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Geeni- ja ladkekohdennuksen tdrkein tavoite on kehittdd turvallisia, tehokkaita ja spesifisid vekto-
reita, jotka kykenevit kuljettamaan vierasta geneettistd materiaalia tai muita terapeuttisia yhdisteitd
sekd aikaansaamaan halutun vasteen kohdesolussa, -kudoksessa tai -elimessd. Vektorit ovat joko
virus- tai ei-virusvilitteisid ja molemmilla on omat etunsa ja haittansa. Ei-virusvilitteiset vektorit
ovat virusvektoreihin verrattuna turvallisempia, mutta niiden haittana on huomattavasti huonompi
tehokkuus ja vaikutuksen tilapdisyys. Ei-virusvilitteiset vektorit ovat useimmiten lipidi-, polymee-
ri- tai peptidipohjaisia.

Kollageeneja sitova a2 1-integriini siirtyy vasta-aineilla aikaansaadun kasautuman jidlkeen makro-
pinosytoosin ja kaveolien vilitykselld kaveosomeihin Kaveosomit muodostavat tirkedn lajittelu-
keskuksen solun sytoplasmassa mutta niiden kiytettdvyyttd yhdessd integriinireseptorien kanssa on
lddkekohdennuksen kannalta tutkittu hyvin vahin. Tassd tutkimuksessa oli tarkoitus selvittdd vasta-
aineiden, biotiini-streptavidiinitekniikan seki ei-virusvilitteisen vektorin ja siihen pakatun ldikeai-
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tin kiytettavyyttd ei-virusvélitteisessi ladkekohdennuksessa. Tutkimuksessa kiytetyt solulinjat oli-
vat ihmisperdinen a2-integriinid stabiilisti ekspressoiva osteosarkoomasolulinja (SAOS), ihmisen
aortan siledlihassolulinja (HASMC), ihmisen kohdunkaulan syopésolulinja (HeLa MZ) ja ihmisen
napanuoran laskimon endoteelisolulinja (HUVEC).

Tutkimustulokset osoittivat, ettd a2p1-integriinikasautuma hévidé solusta kaikilla tutkituilla solu-
linjoilla kolmen vuorokauden kuluessa ja ettd liposomivilitteisesti a2B1-integriiniin kohdennettu
doksorubisiini edistdd solukuolemaa soluméédrdn muutosten ja apoptoosin kautta tarkasteltuna. Li-
posomaalisesti soluille annetun solumyrkyn vaikutukset olivat liukoista solumyrkkyéd pienempid

apoptoosissa merkittivad eroa.
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The most important goal of gene and drug therapy is to develop safe, effective and specific vectors
that are able to deliver foreign genetic material or other therapeutic compounds and to achieve a
required response in a desired cell, tissue or organ. The vectors are either viral or non-viral and
they both have their own advantages and disadvantages. Compared to viral vectors, non-viral vec-
tors are safer but are at the same tame less effective and have a temporary effect. Non-viral vectors
are commonly based on lipids, polymers or peptides.

Collagen binding a2p1 integrin is internalized after antibody induced clustering. The internaliza-
tion occurs via macropinocytosis or caveolae-mediated endocytosis and the receptor is then deliv-
ered to caveosomes. Caveosomes are an important cytoplasmic sorting compartment but their po-
tential in drug delivery together with integrin receptors has not been studied. The purpose of this
thesis is to illuminate the usage of a2f1 integrins and caveosomes in non-viral drug targeting by
using antibodies, biotin-streptavidin technology and a cytotoxic drug carried by a non-viral vector.
The studied cell lines were human osteosarcoma cells stably expressing a2 integrin (SAOS), hu-
man aortic smooth muscle cells (HASMC), human cervical cancer cells (HeLa MZ) and human
umbilical vein endothelial cells (HUVEC).

The results showed that a2f1-integrin clusters disappears from the cells within three days in all
studied cell lines. It was also found that liposomally delivered doxorubicin enhances cell death
when measured with the changes in cell number or with the occurrence of apoptosis. The effects of
liposomally delivered cytotoxic drug were milder when compared to naked drug. When consider-
ing cell count or apoptosis, there were no significant differences between targeted and non-targeted
methods.
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1 JOHDANTO

1.1 Geeni- ja lidkekohdennus

Geeni- ja ladkekohdennuksen tirkein tavoite on kehittdd turvallisia, tehokkaita ja spesifisid
vektoreita, jotka kykenevit kuljettamaan vierasta geneettistd materiaalia tai muita terapeut-
tisia yhdisteitd sekd aikaansaamaan halutun vasteen kohdesolussa, -kudoksessa tai -
elimessd (ks. yleiskatsaus El-Aneed, 2004). Terapeuttinen lddke kuten solutoksinen yhdis-
te, proteiini- tai peptidilidke, DNA tai RNA voidaan antaa vektorin vilitykselld systeemi-
sesti tai paikallisesti. Systeeminen on tehokkaampi ja kattavampi tapa, mutta vaatii suu-
remman annostuksen. Kohdentamattomana vaikutus ulottuu myos ei-toivottuihin soluihin
ja kudoksiin, ja voi siten johtaa vakavan immuunivasteen syntyyn. Paikallisesti annettuna
vaikutus koskee rajattua aluetta, jolloin my0s annostus voidaan pitdd pienempind ja turval-

lisempana (Laitinen ym., 2005).

Vektorit ovat joko virus- tai ei-virusvilitteisid ja molemmilla on omat etunsa ja haittansa
(taulukko 1). Viruksilla on luontainen kyky siirtdd geneettistd materiaalia tehokkaasti koh-
desoluun, miké tekee niistd suosittuja kohteita geeniterapiavektoreiksi. Yleisimmit virus-
vektorit on kehitetty gamma-retroviruksista, lentiviruksista, adenoviruksista, adeno-
assosioiduista viruksista tai herpesviruksista (ks. yleiskatsaus Flotte, 2007). Virusvektorit
ovat muokattuja kantoja, mutta ongelmana on kuitenkin niiden korkea immunogeenisyys,
hankala tuotettavuus ja geeninsiirtokapasiteetin rajallisuus (ks. yleiskatsaus Cusack ja Ta-

nabe, 2002).

Ei-virusvilitteiset vektorit ovat virusvektoreihin verrattuna turvallisempia, mutta niiden
haittana on huomattavasti huonompi tehokkuus ja vaikutuksen tilapdisyys (ks. yleiskatsaus
Cusack ja Tanabe, 2002). Alhaisen immunogeenisyyden lisdksi niiden etuihin voidaan lu-
kea hyvi tuotettavuus ja suuri kapasiteetti. Ei-virusvilitteiset vektorit ovat useimmiten li-

pidi-, polymeeri- tai peptidipohjaisia ( ks. yleiskatsaus Niidome ja Huang, 2002).



TAULUKKO 1. Yleisimpien vektoriryhmien edut ja haitat (Mukailtu artikkelista Flotte, 2007).

Vektori

Edut

Haitat

Gamma-retrovirus

Lentivirus

Adenovirus

Adeno-assosiotu virus

Herpesvirus

Ei-virusvektorit

Hyva integraatiotehokkuus

Stabiili geeninsiirto

Jakautumattomat solut
Stabiili geeninsiirto

Jakautumattomat solut
Hyva tehokkuus

Jakautumattomat solut
Vahainen immuunivaste
Stabiili geeninsiirto

Jakautumattomat solut
Hyva tehokkuus

Jakautumattomat solut
Suuri kapasiteetti

Mutageneesiriski
Tehoaa vain jakautuviin soluihin

Mutageneesiriski
Muuntumisriski monistumiskykyiseksi
HIV ksi

Synnynndainen immuniteetti
Vaikutuksen tilapéisyys

Pieni kapasiteetti
Hankittu immuunivaste viruksen kuorelle
Potentiaalinen hankittu ja synnynnéinen

immuunivaste

Huono tehokkuus
Vaikutuksen tilapéisyys

Vahainen immuunivaste

Ei-virusvektoreiden avulla pyritdin jatkuvasti 10ytdméédn sopivia hoitomuotoja useisiin eri
tauteihin, joista esimerkkind ovat mm. syovin geeni- tai ladkehoito (Boado, 2005, Flaherty
ym., 2004), anemia (Sebestyen ym., 2007), diabetes (Prud'homme ja Chang, 1999), kysti-
nen fibroosi (Alton ym., 1999), pallolaajennuksen jilkeisen trauman hoito (Meng ym.,

2006), hemofilia (Roth ym., 2001) ja Alzheimerin tauti (Okura ym., 2006).

Kliinisiin kokeisiin asti pddsseet vektorit ovat useimmiten olleet hyvin tehokkuutensa
vuoksi viruspohjaisia, mutta viimeaikoina kokeita on vihennetty turvallisuuskysymysten
vuoksi. Ensimméinen adenoviruksella tehty kliininen koe johti potilaan kuolemaan vuonna
1999 ja retrovirusvektori aiheutti vuonna 2002-2003 potilaalle kliinisten kokeiden seura-
uksena lymfoproliferatiivisia hdirioitd. Ndistd syistd huomio on siirtynyt huomattavasti vi-
hemmin immunogeenisiin ei-virusvektoreihin. Niiden kdytto kliinisissid kokeissa on vuosi-
en 2004-2007 vélisend aikana noussut 23 %:sta 27 %:iin, kun virusvektoreiden kidyttd on
vihentynyt 70 %:sta 67 %:iin (ks. yleiskatsaukset Edelstein ym., 2004; Edelstein ym.,
2007).
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1.2 Ei-virusvilitteisen geeni- ja ladkekohdennuksen tyokalut

1.2.1 Terapeuttiset molekyylit ja yhdisteet

1.2.1.1 Solutoksiset yhdisteet

Solutoksisia yhdisteitd eli sytostaatteja kidytetddn hyviksi erilaisten tautien, kuten pahan-
laatuisten kasvainten hoidossa. Erilaisia yhdisteitd on liuta, mutta yleisimmat lddkeryhmét
ja niiden vaikutusmekanismit on esitelty taulukossa 2. Useimpien sytostaattien toiminta
perustuu solun jakautumisen tai tiettyjen biokemiallisten reaktioiden estdmiseen, jolloin ne
tuhoavat faasispesifisesti esimerkiksi S-vaiheessa tai mitoosissa olevia soluja. Ei-
faasispesifiset sytostaatit vaikuttavat jakautumiskierron eri vaiheissa. Yleisid sytostaattien
vaikutuskohteita ovat RNA ja DNA, topoisomeraasit sekd muut entsyymit tai proteiinit

(Elonen, 2001).

TAULUKKO 2. Yleisimmiit kasvainten kemoterapiaan kiytetyt sytostaatit (Elonen, 2001).

Laakeryhma

Vaikutusmekanismi

Laadkeaineita

Antimetaboliitit

Mitoosin estajat
Vinka-alkaloidit

Taksoidit

Topoisomeraasi
I:n Inhibiittorit

Antrasykliinit

Alkyloivat aineet

DNA ja RNA synteesin esto estamalla puriinien
tai pyrimidiinien synteesia tai inhiboimalla nukleiini-
happosynteesin kannalta keskeista entsyymia

Mitoosin pysayttaminen metafaasiin sitoutumalla
tubuliiniproteiiniin ja estdmallé sukkularihmaston
muodostumista

Mikrotubulusten rakenteen stabiloiminen ja niiden
purkautumisen ja normaalin toiminnan esto mitoosin
aikana

Topoisomeraasi |:n toiminnan hairintd estdémalla
DNA:n péiden liittdmista takaisin yhteen solusyklin
S ja Gz vaiheessa, seurauksena DNA:n katkoksia
ja solun apoptoosi

DNA:n kopioimisen estdminen sitoutumalla DNA:n
ketujen valiin ja kiinnittyminen DNA:n ja topoisome-
raasi Il:n muodostamaan kompleksiin jolloin entsyy-
min toiminta estyy ja sen muodostamat DNA:n
katkokset jaavat pysyviksi.

Solusyklin vaiheesta riippumaton DNA:n alkyloiminen
muodostamalla kovalenttisia sidoksia kahden DNA
ketjun vélille tai DNA:n ja proteiinimolekyylin vélille.

Merkaptopuriini, syta-
rabiini, fluorourasiili,
gemsitabiini, metotrek-
saatti

Vinblastiini, vinkristiini,
vinorelbiini

Paklitakseli, dosetakseli

Topotekaani, irino-
tekaani

Doksorubisiini, epirubi-
siini, daunorubisiini,
idarubisiini

Syklofosfamidi, melfa-
laani, ifosfamidi, bu-
sulfaani
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Doksorubisiini

Doksorubisiini (andramysiini; 14-hydroksidaunomysiini; Arcamone ym., 1969) on antra-
sykliineihin kuuluva laajalti kdytetty solumyrkky, joka tehoaa moniin eri kasvaintyyppei-
hin. Doksorubisiinia on kiytetty yhdistelméa- tai yksittdishoitona mm. rinta- ja ruokatorven
syovin, osteosarkooman, Kaposin sarkooman, pehmytkudossarkooman sekd Hodginin ja
non-Hodginin lymfoomien hoitoon (ks. yleiskatsaus Singal ja Iliskovic, 1998). Doksorubi-
siinilla on kuitenkin vakavia sivuvaikutuksia ja sen systeeminen kdyttd voi aiheuttaa sy-
dinlihasrappeumaa, mikd voi puolestaan johtaa sydéninfarktiin ja edelleen kuolemaan

(Lefrak ym., 1973).

Doksorubisiinilla on topoisomeraasi II:n inhibition (taulukko 2) kautta tapahtuvan DNA:n
kopioitumisen estdmisen ja siitd syntyvdn DNA-vaurion ohella myos muita vaikutusmeka-
nismeja (kuvio 1). Doksorubisiini aiheuttaa apoptoosia vapaiden radikaalien kuten vety-
peroksidin (H,0O,) muodostumisen kautta. Vetyperoksidi aiheuttaa solussa oksidatiivisia
DNA-vaurioita, mikd aktivoi DNA:n korjausentsyymiéd poly(ADP-riboosi) -polymeraasia.
Korjausentsyymin aktivaatio johtaa solussa NADP*:n vajeeseen, miki puolestaan aktivoi
NAD(P)H -oksidaasin muuttamaan NADPH:ta NADP":ksi. Tuloksena soluun syntyy vety-
peroksidia, miki johtaa mitokondrioiden kalvopotentiaalin muutokseen, sytokromi c:n péé-
syyn sytoplasmaan, kaspaasi-3:n aktivaatioon, DNA:n fragmentoitumiseen ja lopulta apop-

toosiin (Mizutani ym., 2005).

