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Embigiini (GP-70) on solujen pinnoilla esiintyvd, kalvon lapadiseva glykoproteiini. Se
osallistuu  solujen  kiinnittymiseen  soluvdliaineeseen ja vaikuttaa solujen
aineenvaihduntaan. Silla on erityisen tarkea rooli pienten ravintoaineiden kuljetuksessa
sisdan soluihin ja pois soluista. Nailla glykoproteiineilla ei kuitenkaan itsessdaan ole
aktiivisuutta ravinteiden kuljettajina, vaan ne vaikuttavat epasuorasti mahdollistaen
monokarboksylaattien kantajaproteiini (engl. monocarboxylate transporter, MCT)
toiminnan tarjoamalla nadille sitoutumispaikan solukalvolla. MCT-proteiinit ovat
protonilinkattuja plasmamembraanin kantajaproteiineja, jotka kuljettavat pienia
ravintoaineita solun sisadn ja solusta ulos. Ndihin ravintoaineisiin kuuluvat erityisesti
pienet energiamolekyylit kuten tietyt sokerijohdannaiset ja energia-aineenvaihdunnan
sivutuotteet, esim. laktaatti. MCT-perheen proteiinit vaativat joko embigiinin tai
samankaltaisen glykoproteiinin, basigiinin, lasndolon. MCT1 ja 4-proteiinit sitoutuvat
padsaantoisesti basigiiniin, ja MCT2-proteiinit embigiiniin.

Hiiren IMBCA-keratinosyyttien embigiini, basigiini ja MCT-perheen proteiinien
ilmentyminen mitattiin kvantitatiivisella PCR:ll3, jossa havaittiin solujen ilmentavan seka
basigiinia etta embigiinia, seka lukuisia MCT-proteiineja, mukaan lukien MCT1 ja MCT2-
proteiineja. Tutkimuksessa tarkasteltiin embigiinin ilmenemisen hairitsemisen
vaikutusta solujen metaboliaan. Kokeissa embigiini hiljennettiin erilaisilla siRNA:lla eri
olosuhteissa. siRNA:n hiljentava vaikutus todettiin virtaussytometrialla havaitsemalla
vahentynyt embigiinin maara solujen pinnalla. Solujen aineenvaihduntaa mitattiin
Agilent Seahorse-laitteella, joka mittaa solujen hapenkulutusta ja mediumin
happamoitumista, jotka ovat molemmat riippuvaisia solujen mitokondriaalisesta
energiantuotosta ja glykolyysista.

Embigiinin hiljennys vaikuttaa vahentdvan mediumin happamoitumista. Kun solujen
mitokondriaalinen aineenvaihdunta estetdan spesifisilla inhibiittoreilla,
hiljentamattomat solut aiheuttavat suuremman mediumin happamoitumisen viitaten
parempaan aineenvaihduntatuotteiden poistoon. Hiljennetyt solut eivat nosta yhta
paljon happamuutta, vastaavasti viitaten alentuneeseen kykyyn poistaa happamia
aineenvaihduntatuotteita. Solut hiljennettin myo6s erilaisten soluvaliaineiden
lasndollessa, mutta tulokset olivat hyvin vaihtelevia, eikd selvda yhteytta havaittu.
Basigiinin hiljennys vaikuttaa samalla tavalla aineenvaihduntaa hairitsevasti.

Avainsanat: embigiini, basigiini, MCT1, MCT2, aineenvaihdunta, laktaatti
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1. Kirjallisuuskatsaus

1.1 Johdanto

Toimiva metabolia eli aineenvaihdunta on kaiken elaman perusta. Jotta mikaan muu
prosessi olisi mahdollinen, etenkin energia-aineenvaihdunnan on oltava toimiva. Yksil6t,
kudokset ja vyksittdiset solut vaativat jatkuvasti energiaa yllapitadkseen
homeostasiaansa ja erindisida biologisia prosessejaan. Oleellinen osa tdssda ovat
solukalvojen kantajaproteiinit, jotka kuljettavat hallitusti haluttuja energiapitoisia
molekyyleja; yksi tallaisten kantajaproteiinien ryhma on monokarboksylaattien
kantajaproteiinit (engl. monocarboxylate carrier protein, MCT), jotka kuljettavat monille
soluille tarkeitd, pienia molekyyleja solukalvon Iapi. (Halestrap ja Price 1999

(katsausartikkeli); Halestrap 2013 (katsausartikkeli)).

Monisoluisten elididen toiminnan kannalta on myos oleellista, ettd solut kykenevat
kiinnittymaan toisiinsa muodostaakseen toiminnallisia kokonaisuuksia. Ilman solujen
kiinnittymista ei monisoluisten elididen olemassaolo olisi mahdollista. Tahan vaaditaan
kiinnittymis- tai adheesioproteiineja, kuten integriineja, selektiineja tai
immunoglobuliini-superperheen proteiineja, johon embigiini kuuluu. (Chothia ja Jones
1997 (katsausartikkeli); Barczyk ja muut 2010). Nama solu-solu sekd solu-soluvaliaine -
kiinnittymisen eli adheesion kannalta tarkeat proteiinit ovat usein laheisessa
vuorovaikutuksessa tiettyjen kantajaproteiinien kanssa, etenkin MCT-perheen
proteiinien kanssa. Tietyt adheesioproteiinit voivat tarjota kiinnittymis- ja
lokalisoitumispaikan kantajaproteiinille. MCT-kantajaproteiiniperheella seka
immunoglobuliini-superperheeseen kuuluvalla basigiini-proteiiniperheella on
tdmankaltainen vuorovaikutus. Perheen proteiineilla, basigiinilla, embigiinilla ja
neuroplastiinilla, on havaittu olevan monenlaisia rooleja elidissa adheesion lisdksi; ne
ovat myds MCT-proteiineille valttamattomia. llman soveltuvaa basigiiniperheen
proteiinia MCT-proteiinit eivat juurikaan ilmene solukalvon pinnalla. (Huang ja muut

1993; Halestrap ja Price 1999 (katsausartikkeli); Halestrap 2013 (katsausartikkeli)).

MCT-proteiinien toiminta on tarkeaa solujen energianvaihdunnalle seka hapellisissa etta

hapettomissa olosuhteissa. Muutokset niiden toiminnassa voivat seka aiheuttaa
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ongelmia normaaleille soluille ettd tehostaa sydpdsolujen aineenvaihduntaa. MCT-
proteiinien lisaksi adheesioproteiinien on havaittu vaikuttavan sydpien syntyyn.
Basigiiniperheen jasenista etenkin basigiinin ja embigiinin maarien muutokset voivat
vaikuttaa syopadan. Koska ndiden adheesioproteiinien on todettu suoraan vaikuttavan
moniin syopiin, aineenvaihdunnan ongelmiin seka MCT proteiinien toimintaan, on
mielekasta selvittaa lisaa, kuinka MCT-proteiinien toimintaan ja sita kautta koko solun
aineenvaihduntaan voidaan vaikuttaa basigiiniperheen proteiineja hairitsemalla. MCT-
proteiineille on vdahan suoria inhibiittoreita. Tama ongelma voidaan kuitenkin kiertaa
muilla keinoilla, kuten niiden apuproteiinien toiminnan estamisella tai ilmentymisen
hiljentamiselld. (Huang ja muut 1993; Chothia ja Jones 1997 (katsausartikkeli); Halestrap
ja Price 1999 (katsausartikkeli); Klier ja muut 2011; Chao ja muut 2015; Jung ja muut
2016).

1.2 Soluviliaine ja adheesiomolekyylit

Soluvdliaine  vaikuttaa  kaikkien  solujen  toimintaan  tarjoamalla  soluille
kiinnittymisalustan, sekd antamalla soluille niiden toiminnan kannalta tarkeita viesteja.
Solut tarttuvat soluvaliaineeseen erilaisten soluadheesioproteiinien valityksella. Myos
tutkimukselle keskeiset basigiini ja embigiini ovat molemmat soluadheesioproteiineja,
jotka vaikuttavat solujen kiinnittymiseen vuorovaikuttaen muiden adheesioproteiinien
kuten integriinien kanssa. Vastaavasti niiden soluvdliaineelta vastaanottamat viestit
voivat vaikuttaa solujen toimintaan. (Huang ja muut 1993; Muramatsu 2016

(katsausartikkeli))

1.2.1 Soluviliaine vaikuttaa soluihin soluadheesioproteiinien valityksella

Elavat solut ovat kaiken elaman perusta, ja vaikka solut kykenevat kiinnittymaan
toisiinsa ja muodostamaan rakennelmia kuten epiteeleja, monimutkaisempien elididen
kudokset koostuvat myos solujen valisesta tilasta. Tama soluvéliaine (engl. Extracellular
matrix, ECM) koostuu lukuisista solujen tuottamista ja erittamista komponenteista,
jotka muodostavat tukiverkon, joka usein muodostaa kudoksen fyysisen perustan ja

tarjoaa soluille tarttumispaikan.



Soluvaliaineella on monia tarkeita biologisia rooleja. Se vaikuttaa kudoksien ja solujen
erilaistumiseen, muodostumiseen seka kudoksen homeostasiaan. Soluvdliaine myods
mahdollistaa ja ohjaa valttamatonta solujen liikkkumista sekad solujen selvidmista.
(Jarvelainen ja muut 2009 (katsausartikkeli); Frantz ja muut 2010 (katsausartikkeli)).
Soluviliaineen proteiinit ovat kollageeneja, elastiineja, fibronektiineja, laminiineja,
proteoglykaaneja, tai glykoproteiineja. Nama ryhmat voidaan lisaksi jakaa kahteen
tyyppiin, usein sdikeitd muodostaviin (kollageeni, elastiini, laminiini ja fibronektiini) seka
tyypillisesti saikeitd muodostamattomiin (proteoglykaanit ja glykoproteiinit), joista
jalkimmaisia kutsutaan myos sdikeidenvalisiksi (engl. interfibrillar) molekyyleiksi. Koska
proteoglykaanit ja glykoproteiinit ovat samankaltaisia, glykoproteiinit luetaan joissain
lahteissa kuuluvaksi proteoglykaaneihin (Jarvelainen ja muut 2009 (katsausartikkeli);
Frantz ja muut 2010 (katsausartikkeli)). Saikeita muodostavat molekyylit kykenevat
nimensa mukaisesti muodostamaan vankkoja sadikeisida rakenteita. Saikeidenvaliset
molekyylit puolestaan tdyttdavat suuren osan solujenulkoisesta tilasta. Sokeriosien
vedensidontakyvyn ansiosta ne kykenevat muodostamaan geelimaisia rakenteita, joilla
on hyva kyky vastustaa voimaa ja ndin suojella kudosta. (Jarvelainen ja muut 2009

(katsausartikkeli); Frantz ja muut 2010 (katsausartikkeli))

Kollageenit ovat yleisimpia soluvéliaineen proteiineja, jotka voivat muodostaa jopa 30 %
eldimen koko proteomin painosta. Ne muodostavat soluviliaineen rakenteellisen
perustan, johon muut molekyylit liittyvat. Tukikudoksessa esiintyvat fibroblastit
tuottavat ja erittavat suurimman osan kollageenista, jonka ne muokkaavat tarvittaviksi
rakenteiksi, kuten tasaisiksi levyrakenteiksi tai pitkiksi kaapelimaisiksi saikeiksi.

(Jarvelainen ja muut 2009 (katsausartikkeli); Frantz ja muut 2010 (katsausartikkeli))

Elastiinit, jotka tyypillisesti tarttuvat kollageenisaikeisiin, lisdavat kudoksen kykya sietaa
ja vastustaa venytyksen ja fyysisen stressin aiheuttamia voimia. Ne mahdollistavat
kudoksessa viliaikaisen muutoksen/venytyksen ja siitd normaalitilaan palautumisen.
Niiden vahva assosiaatio kollageeniin on usein niiden venymistd rajoittava tekija.

(Jarvelainen ja muut 2009 (katsausartikkeli); Frantz ja muut 2010 (katsausartikkeli))



Fibronektiinit ovat proteiineja, joilla on suuri vaikutus solujen ja soluvaliaineen
toimintaan. Ne ovat tarkea linkki solujen ja soluvdliaineen valilla, sisdltaen
kiinnittymiskohtia seka kollageenille etta soluille. Ne vuorovaikuttavat etenkin solujen
integriinien kanssa. Fibronektiinilla on erilaisia olomuotoja, avoimesta ja
venyneemmasta muodosta sen sulkeutuneempaan muotoon. Fibronektiinilla on kyky
reagoida mekaaniseen stressiin ja ndin silla on kyky vaikuttaa seka omaan kollageenin
sitokykyynsa ettad solujen integriinien kykyyn sitoutua siihen. Fibronektiinilld on nain
vahva rooli solujen toiminnan saatelijana. (Jarvelainen ja muut 2009 (katsausartikkeli);

Frantz ja muut 2010 (katsausartikkeli))

Proteoglykaaneja tunnetaan suuri joukko. Katsausartikkelissaan lozzo ja muut (2015)
luokittelevat ne neljaan karkeaan Iluokkaan esiintymispaikkojensa mukaan
solunsisdisiksi (engl. intracellular), solun pinnalla esiintyviksi (engl. cell surface),
solukalvon ldheisyydessa esiintyva (engl. pericellular) tai solunulkoinen (engl.

extracellular). Naista jalkimmaisin on ylivoimaisesti suurin ryhma.

Koska soluvaliaine on tarkea kudoksen ja solujen toiminnalle, sen hairiot johtavat usein
koko kudos- ja elinkokonaisuuden hairidihin, ja erilaisten tautitilojen syntyyn.
Soluvdliaineen ongelmat voivat itsessaan aiheuttaa taudin tai jokin muu hairié voi
aiheuttaa muutoksia soluvaliaineeseen. Lahes kaikki soluvdliaineen hairiét aiheuttavat
jonkinlaisia ongelmia ja vastaavasti hyvin monet taudit aiheuttavat muutoksia
soluvdliaineeseen. (Jarvelainen ja muut 2009 (katsausartikkeli); Frantz ja muut 2010

(katsausartikkeli))

1.2.2 Soluadheesiomolekyylit ovat solujen linkki ymparistoonsa

Solu-solu ja solu-vdliaine -vuorovaikutukset ovat kaikille monisoluisille elidille
elintarkeita. Nama vuorovaikutukset ohjaavat koko yksilon rakennetta ja fysiologiaa ja
ovat myos paikallisesti oleellisia solujen ja kudosten toimivuudelle. Solujen kasvu,
polaarisuus, erikoistuminen ja selviytyminen ovat kaikki prosesseja, joihin
vuorovaikutukset solujen valilla seka soluvaliaineen kanssa vaikuttavat. Erilaiset solujen

pintaproteiinit, soluadheesiomolekyylit, mahdollistavat erilaiset solujen
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vuorovaikutukset Soluadheesiomolekyylit voidaan jakaa eri luokkiin, josta yleisimmat
ovat integriinit, selektiinit, kadheriinit seka immunoglobuliinisuperperheen proteiinit.

(Albelda ja Buck 1990 (katsausartikkeli)).

Integriinit ovat aikaisin kehittynyt adheesioproteiiniryhma, jotka osallistuvat moneen
tarkedaan prosessiin kuten vyksilokehitykseen, patologisiin prosesseihin ja solujen
kiinnittymiseen soluvaliaineeseen tai muihin soluihin. Ne kykenevat myds valittamaan
viesteja soluista ulos tai solujen sisaan, joilla on usein vaikutusta solun kayttaytymiseen
ja erikoistumiseen. Integriinit ovat heterodimeereja, joita esiintyy 24 eri yhdistelmana.

(Albelda ja Buck 1990 (katsausartikkeli); Barczyk ja muut 2010 (katsausartikkeli)).

Toiminnallinen integriini koostuu a ja B -alayksikkOparista, jotka eivat liity toisiinsa
kovalenttisesti. Integriinit |apdisevat solukalvon, ja voivat esiintya suorahkossa tai
taipuneessa muodossa. Taipuneessa konformaatiossaan integriinin kyky tarttua
solunulkoisiin ligandeihin, kuten soluvdliaineeseen, on estynyt. Suorassa muodossaan se
tarttuu ligandeihinsa paremmin. Solunsisdiset prosessit voivat aktivoida
konformaatiomuutoksia integriinissa, muuntaen sen ligandinsitomiskykya ja ndin solun
kayttaytymistd; usein muut solun saamat signaalit vaikuttavat tahan prosessiin.
Integriini voi olla osittain taittunut ja solun muu tilanne kuten sen jannittyneisyys voi
vaikuttaa integriinin kykyyn tarttua ligandiinsa. Lisdksi Integriinidimeerit voivat
kerdantyda ryhmiksi etenkin multivalenttien ligandien yhteydessd, jolloin niiden

valittdmat viestit vahvistuvat. (Barczyk ja muut 2010 (katsausartikkeli)).

Integriineilla on vahva ja tarkea rooli solujen tarttumiseen, esiintyen solujen pinnoilla,
jossa ne kykenevat tarttumaan solun solutukirankaan. Useimmiten integriinit liittyvat
solun aktiinisdikeisiin ja harvemmin valikokoisiin saikeisiin, yhdistden solun oman
tukiverkoston solunulkoiseen matriksiin. (Barczyk ja muut 2010 (katsausartikkeli)).
Integriineilld on myos osoitettu olevan tarkeitd vuorovaikutuksia basigiiniperheen
proteiinien, kuten basigiinin ja embigiinin kanssa. Basigiinin vuorovaikutus integriinin
kanssa mahdollistaa tarkeiden viestien valityksen sekd solujen kiinnittymisen

(Muramatsu 2016 (katsausartikkeli)). Myds embigiinin on osoitettu vuorovaikuttavan



integriinin  kanssa. Embigiinillda on osoitettu olevan tdrkea rooli solujen

integriinivalitteisessa kiinnittymisessa (Huang ja muut 1993).

Selektiinit ovat solukalvon kerran lapaisevia proteiineja. Ne koostuvat useasta
perdakkadisesta domeenista. Selektiinit ovat tarkeitd immunologiassa, esiintyen runsaina
lymfosyyttien pinnoilla, joissa ne (Etenkin L-selektiini) esiintyvat etenkin solujen
ulkonemissa, mikrovilluksissa, usein klustereissa. Selektiinit saavat aikaan lymfosyyttien
hidastumisen ja ”“rolling”-ilmion. Vaikka selektiinien affiniteetti on melko heikko
verrattuna muihin adheesioproteiineihin kuten integriinin vahvaan kiinnittymiseen, sen
hyvin nopea tarttuminen ligandiinsa kykenee aikaansaamaan halutun reaktion
leukosyyteissa vuorovaikutuksen heikkoudesta huolimatta. (Bevilacqua ja Nelson 1993
(katsausartikkeli); Kansas 1996 (katsausartikkeli)) Muiden adheesiomolekyylien tavoin
selektiinit voivat myo6s valittda viestejd, paddasiassa solun ulkopuolelta sisaanpain.
Selektiinin signaloinnin on havaittu aktivoivan happiradikaalien tuottoa, jonka lisaksi
selektiinien aktivaatio voi lisdta tuumorinekroositekija-alfan (tuumorinekroositekija
engl. tumor necrosis factor alfa, TNF-A) ja interleukiini 8 -transkriptiota. (Kansas 1996
(katsausartikkeli)).  Selektiinit voivat vaikuttaa erilaisiin  tauteihin  niiden
tulehdusreaktiota aktivoivan vaikutuksen kautta. Niiden puute tai virheellinen toiminta
voi tehda tulehdusreaktioista lilan heikkoja, tai liian vahvoja ja hallitsemattomia.

