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Suomessa toiseksi yleisin kuolinsyy on sydpa. Rintasytpédén sairastuu vuoden aikana
tuhansia naisia ja noin joka kahdeksas nainen sairastuu siihen eldmansa aikana.
Nykypaivan tehokkaista hoitomuodoista huolimatta kaikkia tapauksia ei saada hoidettua.
Etdpesédkkeiden muodostuminen ja aggressiivinen syopatyyppi heikentavat ennustetta
pitk&n ajan kuluessa.

Reseptorityrosiinikinaasi Axl  korreloi huonon selviytymisen kanssa useissa eri
syOpatyypeissa. Se on mukana myo6s epiteeli-mesenkymaali transitiossa (EMT), joka on
yksi sybvan etapesakkeiden muodostumisen mekanismeista. MikroRNA:t ovat pienia ei-
koodaavia RNA-patkid, jotka hiljentavat proteiinien ekspressiota sitoutumalla lahetti-
RNA:han estden sen translaation ja saaden sen hajoamaan. MiIRNA ekspressiot ovat
saatelemattdmia syovassa ja niita kohdentamalla on saatu muutettua syévan fenotyyppia.

Tyo tehtiin Turun yliopiston ja VTT:n yhteisessa Johanna Ivaskan johtamassa
Soluadheesio ja syOpd -tutkimusryhmassd. Tyon tarkoituksena oli tunnistaa
transkriptiotekija Slugin aikaansaamia muutoksia mikroRNA-ekspressioiden tasoissa
EMT:n lapikayneilla Mcf10a rinnan epiteelisoluilla verrattuna normaaleihin Mcf10a soluihin.
Liséksi oltiin kiinnostuneita mikroRNA:den vaikutuksesta EMT:oon liitettyjen proteiinien
tasojen muutoksista.

MikroRNA-tasojen muutosten perusteella valittiin kuusi mikroRNA:ta (miR-144, -155, -184,
-181a, -200c ja -9), joiden vaikutusta soluihin ja EMT:oon tutkittiin havainnoimalla AxI-
reseptorin ja muiden EMT:ta edustavien proteiinien muutoksia Western blot-,
immunofluorensenssi- ja virtaussytometria-analyyseilla.

Tulosten perusteella voidaan sanoa Slug-proteiinin spesifisesti saavan aikaan mikroRNA-
ekspressiotasojen muutoksia. Valittuien mikroRNA:den vaikutukset EMT:oon olivat
vahaisid. Kuudesta mikroRNA:sta yksikdén ei aikaansaanut EMT:ta, mutta miR-9 osoitti
viitteitd Axl-, E-cadheriini- ja Slug-proteiinitasojen, sekd muiden EMT-proteiinitasojen
muutoksista systemaattisesti eri analyysimenetelmilla. T&mé&n insinddritydn puitteissa
tuloksia ei saatu varmistettua useammilla toistoilla, joten tulokset ovat suuntaa antavia.

Avainsanat Axl, EMT, mikroRNA, Slug
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Cancer is our second common cause of death in Finland. During the year close to 5000
women get cancer and approximately every 8th woman gets cancer during lifetime. De-
spite the mod-ern treatments and medicine every patient cannot be saved. On the long
term cancer me-tastasis and aggressive phenotype predicts poor survival.

Receptortyrosinekinase Axl expression is as strong negative prognostic factor for survival
in many types of cancer. It is also related to epithelial-to-mesenchymal transition (EMT),
which is one of the main mechanisms of metastasis. MicroRNAs are small non-coding
RNAs that prevent the translation of proteins by binding to mRNA, leading to inhibition of
protein expression and mRNA degradation. MiRNA expressions are deregulated in can-
cers and it has been showed that cancer phenotype can be modified by targeting miRNA.

This thesis was carried out in Johanna lvaska’s group Cell adhesion and cancer in collabo-
ration with University of Turku and VTT. The main goal of the study was to investigate the
changes of miRNA expressions in Mcfl10a breast epithelial cells undergoing Slug induced
EMT in comparison to normal Mcf10 cells. Furthermore, the effect of miRNAs to EMT re-
lated protein levels was under interest.

Based on the changes in miRNA expression, six miRNAs (miR-144, -155, -184, -181a, -
200c and -9) were chosen to further study. Their impression to cell phenotype, EMT, Axl-
receptor and other EMT related proteins were studied by Western blot, immunofluores-
cence and flowcytometry analyses.

The results indicates that Slug induced EMT is able to up- or down regulate specific miR-
NA levels. The findings indicate that the influence of miRNAs to EMT was minor. Out of
six miRNAs not any did induce EMT. Nevertheless, miR-9 did show some evidence of
changes on Axl- E-cadherin, Slug and other EMT related protein expressions repeatedly
with different analyze methods. The results were not verified by independent repeats in
limits of this thesis.

Keywords Axl, EMT, microRNA, Slug
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Lyhenteet

3 UTR Untranslated region, lahetti-RNA:n alue sen 3’ paassa, jota ei transloida,

mikroRNA:den yleisin sitoutumiskohta

anti-miRNA sitoutuu mikroRNA:han estden sen toiminnan ja hajoittaen sen

Axl reseptorityrosiinikinaasi, RTK
BRCA1 Breast cancer 1 early onset, tuumorisupressorigeeni, liitetty rintasyopaéan
EMT Epithelial-to-mesenchymal-transition, Epiteeli-mesenkymaali transitio

GAPDH Glyseraldehydi3-fosfaattidehydrogenaasi, entsyymi, joka katalysoi
glykolyysia, kaytetdan kontrolligeenind geeniexpressiota tutkittaessa

Gasb Growth arrest-specific 6, Axl:n ligandi, kasvun pysahtymis spesifinen pro-
teiini 6

GFP Green fluorescent protein, vihrea fluoresoiva proteiini

milliQ Millipore Corporationin tavaramerkki ultrapuhtaalle vedelle

MiRNA mikro-RNA, pieni ei-koodaava RNA-molekyyli, osallistuu geenien

vaimentamiseen estden joko translaation tai hajottamalla  mRNA:n,

solujen itse tuottama
MRNA messenger-RNA, lahetti-RNA koodaa proteiinisynteesia
PBS Phosphate Buffer Saline, fosfaattipuskuri suolaliuoksella
pre-miRNA esiaste miRNA

RISC RNA-induced silencing complex, RNA:n aktivoima hiljennys kompleksi
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RNaasi ribonukleaasi, pilkkoo RNA:ta

SiRNA pieni hairitseva RNA, sitoutuu mRNA:han ja hajoittaa tai estdd sen
transkription, keinotekoinen, my0s virusten tuottama - eng. Small
Interfering RNA,

TagMan®  Reaaliaikaisessa PCR:ssa kaytettava polymeraasi, joka pilkkoo TagMan®

koettimen saaden sen fluoresoimaan

TBST Tris Buffer Saline + Tween 20, tris puskuri suolaliuoksella, johon on lisatty

Tweenia.
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1 Johdanto

Tama tyo suoritettiin Turun yliopiston ja VTT:n yhteisessa Johanna Ivaskan johtamassa
Soluadheesio ja syopa - tutkimusryhmasséa Turun Biotekniikan Keskuksessa. Ryhman
tarkoituksena on tutkia, miten syopasolut liikkuvat, miten solujen funktionaalisia viesteja
valittdvat pinnan integriinit ja tyrosiinikinaasireseptorit vaikuttavat sydpasolujen
selviytymiseen, lisdantymiseen tai liikkumiseen ja mitkd ovat mekanismit naiden

toimintojen takana.

Rintasydpa on naisten yleisin syOpatyyppi. Se on tappava muodostaessaan
etdpesakkeita ja metastasoidessaan muihin kudoksiin. Rintasydpatyypit luokitellaan
solujen pintareseptorien ja hormonireseptoristatuksen mukaan ja hoidot valitaan niiden
ja muiden luokitusten mukaan potilaalle sopivaksi. Joissakin tapauksissa sydpasolut
tulevat immuuniksi hoidolle ja jatkavat kontrolloimatonta jakautumista ja leviamista. Axl-
tyrosiinikinaasireseptorin on esitetty olevan yksi reitti, jonka kautta solut kiertavat
hoidossa estetyn signalointireitin (Byerrs ym. 2012).

Axl-reseptorin ekspression on osoitettu olevan merkki huonosta selviytymisesta
keuhkon adenokarsinoomassa, seka rintasyovassa (Ishikawa ym. 2013; Gjerdrum ym.
2010). Sen on my0s osoitettu aiheuttavan epiteelisolujen muuntumista
mesenkymaalisiksi rintasyovan kantasoluilla (Asiedu ym. 2013). Vastaavanlaisia
tuloksia on saatu myds haiman syodvassa ja Axl-reseptoria pidetdankin uutena

terapeuttisena kohteena (Koostra ym. 2009).

MikroRNA:t ovat pienia ei koodaavia RNA-péatkia, joiden tehtdvana on hiljentaa lahetti-
RNA:ta. lhmisten miRNA:ta on ruvettu tutkimaan tarkemmin vasta 2000-luvun puolella,
mutta niiden on osoitettu olevan mukana useissa soluille kriittisisséa tapahtumissa. Ne
toimivat usein yhdessad muiden mekanismien kanssa, milloin useampi tekija vaikuttaa

yhdessa samaan kohteeseen tehostaen haluttua vaikutusta.

Joukko Snail-perheen transkriptiotekijoitda saatelee epiteelisolujen transitiota
mesenkymaalisiksi. Slug-proteiini on yksi keskeisistd EMT:n tekijoistd. Tyon tavoitteena
on tunnistaa Slug-proteiinin spesifisesti aikaansaamia muutoksia rinnan epiteelisolujen
miRNA-tasoissa ja tunnistaa miRNA:t, joiden tasot muuttuvat. Lisdksi halutaan tietaa,
miten valitut miRNA:t vaikuttavat soluissa epiteeli-mesenkymaali transitioon (EMT)

liitettyihin tekij6ihin, kuten Axl-, Slug- tai E-cadheriini-proteiineihin.



2 Syopa

Syopa on Suomessa toiseksi yleisin kuolinsyy sepelvaltimotautien jélkeen
(Kuolemansyyt 2012). On arvioitu, ettd noin kolmasosa suomalaisista sairastuu
syopaan elamansa aikana. Sairastuneiden maara tulee kasvamaan keski-ian
noustessa, silla vanhemmilla ihmisilla on suurempi todennakdisyys sairastua sydpaan.
Nykyaan kaytetadan myds enemman prosessoituja elintarvikkeita ja vahemman
luonnonmukaisia tuotteita, kuten marjoja, hedelmia ja vihanneksia, joiden sisaltdamien
ainesosien on todettu ennaltaehkédisevan sydpaa. (Hietanen 2012.) Sydvat voidaan
karkeasti jaotella sen mukaan, mista kudoksesta syopasolut ovat lahtoisin. Yleisimpia
syOpatyyppejd ovat karsinoomat, jotka ovat lahtdisin  epiteelikudoksesta.
Mesenkymaalisesta kudoksesta lahtoisin olevat sydvat ovat puolestaan sarkoomia.
Lymfoomat ovat peréisin imukudoksesta ja blastoomat ovat embryonaalisia eli alkiosta
l&htoisin olevia syopia. Myelooma on selkdrangan plasmasolujen sydpa ja melanooma
ihosyopa.

Sy6pa on seurausta useammista mutaatioista esimerkiksi solun kasvuun tai sen
saatelyyn vaikuttavissa geeneissad. Mutaatioiden syntyminen on todennakoisempaa
paikoissa, joissa solut jakautuvat useammin ja joissa ne altistuvat mekaaniselle
rasitukselle, kuten iholla tai limakalvoilla. Kuvassa 1 havainnollistetaan mutaatioiden
vaikutusta sybvan syntymiseen. Mutaatioita aiheuttavat myds karsinogeenit, eli syopaa
aiheuttavat tekijat, kuten tietyt ravintotekijat, muovikemikaalit, virukset, tupakansavu,

auringon uv-sateily ja ionisoiva séteily. (Sydvan aiheuttajat 2006; Aiheuttajat 2010.)

