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vaikutuksesta eturauhassydpasolulinjoissa, seka selvittdd Src:n soveltuvuutta merkkiaineeksi
VAL201-laégkemolekyylin vaikutuksen seuraamiselle.

Tyota varten viljeltin kahden eturauhassyopasolulinjan, PC-3- ja LNCaP-soluja, joille tehtiin
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tutkimiseen, eikd Src ehkd ole paras mahdollinen merkkiaine VAL201-laakemolekyylin
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The aims of the study were to examine if a novel anti-cancer drug VAL201-peptide has an
inhibitory effect on activation of Src induced by androgens in prostate cancer cells, and to assess
the potential of Src as a marker protein for the effect of VAL201-peptide.

Two common prostate cancer cell lines PC-3 and LNCaP were cultured and treated with different
hormones in the presence or absence of VAL201-peptide in varying exposure times. The cells
were then lysed and the protein concentration was measured. The activation of cell signaling by
hormones and the effect of VAL201 were investigated by measuring the amount of
phosphorylated Src in stimulated and non-stimulated cells with a commercial immunoassay kit.

The immunoassay results remained on the level of the negative control. Since phosphorylation of
Scr could not be seen in either stimulated or non-stimulated cells, the aims of the study could not
be reached and the effect of VAL201-peptide on Src activation could not be examined based on
this work.

The experiment could be optimized to increase the Src signal level. However, the commercial
method used was not necessarily a reliable method for measuring phosphorylated Src. Also, Src
may not be the best marker for the effect of VAL201-peptide. Further studies are needed to
investigate the effect of VAL201 and to find a suitable marker for it.

Keywords: VAL201 peptide, Src-kinase, androgen receptor, signaling, prostate cancer, cell
culture
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1 JOHDANTO

Eturauhanen on miehen virtsarakon alapuolella sijaitseva androgeeneille herkka
lisasukupuolirauhanen, jonka normaali kehittyminen ja toiminta vaativat
androgeenien ja muiden hormonien lasnéoloa (Heinlein & Chang 2004, 276-
308; Oh ym. 2003). Eturauhassydpéa on lansimaissa miesten yleisin sydpa ja
toisiksi yleisin syopakuolemien syy (Suomen Syoparekisteri 2012, hakupaiva
13.1.2015).

Eturauhasen sy6épa on monimuotoinen sairaus, joka voi alkaa monesta eri
kohdasta eturauhaskudosta. Syopda on myods herkkd metastasoitumaan
imusolmukkeisiin ja luustoon. Siksi jokaisen eturauhassytpatapauksen hoidon

suunnittelu on tehtava yksilollisesti. (Bostwick ym. 1998, 995-2002.)

Diagnosointivaihneessa suurin  0sa eturauhassyodvistd on riippuvaista
androgeeneista ja sybpasolut reagoivat solunsisdista testosteronipitoisuutta
vahentavaan androgeenideprivaatiohoitoon tai androgeenireseptorin (AR)
toimintaa inhiboiviin antiandrogeeneihin (Heinlein & Chang 2004, 276-308).
Androgeenideprivaatio on myds ensisijainen hoitokeino metastasoituneelle
eturauhassyovalle, jossa alkuperdistd kasvainta ei enaa hyodyta leikata
(Auricchio & Migliaccio 2012, 32-35).

Hormonihoitojen ongelmana on, etteivat ne tehoa kaikkiin sydpatyyppeihin.
Taman lisaksi toimiessaankin hormonihoidot johtavat lopulta
kastraatioresistenttien syopéasolujen kehittymiseen, jolloin
androgeenideprivaatiosta selvinneet sydpasolut ovat sopeutuneet alhaiseen
androgeenitasoon. Talloin syOpasolut kasvavat matalasta seerumin
androgeenipitoisuudesta huolimatta ja syopa uusiutuu. (Dawson 2000, 409-
416; Heinlein & Chang 2004, 276-308.)

Kastraatioresistentin eturauhassyévan ennuste on huono, ja vain alle puolet

potilaista on elossa seuraavan kahden vuoden kuluttua. Lisaksi hormonihoitojen



haittapuolena ovat lukuisat sivuvaikutukset, koska ne estavat AR:n toimintaa ja
vaikuttavat siten hyvin laajasti myds androgeeni/AR-saatelyn alaisten
normaalien solujen toimintaan. (Auricchio & Migliaccio 2012, 32-35.)

Kastraatioresistenttiin eturauhassyopaan ei ole vield olemassa toimivaa hoitoa.
Laakekehityksen tavoitteena on loytdd tehokas, spesifisesti syopasoluihin
vaikuttava laakeaine ilman vaikeita haittavaikutuksia. Suuri osa nykyisin
kehitteilla  olevista  syopalaakkeista  perustuu  signaalinvalittdja  Src-
inhibiittoreihin, jotka ovat joko epaspesifisia ja sitoutuvat muihinkin reseptoreihin
tai inhiboivat Src:n toiminnan kokonaan. Koska Src toimii erdanlaisena
signaalireittien tienristeyksenda, on sen rooli soluissa tarkea ja vaikutukset
solujen toimintaan hyvin monipuoliset. (Parsons & Parsons 2004, 7906-7909;
Vlaeminck-Guillem ym. 2014, 1-10.) Src:n inhibitiolla on siis laajat vaikutukset
paitsi syopasolujen, myds normaalien solujen toimintaan, mink& seurauksena

potilailla ilmenee sivuvaikutuksia.

Uusin lupaava laakemolekyyli eturauhassydvan hoitoon perustuu VAL201-
peptidiin, joka on talla hetkella kiivaan tutkimuksen ja laékekehityksen alla.
Peptidistda ollaan kehittaméassda suun kautta otettavaa tulevaisuuden
syopalaaketta. VAL201 on potentiaalinen laéke paitsi kastraatioresistentin
eturauhassybvan hoitoon, myds estamaan eturauhassyovan kasvua ja
metastasoitumista taudin aiemmissa vaiheissa. Lisaksi VAL201 olisi vaihtoehto
kemialliselle tai kirurgiselle kastraatiolle. VAL201 ei aiheuta AR:n
transkriptionaalisen aktiivisuuden estamisesta aiheutuvia sivuvaikutuksia. Se
eroaa myods muista Src-inhibitioon perustuvista laakkeista, koska se ei vaikuta
kaikkiin Src:n signaalireitteihin, vaan estaa spesifisesti androgeeni/AR-vélitteista

Src:n aktivaatiota ja solujen proliferaatiota. (Auricchio & Migliaccio 2012, 32-35.)

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli tutkia potentiaalisen
eturauhassyopélagkkeen  VAL201:n  vaikutusta  eturauhassyodpéasolujen
androgeenireseptoriin  ja sen signaalinvalitykseen Src-kinaasin  kautta.
Tavoitteena oli tutkia, estddké VAL201 Src:n aktivoitumisen androgeenien

vaikutuksesta eturauhassyopasolulinjoissa. Samalla haluttiin selvittad myo6s



Src:n soveltuvuutta markkeriproteiiniksi VAL201-ladkemolekyylin vaikutuksen

seuraamiseen.



2 TIETOPERUSTA

2.1 Eturauhassybtpa

Eturauhassyopd on Suomessa ja maailmanlaajuisesti merkittdva miesten
syOpakuolemien syy (Suomen SyoOparekisteri 2012, hakupaiva 13.1.2015).
Etenkdan aggressiiviseen syopaan ei viela nykyaankaan ole toimivaa
hoitokeinoa, joten uusien tehokkaampien ja spesifisempien laakkeiden

kehittdminen on tarkeaa.

2.1.1 Eturauhasen rakenne

Eturauhanen on miehen lisdsukupuolirauhanen, joka sijaitsee virtsarakon
alapuolella ympardiden virtsaputkea ja siemenjohtimien loppuosia eli
siemenheittotiehyeitda. Halkaisijaltaan eturauhanen on noin 4 cm ja painoltaan
noin 20-25 g. Eturauhasen tehtavana on erittdd osa siemennesteesta ja taata

siittididen selviaminen ja hyva liikkkuvuus. (Oh ym. 2003.)

Elin koostuu eksokriinisesta eli avoeritteisesta rauhasepiteelistd sekd sen
alaisesta sidekudoksen ja sileiden lihassolujen muodostamasta stroomasta
(Taari ym. 2013, 35). Rauhasepiteelisolut ovat eturauhasen péaasolutyyppi,
niiden kasvu on androgeeniriippuvaista ja ne erittavat prostataspesifista
antigeenia (Prostate Spesific Antigen, PSA). Epiteelin alainen erilaistumaton
tyvisolukerros ei ole androgeeneistd riippuvaista, ja sen uskotaan tuottavan

kantasoluja epiteelisoluille. (Oh ym. 2003.)

Eturauhanen jaetaan neljaan eri vyohykkeeseen, joita ovat perifeerinen
vyOhyke, transitio- eli valivydhyke, sentraalinen eli keskusvyohyke seka
anteriorinen fiboromuskulaarinen vyéhyke, joka ei sisalla lainkaan rauhaskudosta
(kuvio 1.). VyoOhykkeistda suurin, perifeerinen vyohyke, sijaitsee l&himpana
perasuolta ja on yleisin kehityspaikka karsinoomille. Transitio- eli valivydhyke

sijaitsee eturauhasen keskiosassa molemmin puolin virtsaputkea. Eturauhasen
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hyvanlaatuinen likakasvu alkaa yleensa transitiovyohykkeelta.
Siemenheittotiehyet kulkevat parillisen keskusvyohykkeen lavitse. (Oh ym.
2003; Taari ym. 2013, 35.)

Perifeerinen vyéhyke

Anteriorinen fiboromuskulaarinen vyéhyke

KUVIO 1. Eturauhasen nelja vyohyketta. (Mukaillen: Oh ym. 2003).
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2.1.2 Eturauhassydvan yleisyys ja oireet

Eturauhassyopéd on lansimaissa miesten yleisin syopa ja toiseksi yleisin
syopakuolemien syy. Suomessa todetaan keskimaarin 5000 tapausta vuodessa
ja tautiin kuolee vuosittain noin 800 miesta. Sairastuneiden keski-ikéa on noin 71
vuotta ja alle 50-vuotiailla tauti on harvinainen. (Suomen Sy6parekisteri 2012,
hakupéiva 13.1.2015.) Eturauhassydvan ennuste on parantunut viimeisten 15
vuoden aikana. Sairastuneiden suhteellinen elossaolo-osuus on 93 % viiden
vuoden kuluttua. Jos eturauhassybpa on levinnyt, pitkdlle edennyt ja
etapesakkeitd lahettanyt, on sairastuneiden elinajanodote 2-3 vuotta. (Taari ym.
2013, 252, 261-262.)

