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Eturauhassydvan kantasolut ovat kantasolujen kaltaisia erilaistumattomia sydpdsoluja.
Nama solut ilmentdvat paljon ozBi-integriinia, joka valittda solun sitoutumista
soluvaliaineeseen erityisesti kollageeni I:n kautta ja joka on tarkea luumetastaasissa.
Soluvaliainetta kudoksissa tuottavat muun muassa fibroblastit. Sydpakasvaimissa
esiintyvat fibroblastit vaikuttavat kasvaimen kasvuun, tuottavat soluvaliaineen
proteiineja, kuten kollageeni I:td, ja vaikuttavat ndin myds sydpasolujen liikkumiseen.

Erikoistyossa tarkasteltiin fibroblastien vaikutusta syOpdsolujen invaasioon ja
migraatioon 3D-kasvatuksissa eli sferoideissa. Kokeissa kaytettiin kahta eri
eturauhassyopasolulinjaa, joita olivat DU145 (kohtalaisesti metastoiva solulinja) ja PC3
(korkeasti metastoiva solulinja). Molemmat linjat ilmentavat ldhes yhta paljon a2-
integriinia. Fibroblasteina kaytettiin ihmisen eturauhasen sydpakasvaimesta eristettyja
primaarifibroblasteja. Solujen invaasiota ja migraatiota tutkittiin kollageeni I:n avulla.
Fibroblastien ja syopasolujen sijoittumista sferoideissa toisiinsa ndhden tarkasteltiin
fluoresoivien CellTracker-varien avulla. Massaspektrometrialla ja Western Blot -
menetelmalla selvitettiin fibroblastien vaikutusta sferoidien mikroymparistoon.

Invaasion huomattiin lisddntyvan, kun DU145-soluja kasvatettiin yhdessa fibroblastien
kanssa. Migraatiokokeissa eroa ei havaittu. PC3-solut eivat muodostaneet sferoideja
ilman fibroblasteja, joten fibroblastien vaikutusta PC3-solujen invaasioon ja migraatioon
ei voitu maarittdd. Verrattaessa yhteisviljelmia keskendan voitiin havaita, etta
DU145+fibroblastit -sferoidien solut invasoivat ja migroivat yllattden enemman kuin
PC3+fibroblastit -sferoidien solut. Lisaksi fibroblastien havaittiin sijoittuvan
yhteisviljelmissa eri tavalla. DU145-solujen kanssa fibroblastit sijoittuivat sferoidin
reuna-alueille ja PC3-solujen kanssa sferoidin keskiosaan. Massaspektrometritulokset
osoittivat useiden proteiinien, esimerkiksi kollageeni XVIlI:n fragmentin endostatiinin,
ilmentyvan enemman yhteisviljelmissa. Erot endostatiinin ilmentymisessa osoitettiin
myo6s Western Blot -menetelmalla.

Asiasanat: a2-integriini, kollageeni |, invaasio, migraatio, eturauhassyopa



Ensin haluan kiittaa professori Jyrki Heinoa, joka antoi minulle mahdollisuuden
suorittaa erikoistyoni Integriini-ryhmdssa mielenkiintoisen projektin parissa. Lisaksi
haluaisin osoittaa suuret kiitokset ohjaajilleni Marjaana Ojalillille seka Elina Siljamaelle
kaikesta ohjauksesta seka henkisesta tuesta projektin aikana, seka Pekka Rapulle
avusta sferoidianalyysien ja massaspektrometrian kanssa. Iso kiitos myos kaikille muille
Integriini-ryhman nykyisille ja entisille jasenille, seka muille samaan aikaan labrassa

tyoskennelleille hyvistd neuvoista ja vertaistuesta.



SISALTO

(I o 11\ I = NN 4
OSA |2 KIRJALLISUUSKATSAUS ...ttt ettt et st sttt st b e b s b e s e saneenteenbeesbeesanenas 8
JOHDANTO ...ttt ettt ettt e b e s bt s at e s et e et e et e e bt e s bt e saeesabesabeeab e e bt ebeesbeesmeesmeeentean 8
1. SYOVAN TUNNUSMERKIT JA MIKROYMPARISTO......ocueueririiriiiiiesiieieeiese e 9
1.1 Syopasolut ovat omavaraisia kasvutekijoiden suhteen ja valttelevat kasvua hidastavia
= { g 11T - ISP 9
1.2 Syopasolut valttavat apoptoosin ja voivat jakaantua loputtomasti ......ccceeeeeceeeeceieeeeenneen. 9
1.3 Syopasolut kykenevat indusoimaan angiogeNnEEesIN .......c..eeeeecieeeeecieee et 10
1.4 Syopasolut pystyvat aktivoimaan invaasion ja metastaasin.......cccccceeeeecveeeeecieeececieeeeens 11
1.5 Syopasolujen energiametaboli suosii glyKolyysia ........cccvvveiieiiiiiiiiiiie e 11
1.6 SyOpasolun genomi on epavakaa ja kay lapi useita mutaatioita.......cccccceevecinieeeeeeeeeiennns 12
1.7 Syopasolut piiloutuvat immuunipuolustukselta .........ccccveeeieciiiiieiiiee e 12
1.8 Kasvain edistad tulehdUusta .........cooeeiiiiiiiieeeee e 12
2. SOLUVALIAINE JA SYOPA.......ovtetetcicteteeeteeet ettt esne 13
2.1 Soluvaliaineen komponentit ja toiMiNta.......cccccviiiiiiiiiicce e 13
2.2 Syopa Muokkaa SOlUVAIIAINETLA ....ccccuviieiciiee e e 15
2.3 TyViKalvo Metastaasissa...cuuuiiiiiiieiiciiieirciiee e eiree e esiree e st e e e rtre e e sabr e e e s sataeeessnsaeeesnanaeees 16
2.4 FOKQ@lIAON@ESIO ..ttt st sttt e b s s ne e 18
2.5 Epiteeli-mesenkyymi -transitio ........ccceeieciiieeieciiie et e e 18
3. STROOMASOLUT SYOVASSA ..ottt 19

3.1 Aktivoidut fibroblastit muokkaavat soluvaliainetta ja edistavat kasvaimen kehittymista 20

3.2 Solujen mMigraatio ja INVAASIO ......uiiieciiie ittt e e e saae e e e sre e e s sabeee s 22
3.3 Aktivoidut fibroblastit edistavat migraatiota ja invaasiota........cccceevveeevciieeieccieec e, 22
3.4 Soluvaliaing MeTasStaaSISSa. e reeeruriertie ettt 23
3.5 3D-kasvatukset vs. 2D-kasvatukset syopatutkimuksessa ........coevcuviveeeeeieicecciiieeee e 24
AL INTEGRIINIT .ttt ettt ettt b e s bt e s ae e st e e ate e beesbeesheesateeabeebeesaeesmeesabeenteenseens 25
4.1 Integriinien rakenne ja toiMiNTa ......ccccieii i 25
4.2 Integriinien aktiVoITUMINEN ......cc.uiiiiiiee e e e e e 25
4.3 Integriinin SiZNAl0INTT ...eeiiiiiie e e e e e e 26
4.4 INTEEIINIT SYOVASSA. i it i i i 26
4.5 a2B1-integriini aNGIOZENEESISSE ....eeeeiureieeeciieeeeciieeeecte e e eecre e e e et e e e eareeeeesbeeeeeeabeeeeennrees 27
4.6 a2B1-integriini MEtastaasiSSa....cciiiiiiiieeeeiieeeeiitee e erree e ese e e e sre e e e e b e e e e sbaee e e eareeeeenneees 28



5. ENDOSTATIINI ctiiiiicci s 29

5.1 ENdostatiinin rakenne ..........ooiieiiieee e e e 29
5.2 ENdostatiini angiogENEESISSA .. uuviiiiciiiieeiciiiieesitee e eciree e st e e ssrre e e st e e e sbae e e s re e e s nnreee s 31
5.3 Endostatiini migraatiossa ja metastaasiSsa. ... uuiiiiiiiiiiiiiiieieiiiee e 32
5.4 Endostatiini ja integriiNit.......coeciiieiiiiiie e 33

6. ETURAUHASSYOPA.........ovevietetetetetetete ettt ettt s sttt s s ssss st ss s s s s s sesne 34
6.1 a2B1-integriini eturauhassydvan Kantasoluissa ..........eeevcvveeeeiiieeeciiiee e 34
6.2 Eturauhassyovan tutkiminen 3D-KasvatuKSiSSa.......ccueeeerireeeiiiiieeeciiieeeeciree e e eeaeee e 35
6.3 Aktivoidut fibroblastit eturauhassyOVaSSa.......ccuvieiriiiiiiiiiiiiecirie e 36
6.4 Kasvaimen mikroymparisto vaikuttaa metastaasiin eturauhassyovassa...........cccccceeunne 36
6.5 Eturauhassyovan diagnOSOiNti.....eeiccuuiieeiciieeiciiee ettt e e e saae e e e saae e e s saneee s 37
6.6 ELUrauasSYOVEN NOITO ......uiiiiiiiiie ittt e e e e e e et e e e e enraeeeeeanaeeens 37
OSA 11: KOKEELLINEN OSUUS ...ttt ettt sttt ettt sbe e bt st e ne e nne e sbeesane e 38
1[0 1D\ I O PP P PP PP P PP PP PPPPPPPPPPPPPRt 38
7 MATERIAALIT JAMENETELMAT ..ottt ettt ettt eae bt ese st eneetensenensetensenens 39
2 Yo | [V [T - | TSP 39
7.1.1 SoluliNJOJEN YHAPITO ...veei ettt et e et e e ebre e e e eaae e e e ebeeeeeeans 39
7.1.2 az-integriinin ja CD44:n ilmentyminen tarkastettiin virtaussytometrilla .................. 39
7.1.3 Mikroskooppindytteiden valmistus fibroblasteista ...........ccccecvvveeeeciieeiccieecccieeees 40

7.2 Miraatio @ iNVAASIO ..cceeueiiiiiieeeiiriiiiieeee e e e essiitete e e e e s sttt e e e s s s ssaabaaeeeeessssssnsesaeeeessssnsssne 41
7.2. 1 SOIUJEN VAFJAYS .vveiiiiiiiieieiiiee ettt e ee sttt e e sttee e e sttt e e e sttt e e ssnbteeesssteeessnseaeessseeeessssseeesanns 41
7.2.2 STeroidien ValmiStUS......coouiriiriiiieeeereercee et 41
7.2.3 KUOPPAIEVYKOKEET......eee ettt ettt e et e e et e e e e bre e e e e baee e e enreeaeeans 41

7.3 Mikroskooppindytteiden valmistus sferoideista.........ccceccveeeeiiieeecciiie e 42
7.4 Massaspektrometrindytteiden Valmistus ........ccceeeeciiiiieeciieie e 43
7.4.1 Sferoidien valmistus ja hypotoninen hajoitus.........ccceeeveciiieiiciiie e 43
7.4.2 Peptidien ValmMiSTeIU.....ccccuiiii ettt aaa e e e 43
7.4.3 Suolan POisto NAYLLEISTA ...ueiiiiciiiie it e e e e e e e e eaes 44

7.5 Kollageeni XVIII:n ilmeneminen tarkastettiin Western Blot-menetelmalla...................... 44

B TULOKSET ..t eteeee ettt ettt e e e e ettt e e e e e e e bt e eeeeee e s ansbeeeeeeeeeaannnssteeeeeeeasannrebaeaeesessnnnes 46
8.1 Syopakasvaimen fibroblastit ilmentavat ASMA:Ta.........coeeiciiieeeee e 46
8.2 PC3-solut ilmentavat DU145-soluja enemman a2-integriinia.......ccccecevveeeecveeeeecveeeeeenne, 47
8.3 Aktivoidut fibroblastit lisasivat DU145-solujen liikkumista kollageeni I:ssa..................... 49



8.4 Fibroblastien sijoittuminen sferoideissa erosi, kun niita kasvatettiin yhdessa eri

o] o o] [V [Tl & [ 11T TSP UPR 53
8.5 Endostatiinin ilmentaminen oli kohonnut yhteisviljelmasferoideissa.........ccccceeevveeennnnee. 55
9 TULOSTEN TARKASTELU ... e e e e e e e 58
9.1 Kudosnaytteista eristetyt solut olivat aktivoituja fibroblasteja..........cccceeeecvveeieiinnennnn. 58
9.2 Fibroblastit lisdsivat DU145-s0lUjen inVaasiota .......cccccueeeeecuieeeeiiieeececieeececieeeeevee e e 58

9.3 Solujen lokalisaatio yhteisviljelmasferoideissa poikkesi kahden kaytetyn sydpasolulinjan

1722 1 L1 - PSPPSR 59

9.4 DU145+fibroblasti-sferoideissa endostatiinin ilmentaminen oli kohonnut verrattuna

YKSOISVILIEIMITN ...t e e e e et e e e et ae e e e e abae e e e e abeeeeennees 59
10 YHTEENVETO JA POHDINTAA ... ettt ettt sttt st ettt et e st et tesbe et e besaeeneesaeeaeeneas 61
L I I = PP PP PP PP PP PPPPPPPPPPPPPPPRt 64
LAHTEET oottt ettt et et et et e v s et ae et e st etess et et ebe et ese et eseseeaeetese et eseetensetensetessesessetensesensasennas 68



LYHENTEET

aSMA
AA

Abl

AD-MSC

ALT

AN

APS

AR
ATPaasi
BSA

CCL

CXCL

DAPI

DMSO
DTT

DU145(KO-a2)

alpha silealihas aktiini, engl. a smooth muscle actin

askorbiinihappo

Abelson-hiiren leukemia virusonkogeenihomologi 1 engl.

Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1

rasvakudosperdinen mesenkymaalinen kantasolu, engl.

adipose tissue-derived mesenchymal stem cell

vaihtoehtoinen telomeerien pidentaminen, engl.

alternative lengthning

astetonitriili

ammoniumpersulfaatti

androgeenireseptori

adenosiinitrifosfataasi, engl. adenosinetriphosphatase

naudan seerumin albumiini, engl. bovine serum albumin

C-C -motiivi -luokkaan kuuluvan kemokiinin ligandi engl.

chemokine (C-C motif) ligand

C-X-C -motiivi -luokkaan kuuluvan kemokiinin ligandi

engl. chemokine (C-X-C motif) ligand

4',6-diamidino-2-phenyyli-indoli, engl.4’,6-diamidino-2-
phenylindole

dimetyylisulfoksidi

ditiotreitoli, engl. dithiothreitoli

DU145-solut, joista on poistettu a2-integriini geeni



DU145(0z+)

EDA

EDTA

EGF

EMT

FA

FAK

FCS

FGF

FITC

GAG

GR

HU

ILK

KSFM

LLC

MAP

MMP

villityypin DU145-solut, jotka ilmentavat a2B1-integriinia

lisadomeeni a, engl. extra domain a

etyleenidiamiinitetraetikkahappo, engl.

ethylenediaminetetraacetic acid

epidermaalinen kasvutekija, engl. epidermal growth

factor

epiteeli-mesenkyymi -transitio

fokaaliadheesio

fokaaliadheesio kinaasi

vasikan sikion seerumi, engl. fetal calf serum

fibroblastikasvutekija, engl. fibroblast growth factor

fluoresiini-5-isotiosyanaatti, engl. fluorescein

isothiocyanate

glygosaminoglykaani

glukokortikoidireseptori

hydroksiurea

interleukiinin

integriiniin liittynyt kinaasi, engl. integrin-linked kinase

seerumiton keratinosyyttikasvatusliuos, engl.

keratinocyte serum free -medium

Lewisin keuhkokarsinooma, engl. Lewis lung carsinoma

mitogeenin aktivoima proteiini

metalloproteinaasi, engl. matrix metalloproteinase



PBS

PBST

PDL-1

PFA

PDGF

PLGF

PSA

RGD

RT

SDF1

SDS

SDS-PAGE

SPARC

TBST

TEMED

TFA

fosfaattipuskuroitu suolaliuos, engl. phosphate buffered

saline
0,1 % Triton-X-100:aa sisaltava PBS

ohjelmoitu kuolema ligandi-1, engl. programmed death

ligand-1
paraformaldehydi

verihiutaleesta peraisin oleva kasvutekija, engl. platelet-

derived growth factor
Istukan kasvutekija, engl. placental growth factor

eturauhaselle spesifinen antigeeni, engl. prostate spesific

antigen

arginiinista, glysiinista ja aspartaatista muodostuva

motiivi

huoneenlampo, engl. room temperature
stroomasolu-tekija 1 engl. stromal cell-derived factor 1
natriumdodekyylisulfaatti, engl. sodium dodecyl sulphate

SDS-polyakryyliamidigeelielektroforeesi, engl. SDS-

polyacrylamide gel electrophoresis

eritetty hapan ja kysteiini -rikas proteiini, engl. secreted

protein acidic and rich in cystein

0,05 % Tween-20 sisaltava Tris-puskuroitu suolaliuos

engl. 0,05 % Tween-20 in Tris-buffered saline

tetrametyyli-etyleenidiamiini, engl.

tetramethylethylenediamidne

trifuorietikkahappoa engl. trifluoroacetic acid



TGF-B

UCA1l

VEGF

VEGFR

transformoiva kasvutekija B, engl. transforming growth

factor B

uroteelisydpaan liittyva 1, engl. urothelial cancer

associated 1

verisuonen endoteeli kasvutekija, engl. vascular

endothelial growth factor

verisuonten endoteelisolujen kasvutekijareseptori,

engl. vascular endothelial growth factor receptor



OSA I: KIRJALLISUUSKATSAUS

JOHDANTO

Syovan kehittyminen on monimutkainen prosessi, jossa solut ja solujen mikroymparisto
kehittyvat ja muokkaantuvat yhdessa taudin edetessa. Kasvain kasittda syopasolujen
lisaksi suuren maaran stroomasoluja sekda soluvdliaineen ja siihen eritetyt
signaalimolekyylit, kuten kasvutekijat. Yhdessd nama kaikki ovat luomassa syovan
mikroymparistda. Etapesakkeiden muodostumisessa mikroymparistolla on suuri rooli,
silla aluksi sen on mahdollistettava solujen liikkkuminen alkuperaisessa kudoksessa ja
sielta pois. Lisdksi, jotta etdpesake voisi muodostua, mikroympariston on oltava
sekundaarikudoksessa syOpasolulle sopiva, jotta syopasolu pystyisi kiinnittymaan siihen.
Vain harva alkuperdisesta kasvaimesta liikkeelle lahtenyt syopadsolu pystyy aloittamaan

uuden kasvaimen toisessa kudoksessa. (Lorusso G ja Ruegg C 2008)

Eturauhassyopa on toiseksi yleisin sydpa maailmassa ja yleisin syopa miehilld, ja se
muodostaa usein etdpesdkkeitd luuhun (Park SH ja muut 2018). Jotta
eturauhassyopasolu voisi kiinnittya, kasvaa ja jakautua luukudoksessa, sen on
ilmennettava pinnallaan a2B1-integriinia (Hall CL ja muut 2006). Integriinit ovat solun
pinnan reseptoriproteiineja, jotka valittdvat solun solutukirangan sitoutumista
soluvaliaineen komponentteihin. a2f1-integriini on kollageeni |:n reseptori ja sita

pidetdan merkkiproteiinina eturauhassyovan kantasoluille (Collins AT 2001).

