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Suomen kesé on alka-
nut erittdin  lampi-
misti ja kesdn tuloon
liittyy tietysti myos
vuoden ensimmadinen
Solubiologi. Taméin
vuotisen kevddn nu-
meron aloittaa Mar-
jaana Parikainen,
joka avartaa meille
kollageeni I:std sito-
van o2pl-integriinin
roolia eturauhassyovissd, ja tdmin vaikutusta
geeniekspressioon ja invaasioon. Seuraavaksi
Teemu Syrjild kertoo meille brominoituneista
palonestoaineista ja niiden vaikutuksista syot-
tosoluihin. Tdméankertaisen tiectopaketin paattda
Moona Huttusen ulkomaankirjeenvaihtoterveh-
dys, jossa kdydddn ldpi hidnen jo kolme vuotta
kestdneitd seikkailuitaan Lontoossa University
Collegessa, Englannissa.
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Ténd kesédnd saimme mahdollisuuden ldhted
laboratorioryhmén kanssa joukolla Suomea
pakoon vierailulle TuE:hen (Technische Uni-
versiteit Eindhoven) Eindhoveniin, Hollantiin,
jossa tapasimme ryhménjohtajamme Cecilia
Sahlgrenin toisen ryhmén tiimildisid. Ahkerana
professorina Cecilia pyorittda siis kahta koko-
naisuutta, ja olihan se mielenkiintoista péaasté
tutustumaan teknillisen yliopiston tydtapoihin
ja tekniikkoihin. Tdma alunperin 1956 perus-
tettu yliopisto kouluttaa pddasiassa insindoreja
teknologian alalla, mutta solu- ja kudosteknii-
kan ja mikrofabrikoinnin laboratoriot yhdista-
vét solubiologiaa ja biotekniikkaa. Yhteistyo
insindorien ja solubiologien vililld on tarkedssi
asemassa TuE:ssa, kun kehitetdan esimerkiksi
keinotekoisia syddnlappid tai mikrosiruja, joilla
halutaan simuloida erilaisia olosuhteita, joihin
solut voivat joutua. Lopullisena paddméaédrini on
kehittdd niin sanottuja organ-on-a-chip —mene-
telmid, joilla voitaisiin simuloida kokonaisia eli-
mid pienoismallissa.

Tama jadnee omalta osaltani pddtoimittajuute-
ni viimeiseksi Solubiologi-lehdeksi, koska syk-
sylld puikkoihin tarttuu J.J. Hyvéé kesén jatkoa
kaikille toivottaa SEb ja koko Solubiologin véki.

- Sebastian Landor

”I am the easy-going doctor who does not need
to salute properly. You will find that I am always
removing my gloves. The reason for my lab coat
being a slightly different color to yours is never
explained.”
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Kollageenireseptori o, -integriini
saatelee eturauhassyopasolujen
geeniekspressiota ja invaasiota

Marjaana Parikainen (FMM)

Abo Akademi, Luonnontieteiden ja tekniikan tiedekunta, solubiologian laitos

mparikai@abo.fi

Erikoistyossi tutkittiin o,-integriinin vaiku-
tusta eturauhassyopésolujen geeniekspressi-
oon seké solujen migraatioon ja invaasioon
neljilld o -integriinia erilaisesti ilmentivil-
1i DU145-solutyypilld. a,-integriinin havait-
tiin séiiteleviin tiettyjen geenien ilmentymis-
tia seki RNA- ettii proteiinitasolla mutta se
ei vaikuttanut saitelemiensd proteiinien lo-
kalisaatioon solussa. Lisdksi havaittiin, etti
a,B,-kollageeni I -vuorovaikutus liséisi solu-
tyyppien viilisii RNA-tason ilmentymiseroja
suurimmalla osalla tutkituista 12 geenisti,
minki perusteella o -integriinin aktivoitu-
minen ja signalointi ligandivuorovaikutuk-
sessa siiitelee ndiden geenien ilmentymisté.
a-integriinid ilmentiviit solut invasoivat
enemmin Matrigeeliin ja kollageeni I:een
kuin a,-integriiniii ilmentimittomiit solut.
Tulosten perusteella o,f -integriiniin koh-
dentuvaa sydpéhoitoa voitaisiin mahdollises-
ti hyodyntid eturauhassyovin luumetastaa-
sien estimiseen.