(Bevilacqua ja Nelson 1993 (katsausartikkeli)).

Kadheriinit ovat joukko adheesiomolekyyleja, jotka vaikuttavat alkioiden
morfogeneesiin seka luovat vakaita sidoksia kiinteissd kudoksissa ja epiteeleissa.
Kadheriinit muodostavat homodimeereja, jotka kiinnittyvat toisiin homodimeereihin.

(Chothia ja Jones 1997 (katsausartikkeli); Beesley ja muut 2014)

Kadheriineja esiintyy lahes kaikissa monisoluissa organismeissa. Ne kiinnittyvat toisiinsa
uloimman 1-domeenin valitykselld, joka maaraa kadheriinin spesifisyyden. Kadheriinit
voivat sitoutua kahteen vastinsolun kadheriiniin. Tama mahdollistaa vetoketjumaisen
kadheriininketjun muodostumisen kahden solun vilille. Muiden solujen kadheriinien
lisdksi kadheriini voi kiinnittya tiettyihin integriinityyppeihin, etenkin joidenkin T-solujen

pinnoilla. (Chothia ja Jones 1997 (katsausartikkeli); Beesley ja muut 2014)
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Yksi suuri solujen pintaproteiiniryhma on immunoglobuliini-superperhe. Tahan
perheeseen luokitellaan proteiinit, jotka muodostuvat nimensa mukaisesti pallomaisista
itsendisesti laskostuvista immunoglobuliinidomeeneista. Ndita domeeneja on usein
yhdessa proteiinissa lukuisia. Immunoglubuliinit ovat proteiinisekvensseiltdan hyvin
vaihtelevia, ja niiden sekvenssien identtisyys on hyvin pienta, usein vain 10-30 %. Niiden
luokittelu perustuukin niiden rakenteeseen, ja tiettyihin tdrkeisiin aminohappoihin,
etenkin immunoglobuliinirakenteen pintarakenteissa. Immunoglobuliinidomeeneilla on
yleisesti samankaltaiset konformaatiot. Ndiden konformaatioiden valilla on kuitenkin
rakenteellisia eroja, joiden perusteella immunoglobuliinidomeenit voidaan jakaa eri
luokkiin: V (“vaihteleva”, engl. variable), C1, C2 ("pysyva”, engl. constant ja | ("Vali” engl.
intermediate). Nama voidaan merkitd myos pidemmin IgV, IgC1, 1gC2 ja Igl. (Chothia ja
Jones 1997 (katsausartikkeli)). Basigiini, embigiini ja neuroplastiini kuuluvat
immunoglobuliiniryhmaan, jossa ne muodostavat oman basigiini-proteiiniperheen (ks.

alla).

1.3 Basigiiniperheen proteiinit

1.3.1 Basigiini vaikuttaa adheesioon, aineenvaihduntaan seka viestintaan

Basigiini tai CD147, on immunoglobuliiniperheeseen kuuluva solun pintaproteiini (kuva
1). Sillda on sen ilmenemismuodon mukaan kaksi (basigiini-2 tai vain basigiini), kolme
(basigiini-1) tai harvemmissa tapauksissa vain yksi (basigiini 3 ja 4)
immunoglobuliinidomeenia (Muramatsu 2016 (katsausartikkeli)).
Immunoglobuliinidomeenien vélissa on viiden aminohapon peptidi. Proteiini lavistaa
solukalvon kerran. Solun sisapuolella on vain lyhyt C-terminaalinen hanta. Basigiini on
glykolysaatioasteestaan riippuen 43-66 kDA kokoinen; glykolysoimaton proteiiniosa on
noin 27 kDA. Kolmen domeenin pituinen ihmisen basigiini on 269 aminohappotdhteen
pituinen, hiiren 273 ja lyhyempi kahden domeenin muoto on 176 aminohappotdhdetta
pitkd (Miyauchi ja muut 1991). Glykosylaation on osoitettu olevan hyvin tarkeaa
basigiinin toiminnan kannalta. Glykosylaation puutteellisuus aiheuttaa glykoproteiinin
biologisen aktiivisuuden heikentymisen (Li ja Nowak 2020). Basigiinista on havaittu myos
irrallisia, liukenevia muotoja. Basigiini voidaan irrottaa solukalvosta proteolyysin
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seurauksena, kun proteiini leikataan entsymaattisesti sen tyvesta. Vaihtoehtoisesti
kokonainen proteiini voi kulkeutua ulos solusta mikrovesikkelissa. Basigiini-2 on sen
esiintymismuodoista selkeasti yleisin. Basigiini-3 ja -4 ovat huomattavasti
harvinaisempia; basigiini-3 esiintyy basigiini-2:n endogeenisena inhibiittorina. Basigiini-

4:n on havaittu esiintyvan joissain syopdasoluissa. (Liao ja muut 2011).

Basigiinin on osoitettu vaikuttavan vahvasti matriksin metalloproteaasien (MMP)
toimintaan ja ndiden kautta kudoksien muokkaukseen (Muramatsu 2016
(katsausartikkeli)). Se vaikuttaa myods vahvasti angiogeneesiin ja aineenvaihduntaan
ollen olennainen myds monissa fysiologisissa toiminnoissa ja vaikuttaen erityisesti
yksilonkehitykseen ja lisdantymiseen (Kirk ja muut 2000; Li ja Nowak 2020). Taydellinen
basigiinin deleetio on usein letaali ja elinkykyisetkin yksilot ovat tyypillisesti steriileja. Se
on tarked myds ndon ja muun hermoston kannalta. Basigiinilla voi my6s vaikuttaa
syovan leviamiseen ja kehitykseen. Jotkin taudinaiheuttajat, kuten malarialoisiot ja
tuhkarokkovirus, kayttavat basigiinia reseptorinaan. Lisdksi sen lasndolo avustaa
epasuoremmalla mekanismilla joidenkin tautien, kuten Hl-viruksen levidmista. Basigiini
vaikuttaa my0Os ei-infektiivisiin sairauksiin, kuten niveltulehduksiin, sydan- ja
verisuonitautiin sekda munuaisten fibroosiin eli arpeutumiseen. Basigiinilla on osoitettu
olevan immuunijdrjestelmaa saatelevia ominaisuuksia, kuten tietynlaisten lymfosyyttien
inaktivointi. (Muramatsu 2016 (katsausartikkeli); Li ja Nowak 2020). Basigiini on
reseptori monille molekyyleille, ja olennainen kaperoniproteiini MCT -perheen

proteiineille. (Wilson ja muut 2005; Mannowetz ja muut 2012).

Basigiinin solunulkoiset immunoglobuliinidomeenit vaikuttavat MMP-proteiinien
toimintaan. Sen on havaittu sdaatelevan MMP-1, -2, -3 ja -9 sekd MT1-MMP ja MT2-MMP
-proteaaseja. Tasta juontuu sen harvinaisempi nimi EMMPRIN (engl. extracellular matrix
metalloprotease inducer, soluvalitilan metalloproteaasien aktivoija). Tutkimukset ovat
osoittaneet basigiinin vaikuttavan MAP-kinaasikaskadin kautta aktivoidakseen ERK-
signaloinnin, joka puolestaan aktivoi joissain soluissa MMP-1, -2 ja -3 -proteaasien
tuoton (Belton ja muut 2008). Basigiini toimii reseptorina syklofiliini A:lle (engl.
Cyclophilin A, CyP-A), joka on proteiinien laskostumiseen liittyva p&daasiassa solujen

sisdlld esiintyva proteiini, joka voi esiintyd myos liukoisessa muodossa solujen
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ulkopuolella. CyP-A:n sitoutuminen johtaa ERK-aktivaatioon ja MMP-tuotantoon
(Yurchenko ja muut 2002). Basigiinin uskotaan myos aktivoivan mitogeenien aktivoimaa
proteiinikinaasia (engl. mitogen-activated protein kinase, MAPK), joiden kinaasikaskadi
aiheuttaa MT2-MMP ja MT1-MMP-proteaasien tuoton. Basigiinin on todettu myds
vaikuttavan fosfoinositoli 3 kinaasikaskadiin (engl. phosphoinositol 3 kinase, PI3K). Tama
johtaa PI3K/akt-riippuvaiseen verisuoni-endoteelinen kasvutekija (engl. vascular
endothelial growth factor, VEGF) -tuottoon, joka puolestaan lisdd uusien verisuonien

syntya. (Li ja Nowak 2020; Guindolet ja Gabison 2020 (katsausartikkeli)).

Basigiinin on havaittu aktivoivan soluvdliaineen hajotusta lisdamalla MMP-proteiinien
tuottoa ja indusoimalla myofibroblastien erilaistumista, jotka hajottavat ja
uudelleenmuokkaavat soluvéliainetta. Basigiinivalitteisella solu-soluvuorovaikutuksella
saattaa olla tassa tarkea rooli. (Guindolet ja Gabison 2020 (katsausartikkeli)). Basigiinilla
on tarkeitd rooleja lisdantymisessa. Se vaikuttaa sekd uros- ettd naarasyksilon
sukusoluihin. Uroksilla spermatogeneesi vaatii lisdantymissolun ja niita tukevan sertoli-
solukon hairi6tonta vuorovaikutusta. Sertoli-solut muodostavat veri-kivesesteen, joka
suojaa kehittyvia soluja muun muassa elimiston omalta immuunijarjestelmalta.
Basigiinin on havaittu esiintyvan sertoli-solujen pinnalla, jossa sen puute johtaa
spermatogeneesin estymiseen. Basigiini-poistogeenisten hiirien veri-kives-esteen on
havaittu olevan vajavainen. (Mannowetz ja muut 2012) Lisdksi basigiini on tarkea
lisdantymissolujen ja sertoli-solujen vuorovaikutuksille, jossa sen puute hadiritsee
spermatogeneesin edistymista. basigiinin puute vaikuttaa myo6s naarasyksildihin, estaen
munasolun kiinnittymista aiheuttamatta kuitenkaan rakenteellisia muutoksia. Syy
basigiinipuutoksen aiheuttamaan lisadntymisen estymiseen on naarailla huonommin

tunnettu. (Li ja Nowak 2020).

1.3.2 Embigiini on basigiinin tapainen glykoproteiini

Embigiini on toinen basigiiniperheen ja immunoglobuliini-superperheen proteiini.
Basigiinista poiketen se esiintyy padasiassa kahden immunoglobuliinin pituisena (kuva
1). Néama immunoglubuliinidomeenit ovat V-luokkaa. (Guenette ja muut 1997). Kuten

basigiinilla, embigiinilla on myos yksi solukalvon ldpéiseva osa ja lyhyt C-terminuksen
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kalvonsisdinen osa. Embigiinin solunulkoinen osa on vahvasti glykosyloitu. Jopa yli
puolet sen molekyylimassasta voi johtua glykosylaatiosta. Embryonaalisen karsinooman
solujen pinnalla esiintyvdan embigiinin on mitattu olevan ilman glykosylaatiota noin 30
Kda, massan ollessa 60-90 Kda glykosyloituna. (Huang ja muut 1993; Forero-Quintero
ja muut 2019). Embigiinin immunoglobuliinidomeeneissa on yhdeksdn N-linkatun
glykosylaation ~ mahdollistavaa  kohtaa.  Lisdksi  immunoglobuliinidomeenien
muodostavien proteiiniketjujen alku- ja loppupdian aminohappotidhteiden uskotaan
muodostavan disulfidisillan, jotka vahvistavat domeenin rakennetta. (Guenette ja muut
1997). Guenette ja muut tutkivat analyysissdan rotan embigiinid. Kyseinen proteiini oli
329 aminohappotahdettd pitkd, jonka alkupdan 23 ensimmaista aminohappotahdetta
muodostavat signaalijakson. Yksi membraanin lapdiseva alue (tdhteet 254—-282). Kaksi
immunoglobuliinidomeenia muodostuivat tahteistd 88—145 ja 181-239. Tahteet 88, 145,
181 ja 239 sisdlsivat disulfidisillat muodostavat tdhteet. Koko proteiinin

molekyylipainoksi arvioitiin 37 Kda.

Basigiinin uloin domeeni ei
esiinny kaikissa muodoissa

Glykosylaatio

)

(AY 1

Y

Solunulkoinen

S
N

Solunsisdinen
Kuva 1. Embigiinin ja basigiinin karkea rakenne. Molemmat Iédpdiseviit solukalvon kerran,
proteiinien suurimpien rakenteiden ollessa solun ulkopuolella. Embigiini koostuu basigiinin
tapaan glykosyloiduista immunoglobuliinidomeeneista, joita sillé on kaksi kappaletta toisin kuin

basigiinilla, joka esiintyy sekéd kahden ettd kolmen domeenin muodoissa, sekd harvemmin vain

yhden domeenin muodossa.
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1.3.2.1 Embigiinia esiintyy harvemmin kuin basigiinia, mutta vaikuttaa moniin

prosesseihin

Embigiinin on osoitettu esiintyvan aivoissa, rintakudoksessa, istukassa, maksassa seka
luu- ja hermokudoksissa (Jung ja muut 2016). Lisdksi omassa tutkimusryhmassamme
aikaisemmin tehty hiiren kudosten vertailu on osoittanut embigiinin olevan lasna useissa
elimissa. Proteiinien Western blot ndytti sen selkedan ilmenemisen etenkin kiveksissa,
lisdkiveksissa, ihossa, keuhkoissa sekd munuaisissa. RNA-tasolla embigiini ilmeni
useammassa elimessa. Esiintyminen kiveksissa korostaa embigiinin tarkeytta erilaisissa
kehitysprosesseissa. Lisdksi hiiret, joiden embigiinin ilmeneminen oli estetty
menehtyvat usein sikidvaiheessa tai heti syntyman jalkeen. Naista aikuisikdaan selviavat
hiiret ovat kuitenkin yleisesti terveita. Embigiinin vahvahko esiintyminen etenkin hiiren

embryogeneesissa on tunnettu jo melko pitkdan (Tachikui ja muut 1999).

Koska embigiini esiintyy tyypillisesti monissa edella mainituissa kehitysprosesseissa seka
lisdantymisjarjestelmissad, jossa kantasolut ovat tarkedssa roolissa, ei ole yllattavaa, etta
sen on havaittu esiintyvdn monien kantasolujen yhteydessa muuallakin kuin vain
yksilonkehityksen ja lisddantymisen yhteydessa. Embigiinin onkin havaittu esiintyvan
hematopoieesissa eli verenmuodostuksessa, verisoluja muodostavissa kantasoluissa eli
multipotenteissa hematopoieettisissa kantasoluissa. (engl. Multipotent hematopoietic

stem cell). (Pridans ja muut 2008; Silberstein ja muut 2016).
Embigiinin esiintyy myds monissa sydvissa, joissa sen normaali maara voi vaihdella
molempiin suuntiin. (Guenette ja muut 1997; Chao ja muut 2015). Embigiinin

vaikutuksia ja rooleja syovissa ja muissa yhteyksissa kasitellaan alla.

1.3.2.2 Embigiinilla on monia rooleja kehityksesta syopiin ja hermo-lihasliitoksiin

Embigiinilla on naytetty olevan lukuisia biologisia tehtdvia. Se vaikuttaa
integriinivalitteiseen soluadheesioon sekda vahvistaa hermo-lihas-adheesiota ja

vaikuttaa myos hermo-lihasliitosten kehittymiseen. Lisdksi silla on osoitettu olevan
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tarkea rooli aikaisessa yksilonkehityksessa, jossa sen on havaittu ilmenevan suurissa
maarin hiiren embryogeneesissa. (Pridans ja muut 2008; Forero-Quintero ja muut 2019).
Embigiinin on my0Os havaittu vaikuttavan solujen jakautumiseen, etenkin tiettyjen
kantasolujen osalta. Kokeissaan Silberstein ja muut Havaitsivat Embigiinin yhdeksi
hematopoieettisten kantasolujen yhdeksi jakautumista estavaksi tekijaksi. Embigiini
adheesioproteiinina naytti myo6s vaikuttavan vahvasti solujen sijoittumiseen ja
pysymiseen niille ominaisessa lokerossaan. (Silberstein ja muut 2016). Embigiinilla
vaikuttaa siis olevan olennainen rooli tdman kantasolupopulaation yllapitdjana ja

saatelijana.

Yksilonkehityksen ja kantasolujen yllapidon lisaksi embigiinilla on havaittu olevan tarkea
rooli hermo-lihasliitoksen kehittymiseen. Tutkimuksissaan Lain ja muut (2009)
havaitsivat embigiinin vahvan esiintymisen kehittyvassa lihassolussa, jossa sen maara
aikuisyksilon kehittyneessa lihaksessa vahenee. Embigiinin maara kuitenkin nousi
kokeiden mukaan vahvasti denervaation, eli lihashermojen menetyksen yhteydessa.
Talloin silla olisi oleellinen rooli sekd hermo-lihasliitosten kehityksessa seka uusissa
soluissa etta lihassoluissa, joiden hermosolut ovat jostain syysta surkastuneet. Tarkkaa
mekanismia ei selvitetty, mutta selvaa oli embigiinin tarkea neuro-lihaskehityksen rooli
ja embigiinin toiminnallinen samankaltaisuus ja synergia NCAM-molekyylin kanssa
(hermosolun adheesiomolekyyli, engl. Neural cell adhesion molecule), joka on
vastaavasti tirked hermosolujen kehitykselle, etenkin aikaansaaden neuriittien eli

hermosolujen ulkonemien, synnyn.

Samoin kuin basigiinin on havaittu esiintyvan runsaasti tiettyjen syopien yhteydessa,
embigiininkin maarien muutokset ovat mahdollisia syopaan vaikuttavia tekijoita.
Embigiinin maaran vaikutus syopiin ei kuitenkaan ole yksiselitteinen. Embigiinin on
havaittu tietyissa tapauksissa lisddvaan ja toisissa vahentdvan sybvan patogeenisia
ominaisuuksia kuten migraatiota. Jung ja muut (2016) havaitsivat kokeissaan Korkean
embigiinin maaran lisddavan haiman adenokarsinooman aggressiivisuutta. Tassa
yhteydessa embigiinin hiljennys vahensi solujen liikkumista ja invaasiota ja inhiboi
kasvaimen kasvua in vivo. (Jung ja muut 2016). Embigiinin ldsndolo lisdsi solujen

epiteelimaisten solujen muuttumista mesenkymaalisiksi, lisdten solujen liikkuvuutta.
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Toisaalta embigiinin on osoitettu olevan rintasyévan tuumorigeneesia estava tekija
(Chao ja muut 2015). Embigiinilla on siis monia fysiologisia rooleja ja vasteita, eika sen
korkea tai matala maara ole yksiselitteisesti hyvan tai huonon prognoosin tekija.
Embigiinin maaran vaikutus on Iahes taysin kontekstista riippuvaista. Embigiinin korkea
maara voi siis tilanteesta ja syopa- tai kudostyypista riippuen olla seka negatiivinen tai

positiivinen prognostinen merkki.