Syopatutkimuksessa on pitkddan kaytetty perinteistda 2D-maljakasvatusta kokeita
suoritettaessa, mutta koska tama kasvatusmalli ei luo soluille samoja olosuhteita kuin
missd ne kudoksessa ollessaan ovat, sen tilalla on alettu kdyttamaan 3D-kasvatusmallia.
3D-kasvatuksissa solut ovat enemmadn kosketuksissa toistensa ja tuottamansa
soluviliaineen kanssa kuin 2D-kasvatuksissa, ja siksi sen uskotaan matkivan paremmin
tilannetta kudoksissa. Syopatutkimuksessa 3D-kasvatuksilla saatujen tulosten uskotaan
antavan todenmukaisemman kuvan siitd, mita syopakasvaimessa oikeasti tapahtuu kuin
2D-kasvatusten (Fennema E ja muut 2013). Erikoistyoni tarkoituksena oli tutkia
eturauhassyopasoluilla, miten fibroblastien lisdaminen 3D-kasvatuksiin muuttaa solujen
kayttaytymistd eri olosuhteissa. Lisdksi 3D-kasvatuksista tarkasteltiin fibroblastien

vaikutusta solujen mikroympariston.



1. SYOVAN TUNNUSMERKIT JA MIKROYMPARISTO

Vuonna 2000 Hanahan D ja Weinberg RA julkaisivat artikkelin sydvan tunnusmerkeista.
He esittivat, ettd syopa voitaisiin tunnistaa kuuden sydpasoluille ominaisen piirteen
perusteella: omavaraisuus kasvutekijoiden suhteen, kasvua hidastavien signaaleiden ja
apoptoosin valttely, kyky indusoida angiogeneesid, invaasion ja metastaasin
aktivoiminen sekda kyky jakaantua loputtomasti. Mydhemmin he lisdsivat
tunnusmerkkeihin muuttuneen energiametabolian, immuunipuolustukselta
pakenemisen, kasvaimen edistaman tulehdusreaktion ja genomin epavakaisuuden ja
mutaatioiden kertymisen. Lisaksi he painottivat sydovdan mikroympariston roolia syévan

kehityksessa. (Hanahan D ja Weinberg R A 2000;Hanahan D ja Weinberg R A 2011)

1.1 Syopasolut ovat omavaraisia kasvutekijoiden suhteen ja valttelevat
kasvua hidastavia signaaleja

SyOpasolut pystyvat lisddamaan kasvuaan ja jakaantumistaan tuottamalla itse
tarvitsemiaan kasvutekijoita, seka ilmentamalla kasvua edistavia reseptoreja pinnallaan.
Tavallisesti solut tarvitsevat kasvua edistdvat signaalit ymparistostaan eli muiden
solujen tuottamista kasvutekijoista ja/tai kiinnittymalla naapurisoluihin ja
soluvdliaineeseen. Kasvu ja jakaantuminen kaynnistyvat vain silloin kun se on kudoksen

tasapainon kannalta valttamatonta. (Hanahan D ja Weinberg R A 2000)

Kudoksen tasapainon yllapitamiseksi on tarkeda, etta solut kasvavat ja jakaantuvat vain
tarvittaessa. Solut vastaanottavatkin suuren maaran kasvua inhiboivia signaaleja, joita
muut solut ymparistoon tuottavat. Syopasolut ovat menettidneet kyvyn vastata naihin
inhiboiviin signaaleihin ja ne jatkavat kasvua niistd huolimatta. (Hanahan D ja Weinberg

R A 2000)

1.2 Syopasolut valttavat apoptoosin ja voivat jakaantua loputtomasti

Solut tarkkailevat jatkuvasti hyvinvointiaan, ja ongelman havaittuaan ne kayvat lapi
ohjelmoidun solukuoleman eli apoptoosin. Apoptoosin voi laukaista myos jokin solun
ulkopuolinen signaali, kuten solun irtoaminen ymparistéstaan. Normaalit solut kayvat
lapi apoptoosin, kun ne havaitsevat sen tarpeelliseksi, mutta sydpasolut ovat
omaksuneet kyvyn valttad apoptoosin indusoivia signaaleja. (Hanahan D ja Weinberg R

A 2000) Esimerkki tilanteesta, jossa normaali solu kavisi lapi ohjelmoidun solukuoleman,



on syopasolun invaasio tyvikalvon |api verenkiertoon. Talléin solu menettda
kosketuksen muihin soluihin ja soluvaliaineeseen, mika normaalisti aikaansaisi solun
anoikiksen. Anoikis on yksi ohjelmoidun solukuoleman muoto, jonka sydpasolut
kykenevat valttdamaan esimerkiksi endosomeissa aktiivisesti signaloivien integriinien
avulla. (Alanko J ja muut 2015; Paoli P ja muut 2013) Anoikiksen tehtdavana on estaa
tavallisesti adheesiosta riippuvaisia soluja kasvamasta ja kiinnittymasta sopimattomassa
ympadristossa. Solut, jotka ovat omaksuneet kyvyn valttda anoikiksen pystyvat
selviytymaan ja jakaantumaan paikassa, jossa soluvdliaine eroaa solun alkuperadisen

paikan soluvaliaineesta. (Paoli P ja muut 2013)

Terveelld solulla on tietty maara jakaantumiskertoja. Tama johtuu jokaisella
jakautumiskerralla lyhenevista telomeereista. Telomeerit ovat DNA:n paissa olevat ei-
koodaavat alueet, jotka telomeraasit lisadavat DNA:han. Tavalliset solut eivat ilmenna
telomeraaseja erilaistuttuaan, ja telomeerit lyhenevat joka jakautumiskerralla. Soluilla
on siis vain tietty maara jakaantumiskertoja, jonka jalkeen telomeerit eivat enaa suojaa
DNA:ta ja solu tulkitsee taman DNA-vaurioksi ja kuolee apoptoosin kautta. Osalla
syOpasoluista telomeraasiaktiivisuus on palautunut ja solut voivat jakaantua
loputtomasti. (Hanahan D ja Weinberg R A 2000) Eturauhassyovassa primaarikasvaimen
soluissa telomeraasi-aktiivisuuden on todettu olevan vastuussa telomeerien
pidentymisestd. Syopadsolut voivat kuitenkin kdyttdada myos toista tapaa telomeerien
pidentdmiseen nimeltdan vaihtoehtoinen telomeerien pidentaminen (ALT, engl.
alternative lengthening), jonka on todettu toimivan samoin kuin homologisen
rekombinaation. Eturauhassyévan muodostamissa etdapesdkkeissd solujen on todettu
kayttavat ALT:ta telomeerien pidentymiseen, mutta primaarikasvaimissa samaa ei ole

havaittu. (Graham MK ja Meeker A 2017)

1.3 Syopasolut kykenevat indusoimaan angiogeneesin

Angiogeneesi on tarked prosessi kasvaimen kasvaessa. Uusien verisuonten
muodostuminen on valttdmatonta, jotta kasvaimen keskelld olevat solut saisivat
tarvitsemansa hapen ja ravintoaineet. Kasvainten keskiosissa olevat solut karsivat usein
hapen puutteesta ja kuolevat nekroosin kautta aiheuttaen tulehdusreaktion
kasvaimessa. Paikalle saapuvat tulehdussolut sekd nekroosin kautta kuolleiden solujen

vapauttamat saatelytekijat kuten IL-1a edistdvat angiogeneesia ja kasvaimen kasvua.

10



(Hanahan D ja Weinberg R A 2000) Tulehdusreaktion lisdksi angiogeneesia lisdavat

geenimutaatiot sekd metabolinen- ja mekaaninen stressi (Li T ja muut 2018)

Angiogeneesin estaminen on osoittautunut helpommaksi kohteeksi syovan hoidossa
kuin suoraan syopasoluihin  kohdistuvat hoitomuodot. Ladkkeet kulkeutuvat
verenkierron mukana kasvaimen verisuonistoon, jossa ne estavat uusien verisuonten
kasvun inhiboimalla verisuonten endoteelisolujen jakautumista, migraatiota seka

apoptoosia. (Li T ja muut 2018)

1.4 Syopasolut pystyvat aktivoimaan invaasion ja metastaasin

Yksi haitallisimmista ja vaarallisimmista sydvan tunnusmerkeista on sydpasolujen kyky
invasoida ymparistoonsa, liikkua verenkierron ja imusuonten valitykselld muualle
kehoon ja muodostaa etapesakkeita (Hanahan D ja Weinberg R A 2011). Sy6pasolut
pystyvat aktivoimaan ymparilladn olevat fibroblastit tuottamaan tiheampaa ja
erilaistunutta soluvéliainetta, joka edesauttaa solujen invaasiota (Erdogan B ja Webb D)
2017). Syopasolut tuottavat lisdksi paljon soluvaliaineen metalloproteinaaseja (MMP,
engl. matrix metalloproteinase), jotka pilkkovat soluvaliaineen proteiineja ja osallistuvat
nain soluvadliaineen muokkaamiseen. MMP:t osallistuvat soluvadliaineen muokkauksen
lisaksi  koko  kasvaimen  mikroympariston  muokkaamiseen  vapauttamalla
makromolekyyleistd solujen toimintaan vaikuttavia fragmentteja. Angiostatiini ja
endostatiini ovat esimerkkeja fragmenteista, joita MMP:t soluvaliainetta pilkkoessaan
vapauttavat. Niiden on todettu toimivan kudoksissa angiogeneesia inhiboivina tekijoina

ja ndin hidastavan kasvaimen kehitysta. (Heljasvaara R ja muut 2005)

1.5 Syopéasolujen energiametaboli suosii glykolyysia

Vuonna 2011 HanahanD ja Weinberg R A tekivat lisdyksia aikaisemmin julkaisemaansa
syovan tunnusmerkistoon. Yksi lisdyksista oli solujen muuttunut energiametabolia. Kun
soluille on saatavilla happea, ne tavallisesti muuttavat glukoosin pyruvaatiksi solun
sytosolissa, ja taman jalkeen pyruvaatti muutetaan hiilidioksidiksi oksidatiivisen
fosforylaation kautta solun mitokondriossa. Prosessin aikana solu tuottaa ATP:ta
tarpeisiinsa. Anaerobisissa olosuhteissa pyruvaattia ei kuljeteta mitokondrioon vaan
solun energian tuotto rajoittuu glykolyysiin ja lopputuotteena syntyy laktaattia.

Syopasoluilla glukoosin sisddanotto on lisdantynyt, ja ATP:ta tuotetaan pd&asiassa
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glykolyysin kautta, kuten tavalliset solut tekevat anaerobisissa olosuhteissa. (Hanahan D

ja Weinberg R A 2011)

1.6 Syopasolun genomi on epavakaa ja kdy lapi useita mutaatioita

Syopasolut kayvat lapi useita mutaatioita ja ne ovat alttiimpia mutageenisille tekijoille,
kuin normaalit solut. Lisddntyneet mutaatiot solujen genomissa mahdollistavat
sellaisten solujen synnyn, joilla on jokin selviytymista ja kasvua edistava ominaisuus.
(Negrini S ja muut 2010; Hanahan D ja Weinberg R A 2011) Mutaatioiden lisdksi
epigeneettiset muutokset, kuten DNA:n metylointi ja histoni-modifikaatiot, voivat

edistda solujen muuttumista syopasoluiksi (Berdasco M ja Esteller M 2010).

1.7 Syopasolut piiloutuvat immuunipuolustukselta

Useat solut kdyvat organismin eldaman aikana lapi syopaa edistavia mutaatioita, mutta
immuunipuolustus tuhoaa ne ennen kuin syopa paasee kehittymaan. Immuunipuolustus
tarkkailee soluissa ja kudoksissa tapahtuvia muutoksia ja tuhoaa alkuvaiheessa olevat
syopasolut ja alussa olevat kasvaimet. Syopa kehittyy soluista, jotka ovat onnistuneet

valttelemaan tata valvontaa. (Hanahan D ja Weinberg R A 2011)

Kasvaimen sisdltamat lymfosyytit voisivat toimiessaan osallistua syovan estdamiseen,
mutta kasvaimen mikroymparistossa ne ovat tehottomia. Kasvain pakenee
immuunipuolustukselta tekemallda antigeenien prosessoinnin ja esittelykoneiston
tehottomiksi, varvaamalla immuunipuolustusta vaimentavia soluja kuten saatelija T-
soluja, tuottamalla immuunipuolustusta heikentadvia liukoisia tekijoita ja lisaamalla
lymfosyyttien aktiivisuutta inhiboivien reseptorien ligandien, kuten ohjelmoitu kuolema

ligandi-1:n (PDL-1, engl. programmed death ligand-1), tuottoa. (Yang Y 2015)

1.8 Kasvain edistaa tulehdusta

Kaikissa kasvaimissa on todettu olevan kdynnissa tulehdusreaktio, jonka on ajateltu
olevan organismin tapa puolustautua syopasoluja vastaan. Tulehdusreaktio voi tosin
toimia my06s kasvaimen kehittymista edistdavana. (Yang Y 2015) Tulehdusreaktio edistaa
kasvaimen kehittymistd tuomalla solujen mikroymparist66n muun muassa
kasvutekijoita ja selviytymistd edistdvia tekijoita. Tulehduksen seurauksena solujen

mikroymparistdé muuttuu mahdollistaen angiogeneesin, invaasion ja etdpesdkkeiden
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synnyn, sekd epiteeli-mesenkyymi -transition (EMT) aktivoitumisen ja muiden sydvan

tunnusmerkkien kehittymisen. (Hanahan D ja Weinberg R A 2011)

Kasvaimessa tapahtuvan tulehdusreaktion syntyyn on ajateltu vaikuttavan kaksi
tapahtumaa. Ensinndkin nopean solujen jakaantumisen seurauksena kasvaimen
sisdosien solut muodostavat nekroottisen keskuksen liian vahaisen hapen saannin takia,
ja kuolevien solujen vapauttamat vauriosta signaloivat molekyylit houkuttelevat
immuunisoluja kasvaimeen. Toiseksi nopeasti jakaantuvat kasvaimen solut lisdavat
sytokiinien ja kemokiinien tuotantoa, mikd houkuttelee immuunisoluja kasvaimeen ja

johtaa solujen kuolemaan nekroosin kautta. (Diakos C | ja muut 2014)

2. SOLUVALIAINE JA SYOPA

2.1 Soluvaliaineen komponentit ja toiminta

Soluvdliaine on solujen ymparilleen tuottamien proteiinien ja polysakkaridien
muodostama verkko. Sen on todettu koostuvan padasiassa kollageenisadikeista,
glykosaminoglykaaneista (GAG) sekda glykoproteiineista. Nama soluvaliaineen
komponentit kiinnittyvat toisiinsa ja muodostavat kolmiulotteisen rakenteen, johon
solut voivat kiinnittya. Soluvaliaineen on todettu valittavan soluille jakautumista, kasvua
ja selviytymista edistavia signaaleja, seka saatelevan solujen erilaistumista ja liilkkumista.
Solut aistivat soluvaliaineessa tapahtuvia muutoksia, ja solutukiranka valittaa tietoa
eteenpadin solun sisassa. (Theocharis A D ja muut 2016) Soluvaliaineen perusrakenne on

esitetty kuvassa 1.
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Kuva 1 Soluvaliaine koostuu useista solujen tuottamista makromolekyyleista ja

I(asvuteklji Flbroblastl

on jokaisella kudoksella omanlaisensa. Tyvikalvo on pitkalle erilaistunut
soluvdliaineen muoto, johon epiteelisolut ovat kiinnittynet, ja joka ymparoi
kudoksia.

Soluvédliaine on hyvin dynaaminen ja siihen kuuluvia proteiineja pilkotaan ja
rakennetaan taukoamatta (Bonnans C ja muut 2014). Solut Kkiinnittyvat
soluvaliaineeseen integriinien valitykselld ja aistivat ndin ymparistossdaan tapahtuvia
muutoksia. Lisdksi solujen tuottamat kasvutekijat kuten fibroblastikasvutekijat (FGF,
engl. fibroblast growth factor) ja verisuonen endoteelin kasvutekijat (VEGF, engl.
vascular endothelial growth factor) sitoutuvat useisiin soluvaliaineen komponentteihin
ja signaloivat soluihin, joko kiinnittyneena soluvaliaineeseen tai liukoisina ligandeina.
Soluviéliainetta pilkkovat entsyymit vapauttavat soluvaliaineesta kasvutekijoiden lisdksi
my0Os muita solujen toimintoja sdatelevia fragmentteja kuten angiogeneesi-inhibiittori
endostatiinia. Syovan on todettu muokkaavan soluviliaineen jarjestaytymistd ja
koostumusta niin, ettd se tukee muun muassa syopasolujen selviytymistd seka

proliferaatiota. (Hynes R O, 2009)
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2.2 Syopa muokkaa soluvaliainetta

Syopasolujen muokkaaman soluvaliaineen on todettu osallistuvan syévan kehitykseen
monin tavoin. Muokattu soluvdliaine voi toimia muurina syopadladkkeiden ja
syopasolujen valilla sekd muodostaa solujen migraation mahdollistavia vaylia.
Tiiviimmaksi muuttunut soluvaliaine voi stimuloida solujen integriinien signalointia
tuottamaan lisaa soluvialiainetta ja se voi edistda solujen invaasiota seka proliferaatiota.
Muuttunut soluvaliaine myo6s aktivoi solujen solu-soluvdliaine -reseptoreja ja lisaa
solujen MMP:en tuottoa sekd EMT-merkkiproteiinien ilmentamista. (Bonnans C ja muut

2014)

Soluvidliainetta pilkkovien MMP:en ilmentymisen on huomattu olevan koholla useissa
syovissa ja korreloivan syovan uusiutumisen kanssa. Soluvaliaineen pilkkominen
vapauttaa kasvutekijoitda seka esimerkiksi angiogeneesiin vaikuttavia fragmentteja
soluvaliaineesta. Kollageenisdikeita yhdistelevan LOX-proteiinin ilmentymisen on
todettu olevan koholla useissa syovissa. Sen toiminnan seurauksena soluviliaine
muuttuu tiiviimmaksi, B1-integriinit klusteroituvat solun solukalvolla, PI3K-signalointi ja
fokaaliadheesioiden muodostuminen aktivoituu, mika taas edistaa solujen invaasiota ja

kasvaimen kehittymista. (Bonnans C ja muut 2014)

SyOpasolut pystyvat aktivoimaan kudoksen fibroblasteja tuottamillaan kasvutekijoilla.
Naiden aktivoitujen fibroblastien on todettu muokkaavan kasvaimen soluvaliainetta
muun muassa muokkaamalla tuottamiensa soluvdliaineen komponenttien maaria ja
tuottamalla yhdessa syopasolujen kanssa MMP:a. Aktivoidut fibroblastit osallistuvat
syopasolujen migraatiota edistamiseen muokkaamalla kasvutekij6illd tapahtuvaa
signalointia, sekd soluvdliaineen rakennetta. Aktivoidut fibroblastit tuottavat,
muokkaavat ja organisoivat soluvéliaineen proteiineja niin, ettd syopasolujen on helppo
liikkua niité pitkin. (Erdogan B ja Webb D J 2017) Esimerkki soluvaliaineen
komponenteista, joiden muokkaamiseen aktivoidut fibroblastit osallistuvat ovat
kollageeni | ja fibronektiinin (Kakkad SM ja muut 2012; Erdogan B ja muut 2017). Ndiden
proteiinien tuotto on lisddantynyt useissa syovissd. SyOpasoluja ja aktivoituja
fibroblasteja sisdltdavien yhteisvilielmien on todettu tuottavan eri tavalla
organisoitunutta fibronektiinia verrattuna yhteisviljelmiin, jotka sisalsivat sydpasoluja ja

ei-aktivoituja fibroblasteja (Erdogan B ja muut 2017). Rintasyopakasvaimilla tehdyssa
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tutkimuksessa kollageeni I:n jarjestdaytymisen todettiin eroavan kasvainten valilla
riippuen siitd, olivatko ne muodostaneet etdpesdkkeita imusolmukkeisiin vai eivat.
Kollageeni | kuitujen huomattiin muodostavan tiiviimpia rakenteita niissa kasvaimessa,

jotka olivat metastoineet imusolmukkeisiin. (Kakkad S M ja muut 2012)

2.3 Tyvikalvo metastaasissa

Tyvikalvo on pitkadlle jarjestaytynyt soluvaliaineen muoto, joka ymparoi kudoksia ja
johon epiteelisolut ovat kiinnittyneet. Se on rakenteeltaan padasiassa laminiinista,
kollageeni 1V:sta ja heparaani-sulfaatti-proteoglygaaneista muodostuva tiivis <100 nm
paksuinen verkko, joka paksuuntuu ian myo6ta. Tyvikalvo muodostuu kahdesta
erilaisesta puolesta, joista epiteelipuoli on se, johon solut pystyvat sitoutumaan.
Strooman puoleinen osa kiinnittaa tyvikalvon muuhun soluvadliaineeseen sitomalla

muun muassa kollageeni ll:ta ja tenasiini-C:ta. (Halfter W ja muut 2015)

Tyvikalvon tehtdavana on tukea kudoksia ja erottaa eri kudokset toisistaan seka saadella
solujen kayttaytymista. Tyvikalvon komponentit ovat valttamattémia angiogeneesin
kannalta ja edistavat ndin myo6s kasvaimen kehitysta. (Kalluri R 2003) Kuvassa 2 on
esitetty tyvikalvon merkitys metastaasissa. Solujen on lapdistava tyvikalvo padstikseen
kulkeutumaan verenkiertoon ja sen mukana muualle kehoon. Jotta solut pystyisivat
aloittamaan etapesdkkeen uudessa paikassa, niiden on ldpéistava tyvikalvo viela

toistamiseen.
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Kuva 2 SyoOpasolun on kyettdva tunkeutumaan tyvikalvon lapi pystydkseen
muodostamaan etapesdkkeen. a) Sybpéasolu, joka ei vastaa kasvua rajoittaviin
signaaleihin ja jonka adheesio viereisiin soluihin on heikentynyt. b) Syépasolun on
tunkeuduttava tyvikalvon lapi pystydkseen poistumaan primaarikudoksesta. c)
Intravasaatioksi kutsutussa tapahtumassa syodpéasolu tunkeutuu verisuonen
endoteelisolujen valistda paastdakseen verenkiertoon. Syopasolun kulkuun
verisuonistossa vaikuttavat verenkierron suunta, vuorovaikutukset suonen (d)
endoteelisolujen, immuunisolujen ja (e) punasolujen kanssa. f) Ekstravasaatioksi
kutsutussa tapahtumassa syOpdsolu poistuu verenkierrosta endoteelisolujen lapi
sekundaariseen kudokseen, ja g) invasoi stroomasolujen ja tyvikalvon lapi
aloittaakseen uuden kasvaimen. Muokattu artikkelista: Treating metastatic cancer
with nanotechnology; Schroeder A ja muut 2011; Nature Reviews Cancer.

