primaarisolulinjoissa
kuin kaupallisissa. Eroa kaupallisten ja potilasperdisten linjojen vélilld on siis tdssdkin.
Proteiinitason analyyseissa tulokset hieman poikkeavat Tagman-menetelméan tuloksista.
Selked poikkeus on varsinkin Kuramocheilla, joiden Tagman-tulosten mukaan Rab274:n
ekspressio olisi jopa hieman suurempaa kuin OVCARS-soluilla ja Rab35:n ekspressio
sen sijaan todella pientd. WB-menetelmalld saatujen proteiinitasojen mukaan Kuramochi-
solujen Rab27A:n ekspressio on sen sijaan alle puolet OVCARS-solujen ekspressiosta.

Kokeet pitdisi luultavasti toistaa tulosten toteamiseksi luotettaviksi.

Voivatko eridvdat tulokset ldhetti-RNA— ja proteiinitasojen valilld  selittyd
normalisoinneista eri ylldpitogeeneihin? Taqmanissa ekspressiotasot normalisoitiin
GAPDH-geenin ekspression mukaan kun taas WB-analyysissa normalisointi tehtiin alfa-
aktiiniin. Toisaalta tdmén ei pitdisi vaikuttaa, silld ylldpitogeenien ekspressiot ovat
nimensd mukaisesti solulle vélttdméttomid ja tasot ovat samaa luokkaa solulinjasta
riippumatta. Sekin tdytyy ottaa huomioon, ettd siind missd Tagman on erittdin herkka

kvantitatiivinen maaritysmenetelmi, WB on vain semikvantitatiivinen.
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6.2 Geenien hiljentiminen

6.2.1 Geenihiljennysten toteaminen

Geenien hiljennysten todettiin onnistuneen hyvin seka lahetti-RNA— ettd proteiinitasolla.
Tulokset molempien menetelmien vililld olivat melko samanlaiset pienené poikkeuksena
OVCARS8-solujen Rab27A-ekspressio, missd Tagman-tulokset ndyttivdt sekvenssi
kolmen hiljentdvén parhaiten, kun taas WB:ssd parhaimman hiljennyksen néytti
sekvenssi yksi. Lopulta kaikki kokeet huomioon ottaen voidaan kuitenkin todeta, etté
Rab27A-geenin hiljensi parhaiten sekvenssi yksi. Myos solulinjojen vililld tdimé oli
yhtenevéd, mistd voidaan pditelld juuri sekvenssin koodin vaikuttavan hiljennyksen

voimakkuuteen.

Rab35-proteiinia ei voitu detektoida WB:ssd, joten geenin ekspressiota voi toistaiseksi
tutkia vain ldhetti-RNA—tasolla. Kuten aiemmin mainittiin, timén geenin kohdalla taas
sekvenssi kolme on hiljennystehokkuudeltaan paras. Tamékin tulos oli yhteneva kahden
solulinjan vélilld, vaikka OVCARS-soluilla luultavasti pipetointitarkkuudesta johtuvat

Rab35-tagman tulosten suuret hajonnat haittaavat tulosten analysointeja.

OVCARS-solujen transduktiossa kidytettyjen eri MOI-arvojen ei oletettu vaikuttavan
hiljentymisen voimakkuuteen, mutta kuten Tagqman ja Western blot-tuloksista
huomattiin, hiljennys oli selkedsti voimakkaampaa korkeammassa MOI-arvossa. Tamén
voisi  selittdd silld, ettd suuremmassa lentiviruspartikkelikonsentraatiossa on
todenndkodisempdd, ettd sama solu voitaisiin transduktoida useamman kerran. Tdmé
tarkoittaisi, ettd solun genomissa sekvenssi voi olla kaksi tai useammankin kerran, jolloin

tietenkin myos shRNA-tuotetta transkriptoituu enemmaén.

