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Opinnaytetyo tehtiin Hannu Koistisen tutkimusryhmassa, Kliinisen kemian laitoksella, Haart-
man-instituutissa, jossa tydta ohjasi vanhempana tutkijana ryhmassa toimiva Kati Rasanen.

Opinnaytetydssa RNA-interferenssi (RNAI) -menetelmaélle pyrittiin [6ytamaan optimaaliset
olosuhteet trypsiini 2 -proteaasia koodaavan PRSS2-geenialueen ekspression vaimenta-
miseksi kolmessa eri eturauhassyopasolulinjassa. RNAi:n avulla voidaan vaimentaa tietyn
geenin ilmeneminen elién ilmiasussa.

Eturauhassyopa, jonka hoidon kehittdmiseen opinnaytetydssa keskitytdén, on useiden vuo-
sien ajan ollut suomalaisten miesten yleisin sydpésairaus. Proteaasit, joita tydssa tarkastel-
laan, tuhoavat solujen kalvoja ja aiheuttavat tuhoa ymparoiviin kudoksiin raivaten tilaa li-
saantyvalle sydpasolukolle. Eturauhanen tuottaa useita eri proteaaseja, joilla tiedetaan ole-
van osuutta sydvan kehittymisessa ja joiden ilmentyminen vaihtelee eturauhassyovan eri
kehitysasteissa. Trypsiineilla on todettu olevan yhteys useisiin eri sydpatyyppeihin, joten nii-
den tutkiminen on perusteltua myds eturauhassydvan yhteydessa.

Opinnaytetyon kokeellisessa osuudessa sydpasolulinjat PC-3, PC-3M ja ALVA-31 viljeltiin
kuusikuoppalevyille, jossa niille suoritettiin siRNA-transfektio kolmella eri PRSS2-geenialu-
een oligonukleotidisekvenssilla. Transfektion jalkeen soluista eristettiin niiden RNA:t, jotka
kaannettiin kaanteiskopioijaentsyymin avulla komplementaariseksi DNA:ksi (cDNA). cDNA-
synteesin jalkeen haluttuja geenituotteita monistettiin kvantitatiivisella reaaliaikaisella
PCR:I& (gRT-PCR). qRT-PCR:ssa kaytettiin kolmen eri geenialueen (PRSS1, PRSS2,
PRSS3) lisaksi GAPDH ja HPRT1 -referenssigeeneja tuloksen normalisointiin.

RNAI-menetelman optimoinnin liséksi opinndytetyd sisaltaa tutkimukseen kaytettyjen etu-
rauhassyopasolulinjojen karakterisointia, kasvattamalla niitd hiiressd kasvavasta Engel-
breth-Holm-Swarm (EHS) sarkoomasta uutetulle keinotekoiselle soluvéliaineelle, matrigee-
lille. Sydpasolulinjojen solujen migraatiota ja invaasiota seurattiin vuorokauden valein.

Avainsanat Eturauhassydpa, proteaasit, PSA, trypsiini, RNA-interferenssi,
RNAI, siRNA, transfektio, qRT-PCR, 3D soluviljely, matrigeeli
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The purpose of this thesis was to optimize the conditions of RNA interference (RNAi) method
for silencing expression of trypsin-2 protease coding PRSS2 gene sequence in three differ-
ent prostate cancer cell lines. The overall aim of the RNAi-induced PRSS2 gene silencing
was to suppress the migratory phenotype of the prostate cancer cells.

Prostate cancer, whereby the development of treatment this thesis was focused on, has for
many years been the most common type of cancer among Finnish men. Proteases, which
are focused in this work, destroy cell membranes and cause the destruction of the surround-
ing tissues. The prostate gland produces several different proteases, which are known to
play a role in the development of cancer and which expression varies at different develop-
mental stages. Deregulated trypsin expression has been linked to a number of different
types of cancer, including prostate cancer.

In the experimental part of this study the cancer cell lines PC-3, PC-3M and ALVA-31 were
cultured in 6-well plates. Cells were allowed to attach overnight, after which the siRNA trans-
fection was performed using three different PRSS2 oligonucleotide sequences. After trans-
fection, RNA was isolated and then translated by reverse transcriptase (RT) to complemen-
tary DNA (cDNA). After the cDNA synthesis, the desired gene products were amplified by
real-time quantitative PCR (qRT-PCR). The relative expression of the following genes was
analyzed by gRT-PCR: PRSS1, PRSS2 and PRSS3. Housekeeping genes HPRT1 and
GAPDH were used to normalize the results.

In addition of the optimization of the RNAi-method, this thesis includes morphological char-
acterization of the used prostate cancer cell lines. Cells were cultured in three-dimensional
Matrigel, which is extracted from Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) sarcoma grown in mouse.
It is artificial but emulates natural extracellular matrix. Cell migration and invasion was mon-
itored daily during the growth in the Matrigel.

Keywords Prostate cancer, proteases, PSA, trypsin, RNA-interference,
RNAI, siRNA, transfection, gRT-PCR, 3D culture, Matrigel
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1 Johdanto

Opinnaytety6 tehtiin Hannu Koistisen tutkimusryhmassa, Kliinisen kemian laitoksella,
Haartman-instituutissa ja se on osa suurempaa tutkimuskokonaisuutta. Tutkimuksessa
ryhman paamaarana on saada tuloksia, joiden pohjalta voitaisiin tulevaisuudessa kehi-
telld uusia ladkeaineita ja hoidollisia menetelmid eturauhassyévan hoitoon. Opinnayte-
tydn aiheena toimiva tutkimuksen osa sijoittui suuremman tutkimuksen kontekstissa vai-
heeseen, jossa RNA-interferenssi (RNAI) -menetelmalle pyrittiin I6ytdmaén optimaaliset
olosuhteet trypsiini 2 -proteaasia koodaavan PRSS2-geenialueen ekspression vaimen-
tamiseksi. Valmiin koeasetelman ja lahtokohdan tutkimukselle suunnitteli vanhempana
tutkijana Koistisen ryhméssa toimiva Kati Rasanen.

RNA-interferenssi-ilmio, jota opinnaytetyéssa hyddynnetdan, on viela suhteellisen nuori
tutkimusloydos ja nopeasti etenevassa tutkimustydssa se nahdaan potentiaalisena me-
netelmana tulevaisuuden sydpahoidoissa. Opinnaytetydssa RNAi:n avulla pyrittiin esta-
maan trypsiini 2 -proteaasin syntymista ja suuremmassa mittakaavassa sita kautta eh-

kaisemaan syovan kehittymista ja inhiboimaan sydpasolujen leviamista.

Eturauhassydpa, jonka hoidon kehittamiseen opinnaytety6 kytkeytyy, on jo useiden vuo-
sien ajan ollut suomalaisten miesten yleisin sydpasairaus ja sita esiintyy keskimaarai-
sesti yli kymmenen prosenttia enemman kuin mitddn toista sydpatyyppia. Proteaasit,
joita tydssa tarkastellaan, tuhoavat solujen kalvoja ja aiheuttavat tuhoa ympardiviin ku-
doksiin raivaten tilaa jatkuvasti lisdantyvalle sy6pasolukolle. Eturauhanen tuottaa useita
eri proteaaseja, joilla tiedetddn olevan osuutta sydvan kehittymisessa ja joiden ilmenty-
minen vaihtelee eturauhassyovan eri kehitysasteissa. Trypsiineilla on todettu olevan yh-
teys useisiin eri syopatyyppeihin, joten niiden tutkiminen on varsin perusteltua myds etu-
rauhassyovan yhteydessa. Trypsiini on haiman erittdméa ruoansulatusentsyymi ja sen
esiastetta trypsinogeenia esiintyy siemennesteessa seka miehen lisdantymiselimiston
muissa kudoksissa. Liséksi sitéa esiintyy eturauhassytpékudoksessa. (Paju — Bjartell —

Zhang — Nordling — Borgstrom ym 2000; Lippolis — Stenman — Bjartell 2013.)

Opinnaytetydn kokeellisessa osuudessa sy6pasolulinjat PC-3, PC-3M ja ALVA-31 viljel-
tiin kuusikuoppalevyille, jossa niille kiinnittymisen jalkeen suoritettiin sSiRNA (small inter-

fering RNA) -transfektio kolmella eri PRSS2-geenialueen oligonukleotidisekvenssill.



Transfektion jalkeen soluista eristettiin niiden RNA:t, jotka kdannettiin kd&nteiskopioija-
entsyymin avulla komplementaariseksi DNA:ksi (cDNA). cDNA-synteesin jalkeen halut-
tuja geenituotteita monistettiin kvantitatiivisella reaaliaikaisella PCR:lla (qRT-PCR) tulok-
sen saattamiseksi maarélliseen muotoon. gRT-PCR:ssé kaytettiin kolmen eri geenialu-
een (PRSS1, PRSS2, PRSS3) liséksi GAPDH ja HPRTL1 -referenssigeeneja tuloksen
normalisointiin. Tulokset taulukoitiin luettavaan muotoon Excel-taulukkolaskentaohjel-

malla.

RNAi-menetelman optimoinnin lisaksi opinnaytety6 sisaltda tutkimukseen kaytettyjen
sydpasolulinjojen karakterisointia. Opinnaytetyén kokeellinen osuus toteutettiin kolmella
eri eturauhassyopasolulinjalla, joista tehtiin 3D-soluviljelmat hiiressa kasvavasta Engel-
breth-Holm-Swarm (EHS) sarkoomasta uutetulle keinotekoiselle mutta luonnollista tyvi-
kalvoa jaljittelevalle soluvaliaineelle, matrigeelille. Syépasolulinjojen solujen migraatiota

ja invaasiota seurattiin ja dokumentoitiin matrigeeli-kasvatuksessa vuorokauden valein.

Opinnaytetydn kuvamateriaalin tuottamisesta vastasivat tyon tekijat Jenni Niinimaki ja
Sari Seppa seka opinnaytetyodta ohjannut Kati Rasénen. Muuta alkuperaa olevien kuvien
yhteydessa on kaytetty lahdeviitetta.

2 Eturauhassyodpa

Eturauhassydpa on jo useiden vuosien ajan ollut suomalaisten miesten yleisin syopasai-
raus ja sita esiintyy keskimaaraisesti yli kymmenen prosenttia enemman kuin mitaan
toista syopatyyppia. Eturauhassyopa on keuhkosydvan jalkeen miesten toiseksi yleisin
kuolemaan johtava sy6pa Suomessa; sen osuus oli 13,7 % kaikista miesten syopakuole-

mista vuonna 2012. (Suomen sydparekisteri 2014; Kujala 2012; 803.)

Eturauhassydpa on usein liitettavissa ikdantymiseen ja sita esiintyy enemman keski-ian
ylittdneilla kuin nuorilla miehilla. Syévan kehittyminen on usein vuosia kestava tapahtu-
masatrja, johon tarvitaan useita mutaatioita, mista johtuen hyvénlaatuisten muutosten ke-
hittyminen varsinaiseksi kliiniseksi taudiksi on monivaiheinen ja aikaa vieva prosessi.
Eturauhassydvan tarkkoja aiheuttajia ei taysin tunneta mutta oletetaan, etta sen syntyyn
vaikuttavat niin etninen tausta kuin geneettisetkin tekijat ja ymparistd. (Tammela — Utri-
ainen — Rosenberg-Ryhanen 2014: 4; Solunetti 2006; Klug — Cummings — Spencer —
Palladino 2011: 474.)



2.1 Sydpasairauksista yleisesti

Sy6pa on sairaus, jossa normaalin solutuhon ja solunjakautumiseen valilla vallitseva ta-
sapainotila on hairiintynyt. Kliinisesti sydpa voidaan maaritella monimuotoiseksi ryh-
maksi sairauksia, jotka kayttaytyvat eri tavoin solutyypista ja kohde-elimesta riippuen.
Sydvat nimetddn primaarikasvaimen sijainnin ja kasvainkudoksen rakenteen perus-
teella. (Syopéajarjestot 2014.) Eri syopatyypit vaihtelevat suuresti puhkeamissyiden, kas-
vun, invasiivisuuden, oireiden, ennusteen ja hoitovasteen puolesta toisistaan. Molekyy-
litasolla sydpia kuitenkin yhdistavéat tietyt ominaispiirteet, joiden perusteella ne voidaan
luokitella samaan tautiperheeseen kuuluviksi. (Klug ym. 2011: 474.)

Kaikilla syopasoluilla on kaksi perusominaisuutta: kasvunsaatelymekanismien hairiinty-
misesta johtuva hallitsematon ja nopea jakautuminen, seka solun normaalisdatelyn pet-
tamisesta aiheutuva syopasolujen leviaminen elimistdon muihin osiin (etapesakkeet I. me-
tastaasit). Syopasoluissa kasvua sdatelevat ja rajoittavat geenit ovat mutatoituneet tai
niiden ilmentyminen on muutoin hairiintynyt. Normaaleissa soluissa néit geeneja ilmen-
netaan kontrolloidusti oikeaan aikaan ja oikeassa paikassa. Sydpaa aiheuttavat mutaa-
tiot tapahtuvat yleensa kehon somaattisissa soluissa. Normaalin solun muuttumisen sy6-
pasoluksi voi saada aikaan erilaiset syopaa aiheuttavat tekijat (karsinogeenit). Karsino-
geeneja voivat olla esimerkiksi virukset tai elinympariston altisteet. (Sydpajarjestét 2014;
Klug ym. 2011: 474.)

Sydvalle tyypilliset solujen hallitsematon lisdantyminen ja etdpesakkeet ovat juuri niita
tekijoitad, jotka tekevat siitd vaarallisen sairauden. Solun menettdessa kontrollinsa ja al-
kaessa jakautumaan hallitsemattomasti, syntyy jatkuvasti kasvava solukasauma, kas-
vain. Tdllaista kasvainta, joka ei tunkeudu ympardiviin kudoksiin, kutsutaan hyvanlaa-
tuiseksi (benigni). Sen sijaan kasvainta, joka kasvaa ympéardivien kudosten sisaan tuho-
ten samalla niiden rakennetta tai levidaa verenkiertoon synnyttden sekundaarisia kas-
vaimia muualle elimistéon, kutsutaan pahanlaatuiseksi (maligni). Pahanlaatuisten kas-
vainten hoito on hyvin haasteellista ja ne voivat olla sairastuneelle hengenvaarallisia.
(Klug ym. 2011: 474-475.)



2.2 Eturauhasen hyvénlaatuinen liikakasvu ja eturauhassyopa

Aikuisen miehen eturauhanen
(prostata) on saksanpahkinan
muotoinen ja kokoinen, noin 20
g painava elin, joka sijaitsee
lantion suojassa virtsarakon
alapuolella virtsaputkea ja ra-
kon kaulaa ymparoiden. Etu-
rauhanen voidaan jakaa anato-
misesti eri alueisiin, joita ovat

sentraalinen, transitionaalinen

ja perifeerinen vyohyke. Eturau-

_ _ Kuvio 1. Eturauhaskudoksen histologinen néakyma
hanen koostuu paasiassa sile- 10x-objektiivilla Leica DMD108 -mikros-
kooppikameralla kuvattuna.

astad lihaksistosta, sidekudok-
sesta seké rauhasrakenteista, joita verhoaa kahden solukerroksen muodostama epiteeli.
(Tammela ym. 2014: 5; Kujala 2012: 800.) Normaalia eturauhaskudosta néhtéavissa ku-

viossa 1.