17



2.4 Fokaaliadheesio

Fokaaliadheesiossa (FA) integriinit muodostavat suuren kompleksin, joka kiinnittaa
solun  solutukirangan  aktiinisdikeet  soluvdliaineeseen.  Solujen  adheesio
soluviliaineeseen sadatelee useita solun toimintoja kuten migraatiota kudoksessa. FA:t
ovat pitkaikaisisa ja pysyvia rakenteita, joita kuitenkin yksittdiset integriinit jatkuvasti
muokkaavat vuorotellessaan aktiivisen ja inaktiivisen muodon valilla, ja siten

muodostaessaan lyhytikaisia adheesioita. (Ivaska J 2012)

Integriinien solun ulkopuolinen osa sitoutuu ligandiinsa soluvaliaineessa ja integriinin
solun sisdinen osa linkittyy solutukirangan aktiiniin muun muassa a-aktiinin, taliinin,
tensiinin ja filamiinin avulla. Integriinien solun sisdiseen osaan kiinnittyy myos useita
muita integriiniehin -liittyvia molekyyleja, kuten fokaaliadheesio kinaasi (FAK), paksilliini,
ja kaveoliini. Solutukirangan aktiinisaikeisiin sitoutuu myds suuri joukko eri proteiineja.
FA:t muodostuvatkin suuresta maarasta eri proteiineja, jotka kaikki osallistuvat FA:den

saatelyyn. (Geiger B, Bershadsky A, Pankov R ja Yamada KM 2001)

YAP:n on todettu olevan yksi fokaaliadheesioiden muodostumiselle tarkeiden
proteiinien ilmentymista saatelevd  tekija. Rasvakudoksesta eristetyilla
mesenkymaalisilla kantasoluilla (AD-MSC, engl. adipose tissue-derived mesenchymal
stem cells) tehdyssa tutkimuksessa solut, jotka ilmensivdat mutatoitua YAP:ia, eivat
kyenneet muodostamaan FA:ta yhtda tehokkaasti tai ne olivat heikompia kuin
kontrollisoluilla. ~ YAP:n todettiin sdatelevdn useiden integriini-alayksikdiden
ilmentymista sekd myos vinkuliinin, taliinin ja zyksiinin ilmentymista. (Nardone G. ja
muut 2017) Myo6s rintasyOpasoluilla  YAP:n  on raportoitu  osallistuvan

fokaaliadheesioden saatelyyn FAK:n fosforylaation kautta (Shen J ja muut 2018).

2.5 Epiteeli-mesenkyymi -transitio

Solun muuttuminen epiteelisolusta liikkuviksi mesenkyymisoluksi on prosessi, jonka solu
kay lapi yksilonkehityksessd, kudosvaurion korjauksen aikana ja sybvdssa. Prosessin
aikana solu alkaa ilmentamaan mesenkyymisoluille ominaisia piirteita ja epiteelisolun
piirteet katoavat. Solut menettavat apikaali-basaali polarisuutensa ja omaksuvat paa-
hanta polaarisuuden, sekd muuttavat muotoaan solutukirangan jarjestaytyessa

uudelleen. Epiteelisoluille ominaisten geenien ilmentyminen vdhenee ja
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mesenkyymisoluille ominaisten lisdantyy, jolloin solujen liikkuminen seka soluvéliainetta
pilkkovien entsyymien tuotto lisdantyy. Syovassa epiteelisolut, jotka ovat kdyneet lapi
EMT:n, muodostavat todennakéisemmin etdpesakkeitd, silla uusien ominaisuuksien

avulla ne voivat liikkua soluvaliaineessa. (Lamouille S ja muut 2014)

Transformoiva kasvutekija B (TGF-B) perheeseen kuuluvan TGF-Bl:n on todettu
indusoivan EMT:tad rintasyopasoluissa. Solujen kasvatusliuoksessa olleen TGF-B1:n
todettiin aktivoivan TGF-B/Smad -signalointireitin, ja saavan aikaan muutoksen useissa
eri rintasyopasolulinjoissa. (Yu Y ja muut 2014) Zhang T H ja muut (2019) tekemaéssa
tutkimuksessa kielisy6pasoluilla TGF-B1l:n todettiin indusoivan EMT:n pitkdn ei-
koodaavan RNA:n UCA1:n kautta (engl. urothelial cancer assosiated 1). TGF-B1 vahensi
E-kadheriinin ja lisdsi vimentiinin ilmentymista sydpasoluissa. UCAl:n poisto soluista
aiheutti painvastoin E-kadheriinin lisadantymisen ja vimentiinin vahentymisen. Samassa
tutkimuksessa huomattiin microRNA-124:n (miR-124) osallistuvan UCA1:n kanssa EMT:n
saatelyyn. UCA1/miR-124 suhteen todettiin sdatelevan TGF-B:n indusoimaa EMT:té

JAG1/Notch 1 -signalointireitin kautta.

3. STROOMASOLUT SYOVASSA

Syovan on todettu olevan paljon monimutkaisempi sairaus, kuin vain kasvaimen
sisaltamat syopasolut. Aiemmin mainitut syévan tunnusmerkit kuvaavat syopasolujen
toimintaa, mutta kasvaimessa ovat mukana syopasolujen lisdksi myos useat muut
tavalliset solut, joita yhdessa syopasolujen kanssa kutsutaan kasvaimen stroomasoluiksi,
sekd solujen muu mikroymparisté. Stroomasolut, jotka eivat tdyta syovan
tunnusmerkkeja, voivat syopasolujen lailla osallistua syévan kehittymiseen. (Hanahan D
ja Weinberg R A 2011) Esimerkiksi tavallisten fibroblastien on todettu aktivoituvan
syopasolujen vaikutuksesta, ja taman jalkeen niiden on todettu kykenevan
muokkaamaan kasvaimen mikroymparistéa (Erdogan B ja Webb D J 2017). Syopasolut,
stroomasolut sekd solujen muu mikroymparisté ovat jatkuvasti vuorovaikutuksessa
keskendan ja yhdessda muodostavat kasvaimen. Yhdessa ne maarittavat sen, miten syopa
kehittyy ensin paikallisena kasvaimena ja lopulta etdpesdkkeitd muodostavana

sairautena. (Zhan H X ja muut 2017)
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3.1 Aktivoidut fibroblastit muokkaavat soluviliainetta ja edistavat
kasvaimen kehittymista

Kasvaimen strooma muodostuu useista eri soluista ja soluvaliaineesta. Stroomasoluihin
lukeutuvat muun muassa aktivoidut fibroblastit, immuunisolut, makrofagit ja
syopasolut. Kasvaimen mikroymparistd muodostuu sydpasolujen ja strooman valisesta
vuorovaikutuksesta, johon liittyvat myos solujen tuottamat entsyymit ja kasvutekijat

(Zhan H X ja muut 2017).

Soluvdliainetta kudoksissa on todettu tuottavan I3hinnd fibroblastit. Terveessa
kudoksessa ne yllapitavat kudoksen tasapainoa ja edistdavat kudosvaurioiden
paranemista liikkumalla kudosvauriota kohti ja tuottamalla soluvaliainetta. (Kalluri R ja
muut 2006) Fibroblastit ovat erittdin heterogeeninen joukko soluja, ja eri paikoista
kehoa eristetyt fibroblastit eroavat toisistaan huomattavasti. Kun ihmisesta eristettyja
50:ta eri fibroblasti-linjaa verrattiin geenien ilmentymistasojen perusteella toisiinsa, ne
erosivat toisistaan yhta paljon kuin eri valkosolulinjat. (Chang H Y ja muut 2002)
Sydpasolut muokkaavat kasvaimessa olevia fibroblasteja ja niiden kdytosta tuottamalla

kasvutekijoita (Erdogan B ja Webb D J 2017).

Normaalien fibroblastien tuottaman soluviliaineen on todettu estavan syopasolujen
jakaantumista JMJDal:sta riippuvaisten geenien saatelyn kautta. JMJDal on histoni-
demetylaasi, jonka ilmentymistd normaalien fibroblastien tuottama soluviliaine
vahentada, ja joka on mukana sdatelemdssa esimerkiksi solujen jakaantumista.
Kasvaimesta peraisin olevien aktivoitujen fibroblastien tuottaman soluvdlianeen on
todettu lisddavan JMJDal:n ilmentdamista tuottamalla jaykempaa soluvdliainetta, kuin
mita normaalit fibroblastit tuottavat. Lisdaantyneen JMJDal ilmenemisen taas on todettu
lisdavan transkription saatelijoiden YAP:n ja TAZ:n maarid ja indusoivat tdta kautta

solujen jakaantumista ja syovan kehittymista. (Kaukonen R ja muut 2016)

Suuri osa kasvaimen soluista on aktivoituja fibroblasteja. (Kalluri R ja muut 2006)
Fibroblastien aktivaatio lisda solujen jakautumisen lisdksi soluvaliaineen tuottoa
kasvaimessa. Kollageeni |, tenasiini C ja EDA-fibronektiini (lisddomeeni a, engl. extra
domain a -fibronectin) ovat esimerkkeja proteiineista, joiden ilmentymisen on todettu

lisdantyvan, kun fibroblasteja on kasvatettu yhdessa syopasolujen kanssa. (Kalluri R ja
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muut 2006) Aktivoitujen fibroblastien on todettu muokkaavan myds kasvutekijoilla
tapahtuvaa signalointia kasvaimessa, ja tdman muuttuneen signaloinnin seka
muuttuneen soluvdliaineen on todettu yhdessa edistdavdn etdapesdkkeiden syntya.
(Erdogan B ja muut 2017) Taman lisaksi eturauhassyodpasoluilla tehdyssa tutkimuksessa
fibroblastien todettiin lisadvan sydpasolujen vastustuskykya sydpadldadkkeita vastaan, ja
auttavan soluja selviamaan ladkkeiden aiheuttamasta oksidatiivisesta stressista (Cheteh
E H ja muut 2017). Kuvassa 3 on esitetty, minkéalaisia muutoksia fibroblastit kdyvat lapi
aktivoituessaan.

Fibroblasti Aktivoitunut ﬁbmblf‘.tl : _}' ASMA-

: T
Kollageeni# F5P1

- s . 3 = -6 L F
AKUINT S3l0e  tenaskiinic # |
Virnenttiin yA=17.4 . -\1';1‘ L

Solwali- T~ Www 7 g\ -
aineen  Fipronektii T a.B. integrini Kasvutekidita
saikeita

Soluvaliainetta

pikkovia proteaaseja Copyright © 2006 Nature Publishing Group
Kemokineia Mature Reviews | Cancer

EDA-fibronektiini

Kuva 3 Fibroblastien aktivoituminen lisdd solujen jakautumista ja soluvaliaineen
komponenttien kuten kollageeni I:n, tenasiini C:n ja EDA domeenin sisdltdavan fibronektiinin
sekd SPARC:n tuottoa (eritetty hapan ja kysteiini-rikas proteiini, engl. secreted protein acidic
and rich in cysteine). Muokattu artikkelista: Fibroblasts in cancer; Kalluri R ja Ziesberg M
2006, Nature Reviews.
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3.2 Solujen migraatio ja invaasio

Solujen liikkuminen eli migraatio ja invaasio, ja erityisesti kyky liikkua kudoksesta
toiseen, ovat valttamaton askel syovan kehittdessa etapesakkeita. Sydvassa invasoivien
ja metastaattisten solujen solu-solu- ja solu-soluvaliaine—liitoksiin osallistuvien
proteiinien ilmentdaminen on muuttunut verrattuna ei-metastaattisiin soluihin. E-
kadheriini on tarkea proteiini solu-solu-liitoksissa ja sen ilmentyminen on usein
vahentynyt invasoivissa ja metastoivissa soluissa. (Hanahan D ja Weinberg RA 2011) E-
kadheriinit muodostavat adheesio-liitoksia vierekkadisten epiteelisolujen vilille ja estaa
niita lilkkkumasta paikaltaan. Kun soluja paikallaan pitavien proteiinien ilmentyminen on
vahentynyt syOpdsoluissa, proteiinien, jotka osallistuvat solujen liikkumiseen
alkionkehityksen ja tulehduksen aikana, ilmentaminen lisaantyy. N-kadheriini on yksi
ndista proteiineista ja sen ilmentymisen on todettu lisddantyvan invasoivissa soluissa. N-
kadheriinia esiintyy normaalisti migroivissa neuroneissa ja mesenkyymisoluissa

yksilonkehityksen aikana. (Cavallaro U ja Christofori G 2004)

Migraation ja invaasion aikana solun on muodostettava uusia FA:ta ja purettava
vanhoja, jotta se pystyisi liikkumaan. Cary LA ja muut (1998) tutkivat p130%s:n
vaikutusta solujen FAK-vdlitteiseen migraatioon kiinan hamsterin munasarjasoluilla
(CHO, engl. chinase hamster ovary) ja totesivat p130%®:n siitelevian FAK-vilitteistd
(fokaaliadheesio kinaasi) migraatiota muodostamalla kompleksin FAK:n kanssa.
Tureckovd J ja muiden (2009) tekemassa perdsuoli-syopa—tutkimuksessa selvitettiin,
miten Akt-kinaasi, FAK sekd Src-kinaasi yhdessa saatelevat solujen liikkumista. Akt:n
todettiin lisdavan FAK:n fosforylointia ja tata kautta sen aktiivisuutta, kun taas Src-

kinaasi -inhibiittorin todettiin vahentdvan Akt:n vaikutusta.

3.3 Aktivoidut fibroblastit edistavat migraatiota ja invaasiota

Aktivoitujen fibroblastien on todettu muokkaavat sydévan mikroymparistéa ja
soluvéliainetta muun muassa tuottamalla kasvutekijoita sekad sytokiineja kuten TGF-[3,
TGF ja FGF, SDF1, CCL2, CCL5, CCL7, CXCL16 ja IL-6. (Erdogan B ja Webb DJ 2017)
Rintasyopasoluilla tehdyssa tutkimuksessa aktivoitujen fibroblastien tuottaman TGF-
B1:n todettiin edistdavan rintasyopasolujen migraatiota ja invaasiota lisaamalla Smad2
fosforylaatiota (Yu Y ja muut 2014). Samankaltaisia tuloksia on saatu

eturauhassyopasoluilla  tehdyssd tutkimuksessa, jossa osoitettiin aktivoitujen
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fibroblastien tuottaman TGF-B:n lisddvan syopasolujen lilkkkumista. TGF-B:n poistaminen
mediumista taas hidasti eturauhassydpéasolujen liikkumista haavakokeissa. (Ao M ja
muut 2007) Hiirilla tehdyssa tutkimuksessa aktivoitujen fibroblastien on todettu lisdavan
syovan metastaasia luuhun, aivoihin ja keuhkoihin, ja tdman todettiin olevan seurausta
kohonneista CCL2-, CCL5-, CCL7- ja CXCL16-pitoisuuksista. CCL2:n ja CCL5:n todettiin

lisddvan solujen migraatiota aktivoimalla Hedgehog-signalointireitin. (Liu J ja muut 2016)

3.4 Soluviliaine metastaasissa

Soluvaliaineen komponenttien ilmentymiselld ja jarjestaytymiselld on todettu olevan
vaikutus syovan metastaasissa. Muun muassa kollageeni |- ja fibronektiini-sdikeiden on
huomattu jarjestaytyvan tietylld tavalla metastoivissa kasvaimissa ja luovan

syopasoluille paremman ympariston liikkua. (Erdogan B ja Webb DJ 2017)

Fibronektiinin on todettu jarjestaytyvan tiettyyn suuntaan kasvatettaessa
eturauhassyopdsoluja aktivoitujen fibroblastien kanssa. Fibronektiinin jarjestaytymisen
on todettu maarittdvan sen, mihin suuntaan syopasolut pystyivat liikkumaan
soluvaliaineessa, mutta sen ei huomattu vaikuttavan solujen migraationopeuteen.
Fibronektiinin huomattiin jarjestaytyvdan yhdensuuntaisiksi saikeiksi, joita pitkin

syopasolut pystyivat lilkkkumaan. (Erdogan B ja muut 2017)

Myos kollageenin jarjestaytymisen ja ilmentymisen on todettu eroavan terveen ja
syopakudoksen valilld, sekd myo6s eri kasvainten valilla. Eturauhassydpakasvaimilla
tehdyssa tutkimuksessa kollageenin | -sdikeiden jarjestaytyminen erosi kasvainten
valilla, riippuen siitd, olivatko kasvaimet muodostaneet etdpesdkkeita vai eivat.
Metastaasin muodostaneissa kasvaimissa kollageeni | -sdikeet olivat jarjestdaytyneet
samansuuntaisiksi, kun taas ei-metastoineissa kasvaimissa sdikeet eivat olleet yhta
jarjestaytyneita. (Penet M-F ja muut 2017). Rintasyopakudoksilla tehdyssa
tutkimuksessa kollageeni | -sdikeiden todettiin muodostavan tiivimpia rakenteita
syopakudoksissa, jotka olivat metastoineet imusolmukkeisiin verrattuna kasvaimiin,
jotka eivat olleet muodostaneet etdpesakkeitd imusolmukkeisiin (Kakkad M S ja muut

2012).