NORMAL
CELL

) g FIRST MUTATION Cell seems nomal but is predisposed to proliferate excessively

. Cell begins to prollterate too much
g g SECOND MUTATION but is otherwise normal

Cell proliferates more rapidly: it also
g _{ 8 THIRD MUTATION undergoes structural changes

MALIGNANT CELL

Cell grows uncontrollably
FOURTH OR
g g B H LATER MUTATION demﬁ;eks obviously

Kuva 1. Mutaatio ja karsinogeneesi (W. Cavenee 1995).
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DNA:n vaurioituessa solu pystyy useimmissa tapauksissa joko korjaamaan vaurion tai
ajautumaan pakotettuun solukuolemaan, apoptoosiin, jotta vaurio ei periytyisi edelleen
uusiin soluihin. Joissakin tapauksissa vaurioituneet solut kuitenkin lapéaisevat useat
tarkastuspisteet ja jakautuvat edelleen muodostaen solukon, jota kutsutaan sydvan
esiasteeksi. Vaurioituneiden solujen altistuessa edelleen karsinogeeneille ja perimassa
tapahtuville mutaatioille, menettéda solu kykynsa saadella jakautumistaan, kasvuaan tai
vastetta elimiston sdatelymekanismeille, kuten apoptoosille. Talldin kyseessa on
karsinogeneesi eli sydvan syntyminen. Yksi mutaatio ei siis pysty muuttamaan
normaalisti jakautuvaa solua syopasoluksi, vaan siihen vaaditaan useampia toisistaan
riippumattomia muutoksia solun perimassa. Riski sydvan syntymiseen kasvaa ian
myo6ta, sillda mutaatioiden maara perimassa on suurempi. Perinndlliset tekijat ovat
paasyyna noin 5 % sydpatapauksissa ja talldinkin vaikuttavat enemman herkkyyteen
karsinogeeneille kuin suoraan kasvuun, jakautumiseen tai solusykliin vaikuttaviin

geeneihin. (Syopa 2006; Mika on sydpa 2010.)



3 Rintasyopa

Suomessa naisten yleisin syopatyyppi on rintasyopa. Vuonna 2011 Suomessa todettiin
lahes 5000 uutta rintasybpatapausta ja noin joka kahdeksas nainen sairastuu
rintasyépaan elaméansa aikana. Rintasydpapotilaiden maara on kasvanut
huomattavasti ja tulee viela kasvamaan, silla ihmiset elavéat pidempaan ja naisten
kayttamien  hormonivalmisteiden maara kasvaa. Rintasybpatapausten raju
lisdantyminen voidaan nahdd kuvasta 2 Rintasyopaan sairastumisriskia lisdavat
hormonitasapainon ongelmat, kuten aikaiset kuukautiset tai myodhaan alkavat
vaihdevuodet. Muita riskitekijoitd on synnytysten vahaisyys, vaihdevuosien jalkeinen
ylipaino, pitkdan jatkunut vaihdevuosien hormonaalinen hoito, runsas alkoholin kaytto
ja pienessa osassa tapauksia periytynyt geenivirhe.

Tapauksia
6 000

5000 .|Rinta

4000 //
3000
2000
Paksu- ja
......... perasuoli
1000 ; é %,w-"’ covs| Kohdunrunko

- «[Munasarja
........... Kilpirauhanen
A Maha

O I e o B jee s e T e G e e
1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020

Kuva 2. Uusien tapausten lukumaarat, yleisimpien sydpien mennyt ja ennustettu trendi, naiset
(Uusien tapausten lukumaarat, naiset 2009).

Rintasydpaan sairastuneilla on suurin keskimaardinen riski kuolla sybpaan yhden
vuoden aikana, selvidd Suomen SyOpdarekisterin yleisemmista syopakuolemansyista
taulukosta 1. Ikavakioitu kuolleisuus 100000 henked kohti tarkoittaa, etta
kohderyhman uusien sydpakuolemien maaréd on jaettu kohdevaeston vastaavalla
henkilbvuosimaaralla ja kerrottu maailman standardivaestdon painotetulla keskiarvolla,
jolloin vanhempien ihmisten suurempi kuolleisuus ei vaikuta vertaillessa sybvan

aiheuttamia kuolemia.(Nordcan 2011; Suomen syopéarekisteri 2013.)
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Taulukko 1.  Yleisimmat sydpékuolemansyyt vuonna 2011, naiset. (Suomen Syopéarekisteri,

2013)
. Kuolleisuus
Primaaripaikka VElpRUBIET PROSANIN 0 oq
maara  jakauma 1
kohti

Rinta 841 15.1 13.0
Keuhkot, henkitorvi 672 12.1 9.6
Haima 553 10.0 6.9
Paksusuoli 398 7.2 4.9
Munasarjat 360 6.5 55
Maha 214 3.9 2.7
Non-Hodgkin-lymfooma 209 3.8 2.5
Perasuoli, perdaukko 200 3.6 24
Aivot, keskushermosto 196 3.5 3.7
Munuainen 188 3.4 2.2
Kohdunrunko 168 3.0 2.1
Leukemia 155 2.8 2.1
Maksa 140 2.5 1.6
Sappirakko, sappitiet 135 2.4 1.6
Myelooma 133 2.4 1.5
Kokonaissyopa? 5553 100.0 747

11 |kavakioitu "maailman standardivaestosn’.

2 Ihon basalioomat eivat sisélly lukuihin.

3.1 Luokittelu reseptorien mukaan

Jotkin syodpasolut kayttavat hyvakseen elimiston omia hormoneita kasvuunsa. Tall6in
solut ilmentavat naitd hormoneja vastaanottavia reseptoreita. SyOpa on reseptorin
suhteen joko positiivinen tai negatiivinen. Kolme rintasyovassa Kliinisesti merkittavaa
reseptoria ovat endokriinireseptorit estrogeeni (ER) ja progesteroni (PR), seka ihmisen
epidermaalisen  kasvutekijareseptorin  amplifikaatio (HER2). Noin 70 %
rintasydpatapauksista on ER-positiivisia, joista 60 % myos PR-positiivisia ja noin 20 %
HER2-amplifioituneita. Loput ovat niin kutsuttuja kolmoisnegatiivisia rintasyopia, jotka
eivat ilmennd mitdan naista reseptoreista. HER2-positiiviset ja kolmoisnegatiiviset
rintasyovat ovat muita muotoja aggressiivisempia. Reseptorien toimintaa voidaan estaa

vasta-aineiden tai pienemolekyylisten laékeaineiden avulla.

HER2-reseptorin kanssa samaan reseptoriperheeseen kuuluva epidermaalinen

kasvutekijareseptori (EGFR) on myds usein amplifikoituna syopatapauksissa. Sy6vat
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voivat kehittaa resistenssin ladkeaineille muodostamalla uusia signalointireitteja toisten
reseptoreiden kautta. Hoitona kaytetaankin usein tadsmalddkkeitd useammalle eri

reseptorille yhté aikaa mahdollisten resistenssien estamiseksi. (Wax 2012).

3.2 Histologinen luokittelu

Rintasyopa voidaan jakaa eri histologisiin tyyppeihin kuvan 3 mukaisesti. Sitd on
paaosin kahta eri tyyppid, duktaalista eli tiehytperdistd ja lobulaarista el
rauhasliuskaperaista. Duktaalinen sydpa syntyy rinnan maitorauhasen rauhasliuoskoja
yhdistavien pienten tiehyeiden pintasolukossa ja lobulaarinen naissa sidekudoksen
ymparéimissd 15-20 rauhasliuskoissa. (Rintasyopa 2010; Types of breast cancer
2013).

VRS
Rintasyépa
Duktaalinen Lobulaarinen Muut
Kar(r;?uoj\ma m Invasoiva Karsinooma in Invasoiva Tulehduksellinen Miesten
) karsinooma situ karsinooma rintasyopa rintasyopa
Intraduktaglinen
(intraduktagfinen) NG N NG ~ N
Vi N B N
Tubulaarinen Medullaarinen Pagen tauti
N N N
I N
Mu3|nooi3|/KoIIO|d Papillaarinen
N N
|
Kribriforminen
N

Kuva 3. Rintasyovan luokittelu eri tyyppeihin

Duktaalista karsinoomaa voi esiintya erityyppisind. Duktaalinen karsinooma in situ,
DCIS on varhainen aste, jossa pahanlaatuiset solut esiintyvat vain tiehyen sisalla.
DCIS ei laheta etdpesakkeita ja silla on hyva ennuste, vaikkakin riski uusiutumiselle tai
eteneminen invasoivaan muotoon on normaalia suurempi. DCIS on yleisin ei-

invasoivista rintasyovista.
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Invasiivinen duktaalinen karsinooma (invasive ductal carsinoma), IDC on kaikkein
yleisin rintasyévan muoto kattaen noin 80 % tapauksista. Invasiivisuus tarkoittaa, etta
se on levinnyt maitotiehyista tyvikalvon lapi ymparoivaan rintakudokseen ja pidemmalla
aikavalilla imusolmukkeisiin, luuhun tai muihin ympéardéiviin elimiin. IDC voidaan jakaa
alaluokkiin, joita ovat tubulaarinen, medullaarinen, musindoéttinen, papillaarinen ja
kribriforminen. Ne ovat harvemmin esiintyvid muotoja ja invasiivisestd nimesta

huolimatta vain medullaarinen muoto voi lahettaé etapesakkeita.

Tubulaarinen karsinooma muodostaa pienia putkimaisia rakenteita, joita kutsutaan
tubuluksiksi. Medullaarista karsinoomaa esiintyy yleensa vanhemmilla naisilla, joilla on
BRCALl-geenin mutaatio. Musindéttinen karsinooma, toiselta nimeltdan kolloidinen
karsinooma, erittdd limaa solujen ja tuumorin ymparille, ei esiinny yksinaan.
Papillaariselle karsinoomalle tyypillista selkeat tuumorin rajat ja sormimaiset muodot.
Kribriforminen muoto on rinnan stroomassa ja muodostaa sinne juustomaisen

rakenteen, jossa solujen valilla voi olla tyhjia koloja.

Lobulaarinen karsinooma voidaan jakaa edelleen 2 alatyyppiin, lobulaarinen
karsinooma in situ ja invasoiva lobulaarinen karsinooma, joista ensimmaista ei
kategorisoida sytvaksi vaan sen riskitekijaksi. Invasiivinen lobulaarinen karsinooma
kattaa 10-15 % Kkaikista rintasytpéatapauksista ja on toiseksi yleisin rintasyépamuoto.
Se on ehtinyt levitd rauhasliuskoista rintakudokseen ja silla on taipumusta esiintya
molemmissa rinnoissa. Se levida ajan myodtd myds imusolmukkeisiin ja muualle

kehoon.

Muita tyyppeja ovat inflammatorinen eli tulehduksellinen rintasyépa, joka voi olla joko
duktaalista tai lobulaarista ja Pagen tauti, joka esiintyy usein rintasyovan yhteydessa.
Inflammatorisessa rintasybvassa rintarauhaset ovat tulehtuneet. Tama muoto on
aggressiivinen ja leviaa nopeasti, mutta harvinainen. Aggressiivisuuden takia silld on
huonompi ennuste kuin muilla tyypeilla. Pagen taudissa nannin ymparille muodostuu
ihottumaa, joka usein johtuu sydpasolujen keraantymisesta sille alueelle tai tiehyeiden
l[&helle. Miesten rintasyévat kattavat noin 1 % kaikista rintasyodvistd. Koska rintasyopaa
ei yleensa epaillda ensimmaisend, on sydpd useimmissa tapauksissa ehtinyt levita
muualle elimisté6n johtaen miesten huonompaan hoitovasteeseen ja selviytymiseen

rintasyévasta. (Rintasyopa 2013, Types of breast cancer 2013.)