My0s syovissa embigiini vaikuttaa osana kokonaisuutta. Tietyissda syovissa S100A4-
proteiinien (S100 kalsiumia sitova proteiini A4) on havaittu toimivan embigiinin
ligandina. S100A4 on solunulkoinen proteiini, joka liitetddan usein syovan levidmiseen:
sen lasndolo lisdaa syopdsolujen liikkuvuutta, seka aktivoi endoteelisoluja lisaten
angiogeneesia. Tietyissa yhteyksissa embigiinin vuorovaikutus S100A4:n kanssa lisaa

solujen migraatiokykya. (Ruma ja muut 2018).

1.3.2.3 Embigiinin geeni on huomattavan pitka ja monimutkainen

Hiiren genomilla tehtyjen kokeiden mukaan hiiren embigiinin geeni on reilut 50 kb pitka,
sisdltden 9 eksonia. Molempia immunoglobuliinidomeeneja koodaa kaksi eksonia.
Tutkijat painottivat tdssa yhteydessd embigiinin geenin olevan basigiinin geenia
huomattavasti pidempi, basigiinin geenin ollessa vain 7 kb. Suurin osa tasta pituuserosta
selittyy embigiinin huomattavasti pidemmista intronisekvensseista. Embigiini sisaltaa
myo6s lukumaardisesti enemman eksoneja kuin basigiini, jonka N-terminuksen alue
sisaltyy yhteen eksoniin, embigiinin vaatiessa kaksi. Lisdksi basigiinin C-terminusta
koodaa kaksi eksonia, luvun ollessa embigiinin geenissa kolme. Tutkijat myds
huomasivat embigiinin erikoisen promoottorirakenteen, josta puuttui TATA ja CAAT -
konsensusalueet. Embigiinin  promoottori vaikutti rakenteeltaan enemman
perusaineenvaihduntatuotetta koodaavalta geeniltd (engl. housekeeping gene), eli
helposti aktiivisena pysyvaltd geeniltd, joka oli ndenndinen paradoksi sen vaihtelevan
ilmenemisen kanssa. Tutkijat uskoivat erillisen negatiivisen kontrollielementin estdavan

embigiinigeenin tarpeettoman ilmenemisen. (Tachikui ja muut 1999).
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Kokeissaan Chao ja muut (2015) Havaitsivat HOXC8-geenin toimivan tarkeana
solujakautumisen ja apoptoosin transkriptiofaktorina, embigiinin ollessa yksi sen
kohdegeeni. HOXC8-proteiinin todettiin tarttuvan embigiinin geenin promoottoriin ja
vahentavan sen ilmentymistd. Embigiini puolestaan estdda rintasyopasolujen
jakautumista seka lisda solujen riippuvuutta soluvéliaineeseen. Embigiinin maaran
laskun todettiin johtavan huonompaan prognoosiin. HOXC8 on homeobox-perheen
geeni, joilla on useita fysiologisia rooleja muun muassa hiiren embryogeneesissa seka
ihmisen tuumorigeneesissa. Se esiintyy vahvasti etenkin alkion mesodermissa. (Chao ja
muut 2015). Kokeissaan Jung ja muut puolestaan huomasivat embigiinin hiljennyksen
vaikuttavan moniin  prosesseihin.  Embigiinin  hiljennys  vdhensi  matriksin
metalloproteaasien (MMP) 2 ja 9 aktiivisten muotojen eritystda BxPC-3 ja HPAC -soluissa.
Lisdtodisteita  embigiinin  vaikutuksista  solujen ~ EMT:hen  saatiin,  kun
embigiinihiljennyksen havaittiin laskevan EMT:n kannalta oleellisten geenien
ilmenemista: PI3K, GSK3-B ja Snail/Slug -geenien ilmeneminen vaheni hiljenemisen

seurauksena. (Jung ja muut 2016)

1.3.3 Neuroplastiini on kolmas basigiinisuperperheen proteiini

Neuroplastiini on kolmas ja viimeinen basigiiniperheen proteiini basigiinin ja embigiinin
lisdksi. Neuroplastiini esiintyy kahdessa isomuodossa, Np65 ja Np55. Naista Np 65:11a on
kolme immunoglubuliinidomeenia ja Np55:1ld kaksi. Glykoproteiinit havaittiin ensin
hiirilla, joissa Np65:n ulointa immunoglobuliinidomeenia lukuun ottamatta naiden
kahden version peptidiketjut ovat identtiset ja Proteiinit tuottuvat samasta geenista
vaihtoehtoisella silmukoinnilla. Immunoglobuliinidomeeneita seuraa 21 aminohapon
solukalvon lapdiseva osa, jonka jalkeen on 34 aminohapon solunsisdinen domeeni.
Ihmisilla molemmat isomuodot esiintyvat kahtena versiona; proteiinissa voi olla 4
happaman aminohapon insertti solunsisdisessa osassa, tai se voi puuttua. Neuroplastiini
on basigiinin kanssa hyvin samankaltainen, ja ndilld kahdella proteiinilla on 40-45 %
prosentin sekvenssi-identtisyys: Niiden solukalvon lapaisevassa osissa ja solunsisdisissa

osissa on enemman samankaltaisuutta. (Beesley ja muut 2014).
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Neuroplastiini Np65 ja Np55 esiintyvat eri aluilla. Np 65 on spesifinen aivokudokseen
sekda neuroneihin, Np55:n esiintyessa laajemmin. Np65 sijoittuu aivoissa
voimakkaimmin etuaivojen alueelle, jossa sitd esiintyy neuroneissa aivokuoren,
hippokampuksen ja aivojuovien alueilla. Se esiintyy heikommin keskiaivoissa, ja hyvin
pienissd madrin aivorungossa. Np55:n esiintyminen aivoissa on tasaisempaa. Molemmat
neuroplastiinin muodot esiintyvat neuroneissa paddasiassa synapseissa tai niiden

valittomassa laheisyydessa. (Beesley ja muut 2014)

Nimensa mukaisesti neuroplastiineilla on tarkea rooli hermosolujen toiminnassa, jossa
ne ovat etenkin osana neuronien uusien dendriittien ja aksonien synnyssa.
Neuroplastiini myds avustaa joitain GABA-siirtdajaproteiinin alatyyppeja sijoittumaan
oikeaan paikkaan solukalvolla. Myds neuroplastiinila on rooli energia-
aineenvaihdunnassa neuroneissa, joissa se basigiinin ja embigiinin tapaan on MCT-
proteiinien, etenkin MCT2-proteiinin, avustajaproteiini. (Beesley ja muut 2014).
Neuroplastiinin hermostolle tarkeiden roolien takia sen muutokset ja geneettiset hairiot
ovat riskitekijoita aivoperaisille ongelmille; neuroplastiinin geenimuutokset on

yhdistetty henkisen kehityksen hairidihin seka kohonneeseen skitsofreniariskiin.

1.4 MCT-proteiiniperhe solujen aineenvaihdunnassa

1.4.1 MCT-proteiiniperhe siirtaa ravinteita ja kuona-aineita solukalvon lapi

Aineenvaihdunta eli ravinteiden ja kuona-aineiden siirto on elaville soluille valttamaton
ja jatkuva prosessi. Selvitdkseen solut vaativat jatkuvasti energiaa ymparistostaan ja
vastaavasti niiden on jatkuvasti poistettava tarpeettomia ja haitallisia aineita.
Monetkaan molekyylit eivat kuitenkaan kykene lapdisemaan sahkdisesti varautunutta ja
keskeltd hydrofobista solukalvoa itsestddan, eikd molekyylien tdysin vapaa ja
epaselektiivinen vaihto olisikaan solun kannalta edullista. Siksi ravinne- ja
kuonamolekyylien siirtoon kalvon lapi tarvitaan proteiineja, jotka mahdollistavat
molekyylien kulun. Proteiinit voivat muodostaa kanavia, jotka pdastavat tiettyja aineita
lavitseen gradienttiensa mukaisesti tai siirtdjaproteiineja, jotka voivat selektiivisesti

siirtda tiettyja molekyyleja joko gradienttiensa mukaan, tai gradienttejaan vastaan.
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Monokarboksylaattien siirtdjaproteiinit, MCT:t, ovat perhe solukalvon ldpaisevia
proteiineja, jotka kuljettavat tyypillisesti pienikokoisia ravinteita ja kuona-aineita
solukalvon lapi. Perheessa on useita jasenia, jotka ovat rakenteeltaan ja toiminnaltaan
samankaltaisia: talla hetkelld niita tiedetaan olevan ainakin 14. Eri MCT-proteiinit
eroavat toisistaan muun muassa substraattispesifisyyksiensa seka
proteiinivuorovaikutuksiensa suhteen. MCT-proteiinit kuuluvat suurempaan liukoisten
aineiden kantajaproteiiniryhmaan (engl. solute carrier protein, SLC). (Halestrap ja Price
1999 (katsausartikkeli); Wilson ja muut 2005; Mannowetz ja muut 2012; Muramatsu
2016 (katsausartikkeli)).

Kaikkien MCT-proteiinien perusrakenne on samankaltainen (kuva 2). Yksi yhtendinen
proteiiniketju ldpdisee solukalvon 12 kertaa, sekda N- ettd C-terminuksen ollessa
solukalvon sisdpuolella. Solunlapaisevien osien 6 ja 7 valissa on tyypillisesti pidempi
solunsisdinen osa. Solunlapdisevat osat ovat melko identtisid keskenaan. Vaihtelu eri
MCT-proteiinien valilla esiintyy paaasiassa C- ja N-terminuksissa seka solunlapaisevia
osia yhdistavissa osissa. Proteiineissa on vain vahan glykosylaatiolle sopivia paikkoja,
eikd proteiinien yleisesti uskota olevan glykosyloituja. Tama on kokeellisesti osoitettu

joillakin perheen proteiineilla. (Carpenter ja muut 1996; Wilson ja muut 1998).

AW,
O II‘EIIIIIII

Solunulkoinen

Solunsisdinen

Kuva 2. MICT -proteiinien kaavamainen rakenne. MCT-proteiineille yhtendistd on 12 solukalvon
ldpdisevdd domeenia (vaaleanvihred). Kalvon ldpdisevien alueiden 6 ja 7 viilissé on suurempi
solunsisédinen alue. Liséksi N ja C -pddssd on pidemmdt solunsisdiset alueet, muiden
solunlépdisevien alueiden yhdistévien osien ollessa lyhyempid. Tietyt alueet ja yksi solunsisdinen
alue (tummanvihred) ovat vahvasti konservoituneita. Liséiksi tietyt aminohappotdhteet (merkitty

palloilla) ovat vahvasti konservoituneita.
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MCT-proteiinien ei ole todettu olevan kytkettyja mihinkdan energiaa kuluttavaan
prosessiin kuten ATP:n hajotukseen. MCT1:n on todettu toimivan symporttina, eli
kuljettavan negatiivisesti varattuja monokarboksylaatteja yhdessa positiivisen protonin
kanssa. Vaihtoehtoisesti se voi myos toimia antiportterina, jolloin se vaihtaa yhden
karboksylaatin toiseen. Nettovaraukset solun sisdlla ja ulkona eivat kummassakaan
tapauksessa muutu. Muiden MCT-proteiinien oletetaan toimivan samankaltaisesti;
ainakin MCT1:n tapauksessa monokarboksylaattien vaihdon on havaittu olevan
nopeampaa kuin karboksylaatin siirto protonin yhteydessa. (Deuticke 1982

(katsausartikkeli); Carpenter ja Halestrap 1994).

Vaikka MCT-proteiineja tiedetdaan olevan ainakin 14 (MCT1-14), tunnetuimpia MCT-
perheen jasenid ovat MCT1 (SLC16A1), MCT2 (SLC16A7) JA MCT4 (SLC16A3). Ndiden
kuljettajaproteiinien substraattijoukot ovat samankaltaiset ja kaikki siirtavat yhtena
tarkedna substraattinaan laktaattia, etenkin L-laktaattia. Km-arvot eroavat kuitenkin
suuresti (Taulukko 1). Naista kolmesta pienin arvo on MCT2:lla, MCT4:n arvon ollessa
ylivoimaisesti suurin. MCT1-arvo sijoittuu L-laktaatin suhteen ndiden kahden valiin.
(Broer ja muut 1998; Broer ja muut 1999; Dimmer ja muut 2000). MCT1 ja MCT4-
proteiinien tiedetdan esiintyvan paaasiassa avustajaproteiininsa basigiinin yhteydessa,
kun MTCT2 esiintyy padasiassa avustajaproteiininsa embigiinin yhteydessd. Naiden
avustajaproteiinien roolit ovat kuitenkin jokseenkin limittdiset; MCT1,2 ja 4 voivat
esiintya ja toimia myoOs toistensa avustajaproteiinien yhteydessa. (Perez-Escuredo ja

muut 2016 (katsausartikkeli)).

Taulukko 1. MCT1,2 ja 4 -proteiinien substraattispesifisyydet yleisille substraateille (Kn-arvo).

Arvoista voidaan huomata selked ero proteiinien vdlilld.

Monokarboksylaatti [MCT1 MCT2 -
L-laktaatti 3.5-10 mM  |0.5-0.75 mM |22-28 mM
Pyruvaatti 1.0 mM 0.08-0.1 mM |153 mM
Asetoasetaatti 5.5 mM 0.8 mM 216 mM
Hydroksibutyraatti |7.7-12.5 mM |1.2 mM 130 mM
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1.4.2 MCT1, 2 ja 4 esiintyvat limittdin ja tdydentadvat toisiaan

Yleisesti seka basigiini ettd sen yhteydessa tyypillisesti esiintyvat MCT1 ja 4 ovat yleisia
monissa eldimissa. Embigiini ja MCT2 ovat vastaavasti huomattavasti harvinaisempia.
Muiden MCT-proteiinien esiintyvyys on huonommin tunnettua. (Pierre ja Pellerin 2005
(katsausartikkeli); Halestrap 2013 (katsausartikkeli); Perez-Escuredo ja muut 2016

(katsausartikkeli)).

Energia-aineenvaihdunta on hyvin vaihtelevaa tahdonalaisissa luurankolihaksissa.
Kovassa rasituksessa lihasten energiantarve usein kohoaa korkeammaksi kuin mita
yksilon hapenottokyky pystyy oksidatiivista fosforylaatiota yllapitamaan, minka takia
suuri osa energiaa tuotetaan glykolyysilla. Monet lihassolut, niin kutsutut valkoiset
lihassolut, eivat sisalla suuria maaria mitokondrioita, joten niiden oksidatiivinen
energiantuottokyky on jo ldahtokohtaisesti heikko. Glykolyysi tuottaa negatiivisesti
varautunutta laktaattia, joka kerdantyessaan laskee solun pH-arvoa ja estdaa solun
aineenvaihduntaa. Tasta syysta laktaatin siirto lihassoluista on tarkeda sen toiminnan
takaamiseksi. MCT1 ja MCT4-proteiinien onkin havaittu esiintyvan seka rottien etta
ihmisten luurankolihasten solukalvoilla (Jackson ja muut 1995; Gawantka ja muut 1998;
Cuff ja Shirazi-Beechey 2002). MCT4:n korkea Kn-arvo on erityisen otollinen siirtdmaan
suuria maaria laktaattia pois soluista. MCT1-proteiinien pienempi kapasiteetti on
otollisempi laktaatin sisddanottoon. MCT1:n rooli laktaasin sisdaan ottajana oksidatiivisiin
soluihin ja MCT4:n rooli laktaasin poistajana on mahdollista ja tata tukevat jotkut
I6ydokset. Tama roolijako ei kuitenkaan ole taysin varma tai yksiselitteinen. (Halestrap

ja Price 1999 (katsausartikkeli))

Sydanlihaksen energia-aineenvaihdunnan jatkuvuus on vyksilolle valttamatonta ja
Monokarboksylaattien kuten laktaatin, hydroksybutylaatin ja asetaatin siirto on
sydamelle tarkeda. Sydan kykenee hapettamaan naitd molekyyleja energiakseen
hapellisissa oloissa. Poikkeustiloissa, kun syddmen hapensaanti on estynyt,
sydanlihasten on vastaavasti tuotettava energiaa glykolyyttisesti, jolloin laktaatti on

poistettava soluista. Ainakin MCT1:n on todettu esiintyvan sydanlihaksen soluissa seka
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ihmisessd, etta rotassa. Muiden MCT-proteiinien esiintyvyys sydamessa on vahemman

varmaa. (Halestrap ja Price 1999 (katsausartikkeli)).

Aiemmin laktaatin oletettiin olevan aivoille vain hyodytén kuona-aine, eikda MCT-
proteiinien rooleja aivoissa tunnettu kunnolla, tai edes pidetty mielekkdana tutkia.
Nykyaan kuitenkin tiedetdan, etta tietyt aivojen solut kadyttavat laktaattia energia-
aineenvaihduntaansa, joihin solut tarvitsevat MCT-proteiinien ldasndoloa (kuva 3 A).
Laktaatin on havaittu suojaavan neuronien toimintaa jopa iskeemisissd tai
glukoosivajaissa olosuhteissa. Jyrsijoissa tehdyt kokeet ovat viitannet glukoosin ja
laktaatin erilaiseen kdyttoon eri aivojen soluissa. Mallin mukaan neuroneja tukevat
astrosyytit kayttavat glukoosia enemman kuin neuronit, jotka puolestaan hapettavat
astrosyyttien tuottamaa laktaattia energiakseen. Mallia kutsutaan jossain yhteyksissa
"astrosyytti-neuroni laktaattisukkulaksi”. (Pierre ja Pellerin 2005 (katsausartikkeli);

Perez-Escuredo ja muut 2016 (katsausartikkeli)).