Kollageeni I:n ilmentymisen on todettu olevan korkeampi karsinoomissa kuin terveessa

kudoksessa. Erityisesti kollageeni l:n homotrimeerisen muodon, jota ei terveessa
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kudoksessa esiinny, on huomattu olevan yleinen syovissd. Useiden kollageenia
pilkkovien MMP:den on todettu olevan kykenemattomia pilkkomaan kollageeni I:n
homotrimeerista muotoa. Taman takia kollageeni I:n homotrimeerisen muodon on
ajateltu luovan polun invasoiville soluille, vaikuttavan migraation suuntaan ja tukevan

solujen proliferaatiota. (Makareeva E ja muut 2010)

3.5 3D-kasvatukset vs. 2D-kasvatukset syopatutkimuksessa

2D-kasvatusmallia on kaytetty jo pitkdan tutkittaessa solujen reagointia erilaisiin
arsykkeisiin. Yhdessa kerroksessa kasvavien solujen kasvuolosuhteet on helppo
vakioida, silla kaikilla kasvatuksen soluilla on yhta paljon ravintoaineita seka
kasvutekijoitda saatavilla kasvatusliuoksessa. Taman ansiosta solut kasvavat ja
jakaantuvat samaan tahtiin ja ovat hyvin homogeenisia. (Duval K ja muut 2017) 2D-
kasvatusmallin huono puoli on se, etta se eroaa solujen normaalista kasvuymparistosta,
ja esimerkiksi hepatosyyttisolujen fenotyyppi muuttuu nopeasti sen jalkeen, kun solut

on siirretty kudoksesta 2D-maljakasvatukseen. (Fennema E ja muut 2013)

Suurin ero 2D- ja 3D-kasvatusmalleissa on se, ettda 3D-kasvatusmallissa soluilla on
mahdollisuus muodostaa erilaisia solu-solu- ja solu-soluvaliaine—liitoksia (Fennema E ja
muut 2013). Lisaksi 3D-kasvatusmallissa sferoideiksi kutsuttujen kasvatusten sisdosissa
olevilla soluilla on ravintoaineita heikommin saatavilla kuin sferoidissa uloimpana
olevilla soluilla, mika johtaa siihen, etta uloimpana olevat solut jakaantuvat useammin
kuin sferoidin sisdosassa olevat solut. Sisimpanad olevat solut taas jakaantuvat
hitaammin ja kuolevat useammin nekroosin kautta. 3D-kasvatusmallissa solujen
kasvuymparistd on lahempana sitd ymparistdd, missa solut normaalisti kudoksessa tai
kasvaimessa ollessaan ovat. Sydpatutkimuksessa 3D-kasvatusmalli on osoittautunut
hyvasi tavaksi tutkia esimerkiksi lddkkeiden vaikutusta soluihin. 3D-kasvatusmallin on
esimerkiksi todettu estdavan apoptoosia, kun solut on altistettu syopaladke
paklitakselille. Lisdksi solujen migraatiota ja invaasiota mittaavissa kokeissa solujen on
todettu liikkuvan eri tavalla 3D- kuin 2D-kasvatuksissa. Tama ero kasvatusmallien valilla
on tarkea huomioida syopatutkimuksessa, silla solujen liikkuminen on tarkedssa osassa

syovan muodostaessa etdpesdkkeita. (Duval K ja muut 2017)
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4. INTEGRIINIT

4.1 Integriinien rakenne ja toiminta

Integriinit ovat heterodimeerisia solukalvon lapaisevia reseptoriproteiineja, jotka sitovat
solun solutukirangan soluvaliaineeseen, ja muodostuvat yhdestd a- ja yhdestd (-
alayksikoista. Ihmiselld nditad heterodimeereja ilmentyy 24 erilaista ja rakentuvat 18:sta
a-alayksikon ja kahdeksan B-alayksikon muodostamista pareista. Jokaisella
heterodimeerilldi on omat ominaisuutensa ja ligandinsa, ja alayksikot pariutuvat sen

mukaan minkalaisia ominaisuuksia integriinilta vaaditaan.

Integriinit voidaan jakaa neljaan ryhmaan ligandiensa perusteella: leukosyytti-spesifiset
reseptorit, kollageeni-reseptorit, laminiini-reseptorit ja RGD-sekvenssin tunnistavat
reseptorit. Solun ulkopuolelle jaava osa koostuu useasta domeenista ja ligandin
tunnistava osa on aivan reseptorin karjessa. Solun sisdapuolinen osa, joka on
vuorovaikutuksessa useiden solutukirangan proteiinien ja signaaliproteiinien kanssa, on

vain alle 75 aminohapon mittainen. (TakadaY, Ye X ja Simon S 2007)

4.2 Integriinien aktivoituminen

Useissa tutkimuksissa integriinin konformaatiolla on todettu olevan merkitysta
integriinin aktiivisuuteen. Niilla tiedetdan olevan kolme eri muotoa: taittunut muoto,
pidentynyt muoto ja pidentynyt muoto, jossa alayksikot ovat erkaantuneet toisistaan
aminopaiden alapuolelta. Taittunutta muotoa pidetdan inaktiivisena muotona, sille sen
affiniteetti ligandiin on heikko. Integriinilla on suurin affiniteetti ligandiinsa, kun se on

pidentyneessa muodossa ja sen alayksikot ovat erilldan. (Askari JA ja muut 2009)

Integriinin aktivoituminen voi tapahtua joko ligandin sitoutuessa siihen, jolloin
integriinin rakenne stabiloituu, tai taliinin sitouduttua integriinin solunsisdiseen osaan
aiheuttaen muutoksen integriinin rakenteessa. Taliinin on todettu olevan tarkedssa
osassa integriinien aktivoitumisessa, ja sen kiinnittyminen integriinin B-alayksikon
solunsisdiseen osaan aktivoi integriinin samalla sitoen sen solun aktiinisadikeisiin. Myos
integriinien  klusteroitumisen on todettu lisdavan integriinien sitoutumista
multivalentteihin ligandeihin. Kindliinin on todettu olevan keskeisessda osassa

integriinien klusteroitumisessa. (Ginsberg MH 2014)
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4.3 Integriinin signalointi

Aktivoituneet integriinit aktivoivat useita tyrosiinikinaaseja kuten FAK:a, Src-perheen
kinaaseja ja Abelson-hiiren leukemia virusonkogeenihomologi 1:td (Abl, engl. Abelson
murine leukemia viral oncogene homolog 1) seka seriini-treoniini—kinaaseja ja
integriineihin -kiinnittyneita kinaaseja (ILK, engl. Integrin-linked kinase). Naista FAK:t ja
Src-perheen kinaasit ovat tutkituimpia integriinien aktivoimien signalointireittien
komponentteja. (Giancotti FG ja Ruoslahti E 1999) Useat tutkimukset ovat osoittaneet,
ettd FAK edistda solujen liikkkumista ja invaasiota kontrolloimalla fokaaliadheesioita ja
MMP:en ilmentymistda (Schlaepfer DD ja Mitra SK 2004). Integriinit eivat toimi
ainoastaan yksin vaan myoOs yhdessd muiden solun pinnan reseptorien, kuten
kasvutekijareseptorien kanssa (Giancotti FG ja Ruoslahti E 1999). FAK:n on todettu
olevan tarkea tekija, joka sitoo integriinien toiminnan kasvutekijareseptorien
toimintaan. FAK:n on huomattu muodostavan kompleksin aktiivisten PDGF
(verihiutaleesta peraisin oleva kasvutekija, engl. platlet-derived growth factor) - ja EGF
(epidermaalinen kasvutekija, engl. epidermal growth factor) -reseptorien kanssa, ja
PDGF:n ja EGF:n edistaman solujen migraation olevan riippuvainen FAK:n toiminnasta.

(Sieg DJ ja muut 2000)

Integriinin  sitoutuminen  soluvdliaineen ~ komponentteihin  saa  integriinit
klusteroitumaan solukalvolla ja kiinnittymaan soluvéliaineeseen. Useiden integriinien on
todettu toimivan yhdessa kaveoliini-1 nimisen solunpinnan proteiinin kanssa ja
aktivoivan talléin FYN kinaasin. FYN:n aktivoituminen johtaa Ras-ERK signalointireitin
aktivoitumiseen ja tatd kautta muun muassa solusyklin etenemiseen. (Giancotti FG ja

Ruoslahti E 1999)

4.4 Integriinit syovassa

Integriinien uskotaan osallistuvan syévan kehityksen kaikkiin vaiheisiin kuten solujen
jakaantumiseen ja paikalliseen invaasioon. Tarkeita prosesseja etapesadkkeiden synnyssa
ovat syopdsolujen paasy verenkiertoon ja niiden selvidminen sielld. Solujen on kyettava
poistumaan verenkierrosta verisuonten seindmien lapi, ja aloittamaan uuden kasvaimen
vieraassa kudoksessa. Integriinien tai integriineihin liittyvien prosessien on todettu

olevan mukana kaikissa naissa prosesseissa. (Hamidi H ja lvaska J 2018)
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Kriittisin vaihe etdpesakkeiden synnyssa on solujen selvidminen verenkierossa, jossa ne
eivat voi muodostaa adheesioita soluvaliaineen kanssa. Useille soluille on valttamatonta
kiinnittya soluvaliaineeseen, silla se valittaa solulle selviamista edistavia signaaleja. Kun
adheesiot katoavat, nama solut kayvat lapi ohjelmoidun solukuoleman eli anoikiksen,
josta kerrottiin kohdassa 1.2. (Frisch SM ja muut 1996) Alanko J ja muut 2015 tutkivat
endosytoitujen aktiivisten integriinien signalointia ja huomasivat endosomeissa olevien
ligandeihinsa sitoutuneiden integriinien edelleen aktivoivan FAK:ta. Tutkimus osoitti,
ettda integriinit kykenevat aktivoimaan samoja signalointireitteja riippumatta siita
olivatko ne solun pinnalla fokaaliadheesiossa vai solun sisdlla endosomissa. Taman
lisaksi tutkimuksessa havaittiin integriinien endosomaalisen signaloinnin vahentavan

solujen anoikista.

4.5 a2B1-integriini angiogeneesissa

a2B1-integriinin on todettu osallistuvan verisuonten muodostumiseen ja angiogeneesin
saatelyyn yhdessda muun muassa alB1-integriinin kanssa. Zweers MC ja muut (2007)
tutkivat angiogeneesia hiirilld, joiden solut eivat ilmentaneet a2p1l-integriinid, ja
huomasivat a2B1-integriinin puuttumisen nopeuttavan angiogeneesia haavan
parantumisen yhteydessa. Kun Ghatak S ja muut (2016) hiljensivat sekd a2B1-integriinin
ettd alPl-integriinin hiiristd, verisuonten muodostumisen havaittiin heikentyvan
verrattuna kontrollihiiriin, joilla molemmat integriinit toimivat normaalisti. a2p1-
integriini pystyi siis lisddmaan angiogeneesid, mutta vain jos alPBl-integriini toimii

normaalisti.

Verisuonten endoteelisolujen kasvutekijareseptori 1:n (VEGFR, engl. vascular
endothelial growth factor receptor) on todettu olevan yksi verisuonten kehittymista
edistava tekija a2p1-integriinin puuttuessa. VEGFR-1 on tyrosiinikinaasi reseptori, joka
osallistuu verisuonten kehittymiseen ja angiogeneesiin sitomalla VEGF:33 solun
mikroymparistosta. Kun hiiriin, jotka eivat ilmentaneet soluissaan a2B1-integriinia, oli
istutettu melanoomasoluja, hiirten endoteelisolujen tuottama VEGFR-1 lisdantyi. N&illa
hiirilla myos kasvaimen kasvu ja angiogeneesi olivat lisdantyneet. Samaa lopputulosta ei
kuitenkaan havaittu kaytettdessa eri syopasoluja. Lewisin keuhkokarsinooma solujen
(LLC, engl. Lewis lung carsinoma) kaytto kokeissa melanoomasolujen sijaan ei lisdnnyt

kasvaimen kasvua ja angiogeneesia. Istukan kasvutekijan (PLGF, engl. placental growth

27



factor) todettiin olevan syyna eroihin syopasolujen valilld, ja kun vahan PLGF:33
ilmentaville LLC-soluille annettiin lisda PGLF:33, a2B1l-integriinin puuttuminen lisasi

angiogeneesia myos LLC soluilla. (Zhang Z ja muut 2008)

a2B1-integriini saitelee angiogeneesia todenndkoisesti saatelemalla VEGFR-1:n
ilmentymista. PLGF:n ldsndolo on valttamatonta, jotta a2f1-integriinin puuttumisesta
johtuva VEGFR-1:n ilmentymisen lisdantyminen johtaisi lisddntyneeseen angiogeneesiin
ja kasvaimen kasvuun. Lisaksi alfl-integriinin osallistuu angiogeneesin saatelyyn
vhdessa a2B1-integriinin kanssa. Angiogeneesin saatelyyn a2B1-integriinin kautta
vaikuttavat monet tekijat, ja sen toiminta todennakdisesti riippuu pitkalti syopasolujen
ja mikroympariston valisestd vuorovaikutuksesta. (Zhang Z ja muut 2008; Ghatak S ja

muut 2016)

4.6 a2B1-integriini metastaasissa

Luu on yleisin paikka, jonne eturauhassyopa muodostaa etdpesakkeitd, ja yli 80 %:lta
eturauhassyopaan kuolleista miehista loytyy etdapesakkeita luusta. (Bubendorf L ja muut
2000) Luu muodostuu suureksi osaksi soluvaliaineen kollageeni | -proteiinista, jonka
reseptorina useat integriinit kuten, a2pl-integriini, toimivat. a2Bl-integriinin on
todettu olevan valttamaton, jotta eturauhassyopa pystyy muodostamaan etapesakkeita

luuhun. (Hall CJ ja muut 2006)

Hall CL ja muiden (2006) tekemassa tutkimuksessa selvisi, etta kollageeni | lisda suuria
maaria a2Bl-integriinia ilmentavien eturauhassydpasolujen migraatiota in vitro, mutta
ei vaikuta solujen proliferaatioon. He loivat tutkimuksensa aikana LNCaPc-solulinjan,
jonka avulla he tutkivat solujen kykyd muodostaa kasvaimia luuhun hiirilla. Tama uusi
solulinja ilmensi a2f1l-integriinia enemman kuin tavalliset LNCaP-solut. Ne myos

kykenivat aloittamaan kasvaimen luussa toisin kuin tavalliset LNCaP-solut.
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5. ENDOSTATIINI

5.1 Endostatiinin rakenne

Endostatiini on kollageeni XVIIl:n C-terminaaliseesta paasta proteolyyttisesti katkaistu
noin 20 kDa:n kokoinen osa. Se sitoo sinkkimolekyylin Idhelle sen N-terminaalista paata,
ja taman sinkin on todettu olevan tarkea endostatiinin laskostumisen kannalta, mutta
endostatiinin toimintaan sen ei ole todettu vaikuttavan. (Ding YH ja muut 1998; Han Q

ja muut 2007) Kuvassa 4 on esitetty endostatiinin rakenne.

Kuva 4 Endostatiini on 20 kDa:n kokoinen osa
kollageeni XVIIl:n N-terminaalisesta paasta.

Kollageeni XVIII on al-ketjuista muodostuva homotrimeeri, jota esiintyy epiteelin ja
verisuonten tyvikalvoissa (Walia A ja muut 2015). Sen karboksyyli-pddan on todettu
jakaantuvan kolmeen globuraaliseen osaan, joita kutsutaan endostatiineiksi. Nama 180
aminohapon mittaiset globuraaliset osat kiinnittyvdat monia katkaisukohtia sisadltavan
saranadomeenin avulla 50 aminohapon mittaisen assosiaatio-domeeniin. Kollageeni
XVI:n karboksyyli-pdata, joka sisdltda assosiaatio-domeenin, saranadomeenin ja

globulaarisen osan, kutsutaan NC1-domeeniksi. (Sasaki T ja muut 1998)

Useiden eri katepsiinien sekd MMP:den on todettu pilkkovan kollageeni XVlll:ta.
Katepsiinit L, B ja K pilkkovat endostatiinia tehokkaimmin. Katepsiini D sekd MMP-2,
MMP-3, MMP-7, MMP-9, MMP-12, MMP-13, MMP-14, MMP-20 seka haiman elastaasi
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osallistuvat endostatiinin tai muiden NC1-fragmenttien pilkkomiseen kollageeni
XVIll:sta. (Ferreras M ja muut 2000; Wen W ja muut 1999; Lin HC ja muut 2001) Muita
NC1l—paasta pilkottuja fragmentteja endostatiinin lisaksi ovat MMP-7 ja MMP-14
tuottamat fragmentit neostatiini-7 (28 kDa) ja neostatiini-14 (23 kDa). Myods nailla
fragmenteilla on todettu samankaltaisia kasvaimen kasvua inhiboivia ominaisuuksia,
kuin endostatiinilla. (Chang JH ja muut 2005; Lin HC ja muut 2001; Heljasvaara R ja muut
2005) Kuvassa 5 on esitettyna kollageeni XVIII:n NC1—domeenin rakenne ja yleisimpia

sita pilkkovia proteaaseja.
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Kuva 5 Kollageeni XVIII:ta pilkkovat useat eri
proteinaasit. Katepsiinit pilkkovat kollageeni XVIIl:n
N-terminaalisesta paasta 20 kDa:n kokoisen osan,
endostatiinin. MMP-14:n pilkkomaa osaa kutsutaan
neostatiini-14:ta ja MMP-7:n pilkkomaa osaa
neostatiini-7:si. Muokattu artikkelista: Endostatin's
emerging roles in angiogenesis, lymphangiogenesis,
disease, and clinical applications. Walia A. ja muut
2015, Biochimica et Biophysica Acta (BBA)
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5.2 Endostatiini angiogeneesissa

Hiirilla tehtyjen tutkimusten perusteella kollageeni XVIII on tarked komponentti
angiogeneesissa. Sen puuttumisen on todettu heikentdvan angiogeneesia
vastasyntyneiden hiirten verkkokalvoissa ja saavan aikaan epamuodostuneen
verisuoniverkoston. (Hurskainen M ja muut 2005) Samanlaisia tuloksia on saatu hiirten
lihaksia tutkittaessa. Kollageeni XVIIl:n puuttumisen on todettu vaikuttavan lihasten
verisuonistoon ja verisuonten kapillaareihin, jotka olivat monin tavoin
epamuodostuneita kollageeni XVIII:n puuttuessa. Taman lisdksi verisuonten endoteeli
seka tyvikalvo muodostuivat normaalia paksummiksi ja luumen normaalia

kapeammaksi. (Rygh CB ja muut 2014)

Kollageeni XVIll:ta pilkotun osan endostatiinin on useissa tutkimuksissa raportoitu
toimivan angiogeneesissa ja erityisesti sitd inhiboivana tekijana. Ensimmaisena
endostatiinin anti-angiogeneettiset ominaisuudet huomasivat O’Reilly MS ja muut
(1997). Heiddan kananmunissa suoritetuissa tutkimuksessaan endostatiinin todettiin
inhiboivan verisuonten muodostumista. Ennen endostatiinin 16ytymista O’Reilly MS ja
muut (1994) olivat eristaneet toisen angiogeneesid inhiboivan 38 kDa kokoisen
proteiinin angiostatiinin LLC-soluista. Endostatiinin he |0ysivat kayttamalla samaa
menetelmaa, jolla angiostatiini oli aiemmin I6ydetty. Eturauhassyopasoluilla tehdyssa
tutkimuksessa seriiniproteaasin on todettu tuottavan angiostatiinia pilkkomalla sita
plasminogeenista (Gately ja muut 1996). My0s toisen kollageeni XVIIl:sta pilkotun osan,
neostatiini-7:n, on todettu inhiboivan angiogeneesia sekd imusuonten kehittymista.
Neostatiini-7 on endostatiinia suurempi kollageeni XVIll:n fragmentti, joka sisaltaa
endostatiinin, ja sen on todettu vahentdvian rekombinantti-FGF:lla indusoidun
imusuonten kehittymista hiirilla seka kiinnittyvdan VEGFR-3:een, joka my6s on tarkea

imusuonten kehittymiseen vaikuttava tekija. (Kojima T, Azar DT ja Zhang JH 2008)

Mekanismi, jolla endostatiini inhiboi angiogeneesia, ei ole vield tdysin tiedossa, mutta
VEGF:n ilmentymiseen sen ei ole todettu vaikuttavan. (Hurskainen M ja muut 2005)
Toisaalta Kim YM ja muut 2002 raportoivat, ettd endostatiini mahdollisesti estaisi
VEGF:n signaloinnin vuorovaikuttamalla tyrosiinikinaasi KDR/Flk:n kanssa. KDR/Flk:n on
todettu olevan keskeisessd osassa VEGF:n indusoidessa kasvaimen kasvua ja

angiogeneesida maksasyopasoluissa (Yoshiji H ja muut 1999). Endostatiinin on myos
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raportoitu toimivan adenosiinitrifosfataasina (ATPaasi, engl. adenosinetriphosphatase),
ja taman ATPaasi-aktiivisuuden on todettu olevan tdrked endostatiinin anti-

angiogeneettisten ominaisuuksien kannalta (Wang S ja muut 2015).