3.3 Etapesakkeet ja uusiutuminen

Sydvat, jotka muodostavat etdpesakkeitdq, ovat usein aggressiivisempia ja niilla on
huonommat pitkan aikavalin ennusteet, kuten taulukossa 2 on esitetty. Jotta
etapesakkeita voi muodostua, pitdd sybpasolujen ensin irrottautua primaaripaikastaan,
paasta tyvikalvoista lapi imu- tai verenkiertoon, selvitd anoikiksesta, eli solujen
irtautumisesta johtuvasta ohjatusta solukuolemasta, paastda kohdekudokseen sisdan
tyvikalvon [api ja kiinnittyd kohteeseen, seka proliferoida in situ. Useimmat
rintasydpakuolemista johtuvat etdpesakkeiden muodostumisesta, silla vaikka
primaarikasvain pystyttaisiin poistamaan ja potilas saisi leikkauksen jalkeen
sytostaatteja tai kemoterapiaa, on kasvaimesta mahdollisesti lahtenyt verenkiertoon
syOpasoluja, jotka pystyvdt myohemmin muodostamaan etdpesakkeen toiseen
paikkaan.

Taulukko 2.  Rintasyovan ja etapesékkeiden vaikutus 5-vuotisselviytymiseen. (SEER 2011.)

. . Stage S-year
Stage at Diagnosis Distribution (%) ||Relative Survival (%)
ILocalized (confined to primary site) | 60 I 98.4 |
Regional (spread to regional 33 83.9
lymphnodes) '
Distant (cancer has metastasized) | 5 I 23.8 |
lUnknown (unstaged) [ 2 [ 50.7 |

Jos sydpaan sairastuu nuorella ialla, on todennékdisempaa, ettd sydpa uusiutuu
my6hemmin, silla mutaatiot pysyvat genomissa ja mahdollistavat myds uusien sydpien

syntymisen.

3.4 Hoito

Rintasyopaa hoidetaan sen biologisten luokitteluiden ja levinneisyyden mukaan.
Paaasiassa hoitona on leikkaus, sadehoito ja ladkehoidot. Nama sisaltavat eri
solunsalpaajat, hormonit ja vasta-aineet. Pa&toimisesti hoitona on leikkaus joko osittain
tai kokonaan riippuen kasvaimen koosta ja sijoittumisesta. Leikkauksessa poistetaan
kasvain, osa tervetta kudosta ja mahdollisesti kainalon imusolmukkeita. Usein hoidoista
kaytetaan erilaisia yhdistelmid, jossa leikkauksen jalkeen mahdollisesti kehoon jaaneet

solut pyritddn tuhoamaan joko séteilyhoidolla tai solunsalpaajilla. Solunsalpaajat



9

kohdistuvat jakautuviin soluihin estamallda niiden jakautumisen tai tappamalla solut
kokonaan. Hoidoissa kaytetddn solunsalpaajia, jotka kohdistuvat useisiin eri

toimintoihin varmistaen mahdollisimman kattavan tehon ja véahéaiset haittavaikutukset.

Hoidot ovat usein tehokkaita ja ongelmaksi muodostuvatkin tapaukset, jotka eivat
vastaa hoitoon, eli ovat resistentteja hoidolle . Tasta esimerkkina on triplanegatiivinen
rintasyopa. Talloin hoitomuodoiksi ja& usein vain leikkaus ja sddehoito. Tarvitaan uusia
mahdollisia ladkehoidon kohteita ndille tapauksille, jotka eivat vastaa nykyisin
hoitomuotoihin, silla ne ovat usein my6s huonoimman ennustuksen saaneet tapaukset.
(Rintasyévan hoito 2008).
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4 MikroRNA

RNA-interferenssi eli RNA:n hairintA on osa solun puolustusmekanismia. Monet
virukset kayttavat infektoimiseen yksi- tai kaksijuosteista RNA:ta, jonka solu kykenee
hajottamaan nopeasti kayttaen RNA-interferenssia. Kun soluissa on kaksijuosteista
dsRNA:ta (double stranded), Dicer-kompleksi aktivoituu ja pilkkoo dsRNA:n pieniksi
hairitseviksi RNA:ksi, siRNA:ksi. Nama ds-siRNA:t sitoutuvat Argonaultti-proteiiniin, joka
irroittaa ja hajoittaa toisen juosteista ja toinen sitoutuu RNA Induced Silencing
Complex:n komponentteihin. Kompleksi sitoutuu juosteen avulla edelleen muihin
viruksen transfektoimiin  RNA-juosteisiin  saaden ne hajoamaan valittémasti

pariutumisen myota.

MiRNA:t ovat lyhyitd, noin 18-25 nukleotidin pituisia, ei koodaavia RNA:ita. MiRNA:t
kdannetdén tumassa RNA-polymeraasi Il (Pol Il) avulla, tuottaen pri-miRNA:ta (koko 1
kb - 3kb, kiloeméasta), jonka ribonukleaasi(RNaasi)-Drosha pilkkoo hairpin-muotoiseksi
pre-miRNA:iksi (koko 700-1000 nukleotidia, nt). Se kuljetetaan exportin 5 avulla
sytoplasmaan, jossa RNaasi-entsyymi Dicer pilkkoo silmukkarakenteisen pre-miRNA:n
pieniksi péatkiksi, mature-miRNA:ksi. Toinen juoste sitoutuu RNA-induced silencing
complexiin, RISC:iin ja toinen yleensa hajoaa. MiRNA ohjaa RISC:ia sitoutumaan
kohde-mRNA:han. Kuvassa 4 on esitetty miRNAiden muodostuminen. (Garzon 2010).
MiRNA:iden sitoutuminen mRNA:han on yleensa osittaista, noin 7-10 nukleotidia
pariutuvat, mika aikaansaa mMRNA:n translaation estymisen ja muuttaa MmRNA:n
epastabiilimmaksi. MiRNA sitoutuu yleensd mRNA:n 3° UTR paahan. Lopulta mRNA
kuljetetaan solun kierratyskeskuksiin, P-bodeihin, joissa se hajotetaan. Mikali miRNA
sitoutuu mMRNA:han taydellisesti, seuraa valitdtn mRNA:n hajottaminen. Tama on
harvinaisempaa nisakkailla, mutta yleisempaa kasveilla. (Alberts 2008: 494; Kent &
Mendell 2006.)
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Kuva 4. MikroRNA:n transkriptio ja toimintamekanismi (MicroRNA Deep Sequencing 2013).

MiRNA:t on suhteellisen uusi 16yt6 tieteen mittapuulla - ihmisen miRNAita on ruvettu
tutkimaan vasta 2000-luvulla (Aaltonen 2013). Ne vaikuttavat kaikkialla kehossa ja ovat
aktiivisesti mukana niin alkionkehityksessad kuin sydvan syntymisessa. MiRNA:t
sijaitsevat DNA:ssa paadsaantotisesti geenien ei-koodaavilla alueilla. Ne monistuvat
samanaikaisesti kuin geeni ja vaikuttavat usein muiden kohteiden lisdksi lahialueella
sijaitseviin geeneihin. MIRNA voi sitoutua useampiin eri geeneihin, laskutavasta
riippuen 7-200 kohteeseen. Yksi miRNA voi myOs sitoutua useampaan eri kohtaan
saman geenin sisélla. Useampi eri miRNA voi sitoutua yhteen kohteeseen joko

kilpaillen sitoutumisesta tai voimistaen toistensa vaikutusta.

Syovassa miRNA:t voivat toimia joko onkogeeneind tai supressoreina. Ne siis
kykenevat hilientamaan geeneja, jotka estavat syovan syntymista tai ne voivat hiljentaa
geeneja, jotka aiheuttavat syopdd. Koko genomin kattavat miRNA-tutkimukset ovat
osoittaneet, ettd syodvat voidaan jakaa tarkasti niiden miRNA-profilien perusteella.
Tutkimuksissa osoitettin myos, ettd miRNA:t ovat syovassad huonosti saadeltyja
verrattuna normaaliin kudokseen ja ovat hyvad kohde ladkekehitykselle, silla sydvan
fenotyyppida on kyetty muuttamaan kohdentamalla miRNA:ita niiden anti-miRNA:illa.
(Kent & Mendell 2006; Garzon ym. 2010.)
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5 AxI-tyrosiinikinaasireseptori

Axl kuuluu reseptorityrosiinikinaaseihin (RTK), jotka ovat solukalvon toiseksi yleisimpia
reseptoreita. Muita yleisia reseptorityrosiinikinaaseja ovat epidermaalisen kasvutekijan
reseptori ja insuliinireseptori. Tarkemmin Axl-reseptori on osa Tam—perhettd, johon
kuuluu sen lisaksi Tyro-3- ja Mer- tyrosiinikinaasireseptorit. (Linger 2008.) Axl-reseptori
koostuu ekstrasellulaarisesta osasta, jossa on kaksi immunoglobuliini (Ig) -tyyppista
domeenia, kaksi fibronektiini-3 -tyyppistd domeenia, seka intrasellulaarinen
kinaasidomeeni, jossa on kolme tyrosiinin autofosforylaatiokohtaa (kuvassa 5). AxI-
reseptori aktivoituu Gas6:den (Growth arrest-specific 6) sitoutuessa sen Ig-
domeeneihin, jolloin niistd muodostuu dimeeri. Taméan johdosta reseptorin
intrasellulaarinen osa kykenee fosforyloimaan edelleen sytoplasmassa olevia kinaaseja
aktivoiden ne. (Migdall & Graham 2010.)

. . Ig-like domain
JHN NH, (

Cell membrane

Y19 Y7179

Y821 Y821

HOOC wf Y866 || YE66 b COOH

Kuva 5. Tyrosiinikinaasireseptori Axl:n rakenne ja intrasellulaarisen osan
autofosforyloitumiskohdat (Korshunov 2012).

Axl-reseptori on yliekspressoituna useissa syOpatyypeissa ja sen on osoitettu olevan
merkki huonosta selviytymisesta rintasyovassa. Lisaksi sen ekspression estaminen
metastasoivassa rintasydpasolulinjassa vahentaa solujen invaasiota. Se ei niin ikaan
ole yhteydessa muihin tunnettuihin selviytymista huonontaviin tekijoihin, kuten
reseptoristatukseen tai levinneisyyteen, vaan sen esiintyminen korreloi huonon
selviytymisen kanssa. Axl-reseptorin  on my0s naytetty indusoivan epiteeli-
mesenkymaali transitiota ja sen merkkiaineita. (Gjerdrum ym. 2010.) Entuudestaan
tunnetut miRNA:t miR-199a/b ja miR-34a saatelevat Axl-reseptorin toimintaa

hypermetylaation avulla. (Mudduluru ym. 2011.)
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6 Epiteeli-mesenkymaali transitio

Epiteelisolujen muuntuminen mesenkymaalisiksi (EMT) on tarke& osa alkion kehitysta,
kudosten uusiutumista ja haavojen parantumista. Se on myds mekanismi, jonka avulla
syOpasolut muodostavat etapesakkeitd. On osoitettu, ettd EMT:n aktivaatio on
malignien epiteelisydpasolujen syntymisen kriittinen mekanismi. (Kalluri ja Weinberg
2009.)

Jotta karsinooma voi muodostaa etdpesakkeitdq, solujen taytyy ensin omaksua
mesenkymaalinen fenotyyppi, jarjestaytya uudelleen ja lahtea liikkeelle elimistbon.
Ennen veri- tai imusuoniin pddsemistd muuntuneiden solujen pitéda lapaista tyvikalvo,
joka suojaa niita. Ensin ne vaeltavat suonistoissa ja kiinnittyvat huonosti tunnettujen
biologisten signaalien ohjaamana suonten seinamiin. Kohteessa niiden pitaa uudelleen
hivuttautua kalvon lapi, seka kdyda mesenkymaalisolujen muuntuminen epiteelisoluiksi
(MET), jossa solu omaksuu jalleen epiteliaalisen fenotyypin. Suurin osa soluista kuolee
anoikikseen, eli kiinnittaytymattomyydesta johtuvaan ohjattuun solukuolemaan matkan
aikana tai immuunipuolustus eliminoi ne. Kohdekudoksessa syodpasolut péésevat

jatkamaan proliferointia. Tamé& on esitetty kuvassa 6. (Thiery 2002.)