Aivojen astrosyytti-neuroni laktaattisukkulan toiminnalle ovat oleellisia MCT
siirtdjaproteiinit ja proteiinit muista proteiiniperheista. Glutamaatin siirtdjaproteiinit
GLAST ja GLT1 kykenevat siirtamaan glutamaattia astrosyytteihin, jotka tuottavat siita
runsaasti laktaattia. (Pierre ja Pellerin 2005 (katsausartikkeli); Perez-Escuredo ja muut
2016 (katsausartikkeli)). MCT1-proteiinit siirtavat laktaattia ulos soluista; MCT4-
proteiini tukee laktaatin poistoa soluista, kun sen tuotto on poikkeuksellisen korkeaa.
MCT2-proteiinin  ilmentyminen jyrsijdiden neuroneissa mahdollistaa laktaatin
tehokkaan sisddanoton neurosyytteihin, jotka hapettavat sen energiaksi. Tassd mallissa
MCT1, 2 ja 4 -proteiinien yhteistoiminta aikaansaa tehokkaan laktaattisukkulan. Eri
solutyyppien lisdksi MCT1 ja 2-proteiinien on havaittu ilmenevan eroavasti jyrsijan
aivoissa; MCT1 esiintyy tasaisesti kaikkialla aivoissa, kun taas MCT2 rajoitetummin,
ilmentyen vahvasti vain hippokampuksessa, aivokuoressa seka pikkuaivoissa. (Pierre ja

Pellerin 2005 (katsausartikkeli); Perez-Escuredo ja muut 2016 (katsausartikkeli)).

Koska energia- ja kuona-aineenvaihdunta on oleellinen prosessi kaikissa soluissa, ovat
MCT-proteiinit usein oleellisia myos syovissa. MCT-proteiinit ovat tarkeitd monissa

syOopatyypeissd, kuten rintasyovassd, virtsarakon syovissd ja munasarjan syovissa.
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(Halestrap 2013 (katsausartikkeli); Perez-Escuredo ja muut 2016 (katsausartikkeli)). On
esitetty, ettd aivojen astrosyytti-neurosyytti laktaattisyklin tapaan myos sydpasolut
voivat siirtaa ravinteita keskendan. Hapettomissa oloissa olevat syopasolut tuottavat
energiaa glukoosista lahinna glykolyysin avulla, jonka jalkeen laktaatti poistetaan
soluista. Hapekkaissa oloissa olevat syopdsolut puolestaan ottavat laktaattia
oksidatiiviseen  energiantuottoon. Laktaatin on lisdksi  osoitettu olevan
transkriptiofaktorin HIF-1 (hypoksian aktivoiva tekija, engl. hypoxia inducible factor)
aktivoija; laktaatin korkea pitoisuus voi muista tekijoistd riippumatta aktivoida
hapensaantia parantavia reaktioteita kuten angiogeneesia, eli uusien verisuonien
syntya. Laktaatti voi ndin muokata sy0pasolujen ymparistoa niille ja niiden leviamiselle

suotuisammaksi. (Dhup ja muut 2012 (katsausartikkeli); Corbet ja muut 2014)

MCT-proteiineilla on my0s tarkea rooli syévan immunosupressiossa (kuva 3 B). Monet
lymfosyytit tuottavat energiansa vain hapettomasti glykolyysin avulla. Niiden GLUT-
siirtdjaproteiinit ottavat glukoosia verestd, josta lymfosyytit tuottavat energiaa
glykolyysilla. Syntyva laktaatti poistetaan lIahinna MCT1-proteiinien kautta. Koska MCT-
proteiinit ovat kaksisuuntaisia, solut eivat pysty poistamaan laktaattia tehokkaasti, jos
sen konsentraatio solun ulkopuolella on korkea. Glykolyyttiset sydpdsolut voivat
vastaavasti ottaa sisdan glukoosia, ja poistaa sitd MCT1 tai MCT4-proteiinien kautta.
Etenkin MCT4-proteiinin kapasiteetti on niin suuri, ettd syopasolu kykenee poistamaan
suuria maaria laktaattia, joka puolestaan lisdd ympariston laktaattipitoisuutta suuresti,
estden laktaatin poiston immuunisoluista, tai jopa aiheuttaen laktaatin sisddanoton. Nain
Immuunisolujen energia-aineenvaihdunta hairiintyy, eivdtkd ne kykene normaaliin

immuunipuolustukseen. (Perez-Escuredo ja muut 2016 (katsausartikkeli))
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Astrosyytti/hypoksinen Neuroni/oksidatiivinen
sydpasolu sydpésolu
GLUT MCT4 MCT2 r
. Glukoosi . Laktaatti
Glukoosi |:> * I I:> Laktaatti qu < energi
B)

Hypoksinen syépasolu Hypoksinen

/\, immuunisolu
GLUT MCT4 MCT1

Glukoosi 1 r 005i ]GLUT
. — P
Glukoosi Q -> Laktaatti ¢ Laktaatti &h > Lakta @
’ l Glukoosi

Korkea solunulkoinen laktaattipitoisuus inhiboi
laktaatin poiston immuunisolusta, estden laktaattia
tuottavan energia-aineenvaihdunnan.

Kuva 3. MCT-proteiinien rooli ravinteiden kuljetuksessa solujen vdlillé. A) Astrosyytti tai
hypoksinen solu ottaa ympdristéstddn glukoosia. Hypoksisissa oloissa glukoosista tuotetaan
energiaa vain glykolyysin kautta, tuottaen laktaattia, joka poistetaan solusta. Neuroni tai
oksidatiivinen sydpdsolu ottaa laktaatin korkea-affiniteettisen MCT2-kantajaproteiinin avulla ja
tuottaa siitd energiaa oksidatiivisesti. B) Hypoksinen syépdsolu ja immuunipuolustuksen solu
saavat molemmat glukoosia GLUT-kantajaproteiinin vidlitykselld. Molemmat tuottavat
hypoksisissa oloissa energiaa vain glykolyysin avulla, tuottaen laktaattia. Laktaatti on
poistettava soluista glykolyysin jatkumiseksi; Sydpdsolun korkean kapasiteetin MCT4-
kantajaproteiini poistaa laktaatin tehokkaammin, haitaten immuunisolun laktaatin poistoa,

estden sen tehokkaan energiantuoton ja aiheuttaen sen inaktivoitumisen.

1.5 MCT- ja basigiini-perheen proteiinien vuorovaikutukset

1.5.1 MCT-proteiinit vaativat apuproteiinin toimiakseen

Basigiini-perheen proteiineilla on lukuisia tehtdvia soluissa viestien valittamisestd
solujen adheesioon. Ne myds tarjoavat MCT-proteiinien toiminnalle valttamattéman
kiinnittymispaikan solun kalvolla. llman tata kiinnittymispaikkaa MCT-proteiinit eivat
juurikaan esiinny solukalvolla. Vaikka MCT-proteiinien ilmeneminen itsessdaan voi
vaihdella, on niiden avustajaproteiinien lasnaololla vahintdaan yhta tarkea rooli. Taman

takia basigiini-perheen proteiinit iimenevat usein komplekseina MCT-proteiinien kanssa.
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Tama kompleksi vuorovaikuttaa myds muiden proteiinien tai molekyylien kanssa, jotka
saattavat vaikuttaa kompleksin toimintaan. (Wilson ja muut 2005; Mannowetz ja muut

2012; Muramatsu 2016 (katsausartikkeli)).

MCT-proteiinit ja basigiiniperheen proteiinit esiintyvat usein yhdessa tiettyina pareina.
MCT1 ja 4 esiintyvat tyypillisesti basigiinin yhteydessa, MCT2:n esiintyessa pdaasiassa
embigiinin kanssa (Wilson ja muut 2005). MCT-proteiinit voivat kuitenkin esiintya
toistenkin basigiiniperheen proteiinien yhteydessa, etenkin niiden ensisijaisen proteiinin
puuttuessa. Basigiini ja MCT1 ovat melko yleisida, mutta embigiini ja MCT2 ovat etenkin
ihmisessa huomattavasti harvinaisempia. Onkin tyypillista, ettd MCT2 esiintyy basigiinin
yhteydessa kudoksissa, joista embigiini puuttuu (Mannowetz ja muut 2012). MCT1 ja 4
voivat vastaavasti esiintya embigiinin yhteydessa basigiinin puuttuessa (Wilson ja muut

2005).

1.5.2 Hiilihappoanhydraasit tehostavat MCT-proteiinien toimintaa apuproteiinien

valityksella

Hiilihappoanhydraasit (engl. carbonic anhydrase, CA) ovat joukko entsyymeja, jotka
katalysoivat COz:n reversiibelid hydraatiota HCOs  ja H* -ioneiksi. Nisdkkaiden
hiilihappoanhydraaseja tunnetaan 16 eri isomuotoa, jotka ovat padasiassa
monomeerisia sinkki-metalloentsyymeja, kooltaan noin 30 Kda. Naistd isomuotojen 2 ja
4 (CAIll ja CAIV) on osoitettu vaikuttavan MCT-proteiinien toimintaan nopeuttamalla
metaboliittien siirtoa. Vaikka hiilihappoanhydraaseilla on vaikutus ionipitoisuuksiin
kuten MCT-proteiinien toiminnalla, CA-proteiinien MCT-toimintaa tukeva vaikutus ei
kuitenkaan tutkimuksien mukaan vaikuta olevan riippuvainen niiden katalyyttisesta
aktiivisuudesta. Naista kahdesta CAIll on solunsisdinen ja CAIV solunulkoinen proteiini.
(Klier ja muut 2011; Forero-Quintero ja muut 2019). CAIV:n on havaittu vaikuttavan seka
MCT1, MCT2 ettd MCT4-proteiineihin. CAll puolestaan vaikuttaa ndistd kolmesta vain
MCT1 ja MCT4-proteiineihin, vaikuttamatta MCT2:een. Solunulkoinen CAIV Vaikuttaa
MCT-proteiineihin niiden avustajaproteiinien eli embigiinin tai basigiinin valityksella.

CAll puolestaan kykenee liittymaan suoraan MCT1 ja MCT4-proteiinien solunsisaisiin
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osiin, toisin kuin MCT2-proteiiniin (kuva 4). (Klier ja muut 2011; Forero-Quintero ja muut

2019).

CAIlV

0N

Basigiini Embigiini

Solunulkoinen

L |
— ——
Solunsisdinen

CAll

Kuva 4. Solunulkoinen CAIV vaikuttaa MCT-proteiineihin basigiinin ja embigiinin vdilitykselld.
Solunsisdinen CAll puolestaan liittyy suoraan MCT1 ja 4 -proteiinien solunsisdisiin osiin. MCT2:Ita

tdmd osa puuttuu, joten CAll ei vaikuta sen toimintaan.

1.5.3 MCT-proteiinien toimintaa voidaan estada inhiboimalla niiden apuproteiineja

Koska MCT-proteiinit vaativat avustajaproteiinin toimiakseen, tdman avustajaproteiinin
puuttuminen tai kyvyttémyys toimia MCT:n avustajaproteiinina estaa tehokkaasti MCT-
proteiinien toimintaa. Yksi esimerkki tallaisesta epasuorasta inhibitiosta on Basigiinin
inhibitio kayttamalla orgaanista elohopeayhdistettd, p-
kloroelohopeabentseenisulfonaattia (engl. p-chloromercuribenzene sulfonate, pCMBS).
(Wilson ja muut 2005). pCMBS on solukalvoa lapaiseméaton, tiolien kysteiinitahteita
muokkaava reagenssi. Joillain MCT-proteiineilla, kuten MCT4:ld, on vapaita
kysteiinitahteitd, mutta pCMBS ei vaikuta nadihin. Vaikka embigiini ja basigiini ovat
samankaltaisia proteiineja, on niilld eroja niiden rakenteessa, mukaan lukien niiden

disulfidisilta-rakenteissa. Embigiinissa on kaksi Immunoglubuliinin kaltainen V -
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domeenia, joissa disulfidisillat ovat tarkea osa rakennetta. Basigiinissa on puolestaan
yksi immunoglobuliininkaltainen | -domeeni seka yksi immunobloguliininkaltainen CD2 -
domeeni. Tama jalkimmainen domeeni on pCMBS:n sitoutumisalue. pCMBS hairitsee
disulfidisillan rakennetta ja estda nain proteiinin toiminnan. (Wilson ja muut 2005).
Koska MCT1 ja -4 esiintyvat padasiassa embigiinin yhteydessa, pCMBS inhiboi niita
epasuorasti estamalla basigiinin toiminnan. Koska MCT2 puolestaan esiintyy tyypillisesti
embigiinin yhteydessa, pCMBS:lla ei usein ole siihen vaikutusta. Vastaavasti
hiljentamalla basigiinin tai embigiinin geenien ilmeneminen voidaan epasuorasti hairita

niista riippuvaisten MCT-proteiinien toimintaa. (Wilson ja muut 2005).

MCT-proteiinien spesifinen hiljennys voi olla haastavaa. Etenkin MCT-proteiinien
spesifinen hairitseminen voi olla vaativaa. Nadiden proteiinien apuproteiinien
hairitseminen niille spesifisilla inhibiittoreilla tai hiljennyksella on yksi tapa estaa
tiettyjen MCT-proteiinien toiminta, silla basigiinin inhibition ei teoriassa pitdisi vaikuttaa
suuresti MCT2:n toimintaan, ja vastaavasti basigiinin hiljennyksen ei pitaisi vaikuttaa
MCT1 tai -4 -proteiineihin suuresti. Tata basigiinin ja embigiinin vaikutusta MCT-
proteiinien toimintaan ja solujen aineenvaihduntaan tarkasteltiin lisdd tehdyissa

kokeissa.
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2 Tutkimuksen tavoitteet

Kokeissa MCT- ja adheesioproteiinien valista vuorovaikutusta pyrittiin tutkimaan,
etenkin MCT2:n ja embigiinin osalta, painottaen embigiinin ja MCT -proteiinien
vuorovaikutuksen vaikutusta solujen aineenvaihduntaan. Kokeissa etsittiin sopiva, MCT-
ja adheesioproteiineja ilmentava solulinja, jonka solujen embigiinin, basigiinin tai
molempien ilmentymista hiljennettiin. Hiljennyksen vaikutuksia MCT-proteiineihin ja
solujen aineenvaihduntaan tarkasteltiin mittaamalla solujen hapenkulutusta ja
mediumin happamoitumista, jotka molemmat ovat energia-aineenvaihdunnasta
riippuvaisia prosesseja. Ndin pyrittiin Saamaan lisatietoa seka lisdvarmistusta ndiden
proteiinien yhteistoiminnasta. Tama tieto on tarkeda seka yleisen solumetabolian
ymmarryksen kannalta, ettd monien tautien, kuten syOpien, mahdollisten uusien
hoitotapojen kehittdmisen kannalta. (Chothia ja Jones 1997 (katsausartikkeli); Halestrap
ja Price 1999 (katsausartikkeli); Wilson ja muut 2005; Halestrap 2013 (katsausartikkeli);
Chao ja muut 2015; Muramatsu 2016 (katsausartikkeli)).

Oikeanlaisten, embigiinia ja MCT -proteiineja sisdltavien solujen lisaksi metaboliakokeita
varten vaadittiin my6s keino muokata embigiinin maaraa soluissa, jotta saataisiin eri
solupopulaatioita, joissa ei olisi muuta eroa kuin eri maarat embigiinia solujen pinnalla.
Mahdollisia menetelmia olivat inhibiittorit, embigiinin ilmenemista lisaavan vektorin
transfektio, tai embigiinin hiljennys soluista. Imenemista lisddvan vektorin tapauksessa
olisi todettava, ettd vektori todella lisdd embigiinin ilmenemistd, etenkin solujen
pinnalla. Vastaavasti hiljennyksen kayttoé vaatisi kyvyn osoittaa, ettd hiljennys todella

vahentaa proteiinin maaraa solukalvolla.

Varsinaisiin metaboliamittauksiin valittiin Agilent seahorse -laite, joka mittaa solujen
kasvatusmediumin hapenkulutus- ja pH-muutoksen nopeutta. Koska nama ovat
molemmat vyhteydessd solujen aineenvaihduntaan, tdama katsottiin kokeisiin
soveltuvaksi menetelmaksi. Embigiinin tutkiminen oli kokeiden paadkohde, jota

paremmin tunnetun basigiinin tarkastelu tuki.

29



Embigiinin vaikutusta etenkin solujen aineenvaihduntaan tutkittiin hairitsemalla
embigiinin ilmentymistd, basigiinin ilmentymistd, sekd molempien ilmentymista
samanaikaisesti. Lisdksi pyrittiin tarkastelemaan soluvaliaineen vaikutusta lisaamalla
solut kaivoihin, jotka olivat ennakkoon paallystetty soluvadliaineessa vyleisilla
proteiineilla, kollageenilla, laminiinilla, fibronektiinilla, joiden kanssa embigiinin
uskotaan vuorovaikuttavan, seka polylysiinilla, jonka ei uskota vuorovaikuttavan
embigiinin kanssa. Yleisena tavoitteena on siis muodostaa parempi kuva embigiinin,
basigiinin, MCT-proteiinien sekd soluvdliaineen proteiinien vuorovaikutuksesta

keskenaan.

Embigiinin uskotaan vaikuttavan monilla tavoilla, seka aineenvaihdunnan etta erilaisten
soluvaliaine ja viestimekanismien avulla. Embigiinin oikea toiminta on tarkeaa terveissa
kudoksissa ja vaara toiminta osatekija monissa taudeissa. Naista syista embigiinin
toiminnan ymmartaminen on tarkeda yleisen eldaman ymmarryksen kannalta, etta
erilaisten  tulevaisuuden  hoitomenetelmien kannalta. Jopa sybpa- tai
kantasoluthoidotkin saattavat hyotya embigiinin ja siihen liittyvien proteiinien

laajemmasta tuntemisesta.

Tutkimuksen tavoitteet (kuva 5):

1. Loytaa sopiva ainakin embigiinid, basigiinia ja MCT2:ta ilmentava solulinja.

2. LOoytaa ja varmistaa toimiva tapa muokata embigiinin maaraa ja etenkin embigiinin

maaraa solujen pinnalla.

3. Tarkastella embigiinin ja muiden vastaavien proteiinien vaikutusta solujen

aineenvaihduntaan mittaamalla aineenvaihdunnasta riippuvaisia prosesseja

kohdeproteiinien toimintaa muokatessa.
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Perehtyminen aiheeseen
=) ))

Datakantojen tarkistus Kirjallisuuskatsaus

Solukokeet

Datankasittely

- Toistojen yhdistdminen
- Tilastollinen tarkastelu
- Paatelmat, kirjallisuuteen vertaaminen

Kuva 5. Yksinkertaistettu kokeen tydnkulku. Aihe taustoitettiin kirjallisuuskatsauksella sekd
tietokantojen tarkastelulla ennen itse kokeita. Lopulta kokeista saatu data yhdistettiin

tilastollisesti pétevdn tuloksen saamiseksi.
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3 Materiaalit ja menetelmat

TyOssa tarkeinta oli tuottaa lisatietoa embigiinin vaikutuksista soluaineenvaihduntaan.
Tyota varten aihe taustoitettiin  kirjallisuuskatsauksella seka datakantojen
tarkastelemisella. Taman jdlkeen etsittiin sopivat solut sekd sopiva embigiinin
ilmenemisen hairitsemismenetelma ja tehtiin hiljennyskokeet siRNA-transfektiolla (kuva

6.). Lopuksi eri toistoista saadut tulokset yhdistettiin ja tarkasteltiin.