Vuonna 2005 Li C ja muut esittivat, ettd solujen endostatiinille altistumisen pituudella
olisi merkitysta angiogeneesissa, ja ettda lyhyt altistuminen toimisi angiogeneesia
edistavana, kun taas pitempi altistus toimisi angiogeneesia inhiboivana. Myds Morbidelli
L ja muut 2003 havaitsivat endostatiinin mahdollisesti toimivan angiogeneesia
edistavana. He jakoivat endostatiinin neljadan fragmenttiin, joista ensimmainen
fragmentti sisalsi aminohapot 1-39 alkaen NC1 domeenin aminohaposta histidiini132.
Fragmentti, joka sisalsi aminohapot 90-134, naytti edistdvan angiogeneesia hiiren
sarveiskalvossa, kun taas loput fragmentit joko inhiboivat tai eivat vaikuttaneet

angiogeneesiin.

5.3 Endostatiini migraatiossa ja metastaasissa

Endostatiinin tiedetdan inhiboivan useita syovan kehityksen kannalta tarkeita
prosesseja, ja solujen migraatio on yksi ndista angiogeneesin ohella. Sudhakar A ja muut
2003 tekemdssa tutkimuksessa endostatiinin todettiin sdaatelevan endoteelisolujen
migraatiota inhiboimalla FAK:ta. FAK:n on todettu sdatelevan endoteelisolujen
migraatiota mitogeenin aktivoiman proteiini (MAP) -kinaasi- ja ERK—signalointireitin
kautta. (Clark EA ja Brugge JS 1995; Cary LA ja muut 1998). VEGF:n indusoimassa
endoteelisolujen migraatiossa ERK1 sdatelee solutukirangan uudelleen jarjestaytymista
ja MAP-kinaasi homologi p38:n puolestaan integriinien ja proteinaasien ilmentymista
(Becker BM ja muut 2001). Sudhakar ja muut (2003) huomasivat endostatiinin
kiinnittymisen fibronektiinireseptorina toimivaan a5B1-integriiniin inhiboivan FAK:n
lisaksi Raf:n, ERK1/2:n, MEK1/2:n ja p38:n fosforyloitumista. Kun endoteelisolujen
annettiin kiinnittya fibronektiiniin a5B1-integriiniin  kautta ilman endostatiinin

lasndoloa, FAK/cRaf/MEK/ERK-signalointireitti aktivoitui.

Wang S ja muut 2015 raportoivat endostatiinin ATPaasi-aktiivisuudesta ja testasivat
luomiensa eri endostatiini—mutanttien vaikutusta ihmisen napanuoran solujen
migraatioon. Mutantit, joiden ATPaasi—aktiivisuudet olivat heikommat, inhiboivat

solujen migraatiota vidhemman kuin villityypin endostatiini. Mutantti, jonka ATPaasi-
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aktiivisuus oli suurin verrattuna muihin mutantteihin ja villityypin endostatiiniin, inhiboi

migraatiota eniten.

Rotan sydanfibroblasteilla tehdyssa tutkimuksessa endostatiinin todettiin inhibition
sijaan lisdavan solujen migraatiota. Tutkimuksessa PI13K/Akt-signalointireitin inhibointi
esti solujen migraation, ja endostatiini lisasi Akt:n fosforylointia. (Okada M ja muut 2015)
Sudhakar ja muut olivat jo vuonna 2003 tutkineet endostatiinin vaikutusta Akt:n
fosforylointiin kayttdaen ihmisen napanuoran soluja ja ihmisen rekombinantti (rh, engl.
recombinant human) -endostatiinia. Tuolloin he totesivat, ettd endostatiini ei inhiboi
Akt:n fosforylointia, mutta tutkimuksessa ei testattu endostatiinin kykya aktivoida

Akt:ta.

5.4 Endostatiini ja integriinit

Vuonna 2001 Rehn M ja muut testasivat usean eri integriinin kykya sitoutua
endostatiiniin. RGD-sekvenssin tunnistavien a5-, av- ja PBl-integriinien todettiin
valittavan ihmisen napanuoran solujen adheesiota endostatiinilla paallystetylla maljalla.
B1l-alayksikon sisaltamat ei-RGD-sekvenssid tunnistavat integriinit taas eivat
kiinnittyneet endostatiiniin. Solujen kiinnittymisen endostatiiniin todettiin tapahtuvan
pdadasiassa a5B1-integriinin valitykselld, mutta myods avp3-integriinin ja avB5-integriinin

osallistuvan kiinnittymiseen jossain maarin.

Samana vuonna Wickstrom SA ja muiden (2001) tekemassa tutkimuksessa selvitettiin
endostatiinin vaikutusta FA:hin, mutta tutkimuksissa kaytettiin liukoista endostatiinia
immobilisoidun sijaan. Liukoisen endostatiinin kaytté adheesiokokeissa ihmisen ihon
mikrovaskulaarisilla endoteelisoluilla todettiin hairitsevan solujen muodostamia FA:ta.
Endostatiinin ldsna ollessa solujen FA:t alkoivat purkaantumaan ja solutukirangan
aktiinistressisdikeet katosivat, mikd my0Os viittasi siihen, ettd endostatiini oli
vuorovaikutuksessa integriinien kanssa. (Wickstrém SA ja muut 2001) Vuonna 2009 Faye
C ja muut saivat selville endostatiinin aminohappojen arginiini27 ja arginiini139 olevan

tarkeita endostatiinin sitoutuessa integriineihin ja heparaanisulfaattiin.

Kuten Rehn M ja muut (2001) totesivat endostatiinin sitoutuvan a5p1-integriiniin,
Wickstréom SA ja muut (2002) tekivat saman huomion vuotta mydhemmin. Lisdksi he

havaitsivat endostatiinin indusoivan aktiinisaikeisiin kiinnittyneiden a5B1-integriinin
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klusteroitumisen, ja niiden sijoittumisen solun pinnalla samoihin osiin kuin solukalvon
adapteriproteiini kaveoliini-1. Kaveoliini-1:n on todettu osallistuvan integriini-
valitteiseen signalointiin kiinnittymalla Fyn-kinaasiin, joka puolestaan on mukana
aktivoimassa Shc-Ras-ERK signalointia (Wary KK ja muut 1998). Endostatiinin todettiin
lisadvan Src-perheen kinaasien aktiivisuutta ja muokkaavan myods sitd, miten solut

tuottavat fibronektiinia ymparilleen (Wickstrém SA ja muut 2002).

6. ETURAUHASSYOPA

Eturauhassyopa on miesten yleisin syopa ja vuonna 2010 se aiheutti noin 250 000
kuolemaa maailmanlaajuisesti (Lozano R ja muut 2010). Eturauhassyopa on usein
mahdollistaa hoitaa leikkauksella ja sateilyhoidolla, mutta noin 30 % sy6vista uusiutuu
ja naista tapauksista noin 10 % johtaa kuolemaan (Buyyounouski MK ja muut 2012).
Eturauhassyovan kehittyessa sydpasolut lisddvat androgeeni-reseptorin  (AR)
ilmentamistd, seka autokriinisesti ja parakriinisesti signaloivan androgeenin tuotantoa.
Lopulta solut omaksuvat tapoja kasvaa ja jakaantua AR:n toiminnasta riippumattomalla
tavalla. Eturauhassyopa voi muodostaa etdapesakkeita useisiin eri kudoksiin, joista luu on
yleinen paikka metastaasille. Luumetastaasi onkin yleisin syy eturauhassyovasta
aiheutuneisiin kuolemiin. (Jin JK, Dayyani F ja Gallick GE 2011) Tulehdus ja sen
muokkaama mikroympadristd ovat eturauhassyovan riskitekijoita vaikuttavat syévan

kehittymiseen. (Sfanos KS ja muut 2018)

6.1 a2f1-integriini eturauhassyovan kantasoluissa

Syovan  kantasoluiksi  luokitellaan sellaiset syopdsolut, jotka muistuttavat
ominaisuuksiltaan kantasoluja. Niiden aineenvaihdunta on hitaampaa kuin tavallisilla
nopeasti kasvavilla ja jakautuvilla sy6pasoluilla, ja ne pystyvat aloittamaan uuden
kasvaimen riippumatta siitd, ovatko ne kiinnittyneena soluvaliaineeseen vai eivat. Lisaksi
syovan kantasolujen kyky kayda ldpi apoptoosi on heikentynyt. Syopahoidot on
tavallisesti kohdennettu nopean aineenvaihdunnan soluihin, ja siksi syovan kantasolut
usein selvidvatkin hoidoista. (Castillo V ja muut 2014) Eturauhassydvan kantasolujen
tunnistamiseen on kaytetty useita eri biomarkkereita, joita on listattuna taulukkoon 1.

(Zhang K ja muut 2016)
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Taulukko 1. Eturauhassyévan kantasolujen biomarkkereita

. Kkeri Transmembraani- Glyko- . Transkriptio- Solun ulkopuoli-
Blomarkkerl .. roteiini proteiini Entsyymi tekija nen proteiini MRNA
Integriinit Kylla
CD44 Kylla
CD133 Kylla Kyll&
CD166 Kylla
CDI117 Kylla - Kylla
ALDHI i . . Kyllg
ABCG2 Kylla
50X2 - - - Kylla
EFH2 - - Kylld
CPACP - - Kyll3
AR splice
s.,p1 Kyll3
variants
HGF - - - - Kyl
TGM2 - - Kylld

Taulukko 1 Lista eturauhassyovan kantasolujen tunnistuksessa kaytetyistd
biomarkkereista, sekd niiden sijoittuminen ja toiminta kudoksessa. Muokattu
katsausartikkelista: Current Stem Cell Biomarkers and Their Functional Mechanisms in
Prostate Cancer; Zhang K ja muut 2016, International Journal of Moleculas Sciences.
Eturauhassyovan kantasolujen yhtena merkkiproteiinina pidetdaan a2p1l-integriinia.
Collins AT ja muut (2001) kayttivat a2B1 -integriinia apuna eristdessa eturauhassyovan
kantasoluja kudoksesta. He nayttivat, ettd eturauhasen epiteelisoluista ne solut, jotka
ilmensivat a2B1 -integriinid eniten, pystyivat muodostamaan eturauhasen epiteelin ja
erilaistumaan kaikiksi sen tarvitsemiksi soluiksi. Kantasolujen kaltaiset solut kyettiin
eristdmaan muista soluista kollageeni I:n avulla, sillda a2B1 -integriinia paljon ilmentavat
solut kiinnittyivat siihen nopeasti, toisin kuin muut solut. Integriinia paljon ilmentaneet
solut sijoittuivat eturauhasen epiteelin basaalille puolelle ja ne kasvoivat hitaammin

verrattuina muihin epiteelin basaalin puolen soluihin.

6.2 Eturauhassyovan tutkiminen 3D-kasvatuksissa
M. Ojalill ja muut (2018) tekivat analyysin eturauhasesta eristettyjen fibroblastien in
vitro tuottaman soluvéliaineen sisdltamista proteiineista massaspektometriaa kayttaen.

He vertasivat tutkimuksessa miten perinteisesti kdytetyssa 2D-maljakasvatuksessa ja
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uudemmassa 3D-kasvatusmallissa solujen mikroymparistoét erosivat toisistaan, ja
vertasivat tuloksia kudosndytteisiin. 3D-kasvatusmallin on ajateltu toimivan parempana
mallina kudoksille kuin perinteisten maljakasvatusten, ja olevan siksi parempi malli
syopatutkimuksessa (Fennema E ja muut 2013). 2D- ja 3D-kasvatusten valinen ero
osoittautui kuitenkin pieneksi, eika kumpikaan tekniikoista luonut soluvaliainetta, joka

olisi ollut Iahempana kudosta (Ojalill M ja muut 2018 a).

Perasuolisyovasta eristetyilla primaarisoluilla tehdyssa tutkimuksessa taas 3D-
kasvatusmallin todettiin olevan hyva malli edustamaan alkuperadisen kasvaimen tilaa. 3D
-kasvatukset onnistuvat sailyttamaan alkuperdisen kudosndytteen histologian ja

proteiinien ilmentymiskuvion. (Jeppesen M ja muut 2017)

6.3 Aktivoidut fibroblastit eturauhassyovassa

Aktivoitujen fibroblastien on todettu olevan tarkedssa osassa eturauhassydpakasvaimen
kehittdessa vastustuskyvyn eri syopaladkkeitda vastaan. Kemoterapeuttisten aineiden
doksirubisiinin, paklitakselin ja mitomysiini C:n kyky indusoida solukuolema
eturauhassyOpdasoluissa on todettu alentuvan merkittavasti aktivoitujen fibroblastien
ollessa lasna solukasvatuksissa. Aktivoitujen fibroblastien todettiin vaimentavan p53:n
toimintaa, ja doksirubisiinilla kasitellyissa soluissa ne vahensivat DNA-vaurioita seka
ladkkeen kertymista syopasoluihin. Lisaksi aktivoidut fibroblastit vahensivat vapaiden
happiradikaalien tuottumista doksorubisiinilla seka paklitakselilla kasitellyissa soluissa.

(Cheteh EH ja muut 2017)

6.4 Kasvaimen mikroymparist6 vaikuttaa metastaasiin eturauhassyovassa

Hiirilla tehdyssa tutkimuksessa selvitettiin miten eturauhassyopa metastoi, kun
eturauhassyopakasvain istutettiin erilaisen mikroympariston omaaviin kudoksiin.
Kasvaimet istutettiin joko ihon alle tai eturauhaseen. Hiiret, joilla kasvain oli istutettu
eturauhaseen, muodostivat herkemmin etdpesakkeita. Lisaksi kollageenin ilmentymista
tarkasteltiin istutetuissa kasvaimissa ja selvisi, ettd kollageeni I:td ilmentyi enemman
eturauhaseen istutetuissa kasvaimissa kuin ihonalaisissa kasvaimissa. Eturauhaseen
istutetuissa kasvaimista havaittiin myos suurempi maara aktivoituneita fibroblasteja
sekd kollageenin tuottoa indusoivaa kasvutekijaa TGF-B:aa, kuin ihonalaisissa

kasvaimissa. (Penet M-F. ja muut 2017)
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6.5 Eturauhassyovan diagnosointi

Eturauhaselle spesifinen antigeeni (PSA, engl. Prostate spesific antigen) on ainoastaan
eturauhasen solujen tuottama proteiini, jonka pitoisuutta verenkierrossa kaytettaan
eturauhassyopadiagnostiikassa. Wang MC ja muut 1981 saivat eristettya PSA:ta ihmisen
seerumista ja ehdottivat sen kayttdéa, eturauhassydvan diagnosoinnissa ja hoidon
seurannassa. Catalona WJ ja muut (1991) vertasivat PSA-arvon luotettavuutta muihin
eturauhassydvan diagnosoinnissa kaytettyihin menetelmiin, ja totesivat sen
luotettavammaksi kuin ultradanitutkimus tai perdaukon kautta tehtava tutkimus. PSA:n
rajoituksena diagnostiikassa on sen pitoisuuksien suuri vaihtelu eri henkildiden valilla.
PSA onkin kaytossa diagnosoinnin alkuvaiheessa ja lopullinen diagnoosi saadaan vasta

eturauhasesta otetuista koepaloista. (Iremashvili V ja muut 2016)

6.6 Eturauhassyovan hoito

Eturauhassydvan hoito aloitetaan nykyisin potilaan kastraatiolla, joko leikkaamalla tai
ladkehoidolla androgeenien tuotannon vdhentamiseksi. Talla pyritddn estamaan
eturauhassydpasolujen AR:n toiminta, jonka tiedetadan olevan tarked syovan
etenemisen kannalta. AR:n kohdistuva hoito heikentda tautia, mutta syopa voi
my6hemmin kehittya kastraatiolle resistentiksi, jolloin taudin ennuste huononee ja
taudin hoito muuttuu haastavammaksi. (Yap TA ja muut 2016) Eturauhassydpasolut,
jotka eivat ilmenna AR:33 ovat kastraatiolle resistentteja, eivatka AR:n toimintaan
vaikuttavat ladkkeet tehoa niihin. Pitkdlle edenneessa sairaudessa AR:n ilmentymisen

on todettu vaihtelevan solujen valilla (Shah RB ja muut 2004).

Eturauhassyovan hoitoa vaikeuttaa syovan heterogeenisyys. Samassa kasvaimessa
olevien syopasolujen genomit poikkeavat toisistaan, mika aiheuttaa suuren vaihtelun eri
syopasolujen transkriptomien ja proteomien vililla. Useita ladkkeitd on kuitenkin
onnistuttu kehittdmaan ja kehitetadn edelleen. Esimerkkeja jo olemassa olevien ja
kehitteilld olevien laakkeiden kohteista ovat AR:n toiminta, PI3K-Akt -signalointireitti,

WNT-signalointi sekda DNA:n korjauksessa tapahtuneet virheet. (Yap TA ja muut 2016)
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OSA II: KOKEELLINEN OSUUS

JOHDANTO

Tyon tarkoituksena oli selvittad miten eturauhassyopasolut kayttaytyvat, kun niita
kasvatetaan yhdessa syovan aktivoimien fibroblastien kanssa 3D-kasvatuksissa eli
sferoideissa. Kasvaimet koostuvat useista eri solulajeista, ja kasvaimen kehittyminen ei
ole yksistaan kiinni syopdasoluista, vaan syopasolujen ja muiden ymparilla olevien solujen
keskinadisista vuorovaikutuksista. Kasvaimessa solut voivat olla kosketuksissa toistensa
kanssa muodostaen solu-soluliitoksia, sekad tuottavat soluvdliaineen proteiineja ja
ohjailevat toistensa kayttaytymista tuottamalla kasvutekijoita. Kasvaimet kehittyvat
ndin yhdessa mikroymparistonsa kanssa ja ovat kehityksessdan riippuvaisia siitd. 3D-
kasvatuksilla, jotka sisalsivat myos fibroblasteja, pyrittiin padsemaan lahemmaksi tilaa,
jossa kasvaimen solut luonnollisesti ovat, ja jota 2D-kasvatusmallilla ei pystyta

saavuttamaan.