Normal epithelium Dysplasia/adenoma Carcinoma in sity

— Basement membrane

Extravasation Intravasation Invasive carcinoma

S e S I
Lymph/blood =S EMT <
® ® =
-
—= = - p— sl f— et
[e—

= i =
@ @ @ *
Micrometastasis ° et e N Wl 2 b
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Kuva 6. Epiteeli-mesenkymaali transitio ja syopasolujen levidminen. (Thiery 2002.)
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Nature Reviews | Cancer

EMT:oon liittyy paljon erilaisia proteiineja, joita ekspressoimalla tai estdmalla se
voidaan saada aikaan tai palautua mesenkymaali-epiteeli transition, MET:n avulla.
Edella mainittuja proteiineja ovat muun muassa solujen valisiin liitoksiin liittyvat

proteiinit, solurankaan ja solun tukiverkostoon liittyvat proteiinit, erilaiset
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tarttumisreseptorit seka sen signalointireseptoreihin liittyvat proteiinit. Taman tyon
kannalta oleellisia EMT-proteiineja ovat transkriptiotekija Slug, adherenttien liitosten
proteiini E-cadheriini, valimuotoinen filamentti Vimentiini, seka tyrosiinikinaasireseptori
Axl.

6.1 Epiteeli-mesenkymaali transition merkkiaineet

Slug

Snai2, eli Slug-proteiini on transkriptiotekija. Se sitoutuu DNA:n saéatelyjaksoihin
sinkkisormien avulla (kuva 7) ja s&atelee transkription maaraa (SNAI2 2014). Slug-
transkriptiotekija on aktiivisena alkion kehityksessa ja haavojen parantumisen aikana.
Mutaatiot tassa geenissa johtavat usein alkion kuolemaan, silla se on mukana muun

muassa hermoston kehityksesséa. (Snai2 2013.)

SNAI2 J— o= n l | | i<}
SLUG L '

SNAG $-Prich domain Zinc fingers
domain  domair

Nature Reviews | Cancer

Kuva 7. Slug-proteiinin rakenne. Muokattu alkuperéisesta kuvasta. (Peinado ym. 2007)

Slug-proteiini sitoutuu BRCA2-geenin vaimenninosan E2 -laatikkoon ja hiljentéaa geenin
toiminnan CtBP-1- ja HDAC-1-proteiinien avulla. BRCA2-geeni saatelee solun
jakautumista ja solusyklida, seka korjaa virheitda DNA:ssa, eli se toimii sydvan
supressorina. Sen ekspressio on voimakas jakautumassa olevissa soluissa, joissa se
on mukana tarkistuspisteissad. Mutaatiot tassa geenissa ovat periytyvid ja ne ovat yksi

yleisimmista rintasy0paa aiheuttavista geenimutaatioista.

Slug-proteiini  on myds E-cadheriinin repressori, sitoutuen suoraan geenin
promoottoriosaan. Tata kautta se estaa siis solujen sitoutumista toisiinsa. Lisaksi Slug-
proteiinin lisddminen soluihin vaikuttaa niiden jakautumiseen ja kasvun nopeuteen ja
sen vieminen epiteelisoluihin saa aikaan niiden muuntumisen mesenkymaalisiksi.
Talloin se saa aikaan myds Axl-reseptorin ja Vimentiini-filamenttien ekspressiotason
lisdantymisen (Vuoriluoto 2010). Slug-proteiini on yksi keskeisimmista EMT:on ja

mesenkymaalisten solujen merkkiaineista ZEB- ja Twist-proteiiniperheiden ohella.
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E-cadheriini

Solujen valilla on monia erityyppisia liitoksia, joiden avulla ne kiinnittyvat toisiinsa ja
viestivat keskenaan. Naissa liitoksissa erilaiset proteiinit, kuten E-cadheriini, liittda solut
toisiinsa. E-cadheriini-proteiini muodostuu solun ulkoisesta ja sisdisestd osiosta.
Desmosomeissa ja tiiviissa liitoksissa E-cadheriini-proteiini muodostaa itsensé kanssa
homodimeereja ekstrasellulaaristen osien Ca**-ionien avulla. E-cadheriini-proteiinin
intrasellulaariset osat liittavat sen solun tukiverkostoon kateniinien avulla
demosomeissa valimuotoisiin filamentteihin ja tiivissa liitoksissa aktiini-filamentteihin.
Kuvassa 8 E-cadheriini-proteiini on sitoutunut solun sisdiseen Aktiini-verkostoon.
(Alberts ym. 2008.)

Extracellular Intracellular
p120™"
(« f-catenin

= Actin filaments

Kuva 8. E-cadheriini-proteiinin rakenne ja sijoittuminen solukalvolle (Wheerlock ym. 2008).

Tiiviiden liitosten avulla solut liittyvat tiukasti toisiinsa ja esimerkiksi liitoksia kiristamalla
oikeista kohdista epiteelisoluista voidaan muodostaa epiteeliputkia. Desmosomit
antavat soluille niiden mekaanisen kestavyyden siirtAmalla niihin kohdistuvat
leikkausvoimat valimuotoisiin filamentteihin, joilla on suurempi mekaaninen kestavyys.
Suurimmassa o0sassa epiteelisoluista desmosomit liittyvat keratiineihin, mutta
esimerkiksi sydanlihassoluissa ne liittyvat desmiiniin. Mutaatiot E-cadheriini-proteiinia
koodavassa geenissa tai sita saatelevien proteiinien geeneissa ovat yleisia syovissa,
jolloin solujen sitoutuminen toisiinsa estyy ja niiden muuttuminen mesenkymaalisiksi ja
liilkkuviksi mahdollistuu.(Alberts 2008:11; Rivard 2009.)

Vimentiini

Solun tukirangassa on valimuotoisia filamentteja, jotka edesauttavat solun kykya
kestad mekaanista stressid. Valimuotoisia filamentteja ovat muun muassa keratiinit,
neurofilamentit, Nestiini, Desmiini ja Vimentiini (Valimuotoiset filamentit 2006).
Vimentiinid esiintyy normaalisti [&hinn&@ mesenkymaalisissa soluissa, kuten

fibroblasteissa, mutta sitd esiintyy useissa aggressiivisissa syopatyypeissa.
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Vimentiini  muodostuu  useista toisiinsa  kietoituneista  Vimentiini-yksikdista,
monomeereista, joiden paissa olevat amino- ja karboksyylitéhteet sitoutuvat keskenaan
muodostaen pitkid putkimaisia rakenteita. Naméa ketjut kietoutuvat toistensa ymparille
muodostaen dimeereja, tetrameereja ja edelleen polymeereja (kuvassa 9), joissa

useammat kimput ovat kietoutuneet kesken&an.

L Rod — ! Tail !
| T 1B 24 B ! :
N ] Tl | i~ — COOH Monomer
’o L1 112 L2
oy
J v Coil-1 Coil-2
L‘l'.ﬁS?PGG
56

T — _ _ - . - - ————COOH Parallel
N e ey — (00N dimer

HH: Antiparaliel

tetramear
< cooH
COOH

Kuva 9. Vimentiini-sakeiden muodostuminen ja rakenne (Tang 2008).

Vimentiinilla on soluissa useita erilaisia tehtavid. Vimentiini sdatelee soluissa muun
muassa niiden Kiinnittymista ekstrasellulaarisen matriksiin integriini valitteisesti (Ivaska
ym. 2007). Sitd tarvitaan EMT:n ja Axl-proteiinin ekspression kaynnistamiseen.
Vimentiinin hiljentdminen MDA-MB-231-rintasydpé-soluissa johti niiden liikkuvuuden
menettamiseen in vitro (lvaska J. 2011). Se on myo6s Yyliekspressoituna

kolmoisnegatiivisessa basaalityyppisessa rintasytvassa (Karihtala ym. 2013).

6.2 MikroRNA:t ja epiteeli-mesenkymaali transitio

EMT voidaan aikaansaada usealla eri tavalla, kuten ekspressoimalla Snai-, ZEB- tai
Twist-perheen transkriptiotekij6itd. Solut menettavat pydrean muotonsa ja alkavat
ekspressoida mesenkymaalisille soluille tunnettuja merkkiaineita. Sama voidaan
aikaansaada myos yksittaisilla mikroRNA:illa miR-200-perheesta ja miR205:11a. MiR-
200-perheeseen kuuluvat miR-200a, -200b, -200c, -141 ja -429 (Gregory ym. 2008).
Niilla on keskeinen asema solujen muuntumisen ja jakautumisen saatelyssa. Erilaisia
mikroRNA:ita esiintyy miltei kaikissa solun jakautumisen vaiheissa monikykyisista
kantasoluista erilaistuneihin  soluihin.  Yksi miRNA voi hiljentdd useampaa

samantyyppista proteiinia. Esimerkiksi miR-34a hiljentd& Slug-proteiinia, mutta myds



17

ZEB-proteiinien 3° UTR alueelta 16ytyy sille sitoutumiskohta. Taman lisaksi miR-34a
hillentdd Axl-reseptoria. Mekanismi toimii molempiin suuntiin; proteiinit, joita MiRNA:t

hiljentavat, pystyvat hiljentamé&an kyseisia miRNA:ita. (Lamouille ym. 2013).
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7 Materiaalit ja menetelmat

Tama insindorityd alkoi solulinjojen yllapidolla ja tarvittavien analyysimenetelmien
suunnittelulla ja valmistelulla. Soluista kerattiin kerralla seka proteiinit ja miRNA, jotta
voitiin varmistaa miRNA-analyysiin kaytettavien solujen ekspression olevan molemmilla
kerroilla samanlainen. Aluksi tehtiin miRNA-analyysi kaksista eri kerralla valmistetuista
virustransfektoiduista soluista ja niiden tulosten seka kirjallisuuskatsauksen perusteella
valittiin ja tilattin miRNA:t jatkotutkimuksia varten. Valitut miRNA:t transfektoitiin
soluihin ja transfektiot varmistettin qPCR:n avulla. MIRNA -analyysin tulosten
toistuminen toisella solulinjalla varmistettin QPCR:n avulla. Sen perusteella tehtiin
uudet transfektiot pidemmilla vaikutusajoilla eri soluihin, joista valmistettiin edelleen
naytteet immunofluorensenssia ja virtaussytometriaa varten. Taulukossa 3 on esitetty

tydssa kaytetyt vasta-aineet.

Taulukko 3. Tyossa kaytetyt vasta-aineet ja laimennokset

Vasta-aine | Tunniste Laji Valmistaja Sovellus Laimennos
AxI AF154 vuohi R&D Systems WB 1:1000
AxI H-124 kani Santa-Cruz WB, IF 1:1000,
1:50
AxI Z49M hiiri Santa-Cruz FACS 1:400
E- 24E10 kani Cell Signaling FACS 1:100
cadheriini
E- #4065 kani Cell Signaling WB, IF 1:1000,
cadheriini 1:500
N- 61090 hiiri BD WB, IF 1:1000,
cadheriini Transduction 1:50
Laboratories
Vimentiini V9 hiiri Santa-Cruz WB, IF 1:1000,
1:100
Slug #9585S kani Cell Signaling wWB 1:1000
a-tubuliini 12G10 hiiri Hybridoma WB (latauskontrolli) | 1:1000
Bank
B-aktiini ab8226 hiiri abcam WB (latauskontrolli) | 1:1000
hiiri 488 FACS 1:400
hiiri 680 WB 1:5000
hiiri 570 IF 1:400
kani 488 IF, FACS 1:400,
1:400
kani 800 WB 1:5000
vuohi 800 WB 1:5000
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7.1 Solujen viljely

Tybssa kaytettiin taulukossa 4 listattuja solulinjoja, jotka edustivat kahta erilaista
fenotyyppia ja ekspressoivat eri EMT:n merkkiaineita. Viitatessa solulinjoihin
my6hemmin  kaytetddn taulukon mukaisia lyhenteitd niiden nimeamiseen
lukuunottamatta kuvateksteja ja otsikoita. 10a- ja GFP-solut toimivat kontrolleina, joihin

Slug- ja 231-soluja verrattiin.

