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Kaposin sarkooma herpesvirus (KSHV) -infektio oitetty Kaposin sarkoomaan ja primaariseen effuu-
siolymfoomaan (PEL). Naita sydpatyyppeja tavatadnnind immuniteetiltaan heikentyneillda yksiloilléy-

ten AIDS-potilailla, elinsiirtopotilailla sek& Safzen eteldnpuoleisessa Afrikassa, missa virus ggiiemdee-
misend ja HIV-infektio on yleinen. Naihin melko karaisiin mutta aggressiivisiin syopatyyppeihinabé
olemassa tehokasta hoitoa. KSHV:n on koodaa gesaans12 mikro-RNA:ta (miRNA), joiden tehtdvana
on hiljentdd kohdegeeniensa ilmentymistda RNA-ietefissi -sdatelyreitin kautta. Viruksen miRNA:iden
vaikutus voi kohdistua seka viruksen itsensa etintdsolun geeneihin. Tahan mennessa KSHV:n miR-
NA:iden kohdegeeneja on luotettavasti identifiaiista muutamia, joten niiden vaikutuksista viruksgek-
toimiin soluihin ja edella mainittujen syépien syyr tiedetdan vasta hyvin vahan.

Taman tutkielman tarkoituksena oli 16ytéd KSHV:nRNiA:iden kohdegeeneja endoteelisoluista, joita
KSHYV luontaisesti infektoi. Tutkimuksen pohjana tetyiin mikrosiruanalyysin perusteella 16ydettyjéeme-

ja, joiden ilmentymistasot olivat alhaisempia miRMN& ilmentavissd endoteelisoluissa kontrollisolnih
verrattuna. Tutkimuksen kohteena olivat solusykiipiineja koodaavat geenit, joilla on osittainekveassi-
homologia yhden tai useamman KSHV:n miRNA:n kanssa.

Tutkimuksessa kaytettiin mallina KSHV:n miRNA:itdabiilisti tai akuutisti ilmentavid endoteelisolyja
joiden kontrollina kaytettiin vastaavia, GFP:ta dntavia soluja. Tutkimuksessa maaritettiin soluggdnien
koodaamien proteiinien tasojen eroja miRNA:ita ifr@vien ja kontrollisolujen valilla ja pyrittiin Ba tavoin
|oytamaan geeneja, joihin miRNA:iden vaikutus kahdu. Tulosten tukena kaytettiin erilaisia toimitisé
kokeita sekd antagomiR-oligoja, jotka on suunnitsitoutumaan miRNA:ihin ja estdmaan niiden vaikutu
kohdegeenien ilmentymiseen.

Saatujen tulosten perusteella identifioitiin kaggsenia, joiden koodaamien proteiinien tasot olalhtisem-
pia miRNA:ita iimentévissa soluissa kuin kontradlisissa. Namé proteiinit olivat solusyklin estag7g™ ja
p53-kasvunrajoiteproteiinin sdatelija MDM2. Molemapiproteiinien tasot olivat alhaisempia seka diatii
etté akuutisti useita miRNA:ita ilmentavissa sadaisLisaksi miRNA:ta K2 vastaan suunniteltu antaigm
oligo palautti MDM2-proteiinin tason ennalleen. Tanulos viittaa siihen, ettd MDM2 olisi miRNA:n K2
suora kohdegeeni. Tuloksissa havaittiin kuitenkinkjn verran vaihtelua, joka voi olla seuraust#sietta
miRNA:iden vaikutus proteiinitasoihin on yleisesttaen heikko. Taméan vuoksi tarvitaan viela lisakdita
sen todistamiseksi, ettda MDM2 olisi miRNA:n K2 kebnha. Liséksi miRNA:iden vaikutusta p®¥-een on
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Abstract:

Kaposi's sarcoma herpesvirus (KSHV) is the causatiyent of Kaposi's sarcoma and primary effusion-ly
phoma (PEL). These malignancies are the most comamoong immunosuppressed individuals such as
AIDS patients. They are also very common in suba&ah Africa where the virus is endemic and prewsden
of HIV is high. Currently there is no effective atenent for these rare but aggressive malignanki8siV
was recently discovered to encode 12 microRNAs {iB) in its genome. The function of miRNAs is to
silence the expression of their target genes thrdRijA-interference pathway. The miRNAs can affect e
pression of genes encoded by the virus itself dsasehost gene expression. So far little is kn@lout the
effects of KSHV miRNAs on cells and tumorigenesis only a few of the target genes have been idkghtif

The aim of this study was to find miRNA target gef@m endothelial cells, which KSHV infects natiya
The study was based on genes identified in micagaanalysis of endothelial cells expressing the MAR.
The expression of these genes was downregulatedRINA expressing cells compared to control celfs. |
this study we concentrated on specific cell cyaaas that encode cell cycle proteins which haveea-s
match (partially complementary region) to somehef KSHV encoded miRNAs.

As a model system in this study we used endothediid expressing KSHV miRNAs stably or acutely.FGF
expressing cells were used as a control. In oéntl the genes that the miRNAs might target, dHfer-
ences in protein levels of specifically chosen cgtlle proteins were determined between miRNA esging
cells and control cells. In addition to this, fuoaal assays were done to support the results rdstaiVe
also tested the effect of antagomiR-oligos on pmokevels in miRNA expressing cells. These oligoe a
designed to specifically bind the miRNAs and inhithieir action, which leads to restoration of theget
protein levels.

We were able to identify two proteins with lowempeassion levels in miRNA expressing cells than waint
cells. These proteins were cell cycle inhibitor §27and MDM2, which negatively regulates tumor suppres
sor p53. Many of the cell lines expressing stabblpautely the miRNAs had less of these proteinspzmed

to the control. In the case of MDM2, we were afdeconfirm the result with antagomiR-oligo designed
against individual miRNA K2. This result impliesathtMDM2 gene is the direct target of KSHV miRNA K2.
There was, however, some variation in results betmexperiments. This may be due to the fact that th
overall effect of the miRNAs on target gene expresss relatively small. For this reason some fartkex-
periments need to be done to confirm the resultsase of both MDM2 and p2%. In addition to these it
will be worthwhile to look for and to validate alsther putative target genes to get a better utatatmg of
the function of the miRNAs and their role in KSH¥htorigenesis.

Keywords: KSHV, miRNA, cancer, endothelial cell, cell cycle
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1 Johdanto

1.1 Mikro-RNA:t (MiRNA:t)

Mikro-RNA:t eli miRNA:t ovat pienid, keskimaarin 1922 nukleotidin mittaisia RNA-
molekyyleja, jotka toimivat transkription jalkeigirgeeninsaatelijoind solussa. Ne vaikut-
tavat niin kutsutun RNA-interferenssi (RNAIi) saiteitin kautta. Useimmat miRNA-
geenit luetaan solussa vastaavalla tavalla kuitepneja koodaavat mRNA:t, joiden syn-
teesista vastaa RNA polymeraasi Il -entsyymi. MiRfdA:t voidaan lukea yksittain tai
useamman miRNA:n rykelmina (klusterit), ja ne vdiggaita geenien introneissa tai koo-

daamattomalla alueella genomissa (ks. yleiskat®gkghoorn, 2007).

1.1.1 RNA-interferenssi (RNAI) —reitti

Genomista luettavaa miRNA:n esiastetta kutsutaamgariseksi miRNA:ksi (pri-
MIiRNA), joka sisaltaa lenkkimaisen rakenteen (Lee,y2002; Kim, 2005). Kypsat miR-
NA:t syntyvat perakkaisten pilkkoutumisreaktioidsaurauksena (kuva 1). RNAasi llI
entsyymiDroshapilkkoo tumassa pri-miRNA:n, jonka seurauksena gypienempi, noin
60 nukleotidin mittainen miRNA:n esiaste (pre-miRN\foka edelleen sisaltaa lenkkimai-
sen rakenteen. Taman jalkeen eksportiini 5 —protkiljettaa pre-miRNA:n tumasta solu-
limaan (Yi ym., 2003; Lund ym., 2004). Solulima$3iaer —entsyymi tunnistaa ja pilkkoo
sen lyhyeksi, kaksijuosteiseksi molekyyliksi, jokigaltédd varsinaisen miRNA:n seka mu-
kana tulevan vastinjuosteen. Vastinjuoste tuhoyduklypsa miRNA—molekyyli yhdistyy
RISC-ribonukleoproteiinikompleksiin, joka ohjaa NR:n 16ytdm&an kohdesekvenssinsa
eli mRNA:n, joka sen on maara inaktivoida. miRNAhnhistavat spesifisesti osittaisen
sekvenssihomologian kautta kohde-mRNA:nsa ja sit@itsen 3'UTR-alueelle. T&ma voi
johtaa kyseisen mRNA:n pilkkoutumiseen tai se vaikkivoitua muulla tavoin. Seurauk-
sena on joka tapauksessa translaation estyminerbr@sn2004; Bartel, 2004; Meister
ym., 2004). miRNA:n sitoutumisessa tarkeaa, ostiasekvenssinomologiaa miRNA:n ja

MRNA:n valilla kutsutaan myds nimeledmatcliPfeffer ym., 2005).
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Kuva 1. miRNA-molekyylien kypsyminen solussa ( Réef&\oinnet, 2006).

1.1.2 miRNA-analyysi ja kohdegeenien Ioytaminen

Mahdollisten miRNA-kohdegeenien etsimiseen eri nig@ien genomeista on kehitetty
erilaisia algoritmeja. Nailla ohjelmilla etsitidohidegeeneja identifioimalla niiden 3'UTR-
alueelta evolutiondarisesti konservoituneita afygitka ovat osittain komplementaarisia
(ts. niilla sanotaan olevaseedmatchmiRNA:iden kanssa. Samaan tarkoitukseen on mah-
dollista soveltaa myds ns. mikroarray("mikrosir@alyysia, jolloin on mahdollista tutkia
hyvin monien eri geenien ilmentymista kerralla. Batapahtuu siten, etta miRNA:t sisal-
tavista soluista analysoidaan mRNA:iden maarat osiknhybridisaation avulla. Taman
perusteella saadaan selville ne geenit, joidenrityminen vahenee kontrollisoluihin ver-
rattuna. Nama geenit ovat mahdollisia miRNA-kohasgga (ks. yleiskatsaus Miska,
2005).

Tutkittaessa onko miRNA:lla todellisuudessa vaiktatietyn geenin ekspressioon, kayte-
taan yleisesti koetta, jossa tutkittavan kohdege@&WTR:n yhteyteen kloonataan joko
fluoresoiva proteiini (GFP =green fluorescent proteintai valoa tuottava lusiferaasi-
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reportterigeeni. Talléin spesifisen miRNA:n sitouminen 3'UTR-alueelle vahentaa tuote-
tun fluoresenssisignaalin tai lusiferaasientsyymimgraa soluissa, joihin kyseinen reportte-
rigeeni on transfektoitu. TAma soluissa havaittanaitos on suora seuraus miRNA:n ja

sen kohdegeenin valisesta sitoutumisesta (ks kgtsiaus Miska, 2005).

1.1.3 miRNA:t ja sy6pa

Mikro-RNA-geeneja on viime vuosien aikana |6ydetty eli6iden, mukaan lukien ihmi-
sen, genomista useita satoja. Niiden vaikutukseniga ilmentymisen saatelijoina ulottu-
vat laajalle alueelle, ka&sittden monia tarkeitdspsseja liittyen solujen erilaistumiseen,

yksilonkehitykseen, aineenvaihdunta- ja muihin algmtireitteihin.

