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Tutkimukseni selvittdd esriinin tehtdvid ja sddtelyd erityisesti syovan kannalta.
Esriini kuuluu ERM-proteiiniperheeseen (esriini/radiksiini/moesiini). Nama
proteiinit tarttuvat toisaalta solun aktiinitukirankaan, toisaalta solukalvon
reseptoreihin. Esriini vaikuttaa solutukirangan jdrjestdytymiseen ja solun
kortikaalisiin muodonmuutoksiin. Voimistunut esriinin ekspressio korreloi
tiettyjen syopatyyppien maligniteettiin ja erityisesti metastointikykyyn. Esriinin
tiedetdan esimerkiksi olevan valttaméaton osteosarkooman metastaasissa.
Tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd Src-kinaasin katalysoiman fosforyloinnin
merkitystd esriinin toiminnalle syopddn liittyvissa ilmitissd, esim. invaasiossa ja
migraatiossa. Tutkimme soluja, jotka eivdt ilmennd endogeenistd esriinid
(poistogeenisistd  hiiristd tuotetut solulinjat). Solulinjoissa ilmennettiin
esriiniproteiinin erilaisia mutanttiversioita ja solujen kdyttdytymistd verrattiin
toisiinsa Src-kinaasiin liittyvissd funktionaalisissa kokeissa. Solujen prolife-
raatiokyvyn, adheesiokyvyn ja migraatiokyvyn havaittiin olevan keskenddn
verrannollisia normaaleissa kaksiulotteisissa viljelyolosuhteissa. Jos soluja
kuitenkin kasvatettiin kolmiulotteisten matriksien sisdlld tai padlld, saatiin
mielenkiintoisia tuloksia. Téllaiset kasvatusolosuhteet muistuttavat fysiologisia
kasvuolosuhteita, joita kasvainsolut kudoksissa kohtaavat. Villityyppisen
esriinin ilmentdminen antoi soluille selvdn kasvuedun sekd ns. soft
agar -kokeessa, jossa soluja kasvatetaan kiintedn agarin sisdlld, ettd Matrigel-
kokeissa, joissa solut kasvavat hiiren tuumorista uutetun tyvikalvomatriksin
pddlld tai sisdlld. Sitd vastoin esriinin Y477F-mutanttimuoto ei kasva ndissd
olosuhteissa esriinid ilmentamdtontd vektorikontrollia paremmin. Villi-
tyyppisen esriinin antama kasvuetu oli lisdksi Src-kinaasista riippuvainen,
koska ilman aktiivista Src-kinaasia solut eivit kasvaneet ndissa oloissa esriinista
huolimatta. Samankaltaisia tuloksia saimme kollageenimatriksilla kasvatetuilla
solusferoideilla. Nami tulokset viittaavat siithen, ettd esriinin Src-vilitteisen
fosforylaation merkitys liittyy nimenomaan fosforylaation solulle antamaan
kykyyn selviytyd paremmin kolmiulotteisissa kasvuoloissa, kuten kudoksissa.
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1 JOHDANTO JA KIRJALLISUUSKATSAUS

1.1 Syopdsolujen ominaisuudet ja sydvan tunnusmerkit

Tiedelehti Cell julkaisi vuosituhannen 2000 ensimmadisessd numerossaan
tulevaisuuteen suuntautuneita katsausartikkeleita keskeisiltd tutkimusaloilta.
Syopadtutkijat Douglas Hanahan ja Robert A. Weinberg kirjoittivat artikkelin,
jossa he kaisittelivat syovan kehittymistd ja etsivdt olennaisia tekijoitd, jotka
liittyisivat pahanlaatuiseen kasvuun syOpdtyypistd riippumatta. He esittivit
uuden ajatuksen sydvan kuudesta tunnusmerkistd, jotka normaalin solun taytyy
vaiheittain saavuttaa muuttuakseen invasiiviseksi syopdsoluksi (Hanahan &
Weinberg 2000). Artikkelista tuli nopeasti alan siteeratuin julkaisu. Ajatus eri
syopdtyypeille ja kasvainten kudosspesifisille alatyypeille yhteisistd tunnus-
merkeistd on osoittautunut kiinnostavaksi ajatusmalliksi syopatutkimukselle.
Vuonna 2011 Hanahan ja Weinberg julkaisivat artikkelista pdivitetyn ja
laajennetun version, jossa he kaisittelivdat kahta uutta syovan tunnusmerkkia ja
syovdn syntymiseen yleisesti myotavaikuttavia tekijoitd (Hanahan & Weinberg
2011).

Elimiston syopdd estdvd puolustus on yleisesti ottaen hyvd, ja solun
kehittyminen syopédsoluksi on harvinainen tapahtuma. Hanahan ja Weinberg
pohtivat artikkeleissaan, kuinka monen s&atelypiiriston taytyy héiriytyd, ennen
kuin solu muuttuu normaalista solusta syopésoluksi. He ehdottavat kuutta
olennaista muutosta, jotka esiintyvit ldhes kaikissa ihmisen sydpatyypeissa:

1) riippumattomuus ulkoisista kasvusignaaleista
2) kasvua estdvien signaalien valttaminen
3) ohjelmoidun solukuoleman vélttaminen
4) kyky jakautua rajattomasti
5) verisuonten uudismuodostus
6) kyky tunkeutua kudokseen ja muodostaa etdpesékkeita.

Eri syopatyypit saavat vaiheittain kaikki ndmé& hankitut ominaisuudet,
mutta niiden ilmaantumisjdrjestys ja -aika saattavat vaihdella (ks. kuvio 1).
Toisaalta kasvaimet ovat monimutkaisia kudoksia, joissa eri tyyppiset solut ovat
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toistensa kanssa heterotyyppisessd vuorovaikutuksessa. Taman vuoksi pelkkien
syopdsolujen ominaisuuksien tunteminen ei riitd, vaan myo6s kasvaimen
mikroymparistd vaikuttaa kasvaimen kehittymiseen.

Komponentti Hankittu ominaisuus Esimerkkimekanismi
n Riippumattomuus ulkoisista kasvusignaaleista H-Ras-onkogeenin aktivaatio
Kasvua estdvien signaalien valttaminen Rb-suppressorin menetys
ﬁ::] Ohjelmoidun kuoleman valttaminen IGF-kasvutekijoiden tuotanto
m Rajaton replikaatiokyky Telomeraasin aktivaatio
m Verisuonten uudismuodostus VEGF-indusoijan tuotanto
M Kudosinvaasio ja etdpesdkkeiden muodostus E-kadheriinininaktivaatio

g LI EF E3 30
N

KUVIO1  Syovén kuusi tunnusmerkkii ja esimerkkejd niiden mekanismeista. Mukaelma
artikkelista Hanahan ja Weinberg, 2000.

Seuraavissa luvuissa késittelen tarkemmin Hanahanin ja Weinbergin ehdottamia
tunnusmerkkejd heiddn kahteen artikkeliinsa perustuen (Hanahan & Weinberg
2000; Hanahan & Weinberg 2011). T&ssd esittelyosiossa esitettyjen tutkimus-
tulosten tarkat viitetiedot 16ytyvét ndistd kahdesta artikkelista.

1.1.1 Riippumattomuus ulkoisista kasvusignaaleista

Normaalisolut eivdt kykene lisdadntymddn ilman kasvua stimuloivia signaaleja.
Nam& mitogeeniset signaalit saavat solun poistumaan lepotilasta aktiivisesti
lisdéntyviksi. Tallaisina signaaleina voivat toimia vapaasti diffundoituvat
kasvutekijdt, solunulkoisen viliaineen osat tai solujen kiinnittymismolekyylit.
Kasvainsoluissa tarve ulkoisille kasvusignaaleille on voimakkaasti vahentynyt,
jolloin kudoksen tasapainoa (homeostaasia) ylldpitdva mekanismi hdiriytyy.
Kasvainsolut muuttuvat kasvusignaalien suhteen autonomisiksi erilaisten
mekanismien kautta: itse solunulkoiset kasvusignaalit muuttuvat, niita
signaaleja soluun valittavat tekijit muuttuvat tai ne solunsisdiset sddtelypiirit
muuttuvat, jotka muuttavat signaalit toiminnaksi. Normaalikudoksissa eri
solujen vililld esiintyy heterotyyppistd signalointia. Syopdsoluilla taas on usein
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kyky syntetisoida itse samoja kasvutekijoitd, joille solu on vastaanottavainen.
Ndin syntyy positiivinen takaisinkytkentd (autokriininen stimulaatio), jolloin
solu ei endd tarvitse kudoksen muiden solujen tuottamia kasvutekijoita.
Esimerkkeind téllaisista kasvutekijoistd voidaan mainita verihiutalekasvutekija
PDGEF ja transformoiva kasvutekija TGFa.

Solun pintareseptorit valittavat kasvua stimuloivia signaaleja solun sisélle.
Monet syopdsolut ilmentdvdt reseptoreita liiallisesti normaalisoluihin
verrattuina, jolloin kasvainsolut saattavat tuottaa hypervasteen normaaleillekin
kasvusignaaleille. ~ Reseptorit  saattavat muuttua my6s  ligandista
riippumattomiksi esimerkiksi mutaation tai rakennemuutoksen kautta, jolloin
reseptori valittdd signaalin, vaikka siihen ei olisi fysiologista tarvetta. Lisdksi
syopédsoluilla on havaittu muuttuneita reseptorikokoonpanoja, jotka suosivat
kasvua edistdvid signaaleja vdlittdvid reseptoreita. Solupinnan reseptorit ovat
usein kalvon ldvistdvid tyrosiinikinaaseja, jotka valittavat kasvusignaaleja
solunsisdisen osansa entsyymitoiminnan kautta. Esimerkkejd syovissa liiallisesti
ilmennetyistd tai mutatoituneista reseptoreista ovat epidermaalisen kasvutekijan
reseptorit EGF-R ja HER2/neu.

Riippumattomuus kasvusignaaleista saattaa syntyd myos sellaisen
solunsisdisen sddtelypiirin hdiriostd, joka vastaanottaa kasvua edistdvit signaalit
ja prosessoi ne toiminnaksi. Esimerkiksi SOS-Ras-Raf-MAPK-kaskadi on
erityisen tdrked syopien syntymekanismeissa. Viime aikoina yleistyneet
genomiset tehoseulontatekniikat ovat osoittaneet ihmiskasvaimissa sellaisia
mutaatioita, jotka  todenndkoisesti  aktivoivat  kasvutekijdreseptorien
signalointipiireji. Hanahan ja Weinberg olettavatkin, ettd kasvusignaalien reitit
ovat itse asiassa hdiriytyneet kaikissa ihmisen syovissd. Osa hdirivistd saattaa
johtua myos signalointia vaimentavien negatiivisten takaisinkytkenta-
mekanismien  heikentymisestd  (esimerkkeind Ras-GTPaasin  toiminnan
vdheneminen tai PTEN-fosfataasin  ekspression  vdheneminen).  Eri
signaalikaskadit lisdksi yhdistyvit toisiinsa monimutkaisilla, ristiin vaikuttavilla
yhteyksilld. Ndin solun ulkopuolelta tulevat signaalit saattavat tuottaa monia
sellulaarisia vaikutuksia. Té&std monimutkaisuudesta on kiinnostavana
esimerkkind mTOR-kinaasireitti, jota késitellddn jdljempand esriinin yhteydessa
tarkemmin. Hanahan ja Weinberg toteavat, ettd kun mTOR sijaitsee PI3K-reitilld
sekd yld- ettd alavirtaan, syopdhoitona tapahtuva mTOR:n farmakologinen
inaktivoiminen rapamysiinilld estdd kylla PI3K-signalointia, mutta tdhan liittyva
negatiivisen takaisinkytkenndn h&vidminen johtaakin PI3K:n lisdéntyneeseen
aktiivisuuteen, mika estdd hoidon vaikutusta.

Vaikka tdmd signaalireittien moninaisuuskin lisdd kompleksisuutta, viime
aikoina tutkimus on painottanut kasvainten mikroymparistod ja myos kasvainta
ymparoivien normaalisolujen vaikutusta kasvainsolujen kasvuun. Kasvusignaalit
saattavat olla perdisin kasvainta ympadroivaltda solukolta (parakriininen
signalointi). N&din voidaan ajatella, ettd kasvainsolut ovat onnistuneet ottamaan
ympdriston normaalit solut omaan k&yttoonsd mukauttamalla ne kasvua
edistdvien signaalien vapauttamiseen. Itse asiassa myos tulehdussolut voivat
edistdd kasvaimen kasvupotentiaalia. Namd mekanismit lisddvit syopésolujen
riippumattomuutta kudoksen tavanomaisista saételykeinoista.
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1.1.2 Kasvua estivien signaalien vilttiminen

Kasvusignaalien liséksi solujen lepotilaan ja kudoshomeostaasiin liittyvit kasvua
estavat tekijat. Namdkin voivat olla joko liukoisia tai liukenemattomia
(esimerkiksi solunulkoisen véliaineen komponentteja tai solujen pintarakenteita).
Kuten kasvusignaaleillekin, my6s ndille kasvua inhiboiville tekijoille on omat
pintareseptorinsa ja niihin kytkeytyvit solunsisdiset signalointireitit.

Kasvua inhiboivat signaalit vaikuttavat kahden eri mekanismin kautta.
Solut voidaan joko pakottaa lisddntymissyklistd lepotilaan tai solut muutetaan
pysyvésti postmitoottiseen tilaan, mihin usein liittyy solujen erilaistuminen.
Normaalisolujen vaste kasvua estéville signaaleille liittyy erityisesti sithen, mita
solulle tapahtuu jakautumissyklinsd G1-vaiheessa. Tédssd vaiheessa ympaéristosta
saadut signaalit vaikuttavat siihen, etenevatko solut lisddntymissykliin, jadavatko
ne lepotilaan vai etenevit postmitoottiseen tilaan. Molekyylitasolla tdhéan ilmioon
vaikuttavat keskeisesti retinoblastoomaproteiinit (pRb, p107 ja p130), jotka
vaikuttavat transkriptiotekijoiden kautta solun etenemiseen solusyklin GI-
vaiheesta eteenpdin.

Transformoiva kasvutekija TGFB on parhaiten tunnettu kasvua estdva
liukoinen signaali, joka vaikuttaa pRb-reittiin. Syopasoluissa TGFp-vaste saattaa
muuttua esimerkiksi TGFB-reseptorien vahenemisen tai mutatoitumisen kautta.
Signaalia reseptorista eteenpdin viélittdvien solunsisdisten proteiinien toiminta
saattaa myos muuttua tai puuttua kokonaan mutaatioiden vuoksi (esim. Smad4,
CDK4). My®os itse retinoblastoomaproteiinin toiminta saatetaan menettad, joskus
virusten onkoproteiinien kautta (ihmisen papilloomaviruksen E7-proteiini).

Kasvainsoluissa integriinit ja muut solun adheesiomolekyylit muuttuvat
siten, ettd niiden kasvua edistividt muodot vallitsevat. Oletettavasti timikin
muutos vaikuttaa Rb-reitin kautta solusyklin etenemiseen.

Soluviljelyssa on jo kauan on tunnettu kontakti-inhibition nimelld tunnettu
ilmio, jossa epiteelildhtoisten solujen viliset kontaktit estdvdt soluja
lisddntymdstd  enempdd. Kahden  tuumorisuppressorigeenin tiedetddn
vaikuttavan ainakin osaksi solukontakteja voimistamalla. Esriinin ldheisen
sukulaisproteiinin merliinin yksi kasvua rajoittava ominaisuus voimistaa solujen
vilistd adheesiota E-kadheriinin kautta. Toinen kontakti-inhibitiossa vaikuttava
kasvunrajoiteproteiini on LKB1. Kasvainsoluissa ominaisuus kuitenkin katoaa
eikd kontakti-inhibitio endd vaikuta.

Kasvainsolut pystyviat myos vélttdimdan erilaistumisen ja postmitoottiset
tilat. Tassd keskeinen tekija on transkriptiotekijad koodaava c-myc-onkogeeni,
jota ilmennetddn kasvainsoluissa usein enemmaén kuin normaalisoluissa. Tama
siirtdd tasapainoa kasvun edistdmiseen ja erilaistumisen vihenemiseen. Toinen
esimerkki syopamekanismista on APC/-kateniini-reitin inaktivoituminen
paksusuolen karsinogeneesin aikana, jolloin enterosyyttien eteneminen post-
mitoottiseen tilaan estyy.
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1.1.3 Ohjelmoidun solukuoleman vilttiminen

Kudoshomeostaasiin ja syovdn syntyyn vaikuttaa solujen lisddntymisen lisdksi
myos solujen poistuma. Keskeinen mekanismi solujen hallitussa poistamisessa
elimistostd on apoptoosi (ohjelmoitu solukuolema), jota nykykésityksen mukaan
esiintyy latentissa muodossa kaikissa soluissa. Apoptoosin aktivoituessa solut
hajotetaan tarkasti ajoitetuissa ja toisiaan seuraavissa vaiheissa niin, ettd
elimistdsséd ei synny haitallisia reaktioita.

Apoptoosin osatekijat voidaan jakaa kahteen luokkaan, sensoreihin ja
efektoreihin. Sensorit seuraavat sekd solunulkoista ettd -sisdistd tilaa ja sdatelevit
sen mukaisesti efektorien toimintaa. Sensoreita ovat monet solupintareseptorit,
jotka sitovat eloonjddmiseen tai apoptoosiin liittyvid tekijoitd (esimerkkeind IGF-
1/IGF-2 ja vastaava reseptori tai FAS-ligandi ja vastaava reseptori). Solun sisalla
on omat sensorit, jotka seuraavat esim. DNA-vaurioita tai signaloinnin
epdtasapainoa, hypoksiaa jne. My®os solujen vuorovaikutus solunulkoisen
viliaineen ja muiden solujen kanssa vaikuttaa eloonjdamissignaaleihin.