Taulukko 4.  Tyodssa kaytetyt solulinjat

Kaytettava E-
Solulinja lyhenne Fenotyyppi AXI cadheriini | Slug | Vimentiini

Mcfl0a 10a epiteliaalinen X
Mcfl0a GFP GFP epiteliaalinen X
Mcfl0a GFP
Slug Slug mesenkymaalinen X X X
MDA-MB-231 |231 mesenkymaalinen X X X
Mcfl0a

10a on rintaepiteelisolulinja, joka muistuttaa normaaleja rinnan epiteelisoluja. Solut
eivat pysty jakautumaan loputtomasti, kuten sydpasolut, ne kestavat noin 30
jakokertaa. Solut eivat ekspressoi Axl reseptoria, Vimentiini- tai Slug-proteiineja, joiden
sijasta niiden merkkiaineena toimii solujen valisia liitoksia muodostava E-cadheriini-
proteiini. 10a-solut ovat adherentteja soluja, eli ne Kiinnittyvat kasvualustaansa ja
muodostavat kasvaessaan sidoksia toisiinsa. Tavallisessa soluviljelmassa solut

kasvavat vain yhdessa kerroksessa. Kuvassa 10 on konfluentteja 10a-epiteelisoluja.

Kuva 10. Kuvassa on konfluentteja McflOa-soluja, jotka edustavat epiteliaalista fenotyyppia
(Botlagunta ym. 2010).
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Mcfl0a GFP ja GFP Slug wt

Tyohon kaytetyt 10a-solut oli virustransfektoitu GFP ja GFP Slug-proteiineilla. GFP-
solut muistuttivat fenotyypiltdédn normaaleja 10a-soluja (kuva 10), kun taas Slug-solut
olivat omaksuneet mesenkymaalisolujen fenotyypin (kuva 11) ja ekspressoivat useita
mesenkymaalisten solujen merkkiaineita. Transfektio ei ollut kovin stabiili, silla
onkogeenin vieminen normaalin kaltaiseen soluun johtaa puolustusmekanismien
aktivoitumiseen ja vektorin poistamiseen solusta. Solut palautuivat epiteelisolujen

tyyppisiksi vahitellen, eritoten jakamisen tai sulatuksen jalkeen.

Kuva 11. Rinnan adenokarsinooma MDA-MB-231 soluja, jotka edustavat mesenkymaalista
fenotyyppia (Botlagunta ym. 2010).

Kaikkia naita soluja yllapidettiin 10a-solujen kasvatusliuoksessa (taulukko 5). Ne jaettiin
noin kolmen paivan valein 1:5 tai 1.6, kunnes ne olivat noin 90 % konfluenssissa. 10a-
solut olivat herkkia liialliselle jakamiselle ja liian tihedssa kasvamiselle, joten ne tuli
jakaa tasaisin vdliajoin. Kasvatusmedium imettiin pois ja solut pestiin nopeasti noin 5
ml:lla PBS-liuoksella. Solut irrotettiin lisddmalla niiden paélle 1 ml punaista 10x
trypsiini-liuosta ja annettiin sen vaikuttaa 10 minuuttia +37 °C:ssa. Solujen irtoaminen
tarkistettiin mikroskoopilla. Solut sentrifugoitiin 1:1 kasvatusliuoksen kanssa ja solut
suspensoitin 1 ml kasvatusliuosta, josta ne jaettin valitussa suhteessa

kasvatusmaljalle 10 ml kasvatusliuokseen.
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Taulukko 5. Tyossa kaytetyt kasvatusliuokset.
Mcfl10a kasvatusliuos MDA-MB-231 kasvatusliuos
reagenssi pitoisuus reagenssi pitoisuus
kantaliuos DMEM
DMEM/F12 1:1 FBS 10 %
Hevosen seerumi 5% L-glutamiini 1%
1 % DMEM, tai
0,5%
DMEM/F12 Non-essential-amino
L-glutamiini pitoisuudesta acids 1%
valmis liuos = kantaliuos +
lisakomponentit
Insuliini 10 pg/ml
Epidermaalinen
kasvutekija 20 ng/ml
Cholera Toxiini 100 ng/mi
Hydrocortisoni 0,5 pg/ml
MDA-MB-231
Rinnan adenokarsinooma 231-solut edustavat metastasoivaa ja proliferoivaa
rintasybpatyyppia ja niitd  verrattin  10a-solulinjaan. 231-solut edustavat

mesenkymaalista fenotyyppia ja ekspressoivat Axl-reseptoria, Vimentiini- ja Slug-
proteiineja. Soluja kasvatettiin taulukon 5 mukaisessa kasvatusliuoksessa. Solut jaettiin
3-4 paivan valein 1:10-1:20

kayttokerrasta. Koska 231-solut olivat sydpasoluja, ne eivat karsineet jakovalien

riippuen niiden konfluenssista ja seuraavasta
epatasaisuudesta tai liian harvaan jakamisesta. Solujen kasvatusmedium imettiin pois,
solut pestiin nopeasti PBS:lla ja irrotettiin yksinkertaiseksi laimennetulla trypsiinilla +37

°C:ssa 2-3 minuutin ajan. Solut sentrifugoitiin 1:1 kasvatusliuoksen kanssa ja solut

suspensoitin 1 ml kasvatusliuosta, josta ne jaettin valitussa suhteessa
kasvatusmaljalle 10 ml kasvatusliuokseen.

7.2 Western blot -analyysi
Natriumdodekyylisulfaattipolyakryyliamidigeelielektroforeesi, SDS-PAGE, (engl.

sodiumdodecylsulfatepolyacrylamidegelelectrophoresis) erottelee proteiinit niiden koon
perusteella sdhkodkentassa akryyliamidigeelille. Solut keréttiin maljoilta naytepuskuriin,

jonka detergentit hajottavat solukalvon ja -elimet. Tydssa on kaytetty kahta eri



22

naytepuskuria riippuen siitd, mitattinko niiden suhteelliset proteiinimaarat.
Detergentteind toimivat SDS ja merkaptoetanoli, jonka liséksi puskurit sisélsivat
suoloja. Proteiineja mitattaessa naytepuskuri ei sisaltanyt variainetta.  Néaytteet
sonikoitiin ultragénella pitamalla sonikaattorin pillia nayteputkessa 10-15 sekunnin
ajan. Ennen jokaista ajoa naytteita keitettin noin kymmenen minuuttia proteiinien
denaturoitumiseksi. Kokostandardi ja naytteet pipetoitiin tutkittavien proteiinien koon
mukaan valitun BioRadin polyakryyligeelin kaivoihin. Geelin annettiin ajautua 120 V

jannitteessa kunnes naytteet olivat ajautuneet geelin alareunaan, yleensa noin 2 tuntia.

Proteiinit siirrettiin geeliltd BioRadin nitroselluloosamembraanille 25 V jannitteessa
BioRadin Transblot Turbo-laittella. Membraani blokattin PBS-liuoksella 1:2
laimennetulla Odyssey Blocking Bufferilla noin tunnin ajan RT:ssd. Sen jalkeen
membraania inkubointiin primaarivasta-aineliuoksessa yon yli +4 °C:ssa. Membraani
pestiin kolme kertaa viiden minuutin ajan TBST-liuoksella. Pesun jalkeen membraania
inkuboitiin sekundaarivasta-aineessa valolta suojattuna tunnin ajan RT:ssd. Taman
jalkeen membraanit pestiin jalleen kolme kertaa viisi minuuttia TBST-liuoksessa, liuos
vaihdettiin jokaisella kerralla. Membraani kuvattin Odyssey -laitteella, jonka laser

virittdd sekundaari vasta-aineiden leimat ja havaitsee niista [&htevan valon.

7.3 MikroRNA PCR -analyysi

Soluista eristettiin totaali-RNA Qiagenin miRNAeasy-kitin ohjeiden mukaisesti. Kaikki
vapaavalintaiset tydvaiheet suoritettiin ja lopuksi naytteet eluoitiin lopputilavuuteen 30

pl. Naytteista mitattiin konsentraatiot ja puhtaudet NanoDropilla.

Tybssa kaytettin miRNAiden analysointiin Qiagenin MiScript miRNA PCR Arrayta.
Analyysissa 96-kuoppalevyn jokaisen kaivon pohjaan on sidottu tietylle miRNAlle
spesifisia koettimia, joihin naytteessa oleva miRNA sitoutuu ja monistuu. 96 kuopasta
12 sisaltda kontrollikoettimia, joten itse testissa on mukana yhteensa 84 eri miRNA:ta.
Reaktioissa on mukana kaksijuosteiseen DNA:han sitoutuvaa SYBR Green -
fluoresoivaa varia. Fluoresenssin maarad mittaamalla tulokseksi saadaan sen
suhteellinen arvo suhteessa syklien lukumaaraan. Mitd aikaisemmin fluoresenssin
maara nousee, sitd enemman naytteessd on miRNA:ta. Tuloksien analysoinnissa
naytetta verrataan kontrolliin, jolloin tulokseksi saadaan miRNA tason lisdantyminen tai
vahentyminen suhteessa kontrollin. Testiin valittin syovalle spesifisia miRNA:ita

siséltavd kuoppalevy. Naytteina toimivat GFP- ja Slug-solujen RNA. Kummallekin
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naytteelle oli oma 96-kuoppalevynsa. Paketin reagenssit on mitoitettu niin, ettd niiden
pitdisi riittdd yhteensd neljan 96-kuoppalevyn reaktioihin. Ty0 toistettiin kerran
itsendisesti, eri transfektioeran GFP- ja Slug-soluilla. Nama lajiteltin ennen analyysia
virtaussytometrilla, jotta vektorin poistaneet solut eivat edustaisi suurempaa osaa Slug-

solupopulaatiota.

RNA kaannettin ensin DNA:ksi kaéanteiskopioija-entsyymilla, jotta sitd voitaisiin
monistaa qPCR-analyysilla. RT-reaktiot suoritettiin miScript RT 11 -kitilla, PCR-analyysin
ohjeiden mukaisesti. Reaktioissa kaytettin 250 ng RNA:ta naytettd kohti. RT-
reaktioiden jalkeen naytteet laimennettiin ja reaktiot valmistettin PCR-analyysin
ohjeiden mukaisesti. Ohjeissa noudatettiin kohtia, jotka oli tarkoitettu Pathway-Focused
MiRNA PCR Array 96-kuoppalevylle. Levyt suljettiin teipein ja nesteet sentrifugoitiin

pohjaan. Naytteet ajettiin taulukon 7 mukaisesti.

Taulukko 6. mMiRNA gPCR ohjelma

Vaihe Aika Lampdtila (°C)
Alkudenaturaatio | 15 min 95
3-vaiheinen sykli:

Denaturaatio 15s 94
Sitoutuminen 30s 55

Pidennys 30s 70
Syklien maara 40

7.4 MikroRNA -transfektio

Soluihin vietiin TagMan pre-miRNA tai anti-miRNA k&anteisella transfektiolla sen
mukaan oliko kyseisen miRNA:n taso ylhaalla vai alhaalla kontrollin n&hden.
Transfektio varmistettin gPCR:lla, kyseiselle miRNAlle spesifisesti suunniteltujen
alukkeiden avulla. Tranfektiot tehtiin 12-kuoppalevyilla. Transfektioseoksen volyymi oli
puolet kasvatuskaivon normaalista kasvatusliuosmaarasta. Kutakin miRNA:ta tuli 20
nM, Qiagenin Hiperfect -reagenssia kaksinkertainen maard miRNA:n volyymia kohden
ja loput volyymista taytettiin Invitrogenin Optimeme-liuoksella. Solut irrotettiin ja jaettiin
kuten aiemmin, mutta suspensoitiin transfektioseokseen ja siirrettiin maljalle. Soluja
hoidettin Optimem, HiperFect ja miRNA -seoksella yon yli, jonka jalkeen lisattiin
tuoretta kasvatusmediumia 1:1 suhteessa transfektiovolyymiin. MiRNA:iden annettiin

ensimmaisella kerralla vaikuttaa 3 vuorokautta ja toisella kerralla 5 vuorokautta.
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7.5 MikroRNA -gPCR

Analyysiin kaytetty RNA eristettiin kuten aiemmin. RT-reaktiot suoritettiin Qiagenin Kkitin
ohjeiden mukaan. Reaktioissa kaytettin 10 ng:aa RNA:ta. RNA:t laimennettiin 1:10
veteen, silla maaria ei muuten olisi pystytty pipetoimaan. Reaktiot tehtiin suoraan PCR-
putkiin. MiRNA PCR suoritettiin myos kuten valmistajan ohjeessa. Naytteet pipetoitiin
96-kuoppalevylle ja jokaisesta naytteestd tehtiin 4 rinnakkaista kaivoa. Tulokset

analysoitiin gPCR -laitteen valmistajan omalla ohjelmalla.