Doksorubisiini vaikuttaa vapaiden happiradikaalien ohella myds tuumorisupressori p53:n
aktivaation kautta (kuvio 1). On havaittu, ettd vaikutusmekanismilla on eroa riippuen siiti,
onko kyseessd normaali- vai syopdsolu. Syopisoluissa doksorubisiini aiheuttaa mutatoitu-
neen pS53:n varhaisen aktivaation, jota seuraa kaspaasi-3:n aktivaatio ja DNA:n fragmentoi-
tuminen. Normaaleissa soluissa p5S3:n mukaantulo tapahtuu myohemmin, vasta kaspaasi-
3:n aktivaation jdlkeen, mistd on piaitelty, ettd doksorubisiinin aiheuttama p53:n aktivaatio

toimii syOpésoluissa apoptoosia edistdvani tekijand (Wang ym., 2004).
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Doksorubisiini

v \’

- -~ H202:n muodostuminen Topoisomeraasi Il:n inhibitio
Oksidatiivinen DNA -vaurio DNA:n katkokset

| |
v

Poly(ADP-riboosi) polymeraasin aktivaatio

NAD(P)" |

NAD(P)H oksidaasin aktivaatio

i Hz0. T
p53:n aktivaatio
Sytokromi c:n pdasy sytoplasmaan sybpasoluissa
I |
v

Kaspaasi-3:n aktivaatio

v

DNA:n fragmentoituminen

KUVIO 1. Doksorubisiinin vaikutusmekanismi (Mukailtu artikkelista Mizutani ym., 2005).

1.2.1.2 Proteiini- ja peptidildikkeet

Terapeuttiset proteiinit ja peptidit ovat lupaava uusi lddkemuoto, joita on kehitetty mm.
syovin, diabeteksen, sydin- ja verisuonitautien, sekd anemian hoitoon. Proteiini- ja pepti-
dilddkkeiden kéyttod on kuitenkin vaikeuttanut niiden huono biologinen kiytettivyys mm.
niiden suuren koon ja lyhyen biologisen puoliintumisajan vuoksi. Yleisin proteiini- ja pep-
tidilddkkeiden antotapa on parenteraalinen, silli ruuansulatuskanavan kautta annettaessa
haittana on lididkkeen proteolyyttinen ja hydrolyyttinen hajoaminen ja suurikokoisen mole-

kyylin huono imeytyminen (ks. yleiskatsaus Pinto Reis ym., 2006).
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Proteiini- ja peptidildidkkeiden kéytettdvyyden parantamiseksi on kehitetty uusia menetel-
mid, joissa lddkkeet pakataan esimerkiksi nanopartikkeliin (Venkatesan ym., 2005) tai li-
posomiin (Liguori ym., 2007). Vektori suojaa ladkettd mm. ruuansulatuskanavan entsyy-
meiltd sekd mahdollistaa lddkkeen spesifisen kohdennuksen ja pienemmin annostuksen

(Venkatesan ym., 2005).

1.2.1.3 DNA ja RNA

Geeniterapiassa yleisimmin kéytetty terapeuttinen molekyyli on joko DNA tai RNA -
molekyyli. Geenimutaatiot aiheuttavat monia erilaisia sairauksia ja hiirioitd, joita on opittu
hoitamaan soluihin vietdvilld DNA:lla tai RNA:1la. Antisense-oligonukleotidi tai siRNA -
vilitteiselld terapialla voidaan mRNA:n kautta tilapéisesti estéd tietyn geenin toiminta, kun
taas DNA:n avulla tehtdvilld geeniterapialla voidaan mm. korvata vanha toimimaton tai
vddrin toimiva geeni siirtdimilld soluun rekombinattista plasmidi-DNA:ta. Yleisimmin
DNA tai RNA on ndhty virusvilitteisen geeniterapian tyokaluna, mutta myos ei-
virusvilitteiset vektorit ovat osoittautuneet kdyttokelpoisiksi (ks. yleiskatsaus Merdan ym.,

2002).

Antisense-oligonukleotidit ovat kemiallisesti muokattuja noin 18-20 nukleotidia pitkid
DNA-juosteita, jotka hybridisoituvat kohde mRNA:han Watsonin ja Crickin eméspariutu-
missddnnon mukaisesti. Sitoutuminen estdd translaatiota estimélli mRNA:n sitoutumisen
ribosomiin. Prosessiin tulee mukaan my0s RNaasi H, joka pilkkoo DNA-RNA -
heterodimeerin (Donis-Keller, 1979; Zamecnik, ja Stephenson, 1978). RNA-hiirinnalld
tarkoitetaan RNA:n avulla tapahtuvaa geenin toiminnan estamistd. Menetelméssd soluun
tuodaan valmis kaksijuosteinen RNA-molekyyli tai siirretddn DNA:ta, josta syntetoidaan
hiuspinnimuotoinen RNA-molekyyli. Kaksijuosteinen RNA pilkotaan entsymaattisesti ly-
hyeksi, 21-23 nukleotidia pitkdksi, siRNA-molekyyliksi (Bernstein ym., 2001; Elbashir
ym., 2001), minkd jidlkeen siRNA:n antisense-juoste liittyy RNA-indusoituun silencing
kompleksiin, jolloin siRNA:n kaksoisjuoste aukeaa ja sense-juoste hivitetdin entsymaatti-
sesti. Kompleksimuotoinen siRNA sitoutuu kohde-mRNA:han, pilkkoo sen ja estdd ndin
mRNA:n luennan ja proteiinisynteesin (Hammond, S.M. ym., 2000; Martinez ja Tuschl,

2004).
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1.2.2  Ei-virusvektorit

1.2.2.1 Lipidit

Geeni- ja ladkekohdennuksen vektoreista kationiset lipidit ovat olleet viimeaikoina runsaan
tutkimuksen kohteena. Kationisilla liposomeilla on virusvektoreihin verrattuna useita fysi-
kaalisia ominaisuuksia, mitkd tekevét niistd kiinnostavan vaihtoehdon geeni- ja lddkekoh-
dennuksen vektoreiksi ja ne ovatkin osoittautuneet toimiviksi in vivo ja in vitro (Serikawa
ym., 2000; Yagi ym., 1993) Ei-virusvektoreina liposomeille asetettuja tavoitteita ovat mm.
suuri lddkeaineen, peptidin, tai nukleiinihapon siirtokapasiteetti, kemiallinen ja fysikaali-
nen stabiliteetti sekd oikeakestoinen pysyminen elimistdssd, kohteen tavoittamisen ja sii-
hen sitoutumisen varmistamiseksi (Nallamothu ym., 2006). Térkein kationisten liposomien
kiyttod rajoittava tekija on niiden alhainen transgeenin ekspressiotehokkuus ja toksisuus
(Zhou ja Huang, 1994) seké transfektiotehokkuuden huononeminen seerumin vaikutukses-

ta (Zhang ym., 1997).

Kationiset lipidit ovat amfifiilisié, eli ne muodostuvat vesihakuisesta ja vesipakoisesta alu-
eesta. Kaikissa kationisissa lipideissd on positiivisesti varautunut amiinipddryhmdi, véli-
kappale, linkkimolekyyli sekd hydrofobinen ankkuriosa. Vesiliuoksessa kationiset lipidit
muodostavat spontaanisti kaksoiskalvon ja edelleen liposomin (kuvio 2). Kun kationisista
lipideista muodostunut liposomi péddsee kosketuksiin negatiivisesti varautuneiden yhdistei-
den, kuten nukleiinihappojen kanssa, muodostuu elektrostaattisten voimien vuorovaikutuk-

sesta kationinen liposomi-nukleiinihappokompleksi (Hsu ym., 2005; Zuhorn ym., 2007a).

Liposomien lipidikoostumuksesta on lukuisia variaatioita, mutta kaksoiskalvon péilipidind
voidaan kayttdd esimerkiksi hydrogenoitua soijan fosfatidyylikoliinia (HSPC; Nallamothu
ym., 2006). Rakenteeseen liitetddn usein myos kolesterolia ja polyetyleeniglykoli (PEG) -
konjugoituja lipidejd kuten esimerkiksi dioleyylifosfatidyylietanolamiineja (DOPE; Iga-
rashi ym., 2006) tai distearoyylifosfatidyylietanolamiineja (DSPE; Rathore ja Ghosh,
2008). Namai fosfatidyylietanolamiinit ovat liposomien rakennetta parantavia lipidejd, jotka
lisddviat kalvon juoksevuutta ja helpottavat siten liposomin ja solukalvon fuusiota (Maitani

ym., 2007).
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HSPC on vakaa tyydyttynyt lipidi ja se minimoi liposomiin pakatun molekyylin ennenai-
kaista vuotamista sdilytyksen aikana tai matkalla kohdekudokseen in vivo. Tyydyttyneisti
lipideistd koostuvien liposomien kaksoiskalvot kestdvit tyydyttymittomistd lipideistd
koostuvia kalvoja paremmin vuotamattomina, silld tyydyttyneilld lipideilld on korkeampi
sulamispiste. Nédin ollen tyydyttyneet lipidit pitdvit rakenteensa ruumiinldmpdtilassa, kun
taas tyydyttymittomit lipidit muuttuvat juokseviksi (Nallamothu ym., 2006). Kolesterolin
lisidminen kaksoiskalvoon lisdd rakenteen jdykkyyttd, parantaa aineiden pysymistd li-
posomin sisélld ja vihentdd liposomin pintaan sitoutuneiden seerumin proteiinien aiheut-

tamaa rakenteen epitasapainoa (Kirby ym., 1980; Semple ym., 1996).

il
= =
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8 Lipidi é Polyetyleeniglykoli & Ligandi

KUVIO 2. Yksinkertaistettu kaavakuva liposomin rakenteesta. Kaksoiskalvoon on liitetty polyetyleeniglyko-
likonjugoituja lipidejd seki ligandi reseptorivilitteistd kohdennusta varten (Mukailtu artikkelista Nallamothu
ym., 2006).

Polyetyleeniglykoli-konjugointi pidentdd liposomin puoliintumisaikaa verenkierrossa es-
tamalld fagosytoosia ja opsonisaatiota (Allen ym., 1995; Torchilin ym., 1994). Polyety-
leeniglykolia voidaan kiyttdd apuna myos reseptorivilitteisessd kohdennuksessa liittamalla

ligandi PEG:n distaaliseen pddhén (kuvio 2), jolloin PEG ei héiritse ligandi-reseptori vuo-
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rovaikutusta (Hansen ym., 1995). Liposomien puoliintumisaikaan vaikuttaa my06s niiden
koko. Puoliintumisaika lyhenee liposomin koon kasvaessa ja Kawaharan ym. mukaan li-

posomin optimikoko puoliintumisajan suhteen on noin 114 nm (Kawahara ym., 2003).

1.2.2.2 Polymeerit

Kationisten lipidien tavoin myds kationiset polymeerit voivat toimia geeniterapiavektorei-
na. Kationiset polymeerit muodostavat negatiivisesti varautuneen DNA:n kanssa konden-
soituneen kompleksin, jolla on positiivinen nettovaraus. Polymeerit ovat synteettisii, joten
niiden kokoa tai rakennetta voidaan helposti muokata. Ne voivat olla rakenteeltaan lineaa-
risia tai haaroittuneita ja niiden pintaan voidaan liittd4 erilaisia ligandeja tai muita niiden
ominaisuuksia parantavia molekyylejd. Esimerkkejd geeniterapiassa kdytetyistd kationisis-
ta polymeereistid ovat mm. polyetyleeni-imiini (PEI; Boussif ym., 1995), poly-l-lysiini (Wu
ja Wu, 1987), polyamidoamiini dendrimeerit (Rudolph ym., 2000) ja polypropyyliamiini
dendrimeerit (Schatzlein ym., 2005).

PEI on yleisin geeniterapiassa kéytetty ja tutkittu polymeeri ja se voi esiintyi joko lineaari-
sena tai haaroittuneena. Lineaariset PEI-DNA-kompleksit ovat haaroittuneihin verrattuna
vihemmin kondensoituneita ja DNA irtoaa niistd helpommin. Muun muassa poly-I-
lysiiniin verrattuna PEI:n etuihin voidaan lukea sen ominaisuus destabiloida endosomaali-
sia kalvoja ja vilttyd ndin happaman pH:n hajottavalta vaikutukselta, sekid samalla turvata

DNA:n pididsy sytoplasmaan (Kichler ym., 2001; Klemm ym., 1998).

1.2.2.3 Peptidit

Peptidit voivat toimia ei-virusvilitteisind vektoreina usealla eri tavalla. Kationiset, runsaas-
ti lysiinid tai arginiinia sisdltdvit peptidit pystyvit tehokkaasti muodostamaan DNA:n
kanssa lipidien ja polymeerien tavoin kondensoituneita partikkeleita (Wadhwa ym., 1997).
Peptidi voidaan myos liittdd polymeeri-DNA kompleksiin, jolloin kompleksi pystytiddn

kohdentamaan spesifisesti tiettyyn reseptoriin tai solutyyppiin (Moffatt ym., 2005).

Proteiinien transduktiodomeeneista periisin olevat peptidit pystyvit lapdiseméidn solukal-

von ja viemiin niihin kovalenttisesti liitetyn proteiinin, yhdisteen tai nukleiinihapon solu-
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kalvon lédpi. Tehokkaimmiksi transduktiovektoreiksi osoittautuneita peptideitdi ovat mm.
ihmisen immuunikatovirus 1:stéd eristetty Tat (Frankel ja Pabo, 1988), ja herpes simplex

virus 1:n transkriptiofaktori VP22 (Elliott ja O'Hare, 1997).

Tat-peptidi on 86 aminohappoa pitkédn Tat-proteiinin 37.—72. aminohaposta koostuva trans-
duktiodomeeni, joka vastaa proteiinin menosta solun sisdén (Dingwall ym., 1989; Ferrari
ym., 2003; Vives ym., 1997). Peptidilld on kyky kaveolien vilitykselld ldpdistd solukalvo,
minkd jilkeen se lokalisoituu tumaan (Ferrari ym., 2003; Frankel ja Pabo, 1988). Konju-
goimalla peptidiin muita molekyylejid, pystytddn soluun vieméin sellaisia proteiineja, jotka

eivit yksin pysty ldpdisemiiin solukalvoa (Fawell ym., 1994).

Herpes simplex virus 1:n transkriptiofaktori VP22 on peptidi, jolla on epitavallisen teho-
kas kyky ldpiistd solukalvo. Sytoplasmaan pddsyn jdlkeen VP22 ohjautuu tumaan, jossa se
sitoutuu kromatiiniin ja periytyy titd kautta tytdrsoluille. Ndiden ominaisuuksien vuoksi
VP22 on potentiaalinen vektori fuusioproteiinien viemiseksi soluun (Elliott ja O'Hare,

1997).