Eturauhasen kasvua ja kehitysta saatelevat kiveksen tuottamat miessukupuolihormonit.
Valtaosalla miehista eturauhanen alkaa hitaasti suurentua 40 ikAvuoden jalkeen, johtaen
eturauhasen hyvanlaatuiseen liikakasvuun (prostatahyperplasia) (Tammela ym. 2014:
6). Valtaosalla 60-vuotta tayttdneistéa on jonkin asteisia hyvanlaatuisesta liikakasvusta
johtuvia oireita, mutta eturauhasen koolla ei ole suoraa yhteyttd potilaan oirekuvaan.
Yleisin oireiden aiheuttaja on virtsaputken ylaosan ahtautuminen. (Kujala 2012: 800.)
Eturauhasen hyperplasiaan voi littya myos infarkteja, jotka hyvéanlaatuisuudestaan huo-
limatta saattavat aiheuttaa hematuriaa ja PSA:n nousua, kuten pahanlaatuisetkin kas-
vaimet. Myos eturauhasen tulehdussairaudet ovat hyvin tavallisia. (Kujala 2012: 800—
801.)

Eturauhassydpa ilmenee useimmiten rauhasen uloimmassa (perifeerisessd) vyohyk-
keessa. Valtaosa eturauhasen syodvista on perifeeristen asinusten adenokarsinoomia.
Transitionaalisesta vyohykkeesta alkaa noin 15-25 % eturauhassydpatapauksista. Etu-
rauhassyovat ovat taudinkuvaltaan hyvin heterogeenisia; joissain tapauksissa tauti voi
olla pitkdan latentti, kun toisinaan se saattaa edeta hyvinkin nopeasti etapesakkeiden
syntyyn ja kuolemaan. (Tammela ym. 2014: 6; Kujala 2012: 804.)



Eturauhassyodpa diagnosoidaan koepalojen mikroskooppisella tutkimuksella, minka li-
saksi eturauhanen tunnustellaan palpoimalla ja seerumista maaritetdan prostataspesifi-
sen antigeenin (PSA:n) pitoisuus (Kaypa hoito -suositus 2014). PSA on ollut kaytdssa
eturauhassyovan biomarkkerina 1990-luvulta asti. Merkkiaineen l6ytaminen on suuren-
tanut huomattavasti eturauhassydvan esiintyvyyttd, koska sen myota entista suurempi
osa syfvista voidaan todeta jo prekliinisessa vaiheessa kohonneen PSA-arvon perus-
teella. Ongelma kuitenkin on se, ettei PSA:ta erity ainoastaan pahanlaatuisesta kudok-
sesta, vaan niin ikdan myos hyvanlaatuiset muutokset kohottavat sen tasoa, jolloin se ei
ole taysin spesifinen eturauhassydvan diagnosointiin. (Paju ym. 2000; Lippolis ym.
2013))

2.3 Eturauhassytvan proteaasit

Syo6pasoluilla on erilaisia mekanismeja aiheuttaa palautumattomia vaurioita sairastu-
neen soluihin ja kudoksiin. Sydpasoluilla on kyky tunkeutua (invasoida, infiltroida) ympa-
roiviin kudoksiin, verisuoniin ja imuteihin, mika aiheuttaa normaalin kudoksen tuhoutu-
mista ja mahdollistaa metastaasien muodostumisen. Lisdantyneen liikkkuvuuden liséksi
sydpasolujen kasvanut proteaasien eritys ja vahentynyt soluadheesio edistavat solujen
invaasiota kudoksiin. Kasvainsolukkoon hakeutuvilla, tulehdusreaktioon liittyvilla valko-
soluilla seka niiden erittamilla kasvutekijoilla ja proteaaseilla on myds suuri merkitys sy6-
pasolujen levidmisessa. Sydpasolujen ymparistdonsa tunkeutumisen havaitseminen on
syodvan mikroskooppisessa diagnostiikassa hyvin tarked, kasvaimen pahanlaatuisuutta
indikoiva l6ydos. (Mason — Joyce 2011; Lyly 2012: 1208.)

Proteaasit, joita tassa tytssa tarkastellaan, tuhoavat solujen kalvoja ja aiheuttavat tuhoa
ymparoiviin kudoksiin raivaten tilaa jatkuvasti lisdéantyvélle sydpasolukolle. Eturauhanen
tuottaa useita eri proteaaseja, joilla tiedetd&n olevan osuutta syévan kehittymisessa ja
joiden ilmentyminen vaihtelee eturauhassydvan eri kehitysasteissa (Borgono — Diaman-
dis 2004; Lawrence — Lai — Clements 2010). Kohonnut protelyyttinen aktiivisuus kasvai-
men mikroympadristéssé on nain ollen liitettdvissa sydvan etenemiseen ja sydpéasolujen
leviamiseen ymparoiviin kudoksiin (Lopez-Otin — Matrisian 2007). Proteaasit hajottavat
soluvéliainetta (matriksia) ja sita kautta edistavat tuumorin kasvua, syépasolujen invaa-

siota ja metastaasien muodostumista (Mason — Joyce 2011).

Proteaasien vaikutus syopasolujen kasvuun ja leviamiseen ei ole taysin yksioikoista,

vaan ne edistavat solujen migraatiota ja invaasiota keskindisen verkostoitumisensa ja



vaikutuskaskadien kautta. Toisaalta osalla proteaaseista on myo6s todettu olevan kas-
vainten syntya ja kasvua inhiboivia vaikutuksia. Inhibiittoreina toimivat proteaasit estavat
syOpasolujen invaasiota ohjaamalla niité luonnolliseen solukuolemaan ja estamalla kas-
vaimen veri- ja lymfasuonten uudismuodostuksen (angiogeneesin) kehittymista. (Mason
— Joyce 2011; Lopez-Otin — Matrisian 2007.)

Tunnetuin ja tutkituin eturauhasen runsaimmin tuottamista proteaaseista on seriini-pro-
teaasien kallikreiini-alaryhméén lukeutuva PSA (prostataspesifinen antigeeni, KLK3),
jota tuotetaan prostatan epiteelisoluissa. PSA on yleisimmin eturauhassyévan diagno-
soinnissa kaytetty biomarkkeri. Toinen tutkimusten mydéta esiin noussut eturauhasen
tuottama proteaasi on niin ikdan kallikreiiniperheeseen kuuluva hK2 (KLK2), joka on
my0s hyvin prostataspesifinen. Huonosti erilaistuneessa syopakudoksessa, jossa PSA:n
maara on hyvin vahainen, hK2-proteaasin maara nousee. Koska PSA ei kuitenkaan ole
taysin spesifinen taudin diagnosoimiseksi, kuten jo aiemmin todettiin, tulisi sen rinnalle
|6ytad uusia merkkiaineita, jotka nykyista tarkemmin osoittaisivat pahanlaatuiset muu-
tokset muiden muutosten joukosta. Opinnaytety0ssa keskeisesséa osassa olevilla trypsii-
neilla on todettu olevan yhteys useisiin eri syopatyyppeihin, joten niiden tutkiminen on
perusteltua myds eturauhassydvan yhteydessa. (Paju ym. 2000; Lippolis ym. 2013;
Mattsson 2014: 17)

2.3.1 Prostataspesifinen antigeeni

PSA eli prostataspesifinen antigeeni on prostatasolujen tuottama proteiini, jota muiden
kudosten solut eivat tuota. PSA:ta on veriplasmassa pienia maaria. Prostatan koko vai-
kuttaa plasman PSA-pitoisuuteen (P-PSA). Jos prostata on kookas, myds PSA-pitoisuus
on korkeampi. Myds ika vaikuttaa PSA:n maardan. lan myota prostata kasvaa, ja taméa
on huomioitu plasman PSA-arvojen viiterajoissa (ks. taulukko 1), jotka l&dhes kaksinker-

taistuvat 56 ikdvuoden jalkeen. (Mustajoki — Kaukua 2008.)

Eturauhassolujen lisdksi myods eturauhasen sydpdasolut tuottavat PSA:ta. Nain ollen pi-
toisuus kohoaa eturauhassyovan yhteydessa. Viitearvojen ylittyminen ei silti laheskaan
aina kerro syovasta, silla hyvéalaatuinenkin eturauhasen liikakasvu, prostatahyperplasia,
saattaa saada pitoisuudet nousemaan selvasti yli viiterajojen. Selvasti korkea PSA-arvo

kertoo suuremmasta prostatasyovan mahdollisuudesta, mutta on myds huomioitava,



ettei alhainen PSA-arvo taysin poissulje syovan mahdollisuutta. On olemassa eturau-
hassyOpasoluja, jotka eivat tuota normaalista poikkeavia PSA-maaria. (Mustajoki — Kau-
kua 2008.)

PSA:ta on veressa seka vapaana etta proteiineihin kiinnittyneena. Monimutkaisemmilla
tutkimuksilla on mahdollista mitata ndiden suhteellista osuutta (P-PSA-suh). Sydpata-
pauksissa vapaan PSA:n osuus on tavallista pienempi, eli suhde on keskimaarin 15 %.
PSA:n nousun johtuessa muista syista kuin syovasta, suhde on keskimaarin 22 %. (Mus-
tajoki — Kaukua 2008.)

Taulukko 1. Plasman PSA- ja suhteellisen PSA-pitoisuuden viitearvot. (HUSLAB 2014.)

P-PSA Viitearvot P-PSA-suht Viitearvot
malle56v  alle 3.3 pg/l m 40-69 v yli 15 %
m 56-59 v alle 3.8 pg/l myli 70 v yli 15 %

m 60-63 v alle 4.8 pg/l
m 64-67 v alle 5.8 g/l
m yli 67 v alle 6.2 g/l

2.3.2 Trypsiinit

Trypsiini on proteiineja pilkkova haiman entsyymi. Haiman entsyymit erittyvat suoleen
inaktiivisissa esimuodoissa. Myds trypsiini on aluksi inaktiivinen, ja tallgin sita kutsutaan
trypsinogeeniksi. Haimanesteen paaasialliset trypsiinin esimuodot ovat trypsinogeeni-1
ja -2. Trypsinogeeni-3 on kolmas haimanesteessa esiintyva trypsinogeeni ja sita kutsu-
taan my6s nimella mesotrypsinogeeni. Sitd esiintyy haimanesteessa pienia maaria.
Ohutsuolen limakalvon enteropeptidaasi aktivoi trypsinogeenin trypsiiniksi, joka puoles-
taan aktivoi muut haiman proteolyyttiset entsyymit. Ruoansulatus, proteiinien pilkkomi-
nen ja muiden ruoansulatuskanavan entsyymien aktivointi ovat haiman trypsiinin tar-
keimmat tehtavat. (Itkonen 2010: 136-137.)

NykytietAmyksen mukaan trypsinogeenien ilmentyminen ei liity ainoastaan haimaan,
vaan trypsinogeeneja on havaittavissa useissa kudoksissa, niin normaaleissa kuin pa-

hanlaatuisissakin. Eri kudoksissa ja sairauksissa ilmenevien trypsinogeenien tutkiminen,



puhdistaminen ja karakterisointi ovat edistyneet massaspektrometrian menetelmien ke-
hittymisen myo6téa. Kemiallisia eroja haiman ja muiden trypsinogeenien valilla on kyetty
havaitsemaan ESI-MS (sahkdsumutusionisaatio — massaspektrometria) -analyysilla. (It-
konen 2010: 136-137.)

Tutkimuksissa on pystytty selvittaméaan, ettd esimerkiksi limaa erittdvan munasarjasyo-
van kystanesteessa esiintyy kahta trypsinogeenin isoentsyymia, ja etta naiden entsyy-
mien aminoryhmaan paattyvan peptidiketjun N-paan aminohapposekvenssi vastaa hai-
man trypsinogeeni-1 ja -2 -sekvensseja mainitussa jarjestyksessa (Itkonen 2010: 136).
Haiman trypsinogeeni-2:n kanssa sekvenssi on identtinen yhtd emasparia lukuun otta-
matta. Myds molekyylipaino ja immuuniaktiivisuus ovat yhtenevaiset. (Nyberg — Ylipalo-
saari — Sorsa — Salo 2006: 1223.) Isoentsyymeilla on myos eroavaisuuksia, kuten
isoelektriset pisteet ja kyseiset isoentsyymit vastaavat eri tavoin proteaasi-inhibiittorei-
hin. Nain ollen kystanesteesta eristettyja isoentsyymeja kutsutaan nimella kasvaimiin liit-
tyvat trypsinogeenit, TAT-1 ja TAT-2 (tumor-associated trypsinogen -1 and -2). (Itkonen
2010: 136.)

Trypsinogeenin ekspressio eturauhassyopakudoksessa korreloi kaanteisesti seké syo-
van erilaistumisasteen ettd PSA:n ekspression kanssa. (Paju ym. 2000.) TAT-2:n on
osoitettu korreloivan sydvan pahanlaatuisuuden kanssa ja se on vallitseva isotyyppi ma-
ligneissa syodvissa. TAT-1:n tason on niin ikaan havaittu olevan koholla néissa tapauk-
sissa. TAT-2:n taso korreloi myds sydévan metastaasien todennakdisyyden kanssa. On
osoitettu, ettd TAT-1:11a ja TAT-2:lla on useita eri mekanismeja tehostaa syévan aggres-
siivisuutta. (Nyberg ym. 2006: 1223.)

Ihmisen haiman ja muiden kudosten trypsinogeeneja koodaa PRSS-geenit. Trypsiini 1-
proteaasia koodaa PRSS-1 ja trypsiini 2-proteaasia koodaa PRSS-2. (Itkonen 2010:
137.) PRSS-1 ja -2 geenisekvenssit ovat 97 %:sti samankaltaiset (UniProt BLAST). Alla
olevassa kuvassa (kuvio 2) on esitelty, miten trypsinogeenié esiintyy ihmisen eri kudok-

sissa.



PRSS1, ENSG00000204983
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Kuvio 2. PRSS1:den suhteellinen mRNA ekspressiotaso eri kudoksissa. PRSS1 on 97 %
identtinen PRSS2-alueen kanssa. Kuvan vasemman puoleisessa sarakkeessa on
nahtavissa ekspressio normaaleissa kudoksissa. Seuraavassa suuremmassa sa-
rakkeessa voidaan nahda vastaavat tasot sytpakudoksissa. Kuvio on |oydetta-
vissa IST Online databasesta hakusanalla PRSS1. (IST Online 2014.)