7.6 Immunofluorensenssivarjays

MIiRNA -transfektoituja soluja kasvatettiin noin 80 % konfluenssiin 24-kuoppalevyn
pohjalla olevien lasilevyjen paalla. Varjayksessa kaytetty blokkausliuos sisélsi 30 %
hevosen seerumia PBS-liuoksessa. Kasvatusliuos imettiin pois ja solut pestiin nopeasti
noin 500 pul:lla PBS-liuosta. Solujen kasvu pysaytettiin fiksaamalla solut Kiinni alustaan
4 %:sella paraformaldehydilla, jota tuli 200 pl kaivoa kohti. Soluseinat tehtiin
lapaiseviksi permeabilisaatiossa Triton-X:n avulla. Kuoppiin annosteltin 250 pl
pitoisuudeltaan 0,1 % Triton-X-blokkausliuosta ja annettiin sen vaikuttaa 15 minuulttia,
jonka jalkeen naytteet blokattiin blokkausliuksessa 30 minuttia. Naytteitd inkuboitiin
primaarivasta-aineen kanssa 1 tunti lasilevy solupuoli alaspadin kéannettynd, jonka
jalkeen ne pestiin kolme kertaa PBS-liuoksella solupuoli ylospain. Pesujen jalkeen
naytteita inkuboitiin sekundaarivasta-aineiden kanssa 1 tunti valolta suojattuna,
solupuoli alaspain. Lopuksi naytteet pestiin viela kaksi kertaa PBS-liuoksella ja kerran
vedella solupuoli ylospain. Kaikki vaiheet tehtiin RT:ssé&. Kuvaamista varten lasilevyt

kiinnitetaén objektilaseille Mowiolilla ja pidettiin +37°C:ssa noin 1 tunti.

7.7 Virtaussytometrianalyysi, FACS

Virtaussytometriassa solut virtaavat yksisolususpensiona lasereiden ohi, jotka
skannaavat soluja suora- ja sivuttaissironnan mukaan. Taman avulla niitd voidaan
lajitella muodon ja koon mukaan. Lisdksi niihin voidaan lisata fluoresoivia vasta-aineita
kuten immunofluoresenssivarjayksessa. Tulokseksi saadaan fluoresenssin suhteellinen

maara solua kohti.
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Solut irrotettiin maljalta Thermo Fisherin HiQtase-reagenssilla, jonka annettiin vaikuttaa
noin 10 minuuttia +37°C:ssa. Normaali trypsinointi hajoittaisi solujen valiset E-
cadheriini-sidokset, miké& estaisi E-cadheriini-proteiinin havainnoimisen FACS:II&. Solut
sentrifugoitiin 1:1 Tyrodes-puskurin kanssa ja suspensoitiin 1 ml:aan Tyrodes-puskuria
ja sailottiin + 4°C:seen. Naytteiden kasittelyd varten solut sentrifugoitiin uudelleen ja
solut suspensoitiin 180 pl Tyrodes-puskuria. Solut jaettin neljaan putkeen, joista
jokaiseen tuli 50 pl solu-Tyrodes-seosta. Solut ja 50 pl primaari vasta-ainetta
sekoitettiin kesken&dan ja inkuboitiin 1 tunti sekoituksessa. Solut sentrifugoitiin ja liuos
poistettiin. Naytteet pestiin kerran Tyrodes-puskurilla ja suspensoitiin 50 pl Tyrodes-
puskuria. Solut yhdistettiin 50 pl sekundaari vasta-aineiden kanssa ja inkuboitiin 1 tunti
valolta suojattuna. Ne pestiin Tyrodes-puskurilla kaksi kertaa ja suspensoitiin 150 pl
Tyrodes-liuokseen ja jatettin +4 °C:seen ennen naytteiden ajamista. Muut vaiheet
tehtiin RT:ssé&.
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8 Tulokset ja tulosten kasittely

8.1 MikroRNA -analyysi

Solut olivat naytteiden kerayshetkella noin 80 % konfluenssissa. Slug-soluissa ol
arvioilta noin 5 % epiteliaalisiksi muuntuneita soluja. NanoDrop —mittauksen perustella

RNA-naytteet olivat puhtaita ja konsentraatiot hyvia. (Tuloksia ei esiteta.)

MiRNA-analyysin tulokset syotettiin valmistajan omaan analysointiohjelmaan (MiScript
miRNA PCR Array Data Analysis 2000— 2012). Kuvassa 12 esitetaan miRNA-analyysin
tulokset. Numerot pallojen vieressa viittaavat miRNA:n nimeen. Punaiset pallot ovat
kontrolliin nahden yliekspressoituja miRNA:ita ja vihreat aliekspressoituja. Mustat pallot
esittavat miRNA:ita, jotka eivat eronneet kontrollin ja verrokin kesken. Testissa oli

yhteensa 84 eri miRNA:ita. Group 1 esittaa Slug-soluja ja Control Group GFP-soluja.

SYBR Green -vari sitoutuu kaksijuosteiseen DNA:han ja voi mahdollisesti aiheuttaa
vaaraa signaalia sitoutuessaan muuhun Kkuin mitattavaan tuotteeseen. Tulosten
oikeellisuuden  varmistamiseksi  kaikissa miRNA-analyyseista tehtin  myds
sulamislampdétila-analyysi. Niiden perusteella voidaan sanoa signaalin tulevan
tuotteista, eiké reaktioissa ole esiintynyt alukkeiden keskenaista sitoutumista. (Tuloksia

ei esitetd.)
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Group 1 vs. Control Group
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Kuva 12. MikroRNA -analyysi GFP- (Control Group) ja Slug- (Groupl) soluilla. Kuvan akselit
edustavat suhteellisesta arvosta otettua kymmenkantaista logaritmia. Vasemmalla puolella
mustien viivojen ylapuolella olevat punaiset pallot edustavat Slug-soluissa yliekspressoituja
mikroRNA:ita ja vihreat aliekspressoituja. Mustat pallot kuvaavat mikroRNA:ita, joiden
tasoilla ei ollut eroja GFP- ja Slug-naytteiden valilla.

Tulosten analysointiohjelma jakoi ne neljgén eri luokkaan (OKAY, A, B ja C) niiden
luotettavuuden mukaan. OKAY-ryhmaan kuuluneet arvot voitiin hyvaksya sellaisenaan.
Ryhman A tuloksien toisessa naytteessa on ollut suhteellisen matala kynnyssykliarvo,
mika aiheuttaa naytteiden valilla odotetusti eron, vaikka taso olisi matala toisessakin.
Kaytdnnossa toisessa naytteessa miRNA:ta on ollut hyvin vahédn, mutta toisessa
keskimaardisesti tai paljon muihin miRNA -tasoihin verrattuna. Nama miRNA:t ovat
kuitenkin tulosten kannalta kiinnostavia, joten niitd ei rajata ulos. Nain tehddan myds
ryhmadn B miRNA:ille, jossa molempien naytteiden miRNA-tasot olivat olleet
suhteellisen matalia. Kaytanndssd molemmissa naytteissa on ollut miRNA:ta vahan,
mutta niiden valinen ero on silti todellinen. Erot matalilla tasoilla voivat kuitenkin nakya
soluissakin, mikali miRNA:lla on térkea rooli sdatelyssa. C-ryhman tulokset taas jatettiin

ulos tarkastelusta, silla naissd kynnyssykliarvo on molemmissa naytteissa ollut
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mitattavan rajan ulkopuolella. Kaytanndssa tdma tarkoittaa sitd, ettd miRNA:ta ei ole
ollut ollenkaan kummassakaan naytteessd. Kun tuloksista jatettin pois nadméa
epéluotettavat osumat, saatiin jaljelle jaaneista kuvassa 13 esiintyvat miRNA:t. Tyon
kannalta oleellisia miRNA:ita ovat ne, jotka ndkyvat keltaisella taustalla Tasaisena

rivistona noin 5-tason alapuolella olevat miRNA:t eivét vaikuttaneet tyohon.
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Kuva 13. MikroRNA -analyysi GFP- (Control Group) ja Slug- (Groupl) soluilla. Y-akseli kuvaa
suhteellista miRNA-ekspression arvoa. Tyon kannalta oleellisia miRNA:ita ovat keltaisella
korostetut. Kuvasta puuttuuvat mikroRNA:t miR-144, -155 ja -184, silla niiden suhteellinen
ekspessio oli huomattavasti suurempi kuin muiden ja esti muiden erojen nakemisen.
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RNA-naytteiden kanssa samaan aikaan soluista kerattiin proteiinindytteet WB-
analyysia varten. Naiden tuloksia verrattin samoista soluista kerattyihin,
valmistamisen ja lajittelun jéalkeen otettuihin naytteisiin, jotta pystyttiin arvioimaan
kuinka paljon solujun muuttuminen takaisin vaikuttaa niiden ekspressioihin. Kuvassa 14
A-kohdassa on solut, joista analyysi on tehty ja B-kohdassa solut lajittelun jalkeen.
Silmamaaraisesti vertaamalla voidaan todeta A-kohdan Slug-solujen ekspressoivan
vahan E-cadheriini-proteiinia, mutta kuitenkin edelleen myds Slug-proteiinia. Axl-
reseptoria nayttaisi olevan enemman GFP-soluissa, mutta todennakdisesti vasta-aine
ei ole toiminut, silla lajittelun jalkeen Axl-reseptorin taso noudattaa Vimentiini- ja Slug-

proteiinien tasoa (kuva 14 kohta B).
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Kuva 14. WB —analyysin tulokset, GFP- ja Slug-solut A. Naytteet keratty rinnakkaisista soluista
miRNA -analyysin RNA:n kanssa. Latauskontrollina toimii Tubuliini-proteiini. GFP-solujen
lataus oli silmamaaraisesti arvioituna noin 30 % suurempi kuin Slug-solujen. B. Samat solut
kuin A-kohdassa, mutta naytteet keratty solujen valmistuksen yhteydessa lajittelun jalkeen.
Latauskontrolli Actin-proteiini on silmémaaraisesti arvioituna tasainen. Seka A- ettd B-
kohdissa tyon kannalta oleelliset proteiinit E-cadheriini, Axl, Vimentiini, Slug ja
latauskontrollit. Vim ja vimentiini tarkoittavat samaa proteiinia.

MiRNA-analyysin tulosten perusteella Slug-proteiini liséisi ainakin mikroRNA:t miR-144,
-155, -196a, -140, -21 ja -9 ekspressioita. Sen mukaan Slug-proteiini inhiboisi

mikroRNA:iden miR-32, -96 ja -184 ekspressiota. Analyysi toistetaan eri aikaan
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kasvatetuilla GFP- ja Slug-soluilla, jotka on lajiteltu noin viikkoa ennen analyysia

muuntuneiden solujen poistamiseksi. Kuvassa 15 tulokset esitetty kuten aikaisemmin.

Keltaisella pohjalla korostettuna ovat samoja osumia kuin aiemmalla kerralla.