1.2.3 Ilman vektoria tapahtuva geeninsiirto

Ilman vektoria tapahtuvalla geeninsiirrolla tarkoitetaan paikallisia fysikaalisia menetelmid,
joissa solukalvoon aiheutetaan ohimenevd mekaaninen tai esimerkiksi sihkdinen vamma,

jotta DNA tai muu terapeuttinen molekyyli piisisi solun sisdén.

Pelkilld plasmidi-DNA:Ila tehtdvd suora geeninsiirto on yksinkertaisin ei-virusvélitteisista
geeninsiirtomenetelmistd. Menetelmén keksimisen jidlkeen (Wolff ym., 1990) siitéd on kehi-
tetty DNA-rokote -sovelluksia, joissa esimerkiksi taudinaiheuttajaviruksen tai syopikas-
vaimen vastainen immuunivaste saadaan aikaan injektoimalla kudokseen plasmidiin liitet-
tyd virus-DNA:ta (Danko ja Wolff, 1994), sytokiinejd tai kasvaimen kasvua hillitsevid
geenejd (He ym., 1998).
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Geenipyssylld tarkoitetaan geeninsiirtomenetelmii, jolla voidaan ns. ampumalla siirtdd
rajatulle alueelle geneettistd materiaalia tai terapeuttisia proteiineja tai peptidejd (Yang
ym., 1990). Menetelmi kehitettiin alun perin kasvisoluille, mutta se laajennettiin myo-
hemmin myo6s nisdkdssoluihin tehtdvddn geeninsiirtoon (Klein ym., 1992). Geenipyssylld
tehtdvddn geeninsiirtoon sopivia kudoksia ovat iho, limakalvo tai kirurgisen toimenpiteen
yhteydessi paljastettu muu kudos (Yang ym., 1990). Geenipyssy-menetelméissd kiytetidin
hyviksi kultapartikkeleita, jotka padllystetdin esimerkiksi siirrettavilla DNA:Ila ja ammu-
taan korkealla kiihtyvyydelld soluihin tai kudokseen. Kultapartikkelit penetroituvat muu-
taman millimetrin syvyydelle kudokseen ja niiden pintaan kiinnittynyt DNA vapautuu so-

lujen sisdén (O'Brien ja Lummis, 2002).

Elektroporaatio on menetelmad, jossa solukalvo tehddin sihkon avulla ldpdiseviéksi (Coster,
1965). Solujen altistaminen voimakkaaseen sihkomagneettiseen kenttdéin aikaansaa niissé
kalvopotentiaalin muutoksen, miké tekee solukalvon ldpdiseviksi molekyyleille, jotka ei-
vit normaalisti sitd lapdise (Neumann ym., 1982). Elektroporaatiota kiytetdin runsaasti in
vitro, mutta solukalvon ldpdisy voidaan tehdd myos paikallisesti in vivo. Erds sovellus on
elektrokemoterapia, jossa elektroporaatiota kidytetddn helpottamaan hydrofiilisten sytotok-

sisten lddkeaineiden, kuten bleomysiinin pidsyi soluun (Rols ym., 2000).



19

1.3 Ei-virusvilitteinen geeni- ja liikekohdennus solutasolla

1.3.1 Vektorin sitoutuminen solun pintaan

Ei-virusvilitteiset vektorit padtyvét solun sisdlle endosytoosin vilitykselld ja ne voivat si-
toutua solun pintaan joko epéspesifisesti tai reseptorivélitteisesti kohdennettuna. Vektorin
epdspesifinen sisdinotto in vivo vaatii kohdennettuun tapaan verrattuna huomattavasti suu-
remman ja siten myos potentiaalisesti myrkyllisen annostuksen. Tistd syystd yksi geeni- ja
ladketerapian suurimmista haasteista on vektorin spesifinen kohdentaminen kohdesoluun, -
kudokseen tai -elimeen. Erds tie terapeuttisten molekyylien spesifiseen kohdentamiseen
kulkee solun pinnan reseptoreiden kautta. Ei-virusvektoreihin, kuten liposomeihin, voidaan
liittdd reseptorispesifisid ligandeja, joiden avulla kuljetettava molekyyli pdédsee haluttuihin
soluihin tai ainakin rajalliseen méaarddan erilaisia soluja. Kohdennuksessa pyritddn kaytti-
midn hyviksi reseptoreja, jotka ovat mahdollisimman solutyyppispesifisid, vaikka tietyn
reseptorin rajoittuminen vain yhteen solutyyppiin onkin harvinaista (ks. yleiskatsaukset

Molas ym., 2003; Varga ym., 2000).

1.3.1.1 Reseptorivilitteinen geeni- ja lddkekohdennus

Reseptorivilitteisen kohdennuksen ensimméinen vaihe on vektorin kulkeutuminen koh-
desolun luo ja ligandin sitoutuminen reseptoriin solun pinnalla. Sitoutumisen tulee olla
spesifistd ja tapahtua korkealla affiniteetilla. Kéytettdvin reseptorin tulee olla sellainen,
ettd ligandin sitoutuminen kdynnistda siind reseptori-ligandi-vektori -kompleksin endosy-
toosin ( ks. yleiskatsaukset Molas ym., 2003; Varga ym., 2000). Taulukossa 3 on listattuna
tavallisimpia ei-virusvilitteisessd geeni- ja ldikekohdennuksessa esiintyvid reseptori-
ligandi -pareja. Esimerkkejd soluspesifisistd reseptoreista ovat maksan hepatosyytteissd
esiintyvd asialoglykoproteiinireseptori (Dizhe ym., 2001) ja makrofagien pinnan man-
noosireseptorit (Kawakami ym., 2004). Jotkut syopasolut yliekspressoivat tiettyjd resepto-
reja kuten transferriini-, folaatti- tai insuliinireseptoria. Nadiden reseptorien yliekspressio
erottaa syopasolut normaaleista soluista ja reseptoreita voidaan siksi kdyttdd hyviksi geeni-

ja ladketerapiassa (Cho ym., 2005; Kakudo ym., 2004; Sobolev ym., 1998). My®és tiettyjd
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soluspesifisid reseptoreita vastaan tuotettuja monoklonaalisia vasta-aineita on kdytetty hy-
viksi kohdennuksessa, esimerkkind T-lymfosyyttien pintamarkkeri CD3 (O'Neill ym.,
2001). Eriit solun pinnan integriinireseptorit (avp3, avB5 ja a5B1) sitovat spesifisesti so-
luviliaineen molekyylejd arginiini-glysiini-asparagiini (RGD)-peptidin vilitykselld, mitd
voidaan kéyttdd hyviksi kohdennettaessa mm. kasvaimen verisuonen muodostumista (ks.

yleiskatsaus Temming ym., 2005) tai kystistd fibroosia vastaan (Cunningham ym., 2002).

TAULUKKO 3. Tavallisimpia ei-virusvilitteisessd geeni- ja lddkekohdennuksessa kéytettyjd reseptoreita
(Mukailtu artikkeleista Kichler, 2004; Molas ym., 2003; Varga ym., 2000).

Reseptori Ligandi Kohde Referenssit
Asialoglykoproteiini galaktoosi Maksan hepatosyytit (Dizhe ym., 2001)

CD3 anti-CD3 T-lymfosyytit (O'Neill ym., 2001)
Epidermaalinen kasvu- EGF Tuumorisolut (Schaffer ym., 2000)
tekija (EGF) -reseptori (keuhko, levyepiteeli)

Folaattireseptori Folaatti Tuumorisolut (Cho ym., 2005)
Insuliinireseptori Insuliini Tuumorisolut (Sobolev ym., 1998)
Integriinit RGD-peptidit Epiteelisolut (Cunningham ym., 2002)
Mannoosireseptori Mannoosi-6-P Makrofagit, (Kawakami ym., 2004)

dendriittiset solut

Transferriinireseptori Transferriini Tuumorisolut (Kakudo ym., 2004)

Spesifinen kohdennus on haaste, johon yritetdén jatkuvasti 10ytdd parempia ratkaisuja. Yk-
si ldhestymistapa on biotiini/(strept)avidiini —tekniikka, jonka avulla pystytdédn joko pelkés-
tddn tai esimerkiksi vasta-aineen avulla aikaansaamaan spesifinen kohdennus kidyttdmalla
hyviksi avidiinin tehokasta kykyd sitoa biotiinia korkealla affiniteetilla. Biotinyloidun mo-
noklonaalisen vasta-aineen avulla kondennus pystytddn suuntaamaan spesifisesti tiettyyn
antigeeniin, jolloin vasta-aineen biotiiniin sidotaan (strept)avidiini ja tdhidn edelleen bio-
tinyloitu vektori. Menetelmén potentiaalinen haittapuoli on avidiinin immunogeenisyys,

miki tulee vastaan useimpien ulkoisten ligandien yhteydessid (Zavaleta ym., 2007).
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1.3.1.2 a2B1-integriini geeni- ja lddkekohdennuksen reseptorina

Integriinit ovat heterodimeerisid solukalvon glykoproteiineja, jotka koostuvat yhdestd o-
alayksikostd ja yhdestd B-alayksikostd (ks. yleiskatsaus Hynes, 1992). Integriinit vilittdvét
solu-solu ja solu-soluviliaine -interaktioita ja niiden on osoitettu olevan tarkeitd mm. yksi-
16n kehityksessd, haavan paranemisessa, tromboosissa, tulehdustiloissa ja metastaaseissa
(ks. yleiskatsaukset Albelda, 1993; Hynes ja Lander, 1992; Plow ja Ginsberg, 1989). Integ-
riinit vélittdvit signaaleita solun ulkopuolelta solun sisdén ja pidinvastoin. Solun integriini-
en ekspressio muuttuu alkionkehityksen, solun erilaistumisen ja solun aktivaation myoti
(ks. yleiskatsaus Hynes, 1992). Muun muassa sytokiinit ja kasvutekijdt voivat vaikuttaa
integriinien ekspressiotasoon (Janat ym., 1992; Santala ja Heino, 1991) ja muuttaa sitid

esimerkiksi malingnin muutoksen seurauksena (ks. yleiskatsaus Albelda, 1993).

a2B1-integriini toimii solun pinnalla kollageenia tai laminiinia sitovana reseptorina ja sitd
tavataan mm. verihiutaleissa, epiteelisoluissa, endoteelisoluissa, fibroblasteissa ja sileissd
lihassoluissa (Elices ja Hemler, 1989; Skinner ym., 1994). Luonnollisten ligandien ohella
my0s patogeenit, kuten mm. pikornaviruksiin kuuluva Echovirus 1 kdyttdd a2p1-integriinid
reseptorinaan sitoutuen samanaikaisesti useisiin reseptoreihin ja aiheuttaen siten niiden ka-
sautumisen ja edelleen endosytoosin (Pietidinen ym., 2004; Upla ym., 2004). a2p1-
integriinin kdyttod geeni- ja lddkekohdennuksen reseptorina on toistaiseksi tutkittu hyvin
vihin. Endoteelisolujen a2f1-integriinilld on tirked merkitys mm. kasvainten verisuonten
muodostumisessa. Laskimoiden endoteelisolujen kasvutekija VEGF (engl. vascular endot-
helial growth factor) on sytokiini, joka séddtelee angiogeneesid stimuloimalla mm. a2p1 ja
alBl -integriinien ekspressiota endoteelisoluissa, endoteelisolujen kasvua, pienten laski-
moiden ldpidisevyyttd sekd endoteelisolujen adheesiota ja liikkkumista (Senger ym., 2002).
a2B1-integriini vélittdd lisdksi verisuonivauriossa verihiutaleiden adheesiota verisuonen
seindmin kollageeniin, silld verihiutaleiden a2f1-integriinin ja kollageenin vuorovaikutus
on vilttdméton hemostaasin kannalta (He ym., 2003). Edelld kuvattujen syiden vuoksi
a2f1-integriini on lupaava reseptori mm. kasvainten angiogeneesin estoon seki sydin ja
verisuonitautien komplikaatioiden hoitoon kohdennetun geeni- ja lddketerapian vilityksel-

14.
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1.3.2  Endosytoosi

Nisidkissoluilla tavataan useita toisistaan eroavia endosytoosireittejd, jotka voidaan jakaa
kahteen padaryhmaéén, fagosytoosiin ja pinosytoosiin (kuvio 3). Fagosytoosi eli suurten par-
tikkelien sisddnotto, solusyonti, rajoittuu erikoistuneisiin fagosytoiviin soluihin, kun taas
pinosytoosia eli nesteen ja liukoisten molekyylien sisdinottoa tapahtuu kaikilla soluilla.
Tunnetuimmat pinosytoosireitit ovat makropinosytoosi, klatriinivilitteinen endosytoosi ja
kaveolivilitteinen endosytoosi sekd jossain midrin myos klatriinista ja kaveoliinista riip-
pumaton endosytoosi (ks. yleiskatsaus Conner ja Schmid, 2003). Tésséd kappaleessa esitel-
l4édn ei-virusvilitteisessd lddkekohdennuksessa tavallisimmin hyddynnetyt endosytoosireitit

eli makropinosytoosi seké klatriini- ja kaveolivélitteinen endosytoosi.

Fagosytoosi Pinosytoosi

Makropinosytoosi Klatriinivalitteinen Kaveolivalitteinen K_Iatriinism ja kaveoliinis!a
(>1um) endosytoosi endosytoosi riippumaton endosytoosi
(~120nm) (~60nm) (~90nm)

/ O g 5 0

KUVIO 3. Nisikissolujen endosytoosireitit (Mukailtu artikkelista Conner ja Schmid, 2003)

1.3.2.1 Makropinosytoosi

Makropinosytoosi on aktiinista riippuvainen endosytoosin muoto, joka eroaa huomattavasti
muista tunnetuista endosytoosimuodoista. Makropinosytoosia tapahtuu solun laitamilla
aktiinin polymerisaatiosta johtuvan solukalvon poimuttumisen seurauksena. Poimuttunut
solukalvo sulkee sisddnsd solun ulkopuolista nestettd, minkd seurauksena solun sisddn
muodostuu suuria, 0,2-5 um:n kokoisia epdsididnnollisen muotoisia vesikkeleitd eli makro-
pinosomeja. Makropinosytoosilla solu pystyy tehokkaasti ottamaan epispesifisesti sisdinsi
mm. suuria liukoisia makromolekyyleja ja kuljettamaan niitd solun ulkopuolelta sytoplas-

maan (ks. yleiskatsaukset Conner ja Schmid, 2003; Swanson ja Watts, 1995).
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Makrofageilla ja dendriittisilld soluilla makropinosytoosi on jatkuva prosessi (Norbury
ym., 1997; Racoosin ja Swanson, 1993), mutta mm. fibroblasteilla (Veithen ym., 1996) ja
epiteelisoluilla makropinosytoosin kédynnistyminen vaatii kasvutekijoiden kuten EGF:n
(Haigler ym., 1979) ja PDGF:n (Davies ja Ross, 1978) sekd PMA:n (Swanson, 1989) ai-
kaansaaman stimulaation. On my®ds todettu, ettd useilla eri solutyypeilld onkogeenisen ty-
rosiinikinaasi src:n aktivaatio edistdd makropinosytoosia ja sen kinaasiaktiivisuus johtaa
makropinosytoosiin ilman kasvutekija-vilitteistd solun stimulaatiota (Mettlen ym., 2006;

Veithen ym., 1996).