Signaalit muutetaan toiminnaksi mitokondrioissa Bcl-proteiiniperheen
monimutkaisen sddtelyn kautta. Tuumorisuppressoriproteiini p53 on tarkea Bcl-
perheen sddtelijd, joka valittdd tietoja DNA-vaurioista. Kun mitokondriot alkavat
vapauttaa sytokromi c:td, apoptoosin lopulliset efektorit eli kaspaasientsyymit
aktivoituvat ja ohjelmoitu solukuolema ldhtee toimintaan tdsmallisessa
jdrjestyksessa.

Liiallisesti ilmennetty tai aktivoitunut onkogeeni (esimerkiksi myc) voi
laukaista apoptoosin. Hanahan ja Weinberg esittdvit, ettd apoptoosi saattaa itse
asiassa olla ensisijainen keino aktivoituneita onkogeenejd kantavien solujen
poistamiseen. N&in ollen apoptoottisen koneiston osien muuttuminen vaikuttaa
huomattavasti kasvaimen kasvuun. Syodpdsolut ovat hyvin resistenttejd
apoptoosille: esimerkiksi p53-proteiinin toiminnallinen inaktivoituminen
havaitaan yli puolessa ihmisen syovistd, jolloin tairkeda DNA-vaurioita, hypoksiaa
ja onkogeenien hyperekspressiota havaitseva komponentti puuttuu. Myos
eloonjddntisignaaleja  valittdvd PI3-kinaasi-AKT-reitti vaikuttaa apoptoosin
valttdmiseen monissa kasvaimissa.

1.1.4 Kyky jakautua rajattomasti

Hanahan ja Weinberg toteavat, ettd vaikka edelld olevat kolme ominaisuutta
irrottavatkin solun kasvuohjelman ymparistostd tulevista signaaleista, tima ei
vield riitd makroskooppisten kasvainten syntymiseen. Nisdkdssoluissa on
sisdinen autonominen kontrolli, joka rajoittaa solujen kahdentumista. Useimmat
normaalisolut kykenevit noin 60-70 jakautumiseen. Tama kylla riittdisi suurten
kasvainmassojen syntymiseen, ellei niissd tapahtuisi koko ajan myos massiivista
apoptoosia ja solujen poistumaa. Kromosomien pdiden (telomeerien) eteneva
lyheneminen jokaisen solusyklin aikana johtaa siihen, ettd kromosomien p4ita ei
endd voida suojata ja syntyy kromosomaalisia hdiriitd, jotka lopulta aiheuttavat
solun kuoleman.
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Lahes kaikissa pahanlaatuisissa soluissa telomeerit kuitenkin sdilyvét ja
solut pystyvit valttdimddn vanhenemisen ja muuttumaan immortaaleiksi. Tama
tapahtuu joko telomeraasientsyymié yliekspressoimalla tai muulla mekanismilla.
Ndin normaalien solujen rajallinen replikaatiokyky muuttuu rajoittamattomaksi
syopédsoluissa. Rintasyovan kehittymisvaiheiden vertailevissa analyyseissd onkin
havaittu telomeraasin vahittdistd aktivoitumista ja telomeerien pitenemista.
Viimeaikaisissa tutkimuksissa telomeraasilla on havaittu olevan myos muita
funktioita, jotka saattavat liittyd solujen lisddntymiseen ja siten kasvainten

syntyyn.
1.1.5 Verisuonten uudismuodostus

Verisuoniston kuljettamat happi ja ravinteet ovat ratkaisevia solun toiminnalle ja
eloonjddmiselle. Kun kudos muodostuu, uusien verisuonten kasvu on
védliaikaista ja tarkkaan sddnneltyd. Myos muodostuvat kasvaimet ovat
riippuvaisia kapillaarisuonista, ja kasvainten onkin kehitettivd angiogeneesid
aikaansaava kyky kasvaakseen suuremmiksi. Toisiaan tasapainottavat
positiiviset ja negatiiviset signaalit sddtelevdt verisuonten uudismuodostusta.
Téarkeitd positiivisia mekanismeja ovat liukoiset tekijit ja niiden endoteelisoluissa
sijaitsevat tyrosiinikinaasireseptorit (esim. VEGF ja FGF-1/2 ja niiden reseptorit).
Estdvistd tekijoistd tunnetuin on trombospondiini-1, jonka reseptori CD36
kytkeytyy Src-tyyppisiin kinaaseihin. Angiogeneesid sdatelevid tekijoita
tunnetaan useita kymmenia.

Myos integriinien kautta tulevat signaalit vaikuttavat verisuonten
uudismuodostukseen.  Lepotilaisissa  verisuonissa  ilmennetddn  tiettya
integriiniryhmada ja kasvavissa verisuonissa toista. Soluadheesio ja siihen liittyvét
solunulkoiset proteaasit vaikuttavat siis solujen angiogeneettiseen ohjelmointiin.
Proteaasit voivat ohjata angiogeenisten aktivaattorien ja inhibiittorien biologista
saatavuutta esimerkiksi vapauttamalla bFGF-kasvutekijada solunulkoisesta
véliaineesta.

Verisuonten uudismuodostuksen merkityksestd sydvédssd on olemassa
paljon vakuuttavia hiirimalleja. Ne yhdessd eri vaiheen sydpien histologisten
analyysien kanssa osoittavat, ettd angiogeneesin indusoituminen on useimmiten
aikainen tapahtuma syovissd. Kyseessd on angiogeneesid edistdvien ja estdvien
tekijoiden tasapainon siirtyminen uudismuodostusta suosivaksi. Tdmdn
prosessin tarkkoja mekanismeja ei vieldkddn tunneta. Koska verisuonten
uudismuodostus on ilmeisen houkutteleva kohde sydpahoidoille, ala on erittdin
intensiivisen tutkimuksen kohteena.

1.1.6 Kyky tunkeutua kudokseen ja muodostaa etdpesikkeiti

Edelld olevat viisi sydvdn tunnusmerkkid patevat sekd hyvanlaatuisiin etta
pahanlaatuisiin  kasvaimiin. Kyky irtautua kasvainmassasta, tunkeutua
kudokseen ja edetd kaukaisiin paikkoihin ja alkaa sielldi uusi kasvu on
nimenomaan pahanlaatuiseen soluun liittyvd ominaisuus. Kudosinvaasio ja
etdpesdkkeiden eli metastaasien muodostaminen ovat viimeisind kehittyvit
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syopdsolun tunnusmerkit. Koska metastaasit aiheuttavat jopa 90 % ihmisen
syopdkuolemista, ndiden ilmididen ymmartdminen ja hoitaminen on keskeistd
syopédbiologiassa.

Invaasio- ja metastaasiprosessit ovat mekanistisesti toisiinsa ldheisesti
liittyneitd. Solujen fysikaalinen kytkeytyminen mikroymparistoonsd muuttuu ja
solunulkoiset proteaasit aktivoituvat. Solujen kiinnittymiseen liittyvid signaaleja
valittavat integriinit ja erilaiset solu-solu-adheesion molekyylit muuttuvat.
Tyypillinen invaasioon liittyvd muutos tapahtuu epiteelisolujen E-kadheriinissa,
joka yhdistdd soluja toisiinsa homotyyppisesti, mikd tuottaa normaalisoluissa
kasvua estivid signaaleja. E-kadheriini auttaa epiteelisolukerrosten
muodostumista ja lepotilan ylldpitdmistd epiteelisoluissa. Monissa epiteeli-
syovissd E-kadheriinin toiminta on h&dvinnyt eri mekanismien kautta. E-
kadheriinia pidetddn siten invaasiota ja metastaasia estdvana tekijana.

N-CAM-adheesiomolekyylin ilmentyminen syopé&soluissa vidhenee ja
molekyyli my6s muuttuu erittdin adhesiivisesta muodosta heikosti adhesiiviseen
muotoon. My6s integriinien alayksiktissd tapahtuu siirtymid. Integriinigeenien
ja erilaisten heterodimeerien suuri mdard tuottaa valtavan monimuotoisuuden,
jolloin tuloksena voi olla joko invaasiota estdvd tai edistdvd signaali.
Karsinoomasoluissa integriinien ekspressio muuttuu invaasiota helpottavaan
suuntaan.

Yleinen kudosinvaasion ja metastaattisen kyvyn mekanismi kasittdad
solunulkoisia proteaaseja. Niiden ilmentyminen saattaa lisddntyd, niiden
inhibiittorien ilmentyminen saattaa vahentya tai niiden inaktiiviset tsymogeeni-
muodot saattavat aktivoitua. Nditd entsyymejd on solun pinnalla, integraalisina
solukalvoproteiineina tai integriineihin liittyneend. Myo6s kasvainta ymparoivat
stroomasolut sekd tulehdussolut tuottavat solunulkoisia proteaaseja.

Viime aikoina on tutkittu paljon solujen sddtelyohjelmaa, jota kutsutaan
epiteeli-mesenkyymi-muutokseksi (EMT). Epiteelisolut voivat saada kyvyn
tunkeutua ympardivdan kudokseen muuttumalla mesenkymaalisten solujen
suuntaan tiettyjen transkriptiotekijoiden toiminnan kautta. Tahén liittyy solujen
vyoliitosten havidminen, muutos kulmikkaista soluista sukkulamaisiksi, solujen
vidliainetta hajottavien entsyymien ilmentdminen, lisddntynyt liikkuvuus ja
lisdéntynyt vastustuskyky apoptoosille. EMT-ilmion merkitys muissa syovissa
kuin epiteelistd perdisin olevissa karsinoomissa on vield epdselvd. Myos muita
invaasiomuotoja on havaittu. Ndissd solut etenevit kudoksiin joko suurempana
massana (kollektiivinen invaasio) tai ameebamaisesti, jolloin yksittdinen solu ei
niinkddn etene mesenkymaalisesti ja entsyymitoiminnalla itselleen reittid avaten,
vaan ennemminkin yksittdin soluvéliaineen ldpi pujahtamalla. Kasvainsolut
saattavat myo0s erittdd kemoattraktantteja, jotka kutsuvat paikalle tulehdussoluja,
jotka auttavat invaasioprosessissa.

Itse etdpesdkkeen synty edellyttdd mikrometastaasin syntymistd vieraassa ja
yleensd  kasvultaan  normaalissa  kudosympéristossd  (kolonisaatio).
Mikrometastaasit eivét aina kasva makroskooppisiksi kasvaimiksi tai kasvavat
vasta primaarikasvaimen poistamisen jdlkeen, joko heti tai vasta pitkdn ajan
kuluttua. Etdpesdkkeen syntyyn liittyykin monia kudoksen mikroympériston
tekijoitd, jotka vaikuttavat esimerkiksi invasoivien solujen ravinteiden saantiin,
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uudisverisuonituksen aktivointiin tai soluviliaineen kasvua estdviin aineisiin jne.
Tulehdussolut saattavat auttaa etdpesdkkeen synnylle sopivan ympériston
kehittymistd. Viime aikoina onkin mddritetty geenien sarjoja (metastatic
signatures), joiden ilmentyminen nédyttdd korreloivan makroskooppisten
etdpesdkkeiden syntymiseen. Kasvainta ymparoivien stroomasolujen vaikutus
on ilmeisesti erittdin suuri etdpesdkkeen kasvun sallivan mikroympériston
muodostumisessa.

1.1.7 Syovidn syntyd edesauttavat tekijit

Uudemmassa artikkelissaan Hanahan ja Weinberg kisittelevdat myos syovan
syntymistd edistédvid tekijoitd ja esittdvat kaksi uutta esiin noussutta sydpasolujen
piirretta.

Solut muuttuvat sydpasoluiksi eri kasvaintyypeissa erilaisten mekanismien
kautta, ja muutokset tapahtuvat eri aikoina kasvaimen syntyprosessin aikana.
Muutokset mahdollistaa perimédn epdvakauden kehittyminen. Tama lisdd
harvinaisia geneettisid tapahtumia, kuten mutaatioita ja kromosomien uudelleen-
jarjestdytymisid. Spontaanien mutaatioiden madrdt ovat tavallisesti erittdin
pienid, koska genomia ylldpitivd jdrjestelmd kykenee havaitsemaan virheet
DNA:ssa ja korjaamaan ne. Sydpésolussa tdmd genomin eheyttd puolustava
jarjestelmd on hdiriytynyt. Eri kasvaintyypeilld nédyttdd olevan niille ominaiset
mutaatiomallit.

Toinen kasvainten kehittymistd edistdvd seikka on tulehdustila, johon
vaikuttaa sekd synnynndinen ettd hankinnainen immuniteetti. Tulehdus tuottaa
kasvaimen ympadristoon kasvutekijoitd, solujen eloonjddntiin ja verisuonten
uudismuodostukseen liittyvid tekijoitd sekd soluvdliainetta muuttaviin
entsyymeihin vaikuttavia tekijoitd. Lisdksi tulehdussolut vapauttavat mm. reak-
tiivisia happiyhdisteitd, jotka ovat sindnsd mutageenisia.

Esiin nousseena uutena sypdsoluominaisuutena Hanahan ja Weinberg
mainitsevat energiametabolian. Normaalisolut tuottavat energiaa tehokkaasti
hapen ldsndollessa hajottamalla glukoosia mitokondrioissa tapahtuvassa
sitruunahappokierrossa ja sitd seuraavassa oksidatiivisessa fosforylaatiossa. Kun
happea ei riitd, kdytetddn anaerobista glykolyysid, joka on aerobista
energiantuotantoa tehottomampaa. Syopdsolut voivat muuttaa energian-
tuotantoaan siten, ettd ne tuottavat aerobisissakin oloissa ATP:td anaerobisella
glykolyysilld, ja tdamdn tehottomuutta kompensoidaan esimerkiksi glukoosia
kuljettavien proteiinien madrdd lisdéamaéllda. Monissa kasvainsoluissa esiintyy
hapen niukkuutta (hypoksiaa), joka my6s aikaansaa glukoosin kuljettajien ja
glykolyysireitin entsyymien lisddvdd sddtelyd. Sekd Ras-onkoproteiinin ettd
hypoksian tiedetddn lisddvan tiettyjen HIF-transkriptiotekijoiden maéérid, jotka
puolestaan pystyvit lisddméaan glykolyysia.

Energiantuotannon muuttumisen merkitys syopdsoluille on epéselvd,
mutta se voisi liittyd glykolyyttisten viliyhdisteiden tuottamiseen erilaisille
biosynteesireiteille, jolloin uusien solujen muodostumisessa tarvittavia aineosia
olisi saatavana.
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Toinen esiin noussut uusi ominaispiirre on immuunipuolustuksen
vélttdminen. Immuunijdrjestelmén on katsottu kykenevan puolustamaan
elimistdod useimmilta syntyviltda mikrokasvaimilta; tamd pitdd ilmeisesti
paikkansa  ainakin = virusten  aiheuttamissa  kasvaimissa. = Hyvinkin
immunogeeniset syopdsolut pystyvat vilttymddn immuunijarjestelman
aiheuttamalta tuholta erittdimdlld immunosuppressiivisia tekijoitda tai
rekrytoimalla immunosuppressiivia tulehdussoluja. Viime aikoina sydpahoidon
uudeksi kiinnostavaksi kohteeksi onkin tullut T-solujen koreseptori PD-1, jonka
kautta kasvaimiin kohdistuvaa immuniteettia yritetddn lisdtd (esim. katsaus
Topalian et al. 2012).

1.1.8 Kasvaimen mikroympairisto

Kasvaimia ei endé ajatella suhteellisen homogeenisten syopésolujen kokoelmana,
vaan ennemminkin monimutkaisena erilaisten solutyyppien verkostona.
Esimerkiksi karsinoomissa epiteelisolut muodostavat parenkyymin, jota
mesenkymaaliset solut ymparoivit. Syopasolut ovat kasvainten kasvun alkaessa
suhteellisen homogeenisid; myohemmin kasvaimen kehittyessd ilmaantuu
syopdsolujen alapopulaatioiden erillisid klooneja. Thmiskasvaimet sisdltdavatkin
histopatologisesti hyvin erilaisia alueita, jotka edustavat erilaisia erilaistumisen,
lisddntymisen, verisuonituksen, tulehduksen ja kudokseen tunkeutumisen
asteita.

Viime vuosina on lisdksi havaittu, ettd kasvaimissa esiintyy syovan
kantasoluja. Ne maddritelldan soluiksi, jotka kykenevit tehokkaasti kylvamaan
uusia kasvaimia, kun niitd siirretddn vastaanottajakudoksiin. Tallaista
kantasolumddritelméd tukee se, ettd syovan kantasolujen transkriptiomallit ovat
osittain samanlaisia kuin normaalien kudosten kantasoluissa. Nayttdd siltd, etta
esimerkiksi edelld mainittu epiteeli-mesenkyymi-muutos EMT saattaa indusoida
syovan kantasolut jakautumaan. Tarkemmat tiedot syovan kantasolujen
madrdstd ja ominaisuuksista ovat puutteellisia, mutta ndiden kantasolujen
katsotaan kuitenkin olevan vastustuskykyisempid tavallisesti kaytettdville
kemoterapeuttisille  lddkeaineille. = On  mahdollista, ettd kantasolujen
muovautuvuus edesauttaa heterogeenisen kasvainmassan syntymistd. Saman
kasvaimen eri osista mikrodissektiotekniikan avulla saadut genomitiedot
osoittavat, ettd kasvaimen sisdlldi on suurta heterogeenisyyttd myos periman
tasolla.