Tyossa kaytettiin kahta eri kaupallista eturauhassyopasolulinjaa, joista toinen oli
perdisin aivometastaasista (DU145) ja toinen Iluumetastaasista (PC3), seka
syOpapotilaan kasvaimesta eristettyja fibroblasteja. Sferoideista tutkittiin, miten solut
migroivat kollageeni | alustalla ja invasoivat kollageeni | -geeliin, kun niita kasvatettiin
yksin tai yhteisviljelmissa fibroblastien kanssa eri olosuhteissa. Sferoideissa kasvaneiden
solujen tuottamaa soluvdliainetta tutkittiin proteomiikan ja massaspektrometrian
avulla, ja tuloksia vertailtiin eri kasvatusten valilla. Massaspektrometriasta saatuja
tuloksia  tarkasteltiin  |[ahemmin  Western  blot -menetelmalla.  Lisaksi
yhteisviljelmasferoideista tutkittiin sydpadsolujen ja fibroblastien sijoittumista sferoidissa

toisiinsa nahden.
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7 MATERIAALIT JA MENETELMAT

7.1 Solulinjat

7.1.1 Solulinjojen yllapito

Eturauhassyopasolulinjoina kaytettiin kaupallisia DU145- ja PC3-soluja (ATCC, engl.
American type culture collection). Fibroblasteina kdytossa olivat
eturauhassydpapotilaan kasvaimesta eristetyt primaarifibroblastit. Soluja yllapidettiin @
10 cm maljoilla ja kasvatusliuoksena kaytettiin RPMI 1640:ta (Lonza), joka sisalsi 10 %
(v/v) vasikan sikion seerumia (engl. fetal calf serum, FCS, Biowest), penisilliini-
streptomysiini -antibioottia 100 yksikk6d/ml ja glutamiinia (Cibco) 2 mM. Solut jaettiin
kun maljojen konfluenssi lahenteli 90 %. Solujen irrotuksessa kaytettiin trypsiini-EDTA:ta

(etyleenidiamiinitetraetikkahappo, Lonza).

7.1.2 az-integriinin ja CD44:n ilmentyminen tarkastettiin virtaussytometrilla

DU145- ja PC3-soluja kasvatettiin @ 10 cm maljoilla 80 % konfluenssiin, pestiin
fosfaattipuskiuroidulla suolaliuoksella (PBS, engl. phosphate buffer saline Lonza) ja
irrotettiin maljoilta. Trypsiini inhiboitiin solujen irrottua lisaamalla trypsiini-inhibiittoria
(T9128, Sigma Aldrich) 1mg/ml 1:1 tilavuussuhteessa maljalle, jonka jalkeen solut
sentrifugoitiin 500 x g, 4min huoneenlammdossa (RT). Solut suspentoitiin PBS:3an ja

laskettiin solulaskurilla (BIO-RAD, TC10) ennen naytteiden valmistamista.

Naytteet valmistettiin niin, ettd ne sisalsivat 700 000 solua. Oikea maara soluja lisattiin
1,5 ml eppendorf-putkeen ja pestiin suspensoimalla ne PBS:dan. Soluja sentrifugoitiin 4
min, 500 x g, RT, jonka jalkeen soluille lisattiin blokkausliuos 1 %(v/v) FCS-PBS. Soluja
blokattiin jailla 30 min epaspesifisten sitoutumisten estamiseksi, jonka jalkeen solut
pestiin PBS:ll3 kuten edelld. Taman jalkeen soluille lisattiin ihmisen a2-integriinin
tunnistava hiiren monoklonaalinen primaarivasta-aine (12F1, #555668, BD Pharmingen)
7,5 ng/ml. Naytteita inkuboitiin 1 h, +4 C, pyorittdjassa. Naytteet pestiin kaksi kertaa
PBS:lld kuten edelld ennen aasissa tuotetun hiiren 1gG:n tunnistavan polyklonaalisen
sekundaarivasta-aine Alexa fluor 647:n (A-31571, Invitrogen) 1,6 ng/ml seka rotassa
tuotettu monoklonaalisen FITC (Fluoresiini-5-isotiosyanaatti)-suorakonjugoidun CD44:n
tunnistavan vasta-aineen (ab19622, Abacm) 10 ng/ml lisdysta. Naytteitd inkuboitiin

sekundaarivasta-aineen kanssa 40 min, +4 C, pyorityksessa. Vatsa-aineen epaspesifinen
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sitoutuminen maariteltiin varjaamalla kontrollisolut Alexa Fluor 647 sekundaarivasta-
aineella 1,6 ng/ml seka aasissa tuotetulla rotan IgG:n tunnistavalla FITC-konjugoidulla
sekundaarivasta-aineella 6 ng/ml. Kaikissa vasta-ainelaimennoksissa kaytettiin
blokkauspuskuria. Solut pestiin kaksi kertaa kuten aiemmin ja ndytteet suspensoitiin
PBS:adn mittausta varten. Laitteen kalibrointia varten valmistettiin kummastakin
solulinjasta naytteet, joka sisalsivat 600 000 varjaamatonta solua. Mittaus suoritettiin
LSR II (BD Biosciences; FITC:n eksitaatio 488 nm:ssd) virtaussytomtrilla ja tulokset

analysoitiin FlowJo-ohjelmalla (FlowJo, LLC).

7.1.3 Mikroskooppindytteiden valmistus fibroblasteista

Fibroblasteille suoritettiin immunofluoresenssi-varjdys (IF) ennen migraatio- ja
invaasiokokeiden aloittamista, jotta voitiin varmistua, ettd ne todella olivat aktivoituja
fibroblasteja. Soluja kasvatettiin peitinlasien paalla @ 6 cm maljoilla yon yli 400 000
solua/malja. Solut fixattiin peitinlaseille 4 % PFA-PBS:Ila (paraformaldehydi) 20 min ja
solukalvo tehtiin lapdisevaksi PBST:la (0,1 % Triton-X-100, PBS) 5 min
huoneenlamma@ssa. Solut huuhdeltiin PBS:l1a ja blokattiin 3 % BSA-PBS:1Ia 1 h RT. Taman
jalkeen soluille lisattiin primaarivasta-aineet: kanin monoklonaalinen alpha siledlihas
aktiini (aSMA, engl. alpha smooth muscle actin, ab32575, Abcam) laimennettuna 1:100
3 % BSA-PBS:ssa seka hiiren monoklonaalinen pan-sytokeratiini (cytokeratin C2562,
Sigma) laimennettuna 1:100 3 % BSA-PBS:ssa ja inkuboitiin 1 h RT. Solut pestiin kolme
kertaa PBS:lIa ja niille lisattiin kanin 1gG:n tunnistava polyklonaalinen sekundaarivasta-
aine Alexa fluor 555 10ng/ml laimennettuna 3 % BSA-PBS:ssd sekd hiiren 1gG:n
tunnistava polyklonaalinen sekundaarivasta-aine Alexa fluor 488 10 ng/ml
laimennoksena 3 % BSA-PBS:ssd. Solut pestiin kolme kertaa kuten edella ja niille lisattiin
1:500 laimennettu DAPI (4',6-diamidino-2-phenyyli-indoli, engl.4',6-diamidino-2-
phenylindole) 3 % BSA-PBS:ssa. Soluja inkuboitiin DAPIl:n kanssa 10 min RT. Peitinlasit
kiinnitettiin objektilaseille solupuoli alaspadin Mowioli-DABCO-peitinaineella (30 % [w/V]
glyseroli; 12 % [w/v] mowiol; 0,6 M Tris-HCl pH 8,5, 2,5 % [w/v] 1,4-
diatsabisyklo[2.2.2]oktaani [DABCO]).
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7.2 Migraatio ja invaasio

7.2.1 Solujen varjays

Soluja kasvatettiin @ 10 cm 80 % konfluenssiin, jonka jalkeen solut varjattiin CellTracker-
variaineilla: fibroblastit oranssilla variaineella (CMTMR, ret C34551, Invirtogen) ja
syopasolut vihrealld vériaineella (CMFDA, ret C7025, Invitrogen). Solut varjattiin
lisaamalla niille variaineen sisdltava kasvatusliuos (RPMI 1640; 10 % FCS; 5 uM
CellTracker, 14,1 mM DMSO(dimetyylisulfoksidi)). Solujen annettiin véarjaantya
inkubaattorissa 1 h. Varjayksen jalkeen solut huuhdeltiin PBS:lld, ja niiden annettiin
palautua 30 min inkubaattorissa variainetta sisaltamattémassa kasvatusliuoksessa

(RPMI 1640, 10 % FCS) ennen sferoidien valmistusta.

7.2.2 Sferoidien valmistus

Sferoidien valmistusta varten valmistettiin agaroosimuotit (2 % [w/v] agaroosi; 0,9
%[w/v] NaCl) kdyttaen kaupallisia muotteja (MicroTissues 3D Petri Dish micro mold
speroids, Sigma) valmistajan ohjeen mukaan. Agaroosimuotteja tasapainotettiin yon yli
seerumittomassa kasvatusliuoksessa inkubaattorissa. Seuraavana paivana kasvatusliuos
vaihdettiin muottien ympariltd ja muotteja tasapainotettiin uudessa kasvatusliuoksessa

30 min inkubaattorissa.

Varjatyt solut irrotettiin maljoilta ja trypsiini inhiboitiin trypsiini-inhibiittorilla. Soluja
sentrifugoitiin 4 min, 450 x g, RT. Solut laskettiin solulaskurilla (BIO-RAD, TC10). Soluja
lisattiin tasapainotettuihin muotteihin 140 000 kpl/muotti. Yhteisviljelmissa, joissa oli
sekd syopasolujen etta fibroblasteja, soluja lisattiin 280 000 kpl/ muotti, niin etta
kumpaakin solulinjaa oli 140 000 solua/muotti. Solujen annettiin laskeutua muottien
pohjalle 10 min inkubaattorissa ennen kuin muotin ymparille lisattiin seerumitonta

kasvatusliuosta. Sferoideja kasvatettiin 72 h inkubaattorissa.

7.2.3 Kuoppalevykokeet

96-kuoppalevyn (nunclon delta surface, Thermo Scientific) kuopat pdaallystettiin
kollageeni I:1ld (C4243,SIGMA) 5 ng/cm? laimennettuna PBS:34n ja levyd inkuboitiin
yonyli +4 asteessa. Seuraavana paivana kuopat pestiin kaksi kertaa PBS:IIa ja blokattiin
1 %(w/v) BSA-PBS:|la 1h inkubaattorissa. Blokkauksen jalkeen kuopat pestiin kaksi kertaa

PBS:lla. Viimeisen pesun PBS jatettiin kuoppiin ja poistettiin vasta juuri ennen sferoidien
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lisdamista. Valmiit sferoidit siirrettiin kuoppiin niin, etta jokaisen kuopan keskella oli yksi

sferoidi.

Migraatiokokeissa kuoppiin asetettujen sferoidien paalle lisattiin varovasti 100 pl
seerumitonta keratinosyyttikasvatusliuosta (KSFM, engl. keratinocyte serum free -
medium). Sferoideja kuvattiin paivittdin 96 h ajan IncuCyte ZOOM:lla, ja solujen
migraatio madritettiin laskemalla sferoidien pinta-alan kasvu. Pinta-alat laskettiin

kuvista ImagelJ-ohjelman avulla.

Invaasio kokeissa kuoppiin sferoidien paalle lisattiin 40 pl kollageeni | -geelia (2,0 mg/ml
naudan ihon kollageeni | (Nutragen, Advanced Biomatrix); 4 mM Tris-HCL pH 7,3; 20 mM
NaOH). Geelin annettiin jahmettyd 30 min inkubaattorissa ja 100 pl KSFM:a lisattiin

muodostuneen geelin paalle. Sferoidit kuvattiin ja analysoitiin kuten migraatiokokeissa.

Seka migraatio- etta invaasiokokeet suoritettiin kolmella eri tavalla. Askorbiinihapon
vaikutusta solujen liikkumisen testattiin lisddmalld sferoidien valmistuksen aikana
agaroosimuottien ymparille askorbiinihappoa 50 pg/ml sisdltdavaa seerumitonta
kasvatusliuosta. Ensimmadinen askorbiinihaponlisdys tehtiin 24 h sferoidien
valmistuksesta. Koska askorbiinihappo on epastabiili, kasvatusliuos vaihdettiin paivittdin
uuteen askorbiinihappoa sisaltavaan kasvatusliuokseen. Toisessa koeasetelmassa solut
kasiteltiin hydroksiurealla solujen jakautumisen estamiseksi. Soluille annettiin ennen
sferoidien valmistusta kasvatusliuosta, joka sisalsi 1 % FCS ja 1mM hydroksiureaa. Soluja
inkuboitiin 5 h inkubaattorissa ennen solujen varjaysta ja sferoidien valmistusta.
Sferoidien valmistuksen jalkeen muottien ymparille lisattiin 0,5 mM hydroksiureaa
sisaltavaa seerumitonta kasvatusliuosta. Kun sferoidit oli siirretty 96-kuoppalevyn
kuoppiin, niiden paalle lisattiin KSFM, joka sisdlsi 0,5 mM hydroksiurea.

Kontrollikokeissa soluille ei annettu askorbiinihappoa eika niita kasitelty hydroksiurealla.

7.3 Mikroskooppinaytteiden valmistus sferoideista

Yhteisviljelmasferoideista, joissa solut oli varjatty kuten, kohdassa 7.2.1 on kuvailtu,
valmistettiin mikroskooppindytteet. Naistd sferoideista madritettiin sydpdasolujen ja
fibroblastien sijoittuminen toisiinsa ndhden. Agaroosimuotit siirrettiin puhtaalle 24-
kuoppalevylle ja niiden ymparille lisattiin PBS:33. Muotit kadannettiin ja sferoidit

sentrifugoitiin ulos muoteista 30 s, 400 x g. Sferoideja pestiin PBS:ll3 ja fiksattiin 4 % PFA-
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PBS:ll1a 3h, +4 C. Sferoidit pestiin kaksi kertaa 5 min PBS:ll3, siirrettiin objektilaseille ja

kiinnitettiin glyserolialla. Naytteet kuvattiin ZEISS LSM780 konfokaalimikroskoopilla.

7.4 Massaspektrometrinadytteiden valmistus

7.4.1 Sferoidien valmistus ja hypotoninen hajoitus

Sferoidit valmistettiin kuten kohdassa 7.2.2 on kuvattu ja kerattiin 6. padivana.
Sferoideille vaihdettiin uusi askorbiinihappoa sisdltdava seerumiton kasvatusliuos
paivittdin kuten aiemmin. Jokaista 3D-kasvatusta valmistettiin kolme muottia. Sferoidit
kerattiin 24-kuoppalevyyn PBS:aan kuten kohdassa 7.3 ja siirrettiin 1,5 ml low binding
eppendorf- putkiin. Sferoidit sentrifugoitiin putkien pohjaan 2 min, 12600 x g, jonka
jalkeen solukalvon proteiinien liukoiset osat erotettiin solukalvosta lisdaamalla jokaiseen
ndytteeseen 150 ul hypotonista hajoitus -puskuria [10 mM Tris, 1 mM EDTA
(etyleenidiamiinitetraetikkahappo), 10ug/ml DNAasi]. Naytteitd inkuboitiin yonyli
pyorittajassa +4 C. Sferoidit sentrifugoitiin pohjaan kuten edelld ja pestiin lisaamalla 150
ul hypotonista lyysis puskuria/nayte ja sentrifugoimalla 2 min, 12600 x g. Pesu toistettiin
ja pelletti, joka sisalsi liukenemattomat soluvaliaineen ja solukalvon proteiinit, otettiin

talteen.

7.4.2 Peptidien valmistelu

Hypotonisen lyysiksen jalkeen sferoideista muodostuneiden pellettien paalle lisattiin
liuosta, joka sisdlsi 8 M ureaa ja 100 mM ammoniumbikarbonaattia, ja taman jalkeen
liuosta, joka sisdlsi 100 mM DTT:ta (ditiotreitoli, engl. dithiothreitoli), 100 mM
ammoniumbikarbonaattia, pH 8.0. Lopullinen DTT-konsentraatio naytteissa oli 10 mM.
Naytteitd inkuboitiin 2h, +37 C, pyorittdjassa ja proteiinikonsentraatiot tarkistettiin
Bradford-testilla (BIO-RAD) valmistajan ohjeen mukaan. Rikkisiltojen muodostuminen
estettiin lisddamalla jodiasetamidia naytteisiin niin, ettd sen loppupitoisuus oli 40 mM.
Naytteitd inkuboitiin 30 min huoneenlammdssd valolta suojattuna. Jodiasetamidi

inhiboitiin nostamalla naytteiden DTT-pitoisuus 30 mM:iin.

Naytteisiin lisattiin Trypsiini/Lys C -proteaasia (Promega) niin, ettd entsyymin pitoisuus
naytteessa oli 1/25 nadytteen proteiinipitoisuudesta. Aluksi entsyymia lisdttiin puolet
tastd maarastd ja naytteitd inkuboitiin 4h, +37 C, pyorityksessa. Ndytteen ureapitoisuus

laskettiin 0,6 M:iin ja trypsiini udelleen-aktivoitiin lisadamalla naytteisiin 100 mM:sta
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ammoniumbikarbonaattia niin, ettd sen loppu pitoisuus naytteissd oli 80 mM. Toinen
puoli Trypsiini/Lys C -entsyymia lisattiin naytteisiin ja inkuboitiin yon yli, +37 C,
pyorityksessa. Peptidit konsentroitiin 10K Microcon suodattimilla (MERK) valmistajan

ohjeen mukaan. Naytteet sentrifugoitiin suodattimien lapi 40 min, 14000 x g.

7.4.3 Suolan poisto naytteista

Peptidien konsentroinnin jalkeen aloitettiin suolan poisto naytteista lisaamalla niihin
trifuorietikkahappoa (TFA, engl. trifluoroacetic acid) niin, etta sen pitoisuus naytteissa
oli 1 % ja pH alle 3. Suolan poistossa kaytettiin itsetehtyja stop-and-go -poisto-karkia
(StageTip), jotka valmistettiin 200 pl pipetinkarjista. Karkiin lisattiin 3 kappaletta Empore
C18 3M kiekkoja, jotka leikattiin sopivan kokoisiksi isommasta kiekosta. Valmistetut
StageTipsit asetettiin 1,5 ml eppendorf-putkiin, joiden kanteen oli tehty reika (halkaisija
4,5 mm). StageTipsit aktivoitiin asetonitriilillda (AN) ja tasapainotettiin puskuri 1:11a (0,1
%[v/v] TFA, 2 %[v/v] AN). StageTipseja sentrifugoitiin 1 min 1700 x g ennen naytteen
lisadamista. Naytteet lisattiin 200 pl erissa ja sentrifugoitiin 3 min 1700 x g. Kun koko
ndyte oli ajettu StageTipsin lapi, C18 kiekot pestiin puskurilla 1 ja peptidit eluoitiin
puskurilla, joka sisdlsi 65 %(v/v) AN ja 0,2 %(v/v) muurahaishappoa. Pesu ja eluointi

suoritettiin ruiskun avulla, jotta C18-kasettien kuivuminen pystytiin valttamaan.