Teksti on lyhennelmd Turun yliopistossa luon-
nontieteiden ja tekniikan tiedekunnassa bioke-
mian laitoksella professori Jyrki Heinon tutki-
musryhméssd suoritetusta pro gradu -tutkiel-
masta “Kollageenireseptori o,-integriini sdite-
lee eturauhassydpésolujen geeniekspressiota ja
invaasiota”.

Syovin leviiminen ja integriinien rooli
syovassi

Sydvidn eteneminen on monivaiheinen prosessi,
jonka yhteydessd syopisoluille usein kehittyy
kyky lahted liikkeelle primiddrikasvaimesta ja
muodostaa etidpesdkkeitd muualle elimistdon.
Metastaattisen syovan hoitoon ei télld hetkel-
14 ole tehokkaita hoitokeinoja, ja metastaasien
muodostuminen johtaakin tyypillisesti syopéa-
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potilaan menehtymiseen. Hoitokeinojen kehit-
tdminen edellyttdd syovén kehityksen mekanis-
mien sekd metastaaseja aiheuttavien tekijoiden
tuntemusta.

Syopasolujen lisdksi syovin kehitykseen vai-
kuttavat kasvaimen ja sen ympériston muut so-
lut seké soluviliaineen rakenne. Solujen sitou-
tumista ymparistoonsa valittdvét solunpinnan
reseptorit. Parhaiten tunnetut solunpinnan ad-
heesioreseptorit ovat integriinit, jotka muodos-
tavat 24 erilaista a- ja P-alayksikostd koostu-
vaa heterodimeerid. Jokainen af-heterodimeeri
vilittdd sitoutumista tiettyihin soluvéliaineen
proteiineihin tai vastareseptoreihin toisen so-
lun pinnalla. Integriinit vuorovaikuttavat sig-
naalinvilitysketjujen kanssa solun sisépuolella
ja valittavit solutyypisté riippuvaisen signaalin.
(Hynes 2002, Miranti ja Brugge 2002.) Integrii-
nien avulla solut havainnoivat ymparistddan ja
reagoivat siihen, ja ne ovat tarkeitd muun muas-
sa proliferaation, selviytymisen ja liikkumisen
sddtelyssa.

Integriineilld on useita tédrkeitd rooleja syo-
vissd, ja integriinien signalointi voi muun mu-
assa ylldpitdd syopdsolujen kantasolunkaltai-
suutta, edesauttaa metastaasien muodostumista
ja vélittdd syovan kemoresistenssid (katsausar-
tikkelissa Seguin ym. 2015). Integriinit ovat
valttamattomid solujen liikkumiselle ja invaa-
siolle, silla ne valittidvit solujen sitoutumista
soluviliaineeseen ja sddtelevit solutukirannan
rakennetta, solujen selviytymistd sekd matrik-
sia hajottavien entsyymien tuotantoa. Invaasion
kannalta oleellista on, ettd integriinit tunnista-
vat matriksin molekyylit ja aktivoivat niiden ha-
jotuksen. Syovéssa solun normaalin fenotyypin
ylldpitdmiseen tarvittavien integriinien ilmen-
tyminen saattaa alentua, kun taas invaasioon
ja matriksin hajotukseen tarvittavat integriinit
ovat usein aktivoituneena. Syopasolujen koloni-
saatio metastaasin kohde-elimessd edellyttda
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syopésolujen ja paikallisen soluvéliaineen vuo-
rovaikutusta, ja siten integriinit saattavat olla
edellytyksend syopésolujen sopeutumiselle vie-
raaseen ymparistoon.

Kollageeni on selkdrankaisten runsaimmin
esiintyvd soluviliaineen proteiini, joka muo-
dostaa rungon sidekudoksille ja pehmeille mat-
rikseille kuten luuytimelle. Solujen sitoutumis-
ta kollageeniin vilittdvit kollageenireseptori-
integriinit a, B, o B, o B, ja o B, (White ym.
2004, Heino 2014). o,f -integriini tunnistaa
pddasiassa tyypin I kollageenin, mutta voi si-
toutua myds tyyppien III, IV ja XI kollageenei-
hin, laminiineihin ja joihinkin proteoglykaanei-
hin (Heino 2000, Heino 2014).