Esriinistd on vuosien mittaan julkaistu mittava maara tutkimusartikkeleita,
ja monissa niistd on havaittu yhteyksid syopaan tai onkogeenisiin proteiineihin.
Ndiden moninaisten artikkelien sisdltdméan tiedon jasentamiseksi sovellan tdssa
Hahananin ja Weinbergin artikkeleita l&htokohtana, kun pohdin esriinin
vditettyd osuutta syovdn syntyyn. Miten solun tukirankaa ja solukalvoa
yhdistava pieni proteiini voi liittyd kasvaimiin ja etdpesdkkeisiin?
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1.2 ESRIINI JA ERM-proteiinit

Esriini (tunnetaan myos nimelld sytovilliini) 16ydettiin samoihin aikoihin
kahdessa eri laboratoriossa. Suomalainen tutkijaryhmd tunnisti esriinin
mikrovillusrakenteita vérjddvan vasta-aineen antigeenina (Suni et al. 1984). Sama
proteiini oli tunnistettu tarkedksi fosforyloituvaksi proteiiniksi, kun A431-soluja
stimuloitiin epidermaalisella kasvutekijdlld (EGF) (Hunter & Cooper 1981).
Esriinistd on tdmédn jdlkeen julkaistu satoja artikkeleita ja katsauksia, jotka
kasittelevat sen rakennetta, toimintaa ja sddtelya.

1.2.1 Esriinin rakenne ja ERM-proteiiniperhe

Esriini on esriini-radiksiini-moesiini (ERM) -proteiiniperheen ensimmadisend
kuvattu jasen. Ihmisen esriinin, radiksiinin ja moesiinin aminohapposekvenssit
ovat n. 73-81-prosenttisesti identtisid (Turunen et al. 1998). Kaikilla ERM-
proteiineilla erotetaan kolme domeenia: noin 300 aminohapon N-terminaalinen
domeeni, noin 190 aminohapon alfahelikaalinen keskidomeeni (a-domeeni) ja
noin 100 aminohapon C-terminaalinen domeeni. ERM-proteiinien N-
terminaalisen domeenin rontenkristallografiamenetelmdlld saatuja atomisia
rakenteita (kiderakenteita) on julkaistu yksin tai ligandin kanssa (Hamada et al.
2003; Smith et al. 2003; Edwards & Keep 2001; Hamada et al. 2000), ja my0s
moesiinin N- ja C-terminaalisten domeenien ei-kovalenttisen kompleksin
rakenne on selvitetty (Pearson et al. 2000). Lopulta saatiin selville my6s yhden
hyonteislajin  (Spodoptera frugiperda) kokonaisen ERM-proteiinin kiderakenne,
jolloin voidaan paremmin arvioida alfahelikaalisen rakenteen vaikutusta
molekyylin aktivoitumiseen (Li et al. 2007). Kaavamainen molekyylirakenne
esitetddn kuviossa 2.

N-terminaalinen domeeni on samankaltainen kuin Band 4.1. -perheen
proteiineilla, ja taim&n domeenin nimeksi on vakiintunut FERM (four-point-one,
ezrin, radixin, moesin) (Chishti et al 1998) tai N-ERMAD (N-terminaalinen ERM-
assosiaatiodomeeni, (Bretscher et al. 1995)). FERM-domeeni on hyvin yleinen
domeenirakenne proteiineissa (ks. esim. Takeuchi et al. 1994). Kiderakenteiden
perusteella on pddtelty, ettd domeeni muodostaa apilanlehtimdisen,
kolmelohkoisen rakenteen. Esriinin FERM-domeeni vdlittdd sitoutumista
solukalvolla oleviin reseptoreihin tai adaptoriproteiineihin, esimerkiksi solujen
toisiinsa kiinnittymista valittaviin ICAM-proteiineihin (Yonemura et al. 1998;
Heiska et al. 1998; Serrador et al. 1997), hyaluronihappoa sitovaan CD44-
solupintareseptoriin (Tsukita et al. 1994), CD43-glykoproteiiniin (Serrador et al.
1998) ja NHERF-1/EBP50-adaptoriproteiiniin (Reczek et al. 1997).
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KUVIO 2A  Spodoptera frugiperdan moesiinin 3,0 A:n kiderakenne (Li et al. 2007).
Alfahelikaalinen rakenne esitetty keltaisena, FERM-domeeni sinisend ja C-
terminaalinen domeeni (C-ERMAD) punaisena. B. Kaavamainen kuva
esriinimolekyylistd, sen tunnetuista fosforylaatiokohdista ja F-aktiinin
sitoutumiskohdasta (mukaeltu julkaisusta Fehon 2010). P = fosforyloituva
aminohappo.

Alfahelikaalinen domeeni koostuu kolmesta pitkadstd heliksistda. Hyonteisen
moesiinin kiderakenne paljasti ylldttden, ettd alfahelikaalinen domeeni
muodostaa paljon kontakteja FERM-domeenin kanssa ja peittdd lepotilaisen
molekyylin sitoutumiskohtia yhdessd C-terminaalisen domeenin kanssa.
Kontaktipintojen aminohapot ovat erittdin konservoituneita. Alfahelikaalisen
domeenin ja C-pddan vdliin jad lyhyt liitosalue, joka siséltdd esriinissd ja
radiksiinissa polyproliinisekvenssejd, jotka muodostavat klassisen tyypin II
polyproliiniheliksin (Li et al. 2007, ks. myos kuvio 2A).

C-terminaalinen domeeni (C-ERMAD eli C-terminaalinen ERM-
assosiaatiodomeeni (Bretscher et al. 1995)) on sitoutuneena FERM-domeeniin,
silloin kun proteiini on epdaktiivinen, ts. kun molekyylin sisdinen laskostuminen
peittdd ligandien sitoutumiskohdat. N-C-sitoutumisen katsotaan siis pitdvan
ERM-proteiinin lepotilassa. C-ERMAD:ssa on solun ehkd tarkedd tukiranka-
proteiinia, aktiinia, sitova kohta (noin 30 viimeistd aminohappoa) (Gary &
Bretscher 1995; Turunen et al. 1994). Kun esriini on aktiivisessa tilassaan, se on
konformationaalisesti avoin ja yhdistdd siten solukalvoproteiineja solun
tukirankaan.

ERM-proteiinit ovat rakenteellisesti hyvin samankaltaisia kesken&an.
Esriini poikkeaa muista ERM-proteiineista erityisesti tiettyjen tyrosiinien
suhteen, joita ei esiinny muissa perheen proteiineissa. Namd tyrosiinit ovat
solujen signaalijarjestelmdn kannalta mielenkiintoisia, koska  tyrosiini-
fosforylaatio on yksi tarkeimmistd solujen keinoista tuottaa ja vélittdd signaaleja.

Vasta-aineiden ristireagointi haittaa varsinkin alkuaikojen ERM-
proteiinitutkimusten arviointia. Myos solun signaalijdrjestelmid késittelevissa
tutkimuksissa tdmd on pulma, koska spesifisiksi ajatellut, fosfoproteiineja
tunnistavat vasta-aineet saattavat hyvinkin tunnistaa myos muita proteiini-
perheen jdsenid. ERM-proteiinit ovat myds molekyylimassaltaan melko
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samankokoisia ja ajautuvat elektroforeettisesti ldhelld toisiaan, mikd saattaa
osaltaan vaikeuttaa eri artikkeleissa esitettyjen tulosten tulkintaa.

1.2.2 Esriinin ekspressio soluissa ja kudoksissa

Esriini on solunsisdinen proteiini, jota useimmiten havaitaan kortikaalisella
alueella. Esriinid esiintyy aktiivisissa solukalvon osissa, kuten mikrovilluksissa,
filopodioissa ja kalvon poimuissa. Esriinid saattaa esiintyd myos solu-solu-
kontakteissa, lymfosyyttien uropodirakenteissa tai hermosolujen kasvualueilla;
toisaalta esriini voi lokalisoitua myos diffuusisti koko solun alueelle (omat
havainnot). Joissakin julkaisuissa esriinid on osoitettu myods tumassa.
Tumalokalisaatio liittyy TNF-a-stimulaatioon, joka saa esriinin siirtymaan
tumaan ja repressoimaan sykliini A:n ilmentymistd sen promoottorialueeseen
sitoutumalla (Kishore et al. 2005b). Myos osteosarkoomasoluissa on nihty
fosforyloituneiden muotojen tumalokalisaatiota (Di Cristofano et al. 2010).

Eldimissd esriinid ilmennetddn erityisesti epiteelisoluissa ja imukudoksen
soluissa. Toisaalta ldhes kaikissa in vitro viljellyissd soluissa esiintyy vasta-
aineilla tunnistettavia maarid esriinid, joskin mééara saattaa olla vahdinen (prof.
Carpén, julkaisematon tieto). Esriinin ldsndolo ei siis hdiritse solujen elinkykya
ainakaan viljelyolosuhteissa. Viljellyilld soluilla tehtyjen tutkimusten tuloksia
tulkittaessa on muistettava, ettd useimmiten ndissd soluissa on myds endo-
geenistd esriinid soluun vietyjen kokeellisten konstruktien lisdksi. Taman lisdksi
solut saattavat ilmentdd myos jotain toista ERM-proteiinia. Poistogeenisen hiiren
solut tai poistogeenisiksi kaisitellyt viljelmésolut ovat ainoita tutkimuksissa
kaytettyjd soluja, joissa ei esiinny endogeenista esriinid.

Kudostasolla esriinid esiintyy maha-suolikanavan epiteelisoluissa kaikissa
ihmisen kehitysvaiheissa, erityisesti suolinukan sukasauma-alueella. Lisdksi
esriinid havaitaan munuaisten, pernan, imusolmukkeiden ja kerrostuneen
levyepiteelin kaikkien kehitysvaiheiden aikana sekd lisimunuaisten tietyilld
alueilla (Xie et al. 2011b). Esriinin ekspressio on sekd ajallisesti ettd paikallisesti
tarkkaan sdddeltyd. Poistogeenisilld hiirilld tehdyissd tutkimuksissa havaittiin,
ettd esriini on vélttdimaton maha-suolikanavan epiteelin jarjestdytymisessd ja
suolinukan kehittymisessd (Saotome et al. 2004). Vaikka poistogeeniset hiiret
syntyvatkin, esriinin puuttuminen johtaa poikasten kuolemaan ennen
vieroitusta. Esriinin puuttuminen aiheuttaa my6s silmén verkkokalvon mikro-
villusten vdahenemistd ja valoreseptorien kehittymisen hidastumista (Bonilha et
al. 2006). Esriinin toiminta ndyttdd siten liittyvan erityisesti solukalvorakenteiden
organisointiin. Kun esriini poistetaan indusoitavan poistogeenin menetelmalla
aikuisen hiiren suolen epiteelistd, suolen apikaalinen rakenne rikkoutuu ja villus-
muodostus héiriytyy. Esriini vaikuttaa siten my6s kypsadn suolen homeostaasiin
(Casaletto et al. 2011).

Eri ERM-proteiinien ilmentymisestd eri kudoksissa ei ole julkaistu kattavaa
vertailevaa tutkimusta. P&dpiirteittdin eri ERM-proteiinit esiintyvdt eri
kudoksissa. Esriinid esiintyy epiteelisolujen apikaalisissa nukkalisdkkeissd, kun
taas moesiinia havaitaan pddasiassa endoteelisoluissa (Berryman et al. 1993;
Schwartz-Albiez et al. 1995). Radiksiinia on erityisesti maksasoluissa (Amieva et
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al. 1994). Vaikka esriinid ilmennetddn runsaasti imukudoksen prekursorisoluissa,
poistogeeniselld hiirelld lymfoidikudoksen esriini on kuitenkin korvattavissa,
ndhtdvasti moesiinin kautta (Shaffer et al. 2010). Ilmeisesti ERM-proteiinit voivat
omaksua ainakin jonkin verran toistensa tehtdvid (Kitajiri et al. 2004).
Drosophilassa on vain yksi ERM-homologi, Dmoesin, jonka puuttuminen johtaa
kehityksen ja morfologian hdiricihin (Jankovics et al. 2002; Polesello et al. 2002).

1.2.3 Esriinin sditely

Koska ERM-molekyylit voivat siis olla konformaatioltaan aktiivisessa tai
inaktiivisessa tilassa suhteessa ligandeihinsa, proteiinien funktionaalinen saditely
on erityisesti kiinnostanut tutkijoita. Proteiinin vaihteleva sijainti sytosolissa
(hyvin konsentroitunut vs. diffuusi, mahdollinen tumalokalisaatio) viittaa siihen,
ettd esriinin kulloisetkin sitoutumiskumppanit ja/tai konformaatio vaikuttavat
esriinin sijaintiin ja sitd kautta toimintaan. Lisdksi jo esriinin varhaisissa bio-
kemiallisissa karakterisoinneissa havaittiin myds dimeerisid ja oligomeerisia
muotoja proteiinista, joita esiintyi myos in vivo (Bretscher et al. 1995; Berryman et
al. 1995). Ndiden muotojen merkitys ja sddtely on edelleen epidselva (ks. yksi
mahdollinen malli eri muodoista, kuvio 3). Fluoresenssiresonanssienergia-
tekniikalla on kuitenkin havaittu, ettd mahalaukun parietaalisoluissa esriinin
oligomeerinen muoto solukalvolla edustaa lepddvad, inaktiivista proteiinia (Zhu
et al. 2005). Myos ERM-proteiinien vilinen heterodimerisaatio voidaan osoittaa
viljellyistd soluista erilaisilla affiniteettisaostustekniikoilla, mutta timan merkitys
saattaa olla todellisuudessa pieni, koska luonnossa ERM-proteiineja ilmennet&dan
lahinna eri solutyypeissd ainakin normaalikudoksissa.

A C D
Adheesio-
molekyyli
Solukalvo
° Y
ERM-proteiini YA L)
N
N
N/ -
= ERM-domeenit
@ FERM-domeeni
F-aktiini aaaan  a-helik. domeeni
= C-term. domeeni
[ ]

F-aktiinia sitova kohta

KUVIO 3. Malleja ERM-proteiinin sitoutumisesta itseensd ja F-aktiiniin (Turunen et al.
1998). A. Proteiinin monomeeri (konformationaalisesti suljettu). B. Vastakkais-
suuntainen dimeeri, jonka F-aktiinin sitoutumiskohta on peittynyt. C. Saman-
suuntainen dimeeri solukalvolla. D. P#&-hédntd-oligomeeri solukalvolla. D-
kohdassa ajatellaan myos N-terminaalisen kohdan sitovan aktiinia. Mallit ovat
edelleen osittain hypoteettisia.
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Molekyylin konformationaaliseen aktivoitumiseen vaikuttavat seka
treoniinifosforylaatio ettd fosfolipidi PI(4,5)P2:n sitoutuminen. Koko ERM-
perheessd konservoitunut treoniini 567! sijaitsee C-ERMAD-domeenissa, ja sen
fosforyloitumisen katsotaan johtavan N- ja C-domeenien dissosioitumiseen
toisistaan. Toisaalta myos PI(4,5)P2n sitoutuminen FERM-domeenin lohkojen
vdliin saattaa tuottaa vidhdisid konformaation muutoksia, jotka myotavaikuttavat
molekyylin avautumiseen. Ndiden tapahtumien keskindinen jarjestys ja merkitys
on ollut intensiivisen tutkimuksen kohteena, mutta on jadnyt osittain avoimeksi
kysymykseksi (Yonemura et al. 2002; Fievet et al. 2004; Carvalho et al. 2010; Bosk
et al. 2011). Tdyteen aktivoitumiseen tarvitaan luultavasti useita aktivoivia
tapahtumia, koska eri sddtelykohtien ja sitoutumiskohtien paljastuminen
edellyttdd suurta konformaatiomuutosta. Kiderakenteen perusteella myos alfa-
helikaaliseen domeeniin sitoutuvien proteiinien sitoutuminen edellyttda
peittyneiden hydrofobisten aminohappotidhteiden paljastumista (Li et al. 2007).
Toisaalta kokeellisesti ndmd proteiinit kykenevit sitoutumaan tdysipitkdan
esriiniin, jonka on katsottu olevan konformationaalisesti epdaktiivinen, joten
molekyylin aktivoitumista ei ehkd tarvita ennen sitoutumista (Dransfield et al.
1997; Chirivino et al. 2011). Esriinin lokalisaatio solukalvolla ei ndytd mydskaan
edellyttdvan treoniinin 567:n fosforyloitumista, mutta jos treoniinin dynaaminen
fosforylaatio-defosforylaatio estetddn, tuloksena on poikkeavia membraani-
rakenteita (Zhu et al. 2008).

Esriinin ja ERM-proteiinien on osoitettu sijaitsevan aktiinitukirankaa
sadtelevan Rho-proteiiniperheen reitilld sekd yla- ettd alavirtaan. ERM-proteiinit
toimivat Rho-proteiinin aktiinitukirankavaikutusten efektorina (Mackay et al.
1997), ja Rho-kinaasi fosforyloi ERM-proteiinien/esriinin konformaation avaavan
(aktivoivan) treoniinitdhteen (Matsui et al. 1998; Tran Quang 2000). Tastd on
julkaistu my6s poikkeava tutkimustulos, jonka mukaan Rho-kinaasi ei
kuitenkaan suoraan fosforyloi ERM-proteiineja in vivo, vaan kyseinen kinaasi on
PI4P5K-kinaasi (Matsui et al. 1999). Myos PI(4,5)P> on Rho-proteiinien efektori,
joten esriinin avautuminen ja aktivoituminen liittyy ldheisesti Rho-signaali-
reitteihin. PI(4,5)Pz-reitteihin liittyy myos PKC-kinaasi, jonka eri muotojen on
my6s osoitettu fosforyloivan ERM-molekyylien aktivoivaa treoniinia
(Pietromonaco et al. 1998; Ng et al. 2001; Wald et al. 2008).