3 RNA-interferenssi solubiologiassa ja syopatutkimuksessa

RNA-interferenssi (RNAi) on monivaiheinen tapahtuma, johon eri RNA-molekyylit osal-
listuvat. RNAi on mekanismi, joka hiljentaa tietyn geenin ilmenemisen elidn ilmiasussa.
[Imid on taysin luonnollinen, ja esimerkiksi aitotumallisilla se todennakagisesti perustuu
elididen suojautumiseen ulkopuolisia taudinaiheuttajia, kuten virusinfektioita vastaan. II-
mid my0os suojaa elibn periméé estaen virusten ja muiden liikkuvien, geneettista ainesta
omaavien partikkeleiden lisdantymisen elion soluissa. RNAi:lla on myos tarked merkitys
seka elididen oman geeniekspression etta niiden kromosomaalisten muutosten saate-
lyssa. (Agrawal ym. 2003: 657—685.) Nopeasti etenevassa tutkimustydssa pyritaan
RNA-interferenssia hyddyntaen kehittamaén menetelmia tulevaisuuden sydpahoitoihin.
Viimeaikaiset edistysaskeleet RNAi:ta kayttavissa menetelmissa tarjoavat taysin uuden-
laisia mahdollisuuksia myds kliiniseen kaytantoon. Tavoitteena on kehittaa RNAi-pohjai-

sia hoitomuotoja syévan hallintaan. (Wu — Lopez-Berestein — Calin — Sood 2014.)

3.1 RNA-interferenssi ilmidna

Luonnollisessa ilmiossa seka miRNA (micro RNA) ettd siRNA (small interfering RNA)
muodostuvat solussa tuman sisalla ja vapautuvat tumahuokosten kautta solulimaan. So-

lulimassa naihin RNA-molekyyleihin sitoutuu dicer-entsyymi, ribonukleaasi lll:n kaltainen
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entsyymi, joka pilkkoo nAma RNA:t keskim&arin 20-25 emasparin pituisiksi osasiksi, var-
sinaisiksi miRNA:ksi ja siRNA:ksi. (Gu 2007: 34—-35.) Dicerin muokkaamat siRNA:t ovat
soluissa kaksisaikeisend RNA:na (double-stranded RNA; dsRNA), mutta miRNA:t esiin-
tyvat yksisdikeisessa muodossa (Saksela 2002: 2194). Solulimassa naihin pieniin RNA-
molekyyleihin sitoutuu multiproteiinikompleksi, jossa on mukana useita Argonaute-pro-
teiiniryhman proteiineja ja liséksi viela monia muitakin proteiineja. Naméa kaikki yhdessa
muodostavat kompleksin nimeltd RISC (RNA-induced silencing complex) (Pratt — Mac-
Rae 2009: 17897). miRNA tai siRNA kiinnittyy kompleksiin, siRNA:n juosteet eroavat
toisistaan kompleksissa ja RISC aktivoituu. Taman jalkeen kompleksi seka sitoo
mMiRNA:n ja siRNA:n kohde-mRNA:han (messenger RNA) etta saatelee eméasparien koh-

dentamista vastinpareihin. (Gu 2007: 35.)

Aktivoituneen RISC:n sisdltama miRNA tai siRNA siis pariutuu tietyn kohdegeenin
MRNA:n kanssa. siRNA:n emasjarjestys on useimmiten taysin identtinen kohdegeenin
MRNA:han verrattuna. Yhdessa kompleksin kanssa siRNA ohjaa kohde mRNA:n katkai-
sun. miRNA:n emasjarjestys on vain osittain vastaava kohdegeenin kanssa. Silla on
usein 1-2 kohdegeenin kanssa ei-komplementaarista nukleotidia. Na&in kompleksin
kanssa kohdegeenin mRNA:han sitoutunut miRNA estaa translaation ja molemmissa ta-
pauksissa geenin ilmentyminen estyy. (Saksela 2002: 2192-2194.)

3.2 RNA-interferenssin [6ytyminen

Aivan ensimmaiset havainnot yksittaisen geenin sammuttamisesta” tai "tukahduttami-
sesta” tulevat siirtogeenisten kasvien puolelta. 1990-luvun alussa tutkijat pyrkivat lisaa-
maan kukkien varikyllaisyytta. Tutkijat kopioivat kasveihin lisaa sita geenia, joka vastasi
tasta ominaisuudesta. Tutkijoiden yllatykseksi osa siirtogeenisista kukista olikin valkoi-
sia. Tutkittaessa naita kasveja huomattiin, ettd kasveissa, joihin oli pyritty lisdéamaan tata

tiettyd geenia, kyseista geenia Ioytyikin vahemman kuin lahtotilanteessa. (Gu 2007: 33)

Varsinaisesta geenin hiljentdmisestd voidaan puhua vuodesta 1998 alkaen, silla silloin
nimen RNAI otti kayttdon Andrew Fire. Laakamadoilla (Caenorhabditis elegans) oli tehty
tieteellisté tutkimusta tutkitun geenin ilmentymisen estamiseksi. Tutkimusta oli tehty
"sense” ja "antisense” -RNA:lla. Fire ja Craig Mello tekivat yhdessa kokeen sense ja an-
tisense -saikeilld, ja tulos oli kymmenen tai jopa sata kertaa parempi. Fire pystyi osoitta-
maan, ettd huomattavasti paremmat koetulokset johtuivat pienesta maarasta dsRNA:ta,

jota C. elegans -alkioihin ruiskutetut sense- ja antisense-RNA-preparaatit sisalsivat.
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Vuonna 2006 Fire ja Mello saivat keksinnéstddn Nobelin palkinnon. He olivat kyenneet
kehittdmaan toimivat testimenetelmat ja esittAmaan kiistattomat todisteet RNAi:n kyvysta
vaimentaa kohdegeenin ilmentyminen elioss& mRNA:n vdlityksella. (Saksela 2002:
2192; Gu 2007: 33).

Aluksi RNAi:ta ei pidetty kovinkaan lupaavana menetelména nisakassoluihin liittyvissa
tutkimuksissa. Tiedossa oli, etta esimerkiksi ihmissoluihin viety dsRNA saa aikaan ohjel-
moidun solukuoleman tai tilan, jossa interferonivalitteinen reaktio johtaa geeniekspres-
sion yleiseen lamaantumiseen. Mielenkiinto herasi, kun huomattiin, etta dicer-entsyy-
milla pilkottuja siRNA:n kaltaisia, synteettisesti valmistettuja SIRNA-molekyyleja pystyttiin
transfektoimaan ihmisen ja hiiren soluihin ilman, ettd interferonivaste kaynnistyi. Viela
kiinnostavammaksi asian teki se, ettd soluihin siirretyt synteettiset siRNA:t aiheuttivat

niille homologisen MRNA:n hajoamisen. (Saksela 2002: 2194.)

Talla hetkella RNAI:n kokeellinen hyddyntdminen mullistaa ladketieteellista tutkimusta ja
on avaamassa uusia mahdollisuuksia myos kliiniseen tydhon. Erityisesti mielenkiinnon
kohteena ovat erilaiset sytpésairaudet ja eri virusten, kuten HlI- ja HBV -virusten, aiheut-
tamat taudit. Lukuisia tutkimuksia on myds meneilldaan eri kudos- ja solutyyppeihin liitty-
vien geneettisten tautien tiimoilta. Tutkimustyota tehdéan esimerkiksi maksaan ja munu-
aisiin liittyvien geneettisten tautien parissa seka hengitystiehyiden ja verisuonten endo-
teeli- ja epiteelisolujen sekd hematopoieettisten kantasolujen geneettisiin sairauksiin liit-
tyen. Taloudelliset seikat tukevat RNAi-tutkimuksia, silla sité pidetdén erittain kustannus-
tehokkaana hoitomuotovaihtoehtona. Tutkimusyhteisoissé uskotaan lujasti RNAi:n mah-
dollisuuksiin, ja siita pidetddn monoklonaalisten vasta-aineiden varteenotettavana haas-
tajana. (Haussecker 2014: 49.)

3.3 RNA-interferenssi mekanismin hyodyntaminen syodpatutkimuksessa

Tutkijat ja kliinikot UCLA:sta (University of California, Los Angeles) ja Caltech:sta (Cali-
fornia Institute of Technology) ovat pystyneet osoittamaan todisteet RNAi:n toimivuu-
desta kliinisessa kaytdssa. Tutkimuksissa suoraan potilaan verenkiertoon ruiskutetut,
nanopartikkeleihin sidotut siRNA:t onnistuttiin kuljettamaan kasvainsoluihin ja vaimenta-
maan haluttu syopageeni. Samalla tutkimuksissa havaittin annosvaste, eli mita suu-
rempi maara nanopartikkeleita potilaan verenkiertoon annosteltiin, sen enemman si-

RNA:ta oli Idydettavissa sybpasoluista. (Ribas 2010.)
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Suomalaiset yliopistotutkijat ovat yhteistydssa kehittdméassa uudenlaista RNAi-pohjaista
hoitomuotoa ihmisen yleisimpaan aivosyopaén, glioblastoomaan. Tutkimusty6té johtaa
Turun yliopiston professori, Jukka Westermarck. Helsingin yliopistosta hankkeessa mu-
kana ovat dosentti Pirjo Laakkosen ja Abo Akademista dosentti Jessica Rosenholmin
tutkimusryhmaét. Kyseessé oleva syopé on erittéin vakava sairaus, ja talla hetkella kay-
tettavissa olevilla laadkehoidoilla on kaksi suurta ongelmaa: glioblastoomasolut ovat re-
sistentteja useimmille kaytossa oleville syopalaakkeille ja ladkemolekyylit eivat lapaise
aivojen ymparilla olevaa veri-aivoestetta. Tutkimushankkeella on hyvat mahdollisuudet
onnistua kehittamaan merkittava lapimurto sydpahoitoihin RNAi-pohjaisia menetelmia
hyddyntaen. Westermarckin tutkimusryhma on kehittdnyt uuden, RNAI-ilmiéén pohjau-
tuvan menetelman, joka tuhoaa kaikkein vastustuskykyisimmatkin glioblastoomasolut, ja
dosentti Pirjo Laakkosen tutkimusryhma on keskittynyt ladkkeiden kuljettamiseen veri-
aivoesteen lapi erityisilla kuljetuspeptideilla. Dosentti Jessica Rosenholmin tutkimusryh-
man erityisalaa ovat ladke- ja RNAi-molekyylien kuljetus elimistdssa kayttamalla ryhman
kehittamia nanopartikkeleita. Tutkijoiden paamaarand on yhdistad keksinnot ladkkeen-

omaiseksi tuotteeksi. (Turun yliopisto 2014.)

RNAi:lla pyritdan vaikuttamaan suoraan syopasoluihin molekyylitasolla. T&han tavoittee-
seen paastaan tuntemalla mekanismit, jotka edesauttavat syévan kehittymistad, kasvua
ja metastasointia, ja I6ytamalla ne geenit, jotka ohjaavat naitd mekanismeja. Eri syopa-
tyyppeihin liittyvia entsyymeja, soluvaliaineen osatekijoitd ja solun pinnan reseptoreita ja
naitd koodaavia geeneja tunnetaan jo lukuisia ja lisaa lIoydetdan jatkuvasti. Paatavoit-
teena on saada sydpasolujen solusyklia ja anti-apoptoosia koodaavat geenit hiljennet-
tya, jolloin estetdan sydvan kasvu ja tuhotaan sydpasolut ilman, ettd normaalit solut kér-
sivat. (Debata — Debata — Panda 2014.)

4 Tutkimuksen lahtokohdat

Syo6patutkimusta tehdaan téana paivana paljon, ja kansainvalista yhteistydta on runsaasti.
Syo6patutkimus on yleensa yhdistelmé perus-, translationaalista- ja kliinista tutkimusta,
joista suurin osa tehdaan biokemian, molekyyli- ja sydpabiologian seka uusien hoitome-

netelmien kehittdmisen osa-alueilla. (Biomedicum Helsinki 2014).
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Tuoreimpien tutkimusartikkeleiden perusteella, tdman hetken keskeisimpiin sydvan tut-
kimusalueisiin voidaan lukea kuuluvaksi onkogeenien toiminnan inhibointi, uusien syo-
pamerkkiaineiden lI6ytdminen, kasvaimen veri- ja lymfasuonten uudismuodostuksen es-
taminen, syopéasolun ohjaaminen luonnolliseen solukuolemaan (apoptoosi), solujen (ter-
veiden ja sairaiden) liikkuvuuden tarkastelu seka etédpesékkeiden syntyminen, "syévan
kantasolujen” tutkiminen ja solun omien DNA:n korjausmekanismien hyddyntaminen
syovan hoidossa. My6s jatkuvasti kehittyvat tutkimusmenetelmat mahdollistavat uusien

kohteiden tutkimisen sydpasairauksien syntymisen ja etenemisen pysayttamiseksi.

4.1 Tyon tarkoitus ja tydelamayhteys

Opinnaytety® tehtiin Hannu Koistisen tutkimusryhmalle, Kliinisen kemian laitokselle,
Haartman-instituuttiin. Opinnaytetydn koeasetelmasta vastasi vanhempana tutkijana
Koistisen ryhmassa toimiva Kati Rasanen. Ty0 sijoittui suuremman tutkimuksen konteks-
tissa vaiheeseen, jossa RNAi-menetelmalle pyrittiin 10ytdm&&n optimaaliset olosuhteet
trypsiini 2 -proteaasia koodaavan PRSS2-geenialueen ekspression vaimentamiseksi.
Tyon tavoitteena oli estaa trypsiini 2 -proteaasin syntymista ja, suuremmassa mittakaa-
vassa tarkasteltuna, sita kautta ehkaista syovan leviamista inhiboimalla sydpasolujen
likkuvuutta. Primaaritavoitteena ja tutkimusryhman paamaarana on saada tuloksia, joi-
den pohjalta voidaan tulevaisuudessa kehitella uusia laadkeaineita ja hoidollisia menetel-
mi& eturauhassydvan hoitamiseen. (Rasanen 2014). Tutkimuskokonaisuudessa voidaan
ajatella esitettavan seuraavat kysymykset, joihin talla opinnaytetydlla ei suoraan pyrita
vastaamaan: Onko menetelmaé jalostettavissa hoidolliseen tarkoitukseen, ja kuinka hyvin

se hoidollisena menetelmana estaisi sydvan kehittymista ja sydpasolujen leviamista?

Opinnaytetydssa pyrittiin  vastaamaan seuraaviin tutkimuskysymyksiin: Saadaanko
PRSS2-geenialuetta vaimennettua tutkimukseen valituilla oligonukleotideilla, ja kuinka
hyvin trypsiini 2 -proteaasin tuottumista onnistutaan vahentdmaan talla menetelmalla?
Onko tutkimukselle |0ydettavissa optimaaliset olosuhteet, ja saadaanko mahdollinen
knockdown kohdistettua spesifisesti vain PRSS2-geenialueelle vai tapahtuuko vaimen-

tumista my6s muualla?
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4.2 Tutkimusasetelma

Tutkimus tehtiin kolmella eturauhassydpasolulinjalla ja useampia solu- ja molekyylibio-
logisia menetelmid hyddyntaen. Eri menetelmilla saatujen tulosten toivottiin tukevan toi-
siaan ja vahvistavan kullakin mittauksella saatujen tulosten luotettavuutta. Opinnéaytetyo
sisaltdaa myos tutkimukseen valittujen sydpasolulinjojen karakterisointia seuraamalla so-

lujen migraatiota ja invaasiota matrigeeli-kasvatuksessa.