Tutkimuksissa on |0ydetty viitteita siita, ettd nNR:t voivat edesauttaa syovan kehityk-
sessa. Tassa yhteydessa niistd on myos kayteyngttdonkomiR lhmisen genomista

tahan mennessa loydetyista noin 500 miRNA:sta onemalmentymisen osoitettu olevan
tavalla tai toisella hairiintynytta useissa syopaomissa. Monissa naista miRNA:ista on
todettu olevan mutaatioita. Inmisen miRNA:iden @oitettu saatelevan mm. solusyklia,
apoptoosia ja angiogeneesia, jotka ovat kaikki iywviittisid syovan synnyn kannalta (ks.
yleiskatsaus Blenkiron & Miska, 2007). Lisdksi m&sa tutkimuksissa on todettu, etta
miRNA-geenit sijaitsevat hyvin usein sellaisillangenin alueilla, joita ilmennetdan joko

likaa tai puutteellisesti monissa nisakkaiden sygippeissa (Calin ym., 2004).

Ihmisen miRNA:ista monet voivat toimia onkogeeneiB&imerkiksi mir-17-92 —klusterin
koodaamien miRNA:iden on todettu olevan monistunaibakin B-solulymfoomassa (Ota
ym., 2004). Myds miRNA:iden 372 ja 373 on osoitaitevan onkogeenisid. Niiden liialli-
nen ilmentyminen on liitetty ainakin kivessyopafsgsa ne hairitsevat p53-saatelyreitin
toimintaa (Voorhoeve ym., 2006).

Uusimpien tutkimustulosten mukaan miRNA:t voivat Gayehkaista syopaa toimimalla
kasvunrajoitegeenien tapaadret-7perheeseen kuuluvat miRNA:t, joita nisdkkaiden ge-
nomissa on ainakin yhdeksan kappaletta, ovat ttujadtasvunsaatelijoitéa. Niiden vaiku-

tuksen on todettu kohdistuvan moniin tunnettuihikageeneihin, kuteRasperheen gee-
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neihin ja c-Myconkogeeniin (Johnson ym., 2005; Koscianska ym.Q720Let-7-
perheeseen kuuluvdet-7gn on osoitettu toimivan kasvunrajoitegeenind kesykvassa.
Todennakoista on, ettd myos se vaikuttaa suursitaRasperheen geeneihin ja niiden

hiljentdmiseen (Kumar ym., 2008).

Edella mainittujen onkogeenien lisaksi tutkimukaiss 10ydetty viitteita siita, ettd miR-
NA:t osallistuvat myds genomin suojelijana tunnekasvunrajoiteproteiinin, p53:n, toi-
minnan saatelyyn. p53:n saately tunnetaan hyvinimathaisena, ja monien saatelijapro-
teiinien liséksi siis myos jotkut miRNA:t nayttargit osallistuvan tdhan verkostoon. Esi-
merkiksi ihmisen miRNA:n miR-34 on osoitettu kuuduv naihin saatelijéihin (He ym.,
2007; Raver-Shapira ym., 2007).

1.1.4 Viraaliset miRNA:t

Myds useiden virusten on viime aikoina todettu kamdan miRNA:ita, jotka voivat saa-
della niin viruksen omien kuin sen infektoiman ig&olunkin geenien ilmentymista. Mo-
lemmista toimintatavoista on eri viruksista loygledsimerkkeja (ks. yleiskatsaus Pfeffer &
Voinnet, 2006). Monet seikat puhuvat sen puolasi&si miRNA:t ovat nimenomaan vi-
ruksille edullisia saatelymolekyyleja: pienen kokarvuoksi ne mahtuvat helposti kooltaan
rajallisiin virusgenomeihin, ne eivat saa isantanigmissa aikaan immuunivastetta ja li-
saksi niiden vaikutukset voivat kohdistua useigim geeneihin (sekéa virus- etta isanta-
genomissa). Tasta luonnollisestikin seuraa, etBNA:illa on myds hyvat mahdollisuudet

vaikuttaa viruksen patogeneesiin (Lim ym., 2005).

Erityisen paljon miRNA:ita on |6ydetty herpesvirest perheeseen kuuluvilta viruksilta,
kuten hiiren gammaherpesvirukselta (MHV68), ihmisgriomegald3-herpesvirukselta
(CMV), Herpes Simplex 1 —virukselta (HSV1), sekastem-Barrin virukselta (EBV) ja
Kaposin sarkooma herpesvirukselta (KSHV) (ks. Waisaus Pfeffer & Voinnet, 2006).

Monien virusten, joiden genomista miRNA-molekyylea |0ydetty, on todettu olevan
onkogeenisia eli syopaa aiheuttavia. Viruksen kaadan miRNA:iden sy6paa aiheuttava

vaikutus voi olla valillinen (ts. ne voivat olla gkuseista syopaa aiheuttavista tekijoista) tai
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ne voivat toimia suoraan syopéa aiheuttavina oniogi@d. Esimerkiksi KSHV:n kaposii-
ni-geenin alueella sijaitsevilla miR-K10:l1& ja miRL2:lla voi olla vaikutusta siihen, etta
kaposiinin on todettu aiheuttavan syopdd mm. nolim&asvunsaatelyn estymisen seura-
uksena (Kliche ym., 2001). Onkin arvioitu, ettd l&denainitut miRNA:t osallistuvat aina-
kin osittain kaposiinin onkogeneesiin (Pfeffer & iWoet, 2006). Myds EBV:n, joka oli
ensimmainen virus jonka genomista loydettiin miRNs:miRNA:ille on |0ydetty joitakin
kohdegeeneja. Yksi ndistd on kemokiini CXCL-11/I<TAonka on todettu olevan EBV:n
miRNA:n BHRF1-3 kohteena. Talla on todennékoisesta vaikutuksensa EBV:n aiheut-
tamien lymfoomien immuunivasteiden saatelyssa (fra, 2008). Viruksen koodaamat
miRNA:t voivat vaikuttaa my0ds solun miRNA:ihin, gen ilmentyminen ja toiminta voivat
virus-miRNA:iden vaikutuksesta hairiintya (ks. Wkatsaus Pfeffer & Voinnet, 2006).

Vain murto-osa viruksen koodaamien miRNA:iden katakeensseista viruksen tai solun
genomissa tunnetaan, joten niiden mahdolliset vakaet myds syovan kehittymisen kan-

nalta ovat toistaiseksi viela pitkalti tuntemattami

1.2 Solusykili

Solusykli on tarkoin saadelty tapahtuma, jonka @ékaolun perima kahdentuu ja mitoosin
seurauksena syntyy kaksi tytartumaa, joista edelkadksi tytarsolua. Solusyklin tarkeim-
pid saatelijoita ovat sykliinit ja sykliineistad ppuvat kinaasit (CDK:t). Sykliineille omi-
naista on se, ettad niiden maarat vaihtelevat sadisolusyklin eri vaiheissa. Taman vuok-
si kullekin vaiheelle on ominaista tietyn sykliinjtai sykliinien) vallitsevuus ja vastaavasti
toisen sykliinin (sykliinien) poikkeuksellisen piemaard. Katalyyttisesti aktiiviset syklii-
neista riippuvat kinaasit muodostavat kompleksdjé aktivoivien sykliinien kanssa (ku-
va 2). Nama kompleksit saatelevat solusyklin erhewa fosforyloimalla spesifisia sub-
straatteja solussa kulloinkin vallitsevan tilanteaokaan (ks. yleiskatsaus Malumbres &
Barbacid, 2005).

Solunjakautumisen seurauksena syntyneet solutjggkavat jakautumissykliaan tai siirty-
vat GO:ksi kutsuttuun lepotilaan, jolloin niiderkgautuminen pysahtyy. Jakautumissyklidan

jatkavat solut puolestaan siirtyvat vaiheeseenj@ika aikana solun tuleva jakautuminen
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ja erilaistuminen maaraytyvat. G1l-vaiheen saaistgitarkeimpia ovat sykliineista riippu-
vat kinaasit CDK2, CDK4 ja CDK6 seka sykliinit D g joiden kanssa CDK:t muodosta-
vat komplekseja. G1-vaiheeseen kuuluu my6s R-pist€eestriction point) kutsuttu vaihe,
jonka jalkeen solut eivat enda tarvitse mitogeérsgjnaaleja jakautuakseen. G1l-vaiheesta
solut siirtyvat S-vaiheeseen ohitettuaan ensin DIdArioiden tarkastuspisteen. S-
vaiheessa solun DNA kahdentuu, ja paasaatelijéssi tdaiheessa on CDK2 yhdessa sy-
Kliinien E ja A (A1/A2) kanssa. Taman jalkeen sddiittyvat syklissd G2-vaiheeseen, jon-
ka aikana solut valmistautuvat uuteen jakautumis€até vaihetta saatelee CDK1 yhdessa
sykliinien A ja B (B1/B2) kanssa. Taman (seka sghlia tarkastuspisteiden ohittamisen)
jalkeen solu on valmis mitoosiin johtavaan M-vabeen (ks. yleiskatsaus Malumbres &
Barbacid, 2005).

Solusyklin saatelyn kannalta tarke&dn osan muodastanoteiinit, jotka estavat sykliini -
CDK —kompleksien toimintaa. Naihin proteiineihin ttuvat INK4-proteiinit (p18"“*,
p15N4B  p18VKIC ja p1d¥K4Py joiden vaikutus kohdistuu CDK4:n ja CDK6:n musto
miin komplekseihin, seka p2®:, p27** ja p57¥*? jotka puolestaan estiavat muiden sy-
kliini - CDK —kompleksien toimintaa. INK4-proteiinipystyvat sitoutumaan vain CDK-
molekyyleihin, mutta Cip- ja Kip-ryhman proteiirkykenevat sitoutumaan seka CDK:ihin
ettd sykliineihin. Monet naista proteiineista owamnettuja kasvunrajoiteproteiineja, silla
niiden tehtdvana on estaa solusyklin etenemistéigan ilmentymisen on todettu olevan

puutteellista monissa sydpatyypeissa (Weinberg7 00
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Kuva 2. Solusykli ja sen eri vaiheissa vaikuttaggkliini - CDK —kompleksit (Malumbres & Barbacid,
2005).

1.2.1 Mikro-RNA:iden rooli solusyklin sdatelyssa

Mikro-RNA:t voivat osallistua solusyklin saatelywekéa suoraan ettd valillisesti. Suorassa
saatelyssa miRNA hiljent&d& jonkin solusyklissa ¢girk geenin ilmentymista, jonka seura-
uksena sen koodaaman proteiinin maara solussa e&h@alla voi olla erilaisia seurauk-
sia; kuten esimerkiksi solujen kasvun kiihtyminanvaurioiden lisdantyminen solun peri-
massa. Esimerkkina solusyklin saatelyyn vaikuttavismisgenomin onkogeenisista miR-
NA:ista ovat miR-221 ja miR-222, joiden liialliseimentymisen on osoitettu aiheuttavan
tarkedn kasvunrajoiteproteiinin, d‘i"?:n, maaran vahenemista squssa.Ki??:ﬁ maaran
vahenemisen on puolestaan todettu lisddvan syapésdtasvua ainakin joissain syopa-
tyypeissa, kuten esimerkiksi glioblastoomassa.kssp27**:n maaran vaheneminen joh-

taa yleensa myds sydvan aggressiivisuuden lisadswgm (le Sage ym., 2007).

Ihmisen genomista on tahan mennessa loydetty emali@itun kaltaisia miRNA:ita, jotka
osallistuvat tavalla tai toisella solusyklin ségye. Nama miRNA:t voivat toimia joko
kasvunrajoitegeenien tai onkogeenien tavoin puutlartarkeiden solun kasvun séaately-
reittien toimintaan (ks. yleiskatsaus Kent & Mend2D06). Edella on kuvattu tarkempia
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esimerkkeja siitd, kuinka miRNA:iden on todettuaittavan syopaa (kappale 1.1.3 miR-

NA:t ja syopa).