Solujen valitseminen
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—_—
oo 7

Aﬂﬂ
AN

o) e
— iliennys| ——
A, A
JANWAN

AL N A
m > h . EMB aln
- -

Hiljennyskokeet

Q) AAA AAA
Y
— Metabo | —* H+ ':Dj

mittaus
- > Y, " H+

/\ EvB [] Tuntematon ilmeneminen == Korkea m== Matala

Kuva 6. Solukokeiden tyékulku. A) Solutéiden yksinkertaistettu tyénkulku. Soluvaihtoehtojen
geenien hiljentdmisen onnistuminen tarkastettiin qPCR:lld. Sopivan embigiini ja MCT2-
ilmenemisen perusteella valittiin hiiren keratinosyyttisolut. B) Keratinosyytit hiljennettiin vasta-
EMB-siRNA:lla. Hiljennettyjen ja hiljentémdttémien solujen pintaembigiini vdrjdttiin niiden
embigiinin pintailmenemisen tarkastelemiseksi. C) Hiljennettyjen ja hiljentdmdttémien solujen

metaboliaa tarkasteltiin yhdessd samoissa olosuhteissa.
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3.1 Tietokannat

Tyota varten tarkasteltiin erilaisia tietokantoja etenkin embigiinin osalta. Tarkastellut
tietokannat olivat The Human Protein Atlas (proteinatlas.org), Genevestigator
(Genevestigator.com), PROGgene, sekd niiden viittaamat muut tietokannat. Na&ista
datakannoista katsottiin etenkin tietoa embigiinista liittyen sen esiintymiseen geeni- ja
proteiinitasolla eri kudoksissa ja soluissa, sekd embigiinin vaikutuksesta erilaisissa
tautitiloissa. Lisdksi tarkasteltiin embigiinin maaran vaihtelua eri lajien, paaasiassa

ihmisen ja hiiren, valilla.

Embigiinin lisdksi tarkasteltiin muiden oleellisten proteiinien esiintymista, kuten
tutkimuksen kannalta oleellisten MCT-proteiinien sekd basigiinin esiintymista ja
toimintaa. Yleisesti pyrittiin muodostamaan yleiskuva embigiinin ja sen kannalta

olennaisten proteiinien toiminnasta ja esiintyvyydesta.

3.2 Solulinjat ja kasvatus

Kokeita varten testattiin kahta eri solutyyppia, hiiren NIH 3T3 -fibroblastisoluja seka
hiiren IMBCA -keratinosyyttisoluja (Solut Thermo Fisher scientific). NIH 3T3 -soluista
testattiin kolme populaatiota, jotka olivat NIH 3T3 -villityyppi, NIH 3T3 PCDNA 3.1
(invitrogen), johon transfektoitu tyhja vektori, sekd NIH3T3 EMB/PCDNA, johon
transfektoitu hiiren embigiini-yliekspressiovektori. NIH 3T3 -solut kasvatettiin DMEM
(Dulbeccos’s modified Eagle’s medium, Gibco, Thermo Fischer scientific) + 10 % naudan
sikion seerumi (engl. Fetal calf serum, FCS) -mediumilla, johon lisatty 2 mM L-glutamiini
(Lonza), 100 U/ml penisilliini, 100 pg/ml streptomysiini (Sigma-Aldrich). Keratinosyytit
kasvatettiin FAD-mediumilla, joka tehtiin kdyttden DMEM-mediumia pohjana
seuraavasti: 375 ml DMEM, 125 ml F12 Nutrient mix (Gibco Ref 21765-029, Thermo
Fischer scientific), 10 % FCS, 33 mg/L Adeniini, 500 pg/L hydrokortisoni, 8,4 ug
choleratoxin (Sigma C8052), 10 ug/L EGF (engl. epidermal growth factor, Sigma E5036-
200 pg), 500 pl Ihmisen insuliini (engl. Insulin human solution, Sigma 19278-5 ml), 10
ml/L ultraglutamiini (Ultraglutaminel, Lonza cat BE17-605E/U1m), 10 ml/L Pen/strep

(Lonza cat DE17-602E). Kaikki solut kasvatettiin 10 cm Maljoilla, joilla 10 ml mediumia.
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Solut pidettiin soluviljelykaapissa, jonka lampétila oli 37 °C ja hiilidioksidipitoisuus 5 %.
Solut irrotettiin siirtoa varten maljoilta trypsiinilla (Lonza, BE17-160E) johon lisatty 500
ug/L K-EDTA.

3.3 Geenien ilmeneminen maaritettiin qPCR:IIa.

Oleellisten geenien ilmenemisen mittausta varten solujen RNA eristettiin RNA-kitilla
valmistajan ohjeiden mukaan (QIAGEN RNeasy RNA-eristyskitit) Eristetty RNA
kaannettiin komplementaariseksi DNA:ksi (cDNA) SensiFAST cDNA Synthesis Kit
(meridian bioscience) — kitilld ohjeiden mukaisesti, kdayttden maksimimaaraa RNA:ta eli
1 yg. Kaantoa varten asetettiin cDONA-synteesiohjelma ohjeen mukaisesti: 25 °C 10 min,
42 °C 15 min, 85 °C 5 min 4 °C sailytys. Saatua cDNA:ta kaytettiin haluttujen geenien
ilmentymisen mittaukseen kvantitatiivisella PCR:lla eli qPCR:lla. Kaytetty metodi oli
geenille spesifinen Tagman. Halutuille hiiren geeneille suunniteltiin alukkeet (taulukko
2.) ja fluoresiini (FAM) leimatut koettimet. Koettimet ja alukkeet hankittiin Roche Life
Science -yritykseltd, jonka Universal ProbelLibrary Assay Design Center -sovelluksella ajo
suunniteltiin. Kaikista neljasta solupopulaatiosta (keratinosyytit, NIH3T3, NIH3T3 + tyhja
vektori sekd NIH3T3 + embigiinia ylimaarin ilmentdva vektori) testattiin MCT:t 1,2 ja 4
seka embigiini ja B -aktiini (kontrolli). gPCR ajettiin ohjeen mukaisissa seoksissa niin, etta
jokaiseen 10 pl naytteeseen tuli TagMan Universal Master Mix Il 2X (Applied Biosystems)
laimennettu ohjeen mukaan, 200 nM koetinta, 10 pM alukkeita sekd cDNA:ta sopivassa
laimennoksessa. Kolme eri koetta tehtiin cDNA:n maarilla 100 pg, 200 ug ja 1000 ug.
Lisaksi jokaisesta alukeparista ja koettimesta tehtiin negatiiviset kontrollindytteet, joihin
ei lisatty cDNA:ta. Ajot suoritettiin QuantStudio™ 12K Flex Real-Time PCR System
(Thermo Fisher Scientific) -laitteella. Ajot suunniteltiin QuantStudio 12 K Flex -

ohjelmalla.
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Taulukko 2. qPCR-mittauksessa kdytetyt alukkeet seké Ndité alukkeita varten suunnitellut
universal-probe koettimet. Keltaisella niiden MCT-proteiinien (MCT10 ja MCT13) koettimet, jotka

olivat pddillekkdiset. Tdmd ei kuitenkaan vaikuta mittaukseen.

Proteiini  Geeni _ Oikea aluke _
Basigiini BSG ctggccttcacgetettg tggacagaggtttggatggt #70 cat.no. 4688937001
Beta-akt. Actb ctaaggccaaccgtgaaaag accagaggcatacagggaca #64, cat.no. 04688635001
Embigiini EMB gccatacttgccgaagtca ttcaaattctttcccageate #49, cat.no. 04688104001
MCT1 SLC16A1 ggatatcatctataatgttggctgtc gectgecgtatttattcaccaa #67, cat.no. 04688660001
MCT2 SLC16A7 aacacaaagtggctaggcttaaa tcacctgactgatgtttctcttg #77, cat.no. 04689003001
MCT4 SLC16A3 tgcagctcagttcttggtga gatgataaaacagccaaagagga #45, cat.no. 04688058001
MCT5 SLC16A4 ccattatgtcatcactccgtttc  ctctccaagtacgtcacagatga #71 cat.no. 04688945001
MCTo SLC16A5 ctcttcaccatcctgtgtgg ggtctigtccagcageaatc #22 cat.no. 04686969001
MCT7 SLC16A6 gtcagcagagcgaaatgtca tccatcaggcactigggtat #21 cat. No. 04686942001
MCT8 SLC16A2 gttgetatcctctactccatgectac agaagaagatcatgocccatage #1011 cat.no. 04692195001
MCT9 SLC16A9 cctcggectgatttcaac agcaggcagccatctagg #89 cat.no. 04689143001
MCT10 SLC16A10 ccctcttcaaggagacaacct cctttcctttacatggticatca #3 cat.no. 04685008001
MCT11 SLC16A11 gcctcctgecacctetacct gacggcggegagaagtacc #20 cat.no. 04686934001
MCT12 SLC16A12 tccattccattgtagactgtatgac caggataactggttactgacaacac #99 cat.no.

MCT13 SLC16A13 ctggtgcagatgatcgagag gaagccgtgtagttgectgt #3 cat.no. 04685008001
MCT14 SLC16A14 cagccaatgtgcagtctctc aggtaagccatcccactge #40 cat.no. 04687990001

Hiiren keratinosyyttien ilmentymisprofiili mitattiin erikseen laajemmin kuin NIH3T3-
solujen, jolloin mittauksessa tarkasteltiiin MCT1-2 ja 4-14 ilmentymistd, embigiinin,
basigiinin seka B-aktiinin (kontrolli) ilmentymistd. Mittaus suoritettiin samoin kuin

edelld, cDNA:n ollessa 200 pg kaikissa naytteissa.

3.4 Embigiinin hiljennys

Tutkimuksia varten embigiinin ilmentyminen hiljennettiin silentFect reagent -
reagenssilla (BioRad). Hiljennystd varten noin 50 % konfluentit solut laskettiin, ja
300 000 solua siirrettiin uudelle maljalle hiljennysta edeltdavana paivana. Noin 15
minuuttia ennen transfektiota maljojen mediumi vaihdettiin 5 ml:aan tuoretta FAD-
mediumia. Jokaista transfektoitavaa maljaa varten otettiin kaksi
mikrosentrifuugiputkea, joihin laitettiin 250 pl samaa mediumia. Yhteen putkeen
lisattiin 8 ul siLentFect -reagenssia ja toiseen 20 nM siRNA:ta loppukonsentraatioon 440
pM. Soluja transfektoitiin kolme populaatiota; negatiivinen kontrolli transfektoitiin
Allstar antisense siRNA:lla (Qiagen ID: 1027281), jonka lisaksi kaksi muuta populaatiota
transfektoitiin Emb1 ja Emb4 vasta-embigiini siRNA:lla (Qiagen Flexitube 20 nM siRNA).
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SilentFect- ja siRNA-mikrosentrifuugiputkien sisallét yhdistettiin ja sekoitettiin, jonka
jalkeen annettiin inkuboida 20 min huoneenlammaossa. 500 ul Reaktioseos lisattiin hiiren
keratinosyyttisoluille pisaroittain, jonka jalkeen solut siirrettiin soluviljelykaappiin n. 5
tunniksi. Taman jalkeen medium poistettiin, solut pestiin PBS:lla ja soluille lisattiin 10 ml

uutta mediumia kasvatusta varten.

3.5 Western blot

Embigiinin hiljennys todennettiin myds Western blot -menetelmalla. Tata varten noin
80 % konfluenteiksi kasvaneet solut lysoitiin SDS-latauspuskuriin (62,5 mM Tris-Hcl pH
6.8, 2,5 % SDS, 10 % glyseroli, 1 % B-merkaptoetanoli, 12,5 mM EDTA, 0,02 %
bromifenolisininen). SDS-latauspuskurin lisdyksen jdlkeen solut lammitettiin 5
minuutiksi 98 celsiusasteeseen. Naytteet ajettiin 8 % SDS-PAGE -geelilla. Geelia ajettiin
ensin 60 V jannitteellda 30 min, jonka jalkeen geeli ajettiin loppuun 120 jannitteella.
(Biorad Transblot valineet, Biorad PowerPac HC virtaldhde). SDS-Page:n jilkeen
proteiinit siirrosteettiin PVDF membraanille yon yli 40 V jannitteelld. Siirrostettu
membraani estettiin 5 % maito-TBST -puskurissa ravistelussa noin 30 min. Taman
jalkeen lisattiin primadriset vasta-aineet 1:1000 rotan vasta-embigiini (Klooni G7.43.1,
eBioscience) seka 1:200 000 hiiren vasta B-aktiini (Invitrogen). Membraani pestiin 4 x 3
min TBST:IIa. Taman jalkeen lisattiin sekundaariset vasta-aineet 1:15 000 odyssey vasta-
rotta 800 (IRDye® 800CW Goat anti-Rat IgG Secondary Antibody, LI-COR) sek& 1:15 000
Odyssey vasta-hiiri 680 (IRDye” 680RD Donkey vasta-Mouse IgG, LI-COR). Membraani
pestiin 4 x 3 min TBST:ss3, jonka jalkeen membraani skannattiin Odyssey CLx -laitteella

(LI-COR).

3.6 Virtaussytometria

Embigiinin ilmentymista solujen pinnalla hiljennetyissa ja kontrollisoluissa tarkastettiin
FACS -sytometriaa hyddyntden (FACS, fluorescence-activated cell sorting, fluoresenssin
aktivoima solujen erottelu). Mittausta varten kaksi paivaa kasvaneet Allstar, Emb1 ja
Emb4 -transfektoidut solut pestiin PBS:lla ja kaavittiin irti maljoista 1 ml:aan PBS:aa.

Solut laskettiin automaattisella solulaskijalla (TC20 Automated Cell Counter, Biorad)
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niin, etta saatiin 300 000 solua/nayte. Oikea maara soluja sentrifugoitiin 4 min 1800 rpm
ja solupelletti resuspensoitiin 100 pl:aan kylmaa puskuria (1 % FCS PBS) ja inkuboitiin
soluja jailla 30 min. Taméan jalkeen lisattiin soluille 7,5 ng/ul hiiren vasta-embigiini
primaarivasta-ainetta (G7.43.1 EMB rat anti-mouse mAB, eBioscience, 0,5 mg/ml)
puskurissa. Naytteitd inkuboitiin 1 h rauhallisessa sekoituksessa 4 celsiusasteessa.
Naytteet sentrifugoitiin 4 min 1800 rpm 4 celsiusasteessa ja pelletti resuspensoitiin 100
pl:aan puskuria, johon lisatty 20 ng/ul vuohen vasta-rotta fluoresenssileimattua
sekundaarivasta-ainetta (Alexa fluor 488 goat anti-rat IgG (H + L) 2 mg/mL, Invitrogen).
Soluja inkuboitiin 30 min, jonka jalkeen ne pestiin lisdamalla 500 ul PBS:3a. Solut
sentrifugoitiin kuten edelld ja pestiin uudestaan, jonka jalkeen ne resuspensoitiin 250

pl:aan PBS:33a mittausta varten.

Leimattujen solujen pintaembigiinin ilmeneminen mitattiin virtaussytometrilla (BD
LSRFortessa, Bd Biosciences). Mittausta varten soluista valittiin sopiva populaatio, josta
pyrittiin poistamaan hajonneet solut, roskat ja Kontrollisolut, Emb1 ja Emb4 -solujen

Alexa fluor 488 -signaalit mitattiin pintaembigiinin maaran mittaamiseksi.

3.7 Metaboliamittaukset

Solujen metaboliamittaukset, eli solujen mediumin happamoitumisnopeuden mittaus,
tehtiin Agilent Seahorse-laitteella, joka kykenee mittaamaan pH:n muutosta ja
hapenkulutusta suoraan mediumista. Kokeissa kdytettiin Seahorse XFe96-laitetta, seka
valmistajan materiaaleja, mukaan lukien 96-kuoppainen XF96 soluviljelymikrolevy,
valmistajan mittauskasetti (Seahorse XFe96 Fluxpak mini, 102601-100) Valmistajan
medium ja lisdravinteet seka inhibiittoria sisaltavat testikitit (Seahorse XF Real-time ATP
rate assay kit, 103591-100, Agilent Technologies) Mediumina kaytettiin Seahorse XF
DMEM mediumia, pH 7,4. Tahan perusmediumiin lisattiin Seahorse XF glukoosia
konsentraatioon 10 mM, pyruvaattia konsentraatioon 1 mM sekd L-glutamiinia

konsentraatioon 2 mM.

37



Kokeet tehtiin soveltaen valmistajan ohjeita. Kokeissa kdytetyt solut transfektoitiin
vasta-embigiini siRNA:lla (Emb1 tai Emb4) tai Allstar scramble epaspesifisella siRNA:lla
(kontrolli) 24 tuntia ennen niiden lisdamista levyn kuoppiin, jossa niiden annettiin kasvaa
ja kiinnittya toiset 24 tuntia. Solut pyrittiin kasvattamaan 50-90 % konfluenssiin ennen
levylle siirtoa. Solut laskettiin ennen transfektiota ja ennen siirtoa koelevylle. Soluja
siirrettiin aina laskennallisesti identtiset maarat. Jokaiseen kuoppaan siirrettiin 80 pl
solususpensiota, jossa haluttu maara (5 000, 10 000, 20 000 Tai 40 000) soluja, jonka
jalkeen solut kasvatettiin inkubaattorissa 24 tuntia 35 celsiusasteessa ilman CO.
Mittauskasetti asetettiin yon yli apulevylle niin, etta mittauskasetin sensorit tulivat
valmistajan levyspesifisen kalibrantin pinnan alle. Kalibranttia laitettiin jokaiseen
kaivoon 200 pl. Levyt, medium ja kalibrantti olivat kaikki Agilent technologies -yhtion

Seahorse tuotteita.

Mittauspadivana mikrolevylle lisatyt solut pestiin varovasti mittauksissa kaytettavalla
mediumilla, jonka jalkeen solujen kiinnittyminen tarkastettiin mikroskoopilla. Kaivoihin
jatettiin aina 20 ul mediumia pesujen valissa. Kaivoihin lisattiin ennen mittauksia
mediumia lopputilavuuteen 200 pl. Kaikki soluille lisatyt inhibiittorit lisattiin edella
mainittuun mediumiin laimennettuina. Mitonkondriaalisen energiantuoton inhibointiin
kaytettiin valmistajan ATP-kitin inhibiittoreita, oligomysiinia ja rotenoni/antimysiini A-
seosta. Inhibiittoreita lisattiin  niin, etta oligomysiinin loppukonsentraatio
mittausvaiheessa oli 1,5 uM ja rotenoni/antimysiini A -seoksen 0,5 puM. Basigiini-
inhibitiota varten lisattiin pCMBS (p-chloromercuricphenylsulfonic acid) -inhibiittoria

loppukonsentraatioon 0,1 mM tai 0,2 mM.