Tutkimuksen keskeisend menetelmana kaytettiin RNA-interferenssi-ilmiota. Syopasolu-
linjat PC-3, PC-3M ja ALVA-31 viljeltiin kuusikuoppalevyille, jossa niille kasvualustaansa
kiinnittymisen jalkeen suoritettiin SIRNA-transfektio kolmella eri PRSS2-geenialueen oli-
gonukleotidisekvenssilla. Seitsemankymmenenkahden tunnin transfektion jéalkeen so-
luista eristettiin niiden RNA:t, jotka kaannettiin k&&nteiskopioijaentsyymin (RT, reverse
transcripatse) avulla komplementaariseksi DNA:ksi (cDNA). cDNA-synteesin jalkeen ha-
luttuja geenituotteita monistettiin kvantitatiivisella reaaliaikaisella PCR:la (QRT-PCR) tu-
loksen saattamiseksi maarélliseen muotoon. gRT-PCR:ssa kaytettiin kolmen eri geeni-
alueen (PRSS1, PRSS2, PRSS3) lisaksi GAPDH ja HPRTL1 referenssigeeneja tuloksen
normalisointiin. Toivottavaa oli, ettd gRT-PCR-monistuksella saaduissa tuloksissa olisi
havaittavissa mMRNA:n maaran vahenemistd PRSS2-aluetta kohdentavien alukkeiden
naytteissa. Tulokset taulukoitiin luettavaan muotoon Excel-taulukkolaskentaohjelmalla.
Tutkimuksen kokeellinen osuus toistettiin kolme kertaa GAPDH-referenssigeenilla, ja
RNA-eristyksen jo lapi kdyneista ja pakastetuista naytteista tehtiin vield uusi cDNA-tran-

skriptio ja qRT-PCR-monistus eri referenssigeenia (HPRT1) normalisointiin kayttaen.

Edella esitettyd maaritysta tukemaan tehtiin tutkimusryhmén toimesta transfektion lapi-
kayneille ja solujen pinnalta ennen RNA-eristysta keratyille kasvatusmedioille immuno-
fluorometrinen méaaritys (IFMA) (Perkin Elmer Wallac™ Victor 2 Model 1420 Multilabel
HTS Counter). IFMA:lla mitattiin ndytteissa olevan liukoisen TAT-2-proteiinin maaraa,
jonka niin ikaan toivottiin vdhentyneen PRSS2 siRNA:n seurauksena. Opinnaytetydssa
ei tarkastella immunofluorometriaa, tai silla tehdyistd mittauksista saatuja lukuarvoja sen
tarkemmin, vaikka pohdinta osuudessa néita tuloksia peilataan suuntaa-antavasti qRT-

PCR:lla saatuihin tuloksiin.
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5 Menetelmaperiaatteet

Kaytetyt menetelmat olivat siRNA-transfektiota lukuun ottamatta molekyyligenetiikassa
hyvin yleisesti kaytdssa olevia ja perinteisia tyotapoja. Kaytettyja menetelmia olivat so-
luviljely, siRNA-transfektio, RNA-eristys, cDNA-synteesi ja qRT-PCR.

5.1 Soluviljely

Soluviljelyssa solut kasvatetaan keinotekoisissa olosuhteissa erillaan solujen alkuperéi-
sestd kudoksesta, josta ne on eristetty. Soluille luodaan luonnollisen kaltaiset olosuhteet,
joita optimoimalla solut saadaan kasvamaan parhaalla mahdollisella tavalla. Tyéskente-
lyn taytyy olla ehdottoman aseptista ja tyoétilojen erityispuhtaat, jotta valtytaan ulkopuoli-
selta kontaminaatiolta. Soluja voidaan kasvattaa erilaisissa kasvatusalustoissa, kuten
petrimaljoilla, viljelypulloissa tai kuoppalevyilld. Solut vaativat kasvaakseen oikeanlaisen
elatusaineen, joka voi olla joko suspensio tai kiinteaa materiaalia. Elatusaineen tulee olla
tarkasti saadelty ravintoaineiden seka pH-arvon suhteen. Soluja kasvatetaan hiilidioksi-
dilampokaapissa (5 % CO2, +37 C°). (Turpeenoja 2005: 186-187.)

5.2 siRNA transfektio

siRNA:t ovat 21-25 nukleotidin pituisia RNA-molekyyleja, jotka saatelevat mRNA:n toi-
mintaa, ja niiden transfektiolla pyritdan hiljentamaan tietyn geenin ilmeneminen. si-RNA
transfektiossa hyodynnetaan solujen luonnollista keinoa, endosytoosia, ottaa aktiivisesti
materiaalia solun sisdén. Tutkimustytssa kaytdssa olevat transfektiomenetelmét voi-
daan luokitella kahteen paaryhmaan: virusmenetelmiin ja kemiallisiin menetelmiin. Virus-
menetelmilld saavutetaan hyva transfektiotaso, mutta virusten haasteellinen, kallis ja ai-
kaa vieva kasittely on vahentanyt niiden kayttéa tutkimusyhteisdissa. Kemiallisissa me-
netelmissa perustavoite on saada soluun vietavan partikkelin negatiivinen varaus neut-
raloitua tai muutettua hieman positiiviseksi, silla solukalvojen varaus on negatiivinen.
N&in onnistutaan luomaan mahdollisuudet vieraan partikkelin endosytoosille. (Pietila
2012: 16-17.)

Kaupallisia transfektioreagensseja on jo useampia, mutta monien niiden ongelmana on

sytotoksisuus, eli ne ovat myrkyllisia useille soluille ja aiheuttavat nain soluvaurioita tai
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jopa solukuolemaa. Talla hetkella kaytetyin transfektiomenetelmé& perustuu liposomaali-
seen transfektioon, jossa sSiRNA molekyylit kuljetetaan soluihin liposomien avulla. Mene-
telmé& toimii my0s useimmiten niille soluille, jotka ovat liian herkkia muille vastaaville rea-
gensseille. Liposomit on rasvamaisista kaksikerroksisista lipidimolekyyleistd muodostu-
via partikkeleita, jotka voidaan varata positiivisesti. Positiivisesti varautuneet liposomit
sitoutuvat negatiivisesti varautuneisiin sSiRNA molekyyleihin, ja yhdistelm&n varaus sailyy
positiivisena. Kompleksi pystyy sitoutumaan negatiivisesti varautuneeseen solukalvoon,

ja endosytoosin jalkeen siRNA vapautuu solulimaan. (Pietila 2012: 17-18.)

Menetelmana voidaan kayttaa joko suoraa transfektiota (forward transfection) tai kaan-
teista reaktiota (reverse transfection). Suorassa transfektiossa solut ovat viljeltyna kuop-
palevylla ennen transfektioreagenssien lisaysté ja kdénteisessa painvastoin. Kéénteinen
transfektio on laajemmin kaytetty sen automatisointi mahdollisuuksien vuoksi. (Flexible
RNAI Technologies 2010.)

5.3 RNA:n eristys ja puhdistus

Molekyylibiologiset tutkimukset edellyttavat nukleiinihappojen (DNA ja RNA) eristamista
ja puhdistamista. Menetelmid on useita, ja menetelma maaraytyy useimmiten tutkimuk-
sellisista syista, kuten nukleiinihappojen alkuperasta ja tutkimukseen tarvittavasta nukle-
iinihappomaarasta. Menetelmat vaativat monta tyévaihetta, ja tarjolla on paljon erilaisia
kaupallisia reagenssisarjoja ja tuotepakkauksia, jotka sisaltavat tarvittavat reagenssit ja
valineet tydn toteuttamiseen. On myds kehitetty automatisoituja tehomenetelmia, jotka
perustuvat silikakalvo- ja magneettipartikkelitekniikoihin. (Suominen — Parssinen — Haa-
janen — Pelkonen 2010: 103-108.)

RNA:n puhdistamisen yhteydessé on tarke&& huomioida RNA:n herkk& hajoaminen. Esi-
merkiksi mMRNA:n elinika elavissa soluissa on vain muutamia minuutteja. Solujen ribo-
nukleaasientsyymit eli RNaasit pilkkovat eristettdvdd RNA:ta. RNaasien inhiboiminen
on valttamatonta, jotta taysipitkia ehjida RNA-molekyyleja saataisiin sdilymaan. Nykyiset
kaupalliset tuotepaketit sisdltavat tehokkaita ja turvallisia RNaasi-inhibiittoreita. (Suomi-
nen ym. 2010: 108.)

RNA eristys alkaa solujen mekaanisella hajottamisella, ja mukana ovat myos kemialliset
ja entsymaattiset tekijat, eli jo solujen hajottamisen yhteydessa nukleiinihappoja pilkko-

vat nukleaasit inaktivoidaan. Taman jalkeen poistetaan ylimaaraiset proteiinit sekd DNA,
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ja jaljelle jaa valikoituneesti saostunut RNA. RNA:n puhdistukseen tarjolla olevat manu-
aaliset kaupalliset menetelmat ovat useimmiten spin-kolonni, vakuumi-imu- ja kuoppale-

vymenetelmia. (Suominen ym. 2010: 109-110.)

5.4 RNA:n puhtauden ja pitoisuuden arviointi

RNA:n puhtaus- ja pitoisuusmittausten menetelmana kaytetaan yleisimmin spektrofoto-
metriaa. Pienoisspektrofotometrilla voidaan pienesta naytemaarasta (1-50 pl) yhdella
mittauksella saada arvio naytteen ribonukleiininapon (RNA:n) puhtaudesta seké pitoi-
suudesta. Menetelma perustuu RNA:n nukleotidien absorptioon aallonpituudella 260 nm.
Puhtaan RNA-liuoksen absorptio 1,0 aallonpituudessa 260 nanometria vastaa RNA-pi-
toisuutta 40 pg/ml. RNA:n nukleiinihapot absorboivat DNA:ta voimakkaammin aallonpi-
tuudella 260 nm, joten niiden absorbanssisuhde on nain ollen DNA:ta korkeampi. Puh-
taan RNA:n suhdeluku on noin 2 (Azsonm/A2s0nm=2). Sekundaarisessa puhtausmittauk-
sessa aallonpituuksilla 260/230 tuloksen tulisi olla valilla 1,8-2,2. Proteiinien absorp-
tiomaksimi on noin 280 nm:ss4, joten niiden lasn&olo pienentéd absorbanssin suhdelu-
kua. My6s fenolijadmat saattavat laskea lukuarvoja. Nain ollen ohjearvoja alemmat suh-
delukuarvot viittaavat yleensa proteiinijagamiin tai muihin kontaminaation lahteisiin. Va-
paat nukleotidit ja oligonukleotidiketjut voivat puolestaan nostaa suhdeluvun virheellisen
korkeaksi. (Suominen ym. 2010: 110-111).

5.5 RNA:n kdantaminen komplementaariseksi DNA:Ksi

Komplementaarinen DNA (cDNA) on mRNA:sta kdannetty DNA-kopio, joka edustaa
naytteen ekspressoimia geeneja transkription hetkella. mMRNA on k&énnettava cDNA:KsI
RT (reverse transcriptase) -entsyymin avulla, jotta se on monistettavissa PCR-menetel-
malla. Synteesilla tuotettu cDNA on taysin komplementaarinen naytteen mRNA:n
nukleotidisekvensseille, ja se ei sisalla lainkaan intronijaksoja. (Klug ym. 2011: 552; Suo-
minen ym. 2010: 151-152)

cDNA transkriptio kaynnistyy, kun useilla eukaryoottisoluilla olevaan, pituudeltaan vaih-
televaan, poly-A-jaksoon kiinnittyy kdanteiskopioijaentsyymin alukkeena toimivat dNTP-
nukleotidit. Entsyymi kayttdd mRNA:ta templaattina syntetisoidessaan komplementaari-
sen DNA-juosteen, muodostaen ndin mRNA:sta ja siitd kopioidusta yksijuosteisesta

DNA:sta kaksijuosteisen nauhan. Nauhan mRNA pilkotaan RNaasi H -entsyymilla, joka
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synnyttaé aukkoja RNA-juosteeseen. Jaljella olevat RNA:n 3’-paat toimivat seuraavien
juosteiden alukkeina. DNA-polymeraasientsyymi | poistaa jaljelle jadneet RNA-juosteen
osat syntetisoiden samalla ensimmaiselle cDNA-juosteelle uuden vastinparin. Tuloksena
saadaan kaksijuosteinen cDNA-nauha. (Klug ym. 2011: 552-553; Suominen ym. 2010:
151-152.)

5.6 Kvantitatiivinen reaaliaikainen PCR

Kvantitatiivisella reaaliaikaisella kaanteistranskriptio-polymeraasiketjureaktiolla (qQRT-
PCR) voidaan tehokkaasti tutkia tiettyjen geenien ilmentymista hyvinkin pienistda mRNA
maaristd. RT-PCR-reaktioiden mallina toimii RNA, joka on ennen PCR-reaktioita kaan-
nettavd cDNA-muotoon. Menetelma pitaa sisalladn kaksi vaihetta: kaanteistranskription
(RT-reaktio) seka PCR-monistuksen. Tyt6vaiheet voidaan tehda joko kahdessa erilli-
sessd osassa, kuten tassa opinnaytetydssa, tai ns. yksiputkimenetelmana yhdessa re-
aktiossa. (Suominen ym. 2010: 170.)

Kvantitatiivinen reaaliaikainen PCR (quantitative real-time PCR) kehitettiin 1990-luvun
alussa, ja se on menetelmana perinteistd PCR:44 huomattavasti herkempi ja nopeampi.
Siin& tuotteen monistuminen ja maaritys tapahtuvat samanaikaisesti, jolloin syntyvan
tuotteen maaraé voidaan seurata koko ajan reaktion edetessé, reaaliajassa. gRT-PCR -
reaktiossa on mukana fluoresoiva vari, jonka lahettdmaa signaalia mitataan reaktion ai-
kana. Fluoresenssi mitataan jokaisen ekstensiovaiheen jalkeen sykleittain. Signaalin
vahvuus on suoraan verrannollinen kertyvan PCR-tuotteen pitoisuuteen. (Suominen ym.
2010: 166-167; Knuutila 2012: 1188.)