1.3 Virukset ja syopa

Nykyisin tunnetaan useita viruksia, jotka ovat ogdenisia eli aiheuttavat isdntdorganis-
missaan syopéaa. Arvion mukaan 17 - 20 % ihmisemiston viruksen aiheuttamia. Ylei-

sid ihmisen syopatyyppeja, jotka on liitetty vimfektioihin, ovat mm. maksasyévat (hepa-
tiitti B- ja C-virukset), lymfoomat eli verisolusyét (Epstein-Barrin virus, Kaposin sar-

kooma herpesvirus ja ihmisen T-lymfotrooppinen sifl) seka kohdunkaulasyopa (ihmi-
sen papilloomavirus). Vaikka virukset ovatkin usedlttamaton tekija kyseisten syopa-
tyyppien etiologiassa, tarvitaan syovan syntymisgernsa useita tekijoita, joiden vaiku-
tus kumuloituu. Tassa prosessissa virukset toimigatn muutoksia aikaansaavina ja akti-
voivina tekijoind. Tapahtumien lopputuloksena veek infektoiman solun normaalit s&a-
telyreitit ja solusyklin tarkastuspisteet hairimit, mika mahdollistaa solun hallitsematto-

man lisdéntymisen ja ajan myota syovan kehittym(ksnyleiskatsaus Butel, 2000).

Virusinfektiot johtavat syovan syntyyn erilaisterolekulaarisisten mekanismien valityk-
sella. Yleisesti voidaan sanoa, etta niisséa yhdéttjoko virusten omien onkogeenien etta
solun proto-onkogeenien aktivaatio ja kasvunrag@@nien toiminnan estyminen. Useim-
miten virukset hairitsevéat apoptoosia eli ohjelmaisolukuolemaa, DNA:n korjausmeka-
nismeja, solusyklin tarkastuspisteiden toimintakasealttavat immuunipuolustusta (ks.

yleiskatsaus Butel, 2000).

Virusinfektion seurauksena syntyvien kasvaimienitkghinen johtuu usein isdntésolun
genomissa tapahtuneiden mutaatioiden ja yksilokeimégyneen immuunipuolustuksen yh-
teisvaikutuksesta. Yleensa viruksen koodaamat cewaiy parantavat viruksen lisdanty-
miskykya ja elinkelpoisuutta. Tama voi johtaa sofwmolustusmekanismien heikentymi-
seen ja tata kautta toimii lahtokohtana kasvainsaollisaantymiselle ja syovan kehittymi-
selle. Solusyklin tarkastuspisteiden toiminnan esten on myds syyna siihen, etté solu ei
kykene pysayttamaan ylikierroksilla tapahtuvaa sjalkautumista eivatkd DNA-virheita

(mutaatioita) sisaltavat solut kuole apoptoosiieyMs, 2001).
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1.3.1 p53:n toimintahairiot virusperaisissa syovissa

Genomin suojelijana tunnettu kasvunrajoiteprotgdbB8 on avainasemassa monien sydpien
synnysséa ja niiden kehityksen estajana. Jopa 5@a&kaikista ihmisen syovistd p53-
geenissa on mutaatio tai se toimii muuten puutsssii. Taman vuoksi se onkin yleisin
geeni, joka on mutatoitunut ihmisen sydpasolujemogassa (Weinberg, 2007). p53 toimii
soluissa transkriptionaalisena saatelijana (tsaldge/oi kohdegeeniensa transkriptiota),
mutta se voi toimia myos tavoilla, jotka eivatyiitranskription saatelyyn. Yksi tallainen
mekanismi on mitokondrioiden ohjelmoitu solukuolen@ssa p53 toimii yhdessa mito-
kondrioiden apoptoottisten saatelijoiden kanssatdfuym., 2007; yleiskatsaus Aylon &
Oren, 2007).

p53:n saately on hyvin monimutkainen. p53 vastaaaatormaalisti ymparistostaan vies-
teja, jotka liittyvat solujen stressitilanteisiimten aineenvaihdunnallisiin hairi6ihin tai vau-
rioihin niiden genomissa. Se vastaa téllaistenidden korjaamisesta joko ohjaamalla
solun korjaamaan hairion tai jos vahinko on sollilEn vakava, kaynnistamalla apoptoo-
sin. Apoptoosi on naissa tilanteissa organismiliéit&maton, silla se ehkdisee mutaatioi-
den kertymisen, solun transformoitumisen pahaniseitsi ja sitéd seuraavan syovan kehit-
tymisen (Weinberg, 2007). p53:n tarked negatiivisaatelija on MDM2, joka sitoutues-

saan p53:een ohjaa sen proteasomien hajotettayaksin solujen apoptoosi vahenee.
MDM2:n yliaktiivisuus tai liiallinen ilmentyminenlastaa soluja mm. transformoitumisel-

le, koska vaurioituneet solut eivat kykene apoptoasulla eliminoimaan haitallisia muu-

toksia (Freedman ym., 1999; Michael & Oren, 2003).

p53 proteiini [6ydettiin alun perin tutkimal@imian virus 40l1a (SV40) infektoituja hiiren
soluja, joissa tietty virusproteiini (iso T antiggesitoutui p53:een inaktivoiden sen. Ta-
man jalkeen on l0ydetty useita muitakin viruksiaiffe KSHV, EBV ja ihmisen papilloo-
mavirus), jotka koodaavat p53:n toimintaa estavaigineja. Virusproteiinin sitoutuminen
p53:een hairitsee sen normaalia toimintaa useiilléagoilla. TAma on yksi tarkeimmisté

mekanismeista, joilla onkogeeniset virukset aiteuatt sytpaa (Weinberg, 2007).
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1.4 Kaposin sarkooma herpesvirus

1.4.1 Esiintyminen

Kaposin sarkooma herpesvirus (KSHYV), toiselta ni&é@l ihmisen herpesvirus 8 (HHV-
8), kuuluu gammaherpesvirusten perheeseen. KSH¥utida Kaposin sarkooma (KS)
verisuonikasvaimia sek& primaarista effuusiolymfaan(PEL), joka on B-solulymfooma.
KSHV:n aiheuttamia sybpatyyppeja tavataan |ahimmé@uniteetiltddn heikentyneilla yksi-
16ill&, kuten AIDS-potilailla. HIV-infektioiden ylesyyden vuoksi Kaposin sarkooma onkin
yleisin sydpatyyppi monissa Afrikan maissa (eriggit Saharan etelapuoleisessa osassa
Afrikkaa, jossa KSHV esiintyy endeemisend). LiséKSi:sta tunnetaan klassinen muoto,
jota esiintyy yleisesti monissa Véalimeren alueenssa Tama tautimuoto ei ole kuiten-
kaan yhta aggressiivinen kuin immuniteetiltddn aetigneilla yksildilla ilmenevat syovat
(ks. yleiskatsaus Moore & Chang, 2003). Lisaksdisia tunnetaan viela ns. iatrogeeninen
muoto, jota ilmenee elinsiirtojen yhteydessa hylfinestolaakityksen seurauksena (ks.
yleiskatsaus Iscovich ym., 2000). KSHV-infektio gy kaikista Kaposin sarkooman Klii-

nisista muodoista (ks. yleiskatsaus Moore & Cha0§3).

1.4.2 Elinkierto ja virusgenomi

KSHV on suuri, genomissaan kaksijuosteista DNAgédl&va virus. KSHV:n elinkiertoon
kuuluu seka latentti etta lyyttinen vaihe. Latesdivaiheessa virusgenomi on isantasolun
tumassa rengasmaisena episomina, jossa se replikedntdsolun genomin mukana kro-
mosomeihin kiinnittyneen&. Lyyttisessa elinkiernmaiheessa virusgenomi replikoituu ns.
rolling circle —mekanismin avulla. Taman seuraulksemuodostuu uutta virus-DNA:ta,
jotka pakataan lineaarisina molekyyleina viruskdesiin. KSHV:n genomista on I6ydetty
yhteensa lahes 90 geenid, joiden kaikkien transkkpodataan 145 kiloemaksen mittai-
selta alueelta (Russo ym., 1996). KSHV (kuten mometitkin herpesvirukset) on evoluu-
tionsa aikana kaapannut cDNA:ta isantdsolusta. T&BdNA:n geenituotteille yhteista on
se, ettd ne muistuttavat solun alkuperaisia geefejéri osa naistd on myoés homologisia
monien tarkeiden solun saatelygeenien kanssa. Misteineille on kuitenkin tyypillista,

ettd ne pystyvat valttdmaan solun normaalia kasiatet/d. KSHV:n geenien kaskadimai-
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seen ilmentymiseen vaikuttavat viruksen elinkierka@ihe (latentti/lyyttinen) seka isan-
tasolu ymparistdineen (Sarid ym., 1998).

Yleisesti ajatellaan, ettd KSHV:n aiheuttamien sitgpppien syntyyn vaikuttavat lahinna
viruksen latentit proteiinit ja niita koodaavieneggen ilmentyminen, silla viruksen lyytti-
nen elinkierto ja uusien viruspartikkelien vapauioen johtaa is&ntasolun kuolemaan eika
nain ollen voi johtaa kasvaimen muodostumiseensdalia on kuitenkin selvaa, ettd myos
viruksen lyyttinen sykli on valttamaton syovan gynisen kannalta. Yleensa viruksella
infektoituneista soluista onkin vain pieni osa tigii. KSHV:n geenituotteet voivat hairita
solun signaalireitteja, jotka liittyvat mm. immupnblustukseen, apoptoosiin seké solu-

syklin saatelyyn (ks. yleiskatsaus Moore & Char@)3.

1.4.3 KSHV:n mikro-RNA:t

KSHV:n genomista koodataan 12 miRNA:ta, joiden giesijnitsevat yhtendaisella, noin 5
kiloeméksen mittaisella alueella yhdessa virukseenittiin elinkiertoon liittyvien geenien
kanssa (kuva 3). Vaikka miRNA:ita koodaavia geemgjddydetty viruksen genomista 12,
kypsyy niista 17 erilaista miRNA:ta. Tama johtuit&siettda miRNA:iden esiasteita voidaan
muokata solussa eri tavalla, jolloin niista saadem@mman kypsia tuotteita (Pfeffer ym.,
2005). Samalla latenttiin elinkiertoon liittyvaliédueella sijaitsevat myoés viruksen kaposii-
ni (K12)-proteiinin eri isoformeja koodaavat geeiigposiinia koodaavan geenin liiallisen
iImentymisen on osoitettu aiheuttavan muun muaskges transformoitumista eli muut-

tumista pahanlaatuisiksi (ks. yleiskatsaus Pfedf&foinnet, 2006).

Yksi KSHV:n miRNA:ista, miR-K10, sijaitsee kapodinprimaarisen transkriptin alueella
seka yksi, miR-K12, saman transkriptin 3’'UTR:n &llee Loput 10 miRNA:ta ovat kapo-
siinin primaarisen transkriptin intronin alueelllSHV:n miRNA:iden on todettu ilmenty-
van seka viruksella infektoiduissa B-soluissa ettdoteelisoluissa seka latentin etta lyytti-

sen virusinfektion aikana (Pearce ym., 2005).
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Kuva 3. KSHV:n miRNA:iden sijainti viruksen genorsés latenttiin elinkiertoon liitetylla alueella.