Villityypin ja transduktoitujen M022i-solujen Tagman-kokeessa kiytettiin molempia
scrambled-linjoja, jotka ovat siis toistensa replikaatit. Voidaan huomata, ettd scrambled
A muistuttaa ekspressiotasoiltaan villityyppi-solulinjaa enemmin kuin scrambled B.
Lisdksi Tagman-koe tehtiin molemmista geeneisti molemmille hiljennetyille
solulinjoille. Tuloksista voidaan todeta mielenkiintoinen Rab27A4:n ekspression nousu
joillakin Rab35-hiljennetyissad soluissa ja toisin pdin. Otetaan tarkkailuun esimerkiksi

Rab35:n sekvenssi yhdelld transduktoidut solut, joilla Rab27A:n ekspressio nousi
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melkein kaksinkertaiseksi kontrollisolujen ekspressiosta (kuva 14). Sen sijaan Rab35
sekvenssi kolmella transduktoiduilla soluilla Rab274:n ekspressio on pysynyt hyvin
samana kontrolleihin verrattaessa. Vastaavasti Rab27A sekvenssi yhdelld hiljennetyissa
soluissa voidaan ndhdd Rab35:n ekspression nousua jonkin verran, mutta ei kuitenkaan
niin paljon kuin sekvenssi kolmen kohdalla (kuva 15). Voisivatko tulokset viitata solujen
pyrkimisestd kompensoimaan yhden proteiinin toiminnan menetystd tuottamalla toista
enemmaén? Jos ndin olisi, voisi myds ajatella ndiden geenien ekspressioiden vililld olevan
korrelaatiota, jolloin toisen ekspressio nousee sitd mukaan kun toinen laskee. Tétéd ei
kuitenkaan voida havaita tuloksista, silld esimerkiksi Rab35-geenid hiljentdd parhaiten
sekvenssi kolme, mutta sekvenssi yhdelld transduktoidut solut ekspressoivat

huomattavasti voimakkaimmin Rab27A4:ta.

Naistd havainnoista johtuen jatkotutkimuksiin valittiin ne solulinjat, joissa hiljennys on
toiminut parhaiten ilman, ettd toisen proteiinin ekspressio poikkeaa paljon
kontrollisolujen ekpressiosta. Toisaalta voisi olla mielenkiintoista tutkia karakteristisia
muutoksia my0s niissé soluissa, joissa toista geenid yliekspressoidaan. Tdméd on hyvi

pitdd mielessd mahdollisia jatkotutkimuksia ajatellen.
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6.2.2 Geenihiljennettyjen solujen karakteristiset muutokset

Ensimmadisend havaintona RNA-interferenssistd seuraavista muutoksista oli Rab27A-
hiljennettyjen solulinjojen kasvaminen ikddn kuin kasaumissa (kuvat 18 ja 19). Solujen
tarkastelulla mikroskoopilla silmédmaéréisesti voitiin ndhda solujen kerddntymisté yhteen.
Syytéd tdhdn ei vield ole tutkittu tarkemmin, mutta mahdollisten eksosomien eritysten

viahentymiset on hyvé pitdd mielessa.

Tyo6n hypoteesina oli aikaisemman kirjallisuuden perusteella geenihiljennettyjen solujen
eksosomien tuoton hdiriintyminen. Ja koska tiedetddn, ettdi eksosomit edesauttavat
syOpdsolujen  etenemistd, ajateltiin, ettd kontrollisolut saattaisivat liikkua
geenihiljennettyjd soluja nopeammin. Tétd teoriaa ei kuitenkaan voi migraatiokokeiden
tuloksista vahvistaa (kuvat 20 ja 21). Pdinvastoin kolmessa OVCARS-soluille tehdyissa
migraatiokokeissa scrambled vaikutti olevan solulinjoista hitain. M022i-soluilla sen

sijaan vastaavaa ei havaittu.

Pienten pitoisuuksien takia soluméérid ei laskettu, kun ne laitettiin kuoppalevyille
kasvuun migraatiokoetta varten, vaan méérit olivat arviointeja. Koska miird, minka
verran soluja laitetaan yhteen kuoppaan kasvuun vaikuttaa solutiheyteen eli konfluenssiin
kokeen alussa, voitaisiin ajatella sen vaikuttavan edelleen myds solujen liikkumiseen. Jos
solut ovat esimerkiksi hyvin tihedssi siind vaiheessa, kun haavat tehddin, saattavat solut
pikemminkin tyontyé kaivon reunalta keskustaa kohti kuin varsinaisesti litkkkua. Tamé on
hyvéa pitdd mielessd tulosten tarkastelussa. Kokeen voisi myos toistaa niin, ettd solut
laitettaisiin kasvuun harvemmin ja lasketaan samat méérat linjojen vélilla, jolloin tulokset

olisivat enemman verrattavissa keskendén.