Reaaliaikainen PCR toimii monistusreaktion osalta kuten perinteinenkin PCR. Reak-
tiossa toistetaan kolmea p&avaihetta, jotka yhdessa muodostavat PCR-syklin. Syklin vai-
heet ovat denaturointi, alukkeiden kiinnitys (annealing) ja pidennysreaktio. PCR-syklissa
kopioinnin kohteena oleva DNA denaturoidaan korkean lAmpdtilan avulla yksijuostei-
seen muotoon (denaturation, 94-98 °C). Syntyneesta sdikeesta rajataan monistettava
alue sen vastakkaisista pdista tahan tarkoitukseen huolellisesti suunnitelluilla alukkeilla,
jotka ovat synteettisesti valmistettuja lyhyitd nukleiinihapposaikeitd (annealing, 45—
72 °C). DNA-polymeraasientsyymin avulla rakennetaan alukkeiden vdlille uusi juoste
dNTP-nukleotideistd 5-3’ suuntaan, kayttden denaturaatiossa syntynytta yksisaikeista
DNA:ta mallijuosteena (elongation, extension, 72 °C). Yhden syklin replikaation jalkeen

DNA:n maara on kaksinkertaistunut. Jokainen sykli kaksinkertaistaa DNA maaran, jolloin
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kopioitavan alueen maaré kasvaa eksponentiaalisesti kierros kierrokselta. Sykleja tois-
tetaan noin 15-40 kertaa. Ohjelman loppuvaiheessa tehd&én yleensa loppupidennys,
jonka tarkoituksena on saattaa kaikki tydn alla olevat monistustuotteet saman mittaisiksi
ennen ohjelman paattymista. (Suominen ym. 2010: 153-157; Klug ym. 2011: 554-557;
Knuutila 2012: 1185.)

Lopputuotteen havaitsemiseen qRT-PCR:ss& on kaytossa kaksi menetelmaa: hydro-
lysoituvaan DNA-koettimeen perustuva TagMan -menetelma ja kaksijuosteiseen
DNA:han sitoutuvan variaineen (SYBR Green) kayttaminen. Opinnaytetydssa kaytettiin
SYBR Green -vériainetta, joten tdssa yhteydessa kasitellaan ainoastaan sen toimintape-
riaate. SYBR Green sitoutuu alukkeiden Kkiinnittymisvaiheessa kaksijuosteiseen
DNA:han. Sitoutuminen saa varin fluoresoimaan voimakkaammin, jolloin varin tuottaman
signaalin maara on suoraan verrannollinen monistustuotteen maaraan. Sitoutumatto-
mana vari ei juurikaan fluoresoi. Heikkoutena menetelmassa on, ettd SYBR Green -va-
riaine sitoutuu kaikkeen kaksijuosteiseen DNA:han. Nain ollen huonosti suunnitellut ja
toisilleen komplementaariset alukkeet saattavat sitoutua toisiinsa muodostaen ns. pri-
mer-dimereita, jolloin SYBR-véri sitoutuu myods niihin vaaristden lopputulosta. (Suomi-
nen ym. 2010: 167; Klug ym. 2011: 559.)

Kvantitatiiviseen reaaliaikaiseen PCR-reaktioon kaytetdan usein valmiita tuotepakkauk-
sia, joissa valmiiseen mastermix-liuokseen lisdtaan ainoastaan monistettavalle alueelle
suunnitellut alukkeet (forward ja reverse), steriili vesi ja templaatti (cDNA). Mastermix
itsessaan pitda sisallaan kaikki muut reaktioon tarvittavat komponentit. (Suominen ym.
2010: 170.)

Reaaliaikaisen PCR -monistuksen paatyttyd raakadatalle maaritellaan tietty kynnystaso
(threshold line), jossa monistustuotteen fluoresenssi erottuu taustakohinasta ja eks-

ponentiaalinen kasvuvaihe alkaa.

6 TyOn toteutus

Opinnaytetydn kokeelliset osuudet toteutettiin kolmella valmiiksi eristetylla eturauhas-
syopasolulinjalla PC-3, PC-3M ja ALVA-31. Solut olivat tytén alkaessa jo useampaan

kertaan siirrostettuja ja eri linjojen pasaasinumerot vaihtelivat valilla 20—40.
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PC-3 (ATCC® CRL-1435™) eturauhassytpasolulinja oli hankittu ATCC:Ita (American Type
Culture Collection), joka on yksityinen solupankki ja tutkimusorganisaatio. PC-3 solulinja
on luokan IV eturauhasadenokarsinooma, joka on perdisin 62-vuotiaan valkoihoisen
miehen eturauhasen lahettdmasté luumetastaasista. PC-3-linjan solut ovat kooltaan kes-
kisuuria ja muodoltaan monikulmaisia. Ne muodostavat keskenaan rypalemaisia kas-
vustoja (kts. kuvio 3). Joissakin soluissa voidaan n&hda lipidi-inkluusioita. Solujen
nukleolit ovat runsaita ja rakeisia. (ATCC 2014.)

PC-3M ja ALVA-31 eturauhassydpasolulin- 100pm
4 (

-

jat oli saatu Teknologian tutkimuskeskuk- N
selta (VTT) lahjoituksena. Molemmat linjat jm 6\‘

on johdettu PC-3 soluista. PC-3M linja on UO*- \
eristetty maksan etdpesdkkeestd, joka £ () )
muodostui, kun PC-3 soluja injektoitiin hii-
ren pernaan (Kozlowski — Fidler — Campbell
— Xu — Kaighn — Hart 1984). ALVA-31 solu-

linja on PC-3 soluista eriytynyt klooni (Va-

Kuvio 3. Eturauhassyopasolulinja  PC-

rella-Garcia, M — Boomer, T — Miller, G.J. A )
3:lle tyypillista solumorfologiaa.

2001). Nama solulinjat ovat huomattavasti
PC-3-linjan soluja aggressiivisempia sekéa kasvultaan etté invasiivisuudeltaan. PC-3 ja
PC-3M linjojen solut ovat hyvin samankaltaisia. ALVA-31 linjassa on néhtavissa seka

epiteeli- ettd mesenkymaalisia, bipolaarisia soluja. PC-3M ja ALVA-31 linjojen solumor-
fologiaa esilla kuvioissa 4 b. (PC-3M) ja 4 c. (ALVA-31). Kuvat on otettu Leica EC3 digital
color -mikroskooppikameralla.

Kuvio 4. Eturauhassydpasolulinjoille PC-3M (kuvio b.) ja ALVA-31 (kuvio c.) tyypillista
solumorfologiaa.
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6.1 PRSS2-geenialueen ekspression vaimentaminen RNAi-menetelmalla

Edellisessa kappaleessa esiteltyja solulinjoja (PC-3, PC-3M ja ALVA-31) kasvatettiin so-
luviljelypulloissa (+37°C, CO2 5 %) noin 72 tuntia ennen seuraavien tyévaiheiden aloit-
tamista. Solujen kasvua seurattiin stereomikroskoopilla viljelyn aikana. PC-3 solulinjan
kasvatuksessa kaytettiin GIBCO® F-12 Nutrient Mix GlutaMAX™ -mediaa (Life Techno-
logies) ja PC-3M ja ALVA-31 -linjoille RPMI 1640 -mediaa (Lonza BioWhittaker™). Kas-
vatusliuoksiin liséttiin ennen niiden kayttdonottoa 10 % FBS (fetal bovine serum) -liuosta
seka 1 % Penisilliini-Streptomysiini&a (Pen Strep). RPMI 1640 -mediaan lisattiin myos 1
% L-Glutamiinia, mik& F-12 -mediassa oli jo valmiiksi mukana (GlutaMax). Liuoslisayk-
set perustuvat siihen, ettéd seerumin sisaltamat kasvutekijat, kuten mineraalit ja amino-
hapot, tarjoavat soluille tarvittavat ravinteet edistaen solujen jakautumista. Pen Strep -
liuosta lisattiin estdmaan bakteerikasvua soluviljelyn aikana. L-glutamiinia solut tarvitse-

vat proteiinisynteesissa ja sen tehtava on niin ikdan nopeuttaa solujen jakautumista.

Soluviljelylle oli varattu omat puhdastilat, joissa tyoskentely tapahtui suojavaatteissa.
Tyo6skentelytilaa edelsi vdlitila, jossa pukeutuminen tapahtui ja jossa oli myds varastotilat
soluviljelyhuoneessa tarvittaville reagensseille ja valineille. Viljelyhuone oli ilmastoitu oh-
jeistuksen mukaisesti, ja kaikki tydskentely tapahtui laminaarikaapissa kertakayttoisia
suojakasineita kayttaden. Kaappi ja valineet puhdistettiin ennen ja jalkeen viljelyn 70 %

etanoliliuoksella.

Noin kolmen vuorokauden kasvatuksen jalkeen, solujen saavutettua eksponentiaalisen
kasvun vaiheen, ja jossa ne olivat kayttaneet noin 90 % kasvutilastaan peittden viljely-
pullon pohjaa yksikerroksisena solukkona, tydta jatkettiin eteenpéain. Solupullosta pipe-
toitiin kasvatusmedia pois ja solukko huuhdeltiin 2 ml trypsiiniliuoksella, joka pipetoitiin
valittdmasti pois. Pulloon liséttiin uudet 2 ml trypsiiniliuosta ja pulloa inkuboitiin 1amp6-
kaapissa +37 °C:ssa 2-5 minuuttia, jolloin solut irtosivat pullon pohjalta. Solujen irrottua,
pulloon lisattin 8 ml uutta kasvatusmediaa trypsiinin inaktivoimiseksi. Tamén jalkeen
saadusta 10 ml kokonaistilavuudesta pipetoitiin 10 pl suspensiota Blrker-laskentaa var-
ten. Saadusta solumaarasta tehtiin laskutoimitukset, joilla selvitettiin SIRNA transfektioon
tuleva solumaara sekéa jatkoviljelya varten uuteen pulloon tuleva suspensiotilavuus ja
solumé&ara. siRNA transfektiota varten solususpensiota pipetoitin 6-kuoppalevylle

(2x10° solua’kuoppa) ja levya pidettiin vuorokausi lampokaapissa (+37°C, CO, 5 %).
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siRNA transfektio tehtiin 6-kuoppalevylla, Lipofectamine® 2000 Transfection -reagens-
silla. Transfektiossa kaytetyt oligonukleotidit olivat FlexiTube GeneSolution GS5645 for
PRSS2 -tuotepakkauksen oligot sil, si2 ja si6. Kaytettyjen siRNA-oligonukleotidien stok-
kikonsentraatio oli 10uM. Tarvittavat reagenssit (Lipofectamine 2000 ja Opti-MEM -me-
dia) seka oligonukleotidit pipetoitiin aluksi 1,5 ml Eppendorf -putkiin. Pipetointimaarat
Ioytyvat liitteestd 1. Kuopat sek& mikroputket merkittiin seuraavasti:

C = nollakontrolli (vain mediaa)

M = Mock-kontrolli (media + Lipofectamine reagenssi)
N = negatiivinen kontrolli (media + Lipof. + neg.kontrolli)
1 = siRNA1 (media + Lipof. +oligonukleotidi 1)

2 = siRNA2 (media + Lipof. +oligonukleotidi 2)
3 = siRNA6 (media + Lipof. +oligonukleotidi 6)

Mock-kontrollilla testattiin transfektioreagenssin vaikutuksia soluille. Esimerkiksi rea-
genssin mahdollinen toksisuus on havaittavissa mock-kontrollin avulla. Negatiivisella
kontrollilla ei ole homologiaa minkdan tunnetun nisakkaan geenin kanssa, mutta sen
partikkelit aktivoivat RISC-kompleksin. Oligonukleotidit sil, si2 ja si6 valittiin niiden spe-

sifisyyden perusteella kohdegeeniin nahden.

Kun media, Lipofectamine ja oligonukleotidit olivat inkuboituneet mikroputkissa vaaditun
ajan, 6-kuoppalevylta pipetoitiin vanha kasvatusmedia pois ja se korvattiin uudella me-
dialla (1,5 ml), jonka jalkeen mikroputkisuspensiot (0,5 ml) pipetoitiin tipoittain kuoppale-
vylle solukerroksen paalle. Kaytettyjen siRNA-oligonukleotidien lopullinen konsentraatio
solujen paalle pipetoidussa liuoksessa oli 25nM. Kuoppalevyéa inkuboitiin lampdkaapissa
(+37°C, CO2 5 %) 6 tuntia, jonka jalkeen kuoppalevylla olleet suspensiot ja mediat pipe-
toitiin pois, ja ne korvattiin uudella kasvatusmedialla (2 ml/kuoppa). Taméan jalkeen kuop-
palevyjen annettiin olla lampokaapissa (+37°C, CO, 5 %) 72 tuntia. K&ytetty menetelma

oli suora transfektio.

RNA:n eristys ja puhdistus tehtiin, kun transfektoituneet solut olivat olleet lAmpdkaapissa
kolmen vuorokauden ajan. Eristys tehtiin kaupallisella MACHEREY-NAGEL NucleoS-
pin® RNA -tuotepaketilla, paketin ohjeiden mukaisesti (lite 2). Ennen eristimisen aloi-
tusta kuoppalevyilta pipetoitin 1 ml/kuoppa kasvatusmediaa Eppendorf-putkiin IFMA-

maaritysta varten.
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RNA eristyksen alussa solut hajotettiin guanidiinitiosyanaatti liuoksessa, johon oli lisatty
B-merkaptoetanolia, ja irrotettiin soluraaputtajalla kaapimalla. Liuos saa aikaan solujen
hajoamisen ja inaktivoi RNaasit valittomasti. Eristys ja puhdistus tehtiin NucleoSpin®
Filter -kolonneilla tuotepakettien ohjeiden mukaisesti, pakkauksen reagensseja kayttaen.
Eristyksessd RNA:n sitoutumista suosivaan silikakalvoon tarttuu myos kontaminoivia
DNA molekyyleja, jotka huuhdeltiin pois tuotepaketin rDNaasilla, ja puhdas RNA eluoitiin
RNaasi-vapaalla vedella Eppendorf-putkiin. Lopputilavuus Eppendorf-putkissa oli 40

ul/putki. Puhdistuksen jalkeen putkia sailytettiin -80 °C seuraavaan tydvaiheeseen asti.

Ennen cDNA-synteesia eristetyn RNA:n konsentraatio mitattin NanoDrop ND
1000 -spektrofotometrilla, jossa nukleiinihappojen naytetyypiksi valittin RNA-40. Totaali
RNA-konsentraatio ja puhtausaste mitattiin 1 pl:sta naytettd. Saaduista lukuarvoista tar-
kastettiin RNA-pitoisuuden (ng/ul) lisaksi puhtautta indikoivien aallonpituuksien 260/280
ja 260/230 tulokset. Mittauksessa saatujen arvojen perusteella laskettiin cDNA-syntee-

siin pipetoitavan RNA:n ja RNaasi vapaan veden maarét.

RNA:n syntetisointiin cDNA:ksi kaytettiin SensiFAST™ cDNA Synthesis -tuotepakkausta
(Bioline). RNA:ta kdannettiin 1 pg. Tyo suoritettiin jaahauteessa pakkauksen tydohjeita
ja pipetointimaaria noudattaen, kokonaisvolyymilla 20 pl. Synteesiin kaytettin MJ Re-
search PTC 200 Thermal Cycler PCR -laitetta, joka ohjelmoitiin niin ik&&n tuotepakkauk-
sen ohjetta noudattaen. Tuotepakkauksesta l0ytyvat tydohjeet esitettyna liitteessa 3.