1.4.4 KSHV:n mikro-RNA:iden kohdegeenit

Koska KSHV on sytpaa aiheuttava virus, on hyviretotikdista, etta sen miRNA:t osal-
listuvat jollain tavalla syovan kehittymiseen. Tan@ tapahtua joko kohdistumalla suo-
raan miRNA:iden kohdegeeneihin tai valillisestiansignaalireitin valityksella.

KSHV:n miRNA:iden kohdegeenien loytdmiseksi on yesgkvenssiin perustuvia silico
-ennusteita. NAma ennusteet on paasaantoisestvitidilemalla miRNA:iden sekvensse-
ja& koko genomin mRNA:iden 3'UTR-sekvensseihin, kgkn erityisesti sitoutumisen
kannalta tarkeisiinseedmatctalueisiin. Ennusteiden perusteella méaaritetyt rodiset
kohdegeenit voidaan edelleen jakaa ryhmiin esirksrlsen mukaan, mihin aineenvaih-

duntareittiin ne kuuluvat.

Ensimmaiset KSHV:n miRNA:iden kohdegeenit on tutetisi kuluneen vuoden aikana.
Ensimmainen naista oli thrombospondiini 1 (THBS&gw, jonka on osoitettu olevan use-
an KSHV:n miRNA:n vaikutuksen kohteena. Yksittéi&isniRNA:ista ainakin miR-K1:n,
-K3-3p:n, -K6-3p:n ja —K11:n on osoitettu vahentdvkrombospondiini-1:n ilmentymista
voimakkaasti. Thrombospondiini 1 on voimakkaastswamen syntya sekd verisuonien
muodostumista ehkaiseva proteiini, jonka pitoisuude jo aiemmin todettu olevan alhai-
nen Kaposin sarkoomassa (Samols ym., 2007). Towadnistettu kohdegeeni on tran-
skriptionaalinen saatelija BACH-1 (Btb ja CNC howgil 1), joka on yksittaisen KSHV:n
MIRNA:n K11 kohteena. Lisaksi KSHV:n miRNA:n K11 esoitettu olevan homologinen
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ihmisgenomin miRNA:n miR-155 kanssa. Kohdegeeni BIATn tiedetdan vaikuttavan
mm. hemioksigenaasi-1 -geenin (HMOX1) s&atelyynkg puolestaan tiedetddn ainakin
yllapitdvan solujen elinkykyd ja edesauttavan migakautumista (Skalsky ym., 2007;
Gottwein ym., 2007).

2 TyOn tavoite ja lahestymistavat

Taman tyon tavoitteena oli 10ytaa isantasolun gestankohdegeenejd, joiden ilmentymis-
ta KSHV:n miRNA:t hiljentavat. KSHV:n luontaisia kdesoluja ovat seka endoteeli- etta
B-solut. Solumallina tassa tutkimuksessa kaytestiabiilisti KSHV:n miRNA:ita ilmenta-
vid EA.hy926-endoteelisolulinjoja (Edgell ym., 198@iden kontrollina kaytettiin vastaa-
via GFP:ta ilmentéavia soluja. Nama solulinjat oatéttu lentivirustransduktion ja sité seu-
raavan selektion avulla. Koska EA.hy926-endotekljea tiedetddn olevan vaikeasti trans-
fektoitavia ja lentiviruksia kaytettdessa ei ylenmene voimakasta yliekspressiota, valit-
tiin sekad stabiilien solulinjojen tuottamiseen et@BRNA:iden akuuttiin ilmentamiseen
EA.hy926-soluissa lentivirusvektorit. Stabiilit, RWA:ita ilmentavat EA.hy926-solulinjat
on tuotettu yhdistamalla selektiosta selvinneit@mopulaatioita (eivat siis ole klooneja).
Taman vuoksi lentiviruksen integroitumispaikka $etu genomissa on todennédkdisesti

erilainen eika sen tulisi vaikuttaa geenien ilmemgeen merkittavasti.

Kaytetyssa lentivirusvektorissa ei ole helposti ditavaa markkerigeenia (esim. fluore-
soiva proteiini). Taman vuoksi transduktion tehakita voidaan tutkia vain kontrollina
toimivan GFP:n tapauksessa mm. fluoresenssimikpiakaavulla. Tassa tyossa kaytetyis-
ta, miRNA:ita stabiilisti ilmentavista EA.hy926-siihjoista on kuitenkin erikseen méaari-
tetty miRNA:iden ilmentymistasot, ja niiden on tteolevan verrannollisia KSHV:n in-

fektoimien PEL-solujen ilmentymistasoihin.

Tutkimuksen lahtokohtana oli kolmen tutkimusryhmgdneistyéna tehty, koko genomin
laajuinen mikrosiruanalyysi KSHV:n miRNA-kluster@i{fK10/12 tai K12/12) ilmentavista
EA.hy926-endoteelisoluista. Solujen mRNA-tasot gsaitiin, ja bioinformatiivisen ana-
lyysin perusteella valikoitiin lista geeneistd,llpioli seedmatchohonkin KSHV:n miR-
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NA:ista. Nama geenit kuuluivat solun eri aineendaitta- ja signaalireitteihin ja kriteerina
oli se, ettéa niiden mMRNA-tasot olivat pienemmat MARita ilmentavissa soluissa verrat-
tuna kontrollisoluihin. Tasta joukosta valikoititntkimukseen tietyt solusykligeenit sisal-
tamienséeedmatctalueiden perusteella, koska ne vaikuttivat hywis@didaateilta miR-

NA:iden kohdegeeneiksi. Naiden mahdollisten kohdegm varmistamiseksi tutkittiin
kyseisten geenien koodaamien proteiinien ilmenti@msoluissa ja tehtiin toiminnallisia

kokeita.

Stabiilisti KSHV:n miRNA:ita ilmentavistad EA.hy92€elulinjoista tutkimukseen valittiin
niita yksittaisia miRNA:ita ilmentavat linjat, joeh miRNA:illa oli todettu olevan eniten

seedmatchejaalikoituihin, mahdollisiin kohdegeeneihin.

Mikrosiruanalyysista saadun geenilistan lisaksi M#Rden vaikutusta testattin myos

joihinkin muihin solusyklissa olennaisiin geeneihifaiden geenien koodaamien proteiini-
en tasot tutkittiin siksi, koska ne ovat tarkeitkkittujen kohdegeenien alavirran saatelijoi-
ta. Toisaalta tiedetaan, egéedmatclei ole valttamaton edellytys miRNA:n vaikutukselle.
Yhteistyotahojen tekemien kokeiden perusteellaaaiilsmyds muita lupaavia kandidaatti-

geeneja, jotka pyritdédn validoimaan.

3 Materiaalit ja menetelmét

3.1 Solut ja soluviljely

Solumallina kokeissa kaytettiin EA.hy926-endotesliga. EA.hy926 on fuusiosolulinja,
joka on yhdistelm& A549 stabiilista keuhkokarsina@swiulinjasta seka primé&éarisesta na-
panuoran endoteelisolulinjasta (HUVEC). Sekd miRMNAkontrollisolulinjassa GFP:n)
ettd blastisidiini-resistenssigeenin sisaltavamldson liitetty solujen genomiin lentivirus-

transduktion avulla.
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EA.hy926-endoteelisolut ja 293FT-solut, jotka olattivirustuotossa kéaytettavia, alkupe-
raltdan ithmisen alkion munuaisesta eristettyja jao(sisaltavat SV40-viruksen ison T-
antigeenin), kasvatettiin D-MEM -mediassa (Dulbescuodified eagle’s medium), johon
oli lisatty 10 % seerumi (FCS-500, PromoCell), gtuatini ja penisilliini-streptomysiini.
Solut kasvatettiin +37°C:ssa 5 %:n £@toisuudessa. Stabiilisti miRNA:ita ja GFP:ta
iimentavien solujen kasvatusmediaan lisattiin 3npigblastisidiinia. Soluille vaihdettiin

tuore media keskimaarin joka toinen paiva ja s@lettiin 1:10 kaksi kertaa viikossa.

Solujen synkronoimiseen kaytettiin nokodatsolia (¥@ml), joka pysayttdd solusyklin
mitoosin profaasiin estamalla mikrotubulusten payisaatiota. Soluja kasiteltiin nokodat-
solilla 20 h, jonka jalkeen solusykli kaynnistettivaihtamalla soluille tuore media. Inku-
bointia jatkettiin 24 h.

Nutliini-3a -yhdisteen (Cayman chemical companyipipuus kasvatusmediassa oli 7 M.

Yhdisteen annettiin vaikuttaa 24 h.

3.2 Lentivirusten tuottaminen ja akuutti transduktidusioin

3.2.1 miRNA-plasmidien monistaminen

pLenti6V5-plasmidit, jotka sisalsivat yksittdisetiRiNA:t tai KSHV:n kaikki miRNA:t
(K10/12, K12/12) saatiin yhteistydkumppanilta (Ggdvialterer, Minchenin yliopisto).
Plasmidit transformoitiin kompetentteihin E. colscluihin l[amp&shokki-menetelmalla.
Koska plasmidit sisélsivat ampisilliini-resisterggsenin, kaytettiin ampisilliinia (pitoisuu-
dessa 100 pg/ml) oikeiden bakteerikloonien selelssen. Bakteerit kasvatettiin suurem-
paan tilavuuteen LB-mediassa, ja plasmidieristyksktiin Macherey-Nagel NucleoBond
Xtra Maxi —plasmidin eristyskitilla kayttden low gp number —protokollaa, joka on tarkoi-
tettu erityisesti suurikokoisten plasmidien erisiggen. Plasmidit liuotettiin steriiliin ve-

teen ja niiden DNA-pitoisuudet maaritettiin Nanop+aitteella.
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3.2.2 Lentivirustuotto 293 FT -soluissa

Lentivirukset tuotettiin 293 FT —soluissa (kts. .1 Soluviljely). Virustuotossa kaytet-
tiin lentivirusvektorin (MiRNA:n sisaltava plasmjdisaksi pLP1-, pLP2- ja pLP/VSVG-
pakkausplasmideja. Haluttua tuottoplasmidia kaiyne® pg/reaktio ja pakkausplasmideja
2,83 ug (pLP1), 1,33 pg (pLP2) ja 1,84 pg (pLP/VSVWBieen reaktioon. Plasmidit trans-
fektoitiin soluihin lipofektamiini-transfektioreagssilla (Invitrogen Lipofectamine2000
Reagent) Optimem-mediassa (Gibco). Yhté virustaotrten 6 x 10293 FT solua sekoi-
tettiin 10 cm:n maljalla yhdessa median (D-MEM)pjasmidit siséltavan transfektioseok-
sen kanssa. Soluja kasvatettiin +37°C:ssa 5 %:pd@@suudessa 72 h, jonka jalkeen
viruksen sisaltava supernatantti kerattiin ja stettien 0,45 pm:n filtterin lapi. Virussu-

pernatantit jaettiin 2 ml:n eriin (sailytys -80°€a3.

3.2.3 Akuutit transduktiot EA.hy926-soluihin

miRNA:iden akuutteja eli valittomid vaikutuksia s@sa voidaan tutkia transdusoimalla
solut miRNA:n siséltavilla lentiviruksilla, jotkaykenevat infektoimaan myos soluja, jotka
eivat jakaudu. Tallaisessa koejarjestelyssa sodujaelekoida antibiootilla, eik&d niille

myoskaan anneta mahdollisuutta sopeutua miRNAj@imiden ilmentymisen aikaansaa-
miin muutoksiin solussa. Talléin saadaan selvilleRNA:n valitdn vaikutus solussa.