Eturauhassydvan syntymisen syitd ei viela tarkkaan tiedeta. Tunnetuimpia
riskitekijoitd ovat ik, etninen tausta, ylipaino, runsas rasvankaytt6 ja tupakointi
(Norlén & Schenkmanis 2008, 13-17). Ikd on riskitekijoista suurin, koska
eturauhasen syodvassa sairastumisriski nousee ian myoéta enemman Kkuin
missddn muussa syovassa (Gelmann 2008, 71-97). My6s suurentunut
miessukupuolihormonipitoisuus voi mahdollisesti lisdtd eturauhassyovan riskia.
Perinndllista tyyppia on noin 2-3 % eturauhassydvista ja perheittdin esiintyvia
syopia on noin 20 %. (Taari ym. 2013, 252.) Lisaksi epigeneettisten muutosten
on havaittu vaikuttavan eturauhassydvan syntyyn (Joensuu 2013, 562). Yli 95
% syOpatyypeista on adenokarsinoomia, jotka alkavat eturauhasen pinnan
rauhasepiteelista (Oh ym. 2003).

Eturauhanen voi kasvaa idn mukana. Yleensa tama on hyvanlaatuista
likakasvua, joka aiheuttaa virtsan tulon hairiéta, virtsaamistarpeen lisaantymista
seka yollista virtsaamispakkoa. Syopa puolestaan voi olla oireeton ja aiheuttaa
vasta pitkélle edenneend samankaltaisia oireita kuin hyvénlaatuinen liikakasvu.
(Rosenberg & Ostenberg 2008, 6-7.) Alkuun hitaasti kehittyva eturauhassyopa
iimeneekin vasta my6hemmin iakkdadmmilla potilailla. Vanhemmilla ihmisilla ehtii
usein puhjeta muita tauteja, kuten sydan- ja verisuonisairauksia, tai potilas voi
ehtid kuolla ennen kuin syopa huomataan. Diagnosoimattomia ja oireettomia
eturauhasen syopia loytyykin kuolinsyytutkimuksissa yli puolelta yli 80-vuotiaista
miehista. (Joensuu 2002, 262; Norlén & Schenkmanis 2008, 11.)
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Pidemmaélle edenneen sybvan oireita ovat verivirtsaisuus, toistuvat
virtsatulehdukset, alavatsakivut, ristiselkasarky seka laihtuminen, vasyminen ja
yleistilan heikkeneminen (Rosenberg & Ostenberg 2008, 6-7). Leviava
eturauhassyopa lahettaa etapesakkeita elimistoon, ensimmaiseksi eturauhasen
lahella oleviin imusolmukkeisiin ja lopulta luustoon, tavallisimmin luuytimeen
sekd selkarankaan lantion alueelle. Noin viidesosalla sy6épa huomataankin
vasta sen tehtya etdpesakkeen luustoon, jolloin oireina voivat olla luustokipu tai
luunmurtuma. (Norlén & Schenkmanis 2008, 26; Taari ym. 2013, 253.)

2.1.3 Eturauhassydvan hoito

Eturauhasen sybpa on heterogeeninen ja hyvin monimuotoinen sairaus, joka
voi alkaa monesta eri kohdasta eturauhaskudosta, ja syovalla on monipuolisia
kliinisia seka morfologisia ilmenemismuotoja. Naiden syiden vuoksi jokainen
eturauhassybpa onkin hyvin yksil6llinen, ja my®ds hoito on suunniteltava
tapauskohtaisesti. (Bostwick ym. 1998, 995-2002.)

Syoévan kliininen luokitus, PSA-pitoisuus, kasvaimen levinneisyys ja koko, seké
potilaan ika, yleiskunto ja mahdolliset muut sairaudet vaikuttavat
eturauhassybvan hoitopaatokseen. Myds potilaan ja omaisten toiveet
huomioidaan hoitoja suunniteltaessa. Mahdollisia hoitomuotoja ovat seuranta,
hormoni- tai sddehoito, seka leikkaus. (Taari ym. 2013, 255.)

Paikallisten, pienen tai kohtalaisen riskin sy6pien hoidoksi voi riittda seuranta,
jos potilaan odotettavissa oleva elinikd on todennakoéisesti alle kymmenen
vuotta diagnoosista eikd sybpa aiheuta oireita. Mikéali syopa alkaa levita ja
oirehtia, aloitetaan hoidot. Pienid hyvan ennusteen syopid hoidetaan
aktiiviseurannalla ja pyrkimélla kartoittamaan leviamaan lahtevat tapaukset,
jotta potilaat ehditdan hoitaa parantavasti ajoissa ennen sydvan leviamista.
Paikallista eturauhassyopdd voidaan hoitaa sadehoidolla tai leikkauksella,
mutta jo  etapesékkeitd  lahettanyttd  eturauhassyopdd  hoidetaan
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hormonihoidoilla. (Rosenberg & Ostenberg 2008, 13, 15-16; Taari ym. 2013,
255.)

Noin 80-90 % eturauhassyOvistd on diagnosointivaiheessa riippuvaisia
androgeeneista eli miessukupuolihormoneista, ja solunsiséaisen
testosteronipitoisuuden vahentyminen aiheuttaa apoptoosin suurimmalle osalle
syOpakasvainsoluista (Heinlein & Chang 2004, 276-308). Hormonihoitoina
kaytetaankin androgeenideprivaatiota, jossa estetaan kivesten
testosteronituotanto  joko kemiallisella tai kirurgisella kastraatiolla tai
estrogeenihoidolla (Taari ym. 2013, 258). Sen varjopuolena ovat erilaiset
sivuvaikutukset kuten impotenssi ja luumassan menetys (Auricchio & Migliaccio
2012, 32-35). Toinen hormonihoitomuoto on kayttdd anti-androgeeneja, jotka
salpaavat androgeenireseptorin ja siten estdvat androgeenien kiinnittymisen
siihen (Taari ym. 2013, 258).

Androgeenideprivaatio on  ensisijainen  hoitokeino  metastasoituneelle
eturauhassyovalle, jossa alkuperédisen kasvaimen leikkaaminen ei enda auta.
Kuitenkaan hormonihoidot eivat aina tehoa loppuun saakka, silla
eturauhassybpasolut voivat sopeutua matalaan androgeenitasoon hoidon
edetessa. Liki kaikki potilaat, joilla on metastasoitunut sydpa, tulevat lopulta
resistenteiksi androgeenideprivaatiolle, ja syopa muuntuu kastraatioresistenttiin
muotoon. Kastraatioresistentin eturauhassyévan ennuste on huono, alle 50 %
potilaista on elossa kahden vuoden kuluttua. (Auricchio & Migliaccio 2012, 32-
35.)

2.1.4 Sydvan molekulaarinen perusta

Syovat syntyvét vaiheittain erilaisten mekanismien kautta. Yksittaisiin soluihin
voi syntya yksi tai useampia mutaatioita, jotka johtavat pahanlaatuisiin
muutoksiin. Normaaleissa soluissa olevat esisyopageenit eli proto-onkogeenit

voivat mutatoitua syopageeneiksi eli onkogeeneiksi pistemutaatiolla,
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monistumalla, tai translokaation siirtdessa proto-onkogeenin vilkkaamman
promoottorin alle. Yleensa proto-onkogeenit ovat geenejd, jotka edesauttavat
solusyklin etenemista tai inhiboivat apoptoosia. Mutaatioita 16ytyy etenkin
dominanteista onkogeeneistd, jotka vaikuttavat solun fenotyyppiin huolimatta

normaalista alleelista. (Gelmann 2008, 71-97.)

Syévan patogeneesin aikana DNA:han voi kohdistua my®ds muunlaisia
muutoksia, joissa emasjarjestys ei kuitenkaan muutu. Nama epigeneettiset
mekanismit aiheuttavat DNA:n metylaatiota promoottorialueilla, jotka eivat
normaaleissa soluissa ole metyloituneita. Syodpasoluissa promoottorialueen
hypermetylaatio johtaa geenien transkription vaimenemiseen, mika puolestaan
voi inaktivoida tuumorisuppressorigeenien eli kasvunrajoitegeenien toimintaa.
(Joensuu ym. 2013, 18.) Tuumorisuppressorigeenit ovat vastuussa solusyklin
kontrolloinnista, apoptoosista tai DNA-vaurioiden korjaamisesta. Na&iden
geenien inaktivoituminen voi sy6sta solun kontrolloimattomaan jakautumiseen

ja johtaa syopakasvaimen syntyyn. (Alberts ym. 2002, 1340-1349.)

Syovan syntyminen vaatii yleensa useamman kuin vain yhden muutoksen solun
toiminnassa (Alberts ym. 2002, 1340-1349). Syopasoluilla solusyklin ja
apoptoosin saately on hairiintynytta, ne ovat heikosti erilaistuneita ja jakautuvat
hallitsemattomasti. Monet sydpasolut voivat myds tuottaa telomeraasientsyymia
ja sen vuoksi pystyvat jakautumaan loputtomasti. Syodpasolut eivat enda
muistuta lahtokudoksen soluja, eivatka ne kiinnity tyvikalvoon tai toisiinsa, vaan
voivat liikkkua imusuoniston tai verisuoniston mukana ja metastasoitua ympari
kehoa. (Alberts ym. 2002, 1340-1349; Joensuu ym. 2013, 26.)

2.1.5 Eturauhassydvan molekyyligenetiikka

Suurin  osa eturauhasen sydvista on epiteelisoluista |&htoisin olevia
adenokarsinoomia, jotka kehittyvdt monen vaiheen kautta. Ik&&ntyessa
DNA:han kertyy hapettumisvaurioita, jotka voivat johtaa karsinogeneesiin

eturauhasessa. Epigeneesi voi hypermetyloida oksidatiivista vaikutusta estavien
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geenien promoottorialueita ja siten tehostaa hapettumisvaurioiden syntya.
Epigeneesin vuoksi oksidatiivista vaikutusta vastaan toimivien geenien
ekspressio voi vahentyd, jolloin DNA:n alttius hapetuksen vaurioille lisdantyy.
DNA-vaurioiden kasautuminen aiheuttaa normaalin eturauhasen epiteelisolukon
muuntumisen  epiteelinsisaiseksi  neoplasiaksi  (prostatic  intraepithelial
neoplasia, PIN), kuvio 2. (Gelmann 2008, 71-97.)