Eturauhassyopi ja o, -integriini

Eturauhassydpd on Suomessa yleisin ja maa-
ilmanlaajuisesti toiseksi yleisin miesten syo-
pa. Léhes kaikki eturauhassy6vin aiheuttamat
kuolemantapaukset johtuvat priméérikasvai-
men levidmisestd muihin elimiin. Eturauhas-
syopé lahettdd etdpesdkkeitd tyypillisesti luu-
hun. o, -integriinin ja sen ligandin, luuym-
pariston yleisimmin proteiinin kollageeni I:n,
vilinen vuorovaikutus voi olla merkittéva tekija
eturauhassyovidn metastaasissa. Hall tyoryh-
mineen (2006) havaitsi o, B -integriinin méérén
kasvavan LNCaP-eturauhassydpésoluissa, kun
soluja kasvatettiin kollageeni I:1l1d. Kun néité
kollageeni I:een invasiivisia soluja injektoitiin
hiirien luuhun, ne muodostivat enemman kas-
vustoja kuin tavalliset LNCaP-solut (Hall ym.
2006). Sottnik ja muut (2013) taas selvittivit
a,f -integriinin ilmentymistd ihmisen eturau-
hassyovéssd ja havaitsivat sen olevan koholla
luumetastaaseissa verrattuna pehmytkudoksen
metastaaseihin tai primédérikasvaimeen. Nididen
tulosten perusteella o, -integriini saattaa edes-
auttaa etdpesdkkeiden muodostumista luuhun.

o p -integriini eturauhassyovin
kantasoluissa

o, B -integriinin korkeaa ekspressiota on pidet-
ty sekd normaalin eturauhaskudoksen ettéd etu-
rauhassyovin kantasolujen merkkind (Collins
ym. 2001, Collins ym. 2005). Sy6vén kantasolut
ovat erilaistumattomia syOpésoluja, joilla on
kantasolunkaltaisia ominaisuuksia ja jotka pys-
tyvat muodostamaan uuden heterogeenisen kas-
vaimen. Syovdn kantasolujen solusykli on hi-
taampaa ja ne kestdvét syopahoitoja paremmin
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kuin erilaistuneet syopasolut ja siten saattavat
aiheuttaa syovin uusiutumisen. Sydvan kanta-
solut on yhdistetty dormanssiin ja metastaasien
muodostumiseen, ja timdn sydpdsolupopulaa-
tion levidminen on mahdollisesti kriittinen te-
kija metastaasien muodostumisessa ja sydvin
uusiutumisessa. Merkkiproteiineja hyodynté-
milld voitaisiin syopdhoidot kohdistaa sydvén
kantasoluihin ja siten vdhentdd metastaasien ja
uusiutumisen riskid. o f-integriini on laajalti
useissa eri solutyypeisséd ilmennetty integriini,
joka sdidtelee monia biologisia prosesseja. o.,-
integriinin suhteen poistogeeniset hiiret ovat
kuitenkin tdysin elinkelpoisia, kehittyvét nor-
maalisti sekd ovat hedelmallisid, ja vain pienid
puutteita maitorauhasen haarautumisessa seké
verihiutaleiden viivdstynyt sitoutuminen kol-
lageeniin havaittiin (Chen ym. 2002, Holtkot-
ter ym. 2002). Siten o,f -integriinin targetointi
syovin hoidossa voisi olla turvallista potilaalle.