Embigiinihiljennyskokeissa (hiljennyskoe 1) mittaus kesti noin tunnin. Soluja mitattiin
ensi 14,5 minuuttia ilman inhibiittoreita, jonka jalkeen kaikille soluille lisattiin
oligomysiini-inhibiittoria. Taman jalkeen mittauksia jatkettiin jalleen, kunnes 43
minuutin jadlkeen lisattiin rotenoni/antimysiini A -seos. Mittausta jatkettiin 53,5
minuuttiin asti, jolloin tehtiin viimeinen mittaus. Laite mittasi mediumin
happamoitumisnopeuden noin 6,5 minuutin valein, kolme kertaa ennen inhibiittoria

sekd molemman inhibiittorin lisdyksen jalkeen.
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Basigiini-inhibitiokokeissa (hiljennyskoe 2) mittaus kesti noin 180 minuuttia.
Hiljentamattémia sekda embigiinihiljennettyja soluja mitattiin 30 min, jonka jalkeen
lisattiin kaikille soluilla pCMBS. Mittausta jatkettiin, kunnes 130 minuutin kohdalla

soluille lisattiin oligomysiini sekd 160 minuutin kohdalla rotenoni/antimysiini A -seos.

Kaikissa  ajoissa  jokaisesta  nayte/inhibiittori-yhdistelmasta  ajettiin  nelja

rinnakkaisnaytetta.

3.8 Tilastollinen analyysi

Tutkimuksessa tehdyn embigiinihiljennyskokeen, jossa embigiinihiljennettyja seka
hiljentamattomia keratinosyyttisoluja vertailtiin toisiinsa, merkitsevyytta tarkasteltiin
tilastollisilla menetelmilla. Tata varten yhdistettiin embigiinihiljennyskokeiden neljan
toiston tulokset. Koska jokaisella naytteelld ajettiin kokeissa neljd rinnakkaisnaytetta,
jokaiselle naytteelle saatiin yhteensa 16 arvoa jokaisessa mittauspisteessa. Yhdistetysta
datasta laskettiin jokaiselle mittauspisteelle tilastollinen merkitsevyys niin, etta tutkittiin
Embl ja Emb4-ndytteiden eroa kontrollindytteeseen verrattuna. (16 siRNA-arvoa
verrattiin 16 kontrolliarvoon.) Koska data ei noudata selkedd normaalijakaumaa
kdytettiin analyysiin Mann-Whitneyn jarjestyssumma U-testid, joka ei vaadi mitaan
datan ominaisuuksia. Taman takia kyseisella testilla on myds verrattain vaikea saavuttaa
tilastollinen merkittavyys verrattuna moniin muihin tilastollisiin testeihin. Emb1 ja Emb4
-ndytteiden jokaiselle mittauspisteelle maaritettiin testilla P-arvo, jossa alle 0.05 -arvoa

pidettiin tilastollisesti merkitsevana.
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4 Tulokset

4.1 Tietokannat sisaltavat rajoitetusti tietoa embigiinin ilmenemisesta

Tutkimuksen tavoitteena oli ennen kaikkea tuottaa lisdatietoa embigiinin toiminnasta.
Embigiinin ja sen kanssa samankaltaisen proteiinin basigiinin tiedettiin toimivan
kaperoniproteiineina solukalvon |dpi monokarboksylaatteja kuljettaville MCT-
proteiineille. Tutkimuksessa keskityttiinkin tdhan, tarkoituksena selvittdd embigiinin
seka basigiinin  toiminnan  muokkauksen vaikutusta koko solun energia-
aineenvaihduntaan. (Halestrap ja Price 1999 (katsausartikkeli); Pierre ja Pellerin 2005
(katsausartikkeli); Klier ja muut 2011; Mannowetz ja muut 2012; Halestrap 2012
(katsausartikkeli); Halestrap 2013 (katsausartikkeli); Muramatsu 2016 (katsausartikkeli);

Perez-Escuredo ja muut 2016 (katsausartikkeli)).

Ennen kokeiden aloittamista embigiinistd ja muista oleellisista proteiineista kuten
basigiinista ja MCT-proteiineista kerattiin jo olemassa olevaa data erilaisista
tietokannoista. Yleisesti embigiinista l0ytyi hyvin RNA-dataa, eli tietoa geenien
ilmenemisesta. Proteiinitasolla embigiinin olemassa oleva data oli rajoitetumpaa, kun
taas basigiinista dataa oli paremmin. Saatua dataa sovellettiin sopivan solumallin

etsimiseen seka kokeiden suunnitteluun.

4.1.1 Embigiinia esiintyy monissa aikuisen ihmisen kudoksissa ja soluissa

The Human Protein Atlas -tietokanta sisdltdaa nimensda mukaisesti tietoa ihmisen
proteomista. Tietokannassa on proteiinien lisdaksi RNA dataa yleisestd kudos- ja
solutason esiintyvyydesta seka ilmenemistason muutoksista tautitiloissa. Embigiini
ilmenee tietokannan mukaan RNA-tasolla monissa kudoksissa, mutta voimakkaimmin
aikuisen ihmisen maha-suolikanavassa sekd luuytimessa. Tietokanta nayttda (kuva 7)
embigiinin esiintyvdn RNA-tasolla jossain maarin miesspesifisissa kudoksissa, ihossa,
keuhkoissa sekd munuaisissa, joissa oma tutkimusryhmamme on osoittanut embigiinin
ilmentymisen hiiressd myos proteiinitasolla western-blotilla. Solutasolla tietokantaa
ndyttdaa vahvan embigiinin ilmenemisen etenkin veri- ja immuunijarjestelman soluissa,

epiteelisoluissa sekd joissain neuroneissa. Naista etenkin T-soluissa (immuunisolu) ja
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tappisoluissa (silman neuronisolu) embigiinin ilmeneminen on vahvaa. Keratinosyyteissa
on kohtalainen embigiinin ilmeneminen. Basigiinista dataa on sekda RNA- ettd
proteiinitasolla. Sitad esiintyy hyvin voimakkaasti lihaskudoksissa sekda melko vahvasti
aivoissa, mika korostaa sen ja siihen liittyvien MCT(1 ja 4) -proteiinien tarkeytta energia-
aineenvaihdunnassa. Myds Genevestigator-tyokalun mukaan (Hruz ja muut 2008)
Basigiini esiintyy yleisesti embigiinia voimakkaammin (kuva 7), etenkin ihmisessa. MCT2
-ilmeneminen on keskivertaisesti ihmisessa usein vahvempaa kuin embigiinin

ilmeneminen. (The human protein atlas, Uhlén ja muut 2015; Thul ja muut 2017).

Vaikka embigiini, basigiini sekd niiden yhteydessa esiintyvat proteiinit vaikuttavat
toimivan ja ilmenevan eri eldinlajeissa samantapaisesti, on eri eldinten valilla kuitenkin
eroja. Tyypillisessa koe-eldinmallissa hiiressd, embigiini ilmenee yleisesti vahvemmin
kuin ihmisessa (kuva 7). Tama osaltaan monimutkaistaa jo perustavanlaatuisesti
vaikeampaa embigiinin havainnointia ja tutkimusta ihmisessa. Eroavuudet voivat myds
kyseenalaistaa hiirimallin vertailtavuuden ihmiseen. Vaikka maarat eroavat, niiden
suhteet pysyvat kuitenkin samankaltaisina. Seka ihmisessa ettd hiiressa basigiinin
ilmeneminen on yleisesti suurempaa kuin embigiinin ja sen yhteydessa esiintyvan
MCT2:n ilmentymiset. Eroavuudet on kuitenkin otettava huomioon, kuten eldinmalleja

kdytettdessa yleensa.
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Kuva 7. Embigiinin, basigiinin sekd MCT1,2 ja 4 -proteiinien ilmeneminen eri kudoksissa. Mddrdt
ovat suuntaa antavia. Ldhteet: Human Protein Atlas (https.//www.proteinatlas.org),

Genevestigator (Hruz ja muut 2008).
4.1.2 Embigiini vaikuttaa moniin tauteihin

Kirjallisuudessa on viitteitd, ettd embigiinin ja basigiinin (sekd niiden yhteydessa
esiintyvat MCT-proteiinit) vaikuttavat tautien syntyyn ja kehitykseen, syovan ollessa
yleinen esimerkki. (Guenette ja muut 1997; Pertega-Gomes ja muut 2015; Jung ja muut
2016; Ruma ja muut 2018). Human Protein Atlaksen patologiaosion datan mukaan seka
embigiini ettd sen yhteydessa tyypillisesti esiintyvda MCT2 ovat molemmat
munuaissydvan merkkiaineita (kuva 8). (Uhlen ja muut 2017). Erityisen mielenkiitoista
on ndenndinen paradoksi: kyseisessa syovassa korkea embigiinin maara on huonon
ennusteen merkkiaine, kun taas korkeampi MCT2 -maara on positiivinen prognostinen
merkkiaine. Vaikka datassa nakyy selkea ja tilastollisesti merkittdava trendi, ei datan
hajanaisuuden takia voine tehda liian yleistavia paatéksia. On mahdollista, etta
oleellisinta on kyseisten proteiinien ilmenemisen muutos ”normaalitasosta”, eika
valttamatta absoluuttinen maara.

Negatiivinen Ei vaikutusta Positiivinen

MCT2 BSG MCT1 MCT4

EMB
Munuaissyopa -

Maksasyopa -
Kohdunkaulan syopa

Kohdunrungon syopa

Mahasyopa

Keuhkosyopa -

Kuva 8. Embigiinin, basigiinin seké MCT1,2 ja 4 -proteiinien korkean mddrén merkitys tiettyjen

tautitilojen prognooseihin. Positiivinen tarkoittaa proteiinin korkean ilmenemisen viittaavan
hyvddn prognoosiin, eli korkeampaan hengissd selviytymisen mahdollisuuteen ilmenemisen
ollessa korkea. Negatiivinen puolestaan huonoon prognoosiin, eli matalampaan
selviytymismahdollisuuteen ilmenemisen ollessa korkea. Léhteet: Human Protein Atlas

(https://www.proteinatlas.org).
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4.2 Keratinosyytit ilmensivat haluttuja proteiineja

Kokeita varten tarkasteltiin kahta solulinjaa, hiiren NIH3T3 -soluja seka hiiren IMBCA-
keratinosyytteja. NIH-solujen tarkastelussa kaytettiin kolmea eri populaatiota:
Muokkaamattomia NIH3T3 -soluja, soluja, jotka olivat tyhjalla vektorilla transfektoituja
sekda embigiinin ilmenemista lisdaavan embigiini-yliekspressiogeenin sisaltavalla
vektorilla transfektoituja. Soluista tarkasteltiin niiden proteiinien ilmenemisprofiilien
soveltuvuus kokeisiin gPCR-kokeilla. Erityisen tarkeda kokeiden kannalta olivat MCT1,2

ja 4 -proteiinit seka embigiinin ja basigiinin ldasnaolo.

Kaikkien solupopulaatioiden MCT1, MCT2, MCT4, EMB seka B-aktiini -ilmenemiset
mitattiin kvantitatiivisella PCR:lla. qPCR-ajossa oli yhtensd 40 syklia. (Taulukko 3.)
Kokeiden perusteella kaikki solutyypit ilmensivat seka MCT1 etta embigiini -proteiineja,
embigiinin maaran ollessa 1-7% prosenttia ndytteiden B-aktiinin maarasta. Naytteista
vain hiiren keratinosyytit ilmensivat MCT2:ta pienissa maarin. Koska kokeissa haluttiin
testata embigiinin hiljennysta, oli sen lasndolo valttamaton. Tasta syysta kokeita varten
valittiin hiiren IMBCA-keratinosyytit. Emb-yliekspressiovektorin sisaltavan NIH3T3-
solulinjan ei havaittu ilmentavan enempaa embigiinia kuin normaalit solut, minka takia
yliekspressiovektorilla transfektoituja soluja ei kaytetty. Keratinosyyteista tarkastettiin
kvantitatiivisella PCR:lla lisdksi basigiinin ja muiden MCT-proteiinien ilmeneminen
(Taulukko 3). Solujen havaittiin ilmentdavan runsaasti basigiinia, jonka maara oli
tutkituissa naytteissa kontrollina ja vertausgeenina kaytetyn B-aktiinin tasoista. MCT1 ja
2 -proteiinien maara oli huomattavasti pienempia, MCT2 ollessa erityisen pieni, vain
murto-osia B-aktiinista (0.004 %). Lisdksi havaittiin myds monia muita MCT-proteiineja:

Soluissa havaittiin kaikkia MCT5-14-proteiineja lukuun ottamatta MCT4, 6 ja 8.

Taulukko 3. Solujen geenien ilmeneminen qPCR:Il mitattuna. qPCR:Gdn ajettiin 40 syklid.
Taulukoissa geenien ilmenemisen mddrdt suhteessa B-aktiinin mddrddn. Tyhjdt (punainen)
ruudut ilmaisevat transkriptia, jota ei 40 monistussyklillé kyetty havaitsemaan. Yllé (A) Kaikkien
tutkittujen solujen MCT1,-2,-4, embigiinin sekd basigiinin ilmeneminen. Alla (B) MCT5-14-
ilmentyminen  hiiren  keratinosyyteilld. Molemmat ajot tehtiin kahdesti kolmella

rinnakkaisndytteelld.

43



A Solut MCT1 MCT2
Keratinosyytit 38% 0,004 %
NIH3T3 16 %
NIH3T3/PCDNA| 19 %
NIH3T3/EMB 13 %

EMB BSG

70% | 100%
1,5% | 100%
1,0% | 100%
1,7% | 100%

B Geeni MCT5 MCT6 MCT7 MCT8 MCT9
Vahvuus 0,04 % 0,01 % 0,01 %

Geeni MCT10 | MCT11 | MCT12 | MCT13 | MCT14
Vahvuus 0,07% | 0,01% 7,00% | 0,07 %

4.3 Embigiinin toimiva pintahiljennys todettiin virtaussytometrialla

Kokeita varten tarvittiin keino hairita embigiinin ilmentymista. Embigiinin ilmeneminen
hiljennettiin kahdella eri vasta-embigiini siRNA:lla Emb1 ja Emb4, kaksi valmistajan
suunnittelemaa vasta-emb SiRNA:ta. Solut transfektoitiin, jonka jalkeen niiden annettiin
kasvaa kaksi paivaa ennen mittauksia. Eldville soluille tehtiin pinta-embigiini -varjays
kayttamalla  vasta-embigiini  vasta-ainetta, joka leimattiin  fluoresoivalla
sekundadrivasta-aineella. Leimatut solut ajettiin virtaussytometrilla embigiinin
pintailmentymisen havainnoimiseksi (kuva 9). Emb-siRNA-hiljennyksen havaittiin
vahentdavan embigiinin maaraa solujen pinnalla verrattuna kontrolliin: Emb1 siRNA
tuotti vahvimman laskun. Lisaksi eldvien ja ehjien solujen pinnoilla esiintyvan embigiinin
varjays ja sen hiljennyksen seurauksena pienempi maara tuottivat lisatodisteita siita,
ettd embigiini esiintyy solukalvon pinnalla havaittavasti, jonka lisdksi hiljennys vaikuttaa

embigiinin ilmenemiseen myos solukalvolla.
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Kuva 9. Embigiinin hiliennyksen vaikutus pintailmentymiseen. Hiiren keratinosyyttisolut
hilijennettiin vasta-embl tai 4 siRNA:lla (Qiagen Flexitube siRNA). Soluja kasvatettiin
solukasvatusmaljoilla normaaleissa keratinosyyttien kasvatusolosuhteissa 48 h ennen mittausta.

Mittaus suoritettiin sytometrisesti fluoresenssin aktivoimaa solujen jaottelua kéyttden.

4.4 Solujen embigiinin maaraa tarkasteltiin western blotilla

Hiljennyksen toimivuutta tarkasteltiin myos Western blot -menetelmalla. Hiljennettyjen
solujen annettiin kasvaa kaksi paivaa, jonka jalkeen ne lysoitiin ja eroteltiin SDS-PAGE -
geelilla. Erotellut proteiinit siirrostettiin membraanille, jossa ne leimattiin samoilla
primaarivasta-aineilla kuin sytometriassa, seka mittaukselle spesifisilla Odyssey fluor
sekundaarivasta-aineilla (kuva 10). Hiljentamattomien keratinosyyttien voidaan havaita
ilmentavan embigiinida hyvin, vasta-emb siRNA1 ja 4 -hiljennettyjen keratinosyyttien
ilmentdessda embigiinida huomattavasti vahemman. tyhjalla PCDNA -vektorilla
transfektoitu NIH3T3 -solulinja ilmentda embigiinia Western blotin perusteella heikosti.
EMB-yliekspressiovektorilla transfektoitu solulinja puolestaan ilmentda embigiinia
vahvasti, mutta se on poikkeuksellisesti jakautunut kahteen erikokoiseen populaatioon.
Western blot kvantitoitiin image)J -ohjelmalla ja Embigiinileimojen vahvuudet
normalisoitiin kayttden latauskontrolleina kaytettya B-aktiinia. Tyhjalla vektorilla

transfektoituja NIH3T3 -soluja kaytettiin vertauskohtana (100 %). Embigiinileimojen
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vahvuudet normalisoitiin kdyttden latauskontrolleina kaytettya PB-aktiinia. NIH3T3
populaatioon verrattuna EMB -yliekspressiovektorilla transfektoidut NIH3T3 -solut
ilmensivat embigiinia huomattavasti enemman, 810 % %, kun lasketaan sen eli 53 kDa -
ilmeneminen. Tama viittaa suurempaan proteiinimaaraan, kuin mitd gPCR -mittaukset
viittaisivat. 53-41 kDa -valilla on kuitenkin viela lisdksi iso proteiinileima, joka eroaa
muista naytteistd; tata populaatiota ei otettu maarityksessa huomioon. Scramble -
transfektoitujen keratinosyyttien embigiinin maara on puolestaan 1 059 %. emb 2 siRNA
-ndytteen vahvuus on 366 %, emb 4 siRNA -solujen ollessa vain 3 % ja 4 %, viitaten emb

4 siRNA:n vahvempaan inhibitioon, mika on ristiriidassa muiden tuloksien kanssa.

A) NIH3T3 Keratinosyytit
PC EMB K 1 4 4
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B) NIH3T3 Keratinosyytit

1200 PC EMB K 1 4 4

1000

800 +

600 ~

400 -+

Suhteellinen vahvuus (%)

200 4

3% 4%

Solut

Kuva 10. NIH3T3 ja keratinosyyttisolujen hiljennyksen toimivuus testattiin Western blot -
menetelmdlld. A) Western blot. Vasemmassa laidassa molekyylikoko. Kaksi vasempaa
ndytekaivoa NIH3T3 -soluja. PC tyhjdlli PCDNA-vektorilla transfektoitu solupopulaatio, EMB
embigiiniyliekspressiovektorilla transfektoitu populaatio. Keratinosyyttindytteet oikealla,
vihredn viivan alla. K allstar scramble siRNA-transfektoitu kontrolli, 1 vasta-emb siRNA1
embigiinihiliennetty populaatio, 4 vasta-emb siRNA 4 embigiinihiljennetty populaatio B) Western
blot -leimojen kvantitoidut vahvuudet kdyttden B-aktiinia latauskontrollina. NIH3T3-PCDNA -

soluja kaytettiin vertauskohtana (100 %).