Esriini havaittiin ensimmdiseksi A431-soluissa tyrosiinifosforyloituvana
proteiinina EGF-stimulaation jdlkeen (Hunter & Cooper 1981). Taman fosfory-
laation kohteena ovat tyrosiinit 145 ja 353. Tyr145 sijaitsee FERM-domeenissa, ja
tdhde on konservoitunut kaikissa ERM-proteiineissa ja lisdksi joissakin muissa
tamdn domeenin omaavissa proteiineissa. Ndiden muiden proteiinien
vastaavasta tyrosiinifosforylaatiosta ei ole kuitenkaan julkaistu raportteja. Tyr353
on sen sijaan ainoastaan esriinissd esiintyvd aminohappotdhde. Se sijaitsee alfa-
helikaalisessa domeenissa, ja on mahdollista, ettd fosforyloituminen vapauttaisi
alfahelikaalisen domeenin FERM:std ja osallistuisi siten esriinin konformatio-

1 Tassd julkaisussa esriinin aminohapposekvenssin numeroinnissa noudatetaan perinteista
julkaisun (Krieg and Hunter, 1992) mukaista numerointia, jossa ensimmaisté (pois
pilkottavaa) metioniinia ei lasketa mukaan.
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naaliseen avautumiseen (Li et al. 2007). T&st4 ei ole kuitenkaan julkaistu mitdan
kokeellisia tutkimuksia.

Omissa tutkimuksissamme havaitsimme onkogeenisen Src-kinaasin
fosforyloivan tyrosiinia 477 (Heiska & Carpén 2005). Tyr477 esiintyy yksinomaan
esriinissd, sen liitosalueella, heti polyproliinipitoisen alueen jalkeen. Tama sijainti
on hyvin mielenkiintoinen fosforylaatiotapahtuman kannalta, silld
hyonteismoesiinin kiderakenteen perusteella tima aminohappotdhde kyettdisiin
fosforyloimaan molekyylin ollessa suljetussa konformaatiossa, jolloin esriini
pystyisi inaktiivisessakin muodossa rekrytoimaan signaalinvilitykseen liittyvia
molekyylejd fosforyloituneen Tyr477:n kautta (esim. Fes-kinaasi, ks. julkaisu
Naba et al. 2008).

Esriini on myo6s kalpaiiniproteaasin tunnettu substraatti (Yao et al. 1993;
Shcherbina et al. 1999). Kalpaiinin kautta tapahtuva sdddelty pilkkominen voisi
olla yksi tapa esriinin toimintojen sdatelyyn. Esriinin treoniini 567:n kohdalta ei-
fosforyloitunut muoto nédyttdisi olevan alttiimpi kalpaiinin aiheuttamalle
pilkkoutumiselle, ja myos PI(4,5)P2n sitoutuminen vahensi pilkkoutumista
(McRobert 2012). Naméd havainnot viittaisivat sithen, ettd konformationaalisesti
suljettu (inaktiivinen) proteiinimuoto olisi kalpaiiniséddtelyn padasiallinen kohde.
Itse havaitsin tutkimuksissani, ettd tyrosiinifosforylaatio lisdd esriinin
kalpaiiniproteolyysia (julkaisematon havainto).

1.2.4 Esriini ja merliini

Neurofibromatoosi 2 (NF2) on kromosomissa 22 periytyva harvinainen sairaus.
Mutaatiot NF2-geenissd johtavat ddreishermoston hyvanlaatuisiin kasvaimiin,
useimmiten molemminpuoliseen kuulohermon schwannoomaan, joka voi johtaa
kuulon menetykseen. Kun sairauden aiheuttava geeni tunnistettiin (Trofatter et
al. 1993; Rouleau et al. 1993), geenin koodaaman tuumorisuppressorin homologia
ERM-proteiineihin heritti suurta kiinnostusta, koska tamaén ajateltiin helpottavan
kasvaimen muodostumismekanismin ymmartadmistd. Lisdksi NF2-geeni olisi
kasvunrajoitegeeniksi poikkeuksellinen, jos se todella koodaisi solukalvoa ja
tukirankaa yhdistdvdd proteiinia. NF2-proteiinin nimeksi annettiin merliini
(moesin-esrin-radixin-like protein, tunnetaan my6s nimelld schwannomin).
Merliinin suurin rakenteellinen homologia ERM-proteiinien kanssa sijaitsee
FERM-domeenissa (n. 60-prosenttisesti homologinen ihmisen esriinin kanssa).
Merliinin FERM-domeeni sitoutuu moniin samoihin proteiineihin kuin ERM-
proteiinien vastaava domeeni (esim. NHERF-1 ja CD44). Merliinin on myds
osoitettu sitovan F-aktiinia. Vaikka merliini saattaa toimia solukalvon ja
tukirangan vélissda muiden ERM-proteiinien tapaan, merliinilld on myos useita
muita toimintoja, jotka voivat suoremmin liittyd sen tuumorisuppressorikykyyn.
Nditd ovat esim. solu-soluadheesioon, solusykliin tai kasvutekijareseptorien
internalisaatioon liittyvédt toiminnot. Kasvaimissa esiintyvidt pistemutaatiot
esiintyvat hyvin laajalti koko geenissd, ja useat niistd johtavat typistyneeseen
proteiiniin. Merliini pystyy kokeellisesti sitoutumaan ERM-proteiineihin, mutta
tama ei ehké ole fysiologisesti merkityksellistd kuin poikkeustapauksissa, koska
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proteiineja ilmennetddn harvoin samoissa soluissa, ainakaan stoikiometrisesti
samoja madrid (Turunen et al. 1994; Bretscher 2000; McClatchey 2003).

1.3 Esriini ja syopd

Esriinin esiintymistd erilaisissa kasvaimissa on tutkittu kiihtyvallda tahdilla.
Esriiniproteiinin ilmentymistd on kuvattu perinteisilld immunohistokemiallisilla
menetelmilld patologisista ndytteistd, ja viime aikoina on otettu entistd enemman
kayttoon myos mikrosirumenetelmid. Lahes kaikissa julkaisuissa on havaittu
jonkinlainen korrelaatio esriinin lisddntyvdn ilmentymisen ja Kkasvain-
muodostuksen tai -asteen vililld, ja vakuuttavia tuloksia on esitetty esriinin
ekspression yhteyksistd nimenomaan loppuvaiheen kasvaimiin ja erityisesti
metastaaseihin. Koska metastaasit aiheuttavat suurimman osan ihmisen sy6pa-
kuolemista, tdhdn alueeseen kohdistuu erityistd kiinnostusta. Luonnollisesti
myds ldheisen sukulaisproteiinin, merliinin, toiminta tuumorisuppressorina
herattad kysymyksid siitd, miten esriini voi liittyd pahanlaatuisten kasvainten
muodostumiseen.

Seuraavan sivun taulukossa 1 esitetddn otos julkaisuista, jotka kasittelevit
esriinid ihmisen kasvaimissa. Merkillepantavaa on, ettd esriini ndyttdisi liittyvan
sekd sarkoomiin ettd karsinoomiin. Suurin osa julkaisuista koskee erilaisia
karsinoomia. Esriinin esiintyminen erityisesti osteosarkoomassa ja sen
metastaasissa on osoitettu vakuuttavasti useassa julkaisussa.
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TAULUKKO1 Julkaisuja esriinin esiintymisestd erilaisissa ihmisen
kasvaimissa tai etdpesdkkeissa.
Kasvaintyyppi Esriinin osuus Viite
> 5 000 erilaista esriinin ekspressio suurempi sarkoomissa kuin karsinoomissa; ~ Bruce 2007
ihmisen syopaa selva assosiaatio sarkoomien etenevédn asteeseen ja rinta-
syovan huonoon hoitotulokseen (kudossiruanalyysi)
astrosytooma lisddntynyt ekspressio korreloi astrosyyttisten kasvainten Geiger 2000
lisddntyvaan maligniteettiin
astrosytooma, oligo- immunovarjays ja immunopositiivisten solujen maara korreloi ~ Tynninen 2004
astrosytooma lisadntyvaan maligniteettiin (kudossiruanalyysi)
ei-pienisoluinen lisadntynyt ekspressio korreloi kasvaimen asteen kanssa ja Zhang 2012
keuhkokarsinooma merkitsevasti imusolmukemetastaasin kanssa
GIST huonoon ennusteeseen liittyva tekija Wei 2009
hepatosellulaarinen ekspressio liittyy invaasioon ja dedifferentaatioon Yeh 2009
karsinooma
hepatosellulaarinen maksasydpandytteiden massaspektrometriset analyysit, Chen 2011
karsinooma Thr567:n hyperfosforylaatio korreloi laheisesti invasiivisen
fenotyypin ja huonon ennusteen kanssa
ihomelanooma immunovarjayksen intensiteetti korreloi kasvaimen llmonen 2005
paksuuteen ja kasvaimen invaasiotasoon
kapillaarinen ekspressoituu diffuusisti stroomasolujen sytoplasmassa Bohling 1996
hemangioblastooma
keuhkosydpa ekspressio lisdantyy syovassa ja lokalisaatio muuttuu syto- Li 2012
plasmiseksi; ekspressio suurempi primaarikasvaimen invasiivi-
sessa etureunassa ja suurin imusuoniston etdpesakkeissa
kohdunkaulan syopa lisadntynyt ekspressio, merkitsevasti Tan 2011
imusolmukemetastaasissa
kolorektaali- prognostinen merkkiaine, korreloi kasvaimen aggressiivi- Patara 2011
karsinooma suuden ja heikon ennusteen kanssa (kudossiruanalyysi)
kolorektaalisyopa tyypillisesti sytoplasminen varjaytyminen syopdepiteelissa, Elzagheid 2008
huono eloonjaantiennuste
kondrosarkooma ekspression ja kasvaimen asteen vililld positiivinen korrelaatio ~ Séderstrém 2010
mahakarsinooma ekspressio liittyy mahakarsinooman esiintymiseen ja Zhao 2011
progressioon
mahasy0pd, metastaasit merkitsevasti lisddntynyt ekspressio, korreloi huonon Jin 2012
ja myohaisasteet ennusteen kanssa
nenanielukarsinooma expressio riippumaton prognostinen tekija heikolle ennusteelle =~ Wang 2011
osteosarkooma merkitseva assosiaatio suuren ekspressiotason ja huonon Khanna 2004, Lun
ennusteen vililli osteosarkooma-lapsipotilailla; meta- 2014
analyysissa esriinin voimakas ekspressio liittyy alhaiseen
kokonaiselonjddntiin
osteosarkooman esriinin Thr-fosforylaatio dynaamisesti sdadeltya erilaisten Ren 2009
metastaasi metastaasivaiheiden aikana (immunohistokemiallinen varjays)
pehmytkudos- positiivinen immunoreaktiivisuus korreloi lyhyempaan Weng 2005
sarkooma eloonjaantiin; ekspressio korreloi merkitsevasti metastaasiin
pehmytkudos- ekspressio ennustaa paikallisten uusiutumien ja metastaasien Carneiro 2011
sarkooma kehittymista (kudossiruanalyysi)
péan ja kaulan alueen sytoplasminen esriini korreloi huonoon ennusteeseen Schlecht 2012
karsinooma
rhabdomyosarkooma ekspressio korreloi kliinisen vaiheen etenemisen kanssa Yu 2004
rintasyopa vs. effuusiot  ekspressio merkitsevasti suurempi effuusioissa (siruanalyysi) Konstantinovsky
2010
rintasyopa vs. imu- ekspressio lisddntynyt rintasyovassa, erityisesti imusolmuke- Li2008

solmukemetastaasit
rintasy6pa, invasiivinen

rintasyopa, paikallisesti
laajalle levinnyt
ruokatorven levy-
epiteelikarsinooma
seroosi munasarja-
karsinooma
uveamelanooma

metastaaseissa, joissa lokalisaatio muuttunut sytoplasmiseksi
muutos esriinin lokalisaatiossa apikaalisesta sytoplasmiseksi
liittyy heikkoon ennusteeseen

isokokoisten rintasydpien esriini voimakkaasti sytoplasminen;
tama liittyy myds positiiviseen imusolmukestatukseen
korreloi huonoon ennusteeseen

esriinin katoaminen liittyy heikkoon ennusteeseen

esriinivarjaytyvyys korreloi suurempaan mortaliteettiin

Sarrio 2006

Arslan 2012

Xie 2011

Moilanen 2003

Makitie 2001
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Tassd luvussa kisittelen esriinid koskevia tutkimustuloksia Hanahanin ja
Weinbergin esittelemien syovdn tunnusmerkkien kannalta. Koska solujen
signalointijdrjestelmét ovat niin monimutkaisia ja moniin suuntiin ristedvid,
monet tutkimukset voitaisiin sijoittaa useankin tunnusmerkin alle.

1.3.1 Esriini ja syévidn tunnusmerkit: riippumattomuus kasvusignaaleista

Kasvainsolut eivédt tarvitse normaaleja ulkoisia signaaleja jakautumiseen ja
solunsisdiset signaalireitit ovat muuntuneita. Monet kasvutekijareitit liittyvat
esriiniin. Koska esriini tunnistettiin tyrosiinifosforyloituvana proteiinina EGF-
kasvutekijastimulaation jdlkeen, on ilmeistd, ettd esriini on jollakin reitilld, jota
pitkin EGF vaikuttaa solun toimintaan ja lopulta jakautumiseen. Myds
maksasolujen kasvutekija (HGF) vélittdd esriinin fosforylaatiota, ja esriinin
osoitettiin olevan HGF-reseptori-tyrosiinikinaasin (c-Met) suora substraatti
(Crepaldi et al. 1997). Lisdksi verihiutalekasvutekija PDGF:n aiheuttaman
solunsisdisen signaalin etenemiseen tarvitaan esriinid (Sperka et al. 2011).

Koska useimmiten ainakin osa solun sisdltdmastd esriinistd lokalisoituu solun
kortikaaliselle alueelle ja voi sitoa hyvin erilaisia molekyylejd, esriini voi valittaa
signaaleja solun kalvoreseptoreilta solun sisdlle ja aktiinitukirankaan ja
muodostaa signaalinvélitykseen tarvittavan molekyylikompleksin. Tasta
esimerkkind on SOS-Ras-Raf-MAPK-kaskadi, joka on ehkd parhaiten karakteri-
soitu signaalivilitysreitti kasvutekijoistd tumaan. Esimerkiksi EGF, PDGF, HGF
ja TNFa aktivoivat tdmédn kaskadin. Kaskadin keskeisen proteiinin, pienen G-
proteiini Ras:n, aktivaatioon tarvitaan SOS-katalysaattoria. Taman lisdksi
kasvutekijain indusoimaan Ras-aktivaatioon tarvitaan esriinid, joka tuo
yhteenreseptorin koreseptoreineen, Sos- ja Ras-signaalimolekyylit sekad F-
aktiinin. Esriinin tiedetddn sitovan sekd Ras- ettd SOS-proteiinia, ja Ras-proteiinin
suora interaktio esriinin kanssa on valttaimatontd Ras-aktivaatiolle (Sperka et al.
2011). Aiemmassa julkaisussa  osoitettiin  toisaalta, ettd merliinin
tuumorisuppressoritoiminnalle  keskeistdi on nimenomaan Ras-signaalin
estiminen. Tamd ei kuitenkaan tapahdu Ras- tai SOS-proteiiniin sitoutumalla,
vaan ERM-proteiineja estamalld (Morrison et al. 2007). Tama on yksi harvoista
julkaisuista, joissa on osoitettu merliinin ja esriinin samanaikaiset vastakkaiset
toiminnot solussa.

Esriinin on osoitettu liittyvdn samantyyppisen proteiinikompleksin
muodostumiseen myds HGF-kasvutekijan signaloinnissa. Esriini sitoutuu CD44-
hyaluronaanireseptorin sytoplasmiseen osaan (Yonemura et al. 1998; Legg et al.
2002). CD44vé6-isoformi toimii HGF-reseptorin koreseptorina, ja signaalin
eteenpdinvientiin tarvitaan sekd CD44-reseptoria, Ras-aktivaatiota, esriinin
sitoutumista ettd F-aktiinia. ERM-proteiini on Ras-aktivaation edellytys (Orian-
Rousseau et al. 2007). N&in esriini on keskeinen tekijd, joka yhdistdd solun
kiinnittymiseen ja solujen jakautumiseen liittyvit solunulkoiset signaalit solun-
sisdisiin signaali- ja tukirankajarjestelmiin.

Nadilld signaalireiteilld esriinistd alaspdin sijaitsevia molekyyleja saattaa olla
erilaisia mm. kudos- ja solutyypistd riippuen. Yksi HGF-stimulaation esriinista
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riippuvainen efektoriproteiini on tyrosiinikinaasi Fes, joka sitoutuu tyrosiinista
477 fosforyloituneeseen esriiniin. Sitoutumisen seurauksena Fes sekd siirtyy
solukalvolle ettd aktivoituu. Fes on kinaasi, joka sddtelee solujen kiinnittymista
toisiin soluihin ja soluviliaineeseen. Esriinin ja Fes-kinaasin interaktio on
valttdaméaton solun levidmiselle ja HGF:n aikaansaamalle solujen levittaytymiselle
(scattering) kollageenimatriksilla (Naba et al. 2008). Jo aiemmin oli osoitettu
HGF:n aiheuttaman esriinin fosforylaation vaikutus polarisoituneiden epiteeli-
solujen migraatioon ja tubulogeneesiin (Crepaldi et al. 1997).