Geenien ekspression maaraa, eli RNAi-tekniikalla haettua PRSS2-geenialueen vaimen-
tumista, mitattiin gRT-PCR:lla. gRT-PCR-monistukseen kaytettiin SensiFAST SYBR Lo-
ROX -tuotepakkausta (Bioline), joka oli yhteensopiva cDNA-synteesiin kaytetyn tuote-
pakkauksen seka PCR-monistukseen kaytetyn ABI 7500 Fast (Applied Biosystems 7500
Fast Real-Time PCR System) -laitteen kanssa. Monistuksessa alukkeina toimineet oli-
gonukleotidisekvenssit olivat spesifiset PRSS1, PRSS2, PRSS3 -geeneille. Tuloksen
normalisointiin kaytetyt ns. housekeeping-geenit olivat GAPDH ja HPRTL1. Alukkeiden

sekvenssit nahtavissa taulukossa 2.
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Taulukko 2. qRT-PCR:ssa kaytettyjen oligonukleotidien sekvenssit (F=forward, R=reverse).

Alukkeen nimi | No. Bases: Emasjarjestys 5’ — 3’

GAPDH Flong | 19 GAG TCC ACT GGC GTCTTCA
GAPDHRlong | 19 GGG GTG CTAAGC AGTTGG T
PRSS1F 22 CCA CCC CCA ATACGA CAG GAAG
PRSS1R 17 GCG CCA GAG CTC GCAGT
PRSS2 F 17 CCA AAT ACAACAGCC GG

PRSS2 R 20 AGT CGG CAC CAG AACTCAGA
PRSS3 F 20 ACC CTA AAT ACA ACA GGG AC
PRSS3 R 18 AGC ACC AAA GCT CAG AGT
HPRT1 F 21 CCT GGC GTC GTG ATT AGT GAT
HPRT1R 22 AGA CGT TCAGTC CTG TCC ATAA

Monistus suoritettiin kokonaistilavuudessa 20 pl. Oligonukleotidisekvenssi-stokeista, joi-
den lahtopitoisuus oli 100 yM, laimennettiin alukkeiden kayttéliuokset (pitoisuuksiltaan
1,2 uM). Kokonaisvolyymissa 20 ul alukkeiden pitoisuudet olivat 60 nM per aluke. Pipe-
toinnit suoritettiin jadhauteessa pakkauksen tydohjeita noudattaen (lite 4). Alukkeet (1
ul reverse / 1 pl forward) pipetoitiin yhteen veden (6 pl) ja valmiin mastermix-liuoksen (10
pl) kanssa. 96-kuoppalevylle (MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction Plate with Bar-
code, 0.1 mL) pipetoidussa kokonaisvolyymissa templaatin (cDNA) maara oli 2 pl eli 100
ng, ja jokaiselle eri alukeparille valmistettujen mastermix-aluke-vesi -seosten maara oli
18 pl. Jokaista targetoitavaa aluetta kohden tehtiin myos kontrollikuopat, joihin cDNA:n
tilalle pipetoitiin steriili vesi (2 pl). Pipetointien jalkeen reaktiokuopat suljettiin muovilla ja
kuoppalevy sentrifugoitiin levysentrifuugilla (900 rpm/1 min.) ennen sen asettamista
gRT-PCR -laitteeseen.

ABI 7500 Fast PCR -laitteeseen
maaritettiin monistusohjelma
tydohjeita noudattaen (lite 4).
Ohjelmoidut ajat ja kierrosmaa-

rat ovat nahtavissa kuviossa 5.

Monistustulosten kerays (data

collection) tehtiin jokaisen eks- Kuvio 5. Kvar_1t|tat||V|sessa rgaahalkalsess_a PCR-
monistuksessa kaytetty monistusoh-
tensiovaiheen (60°C / 30s) jal- jelma.

keen sykleittdin. Ohjelman paa-
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tyttyd negatiivisten vesikontrollien tulos tarkastettiin ja saaduille kuvaajille maaritettiin

kynnystaso ja kynnyssykli ennen tulosten analysointia.

6.2 3D-kasvatus matrigeelille

Solulinjoista tehtiin 3D-soluviljelmat hiiressa kasvavasta Engelbreth-Holm-Swarm (EHS)
sarkoomasta uutetulle keinotekoiselle, mutta luonnollista tyvikalvoa jaljittelevalle soluva-
liaineelle, matrigeelille (BD Matrigel™ Basement Membrane Matrix). Matrigeelia valmis-
tetaan kemiallisella uutolla suoraan kasvainmateriaalista, ja se siséltaa runsaasti erilaisia
tyvikalvon komponentteja. 3D-soluviljelmassa soluja voidaan kasvattaa geelimaisen va-
liaineen paalld, sisalla tai osittain molemmissa. Geelin funktio on mallintaa kudoksen
omaa soluvdliainetta. Kolmiulotteinen soluviljelma keinotekoisella véliaineella mahdollis-
taa solujen erilaistumisen lahtékudoksensa suuntaan seka kudoksenkaltaisen organisoi-
tuneen soluyhteisdn synnyn. (Partanen — Klefstrom 2008; 2444—-2447) Matrigeelille vil-
jellyistd soluista voidaan visuaalisesti havainnoida kasvainsolujen luonnetta, migraatiota

ja invasiivisuuden astetta.

Solulinjoja viljeltiin lampdkaapissa (+37°C, CO2 5 %) noin 72 tuntia ennen niiden siirros-
tusta matrigeeli kasvatukseen. Matrigeeli jAhmettyy normaalissa huonelampétilassa, jo-
ten kaikki tydskentely suoritettiin jadhauteessa ja tydvalineet kylmennettiin ennen niiden
kayttod. Matrigeeli laimennettiin [&htopitoisuudestaan 9,4 mg/ml pitoisuuteen 5 mg/mi
edelld esiteltyihin kasvatusmedioihin. Valmistettua laimennosta pipetoitiin 48-kuoppale-
vyn kaivoihin 45 pl:aa, minka jalkeen geelia inkuboitiin 37 °C:ssa kunnes geeli oli jah-

mettynyt (noin %2 tuntia).

Inkuboinnin aikana kolmen eri solulinjan solut irrotettiin kasvualustastaan trypsiini-ent-
syymin avulla ja niistd tehtiin 10 ml:n solususpensio kasvatusmedioiden kanssa. Eri lin-
jojen suspensioiden solupitoisuudet maaritettiin mikroskooppisesti Burker-laskentakam-
miota kayttaen. Matrigeelille haluttiin siirrostaa 5000 solua per kaivo, joten kammiolas-
kennan tuloksien perusteella saatiin jokaisesta linjasta laskettua siirrokseen pipetoitavan
solususpension maara. Lasketut solususpensioméérat ja 200 pl:aa matrigeeli-laimen-
nosta pipetoitiin 1,5 ml:n Eppendorf-putkiin. Seos sekoitettiin varovasti, minka jalkeen
sitd pipetoitiin inkuboinnin lapikayneelle 48-kuoppalevylle 140 pl:aa per kaivo (kahteen

rinnakkaiseen kaivoon) pohjalle jo jahmettyneen matrigeelin pdalle. Suspension annet-
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tiin jAhmettya soluviljelyinkubaattorissa, jonka jalkeen matrigeelin paalle lisattiin kasva-
tusmediaa 200 pl/kuoppa. Taman jalkeen solulinjoista otettiin ensimmaiset dokumen-
tointikuvat (dO).

7 Tulokset

Kvantitatiivisen reaaliaikaisen PCR-monistumisen onnistumista voidaan seurata naytoélta
monistuksen aikana reaaliajassa. Tulosten saattaminen tilastolliseen ja luettavaan for-

maattiin vaatii kuitenkin tiettyja toimenpiteitd monistusohjelman paatyttya.

7.1 Kvantitatiivisen reaaliaikaisen PCR tuloksen méaarittaminen

Reaaliaikaisen PCR-monistuksen paatyttya raakadatalle maaritellaan tietty kynnystaso
(threshold line), jossa monistustuotteen fluoresenssi erottuu taustakohinasta ja eks-
ponentiaalinen kasvuvaihe alkaa. Toinen tarkasteltava suure on kynnyssykli (Ct, cycle
threshold), joka kertoo kierrosluvun, missd monistustuotteen antaman fluoresenssin in-
tensiteetti on saavuttanut asetetun kynnystason, ja eksponentiaalisen kasvun vaihe al-
kanut. Ct-arvo on kaanteisesti verrannollinen naytteessa olevan kohdenukleiinihapon

maaraan: mita alhaisempi Ct-

Amplification Plot

arvo, sita suurempi maara mo-
nistustuotetta naytteessa on.
Ct-arvon ollessa pienempi kuin
sykli 29, on naytteessa run-

saasti targetoitavaa nukleiini-

Rn

happoa. Ct-arvon ollessa syk-
livalilla 30-37, naytteessa on

kohtalaisesti targetoitavaa

nukleiinihnappoa. Sen sijaan

Ct-arvo 38-40 osoittaa nayt- EEREEEEEEEEEEEEEEEEERE.

teessa olevan vain pienid ...

. oA B c D e HF Hc WH
maaria haluttua monistustuo-

tetta tai ettd nayte on kontami-
noitunut.  (Suominen  ym.

) ) . . Kuvio 6. Esimerkki qRT-PCR-menetelman monis-
2010: 167, Knuutila 2012: kayrasta. Solulinja PC-3, oligonukleoti-

disekvenssi HPRT1.
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1188.) Kuviossa 6 on nahtavissa esimerkki gRT-PCR-menetelman monistuskayrasta.

Reaaliaikaisen PCR tuloksen kvantitointi voi olla joko suhteellista tai absoluuttista, joista
suhteellinen on yleisemmin kaytetty. Menetelmassa kohdegeenin maaraa verrataan re-
ferenssigeenin maaraan. Absoluuttisessa menetelméssa oman tuotteen kopiointisuh-
detta verrataan johonkin tunnettuun kohteeseen. (Suominen ym. 2010: 170.) Opinnay-
tetydssa tuloksen normalisointiin kdytettiin kahta tunnettua referenssigeenia: GAPDH ja
HPRT1. Taman tydn yhteydessa esitellaén ainoastaan HPRT1-geenisekvenssilla saadut
tulokset, koska GAPDH:n toiminta vaihteli suuresti solulinjasta ja targetoitavasta alu-
eesta riippuen. Referenssigeenin avulla oli tarkoitus saada normalisoitua eri solulinjojen

ja tydvaiheiden aiheuttamat variaatiot tuloksiin.

Kvantitatiivisen PCR:n tulosten analysoimiseen Excel-taulukkolaskentaohjelmassa kay-
tettiin suhteellista laskentamenetelmaa, jossa referenssigeenin ekspressio suhteutettiin
kohdegeenien ekspressioon. Laskutoimitukset suoritettin Livakin ja Schmittgenin
vuonna 2001 kehittamalla 244¢t -kaavalla. (Livak — Schmittgen 2001: 403.) Kaavan en-
simmainen delta saatiin, kun kohdegeenin Ct vahennettiin referenssigeenin Ct:sta. Seu-
raava delta voitiin laskea edellisen tuloksen perusteella, kun 2~:sta vahennettiin ensim-
maisen deltan lukuarvo. Naiden laskutoimitusten jalkeen joko nollakontrolli tai siN ase-
tettiin lukuarvoon 1 (100 %), johon muita naytteité suhteutettiin.

7.2 Tulokset kuvaajien avulla havainnollistettuna

Tulosten perusteella voidaan todeta kaikkien gRT-PCR:sséa kaytettyjen alukkeiden toi-
mineen toivotulla tavalla. Amplification Plot -kuvaajista (kuviot 7, 8 ja 9) kay ilmi, etta
kaikissa solulinjoissa on PRSS3-geenia PRSS1 ja -2 -geeneja enemman. Solulinjoista

ALVA-31:ssa on nahtavissa kaikkein vahiten PRSS2-geeniéa.

Kvantitatiivisessa reaaliaikaisessa PCR:sséa oli selvasti havaittavissa hiljentymistéa seka
PRSS1 ettd PRSS2 -geenialueella, kun taas vastaavasti PRSS3-geenin hiljentymista ei
todettu. gRT-PCR -kuvaaja osoittaa my6s sen, ettei PRSS2-siRNA:lla nayttaisi olevan
vaikutusta vertailugeenin ilmentymiseen. Alla on esitettynd esimerkkikuvaajat (kuviot 7—
9) jokaisesta solulinjasta ja vertailugeenina naissa kuvissa on HPRT1-geeni. Tehok-
kainta hiljentyminen on PC-3M ja ALVA-31 -soluilla, mutta se on myds selkeasti havait-

tavissa PC-3-solulinjan soluilla (ks. kuvio 10; PRSS2-kuvaaja).



Amplification Plot

10

Rn

2 6 8 10 12 14 168 18 20 2 24 28 2 IV R ¥ B B £
Cycle

Legend
B HrrT [l rrssz lrrss: [ Prsst

Kuvio 7. gRT-PCR-kuvaaja PC-3-soluista.
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Kuvio 8. gRT-PCR-kuvaaja PC-3M-soluista.
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Kuvio 9. gRT-PCR-kuvaaja ALVA-31-soluista.
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Kuvio 10. PRSS2-geenialueen monistuskayréd PC-3-linjan soluista.
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Tulokset laskettiin ja taulukoitiin Excel-taulukkolaskentaohjelmalla pylvasdiagrammeiksi.
Ohjelman avulla tuloksia on verrattu valinnaisesti joko nollakontrolliin tai vaihtoehtoisesti
ei-targetoivaan negatiiviseen siRNA-kontrolliin. Pylvasdiagrammissa tulokset esitetaén
suhteellisina prosentteina. Kuvioissa 11-13 on esitelty esimerkkikuvaajat Excel-ohjel-
malla tehdyisté diagrammeista.

a. PC-3

120,0 %

100,0 % -

80,0% -

60,0 % - W PRSS1

% expression

400 % - m PRSS2

[ PRSS3
20,0 % -

0,0% -
ctrl mock siN sil 5i2 si3

PRSS2 RNAi Lipo 2000

b. PC-3

350,0 %

300,0 %

250,0%

ion

200,0 %
m PRSS1

150,0 %
m PRSS2

% expressi

100,0% -

1 PRSS3
50,0 % -

0,0% -
siN sil 5i2 si3
PRSS2 RNAi Lipo 2000

Kuvio 11. Excel-ohjelmalla lasketut kuvaajat (a. ja b.) PC-3-soluista.
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Kuviossa 11 a. PC-3-diagrammissa geenin monistumista on verrattu nollakontrolliin.
Geenien hiljentyminen mock-kontrollissa kertoo todennakéisesti transfektioreagenssin
toksisesta vaikutuksesta soluihin.

Kuviossa 11 b. PC-3-diagrammissa geenin monistumista on verrattu negatiiviseen
siRNA-kontrolliin. PRSS2 sil ja si3 vaikutti seka kohdegeenin ettd PRSS1-geenin ilmen-
tymiseen. Si2-oligo vastaavasti naytti lisadvan PRSS1-geenin ekspressiota, mutta ver-
rattaessa PC-3 a. -diagrammiin relatiivinen maara on lahella mock-kontrollin tasoa.