Erikoistyon tavoitteet

Erikoistydn tarkoituksena oli tutkia o,-
integriinin roolia DUIl45-eturauhassyopisolu-
jen geenien ilmentymisen ja invaasion sdateli-
jand. Aluksi varmennettiin ryhméssd aiemmin
tehdyn uuden sukupolven sekvensoinnin tu-
losten perusteella valittujen geenien ilmenty-
mistasot o -integriinid erilaisesti ilmentévien
DU145-solutyyppien vililla. RNA-tason ilmen-
tymisen lisdksi tutkittiin, ndhddaanké myos pro-
teiinitasolla samankaltaisia eroja solutyyppien
vililld sekd vaikuttaako a,-integriini proteiini-
en lokalisaatioon soluissa. Haluttiin myds sel-
vittdd, miten o,-integriinin aktivoituminen sen
sitoutuessa ligandiinsa, kollageeni I:een, vai-
kuttaa geeniekspressiotasoihin. Geenien ilmen-
tymisen lisdksi tutkittiin solujen invaasiokykya,
tarkoituksena selvittdd lisidko a,-integriini so-
lujen liikettd tyvikalvoa muistuttavan Matrigee-
lin l&pi tai kollageeni I -pitoisessa ympéristdssa.
Erikoistyon tavoitteena oli osoittaa, ettd o -
integriinilld on tdrked rooli eturauhassyovés-
sd ja sen invaasiossa, jolloin tulevaisuudessa
voitaisiin hyotyd eturauhassyovin ladkehoidon
kohdistamisesta a.,-integriinid ilmentdviin syo-
pasoluihin.

Erikoistyossi kiytetyt solutyypit
ja 3D-kasvatusmalli

Erikoistydssé kidytettiin neljaé erilaista DU145-
eturauhassyOpasolutyyppid: 1) o,B -integriinid

5
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DUI145WT DU145KO
(0,1) (0y7)
o,-integriinin poisto
CRISPR/Cas9 11 %
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DU145KO+a,
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Kuva 1. Erikoistyossi kiytettiin neljdi DU145-solulinjasta luotua eturauhassydpisolutyyppié, jotka ilmentivit
o,B -integriinii eri tavoin. a,B -integriiniii ilmentiivisti villityypin soluista on poistettu a,-integriinin geeni, ja nii-
hin poistogeenisiin soluihin transfektoitu joko o -integriinin geenin sisiiltiimi vektori tai tyhji kontrollivektori.

ilmentévid villityypin soluja DUI4SWT (a,");
2) DU145KO (o) -soluja, joista o, -integriinin
geeni on poistettu CRISPR/Cas9- teknukalla 3)
DU145KO+a, (0,,%) -soluja, joihin a,-integriinin
ilmentyminen on palautettu transfektiollasekid 4)
DU145KO+vektori (a,’) -soluja, joihin on trans-
fektoitu kontrollivektori (kuva 1). Solutyyppi-
en solunpinnan o,-integriinin ilmentymistasot
varmistettiin virtaussytometrialla. Tulosten pe-
rusteella DUI4SWT (a,") ja DU145KO+a, (a,")
-solut ilmentévit o -integriinid, kun taas DU-
145KO (a,) ja DU145KO+vektori (o,’) solut ei-
vit (kuva 2).

Tutkimuksessa kasvatettiin soluja perinteisen
maljakasvatuksen lisdksi sferoidimallissa. Sfe-
roideissa suurin osa solujen kontakteista muo-

15K =
solut ilman

i virjaysta
DU145KO (02-)
DUI145KO+
vektori (a2-)

[ DU145WT (a2+)
DU145KO+a

. (02)

1.0K =

Solumairi

500 =

iy ™ .' L] i . ™y
10 10 2 10 3 10 4 10
oz-1ntegrinin taso

Kuva 2. Solunpinnan a,-integriinin ilmentymistasot
ovat erilaiset DU145-solutyyppien vililld. Ilmentymis-
tasot méiritettiin virtaussytometrisesti. DUI45WT
(a,") ja DU145KO+a, (a,") -solut ilmentiivit pinnallaan
o-integriinii, DUI145KO (o,) ja DUI45KO+vektori
(a,) -solut eiviit.