Transduktiota varten EA.hy926-endoteelisoluja kesttien 6-kuoppalevylla 150 000 —

180 000 solua/kuoppa. Virussupernatantteihin (tilessr2 ml) sekoitettiin 16 pug polybree-
nid, joka tehostaa virusten kykya infektoida saldjaman jalkeen virukset pipetoitiin solu-
jen péaalle. Soluja inkuboitiin 10 min. +37°C:ssankfa jalkeen soluja sentrifugoitiin 30
min. 2500 rpm huoneenlampotilassa (Heraeus muéif@§-R). Sentrifugoinnin jalkeen
soluja inkuboitiin 1 h +37°C:ssa, jonka jalkeen medhihdettiin (D-MEM). Seuraavana
paivana solut siirrettiin 6-kuoppalevyltd 10 cm:@ljoille ja annettiin kasvaa viela 48 h,
jonka jalkeen niista kerattiin proteiinilysaatitrahsduktion tehokkuuden arvioimiseksi
lisattin EA.hy926-eGFP-kontrollisolumaljoille paitaseja, joista maaritettin eGFP-

positiivisten solujen osuus.
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3.3 Proteiinimaaritykset

3.3.1 Proteiinilysaattien valmistus ja proteiinipitoisuuksien maaritys

Proteiinilysaatteja varten solut kerattiin maljaikoluraaputtimella PBS-puskuriin ja sent-
rifugoitiin 5 min. 1300 rpm (Eppendorf 5804R sefutnigi). Solupelletit hajotettiin 100 -
300 pl:aan ELB-puskuria (valmistusohje alla), johaln lisétty proteinaasi-inhibiittorit
(PMSF, DTT, leupeptiini, aprotiniini, pepstatiima patriumvanadaatti). Lysaatit sekoitet-
tiin ja niita pidettiin jailla 10 - 15 min., jonkgilkeen ne homogenisoitiin vetamalla 5 ker-
taa 25G neulan lapi (DNA:n hajotus) ja sentrifugoitiopuksi 15 min. 13 000 rpm
+4°C:ssa (Heraeus Fresco 17 sentrifuugi). Sentifugn jalkeen otettiin talteen proteiinit

siséltavat supernatantit, jotka sailytettiin -8&%ax.

ELB-puskuri:

150 mM NaCl, 50 mM HEPES pH 7.4, 5 mM EDTA, 0,1%40P

Lysaattien proteiinipitoisuudet maaritettiin Bradfin menetelmalla (Bio-Rad) mittaamal-
la naytteiden (1 pl naytettéd/reaktio) absorban8si Bim:ssa spektrofotometrisesti (Eppen-

dorf biophotometer).

3.3.2 Immunoblottaus

10 - 30 pg proteiinia sisaltavat naytteet, joihiinisatty LAEMLI-naytepuskuri, denaturoi-

tiin 5 min. +100°C:sessa lampo6hauteessa ja ajdififlo:ssa SDS-PAGE geelissa. Proteii-
nit siirrettiin nitroselluloosakalvolle (Whatman t8eicher&Schuell Protran Nitrocellulose

Transfer Membrane) kayttden ns. puolikuivaa (senyli blottausmenetelmaa. Blottauksen
jalkeen kalvoa pidettiin 20 min. 5 % rasvaton maihe PBS-(0,05 %)Tween20 (PBST)-
liuoksessa. Vasta-aineleimauksissa (kaytetyt pniviasta-aineet on esitetty taulukossa 1)
kalvoa pidettiin 5 % maitoon tehdyssé vasta-ainetginoksessa keinuttajassa joko yon yli
+4 °C:ssa tai 1 - 2 h huoneen lampdtilassa. Tagéegn kalvo pestiin kolme kertaa (10

min/kerta) PBST:Ila. Sekund&éarivasta-aineena kéiytgpko HRP-konjugoitua anti-hiiri
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tai anti-kani vasta-ainetta laimennettuna 1:20A05000 5 % maitoon. Sekundaarivasta-
aineessa kalvoa pidettiin yksi tunti, jonka jalkekalvo pestiin vield kolme kertaa
PBST:II&.

Taulukko 1. Tydssa kaytetyt vasta-aineet ja niidaimistajat

vasta-aine valmistaja valmistajan koodi | kaytetty lamennos
anti-Kip1/p27 BD Transduction 610242 1:1000
Laboratories
anti-CDC6 Upstate cell signa-DCS-180 1:1000
ling solutions
anti-MDM2 (IF2, | vasta-aine eré saatu I[F2: 1:1000, 2A10
2A10, SMP14) lahjoituksena 1:2500, SMP14: 1:1000
(Kurki ym., 2004)
anti-p53 DO-1 vasta-aine era saatu 1:2500
lahoituksena
anti-p21 Santa Cruz Bio; sc-397 1:1000
technology
anti-cyclin A Santa Cruz Bio; sc-596 1:1000
technology
anti<y-tubulin Sigma GTU-88 1:1500

Kemiluminesenssi-signaalin detektoimiseen kayte&CL-reagenssia (Pierce SuperSignal
West Femto Maximum Sensitivity Substrate) laimeturet PBS:4an ja signaali valotettiin
filmille (Fuji medical X-ray film). Kemiluminesenssignaalin kvantitoimiseen kaytettiin

valopoytaa, jossa on kemiluminesenssisuodatinyarElhem-tietokoneohjelmaa.

3.4 Solujen kasvunopeuden mittaus

MTT-kokeella mitataan solujen aineenvaihduntaansiegta metabolisesti aktiiviset solut
muuttavat variltaan keltaisen tetrazolium-suolanT Y violeteiksi formazan-kristalleiksi.
Kokeessa solujen aineenvaihdunta mittaa solujé@ditymisnopeutta. MTT-koetta varten
solut kasvatettiin 96-kuoppalevylla (1500 - 2500uatkuoppa). Jokaisesta tutkittavasta
solulinjasta tehtiin kolme rinnakkaismaaritysta.agenssilisaykset ja absorbanssimittauk-
set suoritettiin valmistajan ohjeen mukaan (Rocké# @roliferation Kit I) 24 — 96 h:n ai-
kapisteissa kayttaen 96-kuoppalevyn lukulaitettaefino Labsystems Multiskan Ascent).

Tuloksista piirrettiin Excel-kuvaajat.
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3.5 AntagomiR-koe

AntagomiR-kokeessa tavoitteena on kumota miRNA:it@minta 2'O-metyyli-oligoilla,
jotka ovat komplementaarisia miRNA:iden kanssaifjausuvat niihin estaen niiden toi-
minnan. Oligot saatiin yhteistyokumppanilta (SelesPfeffer, Strasbourgin yliopisto).

Transfektiota varten solut kasvatettiin 10 cm:njedia 70 % konfluenssiin, jonka jalkeen
solut transfektoitiin oligoilla, joiden lopullinepitoisuus solujen kasvatusmediassa oli 20
nM (laimennettu oligojen alkuperaisesta pitoisuti@efka oli 100 pM). Transfektiossa
kaytettiin Dharmaconin DharmaFECT 1 —transfektigezessia, joka on optimoitu pienten
RNA-oligoiden transfektoimiseen. Solut transfekioikayttden seerumitonta mediaa (D-
MEM). Reagenssien suhde ja transfektio toteutettiimistajan ohjeen mukaisesti. Trans-
fektioreagenssin soluille aiheuttaman toksisuudeoksi media vaihdettiin seuraavana
paivana kokonaan uuteen (normaali D-MEM media) n$taktion jalkeen soluja inkuboi-

tiin +37°C:ssa 72 h, jonka jalkeen niista tehpifoteiinilysaatit.

3.6 Fluoresenssimikroskopia

Kokeissa kontrollina kaytettdavan EA.hy926-eGFP-kojan GFP-ekspression (vihrea
fluoresenssi) tarkasteluun kaytettiin fluoresenggioskooppia (Zeiss Axioplan 2 epifluo-
resenssi mikroskooppi). Solut kasvatettiin peisiilla ja ne kasiteltiin 4 % paraformalde-
hydilla (solujen kiinnitys) 15 minuutin ajan, jonkékeen solut pestiin PBS:Il&. Solut per-
meabilisoitiin 0,1 % Triton-X100:lla, jonka anndttivaikuttaa 5 minuutin ajan. Taman
jalkeen solut pestiin PBS:Il4 ja niille tehtiin tan@rjays (Hoechst 33342), jonka vaikutus-
aika oli 5 minuuttia. Erityisesti akuuteissa tramstibissa transduktion tehokkuus oli tar-
kedd pystya arvioimaan fluoresenssin voimakkuudemgbteella. Peitinlasilta laskettiin
solujen tumavarjayksen perusteella solujen kokoma#sa, jota verrattiin fluoresoivien

solujen maaraan (transduktiotehokkuus).
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4 Tulokset

4.1 Solusykligeenit KSHV:n miRNA:iden kohteena

Taulukossa 2 on listattu bioinformatiivisen analgyperusteella valikoidut solusykligee-
nit, joista tutkittavat geenit valittiin. Eroja geinitasoissa tutkittiin ensin sellaisten solu-
sykliproteiinien osalta, joiden mRNA:issa gkkedmatchuseiden yksittdisten miRNA:iden
sekvenssiin. Stabiilisti miRNA:ita ilmentavista HEA926-endoteelisolulinjoista valittiin
tutkimuksiin yksittaisia miRNA:ita K2, K3, K4, K9aj K11 seka klustereita K10/12 ja
K12/12 ilmentavéat solulinjat. Kontrollina kokeiskaytettiin vastaavaa GFP:ta ilmentavaa

solulinjaa.

Taulukko?2. Lista tutkittuja solusykliproteiineja &@daavista geeneista.

Geenin kuvaus Lyhenne Seedmatch

cyclin-dependent kinase | CDKN2C KSHV-miR-K2/K10b

inhibitor 2C (p18)

ring-box 1 RBX1 KSHV-miR-K4-3p

CDCY7 cell division cycle 7| CDC7 KSHV-miR-K2/K4-5p/K6-

(S. cerevisiae) 5p/K10a

CDC6 cell division cycle 6 CDC6 KSHV-miR-

homolog (S. cerevisiae) K2/K3/K9*/K11

cyclin A2 CCNA2 KSHV-miR-
K3/K4/K6/K10b/K11/K12

SMAD, mothers against | SMAD3 KSHV-miR-

DPP homolog 3 (Droso- K3/K4/K6/K10b/K11/K12

phila)

cyclin-dependent kinase 2  CDK2 KSHV-miR-K4-3p

SMAD, mothers against | SMAD4 KSHV-miR-K2/K4-

DPP homolog 4 (Droso- 3p/K10a

phila)

cyclin B1 CCNB1 KSHV-miR-K3/K4

MDM2, transformed 3T3 | MDM2 KSHV-miR-K2/K9

cell double minute 2

CDC2 cell division cycle 2 CDC2 KSHV-miR-K3/K4

cyclin D1 CCND1 KSHV-miR-K2/K3/K4-
3p/K6-3p/K9*/K10a/K11
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4.1.1 Asynkronoidut miRNA-solulinjat

Aluksi proteiinitasojen eroja tutkittiin asynkromiiissa solulinjoissa, joissa solut kasvavat
eri solusyklin vaiheissa. Asynkronoiduista, stagiilmiRNA:ita ilmentavista soluista teh-
tiin kokosolulysaatit, jotka analysoitin SDS-PAGE:ja immunoblottauksella kayttaen

solusykliproteiineille spesifisia vasta-aineitauftekko 1).