PRSS2 siRNA:lla ei ollut vaikutusta PRSS3-geenin ilmentymiseen.

a PC-3M

350,0 %

300,0 %

250,0 %

200,0 %

m PRSS1
150,0 %

W PRSS2

% expression

100,0% -
¥ PRSS3
50,0 % -

0,0% -
ctrl mock siN sil si2 si3

PRSS2 RNAi. Lipo 2000

PC-3M

400,0 %
350,0 %
300,0 %
250,0 %
200,0 %
150,0 %
100,0% -
50,0 % -
0,0% -

W PRSS1

W PRSS2

% expression

[ PRSS3

siN sil si2 si3
PRSS2 RNAI Lipo 2000

Kuvio 12. Excel-ohjelmalla lasketut kuvaajat (a. ja b.) PC-3M-soluista.



32

Kuviossa 12 a. PC-3M-diagrammissa geenin monistumista on verrattu nollakontrolliin.
PRSS2-geenin hiljentyminen mock-kontrollissa kertoo todennékdisesti transfektiorea-
genssin toksisesta vaikutuksesta soluihin.

Kuviossa 12 b. PC-3M-diagrammissa geenin monistumista on verrattu negatiiviseen
siRNA-kontrolliin. PRSS2 sil ja si3 vaikutti sek& kohdegeenin ettd PRSS1-geenin ilmen-
tymiseen. Naissa soluissa si2-oligo nayttaisi lisddvan PRSS1-geenin ekspressiota,

koska piikki ndkyy molemmissa diagrammeissa.

a. ALVA-31

600,0 %

500,0 %

400,0 %

ion

300,0 % H PRSS1

% exprees

200.0% W PRSS2
1 PRSS3

100,0% -

0,0% -
ctrl mock siN sil 5i2 si3

PRSS2 RNAiI Lipo 2000

b. ALVA-31

120,0 %

100,0% -

80,0 % -

W PRSS1

60,0 % -
W PRSS2

% expreesion

40,0 % -
1 PRSS3

20,0 % -

0,0% -
siN sil 5i2 si3
PRSS2 RNAI Lipo 2000

Kuvio 13. Excel-ohjelmalla lasketut kuvaajat (a. ja b.) ALVA-31-soluista.
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Kuviossa 13 a. ALVA-31-diagrammissa geenin monistumista on verrattu nollakontrolliin.
Mock-kontrollin ja negatiivisen kontrollin korkeat piikit ovat todennakdgisesti epapuhtauk-
sista johtuvaa taustaa.

Kuviossa 13 b. ALVA-31-diagrammissa geenin monistumista on verrattu negatiiviseen
siRNA-kontrolliin. Geenien hiljentyminen nékyy selvasti kuvaajasta, mutta jostain syysta

myos PRRS3-geeni on hiljentynyt si3:n vaikutuksesta.

7.3 Tulosten ja niiden luotettavuuden arviointi

Koeolosuhteet pyrittiin vakioimaan alusta loppuun mahdollisimman samankaltaisiksi,
jotta toistettavuus koetilanteitten valilla olisi mahdollisimman hyva. Olosuhteiden vaki-
ointi onnistui siina maarin, etté lopputulokset eri testien valilla ovat keskendan vertailu-
kelpoisia ja olosuhteiden samankaltaisuus poistaa myds olosuhdepoikkeavuudet virhe-
lahteista. Koska geeniekspression vaimentumista tapahtui PRSS2:n lisaksi myods muilla
geenialueilla ja lisdksi osassa testeissd myds kontrolleissa, on otettava huomioon ylei-

simmat transfektioreaktioihin liittyvat hairidtekijat.

Opinnaytetydssa RNAi-menetelmalla haettu geeniekspression vaimeneminen tulisi olla
osoitettavissa vahintddn kahdella eri kyseistda geenialuetta targetoivalla oligonukleoti-
disekvenssilla (oligot 1,2 ja 6 (eli si3)), jotta kokeen tulokset voitaisiin katsoa luotettaviksi.
gRT-PCR:lla saadut tulokset kuitenkin osoittivat, ettd transfektiossa kaytetyt oligonuk-
leotidisekvenssit vaimensivat myds PRSS1-geenialuetta, mista syysta transfektiossa
kaytetyille oligoille paatettiin tehdd samankaltaisuushaku NCBI:n yllapitimassa BLAST-
tietokannassa. Tietokanta vertaa annettuja sekvensseja nukleotiditietokantaan, etsien
toisiaan vastaavia yhtenaisia sekvenssialueita rinnastettavista sekvensseistéa (highly si-
milar sequences). (Suominen ym. 2010: 224.) Vertailulla haluttiin selvittda, kuinka spe-
sifisia kaytetyt oligot ovat juuri PRSS2:den geenialueelle. Haulla I16ydetyt tulokset esite-
taan litteessa 5. Tuloksien perusteella voidaan todeta, etta oligonukleotidisekvenssi 6:lla
(si3) on homologiaa PRSS1 (100 %) ja PRSS3 (85 %) -geenialueille. Tama selittdd mah-
dollisesti kuviossa 15 nahdyn PRSS3-geenin hiljentymisen PRSS2-siRNAn johdosta.
PRSS1 knockdown sil -oligonukleotidisekvenssin vaikutuksesta voi olla selitettavissa
PRSS1 ja PRSS2 -geenialueiden samankaltaisuudella. Kyseessa voi olla mahdollinen
positiivinen palautejarjestelma (positive feedback loop) geenien saatelyssa (Rasanen
2015).
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Yksi yleisimmista virheldhteista on siRNA:n liian korkea pitoisuus, jolloin siRNA vaikuttaa
myds muiden geenialueiden ekspressioon. Nama harhaanjohtavat tulokset on véaltetta-
vissa matalilla siRNA-pitoisuuksilla. (Flexible RNAi Technologies 2010.) Suoritetuissa
testeissa kyseinen siRNA-pitoisuustekija oli huomioitu (25 nM), ja nain ollen voidaan
olettaa, etteivat muilla geenialueilla havaitut reaktiot johtuneet tasta virhemahdollisuu-
desta. Toinen yleinen hairidtekija on sytotoksisuus eli soluille myrkylliset osatekijat. Naita
voivat olla esimerkiksi transfektioreagenssi tai jopa siRNA voi itse olla sytotoksinen.
Myds monenlaiset stressitekijat, kuten esimerkiksi kuolleet solut, joita viljelysta ei tulisi
lainkaan paasta mukaan itse analyyseihin, voivat aiheuttaa vaaristymia tuloksiin. (Flexi-
ble RNAI Technologies 2010.) Sytotoksisuus on tekija, jota ei voida sulkea pois mahdol-
lisista virhelahteista. Jo se, ettd kaytossa olleessa mock-kontrollissa, jolla esimerkiksi
juuri transfektioreagenssin sytotoksisuutta voidaan selvittaa, oli joissain kokeissa havait-
tavissa geeniekspression vaimenemista, kertoo sytotoksisuudesta. Kuolleiden solujen
mukaan paasya analyyseihin pystyttiin kuitenkin estamaan huuhtomalla solukon pinta
PBS-lioksella ennen hajotuspuskurin lisdamistd RNA-eristyksen yhteydessa. Onnistu-
neeseen transfektioon vaaditaan aina elavat, jakautumiskykyiset solut. Koetilanteissa
solujen kasvua seurattiin sdénndéllisesti, ja paasaantoisesti testeissa kaytetyt solukot oli-
vat hyvakuntoisia.

Opinnaytety6 sisalsi useita eri tydvaiheita, jotka ovat hyvin herkkia kontaminaatiolle ja
vaativat aarimmaista huolellisuutta tekijaltaan. Soluviljelyt tehtiin puhdastiloissa, ja lami-
naarikaappien seka kaytettyjen tyévalineiden desinfioinnista huolehdittiin ennen ja jal-
keen tyon aloittamista. RNA-eristyksen jalkeen naytemateriaalille suoritettiin puhtaus- ja
pitoisuusmittaukset, joissa siihen mennessd mahdollisesti aiheutuneet kontaminaatiot
olisivat tulleet esiin. Kvantitatiivisen reaaliaikaisen PCR-monistuksen yhteydessa mah-
dollisia kontaminaatioita selvitettiin vesikontrollien avulla. Myés mahdolliset virheet pipe-

toinneissa olisivat tulleet nakyviin PCR-ajon yhteydessa.

Monistustuotteen detektoinnissa qRT-PCR:II& halutun geenituotteen spesifisyyttd seka
kaytossa olleen SYBR Green -variaineen toimivuutta testattiin monistuksen lopussa su-
lamiskayréaanalyysin avulla. SYBR Green tarttuu kaikkeen kaksijuosteiseen DNA:han,
joten alukkeiden on oltava erittain huolellisesti suunniteltuja epéspesifisen sitoutumisen
ja primer-dimereiden valttamiseksi. Sulamiskayréaanalyysin (Melting curve / Dissociation
curve -analysis) avulla voidaan SYBR Green -menetelmaa kaytettdessa luokitella PCR-
tuotteita ja sité kautta alukkeiden epaspesifista sitoutumista. Sulamiskayra kuvaa fluore-

senssin intensiteetin vahenemistd DNA:n denaturoituessa yksijuosteiseksi. Analyysi
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suoritetaan qRT-PCR-ohjelman lopussa normaali syklien paatyttya (sivun 25 kuviossa
5. nahtava Stage 3). Sulamiskayraanalyysissd monistustuotteen lampdtilaa nostetaan
60 °C:sta 95 °C:een. Samanaikaisesti [ampétilan kohoamisen kanssa seurataan fluore-
senssia, joka alkaa laskemaan DNA:n denaturoituessa yksijuosteiseksi. Fluoresenssi
laskee, koska SYBR Green -vériaine irtoaa yksisaikeisestd DNA:sta eika sitoutumatto-
mana fluoresoi. Kaikella kaksijuosteisella DNA:lla on sille ominainen sulamislampatila
(Tm), jossa DNA:sta noin 50 % on yksijuosteisessa muodossa. Sulamislampdétilaan vai-
kuttaa DNA-templaatin pituus sekad sekvenssin G-C-emasten pitoisuus. Guaniinin ja sy-
tosiinin valiset kolminkertaiset vetysidokset nostavat sulamislampdétilaan (Tm). Kayra
esitetaan yleensa lampdétilan funktiona muodossa —dF/dT (fluoresenssin muutos suh-
teutettuna lampdétilan muutokseen). (Life Technologies 2012; Suominen ym. 2010: 168—
169.) Kuviossa 14 a. ja b. on esitelty ensimméaisen HPRT1-referenssigeenillla tehdyn
gRT-PCR-monistuksen sulamiskayraanalyysit. PRSS1-geenisekvenssin spesifisen
PCR-tuotekayran vieressa oleva "olkapaa” indikoi mahdollisia alukedimeereja eli primer-

dimereita.

cewws {pRTL FFT === ==  pRSSI

Kuvio 14 a. gRT-PCR-monistuksen sulamiskayrdanalyysit oligonukleoti-
disekvensseille HPRT1 ja PRSS1.
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Kuvio 14 b. gRT-PCR-monistuksen sulamiskéyraanalyysit oligonukleoti-
disekvensseille PRSS2 ja PRSS3.

7.4 3D-kasvatuksen tulokset

Solulinjojen kasvua matrigeelisséa seurattiin ja kuvattiin vuorokauden vélein kasvatuksen
aloituksesta (d0) aina kuudenteentoista vuorokauteen (d16) saakka, minka jalkeen vil-
jelmat tuhottiin. Kasvatuksen dokumentointiin kaytettin AMG Evos® -mikroskooppika-
meraa (4x objektiivi, d16-suurennos kuvankasittelyohjelmalla). Seuraavien sivujen kuvi-
oihin 15-17 on valittu muutamia kuvia kasvatuksen eri vaiheista, ja niiden on tarkoitus
havainnollistaa solulinjojen kasvutapaa, -nopeutta, luonnetta ja invasiivisuutta. Kuvista
nakyy, ettéa kaikki kolme solulinjaa muodostavat matrigeelissa spontaaneja solurykelmi,
joissa ne jakautuvat (d4 ja d7). D16-kuvista nakyy, kuinka solut alkavat invasoitumaan
matrigeelin. PC-3-solut invasoivat epiteelisoluille tyypilliseen kollektiiviseen tapaan, kun
taas ALVA-31-soluissa on havaittavissa mesenkymaalisten solujen yksittaista invaa-

siota. PC-3M-soluissa on ndhtavissa kumpaakin invaasio-tapaa.
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Kuvio 15. PC-3-eturauhassyotpésolulinjan kasvua matrigeelissa. Kuvat otettu paivina 0, 4,
7 ja 16.
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Kuvio 16. PC-3M-eturauhassydpasolulinjan kasvua matrigeelissa. Kuvat otettu paivina 0,
4,7 ja 16.
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Kuvio 17. ALVA-31-eturauhassyépasolulinjan kasvua matrigeelissa. Kuvat otettu paivina 0,
4,7 ja 16.
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8 Pohdinta

Tyon lopputulosten monimuotoisuus tekee niiden tulkinnasta haasteellista. Osin tulosten
perusteella voidaan todeta tydn olevan erittdin hyvin onnistunut ja tulosten olevan yksi-
selitteisia ja loogisia. Kun tuloksista tehddaan kokonaisyhteenveto kuvaajien avulla, ne
muuttuvat selvasti epatarkempaan suuntaan. Nain suuressa kokonaisuudessa, jossa lii-
kutaan molekyylitasolla, on lukematon maard mahdollisia muuttujia, joten yksittaista
syyta tai tekijaa tulosten epatarkkuudelle on mahdoton osoittaa. Jos koetta haluttaisiin
vield jatkaa qRT-PCR-menetelm&é kayttaen, tulisi kokeeseen l6ytaa eri geenialuetta tar-
getoivia PRSS2-siRNA-oligoja seka referenssigeeni, joka toimisi kaytettyja referens-

sigeeneja paremmin tulosten normalisointiin.

Tutkimusryhmén toimesta tehtiin transfektion jalkeen 6-kuoppalevyilta kerétyille kasva-
tusmedioille immunofluorometrinen maaritys, jolla mitattiin naytteissa olevan liukoisen
trypsiini 2 (TAT2) -proteiinin maaraa. Tulokset tukevat qRT-PCR:ll& saatuja tuloksia PC-
3-solulinjan soluilla, mika kaytanndssa tarkoittaa sita, etta liukoisen trypsiini 2 -proteaa-
sin maaréa vaheni soluille suoritetun siRNA-transfektion seurauksena. PC-3M ja ALVA-
31 -solulinjoista ei saatu tuloksia, koska niissa kyseisen proteaasin sekretoidut maarat

jaivat mittausalueen ulkopuolelle.

Jotta kokonaistavoite saavutetaan, eli I6ydetaan mahdollisesti uusi terapiamuoto eturau-
hassydvan diagnosointiin ja hoitoon, on tutkimusty6ta viela jatkettava. Vaikka opinnay-
tetyd osoitti, etta SIRNA-menetelmalla pystytaan vaikuttamaan halutun geenin ekspres-
sioon, on vield paljon tehtavaa ennen kuin menetelméa voidaan vieda kokeiltavaksi ihmi-

siin ja jalostaa kliiniseen kayttoon.