6
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dostuu toisiin soluihin kasvatusmaljan sijaan,
miké vastaa paremmin solujen luonnollisia kas-
vuolosuhteita elimistdssd. Kiintedt kasvaimet
kasvavat kolmiulotteisessa ympéaristossd, jossa
syopésoluihin kohdistuu hapen ja ravinteiden
gradientteja sekd vaihtelevat méérét fysikaali-
sia ja kemiallisia stressitekijoitd. Kemiallisten
gradienttien lisdksi 3D-rakenteiden solu—solu-
kontaktit vaikuttavat solujen rakenteeseen, si-
toutumiseen ja signalointiin muuttaen solujen
toimintaa merkittavasti erilaiseksi verrattuna
perinteisiin 2D-kasvatuksiin.

a-integriini ja sen aktivoituminen ligandi-
vuorovaikutuksessa séitelevit eturauhas-
syopisolujen geenien ilmentymisti RNA-
tasolla

Solutyyppien tekovaiheessa tapahtuneiden
selektioiden vuoksi muodostettiin kaksi ver-
tailuparia, joissa toinen solutyyppi ilmen-
tdd o,-integriinid ja toinen ei: DUI4SWT (o,")
-solut verrattuna DUI45KO (a,) -soluihin
sekéd a-transfektoidut DU145KO+a, (a,") -so-
lut verrattuna vektorikontrollina toimiviin
DU145KO+vektori (a,) -soluihin. Tutkimus-
ryhmaéssd aiemmin tehdyn sekvensoinnin tulos-
ten perusteella valittiin 12 solutyyppien vililla
erilaisesti ilmentyvad geenid, joiden ekspressi-
otasoja tutkittiin tarkemmin kvantitatiivisella
PCR:11d. Geeniekspressiotasoja tutkittiin sfe-
roidimallissa seké fibronektiinin tai kollageeni
I:n pdalla kasvatetuissa soluissa. Fibronektiinin
ja kollageeni I:n viliselld vertailulla haluttiin
selvittdd, miten a, B -integriinin aktivoituminen
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old change

Kuva 3. DUI145-solutyyppien vililtd
loydettiin eroja geeniekspressiossa, ja
o,B -integriinin aktivoituminen ligandi-
vuorovaikutuksessa kollageeni I:n kans-
sa sditelee useimpien tutkittujen geeni-
en ilmentymisti. Soluja kasvatettiin 72
tunnin ajan fibronektiinin tai kollageeni
I:n pdilli tai sferoideina. Geenien ilmen-
tymistasot méiritettiin komplementaa-

risesta DNA:sta geenit spesifisesti tun-
nistavilla alukkeilla qPCR:lld. (A) ja (B)
DU145WT (e,") ja DU145KO (0,) -solujen
viiliset FC-arvot. (C) ja (D) DU145KO+a,
(a,") ja DU145KO+vektori (a,) -solujen
villiset FC-arvot. A- ja C-kuvissa esitetyt
geenit ovat ylhiiilli DU145KO+a, (a,")
-soluissa verrattuna DUI145KO+vektori
(@) -soluihin, kun taas B- ja D-kuvissa
esitetyt geenit ovat samassa vertailupa-
rissa alhaalla. Pylvididen korkeus kuvaa
kolmen rinnakkaisen kokeen keskiarvoa

+ SEM. FN = fibronektiini, Kol I = kol-
lageeni I.

sen sitoutuessa ligandiinsa, kollageeni I:een,
vaikuttaa geeniekspressiotasoihin.

Solutyyppien vertailupareille laskettiin gee-
nien ilmentymisen fold change eli FC-arvot,
jotka tarkoittavat tdssd tapauksessa sitd, kuin-
ka moninkertaisesti geeni ilmenee vertailuparin
a,-integriinid ilmentévissd soluissa verrattuna
o,-integriinid ilmentdméttomiin soluihin. Saa-
dut FC-arvot piirrettiin pylviskuvaajaksi (kuva
3). Jos FC-arvo on 0,5-2, ei geenien ilmenty-
mistasojen voida sanoa merkittdvésti eroavan
solutyyppien vililld. a -integriinid ilmentévissd
soluissa ylhdilld olevien geenien FC-arvot ovat
yli 1, ja niitd vastaavat pylvaat lahtevét ylospdin
y-akselin arvon 1 kohdalla olevalta viivalta.
Vastaavasti o,-integriinid ilmentévissé soluissa
alhaalla olevien geenien FC-arvot ovat alle 1, ja
niitd vastaavat pylvéét lahtevit alaspdin.