6.3 Eksosomien tuoton vahentyminen

Eksosomien tuoton vidhentymisen tarkasteluun valittiin siis vain tietyt solulinjat
aikaisempien kokeiden perusteella. Tulos-osiossa ndytettiin kaksi tdhdn mennessi
tehtyjen CD63-markkerin WB:t (kuvat 22 ja 25). Lisdksi molempien kokeiden kohdalla
mitattiin proteiinipitoisuudet sekd hajotetuista soluista, ettd niiden tuottamista
eksosomeista, jotta tuloksia voitaisiin kvalitatiivisesti normalisoida ja ndin vertailla
keskenddn. Toisin kuin solulysaattien WB:issa, missé proteiinitasot voidaan normalisoida

alfa-aktiini—ylldpitogeenin =~ mukaan,  eksosomilysaateista  tehdyissd =~ WB:issd
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normalisointia ei voida tehdé ndin, koska membraanissa olevat proteiinit ovat ldhtdisin

solumediumista, jossa ei ole mukana soluja.

Membraanien suurten taustasignaalien takia raitojen intensiteettien ImageJ -analyysia ei
voitu tehdd. Silmédmaérdisesti kuitenkin huomataan OVCARS8-soluilla ensimmaisessi
kokeessa (kuva 22) ja MO022i-soluilla toisessa kokeessa (kuva 25), ettd Rab27A-

hiljennetyilld soluilla CD63-markkeria ei detektoida niin vahvasti kuin kontrollisoluilla.

Ensimmdisessd kokeessa CD63:a havaitaan olevan paljon enemmin OVCARS-
kontrollisolujen kohdalla kuin eksosomivapaassa RPMI-kasvatusliuoksessa ja Rab27A-
hiljennetyissd soluissa. Rab27A-hiljennettyjen OVCARS8-solujen vaste ndyttdd aika lailla
yhtd vahvalta kuin eksosomivapaan RPMIL:n. Téstd voidaan péadtelld eksosomien
erityksen hdiriintyneen voimakkaasti, kun Rab27A4-geeni on hiljennetty. Tuloksen
tukemiseksi voidaan my0s ottaa huomioon kuvassa 23 esitetyt lysaattien
proteiinipitoisuudet. Huomataan, ettd Rab27A-hiljennetyisté soluista tehdyn solulysaatin
proteiinipitoisuus on hieman suurempi kuin OVCARS-kontrollisoluilla, mutta

eksosomilysaatin proteiinipitoisuus on sen sijaan huomattavasti alhaisempaa.

Toiseksi tehdyssd WB:ssd (kuva 25) OVCARS-soluilla ei endd ndhdd suurta muutosta
CD63-markkerin méérdssd linjojen wvililld. Lisdksi, kun katsotaan solu- ja
eksosomilysaattien proteiinipitoisuuksia (kuva 26) huomataan, ettd eksosomeja erittavia
soluja on vaikuttanut olevan suunnilleen saman verran samoin kuin niiden erittdmia
eksosomeja. Mielenkiintoista on myds nidhdd, ettd Rab27A4:n hiljennys ei vaikuta olevan
endd kovin tehokas soluissa kuin tutkimuksen alussa (kuva 27). Koetta ennen tehtiin myds
huomio Rab27A-hiljennettyjen OVCARS-solujen ulkonddstd, joka ei ndyttdnyt enda
poikkeavan niin paljon kontrollisoluista. Soluviljelyssd on mahdollisesti voinut tapahtua
ristikontaminaatiota scrambled- ja Rab27A-hiljennettyjen solujen vililld. Nama tulokset
kuitenkin viittaavat vahvasti Rab27A-proteiinin rooliin sekd solujen ulkonddssd ettd

eksosomien tuotossa.