HGF-reseptorin (c-Met) ja esriinin valilld 16ytyi mielenkiintoinen yhteys,
kun havaittiin, ettd esriini ubikitinyloituu WWP1-ubikitiiniligaasin kautta, jonka
mddrd lisddntyy rinta- ja eturauhassyovissd. Esriinin ubikitinylaatio ei
kuitenkaan johda normaalilla tavalla ubikitinyloidun proteiinin hajottamiseen,
vaan itse asiassa HGF-reseptorin ekspressio ja vaste HGEF-stimulaatiolle
lisddntyvat esriinin kautta. Tdhdn tarvitaan esriinimolekyylin liitosalueen
PPVY47-motiivia, johon WWP1 sitoutuu (Zaarour et al. 2012). Ndin esriinilld on
siis sddteleva vaikutus HGF-reitin yldvirran signalointiin. WWP1:1ld on aiemmin
osoitettu olevan samanlainen vaikutus EGFR- ja ErbB2-reseptoreihin (Chen et al.
2008).

Monien eri solukalvoreseptorien signalointiin liittyy solunsisdinen
tyrosiinikinaasi Src. Tutkimusryhmdmme havaitsi Src-perheen lymfosyytti-
spesifisen Lck-kinaasin fosforyloivan esriinid T-soluissa (Autero et al. 2003).
Taman jdlkeen tutkimusta jatkettiin alustaan kiinnittyvissd soluissa, ja
havaitsimme Src:n fosforyloivan esriinid tyrosiinista 477 (Heiska et al. 2005).
My6s tyrosiini 145 on osoitettu Src-kinaasin kohteeksi eri solutyypissd
(Srivastava et al. 2005). Tyr477 esiintyy ainoastaan esriinissd, kun taas Tyr145
sisdltyy  useisiin FERM-domeeneja sisdltdviin  proteiineihin.  Tyr477:n
fosforyloituminen on todettu jo useammassa tutkimuksessa (Naba et al. 2008;
Mak et al. 2012; Zaarour et al. 2012). Merkitys saattaa olla otaksuttua
tarkeampikin, sillda monissa aiemmissa julkaisuissa kaytetty, fosfotyrosiinille 145
spesifiseksi ajateltu vasta-aine ristireagoi fosfotyrosiini Y477:n kanssa
(julkaisematon havainto).

Src-kinaasi oli ensimmdinen loydetty onkogeeni, ja se on liitetty erityisesti
metastaaseihin (Irby & Yeatman 2000; Frame 2002). Src:n on osoitettu
aktivoituvan esimerkiksi EGFR-, p185HER2/neu- ja HGFR-reittien kautta erittdin
metastaattisissa koolonkarsinoomasoluissa (Mao et al. 1997). Src-perheen kinaasit
paitsi fosforyloivat esriinid, myds sitoutuvat sithen SH2-domeeninsa kautta
(Naba et al. 2008; Srivastava et al. 2005). Ndin esriini voi tuoda myos aktiivisen
tyrosiinikinaasin muodostamiensa proteiinikompleksien osaksi ja yhdistda
kompleksin F-aktiinitukirankaan. Esriinin itsensd fosforyloituminen Src:n kautta
taas vaikuttaa solujen proliferaatioon 3D-kollageenilla sekd solujen levidmiseen
ja fokaaliadheesioiden muodostumiseen fibronektiinilld (Srivastava et al. 2005).
Aktiivinen Src ja esriini vaikuttavat yhdessd hiiren mammakarsinoomasolujen
solu-solu-kontaktien heikkenemiseen ja solujen hajaantumiseen (Elliott et al.
2004). Itse havaitsimme, ettd esriinin Tyr477:n fosforyloitumista tarvitaan, jotta
solut kasvavat kudosolosuhteita muistuttavissa 3D-viljelyolosuhteissa tai
alustaan kiinnittymattomind (Matrigel-geeli, soft agar tai suspensioviljely) (I).
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Signaali esriinistd alavirtaan ndytti menevan mTOR-proteiinireitin kautta, jota
kasitelldan tarkemmin tuonnempana apoptoosin yhteydessa.

Askettdisessd julkaisussa saatiin samantyyppiset tulokset Tyr477-
fosforylaation merkityksestd, kun hiiren mammakarsinoomasoluja kasvatettiin
3D-olosuhteissa. Lisédksi esriinin Tyr477-fosforylaation osoitettiin sddtelevan
solujen metastaattista ja invasiivista potentiaalia ja etdpesdkkeiden
muodostumista keuhkoihin in vivo hiiren ortotooppisessa kasvainsolujen trans-
plantaatiomallissa (Mak ef al. 2012). Tamé& on merkittdva osoitus yhden ainoan
aminohapon merkityksestd keskeisilld signaalireiteilla.

On  huomattava, ettd Src-kinaasi  vélittdd  signaaleja  paitsi
kasvutekijdreseptoreista, myos integriineistd (osittain fokaaliadheesiokinaasin
FAK kautta). Src-kinaasista signaali ldhtee alavirtaan Ras-reitin lisdksi myos
PI3K-reitille, jota kisitellddn tarkemmin apoptoosin yhteydessa.

Kuviossa 4 esitetddn padpiirteet esriinin toiminnoista, kun solu muuttuu
normaaleista kasvusignaaleista riippumattomaksi.
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KUVIO4  Esriini ja kasvusignaalit. Esriini muodostaa molekyylikomplekseja, joiden
kautta Ras-MAPK-reitin signaalit etenevét tumaan. Toisaalta esriini vaikuttaa
suoraan solujen kiinnittymiseen ja levidmiseen sekd HGF-reitin reseptori-
kinaasi c-Metin ekspressioon.
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1.3.2 Esriini ja syévidn tunnusmerkit: kasvua estdvien signaalien vilttiminen

Esriini kytkeytyy solusykliin tai solujen erilaistumiseen TGFp-pRb-reitin kautta.
Kasvunrajoiteproteiini pRb on keskeinen tekijd, joka kontrolloi solun etenemista
solusyklissd. Jos kasvaimiin viedddn aktiivista retinoblastoomaproteiinia, solut
siirtyvdt senesenssitilaan eli poistuvat solusyklistd. Yksittdisessd julkaisussa
osoitettiin, ettd esriinin ilmentyminen lisddntyy retinoblastoomaproteiinin
aiheuttaman senesenssin aikana. Samalla CDKb5-kinaasi katalysoi esriinin
fosforylaatiota, mikd aiheuttaa solumuodon muutoksia esriinin lokalisaatio-
muutoksen kautta. Esriinin ajatellaan siten vaikuttavan pRb:n tuumori-
suppressoritoiminnassa nimenomaan tukiranka- ja adheesiovaikutustensa kautta
(Yang & Hinds 2006). Vaikutus olisi siis kasvainten synnylle vastakkainen.
Senesenssiin liittyvid esriinijulkaisuja on kuitenkin hyvin vahén, eikd artikkelin
esittdmédn fosforyloituvan treoniinin (235) sddtelystd ole julkaistu muita
tutkimuksia.

Kasvainsolut pystyvét ohittamaan pRb:n solusyklikontrollin, mutta myos
erilaistumisen. Téssd olennainen tekijda on transkriptiotekija c-myc, joka on
mutatoitunut monissa syovissd, mikéd johtaa sen konstitutiiviseen aktiivisuuteen.
c-myc-geenin mutaatio liittyy esimerkiksi eturauhassyovan metastaasiin. Esriinid
ilmennetddn eturauhasen epiteelisoluissa androgeenihormonien vaikutuksesta, ja
PKCa- ja Src-kinaasi aktivoivat ja fosforyloivat esriinin (Chuan et al. 2006).
Esriinin ilmentymistd vélittdd c-myc:n sitoutuminen esriinin promoottoriin, ja
ilmentyminen on vilttdimé&tontd solujen c-myc-riippuvaiselle invaasiokyvylle.
Toisaalta esriinilld osoitettiin olevan c-myc:n proteiinimé&drid lisddva vaikutus
(Chuan et al. 2010).

Téassd yhteydessd on kiinnostavaa, ettd myos estrogeenihormonin on
osoitettu lisddvan esriinin ilmentymistd, ja esriinin m&adrd korreloi munasarja-
syopédsolujen invaasiokykyvyn kanssa (Song et al. 2005). Tassd tutkimuksessa ei
kuitenkaan tutkittu, mitkd transkriptiotekijat tdhan liittyvat. Solujen
differentaatioon ja proliferaatioon ja siten solusykliin liittyvid transkriptio-
tekijoitd ovat c-mycin lisdksi mm. Six-1 ja AP-1. Rhabdomyosarkoomasoluissa
Six-1 sddtelee suoraan esriinin ilmentymistd, joka on vilttdimdton solujen
metastaasikyvylle (Yu et al. 2006). AP-1:n taas on osoitettu sddtelevdn esriinin
ekspressiota keuhkosydpéasoluissa (Gao et al. 2009).

Kuten Hanahan ja Weinberg totesivat, tuumorisuppressori merliini
vaikuttaa solujen kontakti-inhibitioon E-kadheriinia sddtelemalld. My0s esriinin
ja E-kadheriinin suhteesta on ilmestynyt useita julkaisuja. Esriinin konformaa-
tioltaan konstitutiivisesti avoin muoto vdhentdd E-kadheriinin maarda solu-
kalvolla, E-kadheriinia kertyy solun sisddn ja solu-solukontaktit heikkeneviét.
Téamé& vaikutus johtuu Racl-proteiinin aktivoitumisesta (Pujuguet et al. 2003).
My®6s Src-kinaasin aktivoituminen aiheuttaa E-kadheriinin internalisaatiota
(Avizienyte et al. 2002). Esriini ja Src yhdessd heikentdvat E-kadheriinista
riippuvaisia solu-solukontakteja hiiren mammakarsinoomasoluissa (Elliott et al.
2004).

Voimakkaasti metastaattisissa rintasyopdsoluissa esriiniproteiinin maarad on
lisddntynyt ja E-kadheriinin vdhentynyt, ja esriini on siirtynyt solukalvolta
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sytoplasmaan. Esriinin vaimentaminen shRNA:Ila vdhent&dd solujen migrointia ja
invaasiota, lisdd E-kadheriinin ilmentymistd ja vahentdd p-kateniinin
fosforylaatiota, mahdollisesti Src-kinaasin kautta (Li et al. 2008). Lisadksi
julkaisussa osoitetaan, ettd rintasyovan imusolmukemetastaaseissa E-kadheriinin
ilmentyminen vdhenee, esriinin ilmentyminen lisddntyy ja molemmat siirtyvit
solukalvolta sytoplasmaan. Sama tutkimusryhmé sai dskettdin samankaltaisia
tuloksia keuhkosyopésoluilla ja osoitti liséksi, ettd E-kadheriinin ja -kateniinin
mddrd ei muutu mRNA-tasolla, vaan muutos liittyy posttranskriptionaaliseen
sadtelyyn (Li et al. 2012). Ndin esriini liittyisi solujen kasvua estdviin signaaleihin
sekd solusyklisddtelyyn ettd kontakti-inhibitioon osallistumalla.

Kaavakuva esriinin merkityksestd kasvua estdvissd signaaleissa esitetddn
kuviossa 5.
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KUVIOS5  Esriini ja kasvua estédvit signaalit. Esriini on mukana niin solujen erilaistumi-
sen, solusyklin kuin solu-solukontaktien sddtelyssd. Retinoblastoomaproteiinin
aiheuttamassa senesenssissé CDK5 fosforyloi esriinin, mikd vaikuttaa solun
morfologian muutoksiin (yldosa). Solusyklin keskeinen transkriptiotekija c-
myc lisdd esriinin ilmentymistd, miké johtaa positiiviseen takaisinkytkentdan
(keskelld). c-myc-aktivoituu mm. MAPK-reitin kautta, vrt. kuvio 4. Toisaalta
esriini vaikuttaa solu-solukontakteihin E-kadheriinin kautta (vasemmalla).
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1.3.3 Esriini ja syovan tunnusmerkit: ohjelmoidun solukuoleman vilttiminen

Hanahan ja Weinberg totesivat, ettd apoptoosi saattaa olla tdrkein keino aktiivisia
onkogeenejd ilmentdvien solujen poistamiseen. Esriinin on osoitettu olevan Fas-
vilitteisen apoptoosin negatiivinen sddtelijd T-lymfosyyteissd (Parlato et al. 2000;
Kuo et al. 2010). Toisaalta esriini yhdistettiin jo toistakymmentd vuotta sitten
solujen eloonjddamissignaaleihin liittyvaan PI3K-Akt-reittiin, joka suojaa kasvain-
soluja apoptoosilta. Esriini sitoutuu PI3-kinaasin sddtelevaan alayksikkoon (p85).
Sitoutumiseen tarvitaan esriinin tyrosiini 353:n fosforyloitumista, mutta myos
esriinin FERM-domeenia. Jos tyrosiini mutatoidaan, PI3-kinaasireitin keskeinen
kohde, proteiinikinaasi Akt, ei voi aktivoitua (Gautreau et al. 2003). Tama
signaalireitti voi vilittdd signaaleja suoraan EGF-reseptoreista, koska EGF:n
tiedetddn aikaansaavan Tyr353:n fosforylaation. PI3K on soluissa hyvin tadrkea
tekijd, koska se aktivoituu sekd kasvutekijd- ettd adheesioreseptorien stimu-
loinnin kautta. My®os Src-proteiinin tiedetddn aktivoivan PI3-kinaasia.

Esriini on valttdim&ton metastaasille hiiren osteosarkoomamallissa. Esriinin
ekspressio antaa keuhkoihin eteneville soluille eloonjddmisedun. Jos esriinin
ilmentyminen estetddn, Akt:n fosforylaatio eli aktiivisuus véhenee.
Esriinivélitteiset varhaiset metastaasit eivit kuitenkaan ole Akt:sta riippuvaisia
(Khanna et al. 2004). Myohemmin sama tutkimusryhméd osoitti signaalin
etenevan mTOR/S6K1/4E-BP1-reittid pitkin alavirtaan. mTOR-reitin estiminen
rapamysiinilld in vivo sekd pidentdd hiirten eloonjddntia ettd estdd esriini-
riippuvaista metastaasia merkitsevéasti. Esriinin  estdiminen (antisense-
konstruktin, siRNA-konstruktin tai T567 A-mutanttikonstruktin avulla) vaikuttaa
sekd S6K1:n ja 4E-BP1:n médrad ettd niiden fosforyloitumista vahentdvasti (Wan
et al. 2005).

Lisaksi ~Akt/mTOR-signaalireitin merkitys on osoitettu Ewingin
sarkoomasoluissa. Esriini ilmentyy niissdé voimakkaasti, mutta Thr567A-
mutantin ilmentdminen hidastaa solujen kasvua. Tamad johtuu lisddntyneestd
apoptoosista ja estdd myos kokeellisten metastaasien syntyd in vivo. Vaikutus
vilittyy Akt/mTOR-reitin kautta (Krishnan et al. 2006). Myos rinta- ja etu-
rauhassoluissa on osoitettu, ettd esriinin vaimentaminen vidhentdid Aktn
aktiivisuutta ja solujen invasiivisuutta (Sizemore et al. 2007).

Apoptoosimekanismien efektoreja ovat Bcl-proteiiniperheen jdsenet, joita
sdddelldan monimutkaisen mekanismin kautta. Olli Carpénin tutkimusryhma
havaitsi positiivisen korrelaation esriinin ekspression ja antiapoptoottisen Bcl-2:n
vdlillda kondrosarkoomissa (Soderstrom 2010). Maligneissa ihmisen gliooma-
soluissa esriinin estdiminen ei muuta Akt:n fosforylaatiota, mutta vahentaa Bcl-
2:n ilmentymistd ja pidentdd hiirten eloonjddmistd ksenograftimallissa. Bcl-2:n
maéadrdan vaheneminen ei kuitenkaan vaikuttanut solujen apoptoosiherkkyyteen
(Wick et al. 2001).

Ras-MAPK- ja  P13K-mTOR-signaalinvilitysreitit ovat keskenddn
monimutkaisesti ristiinkytkettyja. Niissd esiintyy sekd keskindistd kompensointia
ettd reitinsisdistd ja reittienvéalistda takaisinkytkentdd (ks. katsausartikkeli
(Mendoza 2011). Eri julkaisuissa saattaakin esiintyd esriinin suhteen keskenddn
ristiriitaisia tai vaikeasti kokonaiskuvaan sopivia tuloksia, jotka liittyviat eri
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reiteille kuuluvien molekyylien mukanaoloon. Varmaa kuitenkin on, ettd esriinin
on osoitettu kytkeytyvdn kummankin reitin hyvin karakterisoituihin
proteiineihin ja signaalinvilitykseen, vaikka ndiden keskindisid suhteita ei
luultavasti koskaan voida yksiselitteisesti osoittaa mm. kudoserojen vuoksi.
Kuviossa 6 esitetddn kaavamaisesti, mitd esriinin ja apoptoosin yhteyksista talla
hetkelld tiedet&an.
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KUVIO 6  Esriini ja apoptoosin vélttdminen. Esriinin tyrosiinin 353 fosforyloituessa
(vasemmalla) esriini voi sitoutua PI3K-kinaasiin. Tdm4 aktivoituu ja fosforyloi
solun eloonjddmisen keskeisen sddtelijan, Aktn. Useat ristikkdiset reitit
johtavat solujen proliferaatioon ja toisaalta syopésolujen invaasioon ja meta-
staasiin. Jos esriinid estetddn kokeellisesti (punainen katkoviiva), mTOR-reitin
signaali estyy. Esriini vaikuttaa myos antiapoptoottiseen Bcl-proteiiniin
(yldosa).