Kun sferoideina kasvatettuja DUI4SWT (a,")
-soluja verrataan DU145KO (a,,) -soluihin, ei
suurin osa tutkituista geeneistd eroa ilmenty-
miseltdédn solutyyppien vililld. Toisessa ver-
tailuparissa transfektoitujen solutyyppien véa-
lilld taas vain yhden geenin FC-arvo jai vilille
0,5-2. Lisdksi ilmentymiserot sferoidimallissa
vertailuparien vililld eivdt ole samansuuntai-
sia yli puolella tutkituista geeneistd. Vertai-
luparien erilaisuus voi johtua solutyyppien
selektioprosesseista, joiden takia luotettavin
vertailupari on samankaltaiset selektiot lapi-
kdyneet DUI45KO+a, (a,") -solut verrattuna
DU145KO+vektori (o) -soluihin. Néiden kah-
den solutyypin vélilla on véhiten solujen vali-
koitumisesta johtuvia eroja.

Solubiologi_1-2018.indd 7

Kun verrataan keskenddn fibronektiinil-
1a ja kollageeni I:1ld kasvatettujen solujen
FC-arvoja, huomataan geeniekspressiotaso-
jen erojen kiyttdytyvdn samoin molemmissa
vertailupareissa (kuva 3). Kuvista 3C ja 3D
ndhddan myds, ettd transfektoituja solutyyppeja
verrattaessa ligandiin sitoutumisen vaikutus ja
geenin FC-arvo 3D-mallissa ovat samansuun-
taisia suurimmalla osalla geeneistd: Mikéli gee-
ni on ylhdélld 3D-mallissa DU145KO+a, (o.,")
-soluissa verrattuna DU145KO+vektori (a.,)
-soluihin, on geenin FC-arvo suurempi kolla-
geeni [:114 kasvatetuilla soluilla verrattuna fib-
ronektiinilld kasvatettuihin. Jos taas geeni on
alhaalla 3D-mallissa, on FC-arvo pienempi kol-
lageeni I:114 kuin fibronektiinilla.

Tulosten perusteella a,-integriini vaikut-
taisi kéyttdytyvian eri tavalla villityypin so-
luissa ja transfektoiduissa DU145KO+a, (a,)
-soluissa, vaikka solutyypit ilmentévét suurin
piirtein saman verran o, -integriinid (kuva 2).
Solupopulaatioiden selektioprosesseista johtu-
en on vaikea sanoa, johtuvatko erot pelkéstdan
o,-integriinistd. Tdmén takia fibronektiinin ja
kollageeni I:n vilinen vertailu on hyva, silld se
haastaa solut reagoimaan o -integriinin perus-
teella. Osaa geeneistd a,-integriini saételee si-
toutuessaan ligandiinsa, kun o, -integriinin v-
littdima solunsisdinen signalointi aktivoituu, ja
siksi tulokset eivit valttdmatté ole loogisia ilman
ligandia. Vaikuttaisi siltd, ettd o,-integriinin
signalointi on vahvempaa DU145KO+a, (a,")
-soluissa jo ilman ligandia, kun taas villityypin
solut tarvitsevat kollageeni I:n a,-integriinin

7
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aktivoitumiseen ja samanlaisen vaikutuksen ai-
kaansaamiseksi geeniekspressioon.

o -integriini siitelee geeniekspressiota
myos proteiinitasolla mutta ei vaikuta
siitelemiensi proteiinien lokalisaatioon

Tutkitun 12 geenin joukosta valittiin kaksi gee-
nid, VWA2 ja PKPI, joiden ilmentymistd pro-
teiinitasolla tarkasteltiin Western blot -menetel-
malld. Proteiinitason tutkimusten mukaan sekd
VWA2- ettd PKPI-proteiinien ilmentymistason
erot olivat samansuuntaiset kuin RNA-tasolla
(tietoa ei naytetd). Lisdksi haluttiin tutkia, vai-
kuttaako a -integriini proteiinien lokalisaatioon
soluissa. Tatd varten soluja kasvatettiin sferoi-
deina sekd 2D-mallissa fibronektiinin tai kol-
lageeni I:n pdilld ja virjattiin soluista SVEP1-,
VWA2- ja PKPl-proteiinit. Yhdenkdin tutki-
tun proteiinin lokalisaatiossa ei havaittu a,-
integriinistd johtuvia eroja, eikd mydskadn a,-
integriinin aktivoituminen kollageeni I:11d vai-
kuttanut tutkittujen proteiinien lokalisaatioon.
Esimerkkikuvana SVEPI-proteiinin vérjaykset