Rho geeniperheen GTPaasit kuten Racl, RhoA ja Cdc42 ovat aktiinitukirangan tirkeimpii
sadtelyproteiineja joista Racl ja Cdc4?2 osallistuvat solukalvonalaisten aktiinifilamenttien
uudelleenjarjestiytymiseen (Anton ym., 2003; West ym., 2000). Cdc42:n aktivoima Racl
sijoittuu solukalvolle, jossa se stimuloi kolesterolin ja PKC:n myotivaikutuksesta aktiinifi-
lamenttien polymerisaatiota ja solukalvon poimuttumista (Grimmer ym., 2002; Nobes ja
Hall, 1995; Ridley ym., 1992). Muita makropinosytoosia séddtelevii tekijoitd ovat mm. fos-
fatidyyli-inositoli 3-kinaasi, joka myotidvaikuttaa makropinosomin sulkeutumiseen ja sen
erkanemiseen solukalvosta (Araki ym., 1996) sekd ADP-ribosylaatiotekijd 6, joka stimuloi
makropinosytoosia edistdmélld aktiinin polymerisaatiota sekid sddtelee kalvoliikennettd
kiertdmailld solukalvon ja endosomaalisten vesikkelien vililli GTP:ti sitovassa ja hydroly-

soivassa muodossa (D'Souza-Schorey ym., 1998; Peters ym., 1995; Schafer ym., 2000).

1.3.2.2 Klatriinivélitteinen endosytoosi

Klatriinivilitteinen endosytoosi on parhaiten tunnettu endosytoosin muoto. Se on prosessi,
minkd avulla nisdkissolut ottavat sisddnsd mm. solukalvon reseptoreita ja niihin sitoutunei-
ta ligandeja kuten erilaisia ravinteita, antigeeneja, kasvutekijoitd ja patogeenejd (ks. yleis-

katsaukset Benmerah ja Lamaze, 2007; Takei ja Haucke, 2001)

Klatriinivélitteisen endosytoosin ensimmiinen vaihe on ligandin sitoutuminen solukalvon
reseptoriin. Sitoutuminen kdynnistdd kuoriproteiinien kerddntymisen solukalvon sytoplas-
miselle puolelle ja solukalvon taipumisen kuopalle (Higgins ja McMahon, 2002). Adapto-
riproteiinikompleksi 2 on kahdesta suuresta (a ja f2) ja kahdesta pienestd (u2 ja 62) alayk-
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sikdstd muodostuva heterodimeeri, jonka tehtivind on olla linkkimolekyylini klatriinin ja
solukalvon vililli. Kompleksi sitoutuu solukalvoon a-alayksikon vilitykselld (Goodman ja
Keen, 1995) ja ohjaa kuoren muodostumista sitoutumalla p2-alayksikon avulla klatriiniin
(Boll ym., 2002). Tarkein kuoriproteiini eli klatriini on 180 kDa kokoinen (Pearse, 1975)
raskaista ja kevyistd ketjuista muodostunut kolmisakarainen trimeeri, triskelioni (Kirch-
hausen ja Harrison, 1981; Ungewickell ja Branton, 1981). Triskelionit muodostavat kuo-
pakkeen ympirille viisi- ja kuusikulmioista rakentuvan hikin, joka kuroutuu solukalvon
mukana muodostaen klatriinipddllysteisen, noin 100-150 nm:n kokoisen vesikkelin (Ka-
naseki ja Kadota, 1969). Hermosoluissa klatriiniin sitoutuu lisdksi monomeerinen AP180 -
proteiini, jonka tehtidvind on edistdd klatriinikuoren muodostumista ja muokata klatriinihi-
kin kokoa (Zhang ym., 1998). Vesikkelin kuroutuminen solukalvosta tapahtuu GTPaasi
dynamiinin avulla, jota kerddntyy muodostuvan vesikkelin suulle rengaspinoiksi. Konfor-
maatiomuutosten seuraksena dynamiini sulkee vesikkelin ja irrottaa sen solukalvosta

(Hinshaw ja Schmid, 1995).

1.3.2.3 Kaveolivilitteinen endosytoosi

Kaveolit ovat pienid, 50-80 nm:n kokoisia, solukalvon painaumia. Niiden ajatellaan ylei-
sesti muistuttavan morfologialtaan pullon muotoa, mutta ne voivat solutyypistid riippuen
esiintyd myos litteind, putkimaisina tai irrallisina vesikkeleind. Kaveoleja tavataan ainakin
jollain asteella ldhes kaikilla erikoistuneilla soluilla, mutta erityisen yleisid ne ovat mm.
endoteelisoluissa, adiposyyteissid, fibroblasteissa, tyypin I pneumosyyteissd sekid lihasso-
luissa. Endosytoosin ohella kaveolien tehtdvdnd on toimia transsytoosissa ja signaalinvili-
tyksessi seké pitdd ylld kolesteroliaineenvaihdunnan homeostasiaa (ks. yleiskatsaus Cohen
ym., 2004). Kaveolivilitteinen endosytoosi on monimuotoinen, valikoiva ja tarkkaan saa-
delty tapahtuma, minké vélitykselld solu ottaa sisddnsd mm. lipideitd, proteiineja, lipi-
diankkuroituneita proteiineja sekd patogeeneja. On kuitenkin huomattava, ettd tietylle si-
sddn otettavalle molekyylille voidaan solutyypistd riippuen kidyttdd eri endosytoosireittid

tai vaihtaa sitéd solussa olosuhteiden mukaan (ks. yleiskatsaus Mayor ja Pagano, 2007).

Kaveolit muodostuvat kolesterolia ja sfingolipideita sisdltdville solukalvon alueille. Kave-

olien pédproteiini on kolesterolia sitova kaveoliiniproteiini, jota esiintyy selkdrankaisilla
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kolmea rakenteellisesti samankaltaista tyyppid. Kaveoliini-1, kaveoliini-2 ja kaveoliini-3
ovat 21 kDa:n kokoisia integraalisia palmityloituja kalvoproteiineja, joista kaveoliini-1 on
kaveolivilitteisen endosytoosin tirkein proteiini. Kaveoliini-2 ilmentyy yhdessi kaveoliini-
1:n kanssa ja kaveoliini-3 esiintyy ainoastaan poikkijuovaisissa lihassoluissa (Dupree ym.,
1993). Kaveoliinit uppoutuvat solukalvoon polypeptidiketjunsa keskivaiheilla olevan hyd-
rofobisen jakson ansiosta ja muodostavat hiuspinnid muistuttavan rakenteen siten, ettd kar-
boksi- ja aminoterminaaliset pdit sijoittuvat solukalvon sytoplasmiselle puolelle (Monier

ym., 1995).

Kaveolivilitteinen endosytoosi on hidas, tarkoin sdiddelty ligandin sitoutumisen stimuloima
tapahtuma, jonka avulla solu pystyy ottamaan sisddnsé vain vihdn solunulkopuolista mate-
riaalia (ks. yleiskatsaus Pelkmans ja Helenius, 2002). Eréds kaveolivilitteiselle reitille ohja-
tuva reseptori on folaattireseptori. Sen ligandina toimiva foolihappo sitoutuu reseptoriinsa
ja kompleksi ohjautuu solun sisdén kaveolivilitteisesti (ks. yleiskatsaus Anderson ym.,
1992). Ligandin sitoutuminen aikaansaa reseptorin kulkeutumisen kaveoleihin ja kdynnis-
tad signaalinvilityskaskadin, jossa fosforylaatiolla on tdrked rooli. Tyrosiinikinaasi src fos-
foryloi kaveoliini-1:n tyrosiinitdhteitd (Li ym., 1996), miké kédynnistdd kaveolien kuroutu-
misen (Shajahan ym., 2004). Kuroutuminen etenee solukalvonalaisen aktiinitukirangan
depolymerisaatiolla. Muodostuneet aktiinimonomeerit ohjataan kuroutuvan kaveolin ym-
parille, aktiini polymerisoituu ja vesikkeli irtoaa dynamiinin myo&tivaikutuksesta solukal-

vosta sytoplasmaan (ks. yleiskatsaus Pelkmans ym., 2002).

1.3.3 Endosomaalinen kulkeutuminen

Klatriini- ja kaveolivilitteisen endosytoosin sekd makropinosytoosin vélitykselld muodos-

tuneet endosomit kulkeutuvat solun sytoplasmassa toisistaan poikkeavalla tavalla.

Klatriinikuopakkeesta kuroutuneen vesikkelin klatriinikuori hajotetaan sytoplasmassa auk-
silliini -proteiinin vaikutuksesta, mikd mahdollistaa vesikkelin fuusioitumisen muiden en-

dosomien kanssa (Gall ym., 2000). Irrotettu klatriini kiertdd takaisin solukalvolle kéytetta-
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viksi uudelleen klatriinivilitteisessd endosytoosissa (Rothman ja Schmid, 1986). Kuoreton
vesikkeli fuusioituu sytoplasmassa nopeasti varhaisten endosomien kanssa. Varhaiset en-
dosomit ovat lievisti happamia rakenteita, joiden vélitykselld sisddn otettu materiaali kulje-
tetaan joko lysosomeihin hajotettavaksi tai kierrdtetddn takaisin solun pinnalle (kuvio 4,
sininen reitti). Lysosomaaliseen hajotukseen kuljettavat varhaiset endosomit happamoitu-
vat ja kypsyvit myohdisiksi endosomeiksi (pH 5,0-6,0). Myohédinen endosomi fuusioituu
lysosomin kanssa (pH 5,0-5,5) ja sen kuljettama materiaali hajotetaan lysosomaalisten ent-

syymien toimesta (ks. yleiskatsakset Gluck, 1993; Van Dyke, 1996).

Transferriinireseptori kuljettaa soluun transferriinid klatriinivélitteisen endosytoosin kautta.
Reseptori kierrétetddn varhaisista endosomeista joko nopeiden tai hitaiden kierrittdavien,
lievisti happamien endosomien vilitykselld takaisin solun pintaan (Sheff ym., 1999). Ei-
virusvilitteisiin vektoreihin on kehitetty keinoja, joilla ne pystyvit vapautumaan en-
dosomeista. Yksi keino on liittdé ei-virusvektoriin osa, jonka avulla se ldpédisee endosomin

kalvon jouduttuaan happamaan ympéristoon ( ks. yleiskatsaus Wagner, 1999).

Kaveolivilitteinen endosytoosi on klatriinivélitteisestd endosytoosista poiketen pH:ltaan
neutraali reitti (Ferrari ym., 2003). Solukalvolta kuroutuneet kaveoliini-1 -positiiviset en-
dosomit fuusioituvat kaveosomeiksi kutsuttujen organellien kanssa (kuvio 4, punainen reit-
ti). Kaveosomit ovat neutraaleja, verrattain suuria, morfologialtaan monimuotoisia kaveo-
liini-1 positiivisia endosomeja joista puuttuu klatriinireitille sekd eritysreitille tyypilliset
markkerit (Marjoméki ym., 2002; Pelkmans ym., 2001; Pietidiinen ym., 2004). Kaveosomit
kuvattiin ensimmdistd kertaa SV40-viruksen vilietappina matkalla solun pinnasta ER:dén
(Pelkmans ym., 2001), mutta niiden osallistumisesta endosytoosireitteihin tiedetédén toistai-
seksi vain vihdn. Monet kaveolivilitteistd endosytoosireittid hyodyntidvit patogeenit paa-
tyvit lysosomaalisen hajotuksen sijasta suoraan Golgiin ja/tai ER:ddn (Norkin ja Kuksin,
2005; Pelkmans ym., 2001). Hajotukselta vélttyminen on etu geeni- ja lddkekohdennuksen
kannalta mutta kaveoliinipositiiviset endosomit voivat fuusioitua kaveosomien lisdksi
my0s varhaisten endosomien kanssa (kuvio 4) ja yhtyi siten lysosomaaliseen hajotukseen

johtavan klatriinivélitteisen endosytoosireitin kanssa (Botos ym., 2007).
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KUVIO 4. Makropinosytoosin sekd kaveoli- ja klatriinivélitteisen endosytoosin vilitykselld kuroutuneiden
vesikkelien sytoplasmiset liikkeet (Mukailtu artikkeleista Conner, ja Schmid, 2003; Marsh ja Helenius, 2006;
Mayor ja Pagano, 2007; Karjalainen ym., 2008 painossa).

Kaveoliinivilitteistd endosytoosia on kéytetty geeniterapian kohteena mm. endoteelisoluis-
sa (MclIntosh ym., 2002), joissa kaveolit kattavat 10-20 % solun pinnasta (ks. yleiskatsaus
Conner ja Schmid, 2003). Endoteelisolut toimivat fysiologisena esteend systeemisesti koh-
dennetulle geeni- ja lddketerapialle in vivo, mutta kaveolispesifisen vasta-aineen avulla
kohdennettuna on voitu endoteelisolujen transsytoosin vélitykselld saavuttaa muita kohde-

kudoksia (McIntosh ym., 2002).
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Makropinosytoosilla muodostuneiden vesikkelien, makropinosomien, oletetaan fuusioitu-
van ainakin varhaisten endosomien kanssa, josta ne lajitellaan eri puolelle solua, mutta nii-
den sytoplasmiset liikkeet vaihtelevat solutyypista riippuen (ks. yleiskatsaukset Kirkham ja
Parton, 2005; Mayor ja Pagano, 2007). Makrofageilla, joilla makropinosytoosi on jatkuva
prosessi, makropinosomit kulkeutuvat varhaisista endosomeista solun keskustaa kohti, jol-
loin niiden pH laskee ja ne fuusioituvat lysosomaaliseen hajotukseen johtavan reitin kanssa
(Meier ja Greber, 2004). Muilla solutyypeilld, kuten esimerkiksi A431 karsinoomasoluilla,
makropinosomien pH laskee mutta ne eivit paddy hajotukseen vaan kuljettavat kasvuteki-

joiden stimuloimana sisiltonsi takaisin solun pinnalle (West ym., 1989).