CDCe6:n ja sykliini A:n proteiinitasoissa ei asynkoaduista solulinjoista tehdyissa maari-
tyksissa nahty eroja miRNA- ja kontrollisolulinjojesalilla (kuvat 4a, b). MDM2:n koh-
dalla vaikutti siltd, etta ainakin yksi miRNA (miR3) laskee proteiinitasoja, kun taas use-
ammassa solulinjassa (miR-K4, -K9 ja -K11) proti&isot olivat selvasti korkeammalla
(kuva 4c). Erot olivat selvimpia kontrollin nahde27°*:n proteiinitasoissa: useat miR-
NA:t (K2, K3, K9 ja K11) nayttivat laskevan proteiiasoja huomattavasti (kuva 4d).

Asynkronoiduista solulinjoista maaritettiin myésdenkin muiden taulukossa 1 esitettyjen

solusykliproteiinien tasoja (tuloksista ei kuvia).
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Kuva 4. miRNA-kohdeproteiinien ilmentyminen miRN#&istabiilisti iimentévissa asynkronoiduissa seluis
sa kontrollin nadhden. CDCB6:n, sykliini A:n, MDM2ja p27*":n proteiinitasot miRNA:ita ilmentavissa
EA.hy926-endoteelisolulinjoissa maaritettiin immbfaitauksella kayttden kuvaan merkittyja vasta-igene
Tubuliini toimii tasaisen proteiinimaaran kontrabi kussakin naytteessa.
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4.1.2 Synkronoidut miRNA-solulinjat

Koska tutkimuksen kohteena olevat proteiinit oligatusykliproteiineja, voi miRNA:iden
vaikutus peittya proteiinitasojen luontaisen, sgklis vaiheesta riippuvan vaihtelun alle.
Esimerkiksi sykliinien proteiinitason tiedetaan haievan voimakkaasti solusyklin eri
vaiheissa. Talloin solujen synkronointi eli saatita@n samaan solusyklin vaiheeseen on

edellytys miRNA:iden vaikutuksen luotettavalle hiaweimiselle.

miRNA:ita ilmentavat solulinjat synkronoitiin nokatsoli-kemikaalin avulla, joka pysayt-
taa solusyklin mitoosin esivaiheeseen estamalidtidrangan mikrotubulusten polymeri-
saation. Nokodatsoli-kasittelyn jalkeen solujen rmedihdettiin ja niiden annettiin kasvaa
viela vuorokauden ajan. Taman jalkeen naytteetyandilin vastaavalla tavalla kuin asyn-

kronoiduista solulinjoista saadut naytteet.

Yleisesti voidaan sanoa, ettéa synkronoiduilla sojailla saadut tulokset olivat selkedmpia
ja johdonmukaisempia kuin asynkronoiduilla solwifia saadut tulokset. Synkronoiduissa
solulinjoissa CDCG6:n proteiinitasot olivat miIRNAIK9 ja K11 ilmentavissa solulinjoissa
korkeampia verrattuna kontrolliin (kuva 5a). SykiiA:n proteiinitasot olivat korkeammat
kaikissa miRNA-solulinjoissa kontrolliin ndhden gku5b). MDM2:n proteiinitasot olivat
niin ikdan korkeammat useissa miRNA-solulinjoissaitta miR-K2 -solulinjassa havait-
tiin matalampi MDM2-proteiinitaso (kuva 5c). Vaihie p27<**-proteiinin kohdalla olivat
hyvin pienia, mutta miR-K2:n ja mahdollisesti my&R-K3:n kohdalla n&htiin matalam-
pia proteiinitasoja kontrolliin verrattuna (kuva)5dKoska CDC6:n ja sykliini A:n tasot
miRNA-solulinjoissa nousivat, jatettin ndma pratéi jatkotutkimuksista pois, silla mi-

RNA:iden vaikutuksen seurauksena proteiinitasapisitnimenomaan laskea.

Synkronoiduista solulinjoista méaaritettiin mydsdenkin muiden taulukossa 1 esitettyjen
solusykliproteiinien tasoja, mutta tuloksissa evditiu toistettavia eroja (tuloksista ei ku-

via).
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Kuva 5. miRNA-kohdeproteiinien ilmentyminen miRN#istabiilisti ilmentavissé synkronoiduissa solulin
joissa kontrolliin nahden. CDC6:n, sykliini A:n, MI2:n ja p2#**:n proteiinitasot miRNA:ita ilmentéavissa
EA.hy926-endoteelisolulinjoissa maaritettiin immbfaitauksella kayttden kuvaan merkittyja vasta-igne
Tubuliini kontrolloi tasaista proteiinimaaraéa kukisanaytteessa.

4.2 miRNA:t eivat vaikuta endoteelisolujen kasvunopeuatenerkittavasti

Stabiilisti miRNA:ita ilmentévien solulinjojen kasmopeutta tutkittin MTT-kokeen avul-
la. Optimaalisen solumaaran loytamiseksi koettsatgim ensin usealla eri soluméaaralla
(1500/2000/2500 solua/kuoppa), joista valittiin isop varsinaiseen kokeeseen. MTT-koe
tehtiin ensin asynkronoiduille solulinjoille, jarsgalkeen synkronoiduille solulinjoille si-
ten, ettd solut jaettiin 96-kuoppalevylle valitttstianokodatsolin vaikutusajan jalkeen.
Asynkronoiduille solulinjoille koe tehtiin lisaksseka selektion (3 pg/ml blastisidiini)

kanssa etta ilman selektiota.

Asynkronoiduilla solulinjoilla saaduissa tuloksisBavaittiin paljon vaihtelua (kuva 6a).

Solujen kasvunopeus ei ollut lineaarinen, kutenatt@essa jakautuvien endoteelisolujen
aineenvaihduntaa olisi odotettavissa. Lisaksi ia@steiden valilla esiintyi huomattavaa
vaihtelua. Myo6s antibioottiselektion kayttaminenk&en aikana lisasi tulosten vaihtele-
vuutta. Tulosten trendina kuitenkin oli, etta viisessa (96 h) aikapisteessa miRNA-
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solulinjojen aineenvaihdunta oli vilkkaampaa kuifGF-kontrollisolulinjan. Synk-
ronoiduilla solulinjoilla saadut tulokset olivatlkedmpia ja satunnainen vaihtelu oli va-
haista (kuva 6b). Solujen kasvunopeus oli lineaarinja miRNA-solulinjojen K4 ja
K10/12 kasvunopeus oli hieman vilkkaampaa kuin e®&iftrollisolulinjalla. miRNA-
solulinjan K2 kasvunopeus puolestaan oli samaakia@lkuin kontrollisoluilla.

A

Asynkronoidut; 2500 solua/kuoppa
0,3
0,25
0.2 —o—eGFP
£ —=— miRK2
g 0,15 MiRK4
pre —5¢— miRK10/12
0,1 —¥— miRK12/12
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24 h 48 h 72h 96 h
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B
Synkronoidut; 2500 solua/kuoppa
0,3
0,25
02 —+—eGFP
E —8—miR-K2
% 0,15 miR-K4
< —%—miR-K10/12
0,1
0,05
0
24h 48h 72h 96h
aika

Kuva 6. MTT-koe miRNA:ita ilmentaville EA.hy926-adinjoille. A. asynkronoitujen solujen (2500 so-
lua/kuoppa) ja B. synkronoitujen solujen (2500 adtuoppa) kasvunopeus.
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4.3 miRNA:iden akuutti iimentaminen kohdegeenien valhissa

Stabiilisti miRNA:ita ilmentavét solulinjat saat@vajan myodta sopeutua miRNA:iden
vaikutukseen. Taman vuoksi ne voivat muuttaa ja f@msoida geeniensa ilmentymista
miRNA:iden vaikutuksen mukaan. Transdusoimalla mdNsoluihin akuutisti voidaan
tama tilanne valttaa ja samalla nahdaan, mika dRNAiiden valiton vaikutus solusykli-

proteiinien tasoihin endoteelisoluissa.

Kokeessa transdusoitiin EA.hy926-endoteelisolumdiv@uksilla, jotka sisalsivat joko yk-
sittdisen MiRNA:n (miR-K2, -K3, -K4, -K9, -K10 jakd1), miRNA-klusterin K10/12 tai
K12/12 tai kontrollina eGFP:n. Tassa vaiheessairtutksessa keskityttiin proteiineihin,
joiden tasoissa oli havaittu miRNA:ista johtuviajer joko omissa tai yhteistyOkumppa-
neiden tekemissé kokeissa. Virukset valittiin kajeknien sisaltamieseedmatchiempe-
rusteella. Tutkittavista geeneista MDM2:lla @@edmatchmiRNA:ihin K2 ja K9 ja
p279L:(1a miRNA:ihin K10a ja K11.

MiRNA-lentiviruksilla transdusoitujen solujen probgtasoissa nakyi selvia eroja verratta-
essa niitd kontrolleina kaytettaviin EA.hy926-pLi@#P- seka transdusoimattomiin
EA.hy926-soluihin. Tama ilmeni siten, etta solujgséhin oli transdusoitu jokin miRNA,
oli vahemman kyseistad proteiinia kuin kontrolleiss4DM2-proteiinitasot olivat mata-
lammat transdusoitaessa Kkaikilla testatuilla miRMAtviruksilla verrattuna GFP-
kontrolliin (kuvat 7a, b). p2%*-proteiinitasot olivat matalammat transdusoitaessg-
K2- ja miR-K4 —lentiviruksilla (kuva 8a), mutta ntlai viruksilla ei ollut vastaavaa vaiku-
tusta (kuva 8b).
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Kuva 7. Akuuttien miRNA-lentivirustransduktioideraikutus MDM2-proteiinitasoihin. Kontrollina on kay-
tetty sekd EA.hy926-soluja, joihin ei ole transdusmitaén (kuva 6b) ettd EA.hy926-soluja, joihim tvans-
dusoitu eGFP (kuvat 6a ja 6b). Proteiinitasot ntétiiin immunoblottauksella. Tubuliini toimii tassn
proteiinimaaran kontrollina kussakin naytteessa.
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Kuva 8. Akuuttien miRNA-lentivirustransduktioideraikutus p2#*-proteiinitasoihin. Kontrollina on kay-
tetty sekd EA.hy926-soluja, joihin ei ole transduismitaan (kuva 7b) ettd EA.hy926-soluja, joihim tbans-
dusoitu eGFP (kuvat 7a ja 7b). Proteiinitasot ntétiin immunoblottauksella. Tubuliini toimii tasan
proteiinimaaran kontrollina kussakin naytteessa.

4.4 AntagomiR-koe vahvistaa MDM2:n miR-K2:n kohdegeesnik

Koska useat yksittaiset miRNA:t nayttivat laskewaBM2- ja p27°P*-proteiinien maaraa
endoteelisoluissa, tehtiin saatujen tulosten vaemigseksi 2'O-metyyli(antagomiR)-oligo
-koe miRNA-spesifiteetin varmistamiseksi. Antagortlyot sitoutuvat spesifisesti sille
komplementaariseen miRNA:han ja estavat sen toiamrsoluissa. Talléin kyseisen prote-

linin taso palautuu solussa ennalleen, mikali kgs@en miRNA:n suora kohdegeeni.

miRNA:ita K2 ja K4 ilmentavat EA.hy926-endoteeligthjat valittin kokeeseen kohde-
proteiinitasoissa nékyneiden erojen perusteellddksi miRNA:lla K2 onseedmatch
MDM2-geenin 3'UTR-alueella, mik& vahvisti kasitys$ita, ettd kyseessa voisi todella
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olla miR-K2:n kohdegeeni. EA.hy926-miR-K2 soluihtransfektoitiin antagomiR-K2-
oligoja. Koska miR-K4 miRNA:ita muodostuu soluissahta eri muotoa (K4-3p ja K4-
5p), transfektoitiin EA.hy926-miR-K4 soluihin molenille kypsille miRNA:ille omat spe-
sifiset oligot. Kontrolleina kokeissa kaytettiinkseKSHV:n miRNA:ille epaspesifistéa Ep-
stein-Barrin viruksen BHRF1-3 miRNA:ta etta pelkkéinsfektioreagenssia.