4.5 Embigiinin hairitseminen vaikutti mediumin happamoitumisnopeuteen

Hiljennyskokeissa testattiin embigiinin hiljennyksen vaikutusta hiiren
keratinosyyttisoluihin. Lisaksi tutkittiin basigiinin inhibition vaikutusta. Mittaukset
tehtiin Agilent Seahorse -laitteella, joka kykenee mittaamaan naytesolujen mediumin
happamoitumisen ja hapenkulutuksen nopeutta. Soluista mitattiin aina kolme eri
populaatiota. Kontrollisolut transfektoitiin ei-hiljentavalla kontrolli-siRNA:lla. Kahdelle
muulle populaatiolle tehtiin RNA-interferenssi eli hiljennys (RNAi): Naytteet
transfektoitiin embigiinia hiljentavilla Emb1 tai Emb4 -siRNA:lla 48 h ennen mittauksia.
Ennen transfektiota kaikille kasvatusmaljoille siirrettiin identtinen maarad hiiren

keratinosyytteja. 24 h kasvatuksen jdlkeen solut siirrettiin Agilent Seahorse-maljoille.
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Hiljennettyjen solujen huomioitiin kasvavan usein huonommin kuin kontrollisolujen ja

etenkin Emb1-solut olivat tyypillisesti harvalukuisempia kuin muut populaatiot.

Ensimmaisessa hiljennyskokeessa mitattiin vain kontrolli, Embl ja Emb4 -soluja
valmistajan ATP-testikittia kayttden (hiljennyskoe 1). Kitti sisdltda kahta erilaista
inhibiittoria (oligomysiini sekd rotenoni/antimysiini A-seos), jotka estdvat happea
kayttavan ATP:n tuoton mitokondrioissa. Inhibiittoreilla on toisiaan tdydentdva
vaikutus, jotka yhdessd varmistavat happea kayttdvdn, mitokondriollisen
energiantuoton estymisen. Inhibiittorien tarkoitus on Aerobisen ATP-tuoton estamalla
lisata glykolyysia, joka lisda happamien sivutuotteiden tuottoa ja poistoa soluista. Koska
embigiinin tiedetdan olevan tarkea kaperoni MCT2-proteiineille (Wilson ja muut 2005;
Klier ja muut 2011; Halestrap 2013 (katsausartikkeli)), haluttiin testata, vahentdaako
embigiinin hiljennys solujen mediumin happamoitumista. Tuloksien mukaan Emb1 ja
Emb4 populaatioiden keratinosyyttisolut happamoittavat keskimaarin mediumia
vahemman kuin kontrollisolut, suurimman eron ollessa Emb1-populaatioiden solut
(kuva 11). Molempien populaatioiden erot olivat kaytanndssa merkitsevia ja embl -
hiljennetty populaatio myods tilastollisesti merkitseva. Tilastollinen merkitsevyys
laskettiin jokaiselle mittauspisteelle niin, ettd Embl ja Emb4 -populaatioiden
yhteenlaskettua dataa (yhteensd 16 ndytekaivoa per nayte, 4 rinnakkaisndytetta
jokaisessa neljdssa toistossa). siRNA1-hiljennettyja soluja ja allstar-transfektoituja
kontrollisoluja verrattaessa kaikkien mittauspisteiden P-arvot olivat alle 0,05, arvojen
ollessa valilla 0,002-0,024. siRNA4-hiljennettyja ja kontrollisoluja verrattaessa
tilastollista merkitsevyytta ei kuitenkaan saavutettu, P-arvon ollessa yli 0,05 ldhes

kaikissa pisteissa. Erojen voidaan kuitenkin sanoa olevan kaytannossa merkittavia.

Pelkdn inhiboinnin lisdksi testattiin Oligomysiini + rotenoni/AA -inhibition vaikutusta
keratinosyytteihin, jotka kasvatettiin eri proteiineilla paallystetyissa kaivoissa. Soluja
kasvatettiin laminiini, polylysiini, kollageeni | seka fibronektiinipaallystetyissa kaivoissa.
Taman kokeen tulokset olivat kuitenkin hyvin epaselvat, eika toistoista saatu yhtenevia

tuloksia.
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Kuva 11. Embigiinihiliennyksen vaikutus solujen mediumin happamoitumisnopeuteen
(hiljennyskoe 1). Inhibiittorit liséttiin kolmannen mittauksen (14,5 min) jédlkeen (oligomysiini) ja
kuudennen mittauksen (34 min) (rotenoni/AA-seos) jélkeen. Laite laski mediumin happamuuden
jokaisessa aikapisteessd. Aikapisteet ovat n. 6,5 minuuttia toisistaan. Kuvassa yksittéiset pisteet
kuvaavat tietyn solutyypin yhden mittauspisteen kaiken datan keskiarvoa ja pystyviivat
keskihajontaa. Liséksi pisteiden pddlld tilastollisen vertailun P-arvot. Siniselld kontrollisolujen
happamoitumisnopeus verrattuna siRNA 4 hiljennettyihin soluihin. Punaisella kontrollisolut
verrattuna siRNA 1 soluihin. Pienempi arvo viittaa pisteiden arvojen suurempaan tilastolliseen
merkittévyyteen. Tilastollisen merkitsevyyden raja on 0,05. P-arvo laskettu erikseen jokaiselle
mittauspisteelle Mann-Whitneyn U-testillé. Jokaisessa mittauspisteessé neljin eri kokeen

tulokset, joissa jokaisessa neljd rinnakkaisndytettd, eli yhteensd 16 arvoa.

Naiden kahden kokeen lisdksi tehtiin jatkotutkimuksia basigiinille spesifisella pCMBS-
inhibittorilla, mika estda sen esiintymisen solun kalvolla (hiljennyskoe 2). Koska basigiini
on tarkea kaperoni MCT1-proteiineille seka jossain maarin myos MCT2-proteiineille, sen
inhibition voidaan olettaa vaikuttavan solujen aineenvaihduntaan etenkin happamien
aineenvaihduntatuotteiden osalta. Taman maarittamiseksi allstar scramble siRNA-
transfektoiduille keratinosyyteille seka siRNA1 ja siRNA4-soluille tehtiin koe, jossa osalla

soluista lisattiin pCMBS-inhibiittoria, ja osalle ei. Tuloksissa kay ilmi (kuva 12), etta
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inhibitio todella laskee mediumin happamoitumisnopeutta. Aikaisempien kokeiden
mukaisesti embigiinihiljennettyjen solujen mediumin happamoittamiskyky on
alhaisempi  kuin hiljentamattomien. Basigiinin inhibitiolla on kuitenkin hyvin
samankaltainen, vahva mediumin happamoitumisnopeutta vadhentdva vaikutus
molemmissa solutyypeissd; embigiinihiljennettyjen solujen happamoitumisnopeus
vaikuttaa olevan hieman pienempi kuin hiljentamattomien, mutta

basigiinihiljhennykselld on huomattavasti suurempi vaikutus (kuva 12 C).
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C)
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Kuva 12. Normaalien keratinosyyttien sekd siRNAI1-hiljennettyjen solujen pCMBS-inhibitio
(hiliennyskoe 2). pCMBS lisdtddn kokeen alussa noin 30 minuutin kohdalla. Kaikkiin soluihin
lisdttiin myds oligomysiini ja rotenoni/AA-inhibiittorit noin 130 ja 160 minuutin kohdilla. A)
normaalit keratinosyytit ilman pCMBS-kdsittelyd ja sen kanssa. B) siRNAI1-hiljennetyt
keratinosyytit ilman pCMBS-kdsittelyd ja sen kanssa. Suuresta hajonnasta huolimatta, pCMBS-
kdsittelyn voidaan havaita vaikuttavan solujen aineenvaihduntaan. c) Hiljentdmdttémien ja
hiliennettyjen solujen viimeisten mittauspisteiden solumediumin happamoitumisnopeudet ilman
késittelyd sekd pCMBS -kdsittelyn kera. Pylvdissé kuvattu kahdessa kokeessa saatujen arvojen

keskiarvot, yhteensd 8 rinnakkaisndytettd. Keskihajonta merkitty pystyviivoin.
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5 Tulosten tarkastelu

Embigiini, jota kutsuttiin aikaisemmin yleisesti nimelld GP-70, havaittiin ensimmaisena
teratokarsinooman yhteydessa (Ozawa ja muut 1988). Pian selvitettiin, etta se on kalvon
lapdisevd, yhdeksan glykosylaatiolle sopivaa asparagiinitdhdettd sisaltava,
immunoglobuliinisuperperheeseen kuuluva glykoproteiini. Sen runsas ilmeneminen
embryonaalisen karsinooman soluissa, eli aikaisen alkion erikoistumattomien solujen

kaltaisissa soluissa, antoi viitteita sen tarkedsta roolista yksilonkehityksessa.

Embigiinin toiminnasta ja sen esiintyvyydesta saatiin lisaa tietoa nopeasti. Sen havaittiin
esiintyvan hiirella monissa aikuisenkin kudoksissa, vaikkakin pienemmissa maarin. Se oli
kuitenkin ilmeisinta aikaisen yksilonkehityksen aikoihin. Aikuishiirenkin elimissa se
esiintyi runsaimpana juuri tiinenad olevan naarashiiren munasarjoissa ja kohdussa,

jalleen viitaten sen rooliin yksilonkehityksessa. (Ruo-Pan ja muut 1990).

Embigiinin toimintaa ei tunneta viela taydellisesti. Tana pdivana sen tiedetdan kuitenkin
esiintyvan paljon laajemmin seka hiiressa etta ihmisessa. Embigiini esiintyy kudostasolla,
muun muassa molempien sukupuolien lisaantymiselimissa, aivoissa, erityskudoksissa,
luuytimessa, ihossa seka veressa. (Chao ja muut 2015; Silberstein ja muut 2016; Jung ja
muut 2016; Ruma ja muut 2018). Tieto sen muista kuin yksilonkehitykseen liittyvista
rooleista on my6s kasvanut. Sen tiedetddn muiden basigiini-superperheen
glykoproteiinien, kuten basigiinin, tapaan olevan tarked myds muissa tehtavissa,
mukaan lukien aikuisissa yksildissa. Ndiden proteiinien tiedetdaan nyt toimivan seka
adheesioproteiineina etta kaperoniproteiineina aineenvaihdunnan proteiineille, etenkin
MCT-proteiineille. Embigiinin tiedetdan esiintyvan etenkin MCT2-proteiinin yhteydessa.
Vastaavasti Basigiini esiintyy etenkin MCT1 ja 4 yhteydessa. (Kirk ja muut 2000; Wilson

ja muut 2005; Mannowetz ja muut 2012).

5.1 Embigiinia esiintyy monissa kudoksissa kuten ihossa ja sen keratinosyyttisoluissa

Koska kirjallisuuden, tietokantojen sekd oman ryhmamme aikaisempien tutkimusten

perusteella tieddimme embigiinin esiintyvan ihossa sekd kantasolujen yhteydessd,
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valikoituivat ihon keratiinia tuottavat keratinosyyttisolut yhdeksi vaihtoehdoksi
tutkimuksia varten, aiemmin kaytettyjen NIH3T3 -solujen lisdksi. The human protein
atlas -tietokanta (http://www.proteinatlas.org, Uhlén ja muut 2015; Thul ja muut 2017)
tuki embigiinin esiintymista ndissa soluissa. Tehdyissa kokeissa solujen mMRNA-

ilmenemisprofiili testattiin qPCR-mittauksilla.

Soluille tehdyissda qPCR-mittauksissa selvitettiin kokeiden kannalta oleellisten
proteiinien ilmenemiset. Usean qPCR-ajon tuloksien pohjalta voidaan pitdd melko
varmana, etta hiiren keratinosyytit olivat basigiinia, embigiinia seka MCT1 ja MCT2-
proteiineja sisdltavia, mika oli datakantojen perusteella odotettavissa. MCT2-proteiinin
ilmenemisen maara oli kuitenkin muihin proteiineihin verrattuna hyvin pieni, vain 0,004
% B-aktiinin maarastd. Enemman sitd ilmentdvat solut olisivat luultavasti olleet
parempia kokeisiin. MCT2-pitoisuudet ovat kuitenkin yleisesti pienehkdja, joten on
vaikea kokeilematta arvioida ilmentavatké muutkaan solutyypit MCT2:ta huomattavasti
suuremmissa maarin. Monissa artikkeleissa (Halestrap 1999 (katsausartikkeli), Perez-
Escuredo 2016 (katsausartikkeli)) mainitaan vyleisesti MCT2 -proteiinin olevan
harvinaisempi kuin MCT1, mutta tarkkoja maarid ei juurikaan ilmoiteta. NIH3T3 -
soluissa MCT2 -ilmenemista ei puolestaan havaittu lainkaan, mika poissulki nama solut
tutkimuksesta. Basigiinin sekd embigiinin maarat olivat kuitenkin kokeiden tarpeisiin
hyvin riittavat, kyseisten solujen ilmentden basigiinia hyvin runsaasti, samankaltaisissa
pitoisuuksissa kuin B-aktiinia. Embigiinin maara, 7 % keratinosyyteissa ja 1,0-1,7 %
NIH3T3-soluissa, oli basigiinin maaraa pienempi, mika oli my6s odotettavissa.
Keratinosyyttien embigiinin ilmeneminen oli my6és NIH3T3 -soluja vahvempi.
Keratinosyyttien laajempi MCT-proteiinien ilmeneminen tarkastettiin viela erillisella
gPCR-mittauksella, jossa Keratinosyyttien MCT-profiilin havaittiin olevan laaja, niiden
ilmentden MCT1 ja -2 lisaksi myds MCT5,7 sekd 9-14 -proteiineja. MCT-proteiineilla
Tehdyt hiljennyskokeet antoivat gPCR:n lisdksi varmistusta siitd, etta seka embigiinilla
ettd basigiinilla on soluissa oleellinen tehtdvd. Tehtyjen mittausten pohjalta

keratinosyyttisolut voitiin todeta embigiini-MCT -kokeita varten soveltuviksi.
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5.2 Western blot -menetelmalld voidaan osoittaa hiljennys

Ennen Keratinosyyttisolujen tarkastelua kokeiltiin myds NIH3T3 -soluja, joihin oli lisatty
aktiivinen embigiinia koodaava geeni, jolla embigiinin maaraa saataisiin nostettua
suhteessa muokkaamattomiin soluihin. qPCR -mittauksissa transfektoitujen solujen
embigiinin ilmeneminen ei kuitenkaan selvasti eronnut soluista, joihin transfektoitiin
vain tyhja vektori. Western blot -tarkastelussa embigiinivektorilla havaittiin kuitenkin
embigiinin maardaa nostava vaikutus, mutta embigiinin havaittiin lisaksi jakautuvan
kahteen erisuureen populaatioon, viitaten jonkinlaiseen mahdolliseen hairioon tai
virheeseen embigiinin tuotossa: Kooltaan pienempi populaatio on mahdollisesti
puutteellisesti glykosyloitua embigiinia, joka ei luultavasti esiinny solukalvolla.
Keratinosyytit nayttivat myods western blot -tarkastelussa ilmentavan embigiinia
vahvemmin kuin normaalit NIH3T3 -solut, embigiinin maaran ollessa
keratinosyyttisoluissa 1059 % % verrattuna NIH3T3 -soluihin. Taman lisaksi
hiljennettyjen ja hiljentamattomien keratinosyyttisolujen valilla nakyi selked ero.
NIH3T3 -solujen qPCR ja western -kokeiden tulokset molemmat viittaavat
muokkaamattomien keratinosyyttien vahvempaan embigiinin ilmenemiseen kuin
NIH3T3 -soluissa. Kuitenkin Western blot -maarityksen perusteella NIH3T3 -soluihin
transfektoidulla embigiinin ilmenemista lisdaavalla vektorilla on solujen embigiinin
maardan suurempi vaikutus, kuin mihin NIH3T3 -solujen qPCR -kokeet viittaisivat. Lisaksi
western blot -tarkastelun perusteella vaikuttaa, ettd embigiinia runsaammin
ilmentavissa soluissa merkittdva osa embigiinistd on glykosyloimatonta, ja ndin ollen
tdmanhetkisen tiedon mukaan epatoiminnallista. Nama tiedot tekivat vahvasti
embigiinia luonnollisesti ilmentavasta ja luotettavasti hiljennettavista keratinosyyteista
paremman valinnan tehtyihin tutkimuksiin. Western blotin mukaan kaytetyista
siRNA:sta emb 4 olisi emb 1:td vahvempi embigiinin hiljennyksessa emb 1:n laskiessa
embigiinin ilmenemisen noin 35 % normaalista, emb 4:n vastaavasti laskiessa
ilmenemisen alle prosenttiin normaalista. Nama tulokset ovat kuitenkin ristiriitaisia

monien muiden tuloksien kanssa.
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Koska seka qPCR -mittaukset, virtaussytometria seka tehdyt hiljennyskokeet viittaavat
emb 1 -siRNA:n olevan vahvempi inhibiittori kuin emb 4, kyseinen western blot saattaa

olla epéaluotettava. Tama mittaus tulisi toistaa ja tarkastella uudelleen.

5.3 siRNA -hiljennys laski embigiinin maaraa keratinosyyttisolujen pinnalla

Virtaussytometrimittausten perusteella voitiin havaita siRNA-hiljennyksen vaikuttavan
halutusti embigiinin esiintymiseen keratinosyyttisolujen pinnalla. Kokeissa kadytettyjen
solujen annettiin kasvaa kaksi paivaa ennen mittauksia: taman takia on vaikea sanoa,
laskeeko embigiinihiljennys embigiinin maaraa jo transfektoitujen solujen pinnalla, vai
laskeeko pintaembigiinin maara vasta solujen jakauduttua. siRNA-hiljennys vaikuttaa
suoraan vain mRNA:n maadradn, eikd siis suoraan poista embigiinia solukalvolta.
Hiljennyksessa siRNA 1:n havaittiin olevan siRNA 4:33 tehokkaampi estamaan embigiinin
ilmenemista. Myohemmin tehdyt kokeet tukivat ndita havaintoja, siRNA 1-
hiljennettyjen naytteiden tulosten eroten enemman kontrollista kuin siRNA 4-

hiljennettyjen.