Makropinosomien on varhaisten endosomien lisdksi ehdotettu fuusioituvan myos kave-
osomien kanssa (kuvio 4, vihred reitti; ks. yleiskatsaus Marsh ja Helenius, 2006). Makro-
pinosomit voivat kypsyd multivesikulaarisiksi rakenteiksi, jotka fuusioituvat kaveoliini-1 -
positiivisten kaveosomien kanssa muodostaen myohiisiksi kaveosomeiksi kutsuttuja ra-
kenteita. Namai rakenteet eivit liity klatriinivilitteiseen reittiin, silld ne eivit happamoidu
eikd niistd 10ydy varhaisille tai kierrattiville endosomeille eikd myoskddan myohiisille en-
dosomeille/lysosomeille tyypillisii markkereita (Karjalainen ym., 2008 painossa). Kave-
osomien kanssa fuusioituva makropinosytoosista ldhtevé reitti on spesifinen ja tarkoin sdi-
delty reseptoriviilitteinen reitti (Karjalainen ym., 2008 painossa), mutta sen tarkkaa merki-

tystd solunsisdisessa kalvoliikenteessi ei vield tiedeta.

Makropinosomien on huomattu olevan muihin endosomeihin verrattuna ns. huokoisia ra-
kenteita (Wadia ym., 2004), joista esimerkiksi ei-virusvektorit pidsisivit mahdollisesti
vuotamaan ulos. Vuotaminen saattaa liittyd virusinfektioon (Meier ym., 2002) tai ei-
virusvektoriin liitetyn peptidin toimintaan (Khalil ym., 2007) vuotamisen edistdjand. Tama
ominaisuus tekee makropinosytoosista houkuttelevan kohteen geeni- ja ldiketerapialle, sil-
14 muiden endosytoosireittien kohdalla haasteena on vektorin péddsy sytoplasmaan seki
vilttyminen lysosomaaliselta hajotukselta. Makropinosytoosilla on lisdksi kaveolivilittei-
seen endosytoosiin verrattuna suurempi sisddnottokapasiteetti, mikid voidaan lukea kysei-
sen reitin etuihin geeni- ja lidkekohdennuksessa (ks. yleiskatsaukset Gruenberg ja van der

Goot, 2006; Khalil ym., 2006; Mayor ja Pagano, 2007).
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2 TUTKIMUKSEN TARKOITUS

Tutkimusten mukaan kollageeneja sitova o2p1-integriini siirtyy vasta-aineilla aikaansaa-
dun kasautuman jilkeen makropinosytoosin ja kaveolien vilitykselld kaveosomeihin (Pie-
tidinen ym., 2004; Upla ym., 2004; Xing ym., 2004). Lisdksi on havaittu, ettd a2f1-
integriinia reseptorinaan kiyttivd Echovirus 1 pddtyy makropinosytoosin ja osin kaveolien
kautta kaveosomeihin ja vapautuu sieltd sytoplasmaan jo muutaman tunnin kuluttua soluun
tunkeutumisesta (Pietidinen ym., 2004; Karjalainen ym., 2008 painossa). Nami ominai-
suudet tekevit a2f1-integriinistd lupaavan reseptorin lddkehoidolle. Kaveosomit muodos-
tavat tdrkedn lajittelukeskuksen solun sytoplasmassa ja niiden kéytettavyyttd yhdessd in-

tegriinireseptorien kanssa on ladkekohdennuksen kannalta tutkittu hyvin vihin.

Téassd tutkimuksessa on tarkoitus selvittdd vasta-aineiden, biotiini-streptavidiinitekniikan
sekd ei-virusvilitteisen vektorin avulla aikaansaadun a2 1-integriinin sisddn menon ja ka-
veosomeihin johtavan edosytoosireitin kdytettdvyyttd ei-virusvilitteisessd lddkekohden-

nuksessa.

Tutkimustehtidvina oli selvittdi:

1. Mitid integriinikasautumalle tapahtuu endosytoosin jidlkeen pitkélld aikavililld ja

onko eri solulinjojen vililld eroa?

2. Minkilainen vaikutus liposomiin pakatulla integriinivilitteisesti kohdennetulla

doksorubisiinilla on eri solulinjojen soluille?
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3 MATERIAALIT JA MENETELMAT

3.1 Solulinjat

Kokeissa kaytettdavit solulinjat olivat a2f1-integriinid pysyvésti ilmentdvd osteosarkoo-
masolulinja (SAOS0a2 kloonit 45 ja 47; Ivaska ym., 1999), kohdunkaulan syopésolulinja
(HeLa MZ; Urs Greber, Eldintieteen instituutti, Ziirichin yliopisto), aortan sileédlihassolu-
linja (HASMC; Kari Airenne, A.l. Virtanen -Instituutti, Kuopion yliopisto) ja napanuoran
laskimon endoteelisolulinja (HUVEC; Merja Roivainen, Kansanterveyslaitos, Helsinki).

Kaikki kaytetyt solulinjat olivat ihmisperéisia.

SAOSa2- ja HeLa MZ-soluja kasvatettiin DMEM:ssi (Gibco, Grand Island, USA), johon
oli lisdtty 0,45 % glukoosi ja 10 mM Hepes, pH 7.4. Ennen kiytt6d kasvatusmediumiin
lisdttiin inaktivoitua FBS:a 10 %:ksi, 2 mM L-glutamiini, 100 IU/ml penisilliini ja 100
pg/ml streptomysiini (Gibco, Grand Island, USA). Lisidksi HeLLa MZ-soluille lisittiin ei-
vilttamattomid aminohappoja (L-alaniini 8,9 mg/l, L-asparagiini 15 mg/l, L-aspartaatti
13,3 mg/l, L-glutamaatti 14,7 mg/l, glysiini 7,5 mg/l, L-proliini 11,5 mg/l, L-seriini 10,5
mg/l; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). SAOSa2-solujen viljelyssd kiytettiin selek-
tioreagenssina Geneticinid 0,25 mg/ml (G-418; Gibco, Grand Island, USA).

HASMC-solujen kasvatukseen kéytettiin Hepes- ja bikarbonaattipuskuroitua M231 me-
diumia (Cascade Biologics, Mansfield, UK) johon lisittiin sileédlihassoluille tarkoitettua
seerumia, kasvutekijoitd ja insuliinia sisdltivdd SMGS livosta 20 %:ksi (Cascade Biolo-
gics, Mansfield, UK), 2 mM L-glutamiinia, 100 IU/ml penisilliinid sekd 100 pg/ml strep-

tomysiini.

HUVEC-solujen kasvatukseen kiytettiin Roswell Park Memorial Institute 1960 mediumia
(RPMI-1960; Gibco, Grand Island, USA), johon lisittiin inaktivoitua FBS:a 10 %:ksi,
2mM L-glutamiinia, 100 IU/ml penisilliinia ja 100 pg/ml streptomysiinid. Kaikkia soluja

viljeltiin +37 °C ldmpdkaapissa 5 %:ssa CO, pitoisuudessa.
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3.2 Mikroskooppiset immunofluoresenssikokeet

3.2.1 Vasta-aineet ja konjugoidut reagenssit

Immunofluoresenssikokeissa kédytetyt primaari- ja sekundaarivasta-aineet sekd muut vasta-
aineiden tapaan kiytetyt konjugoidut reagenssit on lueteltu taulukossa 4. Primaarivasta-
aineiden pitkdaikainen sdilytys tapahtuu -20 °C:ssa ja kdyttoonoton jidlkeen +4 °C:ssa. En-
nen kiyttoonottoa kaupallisiin Alexa Fluor-konjugoituihin sekundaarivasta-aineisiin on
lisdtty 99,5 % glyserolia 1:2 ja muut sekundaarivasta-aineet on jaettu pieniin eriin sellaise-
naan. Kaikkia sekundaarivasta-aineita sidilytetddn -20 °C:ssa. Texas Red-konjugoitu strep-
tavidiini on liuvotettu steriiliin veteen ja lisdtty 99,5 % glyserolia 1:2. Reagenssia siilytetddn

- 20 °C:ssa valolta suojattuna.

TAULUKKO 4. Kiytetyt vasta-aineet ja konjugoidut reagenssit.

Vasta-aine tai reagenssi Laimennos Lahde / Valmistaja

Primaarivasta-aineet

Hiiren anti-humaani integriini a2 IgG 1:200% tai 1:400%° Oma tuotto
(A21IE10, mAb)*
Biotiinikonjugoitu hiiren anti-humaani 1:200? tai 1:400% Oma tuotto ja konjugointi

integriini a2 1I9G (A2IIE10, mAb)*

Sekundaarivasta-aineet

Vuohen anti-hiiri IgG, AF555 1:200%, 1:750° Molecular Probes,
Highly cross absorbed Carlsbad USA
Vuohen anti-hiiri IgG, HRP 1:750° Bio-Rad Laboratories,

Hercules USA
Muut konjugoidut reagenssit

Streptavidiini, Texas Red 1:400° Vector Laboratories,
Burlingame USA

* Eri solulinjoille kaytetty eri laimennosta
& Immunofluoresenssivarjayksissa kaytetty laimennos
® Kokeissa kaytetty laimennos
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3.2.2 o2PB1l-integriinin kasautumiskokeet

SAOSa2-, HeLa MZ-, HASMC- ja HUVEC-solut siirrostettiin koetta edeltivind pdivina
peitinlaseille 8,8cm”n maljoille. a2f1-integriinin soluun siséinmeno indusoitiin sitomalla
solun pinnan a2f1-integriineihin ensin 1h jailld keinutuksessa hiiren anti-integriini a2 vas-
ta-aine (A2IIE10, taulukko 4) laimennettuna 750 pl:aan DMEM:id (1 % FBS) ja sen jil-
keen 1 h jiilld keinutuksessa vuohen anti-hiiri sekundaarivasta-aine (taulukko 4) laimen-
nettuna 1:750 750 pl:aan DMEM:id (1 % FBS). Inkubaatioiden vililld solut pestiin kol-
mesti PBS-puskurilla (137 mM NaCl, 3 mM KCl, 2 mM KH,PO,, 8§ mM Na,HPO, -2H,0)
johon oli lisdtty 0,5 % BSA. Integriini-vasta-ainekasauman sisdé@nmeno saatiin aikaan li-
saamaillda maljoille 2 ml esilimmitettyd tdydellistdi mediumia (10 % FBS) ja siirtdmalla
maljat +37 °C lampokaappiin. Integriinin kulkeutumista soluissa seurattiin 2 h, 6 h, 24 h,
48 h ja 72 h aikapisteiden ajan. Aikapisteen kuluttua solut fiksoitiin 4 % paraformaldehy-
dilld 30 minuuttia huoneenlimmaossi ja sdilytettiin PBS:ssd +4 °C:ssa jatkokisittelyjd var-

ten.

3.2.3 Konfokaalikuvantaminen, kuvien analysointi ja tilastolliset testit

Néytteet kuvattiin Olympus IX81 -konfokaalimikroskoopilla kdyttimailld hyviksi Olympus
FLUOVIEW FV1000 —ohjelmaa. Kuvat otettiin 512 x 512 resoluutiolla ULPSAPO 60x
objektiivilla (na 1.35). Z suunnassa kuvattaessa leikkeiden paksuus oli 0,30 pm. Jokainen
leike skannattiin kaksi kertaa ja niistd tulleen informaation keskiarvosta muodostui lopulli-
nen optinen leike. Eri kanavilta tulevan informaation sekoittuminen estettiin skannaamalla
eri aallonpituudet eri aikaan “’sequential” —toiminnon avulla. Kasautumiskokeissa jokaises-

ta niytteestd otettiin 15 z-pinoa.

Konfokaalikuvat analysoitiin Biolmage XD -ohjelman segmentaatiotoiminnon avulla
(Kankaanpéd ym., 2006). Ohjelman avulla soluista laskettiin vesikkelien maéra, kokonais-
tilavuus ja kokonaisintensiteetti. Segmentaatiotulokset vietiin MS Office Excel -ohjelmaan,
jossa laskettiin rakenteiden keskimddrdinen lukuméird, rakenteiden keskiméérdinen tila-

vuus, rakenteiden keskimiidrdinen kokonaisintensiteetti sekid kunkin em. parametrin keski-
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virhe. Naytteille tehtiin kahden riippumattoman otoksen t-testi, jossa eri aikapisteiden tu-
loksia verrattiin 2 h tuloksiin (HASMC, HeLa MZ ja HUVEC) tai 6 h néytteen tuloksiin
(SAOSa2/45 ja 47). Nollahypoteesina (Hyp) oli, ettd keskiarvoilla ei ole eroa ja vastahypo-
teesina (H;), ettd keskiarvo laskee ajan suhteen. Kustakin testistd saatiin tulokseksi p-arvo,

eli todennékdisyys sille, ettid tehddin virhe kun hylédtaan Hy.

3.3 Biokemialliset kokeet

3.3.1 o2P1-integriinikasautuman seuraaminen HRP miirityksen avulla

SAOSa2/45 ja 47, HeLa MZ, HASMC ja HUVEC -solut siirrostettiin koetta edeltivina
pdivind soluviljelymaljoille. Osalle néytteistd tehtiin yon yli kestdavid esikisittely, jossa ly-
sosomaalinen hajotus estettiin syottdmaélld soluille 50 pg/ml proteaasi-inhibiittori leupep-
tiinid (liuotettu DMSO:iin; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) ja kontrollimaljoille samassa
suhteessa DMSO:a. Integriinin kasautumiskoe tehtiin kappaleessa 3.2.2. kuvatulla tavalla
kiyttimilld monoklonaalista hiiren anti-integriini a2 vasta-ainetta ja sekundaarivasta-
aineena piparjuuriperoksidaasilla (HRP, horseradish peroxidase) konjugoitua vuohen anti-
hiiri vasta-ainetta (taulukko 4). Negatiivisena kontrollina oli néyte, johon oli sidottu pri-
maarivasta-aine, mutta ei sekundaarivasta-ainetta. Maljoille laitettiin tdydellinen medium
ja integriini-vasta-ainekasaumaa seurattiin leupeptiinikokeessa O h, 2 h ja 6 h ajan ja muu-
ten O h, 2 h, 6 h, 24 h, 48 h ja 72 h ajan. Kaikki muut paitsi negatiivinen kontrolli ja O h
ndyte laitettiin +37 °C:een ldmpokaappiin. Jokaisen aikapisteen kuluttua kyseiset solut
otettiin jdille ja hajotettiin jdilla puskurissa (150 mM NaCl, 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl, ja
25 mM Tris-HCI, pH 7.4) johon oli lisdtty 100 mM octyl B-D-glucopyranosidi (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA).