1.3.4 Esriini ja syovan tunnusmerkit: kyky jakautua rajattomasti ja veri-
suonten uudismuodostus

Esriinin yhteydestd solujen rajattomaan jakautumiseen on hyvin vdhdn
evidenssid. Esriinin ja telomeraasin suhteista ei ole yhtddn julkaisua. Joidenkin
tietojen mukaan esriinid esiintyy myos tumassa, mutta taméan merkityksestd tai
tumamuodon toiminnoista on vidhdn tietoa. Tumalokalisaatiota esiintyy kaikilla
ERM-proteiineilla, ja sitd sdddellddan solutiheyden mukaan (Batchelor et al. 2004).
Esriinin tumalokalisaatio on osoitettu my6s osteosarkoomapotilaiden kasvain-
ndytteistd. Ndissd tumaan keskittyi erityisesti Tyr353- ja Thr567-fosforyloituneita
muotoja (Di Cristofano et al. 2010). On tosin epdvarmaa, voidaanko fosforylaatio
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todella osoittaa tdlld resoluutiolla immunokemiallisilla menetelmilld parafiiniin
valetuista potilasndytteista.

Verisuonten uudismuodostuksessa merkitystd voisi olettaa olevan ldhinna
moesiinilla, jota ilmennetddn endoteelisoluissa, kun taas esriinid ilmennetddan
normaalioloissa epiteelissd (Berryman et al. 1993). Joitakin esriiniin liittyvia
julkaisuja on kuitenkin ilmestynyt. Tuumorinekroositekijd-alfa (TNFa) on
keskeinen tekiji sekd endoteelisolujen proliferaatiossa ettd angiogeneesissa.
Tekija vaikuttaa solysyklin sdételijiproteiinia sykliini A:ta vaimentamalla.
Yksittdisessd julkaisussa osoitettiin, ettd TNFa indusoi esriinin siirtymista
tumaan ja sitoutumista sykliini A:n promoottorin repressorielementteihin. Jos
esriinin toiminta estetddn hiiren iskemiamallissa in wvivo, timd lisdd endoteeli-
solujen proliferaatiota ja verisuonten uudismuodostumista (Kishore et al. 2005a).
Taman julkaisun mukaan esriinilld on siis ldhinnd antiproliferatiivinen eikd
niinkdan syovan kehittymistd edesauttava vaikutus.

VEGEF-kasvutekijan indusoimassa angiogeneesissd osoitettiin kalpaiinin
aktivaatio ja kalpaiinin ja esriinin nopeasti tapahtuva kolokalisaatio solukalvolle.
Kun esriini sammutettiin RNAi-menetelmilld, VEGF:n vaikutukset vdhenivit.
Tama valittyi ilmeisesti AMPK/ AKT/eNOS-reitin kautta (Youn et al. 2009).

VEGFR-2:n kautta tapahtuva signaalinvilitys on yhdistetty jo aiemmin
kasvutekijasignaloinnin kohdalla mainittuun CD44v6-solukalvoproteiiniin, joka
toimii endoteelisoluissa paitsi HGFR:n, myots VEGFR-2:n koreseptorina.
Molempien vilittamé& signaali edellyttdd esriinin sitoutumista CD44:n solun-
sisdiseen osaan ja CD44v6:n kytkeytymistd solutukirankaan. Ndin esriinin
muodostama proteiinikompleksi osallistuu endoteelisolujen migraatioon, verso-
miseen ja tubulusmuodostukseen (Tremmel et al. 2009).

1.3.5 Esriini ja syévian tunnusmerkit: kyky tunkeutua kudokseen ja muodostaa
etipesdkkeitd

Esriini on liitetty useissa julkaisuissa toisaalta solujen migraatioon ja
invaasiokykyyn, toisaalta kasvainten etdpesdkkeisiin (ks. taulukko 1) tai
kokeellisiin metastaaseihin. Koemalleina ovat olleet esim. osteosarkooman
keuhkometastaasi koirilla (Khanna et al. 2004), levyepiteelikarsinoomasolujen
luumetastaasi hiirilld (Deng et al. 2007), mammakarsinoomasolujen erilaiset
metastaasit hiirilld (Elliott et al. 2005), hepatokarsinoomasolujen metastaasi-
nodulit hiirilld (Chen et al. 2011), Ewingin sarkooman keuhkometastaasi hiiren
héntédinjektiosta (Krishnan et al. 2006) sekd mammakarsinoomasolujen lokaalinen
invaasio ja metastaasi hiirilld (Mak et al. 2012). Etdpesdkkeen syntyyn liittyy
monia erilaisia vaiheita, joihin metastaattinen proteiini voi vaikuttaa. Solujen
irtautuminen ja liikkuminen primaarikasvaimesta, tunkeutuminen veri- tai
imuteihin (intravasaatio), siirtyminen uuteen ympdristoon ja edelleen uuteen
kudokseen (ekstravasaatio), sopeutuminen vieraaseen kasvupaikkaan ja uuden
kasvun aloittaminen (kolonisaatio) edellyttdvdat soluilta monia erilaisia
ominaisuuksia. Metastaasi on erittdin tehoton prosessi. Arvioidaan, ettd alle 0,01
% verenkiertoon pddtyvistd syopdsoluista lopulta muodostaa metastaaseja
(Chambers et al. 2002). Etdpesdkkeen muodostumisen nopeutta rajoittavana



34

vaiheena ovat mikrometastaasin muodostuminen ja (vield tdtikin enemmaén)
makrometastaattinen  kolonisaatio.  Etdpesdkkeet saattavatkin  kehittyd
makroskooppisiksi vasta vuosia primaarikasvaimen poisleikkauksen jilkeen.
Silti etdpesdkkeet muodostavat ylivoimaisesti suurimman osan syopa-
kuolleisuudesta. Koska esriini on liitetty voimakkaasti nimenomaan tdhan
syovan tunnusmerkkiin, joka on my6s sydpdhoitojen kannalta erittdin ratkaiseva,
kasittelen etdpesdkkeen syntymisen eri vaiheita toisaalta yleisesti, toisaalta
esriiniin liittyen. Tamé&d metastaasin eri vaiheiden jaottelu on osittain
keinotekoinen, ja monet esriinitutkimuksista kasittelevatkin yhtd aikaa useita
etdpesadkkeisiin liittyvid ilmioita.

1.3.5.1 Metastaattisen solun irtautuminen  primaarikasvaimesta ja
tunkeutuminen kudokseen

Jopa aggressiivisten primaarikasvainten sisélld on suhteellisen vdhdn liikkuvia
soluja. Silti kasvaimesta voi vapautua verenkiertoon miljoonia soluja
vuorokaudessa (ks. esim. katsausjulkaisu Sahai 2007). Solun irtautumiseen
primaarikasvaimesta vaikuttavat kasvaimiin usein liittyvdt makrofaagit, jotka
tuottavat soluja houkuttelevien molekyylien gradientteja, esim. EGF-gradientteja.
EGF-reseptoreja yliekspressoivat solut ovat liikkuvampia kuin kontrollisolut, ja
lisdksi tdamd korreloi lisddntyneeseen metastaattiseen potentiaaliin (Xue et al.
2006).

Primaarikasvaimesta irtoamisessa ja kudokseen tunkeutumisessa
adheesioon ja liikkuvuuteen liittyvien reittien merkitys on luonnollisesti suuri.
Invasoivien syopdsolujen on havaittu kdyttdavdan ainakin kolmea erilaista
liikkumistapaa: liikkumista solujoukkona, liikkumista yksittdisind fibro-
blastoidityyppisind soluina tai liikkumista pyorednd, yksittdisend soluna
ameebamaisesti (ks. esim. katsaukset Sahai 2007; Alexander & Friedl 2012). Solut
kykenevdt myds  muuttamaan  liikkumismuotoa, jos  esimerkiksi
proteaasiaktiivisuus estetddn. Yksittdisissd julkaisuissa esriinin on osoitettu
liittyvan kaikkiin ndihin syopdsolujen liikkumistapoihin.

Invaasioprosessiin liittyvdd solujen liikkumista ja muotoa sddtelevat mm.
Rho-perheen pienet G-proteiinit (Rho-, Rac- ja Cdc42-alaperheet) aktiini-
tukirangan kautta. Ndiden G-proteiinien sddtelyyn liittyy monimutkainen
inhibitoristen ja aktivoivien tekijoiden joukko. Rho-GDP-dissosiaatiotekija (Rho
GDI) muodostaa kompleksin Rho-proteiinien inaktiivisen, GDP-nukleotidiin
sitoutuneen muodon kanssa, jolloin Rho:ta aktivoivat tekijat eivdt pysty
aktivoimaan Rho-proteiinia. ERM-proteiinien FERM-domeenin on osoitettu
sitoutuvan RhoGDI-proteiiniin, jolloin sen inhibitorinen vaikutus Rho-proteiiniin
ndhden loppuu ja Rho-reitti aktivoituu (Takahashi et al. 1997). Myos Racl-
proteiinin esriinivilitteinen aktivaatio on osoitettu (Pujuguet et al. 2003, ks. edelld
luku 3.2). Koska Rho-kinaasi nédyttdd suoraan fosforyloivan esiinid (ks. luku 2.3),
esriini toisaalta sddtelee Rho-perheen signaalireittid, toisaalta on sen kohteena
omassa aktivoitumisessaan.

Syopédsolujen liikkuessa kollektiivisena ryhménd solut ovat toisiinsa
kiinnittyneitd ja niilldi on monisoluinen polariteetti ja kolmiuloitteiset
fokaaliadheesiot soluja ympédroivddn valiaineeseen. Hidasta kollektiivista
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invaasiota, jota patologit havaisevat syopandytteistd, ei ole helppoa havaita esim.
intravitaalimikroskopialla, koska kuvantamista pitdisi tehdd pitkid aikoja (Sahai
2007). Solujen liikkumista kollektiivisena massana on tutkittu soluviljelméssa
erilaistuneilla hepatosyyteilld. TGFp-stimulaation on havaittu aikaansaavan
muutoksen niiden integriineissd (a5p1-integriini alkaa ilmentyd solukalvolla) ja
kiinnittymisessd (solut alkavat myos syntetisoida fibronektiinid, joka on a5p1-
integriinin ligandi). Solut irtoavat viljelyalustasta ldhes kokonaan ja muodostavat
tiiviin pallon, mutta ajan kuluessa solut levidvét ja kiinnittyvat uudelleen. Solut
liikkuvat n. 20-30 solun joukkiona siten, ettd joukon kérjestd tyontyvét
reitinetsintdsolut, jotka madraavit liikkeelle jatkuvan ja selvdan suunnan. Esriini
on polarisoitunut solukalvon ulokkeisiin, jotka ovat liikkeeseen ndhden edessa.
Tama esriinin polarisaatio korreloi Racl:n aktiivisuuteen (Binamé et al. 2008).

Liikkuvuuteen ja invaasioon liittyy epiteeli-mesenkyymimuutos EMT, jossa
epiteliaaliset solut muuttuvat mesenkymaaliseen suuntaan, jolloin epiteelisolujen
polariteetti hdvidd ja solut muuttuvat sukkulamaisiksi ja erittdin liikkuviksi (ns.
fibroblastoidi liikkuvuus). Liikkumiseen vaikuttavat vdliainetta hajottavat
aktiiviset proteaasit, joiden avulla solut pddsevdt vapaammin etenemddn
soluvéliaineessa. EMT:td vilittavat ainakin useat Ras-kinaasista ldhtevat
signaalireitit. Esriinistd on yksi julkaisu, jossa esriini liitetddn EMT:hen, jota
mitattiin maksasoluista 1dhinnd mikrovillusten esiintymisen perusteella. MAP-
kinaasin inhibiittorit vahentédvét esriiniproteiinin maardd, mutta samaa muutosta
ei esiinny RNA-tasolla. Koska esriini liittyy yleisesti mikrovillusrakenteiden
organisoitumiseen, esriinin hdvidminen epiteelisolujen mikrovillusrakenteiden
vdhentyessd ei sindnsd ole ylldtys. Julkaisussa osoitetaan, ettd yksi EMT:hen
liittyvd mekanismi on esriiniproteiinin MAP-kinaasin kautta valittyvan
fosforylaation hdvidminen (Lan et al. 2006).

Solujen on havaittu etenevan kudoksissa myods ameebamaisella tavalla,
jolloin solut eivat kdytd etenemiseen proteaasien apua, vaan pujahtavat yksittdin
soluvéliaineen ldpi. Tamd ilmio ei ole kovin hyvin tunnettu. Naméa solut
lilkkkuvat erittdin nopeasti kollageenisdikeitd pitkin eivdtkd muodosta klassisia
fokaaliadheesioita, joiden kypsyminen vie minuutteja. Soluilla ei myosk&an ole
stabiilia polariteettia. Rho-kinaasit ovat keskeisid ameebamaisessa liikkeessa in
vivo. Esriini lokalisoituu ameebamaisella tavalla liikkuvissa soluissa voimak-
kaasti liikkeen suuntaan, ja liike estyy esriinid tai Rho-signaalireittid estamalla
(Sahai & Marshall 2003). Toisen tutkimuksen mukaan esriinid tarvitaan
melanoomasolujen ameebamaiseen invaasioon, mutta esriini konsentroituu
ndissd soluissa liikkuvan solun takaosan uropodirakenteeseen (Lorentzen et al.
2011).

Kuviossa 7 esitetddn yhteenveto syopdsolujen erilaisista invaasiotavoista ja
esriinin osuudesta niissa.
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tapahtumia.

Metastaattiseen invaasioon liittyvind tutkimusmenetelmind on kaytetty
solujen jakamista kolmiulotteisiin véliaineisiin, joiden on katsottu jéljittelevan
kudosolosuhteita paremmin kuin solujen kasvatus normaaleilla kaksiulotteisilla
viljelyalustoilla (ks. esim. epiteelisoluista Schmeichel & Bissel 2003; Debnath &
Brugge 2005). Naissd julkaisuissa esille tulleet esriinin kanssa vuoro-
vaikutuksessa olevat proteiinit ovat paljolti samoja kuin edellisissd kappaleissa
esitellyt. Esimerkiksi rintasyopédsoluissa on osoitettu, ettd estrogeeni aiheuttaa
esriinin aktivoitumisen (Thr567-fosforylaatio) ja lisdd solujen horisontaalista
migrointia ja invaasiota kolmiulotteisissa viljelymatrikseissa. Tama voidaan estda
esriinispesifiselld =~ siRNA-menetelméllda (Zheng et al. 2011). Esriinista
riippuvainen sydpésolujen invaasiokyky Matrigel-soluvéliaineessa on osoitettu
julkaisussa I sekd julkaisuissa Elliott et al. 2005; Chuan et al. 2010; Chen et al. 2011;
ja Mak et al. 2012.

Adheesioon ja liikkuvuuteen liittyvien geenien merkitys metastaasissa
havaittiin tutkimuksessa, jossa verrattiin rintakarsinoomia ja niiden effuusioita
(nestepurkautumia) geeniekspressioanalyysilld. Effuusioiden esiintyminen liittyy
potilaan nopeaan kuolemaan. Esriinin ilmentymisen havaittiin lisddntyvan
effuusioissa merkitsevéasti primaarikasvaimiin verrattuna (Konstantinovsky et al.
2010). Kiinnostavasti mTOR-reitin inhibitorinen tekija TSC1 (tuumori-
suppressoriproteiini hamartiini) vastaavasti vdhenee. Aiemmin on osoitettu, ettd
esriini ja muut ERM-proteiinit sitoutuvat tdhdan tuumorisuppressoriin (Lamb et
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al. 2000). Taméd sitoutuminen tarvitaan Rhon aktivoitumiseen ja fokaali-
adheesioiden muodostumiseen. Konstantinovskyn artikkelissa todetaan, ettd
esriinin lisddntynyt ilmentyminen effuusioissa on myos yhteydessad lyhyempéaan
taudittomaan elinaikaan, mutta tuloksia ei esiteta.

Effuusioihin liittyy myos pl30Cas-proteiinia ilmentdavan BARCI-geenin
aktivoituminen. Sama tutkimusryhma julkaisi mydhemmin kiinnostavia tuloksia
erittdin metastaattisesta rintasyopalinjasta, joka pystyy muodostamaan Matrigel-
matriksissa invasiivisia kolonioita, jotka ldhettdvat matriksiin satelliittikolonioita.
Samoissa viljelyoloissa  ei-metastaattiset ~rintakudossolut organisoituvat
normaalia kudosrakennetta muistuttavaksi rauhasrakkularakenteeksi. Esriinin
ilmentyminen lisddntyy metastaattisessa linjassa viljelyn kuluessa, kun taas E-
kadheriinia esiintyy vain organisoituneissa soluissa. Metastaattisten solujen
invasiivista kykyd voidaan vahentdd sammuttamalla p130Cas- ja esriiniproteiinin
ekspressio. Esriinin vdahentdminen ei kuitenkaan yksistddn riittanyt siihen, etta
rakenteet muuttuisivat takaisin organisoituneiksi (Konstantinovsky et al. 2012).

Samantyyppisid  invasiivisia  kolonioita muodostuu  voimakkaasti
metastaattisista hiiren mammakarsinoomasolulinjoista. Y477F-esriinikonstruktin
yliekspressoiminen (esriinin kokonaisméédrad soluissa n. kolminkertainen) est&a
kolonioiden invaasion matriksiin ja hidastaa migraatiota. Nama solut eivit
mydskddn kykene tunkeutumaan ympédrsivddn stroomaan ja kudokseen in vivo,
kun soluja ruiskutetaan hiiren mammakudokseen, toisin kuin villityyppista
esriinid normaalimé&drdssd ilmentdvat solut. Tamd mutaatio vdhentdd myos
keuhkometastaasien maardd, mutta ei vaikuta primaarikasvaimen kasvuun (Mak
et al. 2012).