MO022i-solujen CD63-pitoisuuksia ei voida ensimmadisestd WB:std havaita, minka takia
koe tehtiin uudestaan. Kuitenkin huomataan, Rab27A-hiljennetyistdi OVCARS-soluista
tdysin poiketen, ettd Rab35-hiljennettyjen M022i-solujen kasvatusliuos antaa CD63-

markkerille melko paljonkin vastetta. Lisdksi ottaen taas huomioon solu- ja
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eksosomilysaattien proteiinipitoisuudet, voidaan n#&hdé, ettd Rab35-hiljennetyilld
solulysaateissa proteiinipitoisuus on alhaisinta muihin M022i-soluihin verrattuna, mutta
eksosomilysaateissa proteiinipitoisuus on sen sijaan suurin. Téssd kéytettyjen Rab35-
hiljennettyjen solujen Rab27A4A:n ekspressio ndytti Tagman-kokeen mukaan
samantasoiselta kuin scrambled-soluilla (kuva 14), joten vastetta ei voida selittdd silla.
Tagman-tuloksen tukemiseksi solulysaateille tehtiin myds WB, missé voitiin sulkea pois
mahdollisuus Rab27A4:n yliekpressiosta proteiinitasolla (kuva 24). Téssdkin Rab35-
hiljennettyjen proteiinitason Rab27A-ilmentyminen on alfa-aktiiniin normalisoituna
melko samanlaista kuin kontrollisoluissa. Toisessa kokeessa vastaavanlaisia tuloksia ei

nihdi, minka takia toistoja kokeesta vaaditaan.

Yhteenvetona voidaan siis sanoa, ettd eksosomeja ndyttéisi tuottuvan solujen ymparistoon
vihemmén, kun Rab27A4-geeni on hiljennetty. Vaikka titd ei ole voitu osoittaa
molemmissa solulinjoissa samanaikaisesti, viittaisivat ndma kaksi koetta yhdessa saatuun
tulokseen. Rab35-hiljennetyilld soluilla vastaavaa ei toistaiseksi voida havaita. Koe on
kuitenkin tarkoitus vield toistaa tulosten vahvistamiseksi. Tdmédn lisdksi pyritddn

detektoimaan myds muita eksosomimarkkereita (CD9, CD81 ja TSG101).

6.3.1 Vihentyneen eksosomierityksen vaikutus soluihin

Eksosomien vihentyneen erityksen varmistamisen jdlkeen tutkimusta on tarkoitus jatkaa
tarkastelemalla solujen karakteristisia muutoksia tarkemmin, koska toistaiseksi
karakteristisia eroja on havaittu vain Rab27A-hiljennettyjen solujen ulkonddssa.
Suunnitelmissa on myds toistaa migraatiokokeen tapainen koejirjestely, missa solut
olisivat hypoksisissa olosuhteissa. Tiedetdin, ettd eksosomien on todettu edesauttavan
syopasolujen selviytymistd viahdhappisissa olosuhteissa, misséd solut normaalisti siis ovat
syopdkudoksessa, joten tdlld kokeella saataisiin tutkittua syopédsolujen kayttadytymisti

enemmaén normaalitilannetta (kehossa) vastaavissa olosuhteissa.
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7 Yhteenveto

Téssé pro gradu -tutkimuksessa tarkoituksena oli tutkia kahden Rab-proteiinin, Rab27A
ja Rab35, tarkempia rooleja HGSOC-syOpisolujen eksosomien biosynteesissd ja
erityksessd. Molemmat proteiinit kuuluvat pieniin GTPaaseihin ja ne osallistuvat soluissa
monenlaisiin solunsisdisiin kalvokuljetuksiin, minka takia niiden osallisuutta eksosomien
biosynteesissd on monesti esitetty. Aikaisempien tutkimusten perusteella ndiden geenien
hiljentdmiset ovat johtaneet vdhentyneeseen eksosomien eritykseen, siispd tissdkin
tutkimuksessa pyrkimyksend oli hiljentid ndméa geenit ja tarkastella hiljennysten
vaikutuksia. Erona aikaisempiin tutkimuksiin, ndiden geenien hiljennyksid ei ole ennen

tehty HGSOC-soluissa.