Group 1 vs. Control Group
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Kuva 15. Toistettu mikroRNA -analyysi lajitelluille GFP- (Control Group)

ja Slug- (Groupl)

soluille. Kuvan akselit edustavat suhteellisesta arvosta otettua kymmenkantaista logaritmia.
Vasemmalla puolella mustien viivojen ylapuolella olevat punaiset pallot edustavat Slug-
soluissa yliekspressoituja mikroRNA:ita ja vihreat aliekspressoituja. Mustat pallot kuvaavat
mikroRNA:ita, joiden tasoilla ei ollut eroja GFP- ja Slug-naytteiden valilla. Keltaisella

korostettuna molemmissa analyyseissa esiintyneet miRNA:t

Tulokset kasiteltiin kuten edella ja ne on esitetty kuvassa 16.
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Kuva 16. Toistettu mikroRNA-analyysi lajitelluilla GFP- ja Slug-soluilla. Tulokset esitetty kuten

edelld. Y-akseli kuvaa suhteellista miRNA-ekspression arvoa. Tyon kannalta oleellisia

miRNA:ita ovat keltaisella korostetut.

MiRNA-tasojen lisdksi samoista soluista tehdyn WB-analyysin tulokset on esitettyt

kuvassa 17. Solut kasvoivat lajittelun jalkeen hitaammin ja maljoille ehti kertya paljon
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muuttuneita soluja ennen naytteiden keraamistd. Tama nékyy kuvassa 17 Slug-

proteiinin hieman heikompana ekspressiona.

p-Akt .. 4

Akt1
-y

-
Akt3 i - B e

Vimentin & '- [
2 -

Slug —

Actin S

Kuva 17. "'rpistettu mikroRNA-analyysi lajitelluilla GFP- ja Slug-soluilla. Latauskontrollina Aktiini-
proteiini.
Toistetussa miRNA-analyysissa ekspressiotasot ovat nouseet miRNA:illa miR-181a, -
138, -132 ja -9. Reaktioseosta valmistaessa yksi reagensseista loppui kesken, joten
kaksi kaivoa jouduttiin jattamaan tyhjaksi Slug-kuoppalevylta. Tyhjaksi jai yksi
rinnakkainen kontrollikaivo ja miR-19a kaivo. Toistetussa analyysissd laskeneet
ekspressiotasot olivat miRNA:illa miR-203, -210, -96, -135b, -378a,- 200c ja -205.
Kuvan 17 mukaan normaalit (GFP) solut ekspressoivat Akt2-isomuotoa enemman kuin
Slug-solut, mutta vahemman Akt3- ja p-Akt-isomuotoja. Akt-kinaasin eri isomuodot

toimivat erilaisissa rooleissa sydvassa ja EMT:ssa.

MiRNA-analyysien tulosten ja tehdyn kirjallisuuskatsauksen (taulukko 7), seka
miRNA:iden ennustettujen kohteiden perusteella valittiin jatkotutkimuksiin miRNA:t 144,
155, 181a, 184, 200c ja 9. Naille tilattiin pre- ja anti-miRNA:t transfektiota ja alukkeet
gPCR varten. Pre-miRNA:t mukailevat soluissa esiintyvia miRNA:ta hiljentéen
mRNA:ta ja anti-miRNA:t estdvét soluissa toimivien miRNA:iden toiminnan sitoutuen

niihin. MiRNA:t valittiin Life Technologies yrityksen mir-Vana-tuoteperheestd, RT-
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analyysia varten tilattin Applied Biosystemsin TagMan MicroRNA Reverse

Transcription Kit ja TagMan MicroRNA Assays.

Taulukko 7. MikroRNA -kirjallisuuskatsaus

MikroRNA Tehtava Lahde

miR-144 Estda PTEN ekspressiota pAKT, cyclin D1 tasojen
nostamiseksi ja laskee E-cadheriinin ekspressiota

nendontelon syovassa. Zhang ym. 2013
MIR-155 | MiRNA:n yliekspressio estaa CDLK 1 ekspressiota

munasarjan syopasoluissa Qin ym. 2013

Mutantti p53 lisda invaasioita rintasyopéasoluissa miR- | Neilsen ym.

155 yliekspression avulla 2013

He ym. 2013;

Diagnostista arvoa sydvan havaitsemisessa Tang ym. 2013

Edistda verisuonten muodostumista Kong ym. 2014
miR-184 Neuroblastoomassa miRNA:n tason nousu inhiboi

tuumorin kasvua Tivhan ym. 2010

Ei artikkeleita rintasydpéaan liittyen

miR-181a | TGF-beeta sadtelee miR-181a ekspressiota

rintasyévan metastaasien muodostumiseksi Taylor ym. 2013
miR-9 Ekspressio lisda imusolmuke metastaaseja

rintasyévassa Wang ym. 2013

Inhiboi E-cadheriinia maksan sydvassa ja lisaa

solujen liikkuvuutta Tan ym. 2010

MiRNA-analyysien tulokset ovat kyseenalaistettavia, silld solut ajautuivat nopeasti
MET:tiin, mesenkymaali-epiteeli transitioon. Slug-proteiini on mukana vaikuttamassa
solujen proliferaatioon, joten GFP- ja Slug-solut kasvoivat eri tahtiin ja niiden
palautuminen pakastuksesta tai jakamisesta voi vaikuttaa keraamishetkella
ekspressoitaviin miRNA-tasoihin. Toisaalta molemmissa testeissa samoilla paikoilla
(kuvat 12 ja 15) toistuneet miRNA:t miR-9, -140 ja -96 viittaavat siihen, etta
olosuhteiden erilaisuudesta huolimatta niiden tasot ovat muuttuneet samalla tavalla.
Kannattavaa olisikin ollut testata molemmissa testeissa samalla tasolla toistuneita
miRNA:ita

QPCR-analyysi on herkka pienille muutoksille mitattavassa reaktiossa. Tastd syysta
tehdéaéan yksi reaktioseos, josta se jaetaan kuoppalevyn kaivoihin. T&h&n voi kuitenkin
vaikuttaa pipetoinnin toistettavuus, pipettien kalibrointi ja kayttajan taidot.
Reaktioseoksen loppuminen kesken vaikutti seokseen tulleiden komponenttien

suhteeseen ja sitd kautta mahdollisesti myds testin tuloksiin. Lisaksi kuoppalevyilla oli
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vain yksi kaivo miRNA:ta kohden. Luotettava qPCR-tulos vaatii vahintaan 3
rinnakkaista kaivoa naytettd kohden. Analyysista tehdyt kaksi itsenéistad toistoa on
hyva, silla analyysien tulokset tulisi aina varmistaa useammin kuin kerran, jotta voidaan

varmistua tulosten johtuvan tutkittavasta kohteesta muiden tekijoiden sijaan.

8.2 MikroRNA -transfektio

Transfektio tehtiin aluksi GFP- ja Slug-soluihin, kumpaankin solulinjaan transfektoitiin
sekd pre- ettd anti-miRNA:t. Transfektioliuoksen annettiin vaikuttaa 3 paivaa. WB-
analyysin tulokset on esitetty kuvassa 18. Kuvan alapuolella miRNA:iden jarjestys.
GFP- ja Slug-testiviivoja ei voida verrata keskenaén kuvan erilaisen valotuksen vuoksi,
vaan transfektoidun miRNA:n tasoa verrataan pre- tai anti-kontrolliin transfektoidun

MiRNA:n mukaisesti.
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Kuva 18. WB-analyysin tulokset mikroRNA-trasfektiosta kaikilla miRNA:illa GFP- ja Slug-
soluissa. Aktiini-proteiini toimii latauskontrollina. Anti-kontrolli miRNA-kaivo on jaanyt
tyhjéksi, eik& kohdassa nay proteiineja.

Transfektion toimivuuden varmistamiseksi transfektoiduista soluista kerattin RNA ja
naytteista tehtiin qPCR-analyysi, jonka tulokset on esitetty kuvassa 19. Kuvassa y-
akselilla on miRNA:n suhteellinen ekspressiotaso . Vasen pylvas kuvaa transfektoidun
solun miRNA-tasoa ja oikea pylvas kontrollin miRNA-tasoa. Anti-miRNA-tasoja ei voida

varmistaa talla menetelmalld, koska RT-reaktioiden alukkeet ovat miRNA-spesifisia.
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Kuva 19. MikroRNA -transfektion varmistaminen GFP- ja Slug-soluista. Y-akseli kuvaa
miRNA:n suhteellista ekspressiota. Tulokset on normalisoitu kontrolliin. Transfektioista vain
pre-miRNA:lla tehdyt voitiin varmistaa, silla miRNA RT PCR-analyysissd kéaytettavat
alukkeet ovat spesifiset vain pre-miRNA:lle. Liséksi tarkistettin vain ne miRNA -transfektiot,
joiden miRNA:n ekspressio oli painvastainen solulinjan omaan ekspressioon nahden.

GFP- ja Slug-solujen muuttumisen takia transfektiot toistettiin 10a- ja 231-soluilla. 10a-
ja GFP-solut ovat miltei samoja (GFP-soluissa erona vain tyhja vektori) ja Slug- ja 231-
solut ekspressoivat samoja proteiineja, joten ne voisivat siltd osalta soveltua
transfektioon. Solujen soveltuvuutta miRNA -transfektioon testattin gPCR-analyysilla,
jonka tulokset on esitetty kuvassa 20.
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Kuva 20. 10a- ja 231-solujen soveltuvuus miRNA -transfektioon. Y-akseli on miRNA:n
suhteellinen ekspressio.

Tassa vaiheessa jatettiin pois miR-155, josta l0ytyi jo paljon tietoa rintasyopaan liittyen
ja miR-184, jonka ei noudattanut analyysin tuloksia. Vaikka mikroRNA:t miR-144 ja -
18la eivat noudattaneet analyysien tuloksia, ne haluttin muista syistd jattaa
tutkittavaksi.

10a- ja 231-soluihin trasfektoitiin vain se miRNA, jonka ekspressio olisi painvastainen
solun ekspressiotasoihin nahden. Transfektioliuoksen annettiin vaikuttaa 3 paivaa,
jonka jalkeen tehtiin uusi, 2 paivaa kestanyt trasfektio. Solut olivat muuttaneet hieman
muotoaan, mutta kontrollitransfektoidut solut olivat vastaavassa kunnossa kuin miRNA-

transfektoidut. Kuvassa 21 on esitetty toisen transfektion WB-analyysin tulokset.

10a- ja 231-solujen kayttdminen transfektiossa oli sopiva vaihtoehto GFP-ja Slug-
solujen sijaan, silla 231-solut eivdt menetad ekspressiotaan jakamisen seurauksena.
Naita olisi voinut kayttaa myos koko tydn tekemiseen, silla 231-solut ekspressoivat AxI-
Slug-, ja Vimentiini-proteiineja stabiilisti ja ne ovat 10a-solujen tavoin rinnan

epiteeliperdisia, vaikkakin karsinoomasoluja.
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Kuva 21. WB-analyysi mikroRNA -transfektiosta 10a- ja 231-soluihin pidemmalla vaikutusajalla.
Latauskontrollina Aktiini-proteiini.