Immunoblottaus-analyysit osoittivat, ettd MDM2-pititaso oli miR-K2-soluissa mata-
lampi ja antagomiR-K2 oligo nosti proteiinitasortiselleen (kuva 9a). p£?*:n kohdalla
ero eGFP-kontrollin ja miR-K2-solujen vélilla oli¥in pieni, mutta tastd huolimatta anta-
gomiR-oligo nosti proteiinitason jopa normaalia keammaksi. Toisaalta proteiinitasoa
nosti myos solujen transfektoiminen epaspesifisgigolla (kuva 10a). Naiden proteiinien
osalta miR-K4-soluissa vastaavaa ilmiotd ei nakysita proteiinitasot olivat miR-K4-
soluissa korkeammat kuin eGFP-kontrollissa (kuvage® 10b). MDM2:n kohdalla anta-
gomiR-oligot laskivat proteiinitasoja huomattavalstin taas pZ#*:n kohdalla antago-
miR-oligot nostivat tasoja entisestaén. TuloksétablmiR-K4-soluissa siis hyvin ristirii-
taisia, mika viittaa siihen, etta MDM2 ja g% eivat todennakoisesti ole miR-K4:n koh-

degeeneja.

Nama tulokset osoittavat kuitenkin selvasti, ettBMWR olisi miRNA:n K2 kohdegeeni,
silla kyseiselle miRNA:lle spesifinen antagomiRgali nosti proteiinitason normaaliksi

eika epaspesifisilla oligoilla ollut vastaavaa vaiksta.
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Kuva 9. AntagomiR-oligojen vaikutus MDM2:n proteatasoihin miRNA:ita K2 ja K4 stabiilisti iimentaws
sé EA.hy926-endoteelisoluissa. Soluihin on trartsfek K2:lle/K4:lle spesifinen antagomiR-oligo, eymési-
finen oligo tai pelkka transfektioreagenssi. Kolitna on kaytetty EA.hy926-eGFP-solulinjaa. Pratgasot
maaritettiin immunoblottauksella. Tubuliini toimasaisen proteiinimaéran kontrollina kussakin regsa.
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Kuva 10. AntagomiR-oligojen vaikutus p:n proteiinitasoihin miRNA:ta K2 ja K4 stabiilisfimentavis-
sé EA.hy926-endoteelisoluissa. Soluihin on trartsitlk K2:lle/K4:lle spesifinen antagomiR-oligo, eypéesi-
finen oligo tai pelkka transfektioreagenssi. Kotiina on kaytetty EA.hy926-eGFP-solulinjaa. Praigasot
maaritettiin immunoblottauksella. Tubuliini toimasaisen proteiinimaaran kontrollina kussakin reggsa.

4.5 p53:n reaktivaatio MDM2:ta saatelevissa miRNA-sedai

Aikaisemmissa kokeissa havaittiin vaihtelua MDM2+{giinitasoissa useissa MiRNA-
solulinjoissa. Taméan vuoksi tutkittiin my6s p53ktivisuutta useissa miRNA:ita ilmenta-
vissa solulinjoissa, silla MDM2 liittyy tiiviisti p3-proteiiniin ja sen saatelyyn. Nutliini-3a
on pienmolekyyliyhdiste, joka estdd p53/MDM2 protieproteiini —kompleksin muodos-
tumisen sitoutumalla MDM2:een (Vassilev ym., 200@sta seuraa p53:n maaran ja aktii-
visuuden nouseminen ja tata kautta myos apoptdiggaé@ntyminen soluissa, koska MDM2

ei enda ohjaa p53:a proteasomaaliseen hajotukseen.
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Kokeessa tutkittiin nutliini-3a:n vaikutusta p5%ekéa sen kohdegeenien MDM2:n ja p21:n
proteiinitasoihin eri miRNA-solulinjoissa. p21 onlgsyklin estajaproteiini ja p53:n koh-
degeeni (ks. yleiskatsaus Gartel & RadhakrishndiQ5R Kokeessa kaytettin GFP-
kontrollin lisaksi stabiileja EA.hy926-miR-K2- jaK9-solulinjoja, joilla on seedmatch
MDM2-geeniin, seka negatiivisena kontrollina saljda EA.hy926-miR-K3, jossaeed-
matchiaMDM2:een ei ole.

Kokeesta saadut tulokset p53-, MDM2- ja p21-praten tasojen muutoksista nutliini-3a-
kasittelyn vaikutuksesta eivat olleet toistettasaatka ne juuri tukeneet aiempia tuloksia.
Taman perusteella paateltiin, ettd kyseinen kogkiamatta sovellu toiminnalliseksi ko-

keeksi vahvistamaan aiempia tuloksia.

5 Tulosten tarkastelu

5.1 Solulinjojen synkronointi tutkittaessa solusyklifginien ilmentymista
endoteelisoluissa

5.1.1 Synkronoinnin vaikutus solusykliproteiinien tasoihin

Solusykliproteiinien maaréat vaihtelevat hyvinkinimakkaasti solusyklin vaiheesta riippu-
en. Ta&man vuoksi on tarkead, etta solut ovat sarsmsgsyklin vaiheessa tutkittaessa eroja
tallaisten proteiinien ilmentymisessa eri soluljgjovalilla. Tama on tarkeda myos saman
solulinjan solujen valilla, jotta néhtaisiin prateen todelliset tasot eivatka solusyklin eri
vaiheessa olevat solut vaikuttaisi tuloksiin. Ttidessa asynkronoituja solulinjoja ongel-
mana oli se, ettd saman solulinjan sisalla kuklo sa sattumanvaraisessa solusyklin vai-
heessa. Tasta johtuen miRNA:n mahdollista vaikatestvalttamatta nahda proteiinin kor-
keankaan ilmentymisvaiheen aikana, silla syklinvarheessa olevat solut pienentavat tata
vaikutusta. Talléin on mahdotonta sanoa, ovatktitetut miRNA:iden vaikutuksen tulos-
ta, vai onko kyseessa ainoastaan solusyklista yahtaihtelu. On todennadkdista, etta ta-

man vuoksi asynkronoiduilla solulinjoilla ei pydtysaamaan toistettavia tuloksia.
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Synkronoiduissa solulinjoissa nahtiin pienia enmjanien analysoitujen proteiinien tasois-
sa verrattuna kontrolliin. Koska néita eroja eituadioistuvasti havaita, paateltiin niiden
johtuvan paaasiallisesti normaalista variaatiostatastokertojen valilla, eika niinkaan
miRNA:iden vaikutuksesta proteiinitasoihin. Joidenlproteiinien kohdalla kyse saattoi
olla my6s miRNA:iden vaikutuksesta, mutta tata gstptty luotettavasti todentamaan.
Liséksi osassa tapauksista proteiinien maarat tobuarempia miRNA:ita ilmentavissa
soluissa kontrolliin verrattuna, mika on ristirigk@ miRNA:iden tyypillisen toimintatavan
kanssa. Tama voi johtua siitd, etta solujen kasaassluviljelmassa lilan suuressa tihey-
dessa miRNA:iden on osoitettu vaikuttavan kohdegesé iimentymiseen painvastaisella
tavalla kuin normaalisti. Talloin ne lisdavat kogdeniensa ilmentymista niiden hiljenta-
misen sijaan (Vasudevan ym., 2007). Taman vuokBiNA:ita ilmentavien solujen ei tuli-
si antaa kasvaa liian tiheasti. Synkronoiduissalsgbissa havaitut, kontrolliin nahden
korkeammat proteiinitasot miRNA:ita ilmentavissdudiojoissa voivat myos johtua epa-
suorasti miRNA:iden vaikutuksesta, jos miRNA:ideshteena on esimerkiksi solusyklin
estajaproteiini. Talléin, estajaproteiinin maarénentyessa, voivat solusyklin etenemises-

ta vastaavien proteiinien tasot olla kohonneet.

Synkronoimalla solulinjat pystyttiin ndkem&aan miRien todelliset vaikutukset tutkitta-
viin geeneihin. Toisaalta on my0s todettava, eitéheistaan solulinjojen synkronointi
osoitti, etta todellisia eroja proteiinitasoissasiulinjojen valilla on vain harvoissa tapa-
uksissa. Taman perusteella pystyttiin jattAmaan eisa testatuista geeneista pois joko sen
vuoksi, ettd eroja proteiinitasoissa ei toistuvhsatraittu tai havaitut erot olivat painvastai-
sia kuin oletettiin (ts. kontrollisoluihin verratia proteiinien maarat olivat suurempia
miRNA:ita ilmentévissa solulinjoissa). Liséksi h#tian, ettd solujen toistuva jakaminen
(passage) vaikutti tuloksiin siten, ettd vanhemswtt kasvoivat hitaammin eikd niista

saatu luotettavia tuloksia.

Tutkittaessa synkronoituja solulinjoja kuitenkinvhdtiin, ettd MDM2-proteiinitaso oli
matalampi miRNA:ta K2 iimentavissa soluissa ja 'f27proteiinitasot miRNA:ita K2 ja
K3 ilmentavisséa soluissa. TAma viittaa siihen, kitseiset geenit voivat olla naiden miR-
NA:iden suoria kohteita.
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5.1.2 Synkronoinnin vaikutus solujen kasvunopeuteen

Asynkronoitujen solulinjojen kasvunopeuden mittaaeni MTT-kokeella antoi epaluotet-
tavia tuloksia. Syyna tahan voi olla se, etta ltilatiteessa solujen méaarissa on ollut las-
kemisesta huolimatta sen verran eroja, etta nevddlkasvukayrissa. Synkronoitujen solu-
linjojen kasvukayrat vaikuttivat asynkronoituja watjoja luotettavammilta. Taman perus-
teella voitiin paatella, ettd synkronointi on tagpista solujen kasvunopeutta mitattaessa.
Talloin ylimaarainen vaihtelu saadaan tuloksiste e solulinjojen kasvunopeuksien ver-

taileminen mahdollistuu.

miRNA:iden vaikutusten kohdeproteiinien tasoihieditd&dn olevan melko pieni, joten
yksittaisten miRNA:iden vaikutuksen solujen kasvo@ateen ei nain ollen voi olettaa ole-
van kovin suuri. Koska miRNA:t todennékoisesti toiat KSHV:l1a infektoidussa solussa
yhteistyossa viruksen latenttien proteiinien kansesamiRNA:iden ja latenttien virusprote-
iinien valilla todellisuudessa varmasti yhteisvdilgia myds solujen kasvua koskien. Tata
ei yksittaisia miRNA:ita ilmentavista solulinjoisteéahda, joka on todennakdinen syy sii-
hen, miksi miRNA:ita ilmentévien solujen kasvunopei merkittavasti poikkea kontrol-

lisolujen kasvunopeudesta.