Néytteistd madritettiin HRP:n pitoisuus sekd kokonaisproteiinipitoisuus. HRP:n pitoisuus
maédritettiin reaktioliuoksen (0,05 M NaPO,, 0,003 % H,0,, 0,1 % Triton X-100, 10 mg o-
dianisidiini, pH 5.0) aikaansaaman virireaktion avulla. HRP-standardien (1-20 ng/ml) seki

ndytteiden absorbanssit mitattiin samanaikaisesti 455 nm:ssa reaktioseosta vastaan. Endo-
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geenisen peroksidaasiaktiivisuuden vaikutus huomioitiin vihentdmailld tuloksista negatiivi-
sen kontrollin antama HRP-arvo. Kokonaisproteiinipitoisuus mééritettiin Bradfordin mene-
telmélld (Bradford, 1976) Protein Assay vérireagenssin (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
USA) avulla. BSA-standardien (5-50 pg/ml) sekd ndytteiden absorbanssit mitattiin 595
nm:ssd 5 min seisotuksen jidlkeen PBS -puskuria vastaan. Tulosten avulla saatiin laskettua

HRP:n miiri suhteutettuna ndytteen kokonaisproteiinipitoisuuteen.

3.3.2 Doksorubisiinin vaikutusten seuraaminen soluméérin muutosten ja

apoptoosin avulla

SAOSa2 (kloonit 45 ja 47), HeLa MZ, HASMC ja HUVEC -solut siirrostettiin apop-
toosikoetta varten 96-kuoppamaljalle (Nalge Nunc International, Rochester, USA). Dokso-
rubisiini vietiin soluihin biotiiniliposomeissa (Arto Urtti, Drug Discovery and Develop-
ment Technology Center, Helsingin yliopisto) a2p1-integriinikasauman avulla kappaleessa
3.2.2 kuvatulla tavalla biotinyloidun hiiren anti-integriini o2 vasta-aineen (klooni
A2IIE10/biot) ja Texas Red -konjugoidun streptavidiinin avulla (taulukko 4). Biotinyloidut
liposomit sidottiin streptavidiiniin jdilld keinutuksessa 1 h ajan. Lisidksi doksorubisiini vie-
tiin soluihin biotiiniliposomeissa tai liukoisena (15 pug/ml) suoraan soluviljelymediumiin
ilman integriinikohdennusta. Negatiivisena kontrollina olivat pelkit kisittelemittomét so-
lut ja o2-integriinikasauman avulla sisddn viedyilld tyhjilld biotiiniliposomeilla kisitellyt

solut.

Liposomit koostuvat HSPC:sta, kolesterolista, distearoyylifosfatidyylietanolamiini-
polyetyleeniglykolixopp:sta (DSPE-PEG,,) ja biotinyloidusta distearoyylifosfatidyy-
lietanolamiini-polyetyleeniglykoliygpp:sta (DSPE-PEG;ggo-biotiini) moolisuhteissa 2 : 1 :
0,08 : 0,02. Tyhjit biotiiniliposomit ovat kooltaan 110 nm, biotiini-doksorubisiiniliposomit
120 nm ja niiden  doksorubisiinipitoisuus on 0,607 mg/ml. Biotiini-

doksorubisiiniliposomeilla soluihin viety doksorubisiinipitoisuus oli 15,2 pug/ml.

Doksorubisiinin vaikutuksia seurattiin 2-72 h ajan, minki jdlkeen apoptoosi mitattiin Cas-

pace-Glo® 3/7 (Promega Corporation, Madison, USA) reagenssin avulla luminometrisesti
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tai tarkasteltiin solumédrdn muutoksia virjadmalld solut kristallivioletilla 30 min +37 °C.
Virjatyt 96-kuoppalevyt skannattiin ja ndytekuopista sekd tyhjistd kuopista maédritettiin
keski-intensiteetti ImageJ (National Institute of Mental Health, Bethesda, Maryland, USA)
-ohjelman avulla. Luminometrisista mittaustuloksista vihennettiin reagenssitaustan maara.
Kristalliviolettikokeessa rinnakkaisista (n=2) mittaustuloksista laskettiin keskiarvot, joista

vihennettiin tyhjistd kuopista (n=30) laskettu taustan keski-intensiteetti.
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4 TULOKSET

4.1 Integriinikasauma hévidi solusta kolmen vuorokauden kuluessa

4.1.1 Rakenteiden lukumaédrd, tilavuus ja fluoresenssin intensiteetti

a2f1-integriinikasautuman intensiteetin muutosta solussa tutkittiin eripituisten aikapistei-
den ja konfokaalimikroskopian avulla. Konfokaalimikroskoopilla otetuissa kuvasarjoissa
havaitut rakenteet segmentoitiin Biolmage XD —ohjelmalla ja tulokseksi saatiin tietoa ra-

kenteiden lukumaiiristd, tilavaudesta ja intensiteetisti.

Segmentaatiokokeet tehtiin viidelle solulinjalle. Mukana olivat sydpésolulinjat kuten os-
teosarkoomasolut (SAOSa2 kloonit 45 ja 47) ja kohdunkaulan syopésolulinja (HeLa MZ).
Lisdksi mukana oli aortan siledlihassolulinja (HASMC) ja napanuoran laskimon endotee-

lisolulinja (HUVEC).

Kokeen tulokset osoittavat, ettd rakenteiden lukuméérd, kokonaistilavuus ja kokonaisinten-
siteetti muuttuvat ajan suhteen. Kuviossa 5 on esitetty keskimaérdisen kokonaisintensitee-
tin muutos ja keskivirhe eri soluissa sekd muutoksen tilastollinen merkitsevyys. HASMC,
HelLa MZ ja HUVEC —solulinjoissa kokonaisintensiteetti laskee 2 h aikapisteeseen verrat-
tuna (kuvio SA-C). Kuuden tunnin néytteen ero 2 h néytteeseen on tilastollisesti merkitse-
vi HASMC (p=0.007) ja HUVEC (p=0.002) -soluilla. HeLLa MZ-soluilla merkitsevid ero
nidhdddn vasta 24 h kohdalla, jolloin ero 2 h aikapisteeseen on tilastollisesti erittdin merkit-

sevi (p=0.00002).

SAOSa2 (kloonit 45 ja 47) -soluissa integriinikasautuman hdvidminen ldhtee kidyntiin vas-
ta 6 h aikapisteen jdlkeen, silld néissé soluissa kokonaisintensiteetti nousee 2 h aikapisteen
jdlkeen 6 h aikapisteeseen asti. Nousu on voimakkaampaa kloonissa 45, mutta myos kloo-

nissa 47 ndhdédédn sama 1lmi6 (kuvio 5D-E). Alkuvaiheen noususta johtuen t-testissd myo-
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hempid aikapisteitd verrattiin 2 h aikapisteen sijaan 6 h aikapisteeseen. SAOSa2/45-
soluissa havaittiin tilastollisesti merkitsevd ero 24 h ja 6 h aikapisteen vililld (p=0.001).

SAOSa2/47-soluissa ero oli tilastollisesti erittdin merkitseva (p=0.000006).
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KUVIO 5. Vasta-aineella indusoitujen o2-integriinikasautumien keskiméirdisen kokonaisintensiteetin muu-
tos ajan suhteen viidelld eri solulinjalla. Ero on tilastollisesti merkitsevd kun p <0,01(**) ja tilastollisesti erit-
tdin merkitsevd kun p <0,001 (¥%*).

Rakenteiden lukumééraa ja tilavuutta tarkastellaan lukumaéérien keskiarvon ja kokonaisti-
lavuuksien keskiarvon kautta. Rakenteiden keskimiirdinen lukumééra ja kokonaistilavuus
noudattavat samaa suuntausta kokonaisintensiteettitulosten kanssa (taulukko 5). Solulinjo-
jen vililld on eroa rakenteiden méérin ja tilavuuden suhteen, mutta suuntaus on kaikilla

solulinjoilla kuitenkin sama, eli rakenteet havidvit ajan myota.
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TAULUKKO 5. Rakenteiden lukumiirin ja kokonaistilavuuden (um®) muutos ajan suhteen seki muutoksen
tilastollinen merkitsevyys

Rakenteiden lukumaara Rakenteiden kokonaistilavuus
keski- keski- p-arvo keski- keski- p-arvo
arvo virhe arvo virhe
HASMC
2h 554.4 94.9 276.0 46.2
6h 445.6 49.3 0.159 196.2 26.7 0.073
24h 373.4 70.2 0.069 163.6 36.1 0.033 *
48h 72.9 19.9 0.000 b 41.6 19.2 0.000 b
72h 49.8 18.2 0.000 b 20.3 6.6 0.000 b
HeLa MZ
2h 375.3 53.0 46.6 8.4
6h 231.8 451 0.025 * 25.8 6.7 0.033 *
24h 10.7 3.0 0.000 1.0 0.4 0.000
48h 2.4 1.9 0.000 0.6 0.5 0.000
72h 0.0 0.0 0.000 b 0.0 0.0 0.000 b
HUVEC
2h 768.1 92.6 165.0 29.5
6h 691.5 103.5 0.293 145.6 27.9 0.318
24h 156.6 27.4 0.000 32.8 5.8 0.000
48h 30.5 7.2 0.000 5.4 1.4 0.000
72h 22.0 3.7 0.000 b 3.2 0.7 0.000 b
SAOSa2/45
2h 30.6 7.2 4.8 1.4
6h 198.9 47.6 26.2 8.5
24h 61.5 15.0 0.005 > 54 1.7 0.011 *
48h 22.5 3.8 0.000 1.8 0.4 0.004 **
72h 3.4 0.8 0.000 b 0.4 0.1 0.003 >
SAOSa2/47
2h 235.8 30.8 45.6 8.6
6h 246.2 27.0 53.5 10.2
24h 82.9 14.7 0.000  *** 14.2 25 0.000  ***
48h 32.3 9.3 0.000 6.6 2.6 0.000
72h 5.3 2.0 0.000  *** 0.9 0.4 0.000  ***
Tilastollisesti melkein merkitsevd ~ (0.01 < p < 0.05) *
Tilastollisesti merkitseva (0.001 <p <0.01) **
Tilastollisesti erittdin merkitseva (p < 0.001) e

Kuviossa 6 ndhdiin esimerkkikuvat aikasarjana kunkin solulinjan integriinikasautumista ja
niitd ympiroivistd vesikkeleistd. Kuvista ndhddédn, miten rakenteiden intensiteetti laskee ja
itse rakenteet hiavidvit ajan kuluessa. Solulinjat eroavat toisistaan mm. rakenteiden luku-
miirin ja koon osalta, ja mikroskooppikuvista néhtdvd suuntaus tukee hyvin kuviossa 5 ja
taulukossa 5 esitettyjd tuloksia. Esimerkkinid voidaan todeta, ettd SAOSa2/45 ja 47-
soluissa rakenteita on aluksi suhteellisen vihin ja niiden koko pienenee merkittidvésti ajan
suhteen. Rakenteiden hidvidminen tapahtuu ensimmdisend Hela MZ-soluissa, mutta
HUVEC ja HASMC -soluissa rakenteita on alkuvaiheessa niin paljon, ettei kolme vuoro-
kautta todennékoisesti ndissd soluissa riitd rakenteiden tdydelliseen hidvidmiseen. Mielen-
kiintoista on kuitenkin havaita, ettd rakenteet hdvidvit tiysin tai ainakin ldhes tiysin syo-
pasolulinjoista, kun taas normaalisolulinjoissa hidvidma jaa keskenerdiseksi (taulukko 5 ja

kuvio 6).
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KUVIO 6 Konfokaalimikroskooppikuvasarja a2p1-integriinikasautumista viidelld eri solulinjalla ajan suh-
teen. Kasautumien hédviiminen havaitaan punaisen fluoresenssin heikkenemisend. Mittajana 5 um.
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4.1.2 o2Bl-integriinikasautuman seuraaminen HRP-médéritysten avulla

a2B1-integriinikasautuman kohtaloa solussa seurattiin segmentaatiokokeiden lisdksi myos
biokemiallisesti kdyttdmalld kasautumiskokeissa hyviksi HRP-konjugoitua vasta-ainetta.
Ensimmainen O h aikapiste kuvaa ldhtotilannetta, jolloin solun pinnan a2-integriineihin on

sitoutunut HRP-konjugoitu vasta-aine, mutta kasauma ei ole vield pddssyt solun sisdin.
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Lisdksi mukana oli negatiivinen kontrolli jonka avulla pystytidin nikemiin endogeenisen

peroksidaasiaktiivisuuden méadra.

Mittaustulosten perusteella voidaan todeta, ettd kaikilla solulinjoilla HRP:n miird vihenee
kolmessa vuorokaudessa hyvin alhaiselle tasolle. Lisdksi huomataan, ettd eri solulinjoilla
on hyvin erilaiset méardt o2p1-integriinid. Korkein integriinitaso on integriini a2:a stabii-

listi ekspressoivilla SAOSa2/47-soluilla ja matalin HeLLa MZ-soluilla (kuvio 7).

2.00

B Saos a2/47
BHASMC
@ Saos a2/45

o HUVEC
OHelaMZ

2h 6h 24h 48h 72h

KUVIO 7. HRP:n miirédn (ng) muutos proteiinipitoisuutta kohden viidelld eri solulinjalla. Solun pinnan in-
tegriini a2f31:n kasautumaa on seurattu HRP konjugoidun vasta-aineen avulla 0-72 h ajan. Mittaukset on teh-
ty kahtena rinnakkaisena, joista on otettu keskiarvo. HRP:n mééri on suhteutettu solun kokonaisproteiinipi-
toisuuteen, jotta eri aikapisteitd voidaan verrata toisiinsa. Endogeenisen peroksidaasiaktiivisuuden merkitys
on huomioitu viahentimalld mittaustuloksista negatiivisen kontrollin antama tausta.

HREF ndipdg protedlinia

Oh

a2f1-integriinikasautuman prosentuaalinen hédvidminen on esitetty kuviossa 8. HeLa MZ
ja HUVEC -soluissa integriinin hidvidma tapahtuu aikaisemmassa vaiheessa kuin muissa
solulinjoissa. HelLa MZ-soluissa 0 h ja 2 h aikapisteiden vilinen hdviami on 82 % ja
HUVEC-soluissa 76 %. SAOSa2/47-soluissa suurin prosentuaalinen hiviimai tapahtuu 2 h
ja 6 h aikapisteiden vililld (51 %) mutta SAOSa2/45 ja HASMC -soluissa hdvidmi néyt-
tdisi olevan suhteellisen lineaarista. SAOSa2-45-soluissa integriinitaso saavuttaa pohjalu-

keman jo 24 h aikapisteen kohdalla.
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KUVIO 8. Integriinikasautuman mééréan lasku prosentuaalisesti. O h aikapisteen tulos on oletettu 100 %:ksi,
mistd on laskettu muiden aikapisteiden prosentuaalinen jéljelld olevan integriinin maara.