Suolan poiston jalkeen naytteet kuivattiin Speed-vacuum -laitteella ja liuotettiin 1 %(v/v)
muurahaishappoon. Proteiinipitoisuus nadytteissa pyrittiin saamaan lahelle 200 ng/ul ja
pitoisuudet tarkistettiin NanoDrop-laitteella. Lopuksi ennen
massaspektrometrilaitteella ajoa, ndytteet tehtiin happamiksi lisadmalla niihin TFA:ta

niin, ettd sen lopullinen pitoisuus naytteissa oli noin 0,5 % ja pH alle 3.

7.5 Kollageeni XVIII:n ilmeneminen tarkastettiin Western Blot-menetelmalla
Naytteitd varten valmistettiin sferoidit kuten kohdassa 7.2.2 kolme muottia/nayte.
Sferoideille vaihdettiin uusi askorbiinihappokasvatusliuos paivittdin. Kun sferoidit olivat
kasvaneet kuusi pdivaa, muotit siirrettiin puhtaaseen 24-kuoppalevyn kuoppiin ja
sferoidit sentrifugoitiin ulos muoteista kuten kohdassa 1.3. Sferoidit siirrettiin 1,5 ml:n
eppendorf-putkiin ja sentrifugoitin 2 min, 12600 x g. Sferoidit suspentoitiin
hypotoniseen hajoitus-puskuriin ja nadytteiden valmistamista jatkettiin kuten kohdassa

7.4.1.
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Hypotonisen hajoituksen jalkeen sferoidit sentrifugoitiin 2 min, 12600 x g. Saatu pelletti
suspentoitiin 40 pl RIPA-puskuriin (Pierce RIPA Buffer, Thermo Scientific). Naytteisiin
lisattiin - 20 upl SDS-ndytepuskuria (30 % [v/v] glyseroli; 10 % [w/V]
natriumdodekyylisulfaatti [SDS]; 9,3 % [w/v] DTT; bromofenolisininen; 0,35 M Tris-HCl
pH 6,8). Naytteita keitettiin 5 min 95 C ja sentrifugoitiin kevyesti. Naytteet ladattiin 12
%:n SDS-PAGE-geelille (ylageeli: 4 % [w/v] akryyliamidibisakryyliamidi [35,5:1, BIO-RAD];
0,1 M Tris-Hcl pH 6,8; 0,05 % [w/v] ammoniumpersulfaatti [APS]; 0,2 % [w/v] TEMED
[tetrametyyli-etyleenidiamiini] ja alageeli: 12 % [w/v] akryyliamidi bisakryyliamidi; 0,4 M
Tris-HCI pH 8,8; 0,033 % [w/v] APS; 0,067 % [w/v] TEMED) 25 ul naytettd/kaivo.
Proteiinien koon marittamiseksi yhteen kaivoista lisattiin molekyylipainostandardi
(Bluestar Prestained Protein Marker Plus, Nippon Genetics). Naytteita ajettiin ensin 30
min 75 V:ila ja sitten 2,5 h 115 V:lla ajopuskurissa (25 mM

Tris(hydroksimetyyli)Jaminometaani(Tris); 12,5 mM glysiini; 3,5 mM SDS).

Proteiinit siirrettiin nitroselluloosamembraanille (NitroBind, Cast, Pure Nitrocellulose,
0,22 Micron, GVS North America) markasiirrostuksena 100 min, 350 mA
siirrostuspuskurissa (25 mM Tris; 12,5 mM glysiini; 20 % [v/v] metanoli). Membraani
pestiin TBST-puskurilla (150 mM NaCl; 0,05 % (v/v) Tween-20; 10 mM Tris, pH 7,5) ja
blokattiin blokkauspuskurilla (5 % [w/v] milk-TBST) 1 h, RT. Membraania pestiin 3 x 15
min TBST:lla tasoravistelijassa ennen primaarivasta-aineen lisdamista. Vasta-aineena
kaytettiin ihmisen ja hiiren endostatiinin tunnistavaa vasta-ainetta (Pierce Endostatin
PA1-601, Thermo Fisher Scientific) laimennettuna 1:1000 5 % (w/v) BSA-TBST:hen.
Membraania inkuboitiin yon yli, +4 C, pyorityksessa. Pesut toistettiin kuten edelld ja
lisattiin sekundaarivasta-aine (926-32212, LI-COR) laimennettuna 1:8000 5 %(w/v) BSA-
TBST:hen. Membraani pestiin kuten aiemmin ja kuvattiin Odyssey LCx -kuvauslaitteella
(LI-COR). Naytteiden lataus tarkistettiin varjdamalla membraanilta B-aktiini (A1978,
MERK). Membraani siirrettiin 1:80 000 laimennettuun primaarivasta-aineeseen ja
inkuboitiin 1h, RT. Membraani pestiin kuten aiemmin, siirrettiin sekundaarivasta-
aineeseen (926-68072, LI-COR) ja kuvattiin kuten aiemmin. Tulokset analysoitiin Image

studio -ohjelmistolla (LI-COR).
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8 TULOKSET

8.1 Syopakasvaimen fibroblastit ilmentavat aSMA:ta

Ennen sferoidikokeiden aloitusta kudosnaytteista eristetyista soluista varjattiin aSMA ja
pan-sytokeratiini, jotta saatiin varmuus siitd, ettd solut todella olivat aktivoituja
fibroblasteja. aSMA:ta on yleisesti kaytetty aktivoitujen fibroblastien, seka
myofibroblastien  tunnistamisessa.  Pan-sytokeratiinia  kdytettiin  varjayksessa
negatiivisena kontrollina, silla fibroblasteissa sen ilmeneminen on heikkoa (Shiga K ja

muut 2015).

aSMA-varjdys paljasti kaikista soluista hyvin erottuvat proteiinisdikeet, jotka
muodostivat selkedn verkon solun sisdlle. Pan-sytokeratiini -varjays soluissa oli heikkoa
ja varjays nakyi vain muutamissa soluissa suttuisena ja harsomaisena tuman ymparilla
sytosolissa. Selvda sytokeratiiniverkkoa, joka vyleensd muodostuu sytokeratiinia

tuottavien solujen sisdlle tuman ympdrille, ei havaittu (Kuva 6).

a) b)

Kuva 6 a) Alpha SMA ja b) pan-sytokeratiini varjattiin
eturauhassyopakudoksesta eristetyistd fibroblasteista ennen
kokeiden aloittamista. ¢) Soluista vdrjattiin  my6s tumat
(DAPI=sininen). d) Kaikki varit yhdistettynd. Kuvan mittakaava 50
pm.

46



8.2 PC3-solut ilmentavat DU145-soluja enemman a2-integriinia

Kahdesta kaytetysta kaupallisesta eturauhassyopasolulinjasta PC3-solujen oletettiin
olevan metastaattisempi solulinja. Koska eturauhassydpasolujen pinnallaan ilmentama
a2B1-integriini on valttdmaton, jotta syopasolujen olisi mahdollista muodostaa
etdpesake luuhun, tarkastettiin a2B1-integriinin esiintyminen kummastakin solulinjasta

virtaussytometrialla.

a2-integriini esiintyy dimeerina ainoastaan Bl-integriinin kanssa, joten solujen a2p1-
integriinien ilmentymista tarkasteltiin varjaamalla soluista o2-integriini. Soluista
tarkastettiin my0Os adheesioreseptori CD44:n ilmentyminen. CD44:n on todettu
saatelevan syovan kehitysta sekd metastaasia, ja syopasolut usein ilmentavat sita suuria

maaria (Senbanjo LT ja Chellaiah MA 2017).

Tulosten perusteella PC3-solut olivat heterogeenisempia a2B1-integriinin iimenemisen
suhteen, kuin DU145-solut. CD44:n ilmentymisen ei todettu olevan riippuvainen a2-
integriinin ilmentymisestd, vaan molemmat solulinjat ilmensivat CD44:3 yhta paljon,
vaikka a2-integriinin ilmeneminen erosi solulinjojen valilld. Kuvassa 7 on esitettyna
virtaussytometrialla saadut tulokset a2p1-integriinin ja CD44 ilmentymisesta DU145- ja

PC3-soluissa.
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Kuva 7 Solujen a2-integriinin ilmentyminen tarkistettiin DU145- ja PC3-
soluista virtaussytometrialla. a) DU145-solut ilmensivdat o2-integriinia
tasaisemmin kuin b) PC3-solut. CD44 varjattiin soluista samanaikaisesti a2-
integriinin kanssa, jotta proteiinien ilmenemistasoja voitaisiin vertailla
keskenaan. c) DU145-solujen CD44 ilmentdminen ei eronnut d) PC3-soluista,
joten CD44:n ja a2-integriinin ilmentymisen ei todettu olevan riippuvaisia

toisistaan.
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8.3 Aktivoidut fibroblastit lisasivat DU145-solujen liikkumista kollageeni
[:ssa

Solujen liikkumista eli migraatiota ja invaasiota tarkasteltiin asettamalla valmistetut
sferoidit kollageeni [:lla paallystettyihin 96-kuoppalevyn kuoppiin. Migraatiota
mittaavissa kokeissa sferoidin paalle kuoppaan lisattiin  KSFM:ta, kun taas
invaasiokokeissa sferoidin paalle lisattiin kollageeni | -geeli, jonka paalle kasvatusliuos
lisattiin. Solujen liikkumista sferoideista seurattiin paivittdin kuvaamalla sferoideja
viiden pdivan ajan ja analysoimalla sferoidien pinta-alan kasvu tana aikana. Kokeet
suoritettiin kolmella eri tavalla. Joko sferoideille ei annettu mitdaan, niille annettiin
askorbiinihappoa lisddmaan solujen omaa kollageenin tuotantoa tai solut kasiteltiin

hydroksiurealla solunjakautumisen estamiseksi.

Migraatiokokeissa DU145-soluja sisaltavien sferoidien pinta-ala kasvoi huomattavasti
enemman kollageeni :l13, kuin DU145+fibroblastit -sferoidien pinta-ala, kun soluille ei
annettu askorbiinihappoa eika niita kasitelty hydroksiurealla. Askorbiinihapon kanssa
suoritetussa kokeessa ero oli pienempi. Kun solut kasiteltiin hydroksiurealla,
DU145+fibroblastit -sferoidien solut liikkuivat enemman kuin DU145-solut yksinaan.
Kuvassa 8 on esitettyna esimerkkikuvat kokeesta, jossa soluja ei kasitelty mitenkaan.
Esimerkkikuvat migraatiokokeista, joissa soluille annettiin askorbiinihappoa tai

hydroksiureaa ovat esitettyna liitekuvissa 1 ja 2.

Invaasiokokeissa DU145+fibroblastit -sferoidien pinta-ala kasvoi toistuvasti enemman,
kuin sferoidien, jotka sisalsivat ainoastaan DU145-soluja tai ainoastaan fibroblasteja.
Askorbiinihapolla ja hydroksiurealla oli invaasiokokeissa samanlainen vaikutus, kuin
niilla oli ollut migraatiokokeissa. Askorbiinihapon ja hydroksiurean antaminen sferoidille
lisdsi eroa DU145+fibroblastit- ja DU145-sferoidien valilla. Esimerkkikuvat
invaasiokokeesta, jossa ei kaytetty askorbiinihappoa tai hydroksiureaa on esitettyva
kuvassa 9. Esimerkkikuvat askorbiinihappo- ja hydroksiureakokeista on esitettyna

liitekuvissa 3 ja 4.

PC3-soluilla fibroblastien vaikutusta solujen liikkumiseen sferoideista ei pystytty

suorittamaan, silla PC3-solut eivat muodostaneet sferoideja ilman fibroblasteja.
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Fibroblastit

DU145
+Fibroblastit

PC3
+Fibroblastit

Kuva 8 Migraatiokoe, jossa soluille ei annettu askorbiinihappoa eika
hydroksiureaa. Vasemmalla puolelle faasikontrastikuvat kaikista naytteista
aikapisteissa 0 h ja 96 h. Oikealla puolella kuvat varien kanssa: syopasolut
vihredlla ja fibroblastit keltaisella. Solut liikkuivat eniten sferoideista, jotka
sisdlsivat ainoastaan DU145-soluja. Vahiten solut liikkuivat sferoideista, jotka
sisalsivat ainoastaan fibroblasteja. Solujen sijoittuminen

yhteisviljelméasferoideissa on nahtavissa jo naissd kuvissa, mutta varmistettiin
my6éhemmin vield konfokaalimikroskoopilla. PC3+Fibroblastit -sferoideissa
sybpasolut asettuivat selkedsti enemman sferoidin ulkoreunalle. Mittakaava
800 um.
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Oh 96 h
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Kuva 9 Invaasiokoe, jossa soluille ei annettu askorbiinihappoa eikd niita
kasitelty hydroksiurealla. Vasemmalla puolella faasikontrastikuvat kaikista
naytteistd aikapisteissa 0 h ja 96 h. Oikealla puolella kuvat varien kanssa, kuten
migraatiokuvissa. Kun kaikkien toistojen rinnakkaisten sferoidien pinta-alojen
kasvusta otettiin keskiarvo, DU145+Fibroblastit -yhteisviljelmien solut
liikkuivat enemman kuin DU145-sferoidien solut. Kun soluille annettiin
askorbiinihappoa tai ne kasiteltiin hydroksiurealla, ero muuttui merkitsevaksi
(Liitekuvat 3 ja 4). Pelkkia fibroblasteja sisaltdvien sferoidien solut invasoivat
heikosti kollageeni | -geeliin 96 h aikana. Mittakaava 800 um.
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Kuvassa 10 on esitettynd kuvaajat migraatio- ja invaasiokokeiden kaikkien toistojen
rinnakkaisten naytteiden keskiarvoista normalisoituna Log2:lla. Jokaisesta aikapisteesta
on laskettu lisdksi keskivirhe. DU145-sferoidien ja DU145+fibroblastit -sferoidien pinta-
alojen keskiarvot invaasiokokeiden kaikista rinnakkaisista aikapisteessa 96 h on
esitettyna kuvassa 11.
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Kuva 10 a) Migraatio- ja invaasiokokeiden tulokset Kuva 11 DU145- ja DU145+fibroblastit
kaikissa koeasetelmissa. Musta = DU145, sininen = sferoidien koon viélinen ero invaasio
DU145+fibroblastit, magenta = PC3+fibroblastit ja kokeiden 96 h aikapisteessd. a)
punainen = Fibroblastit. Ylimpana kasittelemattomat solut, b) +AA ja c) +HU.

kontrollikokeenkuvaaja, keskellad askorbiinihapolla
suoritettu koe ja alimpana hydroksiurealla
suoritettu koe. b) invaasiokokeiden tulokset
samassa jarjestyksessa. Invaasio +askorbiinihappo
(AA) ja +hydroksiurea (HU) kokeissa DU145- ja
DU145+fibroblastit  -sferoidien pinta-alojen
kasvun vadlilla ero oli merkitsevda 96 h
aikapisteessa. ANOVA p=0,004 ja p=0,002.
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Sferoidit, jotka sisalsivat ainoastaan fibroblasteja, liikkuivat vahiten verrattuna kaikkiin
muihin sferoideihin kaikissa koeasetelmissa. Migraatiokokeissa fibroblastisferoidit eivat

liikkuneet lahes lainkaan ja invaasiokokeissa vain vahan enemman.

8.4 Fibroblastien sijoittuminen sferoideissa erosi, kun niita kasvatettiin
yhdessa eri syopasolujen kanssa

SyOpasolujen ja fibroblastien sijoittumista yhteisviljelmasferoideissa tutkittiin
vertailemalla DU145+fibroblastit -sferoideja PC3+fibroblastit -sferoideihin. Solut oli
varjatty CellTrackereilla niin, ettd yhteisviljelmista oli mahdollista erottaa kummankin
solulinjan yksilot toisistaan, ja missa kohdassa sferoidia ne sijaitsivat. Syopdsolujen
varjayksessa oli kdytetty vihreda merkkiainetta ja fibroblastien varjayksessa oranssia

merkkiainetta. Sferoideja analysoitiin kolmesta eri kokeesta.

Jo migraatio- ja invaasiokokeissa kuvatuista yhteisviljelmasferoideista huomattiin
fibroblastien sijoittumisen sferoideissa eroavan, kun niitd kasvatettiin yhdessa eri
syopasolulinjojen kanssa. DU145-solujen kanssa fibroblastit sijoittuivat enemman
sferoidin reunaosiin ja ymparoivat sferoidia muodostaen kapselimaisen rakenteen
sferoidin ympadrille. DU145-solut olivat keskittyneet tasaisesti sferoidin sisdlle yhdessa

fibroblastien kanssa. Sferoidien solut olivat pakkautuneet tiiviiksi palloksi.

PC3-solujen kanssa fibroblastit sijoittuivat enemman sferoidin keskiosaan ja PC3-solut
olivat sferoidissa uloimpana. Sferoidit vaikuttivat myos |6yhemmiltd kuin
DU145+fibroblastit -sferoidit. Kuvatut sferoidit normalisoitiin koon ja varjattyjen solujen
antamien intensiteettien mukaan, ja niista analysoitiin solujen sijoittumista sferoideissa

osoittavat kuvaajat, jotka on esitetty kuvassa 12.
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Kuva 12 Yhteisviljelma-sferoidien a) DU145+Fibroblastit ja b) PC3+Fibroblastit,
solujen sijoittumista sferoideissa kuvaavat profiilit. Profiileissa sferoidit on
normalisoitu solujen antamien intensiteettien ja sferoidien koon mukaan.
N=15. Alla esimerkkikuvat analysoiduista sferoideista. Vihreda=syopasolut
(DU145 tai PC3) ja magenta=fibroblastit. Vasemmalla varit yhdessa ja tumat
varjattyna (DAPl=sininen). ¢) DU145 yhdessa fibroblastien kanssa ja d) PC3-
solut yhdessa fibroblastien kanssa. Mittakaava on 100 um.
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8.5 Endostatiinin ilmentaminen oli kohonnut yhteisviljelmasferoideissa

Sferoidien soluvdliaineen proteiinien ja niiden erojen tarkastelu yksois- ja
yhteisviljelmien valilla aloitettiin valmistamalla sferoideista naytteet
massaspektrometriaa varten. Naytteista 16ytyi yhteensa 107 soluvaliaineen proteiinia.
Eroihin, joita havaittiin yhteisviljelmasferoidien valilla migraatio- ja invaasiokokeissa,
pyrittiin ensin 16ytamaan selitys vertailemalla yhteisviljelmasferoidien ilmentamia
proteiineja toisiinsa seka fibroblastisferoidien ilmentamiin proteiineihin. Vertailun

tulokset on esitetty kuvassa 13.

PC3+
Fibroblastit

DU145+
Fibroblastit

Fibroblastit

Kuva 13 Venn-diagrammissa on esitettynd, miten paljon samoja proteiineja
yhteisviljelmasferoidit (DU145+fibroblastit ja PC3+fibroblastit) sekd fibroblasti-
yksoisviljelmasferoidit ilmentavat, ja kuinka moni proteiini on spesifinen ainoastaan
tietyille sferoideille. PC3-solut: SERPINB5, SLPI, P13, SI00A9, S100A2, S100A8, FGFBP1 ja
S100A14; Fibroblastit: HGF; DU145+fibroblastit ja PC3+fibroblastit: LAMAS5, THSD4,
TINAGL1, DMBT1, ST14, ADAM15, MUC1 ja SDC4; DU145+fibroblastit ja Fibroblastit:
A2M; PC3+fibroblastit ja Fibroblastit: TNFAIP6 ja TGFB2.
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Migraatio- ja invaasiokokeiden tuloksiin haettaessa selitystd, tarkasteltiin myos niita
proteiineja, joita massaspektrometrituloksien perusteella tuottivat kaikki sferoidit.
Naista proteiineista kollageeni XVIII valittiin lahempaan tarkasteluun, silla sen pitoisuus
oli massaspektrometritulosten perusteella kasvanut molemmissa yhteisviljelmissa

verrattuna yksoisviljelmiin (Kuva 14).