5.2 Erot stabiilisti ja akuutisti miRNA:ita ilmentaviesolulinjojen valilla

Stabiileissa solulinjoissa solujen on mahdolligEanyotd mukautua miRNA:iden vaiku-
tuksiin. Tama voi ilmeta siten, etta solut voivaistaa miRNA:iden kohdeproteiinien il-
mentymistasoja tai vastaavasti kompensoida lastepebteiinitasoja muilla proteiineilla.
Taman vuoksi l&hestymistavaksi otettin myds akuutiiRNA-lentivirustransduktiot
EA.hy926-endoteelisoluihin. Talldin miRNA:t ilmemit soluissa ja tuloksia analysoides-
sa nahdaan nimenomaan miRNA:iden valitttmat vakagtikohdeproteiinien ilmentymis-
tasoihin soluissa. Koska tulokset akuuteista trakisdista olivat hyvin pitkélti erilaisia
kuin stabiileilla solulinjoilla saadut tulokset,itt@a tdma siihen, ettd stabiilisti miRNA:ita

IImentavéat solut ovat todennakdisesti jossain nmésopeutuneet miRNA:iden lasndoloon.
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Koska miRNA:t on transdusoitu soluihin lentivirustavulla, ei voida varmuudella tietaa,
minké&laisia vaikutuksia lentivirusten integroituram solun genomiin aiheuttaa ja vaikut-
taako itse lentivirusinfektio tamén tutkimuksen kaha kriittisten geenien ilmentymiseen
solussa. Koska stabiilit solulinjat on kuitenkirotettu eri solupopulaatioista (eika talléin
kyseessa ole soluklooni), on lentiviruksen integnoispaikka stabiilien solulinjojen so-
luissa erilainen eikd sen ndain ollen pitéisi vai&atnaihin soluihin ja niiden geenien ilmen-

tymiseen merkittavasti.

Lisaksi miRNA-lentivirustransduktioiden tehokkuutee®i voida markkerigeenin puuttu-
misen vuoksi saada luotettavaa tietoa, vaan tehatekwoidaan arvioida vain kontrollina
toimivan GFP:n ollessa kyseessa. Naissa kokeisgairGEnentymista transduktiotehok-
kuuden arvioimiseksi yritettiin mitata fluoresemsgiroskopian avulla, mutta GFP:n hei-
kon ilmentymistason vuoksi fluoresenssia ei varnalladpystytty erottamaan taustasta.
Tama voi kertoa huonosta transduktiotehokkuudestsiita, ettd 72 tunnin kuluttua trans-
duktiosta GFP:ta ei ilmenny soluissa vield tarpggk#ta signaali erotettaisiin kunnolla.
Tata taustaa vasten on rohkaisevaa, ettd miRNAwarksilla transdusoitujen solujen
MDM2:n ja p27***:n proteiinitasot olivat hyvin usein matalammatrksieka transdusoi-
mattomien EA.hy926-solujen ettéd EA.hy926-eGFP-smiyproteiinitasot. TAma vahvistaa
kasitysta siita, ettd kyseiset proteiinit olisivalRNA-saatelyn alaisia. Toisaalta akuuteissa
transduktioissa nahtiin myds vaihtelua eri transididertojen valilla esim. transdusoitaessa
miRNA-klustereita K10/12 ja K12/12 soluihin. My6ania voi olla seurausta transduk-
tiotehokkuuden vaihtelusta seka siita, ettéd koaltsaurten klustereiden transduktio solui-
hin on yleisesti ottaen vaikeampaa kuin yksittéisteRNA:iden. Koska transduktiotehok-
kuus voi vaihdella eri kokeissa, eika siita saadsdttavaa tietoa, pitda tahankin lahesty-

mistapaan suhtautua varauksella.

Saatujen tulosten perusteella (seka lisdksi stadtidl solulinjoista saatujen tulosten perus-
teella) kuitenkin nayttaa silta, etta MDM2 ja 97 ovat yhden tai useamman KSHV:n
miRNA:n kohdegeeneja. Lisaksi voidaan todeta, editika seedmatclalueet ovat tarkea
kriteeri valitessa testattavia kohdegeeneja, eiitléannata pitd& ainoana valintaperusteena.
Tiedetaan, ettd miRNA:t voivat vaikuttaa kohdegersé ilmentymiseen muullakin tavoin

kuin seedmatcisitoutumisen kautta. Akuuteista transduktioistadsa tulokset osoittavat,
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ettd laskeneita proteiinitasoja ndhdaan muitakiRMA:ita ilmentavisséa solulinjoissa kuin
niissa, joissa oseedmatclkyseisen geenin ja miRNA:n valilla. Tama osoittetid seed-

matchei ole valttdméatén edellytys miRNA:n toiminnalle.

5.3 AntagomiR-oligojen toiminta ja kyky palauttaa MDMj2&-p27-
proteiinitasot ennalleen

miRNA:iden K2 ja K4 vaikutus MDM2 ja pZ¥* proteiinien ilmentymiseen EA.hy926-
endoteelisoluissa haluttiin varmistaa kayttamall#lekin miRNA:lle komplementaarista
antagomiR-oligoa. Oligot transfektoitiin soluihia pelvitettiin, palautuvatko MDM2- ja
p2 7L proteiinitasot ennalleen. Tama vahvistaisi, ettRNA:iden iimentaminen aikaan-
saa alentuneen proteiinitason, eikéa se ole seargostain epaspesifisesta solunsisaisesta

tapahtumasta.

Saatujen tulosten mukaan MDM2-proteiinitaso nousntkollin kanssa samalle tasolle
transfektoitaessa EA.hy926-miR-K2 -soluihin K2:llkkomplementaarinen antagomiR-
oligo. AntagomiR-oligo toimi odotetulla tavalla,ka vahvistaa tulosta, ettd MDM2 olisi
mMiR-K2:n suora kohdegeeni. Tulosta tukee myds & kéisiteltdessa solut pelkalla trans-
fektioreagenssilla tai transfektoitaessa niihin spe&ifinen, EBV:n miRNA:lle komple-
mentaarinen oligo, ei vastaavaa proteiinitason mawseluissa nahda. p&#:n tason nou-
seminen myds epaspesifisia antagomiR-oligoja tektsitaessa osoittaa, ettd sen prote-
linitaso voi nousta myds muista syista, eika siikéittamatta lity miRNA-saatelya. Voi
olla, ettd solujen kasittely niille toksisella tef@ktioreagenssilla aiheuttaa joidenkin solu-

sykliproteiinien tasojen nousemista soluissa.

miRNA:ta K4 ilmentavissa soluissa seka MDM2:n gi2¥""*:n proteiinitasot olivat ko-
holla, mik&d on miRNA:n toiminnan kannalta painvasta tulos. Tassakin tapauksessa on
huomionarvoista, etta solujen kasvaessa lilan sgaréiheydessa soluviljelmésséa voivat
mMiRNA:t lisdtd kohdegeeniensa ilmentymista niiddjehtamisen sijaan (Vasudevan ym.,
2007).
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5.4 Yhteenveto

Lahtékohtana KSHV:n miRNA:iden kohdegeenien Ioytselie tassa tydssa oli geenilista
(taulukko 2), joka sisalsi 12 solusyklissa tarkgé@éteiinia koodaavaa geenid. Jokaisella
naista geeneistd ofieedmatcleli osittain komplementaarinen alue yhteen tai ogesean
KSHV:n miRNA:ista. Talta geenilistalta I6ytyi ykgeeni, joka edelld kuvattujen kokeiden
tulosten perusteella vaikuttaa vahvalta ehdokkaaiteakin yhden KSHV:n miRNA:n,
miR-K2:n, kohdegeeniksi. Tamé& geeni on MDMA&ufine double minute)2jonka koo-
daama proteiini sdatelee negatiivisesti soluiltkg@n kasvunrajoiteproteiinin, p53:n, maa-
réé soluissa. MDM2:n onkin todettu yliekspressagma olevan onkogeeninen eli sybpaa
aiheuttava, koska se estaa solujen apoptoosina Tgdssa saadut tulokset osoittivat miR-
K2:n laskevan MDM2-proteiinin maaraa EA.hy926-emddtisoluissa. Myos antagomiR-
oligoilla saadut tulokset tukivat naita tuloksigoalauttivat MDM2-proteiinitasot ennalleen
kontrollisolujen tasolle. Taméan perusteella on todkoista, ettda miR-K2:n vaikutus koh-
distuu MDM2:een.

p53/MDM2-vuorovaikutuksen saately soluissa on hywionimutkainen tapahtuma. Tama
asettaa omat hankaluutensa tulosten tulkintaannp&abiiliuden ja aktiivisuuden saate-
lyyn osallistuu MDM2:n lisaksi monia muitakin prateeja, joilla on oma vaikutuksensa

p53:een ja hairidtilanteissa myos syovan syntyymv@keaa arvioida, milla tavoin syopaa
aiheuttava virus voisi hyotyd onkogeenisen MDM2tgiinin vahentyneestd maarasta ja
samalla genomin suojelijana tunnetun p53:n kaswsadasosta. On mahdollista, etté ta-
han liittyy ratkaisevasti viela jokin muukin pratej joka niin ikédan osallistuu p53:n saate-
lyyn solussa. My6s muilla, erityisesti viruksenelatin elinkierron aikana ilmentyvilla vi-

rusproteiineilla, voi olla osuutta tadssa saately3sila hetkella kokeista saadut tulokset
vaikuttavat lupaavilta, mutta on kuitenkin selva#g lisaa kokeita tarvitaan naiden tulos-

ten tueksi.
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5.5 Tulevaisuuden ndkymat

Tassa tyossa identifioitiin kaksi lupaavaa ehdak&SHV:n miRNA:iden kohdegeeneiksi,
MDM2 ja p27“**. Tulevissa kokeissa on tarkoituksena tutkia aimaiseisten proteiinien

tasoja myos muita KSHV:n miRNA:ita ilmentavissa bélaissa solulinjoissa seka
KSHV:lla infektoiduissa soluissa. Lisaksi antagorulRjoilla tehtavid kokeita, joiden

avulla saadaan eniten olennaista tietoa kunkin miR$pesifiteetistd, on tarkoitus laajen-
taa muihin miRNA:ihin. Tavoitteena on myo6s sehdftaninkélaiset vaikutukset miR-
NA:iden toimintaan on erilaisilla annoksilla kaytgé oligoja. Tama mahdollistaa opti-

maaliset olosuhteet antagomiR-kokeille.

Kahden edelld mainitun geenin liséksi tulevaisusdesn tarkoitus tutkia myés muihin
kuin solusyklin saatelyyn kuuluvia geeneja ja miRMAn mahdollista osuutta naiden
geenien sdatelyssad. Namakin geenit on valittu tmommatiivisen analyysin pohjalta, jolloin
tarkein valintaperuste on todennakdisestedmatcihmiRNA:n ja geenin 3'UTR:n valilla.
Tuleviin tutkimuskohteisiin vaikuttaa omalta osallamyds yhteistybkumppaneilta saadut
tulokset, jotka pyritdan validoimaan biologisesgatsemissa. Koska viraaliset miRNA:t
voivat vaikuttaa isdntasolun lisaksi my6s viruksemien geenien ilmentymiseen, olisi
my6s mielenkiintoista tietda, hydédyntaaké KSHV miRRaan omien geeniensa ilmenty-

misen saatelijoina.

Liséksi aivan uudenlaisen tutkimusmahdollisuudejogaat myés KSHV:n infektoimat B-
solut, jotka ovat tassé tutkielmassa jatetty kokonatkimuksen ulkopuolelle. Luonnolli-
sesti olisi mielenkiintoista tutkia tilannetta myBssoluissa ja mahdollisuuksien mukaan

verrata tilannetta naiden kahden erilaisen solutyyglilla.

On myo6s todennakoista, ettd miRNA:t toimivat yhigissa latentissa elinkierron vaihees-
sa ilmentyvien virusproteiinien kanssa. Tamakinusw@lli tarjoaa tulevaisuudessa erin-
omaisen lahtokohdan tutkia, mikéd on miRNA:iden tden osuus KSHV:n patogeneesis-

sa.
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