PIN on karsinogeneesin aikaisin vaihe, joka muistuttaa biokemiallisista ja
geneettisiltd muutoksiltaan enemman syopéaéa kuin normaalia epiteelid, mutta
silla on viela kiinte& tyvikalvo, joten se ei ole invasiivinen stroomaan (Bostwick
ym. 1993, 298-310). PIN-solut eivét viela tuota normaalia suurempaa maaraa
PSA:ta. Yleisemmin PIN saa alkunsa eturauhasen perifeerisestd osasta ja
muodostaa useita pesdkkeitda rauhasepiteelin. PIN on todennakaoisin
adenokarsinoomaa edeltava syovan esiaste. PIN-soluilla ja alkavalla
adenokarsinoomalla solujen proliferaatio on lisaantynyt 7-10-kertaiseksi, ja
apoptoosi puolestaan vahentynyt 60 % normaaleihin eturauhasen
epiteelisoluihin nahden. (Abate-Shen & Shen 2000, 2410-2434; Bostwick &
Qian 2004, 360-379.)

Seuraava vaihe adenokarsinooman kehittymisessd voi olla esimerkiksi
tuumorisuppressorigeeni PTEN:n (Phospatase and Tensin homolog) deleetio tai
inaktivaatio  hypermetyloinnin ~ seurauksena. Tam& johtaa edelleen
kohonneeseen soluproliferaatioon ja apoptoosin vdhenemiseen, jolloin PIN
muuntuu  adenokarsinoomaksi. (Gelmann 2008, 71-97.) PTEN on
androgeenireseptorin  (AR) transkripitionaalisen aktiivisuuden negatiivinen
saatelygeeni, jonka toiminnan lakkaaminen voi helpottaa AR:n signaloinnin
aktivaatiota ja siten vaikuttaa eturauhassybvan kehittymiseen seka
etenemiseen (Nan ym. 2003, 169-183). PTEN:in on huomattu puuttuvan tai
mutatoituneen useimmissa eturauhassyopasolulinjoissa (McMemamin ym.
1999, 4291-4296).

PIN:in . muuntuminen adenokarsinoomaksi ei kuitenkaan johdu vain yhden
tuumorisuppressorigeenin  aktiivisuuden vahentymisestd, vaan syodvan

etenemiseen voi johtaa usean eri tuumorisuppressorigeenin hypermetylointi
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(Abate-Shen & Shen 2000, 2410-2434; Gelmann 2008, 71-97).
Adenokarsinoomassa eturauhasen epiteelistda  puuttuvat tyvisolut ja
pahanlaatuisten syodpasolujen proliferaatio on muuttunut hallitsemattomaksi,
mutta solut ovat osittain erilaistuneita ja muodostavat rauhassolukkoa. Solut
myoOs ekspressoivat edelleen AR:a sekd PSA:ta. (Tai ym. 2011, 1668-1679.)

Adenokarsinooma voi edetd metastasoivaan vaiheeseen monien eri
mekanismien vaikutuksesta (Abate-Shen & Shen 2000, 2410-2434).
Esimerkiksi solusyklid ja apoptoosia saatelevan p53-tuumorisuppressorigeenin
mutaatio aiheuttaa karsinooman muuttumisen invasiiviseksi ja edesauttaa
luumetastaasien syntymistd. p53 inhiboi solusyklin etenemista vaiheesta G1
vaiheen S interfaasiin, antaen soluille aikaa korjata DNA-vaurioita ennen
jakautumista ja estéen siten mutatoituneen DNA:n replikaation. Mutaatio p53-
geenissa voi johtaa geneettisesti epavakaisiin ja pahanlaatuisiin soluihin.
(Eastham ym. 1995, 1111-1118.) p53-mutaatiota onkin havaittu seka aikaisen
vaiheen levidvissa eturauhassyovissa, ettd myods pitkalle edenneissa
metastasoivissa syovissa (Abate-Shen & Shen 2000, 2410-2434).

Norimaali Eturauhasen | . )
—> epiteelinsisdinen ———> vasvinén ———— Metastasoiva

epiteeli neoplasia (PIN) karsinoma
Tyvisolut haviavat Kiintea tyvikalvo haviaa Androgeeni- resistenssi
8p21 menetetaan 10q menetetdan 13q menetetdadn 17p menetetaén
NKX3.1 PTEN Rb p53

KUVIO 2. Eturauhassybvan etenemiseen voi johtaa usean eri
tuumorisuppressorigeenin  hypermetylointi, jolloin geenien toiminta voi
inaktivoitua. Kuvassa NKX3, PTEN, Rb seka p53 ovat

tuumorisuppressorigeeneja. (Mukaillen: Abate-Shen & Shen 2000).
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2.2 Androgeenivalitteinen saately

Androgeenivélitteinen saately on tarkedd eturauhassybvan kehittymiselle ja
etenemiselle, ja syévan hoidossa kaytetaankin androgeenien vaikutusta estavia
hormonihoitoja (Heinlein & Chang 2004, 276-308). Eturauhassydvan
hormoniriippuvaisen luonteen vuoksi androgeenivalitteinen saétely on hyva
kohde la&kekehitykselle, ja uusilla |d8keaineilla pyritadan vaikuttamaan

spesifisemmin androgeenien solunsisaisiin signaalireitteihin.

2.2.1 Androgeenit

Eturauhanen on androgeeneille eli miessukupuolihormoneille herkkéa elin, jonka
normaali kehittyminen ja toiminta vaativat androgeenien ja muiden hormonien
lasnaoloa. Myo6s eturauhasen sairauksien, kuten hyvanlaatuisen liikkakasvun
sekd eturauhassyovan kehittyminen ja eteneminen ovat riippuvaisia
androgeeneista. Androgeenit ovat steroidihormoneja, jotka pystyvat
lapaisemaan solukalvon ja joilla on solunsiséinen reseptori. (Heinlein & Chang
2004, 276-308.)

Tarkein androgeeni on kivesten tuottama testosteroni, joka edustaa 90 %
kaikista verenkierrossa olevista androgeeneista. Lisdksi lisdmunuaisten
kuorikerros tuottaa androgeeneja kuten dehydroepiandrosteronia (DHEA) ja
androstenediolia, jotka muodostavat loput 10 % verenkierron androgeeneista.
(Eisenberger 2008, 339-354.)

Testosteronin eritystd sadatelee hypotalamus-aivolisdke-kivesakseli. Aivojen
valipohjassa sijaitseva hypotalamus tuottaa ja vapauttaa gonadotropiineja
vapauttavaa hormonia (GnRH), joka  puolestaan stimuloi aivolisékkeen
etulohkon syntetisoimaan ja vapauttamaan luteinisoivaa hormonia (LH). LH:n
vapautus aivolisdkkeestd indusoi testosteronin tuotantoa kivesten Leydigin
soluissa. (Eisenberger 2008, 339-354.) Kivesten erittaméa testosteroni hillitsee

hypotalamuksen GnRH:n eritystad negatiivisen palautejarjestelman kautta, jolloin
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my0Os aivolisékkeen LH:n eritys vahenee ja testosteronin tuotanto kiveksissa

laskee (Vierimaa & Laurila 2013).

Eturauhassoluissa on 5-a-reduktaasientsyymia, joka kaantéaa testosteronin 5-a-
dihydrotestosteroniksi (DHT). DHT on testosteronin aktiivisempi muoto, joka
sitoutuu AR:iin ja indusoi useiden kohdegeenien, kuten PSA-geenin
transkription seka epiteelisolujen erilaistumisen, kasvun ja proliferaation
erittéviksi soluiksi. (Eisenberger 2008, 339-354.)

2.2.2 Androgeenireseptori

Androgeenit vaikuttavat eturauhaseen androgeenireseptorin (AR) kautta,
sitoutumalla reseptoriin  ja aktivoimalla reseptorivalitteisia solunsisaisia
signaalireitteja, jotka vaikuttavat esimerkiksi kasvutekijoiden ekspressioon. AR
on solun sisélla sijaitseva tumareseptorien perheeseen  kuuluva
steroidihormonireseptori, jota ilmennetaan kaikissa androgeenien saatelyn
alaisissa kudoksissa ja jonka valityksella androgeenien vaikutukset kudoksiin
tapahtuvat. (Heinlein & Chang 2004, 276-308.)

AR aktivoituu androgeenin, normaalisti testosteronin tai DHT:n sitoutuessa
siihen, ja vaikuttaa solun toimintaan monilla tavoilla. Inaktiivinen AR sijaitsee
sytosolissa, mutta aktivoiduttuaan se voi muiden tumareseptorien tavoin
kulkeutua tumaan ja muokata useiden eri geenien aktivaatiota sitoutumalla
DNA:han ja toimimalla transkriptiotekijana. (Heinlein & Chang 2004, 276-308.)
Transkriptionaalisen aktiivisuuden lisaksi AR voi aktivoida myos solujen
tavanomaisia toisiolahetteihin  perustuvia singaalinvalitysreitteja, kuten
kinaasikaskadeja (Heinlein & Chang 2002, 2181-2187).

Eturauhasessa AR:a on seka epiteeli- etta stroomasoluissa, ja androgeenien ja
AR:n vuorovaikutus saatelee eturauhassolujen toimintaa, kasvua, proliferaatiota
ja erilaistumista. Etenkin DHT:Il&a on merkittava stimuloiva vaikutus eturauhasen

stroomasolujen kasvuun, ja rauhasepiteelin normaali toiminta on riippuvainen
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eturauhasen DHT-tasosta. Seerumin ja eturauhasen DHT-tasojen lasku johtaa
epiteelisolujen apoptoosiin ja mé&ardn vahentymiseen 70 %:lla. (Heinlein &
Chang 2004, 276-308; Wen ym. 2015, 293-301.)

Androgeeni/AR-signalointi on tarkedssa roolissa myo6s eturauhasen sairauksien
kehittymisessd ja etenemisessd. Seerumin ja eturauhasen korkean
androgeenitason ei ole todettu aiheuttavan sybpaa, mutta androgeenit
saatelevat niin normaalien kuin muuntuneiden eturauhassolujen kasvua.
Eturauhasen hyvanlaatuinen liikakasvu kehittyy yleensd eturauhasen
transitiovybhykkeesta, ja liikakasvusta 88,4 % muodostuu stroomasoluista.
(Svidland ym. 1996, 113-117.) Stroomasolujen AR voi vaikuttaa hyvénlaatuisen
likakasvun kehittymiseen muokkaamalla useiden kasvutekijdiden toimintaa
(Vezina & Bushman 2007, 275-280; Wen ym. 2015, 293-301).

Toisin kuin hyvanlaatuinen liikakasvu, suurin osa eturauhassydvistéa on lahtdisin
eturauhasen rauhasepiteelisoluista. Syévan kehittymiseen vaikuttaa kuitenkin
myds strooman ja epiteelin vuorovaikutus, joka sdatelee epiteelin erilaistumista
ja kasvua. Tama vuorovaikutus on androgeeni/AR-signaloinnin saatelemaa, ja
stroomasolujen AR vaikuttaa eturauhassydvan etenemiseen lisaamalla
syopasolujen kasvua seka kasvainten ja etapesdkkeiden muodostusta. (de
Marzo ym. 1998, 2381-2392; Wen ym. 2015, 293-301.)