Kuva 4. SVEPI:n lokalisaatiossa ei havaittu eroja DUI145-solutyyp-
pien vililld. (A) 63-Kkertaisella suurennoksella otetut konfokaalimik-
roskooppikuvat fibronektiinilli kasvatetuista DU145KO+a, (a,) ja
DU145KO+vektori (e,) -soluista, mittakaava 25 pm, ja (B) vastaavat
kuvat 20-kertaisella suurennoksella 3D-mallissa, mittakaava 100 pm.
Yhdistelmiikuvissa SVEP1-proteiini on viirjitty vihreilli, o -integriini
magentalla, DAPI sinisellé ja aktiini oranssilla.

8
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fibronektiinilld tai sferoideina kasvatetuista
transfektoiduista solutyypeistéd (kuva 4).

a-integriini lisdi solujen invaasiota
Matrigeelin Lipi

Erikoistydssd  tutkittiin -~ geeniekspression
sddtelyn lisdksi sitd, miten o,-integriini vai-
kuttaa DUI45-eturauhassyopasolujen kykyyn
liikkkua ja invasoitua. Kuvasta 5 ndhddén, ettd
o,-integriini lisdd solujen invaasiota tyvikal-
von rakennetta muistuttavan Matrigeelin lépi.
Villityypin solut invasoivat 20 % enemmaén kuin
DUI145KO (a,)) -solut (ero ei tilastollisesti mer-
kitsevd). DUI45KO+a, (o,") -solut invasoivat
vertailupariaan 52 % enemmén (p-arvo 0,014).
o,-integriini siis lisid DU145-solujen invaasiota
Matrigeelin ldpi ja siten saattaa my0s edesauttaa
metastaattisten eturauhassydpésolujen invasoi-
tumista kasvaimen ymparistoon.

a-integriini lisid DU145-solujen liiketti
ja invaasiota kollageeni I:een

a,-integriinin vaikutusta DU145-
eturauhassyopésolujen  liikkee-
seen ja invaasioon kollageeni
I:een tutkittiin siirtdmadlla sfe-
roideja kollageeni I:n piille ja
mittaamalla solujen liikettd sfe-
roidista kollageeni I:een. Invaa-
siota mitattaessa sferoidin paille
lisdttiin  kolmiulotteinen kolla-
geeni I -geeli. Sferoidissa olevien
solujen annettiin liikkua tai inva-
soitua 96 tunnin ajan, ja sferoi-
din pinta-alan kasvua seurattiin
24 tunnin valein. Kuvista 6 ja 7
nidhdédén, ettd o,-integriini lisdd
solujen liitkkumista ja invaasio-
ta kollageeni I:een molemmissa
solutyyppien  vertailupareissa.
Villityypin soluista kasvatettu-
jen sferoidien pinta-ala oli 96
tunnin migraation jilkeen kes-
kimddrin 2,5-kertainen verrat-
tuna DUI45KO (a,) -soluihin.
DU145KO+a, (a,") -sferoidien
pinta-ala oli migraatioissa 2,4-
kertainen vektorikontrollisolui-
hin verrattuna. Molemmat o -
integriinid ilmentdvit solut inva-
soivat 1,8 kertaa enemméin ver-
tailupariinsa néhden. Tulosten
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Kuva 5. o,-integriini lisii DU145-eturauhassyo-
pésolujen invaasiota Matrigeelin ldpi. Solujen in-
vaasiota tutkittiin Matrigeelilld péaillystetyillid invaa-
siokammioilla. Kammioon lisittiin 100000 solua, joi-
den annettiin invasoitua 24 tunnin ajan ennen kuin lipi
menneet solut kiinnitettiin ja niiden tumat vérjéttiin ja
laskettiin. (A) Esimerkkikuvat tyypillisen kokeen lipi
menneistd soluista jokaisesta solutyypisti. (B) Viiden
rinnakkaisen kokeen keskiarvoista piirretyt box plot
-kuvaajat. Janojen p#it vastaavat datan pienint ja suu-
rinta arvoa, laatikon sisilli oleva viiva toistojen medi-
aania seki tihti toistojen keskiarvoa. Tilastollinen mer-
kitsevyys testattiin one way ANOVA - ja Tukeyn HSD
post hoc -testeilld. * p < 0,05.

perusteella o, -integriini sddtelee DU145-solujen
liikkumista ja invaasiota kollageeni I:een, ja voi
siten olla merkittava tekija myds luumetastaasi-
en muodostumisen sédételyssa.