Monissa syovissd esriinin lokalisaation havaitaan muuttuvan apikaalisesta
diffuusiksi ja sytoplasmiseksi (esimerkiksi keuhkosyopd, invasiivinen rintasydpa
sekd pddn ja kaulan alueen syovit, Li et al. 2012, Sarrio et al. 2006, Schlecht et al.
2012). Tam&d muutos voi korreloida myds huonoon ennusteeseen. Esriinin epé-
tyypillistd sytoplasmista lokalisaatiota voidaan jopa pitdd isokokoisen,
paikallisesti edenneen rintasyovan (LABC) markkerina (Arslan 2012). Toisaalta
esriinin madra lisddntyy yksittdisissd invasiivisissa syOpdsoluissa, syovan
invasiivisessa reunassa ja etdpesdkkeissd, ja lokalisaatio voi jdlleen muuttua
takaisin solukalvolle (Li et al. 2012, Elgazheid et al. 2008). Ndiden lokalisaatio-
muutosten mekanismin tunteminen olisi tdrkedd esriinin syopdkytkenndn
ymmartamiseksi. Sytoplasminen esriini todennékdisesti helpottaa syopdsolun
irtautumista ympéristostddn ja mahdollisesti myos liikkumista. Invasiivisessa
reunassa esriinid tarvitaan jdlleen aktiinitukirangan ja solukalvon kytkemiseen,
kun invasoivat solut etsivit ja avaavat reittid eteenpdin. Kuten aiemmin todettiin,
esriini vaikuttaa esimerkiksi adhesiivisen E-kadheriinin mé&ardan solukalvolla ja
B-kateniinin fosforylaatioon Src-kinaasin kautta (Li et al. 2008 ja 2012, Srivastava
et al. 2005), jotka ovat invaasioon ja metastaasiin voimakkaasti liittyvid ilmioita.
Esriinin lokalisaatioon vaikuttavia tekijoitd ei ole kuitenkaan tutkittu perus-
teellisesti, vaikka niiden ymmartdminen voisi auttaa my06s invaasiomekanismin
ymmartamista.

Yksi mahdollinen esriinin lokalisaatioon vaikuttava tekiji on anti-
adhesiivinen sialomusiini podokalyksiini, joka on liitetty aggressiivisiin sydpiin
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ja muodostaa kompleksin esriinin kanssa. Podokalyksiinin kokeellinen
ilmentdminen aiheuttaa esriinin siirtymisen solu-solukontakteihin ja lisdd
esriinin fosforylaatiota (Tyr353). Yhdessd naméd tapahtumat lisddavat MAPK- ja
PI3K-reittien signalointia ja solujen invaasiokykyd (Sizemore et al. 2012).

1.3.5.2 Uuteen paikkaan kulkeutuminen, ekstravasaatio ja kolonisaatio

Metastaattiset solut etenevdt muita soluja helpommin verisuoniin ja kestavét
suonissa esiintyvdd leikkaavaa virtausrasitusta paremmin (Wyckoff et al. 2000).
Yleensda solut sdilyvdt verenkierrossa enintddn muutamia tunteja.
Nykykasityksen mukaan eri metastaattiset kloonit kykenevidt kolonisoimaan
vain tiettyja kudostyyppejd, ja suurin osa verenkiertoon pddsseistd soluista
kuolee, koska niill ei ole kudostyyppiin sopivaa oikeaa biologista ohjelmaa, jotta
ne etenisivdt kaikkien ekstravasaatiovaiheiden ldpi (Bustelo 2012). Vield
ekstravasaation jdlkeenkin solut saattavat kuolla tai jadda lepotilaan, jos oikeita
biologisia olosuhteita etdpesdkekasvuun ei ole (Bustelo 2012). Tietyt syopa-
kasvaimet metastasoituvat mieluiten tiettyihin sekundaarikohtiin (tropismi).
Tama ei vélttamattd ole pelkdstddan imu- ja veriteiden mallista riippuvaista. On
esimerkiksi havaittu, ettd TGFp-signalointi on voimistunut niissd rintasyopa-
soluissa, jotka metastasoituvat luuhun, mutta ei niissd, jotka kolonisoivat lisa-
munuaisen (Kang et al. 2005). Itse ekstravasaatio on huonosti tunnettu, aktiivinen
prosessi. Osa metastaattisista soluista voi proliferoitua jo suonen sisilld, jolloin
lisddntyvd massa saattaa rikkoa endoteelin ja solut padsevit kudokseen. Koloni-
saatio on vield intravasaatiotakin tehottomampaa: arvioidaan, ettd useimmat
solut kuolevat apoptoosin kautta 24 tunnin sisélld ekstravasaatiosta (Chaffer &
Weinberg 2011). Kolonisaatiomekanismeja ei juurikaan tunneta. Ratkaisevia
vaikuttavat olevan syopdsolun ja solunulkoisen viliaineen vuorovaikutukset;
invaasiokohdan vdliaine poikkeaa usein huomattavasti primaarikasvaimen
viliaineesta sekd rakenteensa ettd sisdltamiensd kasvutekijoiden suhteen. Myos
ympadroivat kudosspesifiset, immuunipuolustukseen liittyvit ja endoteelin solut
ovat erilaisia kuin primaarikasvaimen vastaavat (Shibue & Weinberg 2011). On
esitetty ajatuksia esim. premetastaattisesta nichestd ja primaarikasvaimeen
takaisin palaavista syopédsoluista, jotka osaltaan 'valmistelevat' tiettyjen syopds-
olutyyppien kolonisoitumista tiettyihin kudoksiin, tai kasvainten kantasolujen
merkityksestd kolonisaatiossa, mutta ndmd ovat suurimmaksi osaksi vield
hypoteesejd. Kudostyypilld on suuri merkitys syopatyyppien kehittymisessa
mikrometastaasiksi. Vaikka Src-kinaasin aktiivisuutta ei tarvita rintasyopé-
solujen metastasoimisessa luuhun tai keuhkoihin, kinaasin merkitys on
ratkaisevaa syopdsolujen eloonjddnnille luussa, mutta ei keuhkoissa. Luu-
ytimessa rintasydpésolut kuolevat ilman Src-aktiivisuutta (Zhang et al. 2009).
Esriinin merkitys kolonisaatiossa on osoitettu aiemmin mainituissa
kokeellisissa metastaasimalleissa, mutta itse mekanismit ovat suurelta osalta
tuntemattomia. Osteosarkoomamallissa on tutkittu esriinin  treoniini-
fosforylaatiota, joka on PKC-kinaasin dynaamisesti sddtelemdd metastaasin
edetessd. Kun metastaasisolut saapuvat keuhkoihin, esriini on aluksi
fosforyloitunut (Thr567), mutta vain invasiivisen rintaman etureunassa, jossa
my6s PKC ilmentyy. Tdmd esiintymistapa ndyttdd pitdvan paikkansa myos
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ihmispotilaiden keuhkojen etdpesdkendytteissd. Treoniinifosforylaatio havida
hetkeksi metastaasiprosessin jatkuessa, mutta ilmaantuu uudelleen, kun
metastaasi on kasvanut suuremmaksi, edelleen pesdikkeen invasiivisessa etu-
reunassa (Ren et al. 2009). Tamd mielenkiintoinen tulos osoittaa, ettd metastaasi
on prosessi, jonka kuluessa solut tarvitsevat erilaisia ominaisuuksia, ja tama
voidaan aikaansaada vain tarkasti sdddellylld tavalla.

Sama  tutkimusryhmd jatkoi  tdtd  tutkimusta  ekspressoimalla
esriinimutantteja, joiden ajatellaan edustavan konstitutiivisesti avointa (T567D)
tai konstitutiivisesti suljettua esriinimolekyylid (T567A). Tulokset eivét ole aivan
samantyyppisid kuin edelldi mainitussa tutkimuksessa, silld kumpikaan
konstrukti ei pysty tuottamaan metastaaseja, eikd T567D-konstrukti pysty
tuottamaan edes primaarituumoreita. Tama osoittaa edelleen, ettd fosforylaation
on oltava dynaamista. T567A-konstruktia kantavat solut joutuivat apoptoosiin jo
varhain saapuessaan keuhkoihin, ja artikkelissa tdmdn syyksi osoitetaan
hapenkulutuksen ja glykolyysin vdheneminen (Ren et al. 2012). Tamé& on ainoa
julkaisu, jossa esriini liitetdédn suoraan syopédsolujen energiametaboliaan, joka siis
oli Hanahanin ja Weinbergin mukaan yksi uusista, esille nousseista syovan
syntyd edesauttavista tekijoista.

Nykytutkimuksessa voidaan kayttdd mikrodissektiotekniikkaa esimerkiksi
etdpesikkeiden  analysointiin.  Etdpesdkkeelliset ja  etdpesdkkeettomat
haimasyopéandytteet  eroteltiin  mikrodissektiotekniikalla ja  ndytteiden
proteiiniprofiileja verrattiin DIGE-ajossa (differentiaalinen geelielektroforeesi),
joka analysoitiin massaspektrometrialla (Cui et al. 2008). Tulokset varmistettiin
perinteisimmilld menetelmilld, ja yllattden havaittiin, ettd radiksiinilla ja
moesiinilla, mutta ei esriinilld, on merkitsevdsti lisddntynyt ekspressiotaso
metastaattisissa syovissd. Esriinin kohdalla on kuitenkin kiinnostavaa, ettd 2D-
geelissd havaitaan kaksi tdpldd, joista happamampi (fosforyloitunut) muoto on
vdhentynyt ja emdksisempi (ei-fosforyloitunut) lisddntynyt metastaasi-
positiivisessa haimasydparyhmadssa. Muilla menetelmilld ei voida erottaa muuta
kuin kokonaisproteiinin m&ara. Immunohistokemiallisen virjdayksen perusteella
esriinimddrd on suuri sekd imusolmukemetastaasin suhteen positiivisissa ettd
negatiivisissa syovissd. Tamédkin tulos osoittaa, miten tdrkedd on pystya
havaitsemaan eroja proteiinien funktionaalisissa tiloissa, jotta signaalireiteilld
dynaamisesti sdddeltyjen molekyylien ajallista ja paikallista merkitystd voitaisiin
todella arvioida. Tam&d on erityisen tdrkedd, kun tutkitaan etdpesdkkeiden
muodostumista, koska mikroymparisto on niin oleellinen tekija yksittdisten
invasoivien solujen ja mikrometastaasien kohtalolle.

Yhdessd siruanalyysitutkimuksessa on tutkittu solun geeniekspression
muuttumista metastaattisessa mikroymparistossda  (Deng et al. 2007).
Keuhkosyodpdsolujen luumetastaasia tutkittiin keuhkojen levyepiteelisyopa-
soluilla, joita viljeltiin vastasyntyneen hiiren pé&dkallossa. Yhdeksan geenin
ekspressio lisddntyy, ja ndihin kuuluvat mm. CD44, luuta hajottava paratyroidi-
hormonin sukuinen proteiini (PTHrP) ja esriini. Tulokset varmistettiin hiiri-
mallissa, jossa esriinin ja PTHrP:n lisdédntyminen luumetastaasissa havaitaan
my6s kddnteis-PCR:n ja immunohistokemian tekniikoilla. My6s aikuisen hiiren
pitkien luiden kanssa viljellyissda keuhkosyopédsoluissa esriinimddrd lisddntyy
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noin 3,5-kertaiseksi ldhtotasoon verrattuna, kun taas munuais- tai maksa-
kudoksen kanssa esriinimddra ei lisddnny ja keuhkokudoksessa lisdys on noin
1,8-kertainen. TGF{-stimulaatio lisdd esriinin mé&&rdd ndissd soluissa, joten on
mahdollista, ettd PTHrP:n luuta hajottava vaikutus vapauttaa tdtd kasvutekijad,
jolloin esriinin mé&drd soluissa lisddntyy. Tamd on ainoa tdmédntyyppinen
tutkimus, jossa on suoraan katsottu mikroympariston vaikutusta esriinin
madradan metastasoivassa solussa.

Liséksi on ilmestynyt julkaisuja esriinin liittymisestd yleisesti metastaasiin.
Viime aikoina on 16ytynyt yhd enemmén todisteita erilaisten sydpien sdatelysta
pienten, ei-koodaavien mikro-RNA:iden kautta. Esimerkiksi miR-183:n on
osoitettu yliekspressoituvan erilaisissa kasvaintyypeissd, joissa se sddtelee mm.
EGFRI1-reseptoria (Sarver et al. 2010). miR-183:n ilmentymiselld on havaittu
olevan  kddnteinen  korrelaatiosuhde  esimerkiksi  keuhkosytpédsolujen
metastaattisen kyvyn kanssa, ja miR-183:n ektooppinen ilmentdminen estda
erittdin metastaattisten keuhkosyopédsolujen migraatiota ja invaasiota. miR-183:n
kohteena on esriini (Wang et al. 2008). Osteosarkoomakudoksissa miR-183:n
ilmentyminen on merkitsevdsti vahentynyt, mikd korreloi osteosarkooman
keuhkometastaasiin ja paikallisen uusiutuman esiintymiseen. Ektooppisesti
ilmennetty miR-183 estdd osteosarkoomasolujen migraatiota ja invaasiota. Esriini
on ndissd soluissa miR-183:n suora kohde, ja esriinin vaimentaminen vahentdd
fosforyloituneen p44/42:n médrad (Zhu et al. 2012). Rintasydpasolut ovat kolmas
syopdsolutyyppi, jossa miR-183:n kohteena on esriini. miR-183:n yliekspressio
estdd rintasyopdsolujen migrointia, mutta ei vaikuta proliferaatioon tai
apoptoosiin (Lowery et al. 2010).

Kuviossa 8 esitetddn kaavamainen kuva kolonisaatiotapahtumista ja
esriinin merkityksesta.
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Esriinigeenin epigeneettisen sdadtelyn yhteys metastaasiin osoitetaan julkai-
sussa, jossa erittdin metastaattisten rhabdomyosarkoomasolujen suuri esriini-
pitoisuus liittyy esriinigeenin asetylaatioon ja metylaatioon. Namd muutokset
korreloivat esriinin ilmentymiseen. Vidhdisid esriinimdédrid ilmentdvien solujen
metastaasiprotentiaalia voidaan lisdtd hiirissd in vivo, kun esriinin ekspressio
indusoidaan kasittelemailld kasvainsoluja epigeneettisid tekijoitd estédvilld aineilla
(Yu et al. 2010).

Yllattavid tuloksia saatiin tutkimuksesta, jossa verrattiin esriinid paljon tai
vdhdn ilmentdvid osteosarkoomasoluja cDNA-mikrosirutekniikalla. Samassa
tutkimuksessa kadytettiin myos proteomiikkamenetelmid, kun etsittiin kasvain-
solulysaateista proteiineja, jotka sitoutuivat esriinin N-pddhan. Ndiden tuloksena
esriinin havaittiin liittyvdn ribonukleoproteiinikompleksiin ja siten proteiinien
translaatiokoneistoon. Koska sama ryhma oli havainnut esriinin polarisoitumisen
metastaasissa, he erottelivat kokeellisesti solujen pseudopodit soluvartalosta ja
osoittivat, ettd myos translaation aloittamiseen tarvittavia proteiineja keskittyy
ndihin invasoiviin solunosiin esriinin kanssa (Briggs et al. 2012). T&ssdkin
metastaattisen prosessin tutkiminen ja ymmartdminen ndyttdisi edellyttavan
toimintojen erottelemista ajallisesti ja paikallisesti hyvinkin pieniin ikkunoihin,
joiden tutkiminen vaatii erityistekniikoita.
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1.3.5.3 Metastaasitutkimuksen haasteita

Viime aikoina on alettu painottaa kasvaimien heterogeenisuutta ja toisaalta
ympadroivien solujen vaikutusta kasvaimen muodostumiseen. Myo6s etéd-
pesdkkeitda muodostavien solujen tropismi tiettyihin kudoksiin tai mikro-
metastaasin kasvaminen makroskooppiseksi etdpesidkkeeksi voi riippua mikro-
ympdriston tekijoistd. Metastaasien tutkimus kolmiuloitteisissa ymparistoissa
sekd in vitro ettd in vivo on ratkaisevaa yksittdisten syopédsolujen ja niiden
mikroympariston tutkimuksessa. Tarvitaan kuvantamistekniikkoja, jotka voivat
erottaa varhaisia muutoksia normaalikudoksessa tai maligneja muutoksia
hyvénlaatuisiin muutoksiin verrattuna. Invasiivisten solujen tai solumassojen
tunnistaminen olisi lopulta yksi tirkeimmistd tavoitteista syopédpotilaiden
hoidon kannalta.

Naiden tutkiminen vaatii pitkélle kehittyneitd ja herkkid tekniikoita.
Tutkimuksen pitdd pystyd erottamaan hyvinkin hienovaraisia muutoksia
proteiineissa; esimerkiksi esriinin kokonaismé&drdn tai edes fosfoproteiinin
staattinen tuntemus ei riitd, kun signaalinvilitys (fosforylaatio-defosforylaatio
jne.) vaihtelee ajallisesti ja paikallisesti hyvinkin pienissd vaihtelurajoissa ja
pienind kokonaismddrind. Koska esriini on liitetty niin monissa erilaisissa
syOvissd invaasiokykyyn ja metastasointiin, mekanismin ymmartamiseksi
tarvittaisiin edelleen nimenomaan mikroympériston huomioivaa tutkimusta.