Eturauhassyovista 80-90 % on diagnosoimishetkella androgeeniriippuvaisia,
mista johtuen niitd hoidetaan usein hormonihoidoilla, joilla pyritaan
vahentdméan AR:n aktiivisuutta joko androgeenideprivaatiolla tai AR:n
toimintaa inhiboivilla antiandrogeeneilla. Osaan syoévista hormonihoidot eivat
kuitenkaan tehoa, ja toimiessaankin hormonihoidot johtavat lopulta
kastraatioresistenttien syopasolukloonien kehittymiseen, jolloin sydpé uusiutuu
ja sydpasolut kasvavat matalasta seerumin androgeenipitoisuudesta huolimatta.
(Heinlein & Chang 2004, 276-308.)

Vaikka androgeenitason lasku aiheuttaa eturauhassolujen apoptoosin, on
merkittava osa eturauhassyopakasvaimista resistentteja

androgeenideprivaation aiheuttamalle apoptoosille, ja hormonihoito ainoastaan
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vahentdd solujen proliferaatiota (Heinlein & Chang 2004, 276-308). Yksi
mahdollinen mekanismi on apoptoosia estavien geenien ilmentymisen nousu,
jota havaitaan sekéa eturauhassyodvan varhaisissa etta myohemmissa vaiheissa
enenevissd maarin (Colombel ym. 1993, 390-400). Androgeenideprivaatiosta
selvinneet sydpasolut voivat sopeutua alhaiseen androgeenitasoon ja siten

muuttua hormoniriippumattomiksi (Dawson 2000, 409-416).

AR:a ilmennetaan eturauhassyopasoluissa syodvan kaikissa vaiheissa, seka
hormoniriippuvaisissa syovissa etta suurimmassa osassa
kastraatioresistenteistd syovista (Mohler ym. 1996, 889-895; Ruizeveld de
Winter ym. 1994, 735-746). Lisaantyneen AR:n ekspression on havaittu
korreloivan  eturauhassyévan huonoon ennusteeseen. Myds AR:n
transkriptionaalisen aktiivisuuden on todettu sailyvan. Tama viittaa siihen,
etteivat eturauhassyopéasolut kastraatioresistentissa vaiheessakaan
varsinaisesti ole taysin riippumattomia androgeeneistd, vaan niiden kasvu
rippuu edelleen AR:n signaloinnista. Kliinisten ja kokeellisten todisteiden
valossa eturauhassybvan etenemiseen kastraatioresistenttin vaiheeseen
vaikuttaa AR:n aktiivisuuden saatelyn hairiintyminen. (Attard ym. 2008, 4563-
4571; Heinlein & Chang 2004, 276-308).

Eturauhassydvan esiintymisella on havaittu olevan suvuittaista kasautumista.
Jos lahisukulaisella on diagnosoitu eturauhassyopda, on eturauhassyovan riski
2-3-kertainen normaaliin verrattuna, ja useamman lahisukulaisen sairastuminen
nostaa riskia entisestddn. Perinndllisen eturauhassydvan taustalla on
todennakoisesti harvinaisia sydpaan liittyvien geenien alleeleja, joiden
penetranssi on korkea. (Langeberg ym. 2007, 4101-4110.) AR-geenissa
iimenee  polymorfista  variaatiota  alueella, joka vaikuttaa  sen
transkriptionaaliseen aktiivisuuteen sekéa kykyyn sitoutua saatelytekijoihin, kuten
steroidihormonikoaktivaattoreihin  (SRC). Tietyt AR-alleelit saattavat lisata
eturauhassyovan riskia etenkin yhdessa muiden riskitekijoiden kanssa, mutta
yksistd&n niiden penetranssi on matala. (Heinlein & Chang 2004, 276-308;
Nwosu ym. 2001, 2313-2318.)
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AR-geenin  monistuminen on yksi mahdollinen  mekanismi, jolla
eturauhassybpasolut  voivat  sopeutua matalaan androgeenitasoon
hormonihoitojen  aikana. = Hormoniriippuvaisissa  sydvissd  AR-geenin
monistumista  havaitaan  harvoin, kun taas kastraatioresistenteissa
eturauhassyovissa sitad ilmenee jopa 30 %:ssa (Visakorpi ym. 1995, 401-406).
Hormonihoidot eivat valttdmattd suoraan aiheuta AR-geenin monistumista, silla
geneettinen  epdastabiilisuus, kromosomipoikkeavuudet ja onkogeenien
monistuminen liittyvat useiden eri syodpatyyppien etenemiseen, ja niiden
lisddntymista havaitaan eturauhassyovissa riippumatta siita, hoidetaanko
sybpaa hormonihoidoilla. Androgeenitason pieneneminen ja
antiandrogeenihoito voivat kuitenkin suosia AR-geenin monistumista. (Heinlein
& Chang 2004, 276-308.)

AR-geenin monistuminen johtaa todennakoisesti sen yliekspressioon. AR:a
ekspressoidaan  kastraatioresistenteissa  syOpakasvaimissa  6-kertaisesti
verrattuna hormoniriippuvaisiin syopiin (Linja ym. 2001, 3550-3555). Taman on
havaittu herkistavan eturauhassyopasoluja androgeeneille, jolloin androgeenien
saatelemat geenit aktivoituvat pienemméassa DHT-pitoisuudessa kuin
tavallisesti. Nain ollen syopasolut voivat kasvaa huomattavasti normaalia

matalammassa androgeenipitoisuudessa. (Waltering ym. 2009. 8141-8149.)

Eturauhassyopéaan liittyy useiden AR:n koaktivaattoreiden ekspression nousu.
SRC-perheen koaktivaattoreiden ekspressio lisdaantyy eturauhassyovassa
normaaliin eturauhaskudokseen verrattuna usein jo hormoniriippuvaisessa
vaiheessa, ja suuressa osassa kastraatioresistenteista sydvistd havaitaan
useiden koaktivaattoreiden yliekspressiota (Gregory ym. 2001, 4315-4319).
SRC-3-koaktivaattorin ekspressiotaso korreloi eturauhassydvan vaiheeseen ja
huonoon ennusteeseen (Gnanapragasam ym. 2001, 1928-1936).
Koaktivaattorit lisdavat AR:n transkriptionaalista aktiivisuutta matalammassa
liganditasossa, ja voivat osaltaan herkistdd eturauhassyodpasoluja matalalle
androgeenitasolle ja siten vaikuttaa eturauhassyodvan etenemiseen (Heinlein &
Chang 2004, 276-308).
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Eturauhassyovan etenemiseen liittyy usein kasvutekijoiden ja
kasvutekijareseptoreiden ekspression muutoksia (Russell ym. 1998, 705-723).
Kasvutekijoiden sitoutuminen solukalvolla sijaitsevaan reseptoriinsa aktivoi
kinaasikaskadin, joka lopulta aktivoi tai inhiboi jonkin transkriptiotekijan tai sen
koaktivaattorin toimintaa. Sek& AR ettd sen koaktivaattorit ovat kasvutekijéiden
aktivoimien  kinaasikaskadien  kohteita, ja eturauhassyovissa AR:n
transkriptionaalista aktiivisuutta lisdavat kasvutekijoiden muutokset voivat

vaikuttaa syovan etenemiseen. (Heinlein & Chang 2004, 276-308.)

Eturauhassyovan edetessa syopasoluihin kertyy AR:n mutaatioita, joiden
seurauksena AR:n ligandispesifisyys voi heiketd. AR-geenin mutaatioita
havaitaan 21-44 %:ssa metastasoivista eturauhassyovista. (Marcelli ym. 2000,
944-949; Tilley ym. 1996, 277-285.) Normaalisti AR aktivoituu testosteronin tai
DHT:n sitoutuessa siihen, mutta mutaatiot voivat mahdollistaa myds esimerkiksi
lis@munuaisen tuottamien androgeenien DHEA:n ja androstenediolin
sitoutumisen ja AR:n aktivoinnin. Kastraatioresistenteissa eturauhassyovissa
yleisia ovat my6ds mutaatiot, joiden seurauksena antiandrogeenit toimivat AR-
agonisteina ja aktivoivat sen. Mutaatioiden lisdksi jotkin AR:n koaktivaattorit
voivat edesauttaa AR:n aktivoitumista muiden kuin sen normaalien ligandien
toimesta. (Heinlein & Chang 2004, 276-308.)

2.2.3 Src

Androgeenivélitteisen  signaloinnin  tunnetuin  mekanismi  on  AR:n
transkriptionaalisen aktiivisuuden indusointi androgeenin sitoutuessa, mutta
androgeeni/AR-signaloinnilla on myds nopeita, ei-genomisia vaikutuksia
(Falkenstein ym. 2000, 513-555; Revelli ym. 1998, 3-17). Naita vaikutuksia
valittavat tyypillisesti solujen toisiolahetteihin perustuvat signalointireitit, kuten
kinaasikaskadit, joissa signaali siirtyy fosforylaation avulla kinaasilta toiselle ja
lopulta kohdemolekyylille. Fosforylaatiossa molekyyliin liitetdan fosfaattiryhma,

ja se on yleinen keino saadella molekyylien, etenkin proteiinien aktiivisuutta
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soluissa. Siten kinaasien valityksella saadaan aikaan muutoksia solujen

toiminnassa ja haluttu vaste signaalille.

Tutkituin testosteronin ja DHT:n ei-genominen vaikutusmekanismi soluissa on
Src-kinaasin aktivointi. AR:n ja muiden steroidihormonireseptorien on havaittu
pystyvan sitoutumaan Src:iin ja aktivoimaan sen (Migliaccio ym. 2000, 5406-
5417; Migliaccio ym. 2002, 31-35). Src on proteiinityrosiinikinaasi ja kuuluu
Src-perheen kinaaseihin (SFK), joita on kaikkiaan yhdeksan (Blk, Fgr, Fyn, Hck,
Lck, Lyn, Src, Yes ja Yrk). SFK:t sijaitsevat sytosolissa, yleensa solukalvon
sisdpuoleen tai muihin solunsiséisiin kalvorakenteisiin kiinnittyneing, eivatka ne
toimi reseptoreina. (Thomas & Brugge 1997, 513-609.) Kaikkien rakenne on
samankaltainen: SFK:t koostuvat neljastd Src-homologia-alayksikdsta (SH),
joista SH1 on kinaasiaktiivisuudesta vastaava katalyyttinen osa, SH2 ja SH3
sitovat eri proteiineja ja vaikuttavat siten kinaasien aktiivisuuteen ja
signaalinvalitykseen, ja SH4 sisaltda kullekin kinaasille ominaisen alueen, joka
todennakoisesti my6s sitoo proteiineja ja on vastuussa kunkin Kkinaasin
spesifisisté vuorovaikutuksista. Lisaksi SH4-alueeseen on liitetty kovalenttisesti
lipidi, joka kiinnittaa kinaasin solukalvoon tai solunsisdaisiin kalvorakenteisiin.
(Brown & Cooper 1996, 121-149; Roskoski 2004, 1155-1164.)