Yhteenveto

Erikoistydn tulokset vahvistavat o, -integriinin
ja kollageeni I:n vilisen vuorovaikutuksen roo-
lia eturauhassyOpésolujen invaasiossa. a3 -
integriinin korkeaa ekspressiota on pidetty
sekd normaalin eturauhaskudoksen etti eturau-
hassyovin kantasolun merkkind (Collins ym.
2001, Collins ym. 2005). Erikoistydssd osoi-
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Kuva 6. a,-integriini lisii DU145-solujen liikkumis-
ta kollageeni I:een. Sferoidit siirrettiin kollageeni I:n
péille ja niiden pinta-alan kasvua seurattiin 24 tun-
nin vilein yhteensi 96 tunnin ajan faasikontrastimik-
roskoopilla solujen liikkuessa sferoidista kollageeni
I:een. Pinta-alat midritettiin ImageJ-ohjelmalla. (A)
Esimerkkikuvat sferoideista joka aikapisteestd kaikil-
la solutyypeilld, mittakaava 800 pm. Neljin rinnak-
kaisen kokeen keskiarvoista £+ SEM piirretyt sferoidi-
en pinta-alojen kasvukiyrit (B) DUI4SWT (0,) ja
DU145KO (a,) -soluille seki (C) DU145KO+a, (o) ja
DU145KO+vektori (@,) -soluille. Tulosten tilastollinen
merkitsevyys testattiin kaksisuuntaisella parittaisella
Studentin t-testillid. * p <0,05; ** p <0,01.

tettiin o,-integriinin sditelevdn geenickspres-
siota sekd RNA- ettd proteiinitasolla, joten se
voi mahdollisesti osallistua myds eturauhassyo-
van kantasolujen geeniekspression sddtelyyn
ja auttaa soluja pysymiin erilaistumattomina.
a,B -integriinin ekspressio saattaa olla merk-
ki eturauhassyopésoluista, joilla on sekéd kyky
aloittaa uusia kasvaimia ettd invasoitua ja ko-
lonisoitua Iuuhun ja siten muodostaa luume-
tastaaseja. Tulevaisuudessa eturauhassydvédn
lddkehoito voitaisiin kohdistaa a,f -integriinid
ilmentéviin sydpésoluihin, jolloin mahdollisesti
pienennettdisiin syovén levidmisen ja uusiu-
tumisen riskid.
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Kuva 7. a,-integriini lisid DU145-solujen invaasiota
kolmiulotteiseen kollageeni I -geeliin. Soluja kasvatet-
tiin 72 tunnin ajan 3D-mallissa, minké jélkeen sferoidit
siirrettiin kollageeni I:114 piillystetylle kuoppalevylle.
Sferoidien pidlle lisdttiin kollageeni 1 -geeli ja
sferoidien pinta-alan kasvua seurattiin 24 tunnin vilein
yhteensé 96 tunnin ajan solujen invasoituessa kollagee-
ni I:een. Pinta-alat miiritettiin ImageJ-ohjelmalla.
(A) Esimerkkikuvat sferoideista joka aikapisteesti
kaikilla solutyypeilld, mittakaava 800 pm. Neljin rin-
nakkaisen kokeen keskiarvoista + SEM piirretyt sfe-
roidien pinta-alojen kasvukiyrit (B) DUI4SWT (0,) ja
DU145KO (a,) -soluille sekii (C) DU145KO+a, (a,%) ja
DU145KO+vektori (@) -soluille. Tulosten tilastollinen
merkitsevyys testattiin kaksisuuntaisella parittaisella
Studentin t-testilld. * =p < 0,05.
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