Integriinikasautuman hévidmismekanismia haluttiin tutkia kisittelemilla SAOSa2/45-
soluja proteaasi-inhibiittori leupeptiinilld ja kayttdmilla kasautumiskokeissa HRP-
konjugoitua vasta-ainetta. Leupeptiini inhiboi lysosomaalista hajotusta ja jos kasautuma
hajotettaisiin lysosomeissa, rikastuisi integriinikasautuma leupeptiinin vaikutuksesta en-
dosomeihin. Tdmé néhtiisiin kontrollin kanssa samantasoisena mittaustuloksena. HRP-
mittausten perusteella voidaan kuitenkin todeta, ettei inhibiittorilla ole vaikutusta integ-
riinikasautuman hividmiseen (kuvio 9), silléd tuloksista ndhddin selvd hajoamisen etenemi-
nen 0-6 h aikana, eikd kyse siten ole lysosomaalisesta hajotuksesta. Tdmén kokeen tulokset
ovat suuntaa-antavia, silld koe tehtiin kokeilumielessi vain kerran. Tuloksen varmistami-
nen vaatii vield toistoja ja lisdkokeita useammilla proteaasi-inhibiittoreilla.

1.2
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m Kontrolli
0.6

Leupeptiinikasittely

0.4

HRP ngfug proteiinia

0.2

Oh 2h 6h

KUVIO 9. Leupeptiiniksittelyn vaikutus integriini a2 kasautuman hividmiseen SAOS02/45 soluissa. HRP:n
miird (ng) on suhteutettu kokonaisproteiinipitoisuuteen.
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4.2 Liposomivilitteisesti kohdennettu doksorubisiini edistdi solu-

kuolemaa

4.2.1 Solumiaidran muutokset

Doksorubisiinin aiheuttamaa solukuolemaa tutkittiin kristalliviolettikokeella, jossa dokso-
rubisiinia syotettiin soluille biotiinilla pééllystetyissd liposomeissa kohdentamattomasti tai
kohdennetusti a2f1-integriinikasautuman kautta. Negatiivisena kontrollina niyte, jolle ei

tehty doksorubisiinikésittelyja.

SAOSa2/45
A
90 -
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- 70 +— 0 2h
- i 60 1 @ 6h
L5 50
T= @ 24h
Eg 07 48h
FE 30 -
£ 5 L m 72h
10
0
negatiivinen liukoinen doksoliposomi alpha2 kasautuma
kontrolli doksorubisiini + doksoliposomi
15pug/mi
B 2h  6h 24h 48h 72h

Liukoinen doksorubisiini
15ug/ml

. . . . . Doksorubisiiniliposomi
a2 kasautuma + dok-
sorubisiiniliposomi

SAOSa2/45

KUVIO 10. Soluméédrin muutokset SAOSa2/45-soluissa 2-72 h aikana. A) Rinnakkaisten (n=2) nidytteiden
intensiteettien keskiarvot pylvidsdiagrammina. Keskiarvoista on vidhennetty tyhjistd kuopista (n=30) laskettu
keskimidriinen taustaintensiteetti. B) Kristallivioletilla vérjityt solut 96-kuoppamaljan pohjalla. Soluméirin
viaheneminen nikyy negatiiviseen kontrolliin verrattuna vaaleampana virind, silld kuollessaan solut irtoavat
kuopan pohjasta.
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Liukoisen doksorubisiinin pitoisuus vastaa biotiiniliposomeina annettua doksorubisiinipi-
toisuutta, mutta tulokset osoittavat, ettd liukoisen doksorubisiinin vaikutus on kaikilla tut-
kituilla solulinjoilla liposomaalisen myrkyn vaikutusta nopeampi ja tehokkaampi (kuviot
10 ja 11). Doksorubisiiniliposomien vilitykselld tapahtuva soluméérian viheneminen on
liukoisen doksorubisiinin vaikutusta maltillisempaa, silld esimerkiksi SAOS02/45-soluissa
merkittdvd solumédiridn viheneminen néhdéédn vasta 48 h aikapisteen kohdalla, jolloin koh-
dennetuista soluista on 2 h aikapisteeseen verrattuna kuollut 31 % ja kohdentamattomista
16 %. Liukoisen doksorubisiinin vaikutus ndhddan SAOSa2/45-soluissa jo 24 h aikapis-
teen kohdalla, jolloin soluista on kuollut 34 %. Kolmen vuorokauden kohdalla kohdenne-
tuista soluista on kuollut 63 %, kohdentamattomista 51 % ja liukoiselle doksorubisiinille

altistetuista 73 % (kuvio 10A).
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KUVIO 11. Solumiirian muutokset A) HASMC C) HeLLa MZ ja C) HUVEC -soluissa 2-72 h aikana keski-
maérdisen intensiteetin suhteen. Tulokset kuuluvat samaan kokeeseen kuviossa 10 esitettyjen tulosten kanssa.
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Myo6s HUVEC -soluissa ilman o2p1-integriinin kasautumista tehty doksorubisiinin syottd
vaikuttaa vihemmin kuin kasautuman kautta tehty kohdennettu syottd, jossa soluméérin
viheneminen havaitaan aikaisemmin ja kolmen vuorokauden kuluttua soluja on vihemmin
jaljelld (kuvio 11C). HASMC-solulinjan solut (kuvio 11A) reagoivat doksorubisiiniin ko-
keessa mukana olleista solulinjoista heikoimmin. HASMC-linjan solut kasvavat hyvin hi-
taasti, milld saattaa olla vaikutusta myos myrkyn vaikutuksiin. HeLLa MZ-soluissa ei ollut
eroa, syotetdanko doksorubisiiniliposomit suoraan vai kohdennetusti integriinikasautuman
kautta. Sen sijaan HeLa MZ-solut olivat mukana olleista solulinjoista herkimpii liukoiselle
doksorubisiinille. HeLa MZ-solut jakautuvat nopeasti ja negatiivisesta kontrollista néh-
didn, ettd kuoppa on todennékdisesti kasvanut 24 h kohdalla tiyteen ja osa soluista on sen

jalkeen alkanut kuolla ja irrota kuopasta (kuvio 11B).

4.2.2 Apoptoosi

Apoptoosia tutkittiin SAOSa2/45, HeLa MZ, HUVEC ja HASMC -soluista mittaamalla
kaspaasi-3:n ja -7:n aktiivisuutta luminometrisesti. Kokeessa soluille syotettiin kristalli-
violettikokeen tavoin doksorubisiinia liukoisena, liposomissa suoraan soluille tai li-
posomissa a2 1-integriinikasautuman kautta kohdennettuna. Negatiivisena kontrollina oli-
vat kisittelemittomait solut ja liposomikontrollina o2B1-integriinin kasautuman kautta
kohdennetut tyhjét liposomit. Negatiivisesta kontrollista ndhddén apoptoottisten merkkiai-
neiden ldht6taso ja liposomikontrollista liposomisy6ton vaikutus apoptoosiin. Kokeen tu-
lokset ovat suuntaa-antavia, silld koe tehtiin ainoastaan kerran, eikd mukana ollut reagens-

sin rajallisuuden vuoksi rinnakkaisia niytteita.

Tuloksista nidhdddn, ettd liposomisyotolld ei ole SAOSa2/45, HeLa MZ ja HASMC -
soluissa vaikutusta apoptoosiin, silld liposomikontrollin taso noudattaa néisséd soluissa ne-
gatiivisen kontrollin tasoa. HUVEC-solulinjassa liposomisyotto antaa 48 h kohdalla korke-
an piikin, mikéd saattaa johtua mittausepavarmuudesta, silli muiden aikapisteiden osalta
taso noudattaa negatiivisen kontrollin tasoa (kuvio 12C). Liukoinen doksorubisiini aiheut-

taa apoptoosia ja apoptoosimerkkiaineiden taso on korkeimmillaan 6 h (HeLa MZ), 24 h
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(SAOS02/45, HUVEC) tai 48 h (HASMC) kohdalla, mikd kuvastaa mahdollisesti eri solu-

linjojen herkkyyttd kiytetylle solumyrkylle tai eroavaisuuksia jakautumisnopeudessa.

SAOSa2/45-soluissa ei ndytd olevan eroa, syotetddnko doksorubisiini suoraan liposomissa
vai integriinikohdennuksen kautta. Molemmissa tapauksissa apoptoosimerkkiaineiden
madrd nousee samansuuntaisesti 72 h asti, mutta eroaa silti myohiisissd aikapisteissi sel-
visti negatiivisen kontrollin tasosta (kuvio 12A). HUVEC-soluissa ndiden kahden mene-
telmén vililld ei myoskéddn ole merkittdvad eroa. Kahden vuorokauden aikapisteen kohdal-
la havaitaan epéspesifinen korkea piikki (kuvio 12C), miki johtuu mittausepdvarmuudesta,

silld liukoinen doksorubisiini ei atheuta samankaltaista vastetta.

SAOSa2/45 HelLa MZ
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2 600000 - 600000
3
£ 500000 500000
£ 400000 400000
S 300000 300000
I}
$ 200000 200000 _i
o
& 100000 . ' . 100000 I I
0 04
negatiivinen  liposomi- liuokoinen  doksoliposomi  alpha2 negatiivinen liposomi- liuokoinen  doksoliposomi alpha2
kontrolli kontrolli doksorubisiini kasautuma + kontrolli kontrolli doksorubisiini kasautuma +
15ug/ml doksoliposomi 15ug/ml doksoliposomi
C HUVEC D HASMC
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3
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£ 400000 | 400000
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negatiivinen liposomi- liwokoinen  doksoliposomi alpha2 negatiivinen liposomi- liuokoinen  doksoliposomi alpha2
kontrolli kontrolli doksorubisiini kasautuma + kontrolli kontrolli doksorubisiini kasautuma +
15ug/ml doksoliposomi 15pg/ml doksoliposomi

KUVIO 12. Apoptoosi ajan suhteen A) SAOSa2/45 B) HeLa MZ C) HUVEC ja D) HASMC -soluissa.
Apoptoosin mdiréd on esitetty kaspaasi-3:n ja -7:n aktiivisuuden suhteen.

HelLa MZ-soluissa apoptoosin taso nousee SAOSa2/45-solujen tavoin ja on korkeimmil-
laan 72 h aikapisteen kohdalla. Erona muihin soluihin ndhden voidaan todeta, ettd HelLa

MZ-soluissa kohdennetusti viety doksorubisiiniliposomi aiheuttaa hieman suuremman
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apoptoosivasteen kuin kohdentamaton doksorubisiiniliposomi, vaikka molemmat tavat
tuottavatkin niissd soluissa korkean vasteen (kuvio 12B). HASMC-solulinjalla kohdenta-
maton doksorubisiiniliposomi tuottaa myds hieman korkeamman vasteen kuin integ-
riinikohdennettu liposomi (kuvio 12D). Ndméa solut ndyttdvit reagoivan solumyrkkyyn
suhteellisen myohiin, eli vasta noin kahden vuorokauden jilkeen kun muilla tutkituilla

solulinjoilla vaste ndhdién jo vuorokautta aikaisemmin.
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5 TULOSTEN TARKASTELU

Tutkimustuloksista nousee esille kaksi a2f1-integriinin kéyttod ladkekohdennuksen resep-
torina koskevaa tdrkedd nidkokohtaa. Tulosten perusteella havaittiin, ettd vasta-aineiden
avulla aikaansaatu a2f1-integriinikasautuma héviaa solusta kolmen vuorokauden kuluessa
ja ettd tidlla menetelmilld liposomaalisesti kohdennettu doksorubisiini edistdd solukuole-

maa soluméiridn muutosten ja apoptoosin kautta tarkasteltuna.

a2B1-integriinin hiavidamaa tarkasteltiin mikroskooppisten ja biokemiallisten kokeiden va-
lossa. Mikroskooppisten analyysien mukaan o2f1-kasautuman sisiltivit endosomaaliset
rakenteet muuttuvat ajan suhteen niin koon, tilavuuden kuin fluoresenssin kokonaisintensi-
teetinkin osalta. Koska nimé kolme parametria noudattavat samaa linjaa, voidaan todeta,
ettd rakenteiden lukumaéird, koko ja intensiteetti ovat HASMC, HelLa MZ ja HUVEC -
soluissa korkeimmillaan kahden tunnin kohdalla, pian kasautuman endosytoosin jilkeen.
SAQOS-soluissa sen sijaan rakenteiden koon, lukuméirén ja intensiteetin huippu tavoitetaan
vasta kuuden tunnin kohdalla, mikid kuvastaa sitd, ettd ndmai solut ovat mahdollisesti her-
kempii solusiirrostuksen aiheuttamalle stressille mutta myos sitd, ettd nédisséd soluissa o2p31-

integriinikasautuman endosytoosi on kenties muita soluja hitaampi prosessi.

Solulinjojen vililld havaittiin eroa myos endosomaalisten vesikkelien kokoonpanoissa. Eri-
laisiin tehtdviin erikoistuneilla tai syopdsoluiksi muuntuneilla soluilla on luonnollisesti
myds erilainen endosomaalisten vesikkelien morfologia. Eri solulinjojen vesikkelikokoon-
panot eroavat toisistaan mm. rakenteiden lukuméiirdn, koon ja muodon osalta. SAOS-
soluissa vesikkeleitd on muihin solulinjoihin verrattuna vihin, kun taas sileilld lihassoluilla
(HASMC) ja endoteelisoluilla (HUVEC) vesikkelien muoto on aikaisissa aikapisteissd hy-
vinkin monimuotoinen. HASMC ja HUVEC -soluilla a2p1-integriinikasautuman haviami-
nen jaa lisdksi keskeneridiseksi, eikd kolme vuorokautta riitd integriinin edes ldhes tdydelli-
seen hdviamiseen. Tdma johtuu todenndkoisesti siitd tosiasiasta, ettd ndilld soluilla raken-
teita on alkuvaiheessa niin paljon, ettei niiden muihin linjoihin verrattavissa oleva havii-
minen ole kolmen vuorokauden aikana fysiologisesti mahdollista. HASMC-soluilla ha-

vidmin hitaus voi lisiksi johtua siitd, ettd tédlld solulinjalla on muita soluja hitaampi solu-
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sykli ja/tai proteiinien hajoituskoneisto. Muilla solulinjoilla (HeLa MZ ja SAOS) integ-
riinikasautumat hévidviat kolmen vuorokauden aikana kédytdnnossd tdysin ja HelLLa MZ-
soluilla integriini hdvida olemattomiin jo kahden vuorokauden jdlkeen. Muihin linjoihin
verrattuna HelLa MZ-soluilla on erittdin nopea solusykli ja tamé solulinja saavuttanee siksi

integriinin tdydellisen hdvidmin nopeimmin.