Src on normaalisti inaktiivisessa, suljetussa muodossa, jossa molekyylinsisaiset
vuorovaikutukset laskostavat sen siten, etta katalyyttinen alue on piilossa
proteiinin sisédlla. Inaktiivisen muodon yllapitAmiseen vaikuttaa katalyyttiseen
alueeseen liittyneella saatelyalueella olevan tyrosiiniaminohapon (Y530)
fosforylaatio (Chong ym. 2005, 233-244). Y530 defosforylaatio edesauttaa
Src:n aktivoitumista, ja useat eri kinaasit ja fosfataasit voivat vaikuttaa Src:n
aktiivisuuteen saatelemalla sen fosforylaatiotasoa. Muut
vuorovaikutuskumppanit voivat aktivoida Src:n sitoutumalla siihen ja estamalla
sen sisdaisia vuorovaikutuksia, jolloin sen muoto avautuu paljastaen katalyyttisen
alueen ja mahdollistaen vuorovaikutukset substraattiproteiinien kanssa. Src:n
taydelliseen aktivoitumiseen vaaditaan lisaksi katalyyttisella alueella sijaitsevan
tyrosiinin (Y419) autofosforylaatio, jonka avoin muoto mahdollistaa (kuvio 3).
(Bromann ym. 2004, 7957-7968; Fizazi 2007, 1765-1773; Gonfloni ym. 2000,
281-286; Thomas & Brugge 1997, 513-609; Thomas ym. 1998, 577-583.)
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KUVIO 3. Src:n aktivaatio. Vasemmalla Src:n inaktiivinen, suljettu muoto,

keskella Src:n aktivaatioon vaikuttavia tekijoitd, ja oikealla aktiivinen muoto.
SH2, SH3: Src-homologia-alayksikditd. Y419, Y530: tyrosiiniaminohappoja. P:
fosfaattiryhma. (Mukaillen: Martin 2001.)

Src toimii signaalinvalittdjand useissa signaaliketjuissa. Se vastaanottaa
signaaleja monilta eri solukalvon tai solunsisaisilta reseptoreilta, kuten
kasvutekijareseptoreilta, G-proteiinikytkentaisiltd reseptoreilta, integriineilta ja
steroidihormonireseptoreilta, jotka ligandin aktivoimina sitoutuvat Src:iin. Src
puolestaan voi valittdd signaalin eteenpdin useita signaalireitteja pitkin,
esimerkiksi aktivoimalla MAP-kinaasikaskadin. Koska Src toimii erdanlaisena
signaalireittien tienristeyksenda, on sen rooli soluissa tarked ja vaikutukset
solujen toimintaan hyvin monipuoliset. Normaaleissa soluissa Src osallistuu
esimerkiksi solujen kasvun, proliferaation, kiinnittymisen, liikkuvuuden ja
apoptoosin saatelyyn. (Parsons & Parsons 2004, 7906-7909; Vlaeminck-
Guillem ym. 2014, 1-10.)

Solujen normaaliin toimintaan liittyvan keskeisen roolinsa takia Src:lla ja muilla

SFK:illa on yhteys my6s monien eri syOpatyyppien Kkehittymiseen.

Sarkoomaviruksesta eristetty viruksen v-Src oli ensimmainen |6ydetty
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onkogeeni, ja sitd vastaava normaalien solujen Src ensimmainen tunnettu
proto-onkogeeni (Stehelin ym. 1976, 170-173; Stehelin ym. 1977, 675-684).
Viruksen v-Src:sta puuttuu sdatelyalue, minkd seurauksena se on yliaktiivinen
muoto Src:sta ja voi aiheuttaa viruksen infektoimien solujen muuntumisen
pahanlaatuisiksi. My6s Src:n hairiintynyt aktiivisuus voi johtaa sy6van
kehittymiseen. (Fizazi 2007, 1765-1773; Summy & Gallick 2003, 337-358.)

Src:n ekspressio on kohonnut useissa eturauhassyopasolulinjoissa, ja lisaksi
Src:n ja muiden Src-perheen kinaasien aktiivisuuden on havaittu olevan
epanormaali eturauhassyoévissa (Chang ym. 2007, 90-100; Robinson ym. 1996,
5958-5962; Tatarov ym. 2009, 3540-3549). Src on osallisena monissa
eturauhassyotvan syntyyn ja etenemiseen liittyvissa tekijdissa. Sen aktivaatio on
yhdistetty esimerkiksi syopasolujen hairiintyneeseen proliferaation sdatelyyn ja
etdpesakkeiden muodostukseen, ja Src-inhibiittorien on havaittu estavan
eturauhassyopasolulinjojen proliferaatiota ja likkumista in vitro seka estavan
syovan kasvua ja metastasoitumista hiirimalleissa. (Fizazi 2007, 1765-1773;
Nam ym. 2005, 9185-9189; Recchia ym. 2003, 1927-1935.)

Eturauhassolujen kasvu ja proliferaatio on androgeenien saatelemaa ja
tapahtuu androgeenireseptorin aktivoiman Src:n valityksella. Src edistaa solujen
proliferaatiota aktivoimalla Ras/ERK/MAPK-kaskadin, joka aiheuttaa DNA-
synteesin kaynnistymisen ja solusyklin etenemisen G1l-vaiheesta S-vaiheeseen
(Migliaccio ym. 2000, 5406-5417). Src:n kohonnut ekspressio ja poikkeava
aktiivisuus voivat olla osallisina eturauhassydpasolujen herkistymiseen
matalalle androgeenitasolle ja sydvan etenemiseen kastraatioresistenttiin
vaiheeseen (Lee ym. 2001, 8385-8397; Lee ym. 2004, 2197-2205; Unni ym.
2004, 7156-7168).

Sydvan metastasoituminen vaatii kasvainsolujen irrottautumisen kudoksesta
seka kyvyn selviytya irrallisena soluna, likkua ja tunkeutua uuteen kudokseen.
Rauhasepiteelistd  lahtdisin  olevat syopasolut voivat kehittdd nama
ominaisuudet epiteeli-mesenkyymitransitiolla (EMT), jossa ne menettavat
normaaleja epiteelisolun ominaisuuksia ja alkavat joiltain osin muistuttaa

mesenkymaalisia soluja. EMT:n ajatellaan olevan ensimmaéinen askel
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etdpesakkeiden muodostumisessa, ja Src:n aktivaatio on yksi mahdollinen
syopasolujen EMT:n laukaiseva tekija. (Guarino ym. 2007, 305-318; Guarino
2010, 14-26; Nauseef & Henry 2011, 428-439; Yang & Weinberg 2008, 818-
829.)

Luumetastaasit ovat eturauhassyovan yleisimpia etapesakkeita.
Metastasoituneet syodpasolut hairitsevat normaalia luunmuodostusta ja
uusiutumista erittamalla kasvutekijoita ja sytokiineja, jotka rikkovat osteoklastien
ja osteoblastien tasapainon (Coleman 2000, 463-470; Coleman 2001, 165-176;
Yang ym. 2001, 5652-5659). Src:n valittama signalointi on tarkedd seka
osteoklastien ettd osteoblastien normaalille toiminnalle (Marzia ym. 2000, 311-
320; Miyazaki ym. 2004, 17660-17666; Xing ym. 2001, 241-253), ja silla on
yhteys myds luumetastaasien muodostumiseen. Src-inhibiittoreiden on havaittu
hidastavan luumetastaasien muodostumista sybpamalleissa ja kliinisissa
kokeissa (Rucci ym. 2006, 161-172; Rucci ym 2008, 342-349).

Koska Src ja muut SFK:t osallistuvat useisiin eri signaalireitteihin, niilla voi olla
yhteisvaikutusta muiden sydvan etenemiseen vaikuttavien proteiinien kanssa.
Kasvutekijoiden ja niiden reseptorien ekspressio on  kohonnut
eturauhassyotvassa, ja esimerkiksi Src:n ja epidermaalisen
kasvutekijareseptorin (EGFR) yhteisvaikutus voi lisata syovan aggressiivisuutta
(Maa ym. 1995, 6981-6985; Tice ym. 1999, 1415-1420). Src:n vuorovaikutus
verisuonen endoteelin kasvutekijan (VEGF) kanssa taas ohjaa sytpéakasvainten
angiogeneesia eli verisuonten muodostusta (Rice ym. 2012, 133-142;
Vlaeminck-Guillem ym. 2014, 1-10).

Src:n ja AR:n vuorovaikutus nayttaisi olevan yksi tarkeimpid tekijoita
eturauhassyodvassa. AR:n kohonnut ekspressio tai aktiivisuus korreloi Src:n
aktiivisuuden kanssa, ja niilla on selva yhteisvaikutus eturauhassybvan
kehittymiseen ja etenemiseen. AR:n sitoutuminen Src:iin paitsi aktivoi Src:n ja
sen valittdmia signaalireitteja, myo6s vaikuttaa AR:n toimintaan. Src voi
fosforyloida AR:n tyrosiinin (Y534), mika johtaa AR:n translokaatioon tumaan ja
sen saatelemien geenien transkriptioon. Fosforylaatio siis mahdollistaa AR:n

aktivaation ilman ligandin sitoutumista. Tata vaikutusta tehostaa se, etta Src:n
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sitoutuminen AR:iin estda repressorien sitoutumista siihen. (Asim ym. 2008,
3596-3604; Asim ym. 2011, 37108-37117; Cai ym. 2011, 862-872; Guo ym.
2006, 309-319; Migliaccio ym. 2000, 5406-5417; Migliaccio ym. 2002, 31-35.)

2.2.4 VAL201-peptidi

VAL201 on peptidi, joka toimii spesifisena androgeeni- seka
estrogeenireseptorin inhiboijana. VAL201 sitoutuu suoraan Src:iin estden AR:n
ja Src:n vuorovaikutuksen, jolloin Src ei aktivoidu. Kuitenkin Src:in aktiivisuus ja
solujen DNA-synteesi pysyy ennallaan niissa soluissa, joissa ei ole AR:a. Src:n
inhibointi VAL201-peptidin vaikutuksesta tapahtuu AR:n sitouduttua Src:iin,
jolloin se inhiboi sydpasolujen kasvun, mutta ei estda AR:n transkriptionaalista
aktiivisuutta. VAL201-peptidi on samankaltainen kuin  AR:n
aminohapposekvenssi Src:n sitoutumiskohdassa. (Auricchio & Migliaccio 2012,
32-35.)