Koska embigiini toimii adheesioproteiinina soluille sekd apuproteiinina MCT-
proteiineille vain sen esiintyessa solukalvolla, on sen ilmeneminen juuri solujen pinnalla
oleellisempaa kuin sen geenin luenta tai maara solun sisdlla. Ehjille soluille tehty
virtaussytometria on arvokas ja toimiva menetelma, joka antaa hyodyllistd tietoa
embigiinin ilmenemisesta juuri sielld, missa se koeasetelmalle on oleellisinta. Vaikka
gPCR ja western blot ovat myos kdytannollisia menetelmia solujen tarkasteluun, on
virtaussytometria kadytetyista ilmenemisen mittauksen menetelmista sopivin haluttuun

tarkoitukseen.

5.4 Embigiinin ja basigiinin hiljennykselld on mediumin happamoittamista laskeva

vaikutus, luultavasti energia-aineenvaihdunnan hairitsemisen takia.

Seka embigiini ettd basigiini vaikuttavat solujen aineenvaihduntaan, etenkin MCT-
proteiinien valityksella. MCT-proteiinien tiedetdan esiintyvan niiden

avustajaproteiineina toimivien basigiiniperheen proteiinien kanssa. MCT2:n tiedetadan
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esiintyvan ensisijaisesti embigiinin yhteydessa (Wilson ja muut 2005), MCT1 ja 4:n
puolestaan esiintyen basigiinin yhteydessa. llman apuproteiinejaan, MCT-proteiinit
eivat esiinny solujen kalvoilla, eivatka nadin kykene kuljettamaan ravinteita solukalvon
lapi. (Poole ja Halestrap 1997; Halestrap 2013 (katsausartikkeli)). MCT-proteiinit
kuljettavat happamia aineenvaihduntatuotteita, eritoten laktaattia, joita solut tuottavat
etenkin hapettomissa olosuhteissa. MCT-proteiinit mahdollistavat laktaatin poiston
soluista. Estamalld embigiinin ilmeneminen haluttiin tutkia sen vaikutusta solujen
energia-aineenvaihduntaan, etenkin oloissa, joissa oksidatiivinen energiantuotto on

estynyt.

Hiljennys- ja inhibitiokokeissa tarkasteltiin ensin embigiinihiljennettyjen solujen
mediumin happamoittamisnopeutta verrattuna hiljentdmattomiin soluihin, samalla
inhiboiden solujen oksidatiivista energiantuottoa. Nadissa olosuhteissa solut kykenevat
tuottamaan energiaa vain hapettomasti, tuottaen suuria maaria laktaattia
sivutuotteena (hiljennyskoe 1). Nadin erot mediumin happamoitumisnopeudessa
voidaan melko varmasti liittda juuri solujen aineenvaihduntaan ja niitten kykyyn poistaa
laktaattia. Taman jalkeen tutkittiin embigiinihiljennettyjen ja hiljentamattémien solujen
mediumin happamoitumisnopeutta basigiini-inhibition yhteydessa (hiljennyskoe 2).
Osoittamalla selked ero mediumin  happamoitumisessa hiljennettyjen ja
hiljentamattomien solujen valilla, Kokeissa pystyttiin melko luotettavasti osoittamaan,
ettd embigiinin hiljennys seka basigiinin hairitseminen pCMBS -inhibiittorilla vaikuttavat
kohdesoluihin.  Molemmissa tapauksissa  hiljennettyjen  solujen  mediumin
happamoitumisnopeus vaheni. Koska MCT-proteiinien tiedetddan olevan riippuvaisia
basigiinista seka embigiinista, seka kuljettavan happamia aineenvaihduntatuotteita, on
kohtuullista olettaa, etta embigiinin/basigiinin inhibitio vaikuttaa soluihin juuri
perusmetaboliaa estdvasti. Aikaisemmin tehdyt kokeet ovat linjassa tuloksien kanssa.
Ainakin yhden aikaisemmin tehdyn tutkimuksen tulokset ovat tehtyjen kokeiden kanssa
samankaltaisia, havaiten kohonneen L-laktaattipitoisuuden solujen sisdllda seka

laskeneen MCT2-maaran solujen kalvoilla (Jung ja muut 2016).

Tehdyssa basigiini-inhibitiokokeessa (hiljennyskoe 2) tulos oli Iahinna kvalitatiivinen.

Basigiini-inhibition voidaan havaita laskevan mediumin happamoitumisnopeutta.
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Vastaavasti inhiboimattomien nadytteiden mediumien happamoitumisnopeudet pysyvat
odotettavasti lahes vakioina. Basigiinihiljennyksenkin voidaan siis embigiinin tapaan
olettaa vaikuttavan negatiivisesti solujen energia-aineenvaihduntaan. Basigiinin
inhibiittorihiljennyksen yhteydessa basigiinin estymisen vaikutus olikin niin suuri, ettei
embigiinin hiljennys aiheuttanut suurta vaikutusta. Tdssa kokeessa hajonta saatujen
arvojen valilla oli poikkeuksellisen suurta, etenkin soluissa, joissa myds embigiini oli
hiljennetty (kuva 12 B). On mahdollista, ettd useampi solujen toimintaa samanaikaisesti
hairitseva tekija lisda jo olevia vaihteluita solupopulaatioiden valilla. Paranneltu

koeasetelman ja menetelmien optimointi auttaisi luultavasti hajonnan vahentamisessa.

Embigiini-hiljennyskokeista (hiljennyskoe 1) saatiin kvantitatiivisempi tulos. siRNA1 ja
siRNA4 keratinosyyttisoluissa embigiinin maaran vahenemisen aiheuttama mediumin
happamoittamisnopeus oli merkittavasti alempi kuin kontrollisolujen. Tama siita
huolimatta, ettd embigiinin maara soluissa oli huomattavasti basigiinia pienempi (7 %
basigiinin maarastd). Lisaksi myods embigiinistd eniten riippuvainen MCT2 ilmenee
soluissa paljon pienemmissa pitoisuuksissa kuin MCT1, johon embigiinin hiljennyksen ei
pitaisi vaikuttaa, etenkadan sen ensisijaisen avustajaproteiinin, basigiinin, ollessa lasna

(Wilson ja muut 2005; Mannowetz ja muut 2012).

Embigiinihiljennyskokeita tarkastellessa niiden neljan toiston datat yhdistettiin ja
jokaisen siRNA1 ja siRNA4-mittauspisteen arvoja verrattiin  kontrollisolujen
mittauspisteisiin. siRNA4 ei tuottanut tilastollisessa tarkastelussa merkittavda eroa,
mutta siRNA 1 tuotti selvasti tilastollisesti merkitsevan eron siRNA 1-hiljennettyjen
solujen ja kontrollisolujen valilla jokaisessa mittauspisteessa, rajan ollessa P < 0,05.
sytometriamittauksen mukaan siRNA 1 -hiljennys vahentda embigiinin ilmenemista
solujen pinnalla vahvemmin kuin siRNA 4. Embigiinihiljennyskokeiden Tilastollinen
tarkastelu tehtiin kayttamalla Mann-whitneyn U-testia (Wilcoxonin
jarjestyssummatesti). Koska U-testi ei vaadi mitdaan oletuksia arvojen jakaumista ja koska
se ei helposti anna tilastollisesti merkitsevaa tulosta verrattuna muihin tilastollisiin
testeihin, siRNA1l-populaatioiden tilastollisesti merkitsevda tulosta voidaan pitaa
luotettavana.  siRNAl-populaatioissa mediumin happamoitumisnopeus  oli

huomattavasti pienempi kuin kontrollisolupopulaatiossa sekd siRNA4 -populaatioissa,
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jonka ero kontrollista ei riittanyt tilastolliseen merkittavyyteen. siRNA1- hiljennetty
populaatio reagoi soluhengitysinhibiittoreihin samankaltaisesti kuin kontrollipopulaatio,
mutta muutos vaikuttaa olevan hiljennetyissa soluissa hitaampi kuin kontrollisoluissa.
Ensimmadinen Oligomysiini + Rotenoni/AA -koe toistettiin nelja kertaa, neljalla
kokeensisdisella rinnakkaisnaytteelld jokaista nadytetta kohti. Jokaisen kokeen tulokset
olivat samankaltaisia, minka Lisaksi kaikkien kokeiden yhdistetty data antoi saman

tuloksen kuin erilliset kokeet.

Kokeissa suurin luotettavuutta laskeva tekija oli suurehko hajonta eri toistojen valillg,
seka vahemmadssa maadrin myods kokeensisdisten rinnakkaisndytteiden valilla. Solujen
lisadmisen jalkeen solujen mediumi vaihdetaan ja solut pestdaan useaan kertaan, mika
saattaa aiheuttaa solujen hairiintymisen ja irtaantumisen. Huolellisuudesta huolimatta
tdysin samanlaisten arvojen saaminen eri toistoissa osoittautui hyvin hankalaksi.
Jonkinasteinen hajonta kokeiden valillda on hyvaksyttdavaa, jonka osoittaa tilastollisesti
merkitseva ero siRNA 1 ja kontrollisolujen valilla (ks. ylld). Hajonnan lisdantyminen

kuitenkin vaikeuttaa tilastollisen merkitsevyyden saavuttamista.

Tehdyissa soluvaliainetutkimuksissa, joissa kokeissa kaytetyt solut lisattiin levyille, jotka
olivat paallystetty erindisilla soluvadliaineen proteiineilla, ei saatu selvida tuloksia
soluvaliaineen vaikutuksista mediumin happamoitumisnopeuteen. Koska embigiini ja
muut basigiiniperheen proteiinit ovat soluadheesioproteiineja, on hyvin mahdollista,
etta niiden vuorovaikutuksilla soluvaliaineen kanssa on vaikutuksia solujen toimintaan,
mikd voisi ndkya niiden toiminnassa. Taman takia soluvaliaineen molekyylien
mahdolliset vaikutukset embigiinin ja basigiinin toimintaan olisi hyodyllista selvittaa
paremmin. Tulokset olivat vaihtelevia, eikd niistd voi vield tehda tarkempia
johtopaatoksia. Tarkempi koeasetelman optimointi ja kokeiden toistaminen voivat

tuottaa parempia ja selvempia tuloksia.

Soluvaliaineen molekyylien lisdksi Kirjallisuudessa mainitaan joitain embigiinin
toimintaan vaikuttavia vuorovaikutuksia, kuten sen ja S100A4-vuorovaikutus (Ruma ja
muut 2018). Kuitenkaan tarkkaa tietoa n&diden vuorovaikutuksien vaikutuksesta

embigiinin ja MCT:n vyhteistoimintaan ei juurikaan ole. Paremmin tunnettu
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vuorovaikutus on anhydraasien kyky tehostaa MCT-proteiinien toimintaa. Vastaavasti
basigiinin tiedetdaan seka vuorovaikuttavan S100A9:n kanssa, etta sisaltavan lektiinien

tunnistavan hiilihydraattiosan (Muramatsu 2016 (katsausartikkeli)).

5.5 Solumetabolian mittaus pH:n kautta on toimiva menetelma koeasetelmalle

Seahorse-laite ja solumetabolian mittaus pH:n kautta toimivat haluttuun tarkoitukseen.
Silla saadaan mielekasta ja tutkimusaiheen kannalta oleellista tietoa. Menetelman
kanssa on kuitenkin oltava huolellinen ja vaiheiden on oltava tarpeeksi hyvin
optimoituja. Solumaarat tulisi mitata mahdollisimman tarkasti, seka niiden hairitsemista
tulisi valttaa. Solumaljojen konfluenssien tulisi olla mahdollisimman samanlainen
toistojen valilla. Menetelman ehka riskialttein, seka eniten vaihtelua aiheuttava vaihe,
onkin juuri solukasvatuslevyn kuoppien pesut ja mediumien vaihto juuri ennen koetta,
jolloin solut helposti irtoavat tai huuhtoutuvat. Tasta aiheutuvaa virhetta voidaan
valttaa varovaisella ja huolellisella tyoskentelylld, seka antamalla solulevyn kuoppiin
lisattyjen solujen kasvaa ja kiinnittyd tarpeeksi kauan. Kuitenkin vaikka solulevyn
kaivoihin lisattaisiin laskennallisesti saman verran soluja joka toistolla, ei solujen
laskeminen ja sen perusteella lisdédaminen ole tdysin virheetonta, johtaen vaajaamatta
jonkinasteiseen vaihteluun. Taman lisdksi solut saattavat kasvaa hieman eri tahtiin eri
toistoissa, johtaen erisuuruisiin solupopulaatioihin eri kokeissa. Koska solujen on oltava
kuopissaan valmistajan ohjeen mukaan vahintaan 24 h, ei niiden tarkkaa maaraa voida

laskea tai saataa juuri ennen ajoa.

Kokeissa solujen annettiin kasvaa yhden tayden vuorokauden, joka on pienin suositeltu
aika. Jatkossa aikaa voisi pidentda ja vastaavasti kuoppiin lisattdvaa solumaaraa
vahentda. Koska kuoppien pienehkdéda maaraa mediumia ei tule vaihtaa solujen
kasvaessa ja kiinnittyessd, ei solujen huomattavasti pidempi kasvuaika luultavasti ole
myoskaan hyodyllistad. Pidempi kasvuaika saattaa myds lisata kaivojen vilisia eroja, jos
pienta vaihtelua jo on, tai jos solupopulaatiot eivat kasva taysin samoilla nopeuksilla.
Menetelma on kuitenkin tdmankaltaisiin tutkimuksiin kadyttokelpoinen, ja parempi

optimointi voi johtaa paremman datan tuottamiseen menetelmalla.
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5.6 Tutkimusten jatkaminen

Lisatutkimuksia voitaisiin tehda esimerkiksi hiljentamalla myos basigiinin ilmentyminen
ja vertaamalla basigiini- ja embigiinihiljennettyja soluja toisiinsa. Vaikka basigiinin
inhibitio pCMBS-inhibiittorilla saa aikaan samankaltaisen vaikutuksen, voisi silti olla
mielekasta tarkastella kahta populaatiota, jotka hiljennetdan ja kasvatetaan samoihin
aikoihin. Lisaksi voitaisiin tehda tuplahiljennys -solupopulaatio, jossa sekd embigiini etta
basigiini ovat hiljennetty. Naitd populaatioita hiljentamattémiin vertaamalla voitaisiin
saada lisddataa ndiden proteiinien vaikutuksista solujen aineenvaihduntaan seka niiden
yleiseen elinkelpoisuuteen. Tuplahiljennys, jossa seka basigiini ettd embigiini ovat
hiljennettyina, on oletettavasti soluille hyvin haitallinen. Vahvan inhibition voi saatujen
tuloksien perusteella olettaa héiritsevan solujen kasvuja huomattavasti verrattuna
kontrolli- ja yksittdishiljennettyihin soluihin. Pelkdstaan solujen kasvua tarkkailemalla ja
laskemalla voitaisiin saada mielekasta tietoa, jota seahorse-laitteella voitaisiin lisatutkia.
Koska kaytetyissa soluissa embigiinin ja MCT2-proteiinien maarat olivat pienia
verrattuna basigiiniin ja MCT1-proteiineihin, voisi olla mielekdsta toistaa koe soluilla,
jotka ilmentavat vain embigiinia, eivatka siis laisinkaan basigiinia. Basigiinin ilmentyvyys

on kuitenkin yleisesti laajempaa, vaikeuttaen tallaisten solujen hankkimista.

Embigiinin ja basigiinin on aikaisemmin osoitettu vuorovaikuttavan monien
soluviliaineen molekyylien kanssa. Kaivojen paallystys soluvéliaineen proteiineilla ei
kuitenkaan ndennadisesti vaikuttanut soluihin. On mahdollista, ettei koeasetelmassa
soluviliaineen lisdys vaikuta soluihin tavalla, joka tulisi ilmi mittauksissa: tasta
huolimatta tulokset eivat ole vakuuttavia, tai jopa virheellisid. Koe tulisi tarkastella ja

toistaa asian varmistamiseksi.

Solukalvon yhteydessa esiintyvat hiilihappoanhydraasit (CA) kykenevat tehostamaan
MCT-proteiinien toimintaa ei-katalyyttisesti (Klier ja muut 2011). Naistd CAIV esiintyy
solukalvon ulkopuolella, jossa se voi liittyda sekd basigiiniin ettd embigiiniin. CAll
puolestaan on solunsisdinen ja kykenee liittymaan vain basigiiniin (Forero-Quintero ja
muut 2019). Jos naita anhydraaseja onnistuttaisiin lisédmaan koesoluihin, tai toteamaan

niiden luonnollinen iimeneminen ja niiden aineenvaihduntaa tehostava vaikutus todeta,
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nditda anhydraaseja voitaisiin kdyttaa vahvistamaan basigiini- seka embigiiniriippuvaista
aineenvaihduntaa. Teoriassa vain embigiinin yhteydessa toimivan CAll:n tulisi lisata
embigiinin tarkeytta, jolloin sen hiljenemisella olisi suurempi vaikutus soluihin. Basigiinin
toimintaa lisdava CAIV:n kayttéa helpottaa sen riippuvuus basigiinista. Sen toiminta
voidaan estaa hairitsemalld basigiinia (Wilson ja muut 2005), kuten kokeissa jo tehtiin.

CAIV voidaan myds jattaa pois ja kayttaa vain embigiinin tehokkuutta lisdavaa CAll:ta.

6 Yhteenveto

Tutkimuksissa selvitettiin basigiiniperheen ja MCT-proteiinien vuorovaikutuksia ja
niiden muutoksien vaikutuksia toisiinsa. Tutkimuksia varten vaadittiin sopivat solut.
Keratinosyyttisolujen todettiin ilmentavan basigiinia ja embigiinia, seka lukuisia MCT-
proteiineja, etenkin oleellisimpia MCT1 ja 2-proteiineja, tehden nama solut sopiviksi
ndiden proteiinien tutkimuksia varten. Kaytetty Agilent seahorse -laitteiston sopivuus
koeasetelman tutkimukseen todettiin saamalla oleellista tietoa. Kyseista menetelmaa

voidaan soveltaa lisatutkimuksiin.

Embigiinin hiljennyksella voidaan havaita olevan kvantitatiivinen, tilastollisesti
merkittava vaikutus solujen aineenvaihduntaan. Basigiinin hiljennyksella havaittiin myos
vaikutus. Tutkimukset ovat linjassa aikaisempien tutkimusten (Jung ja muut 2016)
kanssa viitaten siihen, ettd MCT-proteiinit ovat vahvasti riippuvaisia basigiiniperheen

proteiineista, joiden estyminen hairitsee myos solujen aineenvaihduntaa merkittavasti.

Tutkimusta tulisi jatkaa erilaisilla kokeilla, hyodyntaen hiilihappoanhydraaseja, erilaisia
hiljennyksia seka soluvdliaineen proteiineja. Embigiinin, MCT-proteiinien ja niihin
liittyvien proteiinien toimintaa ymmarretaan jatkuvasti paremmin ja niiden tarkeiden
roolien edelleen parempi ymmartaminen tdaydentada ihmistenkin elaman ja terveyden

ymmartamista, seka ladketieteen kehitysta.
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