And “So it goes” (Vonnegut 1969 — Slaughterhouse 5)
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Lipofectamine® 2000 Transfection Reagent -tydohje

Lipofectamine® 2000 Reagent invitrogen

Protocol Outline

Catalog Number Size
Pack » 11668-030 0.3 mL vial A. Plate cells so they will be 70-90% confluent at the time of transfection.
cac age = 11668-027 0.75 mL vial B. Prepare plasmid DNA-lipid complexes.
== Contents ., y;553019 15 mL vial C. Add DNA-lipid complexes to cells.
= 11668-500 15 mL vial = & =
Lipofectamine® 2000 DNA Transfection Reagent Protocol
] Storage g See page 2 to view a typical DNA transfection procedure.
| Conditions Store at 4°C (do not freeze). 0 pagt e ypi e procedure.
| Component | 96-well | 24-well | 6-well |
R * Plasmid DNA (0.5-5 ug/pL stock)
Required Final DNA per well 100 ng 500 ng 2500 ng

* Opti-MEM* Reduced Serum Medium

* Eppendorf tubes ;‘""' Lipofectamine® 2000 02-05 L 1025uL  50-1254L
eagent per well

Materials

Preparation: 10 minutes . . .
Timing Incubation: 5 minutes Co-Transfection of Plasmid DNA and siRNA
Final Incubation: 1-3 days

Transfect plasmid DNA and siRNA at the same time using Lipofectamine® 2000
Reagent by adding 30 pmol (~0.6 ug) of siRNA per 1 pg of DNA.

Li B R
P 8

Go online to view related products. mRNA Transfection
mRNA can be transfected in a 24-well plate using Lipofectamine® 2000 Reagent by
* Lipofectamine® 2000 Reagent is a proprietary formulation adding 0.5-1 pg of mRNA per well.

Product 5 SR : i
Description ::T l:n;ansfectmg nucleic acids into a wide range of eukaryotic

@ Photograph of Expected Results

* DNA-Lipofectamine® 2000 complexes must be made in @ Scaling Up or Down Transfections
-free medi h as Opti-MEM® Reduced Seru . s .
Medium m‘;‘m‘,“{,';i‘;f,;’d?,ic'uy e mae @ Limited Product Warranty and Disclaimer Details

medium, in the presence or absence of serum/antibiotic.

« Itis not necessary to remove complexes or change/add

imporiant medium after transfection.

Guidelines

* The amoum of Llpofectamlne‘w 2000 Reagent required for
ion varies depending on the cell type
and passage number. Start any new transfection by testing
the rec ded four c ions of Lipofectamine®
2000 Reagent to determine an optimum amount.

For support, visit
€eS www. llfQQc(hnOnglcb com / support.

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures.

@ Online Visit our Pmdust page for additional
D, an

technologies

Lipofectamine® 2000 DNA Transfection Reagent Protocol

Transfect cells ding to the following chart. Vol are given on a per-well basis. Each reaction mix is sufficient for triplicate (96-well), duplicate (24-well), and
single well (6-well) fecti and for pi variati Adjust the s of according to your tissue culture format. For additional

P 8 P

information on scaling your transfection reaction, see page 1

Procedure Details

° |= Seed cells to be 3
2T == s it 14 % 10° 052x10° | 025-1x10°
Dilute four amounts of Opti-MEM® Medium 25pL x 4 50 pL x 4 150 uL x 4
0/|0(6||0 Lipofectamine® Reagent in I
2 P 9 : ine®
Ul | Opti-MEM® Medium 'ﬁg‘;ﬁ:"m'"e 2 01152250 0234500 069,12,15.L
g Dilute DNA in Opti-MEM® OpHeMENE Mediion Lol Gl 0k
3 l Medium
DNA (0.5-5 pg/uL) 25pg Spg 14 ng
SN Add diluted DNA to diluted Diluted DNA Total 25 L 50uL 150 uL
=i Lipofi ine® 2000 R
4 U " Diluted Lipofectamine”
;‘% L ¥y (1:1 ratio) 2000 Reagent 25 uL ‘ 50 uL 150 uL.
5 @\ Incubate Incubate for 5 mi at room temp
Component 96-well 24-well 6-well
Sle\{iA-lipid complex per 10uL 50 L 250 uL
6 IO Add DNA-lipid complex to N
[=T=T=] cells Final DNA used per well 100 ng 500 ng 2500 ng
Final Lipofectamine® 2000
gt aec et v 0.2-0.5 L 1.0-25uL 5.0-125 L
Y | b
'i 7 *] Visualize/analyze Incubate cells for 1-3 days at 37°C. Then analyze transfected cells.
] r—u | transfected cells
12 June 2013

2. For support, visit www.lifetechnologies.com/support.
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RNA isolation

Protocol-at-a-glance (Rev. 15)

[ o ]

NucleoSpin® RNA NucleoSpin® RNA Midi
1 Homogenize
sample 30 mg 100 mg
2 L cells
e 350 uL RA1 1.8 mL RA1
3.5 plL B-mercaptoethanol 18 pL B-mercaptoethanol
Mix Mix
3 Flitrate lysate
11,000 x g, 4500 x g,
@ 1 min @ 10 min
4  Adjust RNA 350 pul 70 % ethanol 1.8 mL 70 % ethanol
binding
conditions Mix Mix
5 Bind RNA
Load sample Load sample
&  11.000xg &S g
30s 3 min
6 Desalt sllica
membrane 350 ul MDB 2.2 mLMDB
@ 11,000 x g, @ 4,500 x g,
1 min 3 min
7  Digest DNA
95 L DNase 250 ul. DNase
reaction mixture reaction mixture
RT, 15 min RT, 15 min
8 Wash and dry u =
silica brane 1*wash 200 pL RAW2 1*wash 26 mL RAW2
2" wash 600 puL. RA3 2™ wash 2.6 mL RA3
3 wash 250 pL RA3 3 wash 2.6 mL RA3
o« 11,000 x g, 1# and 2™ 4500 x g,
1and2e €5 0L (s> s
11,000 x g, 3 CD 4500 x g,
@ 2 min S5 min
9  Elute highly 500 pL RNase-
pure RNA 60 pL RNase- free H,0
free H,0
&5 &>  Amzmn
11,000 x g,
1 min 4,500 x g,
3 min

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG - Neumann-Neander-Str. 6-8 - 52355 Daren - Germany
Tel.: +49 24 21 969-270 - Fax: +49 24 21 969-199 - tech-bio@mn-net.com - www.mn-net.com
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SensiFAST™ cDNA Synthesis Kit -tuotepakkauksen tydohje

SensiFAST™ cDNA Synthesis Kit

Storage and stability:
SensiFAST cDNA Synthesis Kit is shipped on dry/blue ice and should be stored at -20°C upon
receipt. When stored under optimum conditions, the reagents are stable for a minimum of one

year from date of purchase.

Shipping: On dry/blue ice Catalog numbers

Unit definitions:

BIO-65053: 50 reactions

Reverse Transcriptase: One unit catalyzes the incorporation of 1nmol of dTTP into acid-insoluble

material in 10 minutes at 37°C in 50mM Tris-HCI, pH 8.6, 40mM KCI, TmM MnSO,, 1mM DTT,

Batch No.: See vial BIO-65054: 250 reactions

and 0.5mM [3H]TTP, using 200uM oligo(dT)12.1s-primed poly(A), as template.

RNase Inhibitor: One unit inhibits 5ng of RNase A by 50%.

Safety precautions:

Store at -20°C

BIOLINE

A Meridian Life Science® Company

Harmful if swallowed. Irritating to eyes, respiratory system and skin. Please refer to the material
safety data sheet for information regarding hazards and safe handling practice.

Description

SensiFAST cDNA Synthesis Kit provides a rapid and very sensitive method for first strand cDNA synthesis for use in real-time PCR
studies. The 5x TransAmp™ Buffer provides highly optimized components for efficient reverse transcription, and includes a unique blend
of anchored oligo dT and random hexamer primers to ensure unbiased 3’ and 5’ coverage for enhanced data accuracy. An extremely
efficient reverse transcriptase delivers highly robust first strand synthesis and higher cDNA yields from a wide range of input RNA
concentrations. SensiFAST cDNA Synthesis Kit offers enhanced sensitivity, efficiency and reproducibility for exceptional performance in

subsequent real-time PCR experiments.

Components
Product Name ‘ 50 reactio! 250 reactions
5x TransAmp Buffer 200p! 1ml
Reverse Transcriptase 50u1 250p1

SensiFAST cDNA Synthesis Mix Reaction Guidelines

Template Quality

e |Intact, high-quality RNA is essential for the reverse
transcription reaction

e All reagents for use with RNA must be prepared using
nuclease-free, molecular biology grade water.

e RiboSafe RNase Inhibitor is included in the SensiFAST cDNA
Synthesis Kit to help reduce template degradation and
increase yield of RT-gPCR product

e Low-copy-number genes may require an increase in starting
material

e Use a suitable RNA extraction reagent e.g. TRIsure™ or
ISOLATE™ |l RNA Mini Kit

RNA Priming

A unique blend of random hexamer and anchored oligo dT
primers in the SensiFAST cDNA Synthesis Mix provides optimal
sensitivity and accuracy of first-strand cDNA synthesis. Anchored
oligo dT primers anneal precisely to the junction of the poly-A tail
(found on the 3" end of most eukaryotic mMRNAs) and the gene of
interest. This ensures that the coding 3’ end of mRNAs are
always represented. The reverse transcriptase can also prime
from the random hexamers, to give broad coverage of all the
regions of the RNA and thus a cDNA pool representative of the
transcritpome. The combined benefits of both priming strategies
offers enhanced data quality.

Reverse Transcription

Efficient reverse transcription can normally be achieved at 42'C
for 15 minutes, as the TransAmp Buffer contains reverse
transcriptase enhancers that reduce complex RNA secondary
structure. For templates that have a high degree of structure,
such as viral RNA and some plant RNA, we suggest using an
additional 15 minute 48 C incubation step.

No RT Control

It is important to always include the appropriate ‘no RT' or ‘minus
RT’ control reactions in your experimental design. As the reverse
transcriptase is a separate component of the SensiFAST cDNA
Synthesis Kit, it is possible to include a formal cDNA synthesis
control that includes all components except the reverse
transcriptase.

PI-50476 V3

DNase | digestion of total RNA

To eliminate any residual contaminating genomic DNA that can
affect highly sensitive real-time PCR applications (e.g. probe-
based quantification of a low abundant target), we recommend
using a high quality RNase-free DNase | during or after RNA
extraction protocols. DNase | removal by ethanol precipitation, or
with a RNA clean-up kit e.g. ISOLATE Il RNA Micro Clean-Up Kit
is required before proceeding with first-strand cDNA synthesis.

SensiFAST cDNA Synthesis Kit Protocol

1. Prepare the mastermix on ice.

2. Vortex solutions and centrifuge briefly before use.

Total RNA or mRNA (up to 1ug) npl
5x TransAmp Buffer 4pl
Reverse Transcriptase 1ul

DNase/RNase free-water* Up to 20pl

* Available separately (see Associated Products)

3. Mix gently by pipetting.
4. Set up the following program in a thermal cycler:
e 25C for 10 min (primer annealing)
e 42°C for 15 min (reverse transcription)
e Optional step: 48'C for 15 min (for highly-structured RNA)
e 85C for 5 min (inactivation)
e 4°C hold (or chill on ice)
5. Use up to 4pl (1/5th volume) of cDNA synthesis reaction product in a

20pl volume real-time PCR.

4

Alternatively, store reaction product at 4'C for 1 week or -20 C for long
term storage. If desired, reaction product can be diluted in 10mM
Tris-HCI (pH 8.0), 0.1mM EDTA and stored at -20 C.

This protocol is intended for use as a guide only; conditions will vary from
reaction to reaction and may need optimization.

Website: www.bioline.com/ email: info@bioline.com




Procedure

Reaction mix composition: Prepare a PCR mastermix. The
volumes given below are based on a standard 20ul final reaction
mix and can be scaled accordingly.
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SensiFAST SYBR Lo-ROX Kit -tuotepakkauksen ty6ohje

SensiFAST SYBR Lo-ROX Kit is compatible with either 3-step or
2-step cycling:

Cycles ‘ Temp. ‘ Time ’ Notes
1 *95°C *2min Polymerase activation
95°C 5s Denaturation
40 60-65°C 10s Annealing
72°C **5-20s Extension (acquire at end of step)

Reagent ‘ Volume E«i.)r:lat:entration
2x SensiFAST SYBR Lo-ROX Mix 10ul 1x
10uM forward primer 0.8ul 400nM
10uM reverse primer 0.8ul 400nM
Template up to 8.4l
H,0 As required

20ul Final volume

Sensitivity testing and C; values: When comparing SensiFAST
with a mix from another supplier we strongly recommend
amplifying from a 10-fold template dilution series. Loss of
detection at low template concentration is the only direct
measurement of sensitivity. An early C, value is not an indication
of good sensitivity, but rather an indication of speed. In some
instances increasing final MgCl, concentration to 6mM will reduce
C;s for difficult amplicons.

Suggested real-time PCR conditions: The following real-time
PCR conditions are suitable for the SensiFAST SYBR Lo-ROX Kit
with amplicons of up to 200bp. However, the cycling conditions
can be varied to suit different machine-specific protocols. It is not
recommended to use annealing temperatures below 60°C or
combined annealing/extension times longer than 30 seconds.

Troubleshooting guide

Problem Possible Cause

*2min for cDNA, 3min for genomic DNA
**Not recommended to extend beyond 20 seconds

. 2-step cycling

Cycles ‘ Temp. ‘ Time ’ Notes
1 *95°C *2min Polymerase activation
95°C 5s Denaturation
40
60-65°C **15.30s Annealing/extension
(acquire at end of step)

*2min for cDNA, 3min for genomic DNA

**Not ded to beyond 30 d:

Optional analysis: After the reaction has reached completion, refer
to the instrument instructions for the option of melt-profile analysis .

Recommendation

Activation time too short

For cDNA templates, make sure SensiFAST SYBR Lo-ROX is activated for 2min at
95°C before cycling. For more complex templates such as genomic DNA, increase
activation time up to 3 minutes.

Error in protocol setup

Verify that correct reagent concentrations, volumes, dilutions and storage conditions
have been used

Suboptimal primer design

Use primer design software or validated assay. Test assay on a control template

No amplification
trace

Incorrect concentration of pri-
mers

Use primer concentrations between 100nM and 1uM

AND

Template degraded

Re-isolate your template from the sample material or use freshly prepared template
dilution.

No product on
agarose gel

Primers degraded

Use newly synthesized primers

Template contaminated with
PCR inhibitors

Further dilute template before PCR or purify template and resuspend it in PCR-grade
water

Template concentration too low

Increase concentration used

Cycling conditions not optimal

Increase extension/annealing times, increase cycle number

P1-50218 V1

Website:

www.bioline.com/sensifast email: info@bioline.com
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