VAL201:n on havaittu hillitsevan sydpakasvainsolujen kasvua in vitro seka
LNCaP-solujen kasvua nude-hiirissd. VAL201:n onkin todettu olevan hyvin
tehokas eturauhassyopasolulinjojen soluja vastaan kuten myo6s hiirimalleissa.
(Auricchio & Migliaccio 2012, 32-35.)
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3 TUTKIMUSTEHTAVAT JA METODOLOGIA

3.1 Kehittamis- ja tutkimustehtavan kuvaus

Tyon tarkoituksena oli tutkia potentiaalisen eturauhassyopalaakkeen VAL201:n
vaikutusta eturauhassyopéasolujen androgeenireseptoriin ja sen
signaalinvalitykseen Src-kinaasin kautta. Androgeenin aktivoima AR sitoutuu
Src:iin, jolloin se aktivoituu ja fosforyloituu. Tavoitteena oli tutkia, estaako
VAL201 Src:n aktivoitumisen androgeenien vaikutuksesta
eturauhassyopasolulinjoissa. Samalla  haluttin  selvittdéd myds  Src:n
soveltuvuutta  markkeriproteiiniksi ~ VAL201-ladkemolekyylin  vaikutuksen

seuraamiseen. Tavoitteet on esitetty taulukossa 1.

TAULUKKO 1. Opinnaytety6n tavoitteet

Tutkittiin Tavoitteet

VAL201- Tutkia vaikutusta eturauhassytpasolujen androgeenireseptoriin

ladkemolekyyli ja sen signaalinvalitykseen Src-kinaasin kautta.

Src-kinaasi Selvittad  Src-kinaasin ~ potentiaalia ~ markkeriproteiiniksi
VAL201:n vaikutuksen/toiminnan havaitsemiseen ja

seuraamiseen.

Metastasoituneeseen eturauhassyopaan ei ole parantavaa hoitokeinoa, vaan
sitA hoidetaan androgeenideprivaatiolla tai antiandrogeeneilla, joiden
tarkoituksena on hillitd syOpésolujen androgeeniriippuvaista kasvua ja
proliferaatiota. Nailla hormonihoidoilla on kuitenkin hankalia sivuvaikutuksia,
koska ne estavat AR:n toimintaa ja vaikuttavat siten hyvin laajasti myos
androgeeni/AR-saatelyn alaisten normaalien solujen toimintaan. (Auricchio &
Migliaccio 2012, 32-35; Taari ym. 2013, 258.)

Koska Src:lla on monia onkogeenisia ominaisuuksia ja sen on havaittu
saatelevan myods androgeenivalitteistd proliferaatiota AR:n aktivoimana
(Migliaccio ym. 2000, 5406-5417; Migliaccio ym. 2002, 31-35), on erilaisia Src-
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inhibiittoreita  tutkittu  aktiivisesti mahdollisten uusien sydpalaakkeiden
|Ioytamiseksi. Niiden ongelmana on kuitenkin epéaspesifisyys, silla ne voivat
inhiboida muitakin tyrosiinikinaaseja. Lisaksi Src:n inhibitiolla on laajat
vaikutukset myods normaalien solujen toimintaan. (Auricchio & Migliaccio 2012,
32-35.)

VAL201 on lupaava uusi ladakemolekyyli, jonka vaikutus perustuu AR:n ja Src:n
vuorovaikutuksen ja siitd seuraavan Src:n aktivoitumisen estoon. Se ei esta
AR:n transkriptionaalista aktiivisuutta, ja siksi silla on vdhemman vaikeita
sivuvaikutuksia kuin androgeenideprivaatiolla tai antiandrogeeneilla. Se myos
poikkeaa muista Src-inhibiittoreista, koska se estaa spesifisesti androgeeni/AR-
valitteista Src:n aktivaatiota ja solujen proliferaatiota, eika vaikuta kaikkiin Src:n
signaalireitteihin. Toimintamekanismistaan johtuen VAL201 on vahemmé&n
myrkyllinen kuin aiemmat eturauhassydvan hoitoon kehitetyt laékevaihtoehdot.
(Auricchio & Migliaccio 2012, 32-35.)

VAL201 on talla hetkella kiivaan tutkimuksen ja ladkekehityksen alla. Se on
potentiaalinen ladke kastraatioresistentin eturauhassydvan hoitoon, ja lisaksi
sitAi on mahdollista kayttdd myds taudin aiemmissa vaiheissa estamaan
eturauhassybvan kasvua ja metastasoitumista. VAL201 on vaihtoehto
kemialliselle tai kirurgiselle kastraatiolle sydovan etenemisen estoon. Se sopisi
hoidoksi myds matalan riskin eturauhassyopapotilaille, joille kastraatiosta on
enemman haittaa kuin hyodtya ja joiden hoitona nykyddn on vain aktiivinen
seuranta. Eturauhassyovan lisdksi VAL201-laakemolekyylilla nayttaa olevan
myo6s merkittavaa potentiaalia muidenkin metastasoivien hormoniriippuvaisten
syoOpien, kuten rintasydvan, kohtusydvan tai munasarjasyovan hoidossa, mutta

naiden tutkimus on vasta alussa. (Auricchio & Migliaccio 2012, 32-35.)

3.2 Soluviljely

Soluviljelyssad prokaryootti- tai eukaryoottisoluja kasvatetaan viljelyalustoilla

kontrolloiduissa laboratorio-olosuhteissa, jotka imitoivat mahdollisimman paljon
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niiden luonnollisia elinolosuhteita. Laboratoriossa voidaan saadellda solujen

kasvuymparistda, kuten lampdtilaa, pH-arvoa seka eri ravintoaineiden saantia.

Soluviljelytekniikat mahdollistavat solujen toimintojen, metabolian ja kasvun
tutkimisen tarkasti niiden luonnollisen elinympariston ulkopuolella. Soluviljelyn
avulla voidaan tutkia esimerkiksi solujen mutageneesia, karsinogeneesia tai
mahdollisten laékeaineiden vaikutusta soluihin. Liséaksi soluvilielyn avulla

voidaan valmistaa erilaisia biologisia yhdisteita.

3.3 LNCaP- ja PC-3-solulinjat

LNCaP (Lymph Node Carcinoma of the Prostate) -solulinjan solut eristettiin
alunperin  vuonna 1977 eturauhassybpaa sairastaneen 50-vuotiaan
kaukaasialaisen miehen imusolmukkeen etdpesakkeestda. LNCaP-solut ovat
androgeeneista riippuvaisia ja kasvavat in vitro -olosuhteissa jakaantuen noin
60 tunnin aikana. LNCaP-solujen solulimassa on sek& androgeeni- etta
estrogeeni-reseptoreita, joiden vuoksi solut ovat hormoneihin reagoivia. LNCaP-
solut kykenevat muodostamaan syOpéakasvaimia kun niitd injektoidaan hiiriin,
mutta hiirill&, joilla on matala androgeenitaso, kasvainten muodostus vahentyy
selvasti. (Horoszewicz ym.1980, 115-132.)

LNCaP-solut tuottavat seka PSA:ta etta hapanta fosfataasientsyymia (Prostatic
Acid Phosphatase, PAP) ja ekspressoivat androgeenireseptoria (Tai ym. 2011,
1668-1679). DHT moduloi solujen kasvua ja stimuloi PAP:n tuotantoa in vitro.
DHT:n lisdaminen kasvatusliuokseen vaikuttaa selvasti LNCaP-solujen

proliferaatioon. (Horoszewicz ym. 1983, 1809-1818.)

PC-3 (Prostate Cancer) -solulinjan solut eristettiin ensimmaisen kerran vuonna
1979 eturauhassybpaa sairastaneen kaukaasialaisen 62-vuotiaan miehen
luumetastaasista. PC-3-solut kasvavat hyvin in vitro -olosuhteissa, ovat erittain
metastasoivia ja muodostavat kasvaimia nude-hiirissd. PC-3-solut eivat ole
hormoniriippuvaisia, eivatkd reagoi  glukokortikoideihin  tai  useisiin

kasvutekijoihin. (Kaighn ym. 1979, 16-23.) Yleisesti ajatellaan, etteivat PC-3-
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solut mydskaan ekspressoi PSA:ta eivatkd AR:a (Tai ym. 2011, 1668-1679).
Kuitenkin  joissain  tutkimuksissa on todettu PC-3-solujen pystyvan
ekspressoimaan vahdaisia maaria sekd PSA:ta ettd AR:a (Alimirah ym. 2006,
2294-2300).

Molempien solulinjojen solut ovat nykyisin laajasti kaytdssa ympari maailmaa
eturauhassyopatutkimuksessa. Solulinjoja on helppo kasvattaa laboratoriossa,
ne kasvavat nopeasti lyhyessa ajassa ja soveltuvat moniin eri tutkimuksiin.
LNCaP- ja PC-3-solut ovatkin yleisimméat eturauhassyopatutkimuksessa
kaytetyt solulinjat, ja eri ominaisuuksiensa takia niita kaytetaan mallina
androgeeniriippuvaisesta ja kastraatioresistentista syodvasta. Suurin osa
adenokarsinoomista seka kastraatioresistenteista eturauhassyovista ilmentavat
liki aina AR:a sekd PSA:a. Eturauhassyovan myohdaisessakin vaiheessa
ekspressoidaan viela AR:a, joka on toimiva ja Kkriittinen kasvainsolujen
selviytymiselle. (Tai ym. 2011, 1668-1679.)

3.4 Immunokemiallinen maaritys

Immunokemialliset menetelmat perustuvat spesifisiin vasta-aineisiin, jotka
tunnistavat tietyn antigeenin ja sitoutuvat siihen. Halutulle kohdemolekyylille
voidaan tuottaa spesifistd vasta-ainetta, jonka avulla kohdemolekyyli
tunnistetaan naytteestd. Menetelmat voivat olla joko kvalitatiivisia tai

kvantitatiivisia, ja ne ovat erittain sensitiivisia ja spesifisia.

Immunokemiallisia menetelmid ovat esimerkiksi agglutinaatio, jossa vasta-
aineiden tarttuminen solun pinnalla oleviin antigeeneihin aiheuttaa solujen
agglutinaation, immunosaostus, immunoturbidimetria, jossa mitataan naytteesta
spektrofotometrisesti vasta-aine-antigeenikompleksien aiheuttamaa sameultta,
ja immunonefelometria, jossa vastaavasti mitataan naytteesta néiden

kompleksien aiheuttamaa valon sirontaa.
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Edella kuvatut menetelmé&t perustuvat vasta-aine-antigeenikompleksin
muodostumisen suoraan havaitsemiseen. Lisaksi voidaan hyodyntaa erilaisia
vasta-aineeseen sidottuja leimoja, joiden avulla vasta-aineen sitoutuminen
antigeeniin havaitaan ja antigeenin maara naytteessa voidaan mitata. Leima voi

olla esimerkiksi radioisotooppi, entsyymi, fluoresoiva tai luminisoiva merkkiaine.