Geenien ilmentdmiset estettiin RNA-interferenssi-menetelmédlld ja hiljennykset
pystyttiin todistamaan onnistuneiksi sekd ldhetti-RNA— ettd proteiinitasoilla (P < 0,05).
Geenihiljennysten jilkeen ulkonddllisid muutoksia pystyttiin heti jonkin verran
havaitsemaan Rab27A-hiljennetyissd soluissa. Lisdksi alustavien kokeiden tulokset
viittaavat Rab27A-hiljennettyjen solujen erittdvin kontrollisoluja vihemmaén eksosomeja
ympdristoonsd. Koetta tdytyy vield toistaa, jotta tuloksista voidaan varmistua.
Tutkimuksen alku ndyttdd lupaavalta ja mahdollisuuksia jatkotutkimuksille on paljon.
Tamain tutkimuksen tulokset ovat luultavimmin vain pintaraapaisu siitd, mitd kaikkea ei
vield tiedetd Rab-proteiinien rooleista eksosomien biosynteesissé ja edelleen eksosomien

vaikutuksista syovéssa.

Jos eksosomien erityksen madrdn vihentyminen voidaan todistaa, tarkoituksena on myds
tutkia tédstd johtuvia solulinjojen karakterisia muutoksia. Edelleen, jos mielenkiintoisia
muutoksia voidaan havaita, olisi tarkoitus tehdé jatkotutkimuksia solujen selviytymisesta,
koska eksosomien tiedetddn osallistuvan syOpédsoluille suotuisamman ympériston
luomisessa. Jos saamme tehtyé solulinjoja, joiden eksosomien eritys on viahentynyt, olisi
mielenkiintoista ndhdd, selviytyvdtkd ne kontrollisoluyja huonommin esimerkiksi
hypoksisissa olosuhteissa. Mahdollisia jatkotutkimuksia on paljon ja niitd on tarkoitus

suunnitella paremmin sen jilkeen, jos solujen todetaan tuottavan vihemmaén eksosomeja.
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10 Liitteet

10.1 Liite 1. Transduktiossa kéytetyt sekvenssit

Geeni Numero | Tiitteri Sekvenssi
(TU/ml)

shScr 002V 92000000 | Ei julkaistu

shRab27A 1 | 5295 7600000 CCGGCCAGTGTACTTTACCAATATACTCGAGTATATTGGT
AAAGTACACTGGTTTTT

shRab27A 2 | 5296 2900000 CCGGCGGATCAGTTAAGTGAAGAAACTCGAGTTTCTTCA
CTTAACTGATCCGTTTTT

shRab27A 3 | 5297 7400000 CCGGGCTGCCAATGGGACAAACATACTCGAGTATGTTTG
TCCCATTGGCAGCTTTTT

shRab35 1 380003 2100000 GTACCGGGGAGAATGTCAACGTGGAAGACTCGAGTCTTC
CACGTTGACATTCTCCTTTTTTG

shRab35 2 380080 19000000 | GTACCGGTTCACGAAATCAACCAGAACTCTCGAGAGTTC
TGGTTGATTTCGTGAATTTTTTG

shRab35 3 380335 12000000 | GTACCGGTGATGATGTGTGCCGAATATTCTCGAGAATAT
TCGGCACACATCATCATTTTTTG
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2(2)

10.2 Liite 2. Tutkimuksessa kiytetyt vasta-aineet

Kohde- Tuottoeliin Tuotenumero | Valmistaja

proteiini

anti-mouse | rabbit pAb PO161 Dako

anti-rabbit | swine pAb P0217 Dako

CD9 mouse mAb MCA469G Bio-Rad

CD63 mouse mAb 10628D Invitrogen, Life Technologies
CD81 mouse mAb MCA1847EL | Bio-Rad

Rab27A rabbit mAb D779Q Cell Signaling TECHNOLOGY®
Rab35 rabbit SAB270146 Sigma-Aldrich®

TSG101 mouse mAb MCA3515Z Bio-Rad
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