Solujen transfektoiminen miRNA:illa ei muuttanut solujen fenotyyppié tai saanut aikaan
merkittavia tai johdonmukaisia muutoksia proteiinitasoissa kummassakaan
transfektiossa. Muutokset kuvissa nakyvissd tasoissa voivat siis johtua solujen
karsimisesta transfektioissa tai muista tuntemattomista tekijoista. EMT-tekijoihin
vaikuttaa lisaksi useita eri faktoreita, jolloin muut pitéisi sulkea pois halutessa tutkia
tietyn tekijan aiheuttamaa muutosta. Yksittdiset miRNA:t eivat valttamatta saa aikaan
haluttua muutosta soluissa, vaan ne toimivat mahdollisesti muun mekanismin tukena,
jolloin monta asiaa kohdistuvat samaan aikaan proteiinin hiljentdamiseen. Solujen
mekanismi on myos hidas, kaytetty transfektioaika riittaa kylla miRNA:n tason huimaan
nostamiseen (kuva 19), mutta proteiinitasolla vastaavanlaisia muutoksia ei nay. Jos
kohteena oleva proteiini on luonteeltaan stabiili, sen mRNA-tasojen hiljentdminen ei
ehka riitd koko ekspression muuttamiseen. Lyhyen ja pitkan transfektion valilla ei ollut

muuta selvaa eroa kuin solujen karsiminen pidemmassa transfektiossa.
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WB-tulosten perusteella anti-mir-9 nayttaisi hieman lisdavan E-cadheriini-, p-Akt-, Akt2-
Vimentiini- ja Slug-proteiinien ekspressioita Slug-soluissa verrattuna anti-miR-kontrolliin
(kuva 18). Vastaavaa eroa ei nay GFP-soluissa, mutta toisen transfektion 10a-soluissa
on samantyyppinen muutos (kuva 21). Nailla ndkyy myos pieni ero Axl-tasoissa. Muilla
miRNA:illa ei ole johdonmukaisia muutoksia. WB-tuloksista huomioitavaa on proteiinien
tasaisesta latauksesta kertova latauskontrolli; aktiini tai tubuliini. Naiden testiviivojen
pitaisi olla keskendan samankokoiset ja intensiteetiltdan tasaiset, jotta muita
proteiinitasoja voitaisiin verrata suoraan keskenaan. Latauksen tasaisuuteen vaikuttaa
sekd naytepuskurin volyymi, johon solut lyysataan kasvatusmaljalta ettd WB-
naytekaivoihin pipetoitu naytteen maara. Naméa arvioidaan solujen konfluenssin ja koon
mukaan — epiteelisolut kasvavat tiheammin ja konfluenssia voi olla vaikea verrata
mesenkymaalisiin. Kaivoihin pipetoitavat maarat voi myds tasata mittaamalla
naytteiden suhteellisen proteiinipitoisuuden ja vakioimalla sen néaytteiden kesken.
MiRNA-transfektioista ajetut naytteet valmistettiin talla tavalla mahdollisimman pienien

muutosten havainnoimiseksi.

8.3 Immunofluoresenssi

Immunofluorensenssissa kaytettin samoja miRNA-transfektoituja soluja kuin WB-
analyysiin. Soluista kuvattiin kaksi eri proteiinia naytettd kohden, E-cadheriini ja N-
cadheriini yhdessa ja Vimentiini ja Axl yhdessa. Solut olivat noin 90 % konfluentteja
naytteiden valmistushetkella. Naytteitd kuvatessa luotiin ensin yleiskuva kuvattavien
kohteiden nakyvyydesta naytteessa. MiRNA:illa transfektoitujen solujen ja
kontrollivektorilla transfektoitujen solujen vdlilla ei ollut huomattavaa eroa. Taman
jalkeen tutkittin tarkemmin |6ytyikd solun koon, muodon, konfluenssin, kuvattavan

proteiinin muodolla tai iimentymisella yhteytta toistensa kanssa.

10a-solut ekspressoivat E-cadheriini-proteiinia solujen ymparilla toisin kuin 231-solut.
Niissd puolestaan oli vimentiinia, jota ei Mcf10a soluissa ollut. N-cadheriinia ei nakynyt

kummassakaan. Axl-reseptoria esiintyi enemmaéan 231-soluissa.

Huomioitavaa 231-soluissa oli Vimentiini-verkoston erilaisuus riippuen solun muodosta.
Pyoreammissa ja moniulottuvaisemmissa soluissa verkosto oli rihmastomainen (kuva
22) ja pitkissa tikkumaisissa soluissa verkosto oli yksinkertaisempi (kuva 23). Joissakin
soluissa verkostossa oli selkeitd kertymid, jotka nakyviat pisteind verkossa. E-

cadheriini- tai N-cadheriini-proteiineja ei soluissa nakynyt. N-cadheriini-proteiinin vasta-



40

aine ei todenndkdisemmin toiminut, silla solujen olisi pitdnyt ekspressoida sita. Axl-

reseptoria esiintyi soluissa satunnaisen tasaisesti.

Kuva 22. 231-solujen anti-ctrl transfektio, rihmastomainen verkosto. Punaisella varjattyna
Vimentiini, vihredlla Axl ja sininen on DAPI, joka véarjaa tumat.

Kuva 23. 231-solujen miR-9 transfektio, pitkAnomaiset saikeet. Punaisella varjattyna Vimentiini,
vihredlla Axl ja sininen on DAPI, joka véarjaa tumat.

Huomioitavaa 10a-soluista oli Vimentiini-filamenttien esiintyminen liikkuvien solujen
likkumissuuntaa kohti (kuva 25). Sama ilmié on nahty myés konfluenssiin solumattoon
tehdyn "haavan” reunalla. (Vuoriluoto 2010.) E-cadheriini-proteiinin ekspressio ymparoi
tumaa ja solureunoja. Sitd ei kuitenkaan ollut kaikkialla, vaikka solut olisivat olleet
tiiviisti. Todennakoisesti ne ovat muodostaneet toisen tyyppisia sidoksia keskenaan.

Ekspressio ei ollut yhtd voimakas kuin WB:ssa nahtava ero solulinjojen valilla.

Kuva 24. 10a-solujen miR-9 transfektio. E-cadheriinia on solujen reunoilla. Punaisella kuvassa
N-cadheriin, vihrealla E-cadheriini ja sinisella DABI, joka varjaa tumat.
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Kuva 25. 10a-solujen miR-9 transfektio. Vimentiinia pienina sykerdmaisind verkoistoina
soluissa, jotka likkumassa vapaata tilaa kohti. Punaisella kuvassa Vimentiini, vihrealla Axl
ja sinisella DABI, joka varjaa tumat.

8.4 Virtaussytometria, FACS

FACS -analyysiin  kaytettin  samoja  miRNA-transfektoituja  soluja  kuin
immunofluorenssiin ja WB -analyysiin. Naytteistd mitattiin erikseen Axl- ja E-cadheriini-
proteiinit seka yhdesséd ettda erikseen. Kuvassa 22 on esitetty 10a-solujen
ekspressiotasojen tulokset. Naytteet on normalisoitu kontrollitransfektion suhteen niin,
etta kontrollin arvo on yksi. Saaduista luvuista otettiin kymmenkantainen logaritmi,
jolloin saatiin proteiinin suhteellinen ekspressio naytteessa kontrolliin nahden.

Mcf10a miRNA FACS
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m Axl/E-cadheriini

¢ 1 - [ r m Axl + E-cadheriini
0,1

0,3
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pre miR-144 pre-mik 181a pre miR-9 anti miR-200¢
Axl/E-cadheriini 0,066275-0,24058 [0,012009-0,109463-0,034216:0,053406D, 13765820,385322
Axl + E-cadheriini 0,117751-0,229359.0,057946:0,092323 -0,02673 10,0263250,116341.0,182277

Kuva 26. Mcfl0a miRNA -transfektoidut solut. FACS-analyysi miRNA:den vaikutuksesta AxI- ja
E-cadheriini-proteiinien tasoihin. Tulokset on normalisoitu kontrolli-miRNA:ta vastaan.
Siniset pylvaat kuvaavat sita kun soluista varjattiin vain toista proteiinia ja punaiset pylvaat
kun molemmat proteiinit mitattiin samasta naytteesta.
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MDA-MB-231 miRNA FACS
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Kuva 27. MDA-MB-231 mirna- transfektoidut solut. FACS-analyysi miRNA:den vaikutuksesta
Axl- ja E-cadheriini-proteiinien tasoihin. Tulokset on normalisoitu kontrolli-miRNA:ta
vastaan. Siniset pylvaat kuvaavat sita kun soluista varjattiin vain toista proteiinia ja punaiset
pylvaat kun molemmat proteiinit mitattiin samasta naytteesta.

FACS:n tuloksista voidaan n&hda, ettd ainakin miR-9 johdonmukaisesti inhiboi E-
cadheriini-proteiinin ekspressiota Mcfl0a pre-miR-9-transfektiossa ja lisda sitda MDA-
MB-231 anti-miR-9- transfektiossa. Tulokset on esitetty suhteellisena ekspressiona
kontrolli- transfektoituja soluja vastaan. Kuvissa 26 ja 28 on esitetty sinisin pylvain
naytteista yksittain varjatyt Axl- ja E-cadheriini-proteiinit ja punaisin pylvain ne tasot,
kun samasta naytteesta on varjatty molemmat proteiinit. Naiden pitaisi siis olla sama
asia mitattuna kahteen kertaan, mutta tasot vaihtelevat ja toisissa menevéat jopa
painvastaisiin suuntiin. Analyysissa varjattiin vain solun pinnan proteiineja, silla soluja

ei hajoteta vaan signaali mitataan niiden pinnalta.

Kaikenkaikkiaan tulosten perusteella voidaan sanoa, etta tiettyja Slug-proteiinin
vaikutuksesta ekspressiotasoltaan muuttuneita miRNA:ita |6ydettiin, mutta tarkemmin
tutkittavista vain miR-9 naytti vahaisia merkkeja mahdollisesta vaikutuksesta
ekspressiotasoihin. Yhdellakdan valituista MiRNA:ista ei ollut vaikutusta solujen
fenotyyppiin ja vaikutuksesta EMT:n merkkiaineisiin oli vain vahaisia merkkeja.

Stabiilimpien solujen kayttdminen miRNA -analyyseihin ja transfektioihin olisi voinut
vaikuttaa tuloksiin. MIRNA -tasojen havainnointiin kaytetty menetelma on herkka
vaihteluille, erilaisten menetelmien arviointi ja vertailu ennen kaytettdvan
analyysimenetelmé&n valintaa olisi ollut kannattavaa. Analyysien useampi toistaminen ja
rinnakkaisten naytteiden tekeminen olisi lisdénnyt tulosten luotettavuutta. Menetelmien

hyva tuntemus ja osaaminen olisivat lisdnneet luottamusta tulosten oikeellisuuteen.
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Voidaan kuitenkin todeta miR-9 eri analyyseissa toistuvien samankaltaisten tulosten
perusteella, ettd tuloksiin voidaan paasdantoisesti luottaa huolimatta esiintyneista

epavarmuuksista.
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9 Yhteenveto

Tybssd tutkittin  Slug-proteiinin  spesifisesti aikaansaamia muutoksia rinnan
epiteelisolujen miRNA:iden ilmentymisessa ja niiden vaikutuksia epiteeli-mesenkymaali
transitioon, solujen fenotyyppiin seka niiden ekspressoimiin EMT:n merkkiaineisiin ja

Axl-tyrosiinikinaasireseptoriin.

Tyb6ssa vertailtin Mcfl0a rinnan epiteelisoluja ja Slug-proteiinin aikaansaaman EMT:n
lapikayneita McflOa-soluja. Muutoksia tutkittin PCR- pohjaisella miRNA- analyysilla.
Tulosten perusteella valittiin kuusi miRNA:ta (miR-144, -155, -184, -181a, -200c ja -9)
transfektoitavaksi soluihin ja niiden aikaansaamia muutoksia havainnoitiin vertaamalla

solujen proteiinitasoja WB -analyysilla, immunofluoresenssilld ja virtaussytometrialla.

Tulosten perusteella voidaan sanoa, ettei mik&dan kuudesta miRNA:sta pystynyt
muuttamaan solujen fenotyyppid. Taman liséksi valituista miRNA:ista vain yksi ( miR-9)
antoi viitteitd vaikutuksesta EMT:oon. Se sai odotusten mukaisesti soluissa aikaan
vahaista epiteelisolujen merkkiaineiden (E-cadheriini) vahentymista  ja
mesenkymaalisten (Slug ja Vimentiini) lisdantymistd seka WB- etta FACS-
menetelmilla. Tyohon kaytettavan ajan rajallisuuden takia analyyseja ei ehditty toistaa
tulosten varmistamiseksi. Tulosten vaihtelevuudesta huolimatta voidaan menetelmien

suorituksen ja luotettavuuden arvioinnin perusteella tuloksiin paasaantdisesti luottaa.

Esitettyihin tavoitteisiin  kyettiin  16ytam&an vastaukset, vaikka tulokset eivat
vastanneetkaan odotuksia yhden miRNA:n selkesta toimimisesta osana Slug-proteiinin
aikaansamaa EMT:ta. Voidaan kuitenkin olla tyytyvaisia siihen, ettéd yksi miRNA sai

aikaan pienida muutoksia, silla harvoin vaikutukset ovat taysin selkeité.
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