Tassa tyossa kaytettin  kaupallista immunokemiallista menetelmaa
(MILLIPLEX® MAP), joka perustuu Luminex® XxMAP -teknologiaan.
Menetelméssa kaytetaan fluoresoivalla  variaineella  varikoodattuja
magneettihelmia, jotka paallystetaan spesifisella vasta-aineella.
Varikoodauksen avulla samasta naytteestda voidaan maarittdd useita eri
kohdemolekyyleja. Haluttu kohdemolekyyli sidotaan  vasta-aineella
paallystettyjen  magneettihnelmien pinnalle, ja syntyneet vasta-aine-
antigeenikompleksit erotellaan naytteestd magneettilevyn avulla. Taman jalkeen
lisatddn sekundaarinen, biotinyloitu vasta-aine, joka sitoutuu vasta-aine-
antigeenikompleksiin, seka biotiiniin sitoutuva fluoresoiva
streptavidiinifykoerytriini (SAPE). Menetelman periaate on esitetty kuviossa 4.
Magneettihelmiin sidotun kohdemolekyylin maard mitataan analysaattorilla
(MAGPIX®), joka tunnistaa oikean magneettihelmen fluoresoivan variaineen

perusteella ja mittaa siihen sidotun SAPE:n antaman fluoresenssisignaalin.
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Vasta-aine

Biotinyloitu sekundaarinen
vasta-aine
Antigeeni

Streptavidiini-PE
konjugaatti

KUVIO 4. MILLIPLEX® MAP -menetelman immunokemiallisen méaarityksen

toimintaperiaate. (Mukaillen: Biocompare 2015, viitattu 21.3.2015).
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4 TUTKIMUSMENETELMAT

4.1 Soluviljely

Tutkimusta varten viljeltiin kahta ihmisen eturauhasyovasta johdettua solulinjaa,
PC3 ja LNCaP. Kaikki soluviljelyyn kaytetyt liuokset ja reagenssit olivat Sigma-
Aldrich:n tuotteita. PC3-soluja kasvatettiin 37 °C:ssa 5 % hiilidioksidissa DMEM-
kasvatusliuosta, joka sisélsi fenolipunaista, 5 % inaktivoitua seerumia (fetal calf
serum, FCS), 100 U/ml penisilliinia ja 100 ug/ml streptomysiinia. LNCaP-soluja
kasvatettin 37 °C:ssa 5 % hiilidioksidissa RPMI 1640 -kasvatusmediumissa,
joka sisélsi fenolipunaista, 5 % inaktivoitua seerumia (fetal calf serum, FCS),
100 U/ml penisilliinia, 100 ug/ml streptomysiinia, 2 mM L-glutamiinia, 10 mM
HEPES:&a4a, 4500 mg/ml glukoosia ja 1 mM natriumpyruvaattia. (Liite 1 ja 2.)

4.2 Hormonikasittely

Hormonikasittelya varten solut siirrettiin 24-kuoppalevyille 50 000 solua/kuoppa
ja kasvatettiin 2-3 vuorokauden ajan. Ennen koetta kasvatusliuos vaihdettiin
fenolipunaa ja seerumia sisaltamattoméaksi DMEM- tai RPMI 1640 -liuokseksi
(ensimmainen PC3- ja jalkimmainen LNCaP-soluille), ja soluja pidettiin siina 24
h. Taméan jalkeen soluja stimuloitiin 2, 10 tai 45 minuuttia joko testosteronilla,
synteettisella androgeenilla R1881, DHT:lla tai B-estradiolilla VAL201-peptidin
lasna ollessa tai ilman sita. Kaikki naytteet tehtiin kolmena kappaleena. Kaytetyt
pitoisuudet on esitetty taulukossa 2. Hormonikasittelyn jalkeen solut hajotettiin
suspensoimalla ne lyysipuskuriin (MILLIPLEX® MAP lysis buffer), joka sisalsi
proteaasi-inhibiittoria, ja inkuboimalla 15 minuuttia 4 °C:ssa, jonka jalkeen
solulysaatit pakastettin -70 °C:.een. Hormonikasittelyn tydohje on esitetty
litteessd 3. Pakastuksen jalkeen solulysaatit sulatettiin ja suodatettiin 0,22 pm

sentrifugaalisuodattimella (Millipore Ultrafree).
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TAULUKKO 2. Hormonikasittelyssa kaytettyjen hormonien seka VAL201-
peptidin pitoisuudet

Hormoni (10 nm) VAL201
10 nm
100 nm
DHT -
10 nm
100 nm
Testosteroni -
10 nm
100 nm
R1881 -
10 nm
100 nm
B-Estradioli _
10 nm
100 nm

4.2 Proteiinimaaritys

Lysaattien proteiinipitoisuus maaritettiin kaupallisella
proteiinimaaritysmenetelmalla (BCA Protein Assay Kit, Novagen) valmistajan
ohjeiden mukaan. Naytteista mitattiin absorbanssi aallonpituudella 565 nm
Victor X4 Multilabel Reader:lla (PerkinElmer) ja maaritettiin proteiinipitoisuudet

standardikuvaajan perusteella. (Liite 4.)
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4.3 Immunokemiallinen maaritys

Solujen signaalireittien aktivoitumista ja ladkemolekyylin vaikutusta niihin
tutkittiin kaupallisella immunokemiallisella menetelmalla (MILLIPLEX® MAP, liite
5). Fosforyloidun Src:n antamaa signaalia mitattin MAGPIX®-analysaattorilla, ja
kaikista saaduista signaaleista vahennettiin pelkén reaktioseoksissa kaytetyn
puskurin signaali. Solulysaattien signaalit normalisoitiin niiden
proteiinipitoisuuksien mukaan, ja saaduista signaaleista muodostettiin

pylvasdiagrammit.
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5 TULOKSET

Tybssa  tutkittin -~ VAL201-peptidin  vaikutusta  eturauhassyopéasolujen
signaalinvalitykseen. LnCAP- ja PC3-soluja kasiteltin DHT:lla, testosteronilla,
synteettisellda androgeenilla R1881 tai [B-estradiolilla VAL201-peptidin lasna
ollessa tai ilman sitd. Androgeenilla kasitellyissd soluissa androgeenireseptori
aktivoituu ja sitoutuu Src-kinaasiin aktivoiden sen. Tama pitdisi voida havaita
fosforyloituneen Src:n maardn nousuna. Naytteissa, joihin liséattiin hormonin
lisaksi myds VAL201-peptidia, pitaisi hypoteesin mukaan Src:n aktivaation
estya, jolloin fosforyloidun Src:n maaran tulisi olla pienempi kuin pelkan
hormonin lasna  ollessa. Hormonikasittelyn kontrollina  kaytettiin
kasittelemattomia soluja, joissa AR:n ja sen signaalireittien aktivoitumista ei

tapahdu.

Solulysaateista  mitattin  fosforyloituneen Src:n  maarda kaupallisella
immunokemiallisella menetelmalla (MILLIPLEX® MAP). Kontrolleina kaytettiin
menetelman omaa positiivista kontrollia, josta menetelméan toimiessa saadaan
signaali fosforyloidusta Src:sta, sekda menetelman omaa negatiivista kontrollia.
Naytteistd saatujen signaalien vertailemiseksi tuloksista muodostettiin
pylvasdiagrammit. 5-a-dihydrotestosteronilla saadut tulokset on esitetty

kuviossa 5.
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KUVIO 5. HelLa kontrolli: menetelmédn oma negatiivinen kontrolli fosforyloidulle Src:lle
(MILLIPLEX® MAP). HEK294 kontrolli: menetelmén oma positiivinen kontrolli fosforyloidulle
Src:lle (MILLIPLEX® MAP). Kontrolli: kasittelemattomat LNCaP-solut. V10: VAL201 10 nm. V100:
VAL201 100 nm. DHT: DHT 10 nm.

Tuloksista kavi ilmi, etta kaikista naytteistd saatu signaali oli menetelm&n oman
negatiivisen kontrollin tasolla. Saadut tulokset ovat siis taustaa, eivéatka
mahdolliset erot hormonikasiteltyjen ja kasittelemattomien solujen valilla ole
merkittavida. Src:n aktivoitumista androgeenien vaikutuksesta ei siten voitu
havaita, eika néain ollen myoskaan pystytty tutkimaan VAL201-peptidin

vaikutusta siihen.
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6 POHDINTA

Opinnaytetyon tavoitteena oli tutkia, kuinka VAL201-ladkemolekyyli vaikuttaa
eturauhassybpéasolujen androgeenireseptoriin ja sen signaalinvélitykseen Src-
kinaasin  kautta. Lisaksi haluttin selvittdd, onko Src potentiaalinen
markkeriproteiini  VAL201:n vaikutuksen havaitsemiseen ja seuraamiseen.
Merkittavid tuloksia ei kuitenkaan saatu, silla kaytetylla menetelmalla ei havaittu
Src:n aktivoitumista eika siten pystytty tutkimaan VAL201:n vaikutusta
signaalinvalitykseen. Mahdollisia syitad koejarjestelyn epédonnistumiseen voisivat
olla riittaméatdén maara soluja, jolloin aktivoidun Src:n taso olisi ollut lian matala
havaittavaksi kaytetylla menetelmalla, hormonistimulaation epaonnistuminen,
jolloin AR:n signaalireittien aktivoitumista ei olisi tapahtunut riittavasti, tai

kaytetyn kaupallisen menetelmén toimimattomuus.

Ty6ta varten viljeltiin kahden eri solulinjan, LNCaP- ja PC-3-soluja. Kumpikin on
yleisimpida  tutkimuskaytdossd olevia eturauhassyopasolulinjoja, joiden
kasvuolosuhteet  tunnetaan ja  joita  pidetddn  hyvind  malleina
hormoniriippuvaiselle ja kastraatioresistentille eturauhassyovélle (Tai ym. 2011,
1668-1679). Soluja viljeltiin niille sopivissa olosuhteissa, ne kasvoivat hyvin
sekd kasvatuspulloissa etta kuoppalevylld, ja koetta varten saatiin riittavasti
soluja. Hormonikasittely tehtiin stimuloimalla soluja 2, 10 tai 45 minuuttia 10 nm
testosteronilla, DHT:lla, synteettisella androgeenilla R1881 tai B-estradiolilla
VAL201-peptidin lasna ollessa tai ilman sitd. Kaytetty hormonipitoisuus on
fysiologisella tasolla, ja sen pitéisi olla riittava solujen stimuloimiseksi. Myds
kokeessa kaytetyn hormonikasittelyn pituuden pitaisi olla riittdva AR:n
signaloinnin aktivoitumiseksi. (Migliaccio ym. 2000, 5406-5417.)