Solulinjojen erot endosomaalisten rakenteiden maksimimidrdssd juontavat juurensa solu-
jen eroihin integriinin ilmentymisessd. HRP-mittausten avulla néhtiin eri solujen integriini-
taso ldhtotilanteessa (0 h) ja endosytoosin jilkeen aina kolmeen vuorokauteen asti (kuvio
7), silld mittaustulokset on suhteutettu kokonaisproteiinipitoisuuteen. Biokemiallisesti mi-
tattu integriinikasautuman vidheneminen ja lopulta hdvidminen tukee mikroskooppisia tu-
loksia. Lisédksi saatiin selville, ettd endosytoosin jdlkeen suurimmat a2f1-integriinitasot
Ioytyvit SAOS a2/47, SAOS02/45 ja HASMC —soluista ja alhaisimmat HUVEC ja HeLa
MZ —soluista.

Lysosomaalisen hajotuksen mahdollisuus integriinikasautuman hévidmisessd poissuljettiin
alustavasti proteaasi-inhibiittorikdsittelyn avulla. Tulokset osoittavat, ettei integriinikasau-
tuma kerddnny endosomeihin, eikd tilld inhibiittorilla nédin ole vaikutusta a2p1-integriinin
hividmisprosessissa. Lysosomaalisen hajotuksen poissulkeva koe jittdd hédvidmismeka-
nismin vaihtoehdoksi mm. reseptorin kierrdtyksen takaisin solukalvolle tai reseptorin ha-
jottamisen jollain muulla mekanismilla, kuten esimerkiksi kalpaiini-proteaaseilla, joiden
tiedetddn voivan hajottaa integriinien sytoplasmisia domeeneja (Pfaff ym., 1999) ja siite-
levin mm. integriinivélitteistd signalointia (Bialkowska ym., 2000). Niiden alustavien ha-
vaintojen varmistaminen vaatii jatkossa lisdtutkimuksia useammilla proteaasi-

inhibiittoreilla.

a2f1-integriinin kdyttod lddkekohdennuksessa tarkasteltiin solumddrdn muutosten ja apop-
toosimittausten avulla. Liposomiin pakattavaksi lddkeaineeksi valittiin solumyrkky, koska
sen aiheuttama vaste, eli solukuolema, pystytddn havaitsemaan niin visuaalisesti kuin
apoptoosinkin kautta. Kiytetty solumyrkky, doksorubisiini, on suoraan soluille annettuna
myrkyllinen ja se voi pahimmillaan aiheuttaa potilaan kuoleman (Lefrak ym., 1973). Tésti

syystd on aiheellista etsid uusia menetelmid lddkeaineen turvallisen kdyton takaamiseksi.
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Liposomiin pakatun doksorubisiinin vaikutuksia soluille tarkasteltiin kohdentamalla lipo-
somi a2f1-integriinikasautuman viélitykselld tai syottdamalld liposomit soluille kohdenta-
mattomana. Kohdentamattomana liposomien voidaan olettaa pdityvin solussa lysosomaa-
liseen hajotukseen johtavalle reitille ja kohdennettuna integriinispesifiselle, kaveosomeihin
johtavalle neutraalille reitille (Karjalainen ym., 2008 painossa) Liposomiin pakattu dokso-
rubisiini aiheutti kaikilla tutkituilla solulinjoilla solumiirin vihenemistd, mutta se oli liu-
koisen doksorubisiinin vaikutusta hillitympéé. a2p1-integriinikasautuman kautta kohden-
netun ja kohdentamattoman liposomisyoton vélilld ei ndhty missddn solulinjassa mullista-
vaa eroa, mutta voidaan kuitenkin todeta, ettd SAOSa2/45 ja HUVEC —soluilla a2p1-
integriiniin kohdennettu doksorubisiiniliposomi aiheutti kohdentamattomaan verrattuna

hieman enemmaén solukuolemaa.

Apoptoosimittaukset tukevat suurelta osin kristalliviolettikokeen tuloksia, eli suurta eroa
kohdennetun ja kohdentamattoman syoéttdtavan vélilld ei havaittu mutta kaikilla solulinjoil-
la néhtiin kontrolleihin verrattuna selvd apoptoosin nousu. Kristalliviolettikokeen tuloksis-
sa on mukana myo6s nekroosin osuus ja lisdksi on otettava huomioon, ettd apoptoosimitta-
ukset suoritettiin ainoastaan kerran, mikid lisdd mittausepdvarmuutta, eikd mittaustulosten
pienille eroille voida siitd syystd antaa kovin suurta painoarvoa. Solulinjojen vilisten vain
pienten erojen vuoksi on todettava, ettd doksorubisiiniliposomit kulkeutuvat soluun yhti
hyvin o2B1-integriinin vilitykselli kohdennettuna kuin kohdentamattomanakin. Klat-
riinivilitteinen endosytoosi on nopea prosessi (Parker ja Parrish, 2000), mikd voi osaltaan
selittdd kohdentamattoman reitin tehokkuutta. Toisaalta tuloksista voidaan péitelld, ettd
koska doksorubisiiniliposomit aiheuttavat solukuolemaa ja apoptoosia myds kohdentamat-
tomana, liposomin sisédltimd myrkky vapautuu mitid todennidkéisimmin sytoplasmaan en-

nen lysosomiin paatymistd, mahdollisesti eri reittien yhtymisen kautta.

Koska integriinireitti nidyttdd poikkeavan lysosomaalisesta reitistd, ldikkeiden ohjautumi-
nen ei-lysosomaaliselle ja neutraalimmalle reitille voi antaa lisdarvoa eri sovellutuksissa.
Zuhorn ym. (2007) ovat tutkineet adheesioreseptoreiden kiyttod geeniterapiareseptoreina.
Tutkimusten mukaan B1-integriini voi toimia liposomien ns. luonnollisena reseptorina ja
vilittdd siten vektorin sisddnottoa (Zuhorn ym., 2007b). PBl-integriini esiintyy o2-

integriinin ohella heterodimeerind al-, a6-, a3-, av- ja aS-integriinien kanssa (Hodivala-
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Dilke ym., 2003). Kohdentamaton doksorubisiiniliposomi saattaa pédtyd solun sisdin kayt-
tden reseptorinaan Pl-integriinid, mutta mikdin ei myoskdin poissulje sitd mahdollisuutta,
ettei a2f1-integriinikasautumaan kohdennettujen liposomien lisdksi soluun kulkeutuisi li-
posomeja myOs Pl-integriinin vilitykselld jolloin ne piityisivit kasautuman ansiosta ka-

veosomeihin johtavalle neutraalille reitille.

HelLa MZ-solujen apoptoosituloksesta (kuvio 12B) voidaan arvella, ettd hitaampien reittien
tehokkuus saattaisi tulla hitaammin jakautuvilla soluilla paremmin nékyviin vasta kolmen
vuorokauden jilkeen. HeLa MZ-solut jakautuvat muita soluja nopeammin, ja niissd a2f31-
integriiniin kohdennettu liposomisy6ttd tuottaa muihin soluihin verrattuna selkeimmin
apoptoosivasteen jo kolmessa vuorokaudessa. Koska muut tulokset noudattavat solulinjo-
jen vililld samaa suuntausta, voitaisiin olettaa, ettd myos tdssd tapauksessa solumyrkyn

vaikutus tulisi paremmin nidkyviin pidemmén ajan kuluttua.

Tamin tutkimuksen tulokset osoittavat a2B1-integriinin olevan kayttokelpoinen liddkehoi-
don reseptori. Kohdennetuilla vektoreilla aikaansaatiin positiivinen vaste, jossa liposomiin
pakattu solumyrkky aiheutti soluméérdan vihenemistd. Tutkimustuloksista nousi myds uu-
sia tutkimustarpeita. Pitkélld aikavililld tarkasteltuna huomattiin, ettd a2f31-integriini hivi-
44 solulinjasta riippuen noin kolmessa vuorokaudessa. Havidmistd selvitettiin inhibiittori-
kokeilla, joiden perusteella voitiin alustavasti poissulkea lysosomaalinen hajotus, mutta
varsinainen mekanismi jdi edelleen selvittiméttd. Tami havainto on mielenkiintoinen mm.
solubiologisen perustutkimuksen kannalta ja integriinikasautuman vaiheiden tutkiminen
tulee jatkossa valaisemaan myos a2f1-integriinin kautta tehtidvdd ladkekohdennusta sekd

antamaan lisdtietoa reittiin liittyvistd rakenteista.
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2D, two-dimensional
3D, three-dimensional

A
A, ampere
MA, microampere(s)
mA, milliampere(s)
A, angstrom (10-10 m)
aa, amino acid(s)
ACTH, adrenocorticotropin
ADP,  adenosine diphosphate
AMP, adenosine monophosphate
cAMP, cyclic AMP
AP, alkaline phosphatase
ATP, adenosine triphosphate
ATPase, adenosine triphosphatase

B

BHK, baby hamster kidney
bp, base pair

BrdU, bromodeoxyuridine
BSA, bovine serum albumin

C
°C, degree Celsius
CaM, calmodulin
Cdk, cyclin-dependent kinase
CFP, cyan fluorescent protein
CHAPS, 3-(3-cholamidopropyl) diethy-
ammonio-1 propanesulfonate
CHO, Chinese hamster ovary
Ci, curie(s)

MCi, microcurie(s)

mCi, millicurie(s)
Con A, concanavalin A
cpm, counts per minute
cps, counts per second
CTP, cytidine triphosphate
cycle/min, cycle(s) per minute
cyclefs, cycle(s) per second

D

D, dalton

d, day

a, density

DAB, diaminobenzidine

DAG, diacylglycerol

DAPI, 6'-diamidino-2-phenylindole

DEAE, diethylaminoethyl

diam, diameter

DMEM, Dulbecco's modified Eagle's

medium

DMSO, dimethyl sulfoxide

DNA, deoxyribonucleic acid
cDNA, complementary DNA

DNase, deoxyribonuclease

DNP, dinitrophenyl

dpm, disintegrations per minute

dps, disintegrations per second

DTT, dithiothreitol

E
ECL, enhanced chemiluminescence

JCB STANDARD ABBREVIATIONS

ECM, extracellular matrix

EDTA, ethylenediaminetetraacetic acid
EGF, epidermal growth factor

EGFP, enhanced GFP

EGTA, ethyleneglycol-bis (beta-
aminoethylether)- N, N “tetraacetic acid
ELISA, enzyme-linked immunosorbent
assay

EM, electron microscopy

ER, endoplasmic reticulum

EST, expressed sequence tag

F

°F, degree Fahrenheit

FACS, BD fluorescence-activated cell
sorter

FAK, focal adhesion kinase F-actin,
filamentous actin

FBS, fetal bovine serum

FCS, fetal calf serum

FGF, fibroblast growth factor

FISH, fluorescent in situ hybridization
FITC, fluorescein isothiocyanate
FRAP, fluorescence recovery after
photobleaching

G

g, gram

g, unit of gravity

GDP, guanosine diphosphate
GFP, green fluorescent protein
GST, glutathione S-transferase
GTP, guanosine triphosphate
GTPase, guanosine triphosphatase

H

h, hour

HA, hemagglutinin

HBSS, Hanks' balanced salt solution
Hepes, N-2-hydroxyethylpiperazine-N*
2-ethane sulfonic acid

HPLC, high performance liquid chroma-
tography

HRP, horseradish peroxidase

|

IEF, isoelectric focusing

IFN, interferon

Ig, immunoglobulin

i.l., intraluminal(ly)

i.m., intramuscular(ly)

i.p., intraperitoneal(ly)

IPTG, isopropyl-B-D-thiogalactoside
IU, international unit(s)

i.v., intravenous(ly)

J
JINK, c-Jun NH2-terminal kinase

K

kb, kilobase(s)

kbp, kilobase pair(s)
kD, kilodalton(s)

L

liter(s), liter(s)
I, microliter(s)
ml, milliliter(s)

M
m, meter
um, micrometer(s)
M, molar
mAb, monoclonal antibody
MAPK, mitogen-activated protein kinase
MDCK, Madin-Darby canine kidney
MEM, Eagle's minimum essential me-
dium
MES, 2-(N-morpholino)ethane sulfonic
acid
min, minute
mo, month
MOI, multiplicity of infection
mol, mole(s)
mol wt, molecular weight
MOPS, morpholino propane sulfonic acid
M, relative molecular mass

N

N, normal (concentration of ionizable
groups)

N, number in a study or group

NA, numerical aperture

NAD+, nicotinamide adenine dinucleo-
tide

NADH, NAD+ reduced

NADP, NAD+phosphate

NADPH, NADP reduced

NBD, nitrobenzoxadiazole

ND, not determined

NEPHGE, nonequilibrium pH gradient
electrophoresis

NGF, nerve growth factor

NLS, nuclear localization signal

No., number

NP-40, Nonidet P-40

NS, not significant

NSF, N-ethyl-maleimide sensitive fusion
protein

nt, nucleotide

(0]

0D, optical density

ORF, open reading frame
osM, osmolar

P
PAGE, polyacrylamide gel electrophore-
sis

PBS, phosphate-buffered saline

PCA, perchloric acid

PCR, polymerase chain reaction

PDGF, platelet-derived growth factor
PFA, paraformaldehyde

Pi, inorganic orthophosphate

Pipes, [1,4-piperazinebis(ethane sulfonic
acid)]
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PKC, protein kinase C

PLC, phospholipase C

PMA, phorbol myristate acetate
PMSF, phenylmethylsulfonyl fluoride

R
I, correlation coefficient
RBC, red blood cell
RER, rough endoplasmic reticulum
RIA, radioimmunoassay
RNA, ribonucleic acid
mRNA, messenger RNA
siRNA, small interfering RNA
tRNA, transfer RNA
RNAI, RNA interference
RNase, ribonuclease
RNP, ribonucleoprotein
rpm, revolutions per minute
RT, room temperature
RT-PCR, reverse transcription PCR

S

s, seconds(s)

S, sedimentation coefficient

S, Svedberg unit of sedimentation coeffi-
cient

SD, standard deviation

SDS, sodium dodecy! sulfate

SEM, standard error of the mean
SNAP, soluble NSF attachment protein
SNARE, SNAP receptor

sp act, specific activity

SSC, standard saline citrate

SV40, simian virus 40

T
ttest, Student's ttest

H/2, half-life, half-time

TBS, Tris-buffered saline

TCA, trichloroacetic acid

TdR, thymidine deoxyribose

TGF, transforming growth factor

TGN, trans-Golgi network

TLC, thin layer chromatography

TNF, tumor necrosis factor

TRITC, tetramethylrhodamine isothiocy-
anate

Tris, tris(hydroxymethyl)aminomethane
t-SNARE, target membrane SNARE
TUNEL, Tdt-mediated dUTP-biotin nick
end labeling

U

U, unit

UDP, uridine diphosphate
UTP, uridine triphosphate
UV, ultraviolet

\"
V, volt
VEGF, vascular endothelial growth factor
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vol, volume

v-SNARE, vesicle membrane SNARE
w

W, watt

WGA, wheat germ agglutinin

wk, week

wt, weight

Y
YFP, yellow fluorescent protein
yr, year