PC3+Fibroblasti

Du145
PC3
Fibroblastit

=
7
K|
-1
2
.-
E
e
g
=
(=]

Kuva 14 Kollageeni XVIII valittiin [ahempaan tarkasteluun, silld sen ilmenemisen
todettiin lisddntyvan yhteisviljelmissd verrattuna yksdisviljelmiin. Kuvassa on
ylapuolella esitetty kaikki massaspektrometrin antamat proteiinit kaikille
naytteille. Alapuolella on suurennettuna kollageeni XVIlI:n tulokset. Yhden
numeron ero kahden naytteen valilla tarkoittaa kaksinkertaista eroa naytteiden
valilla.
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Kollageeni XVIII ilmenemista tarkasteltiin ldhemmin Western-blot -menetemalld (WB) ja
vasta-aineena kaytettiin  kollageeni XVIll:n proteolyyttisesti katkaistun osan,
endostatiinin tunnistavaa vasta-ainetta (Kuva 15). Vasta-aine tunnisti membraanilta
noin 30 kDa kokoisen proteiinin, jonka oletettiin olevan joko endostatiini, neostatiini-7
tai neostatiini-14. Yhteisviljelmasferoideissa varayksen intensiteetti oli suurempi kuin
yksoisviljelmasferoideissa,  kuten  massaspektrometritulosten  perusteella  oli
odotettavissa. Erityisen suuren eron antoi DU145+fibroblastit -sferoidit kun niita
verrattiin  DU145- tai fibroblastisferoideihin. Myos PC3+fibroblastit -sferoideissa
endostatiini vasta-aineen tunnistaman proteiinin ilmentyminen oli korkeampi kuin PC3-

tai fibroblastisferoideissa.
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Kuva 15 Western blot -—analyysi kollageeni XVIIl:n proteolyyttisesti katkaistusta
fragmentista endostatiinista. a) Endostatiini vasta-aine tunnisti membraanilta noin 30 kDa
kokoisen proteiinin, joka ndkyi kaikissa nadytteissa. Yhteisviljelmissa muodostuneet
proteiinivydhykkeet olivat voimakkaampia kuin yksdisviljelmissa ja DU145+fibroblastit —
naytteessa noin 40 kDa kohdalle muodostui vyohyke, jota ei muissa ndytteissa ollut.
Naytteen lataus tarkistettiin beta-aktiinin avulla. b) Western blot -analyysi toistettiin kolme
kertaa ja ndista kolmesta toistosta analysoitiin proteiinin suhteelliset maarat vyohykkeiden
intensiteeteistd. Naytteiden endostatiini vyohykkeet suhteutettiin saman naytteen B-aktiini
vyohykkeiden intensiteettiin ja ndytteille laskettiin keskivirhe.
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9 TULOSTEN TARKASTELU

9.1 Kudosnaytteista eristetyt solut olivat aktivoituja fibroblasteja

aSMA seka pan-sytokeratiini ovat sdikeita muodostavia proteiineja, jotka osallistuvat
solujen solutukirangan rakentumiseen tietyissa soluissa. aSMA:n ilmentyminen on
korkealla myofibroblasteissa seka aktivoiduissa fibroblasteissa. Pan-sytokeratiini taas on
epiteeli- ja endoteelisoluille tyypillinen proteiini, jota fibroblastit eivat ilmenna, ja siksi
sitd kdytetdaan usein negatiivisena markkeriproteiinina aktivoiduille fibroblasteille
yhdessa jonkin positiivisen merkkiproteiinin kanssa. Aktivoiduiksi fibroblasteiksi
kutsutaan kasvaimen fibroblasteja, jotka sydpadsolujen tuottamat kasvutekijat ovat
aktivoineet muistuttamaan kudosvaurion aikana aktivoituneita fibroblasteja ja

myofibroblasteja (Shiga K ja muut 2015)

Kudosnaytteista eristetyistd soluista varjattiin sekda aSMA ettd pan-sytokeratiini, ja
varmistettiin etta kudosnaytteista eristetyt solut olivat aktivoituja fibroblasteja. Kaikki
varjatyt solut ilmensivat aSMA:ta, joka muodosti selkedt saikeet soluihin. Pan-
sytokeratiinia oli soluissa heikosti, kuten kuvasta 1 on nahtavissa. Varjayksen tuloksen
perusteella voitiin olettaa, etta eristetyt solut olivat aktivoituja fibroblasteja, ja soluja

paatettiin kayttdaa migraatio- ja invaasiokokeissa.

9.2 Fibroblastit lisdsivat DU145-solujen invaasiota

Migraatiokokeissa fibroblastien ei todettu lisddavan solujen liikkumista sferoideista
kollageeni I:lla. Tosin hydroksiureakasittelyn jalkeen DU145+fibroblastit -sferoidien
pinta-ala kasvoi hieman enemman kuin pelkastdan DU145-soluja sisaltdavien sferoidien
pinta-ala. Sen sijaan invaasiokokeissa fibroblasteilla oli selva vaikutus solujen
lilkkumiseen. Kaikissa koeasetelmissa DU145+fibroblastit -sferoidien solut liikkuivat
enemman, kuin niiden sferoidien solut, joissa oli vain toista naistd solulinjoista.
Askorbiinihapon antaminen soluille tai solujen kasittely hydroksiurealla korosti
fibroblastien vaikutusta ja teki DU145+fibroblastit -sferoidien ja DU145-sferoidien
valisesta erosta merkittavan. Tastd voitiin paatelld, ettd fibroblastit vaikuttavat
sferoidien mikroymparistodn tavalla, joka lisda solujen liikkkumista 3D-ymparistosa,

kollageeni | -geelissa.
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PC3-soluilla sferoidien valmistus ei onnistunut, jos sferoideihin ei lisdtty fibroblasteja.
Sferoidien valmistuksessa testattiin solumaaran kasvatusta 4000 solusta/sferoidi 8000
soluun/sferoidi, mutta solut eivat tastd huolimatta muodostaneet solu-solu -liitoksia.
Mydskaan askorbiinihappo ei lisinnyt PC3-solujen sferoidin muodostusta. Tasta syysta
fibroblastien vaikutusta PC3-solujen liikkumiseen kollageeni I:1ld ja kollageeni | -geelissa

ei pystytty madrittdmaan. Sen sijaan tarkastelu kaannettiin yhteisviljelmasferoideihin.

Yhteisviljelmasferoideja valmistettiin niin, ettd ne sisalsivat puolet sydpasoluja eli
DU145- tai PC3-soluja ja puolet fibroblasteja. Kaikissa liikkumista mittaavissa kokeissa
DU145+fibroblasti-sferoidien pinta-alat kasvoivat enemman kuin PC3+fibroblasti -
sferoidien pinta-alat. Tama oli yllattavaa, silla PC3-soluja on yleisesti pidetty
metastaattisempana sydpasolulinjana kuin DU145-soluja. My0s se, etta PC3-solut eivat
muodostaneet sferoideja, viittasi siihen, etta kyseiset solut eivat ole riippuvaisia solu-
solu -kontakteista, ja pystyisivat helposti irrottautumaan alkuperdisestd paikastaan

lilkkuakseen ymparistdssaan.

9.3 Solujen lokalisaatio yhteisviljelmasferoideissa poikkesi kahden kaytetyn
syopasolulinjan valilla

Yhteisviljelmasferoideista tarkasteltiin fibroblastien ja syopéasolujen sijoittumista
toisiinsa nahden. Sferoideista valmistettiin mikroskooppinadytteet, joita kuvattiin LSM
ZEISS 780 konfokaalimikroskoopilla. Kuvassa 7 on huomattavissa, kuinka DU145-solut
sijoittuvan yhteisviljelmasferoidin keskelle ja fibroblastien muodostavan kuorimaisen
rakenteen sferoidin ympdrille. PC3-solut puolestaan sijoittuivat
yhteisviljelmasferoideissa reuna alueille ja fibroblastit taas sferoidin sisdosiin. Myos
tdma havainto puolsi ajatusta, jonka mukaan PC3-solut olisivat DU145-soluja

metastaattisempi solulinja.

9.4 DU145+fibroblasti -sferoideissa endostatiinin ilmentdminen oli
kohonnut verrattuna yksoisviljelmiin

Invaasio-kokeissa DU145+fibroblasti -sferoidien solut liikkuivat merkittavasti enemman
kollageeni | -geeliin verrattuna sferoideihin, jotka sisdlsivat vain toista ndista
solulinjoista. Massaspektrometrianalyysilla selvitettiin, ettd soluvaliaineen proteiinin

kollageeni XVIII oli koholla yhteisviljelmasferoideissa verrattuna
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yksoisviljelmasferoideihin sekd DU145- ettd PC3-soluilla. Tastd paateltiin, ettd kollageeni

XVIll:ta saattaisi olla mukana edistamassa solujen lilkkkumista kollageeni | -geelissa.

Massaspektrometrianalyysin kvalitatiivisen luonteen takia kollageeni XVIII:n pitoisuudet
tarkistettiin Western blot -menetelmadlld kdyttden kollageeni XVIIl:n endostatiini-
fragmentin tunnistavaa vasta-ainetta. Vasta-aine tunnistikin membraanilta proteiinin,
joka oli kooltaan samaa luokkaa kuin endostatiini (Kuva 10). Tuloksen mukaan kollageeni
XVIll/endostatiini oli huomattavasti korkeammalla yhteisviljelmasferoideissa verrattuna
yksoisviljelmasferoideihin, kuin mitda massaspektrometri-tulokset antoivat olettaa ja
tulos toistui kolme kertaa. Kollageeni XVIIl on kooltaan 180 kDa, mutta useista yrityksista
huolimatta endostatiini vasta-aineella ei pystytty tunnistamaan taman kokoluokan
proteiineja membraanilta. Koska endostatiini on kollageeni XVIll:sta proteolyyttisesti
katkaistu osa, ei sen pitoisuuden uskottu korreloivan suoraan kollageeni XVIil:n
pitoisuuden kanssa. Kuitenkin WB:n antamat pitoisuudet endostatiinille olivat
samansuuntaiset, kuin massaspektrometrin antamat tulokset kollageeni XVlll:ta.
Massaspektrometrin tunnistamat kollageeni XVIII:n fragmentit paatettiinkin tarkistaa, ja
kavi ilmi etta yhta peptidia lukuun ottamatta kaikki kollageeni XVIII:n tunnistetut

fragmentit olivat peraisin endostatiinista.

Endostatiinilla on useissa tutkimuksissa todettu olevan inhiboiva vaikutus kasvaimen
kasvuun. Eturauhassyodpasoluilla sen on todettu toimivan androgeenireseptori-
positiivisilla (AR) soluilla angiogeneesia inhiboivana tekijana. Endostatiini estda nailla
soluilla glukokortikoidi-reseptorin (GR) aiheuttaman androgeenistd riippumattoman
AR:n aktivoitumisen ja estda nain kasvaimen kasvua. (Lee JH ja muut 2017) Migraatio- ja
invaasiokokeissa kaytetyt DU145- ja PC3 -solut ovat AR-negatiivisia soluja, mika voi olla
yksi syy siihen, miksi enemman endostatiinia sisaltavien sferoidien soluit eivat liikkkuneet

enemman, kuin vihemman edostatiinia sisadltavien sferoidien solut.
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10 YHTEENVETO JA POHDINTAA

Erikoistyo keskittyi eturauhassydpasolujen kaytoksen tutkimiseen 3D-
kasvatusmalleissa, jotka jaljittelevat kudoksen seka kasvaimen olosuhteita paremmin
kuin tavalliset 2D-kasvatusmallit (Duval K ja muut 2017). Erityisend mielenkiinnon
kohteena oli selvittdd, miten syodpasolut kayttaytyvat eri olosuhteissa kun 3D-
kasvatuksiin lisattiin fibroblasteja. Koska kasvaimet koostuvat useista eri soluista,
eivatka pelkastaan sydpasoluista, ja koska kasvain ja solut sen sisdlla kehittyvat aina
yhdessa mikroymparistonsa kanssa, 3D-kasvatusmalli, jossa eri soluja kasvatetaan
vhdessa, voisi toimia parempana mallina tutkittaessa syopda, kuin perinteinen 2D-
kasvatusmalli. Erityisesti kasvaimessa esiintyvien aktivoitujen fibroblastien vaikutusta
syopasolujen kayttaytymiseen on tutkittu paljon, ja niiden on todettu vaikuttavan
syopasoluihin ja edistdvan syovan kehittymistda muun muassa muokkaamalla
soluvadliainetta kasvaimessa (Tuxhorn JA ja muut 2002; Erdogan B ja muut 2017; Erdogan

B ja Webb DJ 2017).

Koska a2B1-integriinin on todettu olevan valttdmaton eturauhassydpasoluille, jotta ne
pystyisivdit muodostamaan etdpesakkeitd luuhun, ja koska luun tiedetdan sisaltavan
paljon a2B1l-integriinin ligandia kollageeni I:ta, liikkumista mittaavissa kokeissa
paadyttiin kdyttdamaan tatd proteiinia. (Hall CL ja muut 2006) Aiemmin tehdyissa
kokeissa on selvitetty a2-integriinia ilmentamattéomien DU145(KO-az) -solujen
migroivan kollageeni l:lla ja invasoivan kollageeni | -geeliin huonommin kuin a2f1-
integriinia ilmentavien DU145(az+) -solujen (Ojalill M ja muut 2018 b). Lisaksi a2p1-
integriinin ilmenemisen tiedettiin katoavan eturauhassydpasoluista taudin edetessa ja
olevan myds biomarkkeri eturauhassyévan kantasolunkaltaisille sydpasoluille (Collins AT
ja muut 2001). Koeasetelmassa 3D-kasvatusmallilla pyrittiin luomaan tilanne, jossa
eturauhassyovan kantasolujen kaltaiset solut olisivat mahdollisimman Idhell3 sita tilaa,
jossa ne kudoksessa ollessaan ovat, ja tutkimaan miten fibroblastien lasnaolo vaikuttaa

solujen toimintaan ja geenien ilmentamiseen naissa kasvatuksissa.

DU145-solujen rinnalle kokeisiin valittiin  PC3-solut. Niiden alkuperda on luuhun
muodostuneesta eturauhassyovan etidpesakkeestd, kun taas DU145-solut ovat perdisin

eturauhassyévan aivometastaasista. Molemmat kokeisiin valituista
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eturauhassyopasoluista (DU145 ja PC3) ilmentdvat paljon a2-integriinia, ja sen
perusteella niiden odotettiin liikkkuvan samankaltaisesti kollageeni I:lla ja kollageeni | -
geelissa. Lokalisaatio-profiilin luominen yhteisviljelmasferoideista tuki ajatusta, etta
valituista solulinjoista PC3-solut olisivat metastaattisempi solulinja. PC3-solut sijoittuivat
lokalisaatio-profiilissa sferoidin reunaosille yhteisviljelmissa, kun taas DU145-solut
sijaitsivat sferoidin keskiosassa ja fibroblastit sferoidin reunoilla muodostaen

kapselimaisen ohuen reunan sferoidin ymparille.

DU145-solut osoittautuivat liikkuvimmiksi soluiksi seka migraatio- ettd invaasiokokeissa.
PC3-solut eivdt muodostaneet sferoidia kaytetyllda aggregoitumista vaativalla
menetelmalld, joten PC3-sferoideissa olevien solujen liikkumista ei pystytty
mittaamaan. Tasta syysta huomio keskitettiin enemman DU145-soluihin migraatio ja
invaasiokokeissa. Askorbiinihapon lisdys seka hydroksiurealla kasittely lisdsivat solujen
liikkumista DU145+fibroblastit -sferoideista verrattuna DU145- sferoidien soluihin.
Erityisesti invaasio-kokeissa kasittelyilla huomattiin olevan vaikutus siihen miten solut
liilkkuivat. Ero DU145+fibroblastit -sferoidien ja DU145-sferoidien valilla oli merkitseva
kummassakin koeasetelmassa. Myds koeasetelmassa DU145+fibroblstit -sferoidien
pinta-ala kasvoi enemman kuin DU145-sferoidien, mutta ero ei ollut merkitseva, mika
saattoi johtua osittain solujen jakaantumisesta aiheutuneesta sferoidien pinta-alojen

kasvusta.

Massaspektrometri-tulokset ja Western blot -analyysit osoittivat kollageeni XVII:n
fragmentin, endostatiinin, olevan koholla molemmissa yhteisviljelmasferoideissa
verrattuna yksoisviljema-sferoideihin. Invaasiokokeiden, massaspektrometri- seka WB-
tulosten perusteella nayttaisi siltd, ettd kohonnut endostatiini-pitoisuus korreloi AR-
negatiivisia DU145-soluja sisdltdvien yhteisviljelmasferoidien solujen lisdantyneen
invaasion kanssa. Se, lisddko endostatiini solujen lilkkkumista, vai onko se vain sivutuote,
jostain muusta toiminnasta, minka fibroblastien tuonti sferoideihin aiheuttaa, ei pystyta
sanomaan. Epdvarmuutta lisaa se, ettei samaa koetta pystytty toistamaan PC3-soluilla,
ja tdman takia fibroblastien ja endostatiinin vaikutuksien tarkastelu on tehty ainoastaan
yhdelld sydpasolulinjalla. Lisaa kokeita endostatiinin vaikutuksesta sferoideissa tulisi
tehdd, jotta saataisiin varmuus siitd, mikd sen osuus todellisuudessa on solujen

migraatioon ja invaasioon 3D-kasvatuksissa. Lisdaksi fibroblastien vaikutusta
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syopasoluihin sferoideissa tulisi tarkastella useammilla sydpasolulinjoilla, jotta saataisiin
paremmin kasitys siitd, miten fibroblastit vaikuttavat syopdsolujen kayttaytymiseen ja
proteiinien ilmentamiseen. Tieto olisi tarkeda valittaessa oikeanlaisia olosuhteita

esimerkiksi sydpalaakkeita ja sydvanhoitomenetelmia kehitettdessa.
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LIITTEET

+Askorbiinihappo

0h 96 h 0h 96 h
o . . . .
N .. ..

Liitekuva 1 Migraatiokokeesta, jossa soluille annettiin askorbiinihappoa.
Vasemmalla faasikontrastikuvat ja oikealla samat kuvat varien kanssa aikapisteissa
0h ja 96h. Mittakaava 800 um.

DU145
+Fibroblastit

PC3
+Fibroblastit
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+Hydroksiurea

96 h 0h 96 h

Oh

Fibroblastit

DU145

DU145
+Fibroblastit

PC3
+Fibroblastit

Liitekuva 2 Esimerkkikuvat migraatiokokeesta, jossa solujen jakaantuminen estettiin
hydroksiurealla. Vasemmalla faasikontrastikuvat ja oikealla kuvat varien kanssa
aikapisteissa 0 h ja 96 h. Mittakaava 800 um.
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+Askorbiinihappo

96 h

Fibroblastit

DU145

DU145
+Fibroblastit

PC3
+Fibroblastit

Liitekuva 3 Invaasiokoe, jossa soluille annettiin askorbiinihappoa. Vasemmalla
faasikontrastikuvat ja oikealla samat kuvat varien kanssa aikapisteissa Oh ja 96h.
Mittakaava 800 pum.

66



+Hydroksiurea

96 h Oh

Fibroblasts

DU145

DU145
+Fibroblasts

PC3
+Fibroblasts

Liitekuva 4 Invaasiokoe, jossa solujen jakaantuminen estettiin hydroksiurealla.
Vasemmalla faasikontrastikuvat ja oikealla kuvat varien kanssa aikapisteissa 0 h ja 96 h.
Mittakaava 800 um.
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