Solujen hajotuksen jalkeen naytteista méaaritettiin kokonaisproteiinipitoisuus ja
fosforyloidun Src:n maarda hormoneilla stimuloiduissa ja stimuloimattomissa
soluissa mitattiin kaupallisella immunokemiallisella MILLIPLEX® MAP -
menetelmalla. Menetelmalla haluttiin  tutkia signaalireittien aktivoitumista

androgeeneilla stimuloiduissa soluissa seka VAL201-ladkemolekyylin vaikutusta
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signaalinvalitykseen. Menetelman kontrolleina kaytettiin sen omaa positiivista ja
negatiivista kontrollia fosforyloidulle Src:lle. Positiivisen ja negatiivisen kontrollin
kokonaisproteiinipitoisuutta tai fosforyloidun Src:n maaraa ei ole ilmoitettu, eika
menetelmassa ole mukana standardeja, joten menetelmélla ei voida mitata
fosforyloidun Src:n tarkkaa pitoisuutta eika se siis ole kvantitatiivinen.
Tarkoituksena oli vertailla fosforyloidun Src:n antamaa signaalia hormonilla

stimuloiduissa soluissa ilman VAL201:ta seka sen kanssa.

Fosforyloidun  Src:n  maaritykseen  naytteistd  kaytettin  menetelman
suosittelemaa proteiinipitoisuutta, jolla naytteista pitdisi saada signaali.
Positiivisesta kontrollista saadun signaalin perusteella menetelma toimi.
Tuloksista kavi kuitenkin ilmi, etta kaikista naytteistd saatu signaali oli
menetelman oman negatiivisen kontrollin tasolla ja saadut tulokset olivat vain
taustaa. Src:n aktivoitumista androgeenien vaikutuksesta ei jostain syysta
havaittu lainkaan. Nain ollen myodskaan VAL201-peptidin vaikutusta ei pystytty
tutkimaan. Tavoitteisiin ei paasty, eika toivottua tulosta talla menetelmalla saatu

nakyviin.

VAL201-ladkemolekyylin vaikutusta Src:in aktivoitumiseen ei voitu tutkia taman
tyon perusteella, koska Src:n aktivoitumista ei kaytetylla menetelmalla saatu
nakyviin. Koska solujen maaran, hormonikasittelyssa kaytettyjen hormonien
pitoisuuden seka stimuloimisajan ja naytteiden proteiinipitoisuuden pitaisi olla
riittavat, epaselvaksi jaa, epaonnistuiko hormonikasittely vai eik6 kaupallinen
menetelma toiminut halutulla tavalla. Koejarjestelyda optimoimalla voitaisiin
mahdollisesti saada kasvatettua Src:n signaalitasoja. Taman tyon perusteella
kaytetty kaupallinen menetelm& ei kuitenkaan vaélttamatta ole hyva
eturauhassy6pasolujen signaalinvalityksen tutkimiseen. My6s Src:n soveltuvuus
merkkiaineeksi  VAL201-ladkemolekyylin  vaikutuksen  tutkimiselle  jai
kyseenalaiseksi. VAL201:n vaikutuksen tutkimiseksi sekd sopivan merkkiaineen
|dytamiseksi tarvitaan lisatutkimuksia ja erilaisia koejarjestelyja. Mahdollisena
tutkimuskohteena voisivat olla esimerkiksi AR:n Src-valitteisen signaloinnin

kohdegeenit ja niiden ekspressiotasot.
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LITE 1

KASVATUSLIUOSTEN VALMISTAMINEN

DMEM

500 ml DMEM
50 mliFCS

5 ml peninsilliini/streptomysiini

e Seerumi inaktivoidaan 30 min 56 °C vesihauteessa
e Seerumi ja antibiootti suodatetaan 0,22 um ruiskusuodattimella ja
lisdtdan kasvatusliuokseen

e Liuos jaetaan 50 ml:n Falcon-putkiin

RPMI

500 ml RPMI 1640

50 mliFCS

5 ml peninsilliini/streptomysiini
0,146 g L-glutamiini

1,19 g HEPES

1,25 g glukoosi

55 mg natriumpyruvaatti

e Seerumi inaktivoidaan 30 min 56 °C vesihauteessa

e Seerumi ja antibiootti lisdtdan kasvatusliuokseen

¢ Kiinteat aineet punnitaan ja lisataan liuokseen

e Liuos suodatetaan 0,22 pm ruiskusuodattimella ja jaetaan 50 ml:n

Falcon-putkiin
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LIITE 2

SOLUVILJELYN TYOOHJE

SOLUJEN SULATUS NESTETYPESTA

e Soluampulli sulatetaan 37 °C vesihauteessa

e Solut siirretdaan 15 ml Falcon-putkeen

e Lisataan 10 ml kasvatusliuosta

e Sentrifugoidaan 4 min 1000 rpm

e Solupelletti suspensoidaan 3-4 ml:aan kasvatusliuosta

e Liuokset jaetaan kahteen pieneen kasvatuspulloon, lisatdan
kasvatusliuosta lopputilavuuteen 10 ml

e Kasvatus 37 °C inkubaattorissa

SOLUJEN YLLAPITO (2x / vK)

e Vanha kasvatusliuos poistetaan

e Solut pestaan kahdesti 1 x PBS:lla (pieni pullo 7 ml, iso pullo 10 ml)

e Lisataan Trypsiini-EDTA (pieni pullo 2 ml, iso pullo 4 ml)

e Inkuboidaan 5 min 37 °C

e Lisataan 10 ml kasvatusliuosta ja siirretddn Falcon-putkeen

e Sentrifugoidaan 4 min 1000 rpm

e Solupelletit suspensoidaan 3-4 ml:aan kasvatusliuosta

e Pieni pullo: kaikki solut siirretaan isoon pulloon, jossa kasvatusliuosta
lopputilavuuteen 20 ml

¢ Iso pullo: solut jaetaan uusiin pulloihin, esim 1:3

e Kasvatus 37 °C inkubaattorissa
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SOLUJEN PAKASTUS

e Vanha kasvatusliuos poistetaan

e Solut pestaan kahdesti 10 ml PBS:lla

e Lisataan 4 ml trypsiini-EDTA

e Inkuboidaan 5 min 37 °C

e Lisatdan 10 ml kasvatusliuosta ja siirretddn Falcon-putkeen
e Sentrifugoidaan 4 min 1000 rpm

e Solupelletti suspensoidaan 2 ml:aan pakastusliuosta

e Liuos jaetaan kahteen pakastusampulliin

e Ampullit pakastetaan -70 °C solujen pakastusrasiassa

e Siirretaan nestetyppeen vuorokauden kuluttua
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LITE 3

HORMONIKASITTELYN TYOOHJE

e Solut lasketaan Burkerin kammiossa

e 24-kuoppalevylle lisataan 50 000 solua / 500 pl kasvatusliuosta / kaivo

e Soluja kasvatetaan 2 vrk 37 °C

¢ Vanha kasvatusliuos poistetaan

e Pestdan 2 x 500 ul PBS:lla

e Lisatdan PC-3-soluille koyhd DMEM ja LNCaP-soluille kdyha RPMI 1640
-liuos (ei sisélla fenolipunaa eika seerumia)

e Inkuboidaan 24 h

e Soluille tehdaan hormonikasittely lisaamalla 300 ul kasvatusliuosta, jossa
haluttu hormoni + VAL210 -seos

¢ Inkuboidaan haluttu aika

e Pestaan 2 x 500 ul PBS:lla

¢ Hormonikasittelyn jalkeen solut hajotetaan suspensoimalla ne 200 pl
MILLIPLEX® MAP lyysipuskuriin, jossa proteaasi-inhibiittoria 1:200

e Inkuboidaan 15 min 4 °C

e Pakastus -70 °C

e Sulatetaan ja suodatetaan 0,22 uym sentrifugaalisuodattimella
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LITE 4

PROTEIINIMAARITYKSEN TYOOHJE (BCA Protein Assay Kit, Novagen)

e 96-kuoppalevylle pipetoidaan 25 pl lysaattia tai BSA-standardeja eri
pitoisuuksilla (0, 25, 125, 250, 500, 1000 pg/ml BSA)

e Lisatdan 200 pl BCA working reagent, jossa 50 osaa BCA ja 1 osa 4 %
Cupric sulfate

e Sekoitetaan ravistelijassa 30 s

e Levy peitetaan suojamuovilla ja inkuboidaan 30 min 37 °C

¢ Mitataan absorbanssi aallonpituudella 565 nm
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LITES

IMMUNOKEMIALLISEN MAARITYKSEN TYOOHJE (MILLIPLEX® MAP)

e Pestddn 96-kuoppalevyjen kaivot 50 pl 1 x Assay Buffer 2: lla

e 10 min RT ravistelijassa

e Poistetaan Assay Buffer 2

e Kaivoihin pipetoidaan 25 pl 1 x magneettihelmia

e Pipetoidaan nollanaytteeseen 25 pl Assay Bufferia, kontrolleihin 25 pl
kontrollilysaattia

e Pipetoidaan 25 pl naytelysaatteja (pipetointikaavion mukaisesti)

¢ Inkuboidaan yon yli 4 °C pimeassa ravistelijassa

e Asetetaan 96-kuoppalevy magneettialustalle ja annetaan
magneettihelmien asettua kaivojen pohjalle 1 min

o Kaadetaan naytteet pois (helmet kiinnittyneet pohjalle)

e Pestddn kaivot 2 x 100 ul Assay Buffer 2:lla, poistetaan levy
magneettialustalta ja sekoitetaan 30 s ravistelijassa

e Levy magneettialustalle 1min ja poistetaan Assay Buffer 2

e Pipetoidaan 25 yl MAP Detection Antibody -seosta kaivoihin

e Peitetddn kannella ja inkuboidaan 1 h RT ravistelijassa

e Levy magneettialustalle 1 min ja poistetaan MAP Detection antibody

e Pipetoidaan kaivoihin 25 yl SAPE

e Peitetddn kannella ja inkuboidaan 15 min RT ravistelijassa

e Lisataan kaivoihin 25 yl MAP Amplification Buffer

¢ Inkuboidaan 15 min RT ravistelijassa

¢ Levy magneettialustalle 1 min ja poistetaan SAPE / Amplification Buffer

e Helmet suspensoidaan 150 pl:n Assay Bufferia

¢ Inkuboidaan 5 min RT ravistelijassa

e Mitataan signaali MAGPIX®-analysaattorilla
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