Aiemmin mainittujen kolmiulotteisten soluviljelytekniikoiden lisdksi on
kehitelty mikroympéristotekniikoita, joiden avulla voidaan jdljitellda kudosten
vdlipintoja, spatiotemporaalisia kemiallisia gradientteja ja solujen mekaanista
ympadristod muokatussa mikroymparistossd. Ndin voidaan tutkia kudosspesifista
kontekstia ja lddkeaineiden vaikutusta sirutyyppisissd kudosmalleissa (organs-
on-chips, ks. Huh et al. 2011).

Metastaasitutkimuksissa keskeisid ovat olleet erilaiset hiirimallit; on
kaytetty mm. ihmiskasvainten siirteitd immuunipuolustukseltaan puutteellisiin
hiiriin. Hiirimallit ovat kuitenkin kalliita ja hitaita, eivdtkd ne sovellu
tehoseulontasovelluksiin geneettisid tai farmakologisia seulontoja varten. Lisdksi
hiiret poikkeavat huomattavasti ihmisestdi mm. solujen transformoitumisen
suhteen. Yksi ratkaisu on kehittdd viljelymalleja. Khavarin tutkimusryhma
transformoi erilaisia ihmisen normaaleja epiteelisoluja aktivoimalla niissd Ras-
reitin ja ohittamalla Rb-vilitteiset solusyklirajoitukset. Néitd soluja kasvatettiin
kolmiulotteisissa organotyyppisissd in vitro -kudosmalleissa, joissa epiteelisoluja
kasvatettiin eldvien stroomasolujen ja niiden tuottaman solunulkoisen matriksin
ja tyvikalvon pdilld. Ndissd olosuhteissa normaalit epiteelisolut kerrostuvat ja
erilaistuvat normaalisti, kun taas transformoituneet solut eivit organisoidu ja
lapdisevit tyvikalvon jo 6 pdivan kuluessa. Téllaista jarjestelmdd voidaan kayttaa
esim. inhiboivien aineiden seulomiseen. Tutkijat estivdt invaasion Ras-Raf-
MAPK-reitin estdjilld, kun taas PI3K-reitin estdjilld ei ollut vaikutusta. Mika
kiinnostavinta, kun kolmiulotteisesti kasvatetuista soluista tehtiin transkriptomin
siruanalyysi, tulokset muistuttivat itse karsinoomista saatuja tuloksia, kun taas
normaalissa kaksiulotteisissa viljelmdssd kasvatettujen, vastaavasti transfor-
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moitujen epiteelisolujen transkriptomi ei osoittanut mitddn korrelaatiota in vivo
esiintyvien syopien kanssa (Ridky et al. 2010).

Esriinin tehtdvdt solutukirangan ja kalvorakenteiden organisoinnissa
vaikuttavat osaltaan solujen biomekaanisiin ominaisuuksiin, kuten jaykkyyteen,
elastisuuteen, vetolujuuteen ja supistuvuuteen. Biomekaaniset ominaisuudet taas
vaikuttavat suoraan solujen liikkuvuuteen ja invaasiokykyyn. Namé& ominai-
suudet vaihtelevat esim. soluviliaineiden mukaisesti, ja ne myds muuttuvat
kasvainmuodostuksen ja kasvaimen kehitysvaiheiden aikana. Esim. esriiniin
liittyvat Rho- ja EGFR-reitit vaikuttavat biomekaanisiin ominaisuuksiin. Talldkin
alueella vaikuttaa siltd, ettd normaalissa soluviljelyssa eristetyistad kasvainsoluista
saadut tulokset saattavat olla ristiriitaisia in situ saatujen tulosten kanssa (ks.
katsausartikkeli Yu et al. 2011).

Esriinitutkimuksia ldapikdydessd voi vain hammaéstelld, miten yksi proteiini
voi sitoa niin monia proteiineja. Tdtd asiaa on kasitelty proteiini-proteiini-
interaktiokarttojen solmuproteiinien yhteydessa (Tsai et al. 2009). Kyseessé ei ole
yksi proteiinirakenne (tai yksi esriinimolekyyli), joka voi sitoa monia proteiineja,
vaan oikeastaan sarja eri geenituotteita, jotka edustavat yhtd solmukohtaa (esim.
oligomeerit, mutantit, posttranslationaaliset modifikaatiot, allosteeriset
rakenteet). Tdhdan pitdd lisdtd vield aikaulottuvuus (sekd solun normaali-
toiminnassa ettd kasvaimen kehittymisen vaiheissa). Vaikka erilaiset siru-
analyysit tuottavat jo itsestddn valtavat méaarat dataa, tdhan pitdisi vield yhdistaa
sirujen aikasarjoja, jotta ndhtdisiin tapahtumien aikajdrjestys, niiden mahdollinen
yhtdaikaisuus jne.

Syopddn ja metastaasiin liittyvdt monimutkaiset soluprosessit. Esimerkiksi
kalvon tyrosiinikinaasit ovat jatkuvassa liikkeessd ja vaihtuvissa vuoro-
vaikutuksissa muiden proteiinien ja kalvon mikrodomeenien kanssa. Ligandin
sitoutuminen voi muuttaa diffuusiota ja saattaa laukaista homo- tai hetero-
oligomerisaation tai endosytoosin. Biokemiallisilla ja perinteisilld patologisilla
menetelmilldi on védhdinen spatiaalinen ja temporaalinen resoluutio.
Signaalinvilitystapahtumien havaitsemiseen eldvissd soluissa tarvitaan reaali-
aikaisia ja herkkid menetelmia (ks. esim. Lidke & Wilson 2009; Provenzano et al.
2009; Sahai 2007). Perinteisen fluoresenssimikroskopian kolokalisaation
resoluutio on esimerkiksi >250 nm. FRET (Forster-/fluoresenssiresonanssi-
energian siirto) -menetelman resoluutio on n. 10 nm, mutta tekniikka on hanka-
lammin hallittava eikd osoita esim. isojen proteiinikompleksien muodostumista.
On kehitelty uusia kuvantamismenetelmid (esimerkkeind yhden hiukkasen
seuranta (SPT)), jossa kdytetddn usein apuna kvanttipisteitd. Nailld menetelmilla
on esimerkiksi voitu todistaa, ettd solukalvolla tosiaan on diffuusiota rajoittavia
mikrodomeeneja ja ettd aktiinitukiranka muodostaa fysikaalisen, mutta
dynaamisen esteen proteiinien diffuusiolle solun pinnalla. Teknisesti pitkalle
kehittyneilld metodeilla on voitu kuvata jopa mikro- tai millisekuntien
vuorovaikutuksia. Ndin on tutkittu esim. fokaaliadheesiokinaasin, paksilliinin ja
vinkuliinin dynamiikkaa fibroblastien adheesiokomplekseissa (Digman 2009).

Jos ajatellaan nimenomaan esriinitutkimuksia, osassa invaasiota ja metastaaseja
kasittelevista tutkimuksista (ja muissakin tutkimuksissa) on kédytetty esriinin
toimintojen estdmistd esriinin N-terminaalisella konstruktilla, jota pidetdan
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vaikutukseltaan dominantisti negatiivisena. Tamd on kuitenkin varsin epé-
spesifinen tapa estdd esriinin vaikutuksia, kun ottaa huomioon FERM-domeenin
laajan esiintymisen eri proteiineissa. Konstruktin aikaansaamien vaikutusten
spesifisyyttd on vaikea todentaa. Menetelmien kehittyessd on otettu kayttoon
erilaiset RNA-tekniikat (siRNA, shRNA), jotka ovat astetta spesifisempid, mutta
eiviat hdvitd endogeenistd esriinid kokonaan. Lisdksi spesifisyyttd on vaikea
osoittaa muiden proteiinien tasolla. Esriinipoistogeenisid soluja on kéytetty vasta
hyvin harvassa julkaisussa. Yksi tapa on kayttdd erilaisia (piste)mutaatio-
konstrukteja, jotka kohdistuvat tunnettuihin kohtiin signaalinvalityksessa.
Tavallisesti mutaatiot kohdistetaan fosforyloituviin treoniini- tai tyrosiini-
tahteisiin, joiden fosforylaatio joko estetddn tai sitd jdljitellidan toisella
aminohapolla korvaamalla. Ndissd tapauksissa kdytetddn konstruktien yli-
ekspressoimista, eikd endogeenisen esriinin vaikutuksia voida kontrolloida.
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2 TUTKIMUKSEN TAVOITTEET

Tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd esriinin osuutta pahanlaatuisiin solu-
muutoksiin liittyvissd tapahtumissa kayttamailld mallia, jossa endogeenisen
esriinin osuus voitiin poissulkea. Tarkemmat tavoitteet olivat seuraavat:
1. tutkia, kuinka esriinin poistaminen tai toisaalta ldsndolo vaikuttaa
solun syopddn liittyviin ominaisuuksiin
2. mddrittdd, vaikuttaako kasvuympdristd (normaali soluviljelymalja
vs. kolmiulotteinen viljely) esriinistd riippuvaisiin muutoksiin
3. maédrittdd jo aiemmin tunnettujen mutaatioiden vaikutus soluissa,
jotka eivét sisdlld endogeenista esriinid, lisddmaélld soluihin joko
villityyppisid tai mutatoituja esriinikonstrukteja ja vertaamalla ndin
saatujen solujen ominaisuuksia erityisesti metastaattiseen Src-
kinaasiin ja esriinin tyrosiinifosforylaatioon liittyen.
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3 MATERIAALIT JA MENETELMAT

3.1.1 Solulinjat

Esriinin suhteen poistogeenisestd hiirestd (-/—) (Saotome et al. 2004) saadut
alkion fibroblastit immortalisoitiin spontaanisti laimennossarjoja kayttden.
Laimennosten tuloksena saatiin kaksi toisistaan riippumatonta MEF (mouse
embryonic fibroblast) -solulinjaa, joita molempia kaytettiin rinnakkain kaikissa
kokeissa spontaanien mutaatioiden aiheuttaman variaation vaikutuksen
vahentdmiseksi. Villityyppinen (WT) esriinikonstrukti ja erilaisia mutatoituja
esriinikonstrukteja lisdttiin  cDNA-muodossa pBABEpuro-ekspressiovektoriin
(Morgenstein & Land 1990). 293 Eco Phoenix -retroviruksen pakkaussolulinja
transfektoitiin néilld ekspressiokonstrukteilla. Virussupernatanttia kaytettiin
MEEF-solujen transduktioon (Miller et al. 1993), ja soluja selektoitiin puro-
mysiinilld (2,5 mg/ml, Sigma-Aldrich). MEF-soluihin vietiin myds Src-kinaasin
konstitutiivisesti aktiivinen muoto retroviruskonstruktilla pLXSH-SrcY527F
(Cary et al. 2002), jolloin positiiviset solut selektoitiin hygromysiini B:lld
(Calbiochem). Lisdksi k&ytettiin rotan epiteelisolulinjaa RK3E ja sen v-Src-
transformoitua alalinjaa (Fu et al. 2005).

3.1.2 Vasta-aineet, reagenssit ja immunopresipitaatio

Fosfotyrosiini detektoitiin monoklonaalisella anti-fosfotyrosiinivasta-aineella,
klooni PT-66 (Sigma). Esriinin detektioon kaytettiin aiemmin kuvattuja
polyklonaalisia vasta-aineita Ez9 ja pY477 (Alfthan et al. 2004, Heiska & Carpén
2005). Kontrolleina kaytettiin hiiren IgGl:td (Dako Cytomation) tai kaniinin
immunisointia edeltdvdd seerumia. Aktiivisen Src-kinaasin tunnistukseen
kaytettiin BioSourcen fosfospesifistd (pY418) vasta-ainetta, ja moesiinin
fosforyloitunut T558 tunnistettiin Santa Cruz Biotechnologyn vasta-aineella.
Moesiinivasta-aine saatiin Sa. Tsukitalta (Kioton yliopisto, Japani). Hiiren sykliini
D, fosfo-p38MAPK, fosfo-p44/42 MAPK, fosfo-p70S6, fosfo-4EBP1, Akt ja fosfo-
Akt tunnistettiin Cell Signaling Technologyn vasta-aineella, ja hiiren tubuliinin
tunnistava monoklonaalinen vasta-aine oli hankittu Sigmalta. Sigmalta saatiin
myds Rho-kinaasin inhibiittori Y-27632.
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Esriini immunopresipitoitiin hajottamalla solut kylméassa RIPA-puskurissa
(50 mM Tris HCI, 150 mM NaCl, 1-prosenttinen NP-40, 0,5-prosenttinen
deoksikolaatti, 0,1-prosenttinen natriumdodekyylisulfaatti, 1 mM ortovanadaatti,
proteaasi-inhibiittorien seos, pH 7,4). Supernatantteihin liséttiin Ez9-vasta-ainetta
ja protein G Sepharose -helmid (Amersham Pharmacia). Analysointi tehtiin
Western blot -menetelmalld sopivia vasta-aineita ja ECL-detektiota (Amersham
Pharmacia) kdyttden.

3.1.3 Solujen proliferaatiokoe

24-kuoppaiseen soluviljelymaljaan maljattiin 5 x 10% solua / kuoppa. Analyysi-
pdivand kuoppia inkuboitiin 200 pl:ssa fosfaattipuskuroitua keittosuolaliuosta,
joka sisdlsi 40 mg/ml MTT:ta ([3-(4,5-dimetyylitiatsol-2-yyli)-2,5-difenyyli-
tetratsoliumbromidi], Sigma Aldrich). Kolmen tunnin inkuboinnin jilkeen
muuttunut vériaine suspensoitiin 200 pl:aan dimetyylisulfoksidia. 100 pl:n eréat
analysoitiin mikrotiitterilevyjen lukijalla aallonpituudella 550 nm.

3.1.4 Soluadheesion analysointi

Soluja kasvatettiin yon ajan ilman seerumia. Sen jdlkeen solut irrotettiin
trypsiinilld ja maljattiin tiheydessd 5 x 10° solua / kuoppa seerumittomassa
elatusaineessa 96-kuoppaiseen viljelymaljaan, jonka kuopat oli pééllystetty
fibronektiinilla (10 pg/ml, SPR). Soluja seurattiin kiinnittymisen aikana valo-
mikroskoopin avulla. Kiinnittyneet solut vérjittiin eri aikapisteissd kristalli-
violetilla. Sitoutunut vériaine uutettiin 0,1-prosenttisella Triton X-100-liuoksella
ja mitattiin mikrotiitterilevyjen lukijalla aallonpituudella 595 nm.

3.1.5 Mikroskopiamenetelmit

Solut kasvatettiin peitinlaseilla, kiinnitettiin 3,5-prosenttisessa paraformalde-
hydissd ja permeabilisoitiin fosfaattipuskuroidussa keittosuolaliuoksessa, joka
sisdlsi 0,1 % Triton X-100:aa. Peitinlaseja inkuboitiin perdkkdin vasta-aineiden
kanssa. Sekundaarisina vasta-aineina kaytettiin aasin rodamiinikonjugoitua anti-
kaniini-  tai  anti-hiiri-F(AB')>-fragmenttia ~ (Jackson =~ Immunoresearch
Laboratories).  F-aktiini  leimattiin  rodamiinikonjugoidulla  falloidiinilla
(Invitrogen Molecular Probes).

Matrigeelin sisdlld kasvavat solut vérjattiin julkaisun Debnath et al. (2003)
mukaisella menetelmilld, jota hieman muunneltiin. Kahdeksankuoppainen
lasinen kammio-objektilasi pddllystettiin Matrigel-kerroksella (50 ul/kuoppa, BD
Biosciences), jonka péélle maljattiin seos, joka sisélsi 5 x 10% solua, Matrigelia (1/3
tilavuudesta) sekéd elatusainetta (yht. 100 pl). 24-36 tunnin inkuboinnin jdlkeen
kuopat kiinnitettiin 3,5-prosenttisessa paraformaldehydissd, permeabilisoitiin
fosfaattipuskuroidussa keittosuolaliuoksessa, joka sisdlsi 0,1 % Triton X-100:aa, ja
huuhdeltiin liuoksella 130 mM NaCl, 7 mM HaxHPOs, 3,5 mM HaH,POs ja 100
mM glysiini. Kuopat peitettiin 10-prosenttisella sian seerumilla liuoksessa 130
mM NaCl, 7 mM Ha,HPOy, 3,5 mM HaH>POy, 0,1-prosenttinen naudan seerumi-
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albumiini, 0,2-prosenttinen Triton X-100 ja 0,05-prosenttinen Tween-20. Taméan
jalkeen kuoppia inkuboitiin vasta-aineiden ldsndollessa. Objektilasit peitettiin
Mowoililla (Calbiocem), johon oli sekoitettu 1,4-diatsabisyklo-oktaania (Sigma
Aldrich, 1:3). Soluja tarkasteltiin epifluoresenssi- tai konfokaalimikroskoopilla
(Leica Microsystems).

3.1.6 Sferodien muodostaminen ja solujen hajaantumiseen liittyvit kokeet

Solusferoidien muodostamisessa noudatettiin julkaisun Eleveld-Trancikova et al.
(2002) sisdltamdd menetelmdd. Sferoideja muodostettiin maljaamalla 5 x 10° solua
U-pohjaisiin mikrotiitterimaljan kuoppiin, jotka oli esivalettu ohuella kerroksella
1-prosenttista agaria. Soluja inkuboitiin 24-48 tuntia, jonka jdlkeen sferoidit
siirrettiin varovasti 24-kuoppalevylle, johon oli valmiiksi valettu seosta, joka
sisdlsi 1 mg/ml tyypin I kollageenia (BD Biosciences), 10 % naudan sikion
seerumia ja 50 mM NaHCOs-puskuria. Sferoidien pddlle lisdttiin elatusaine-
liuosta, ja niitd tarkkailtiin valomikroskoopin avulla.

3.1.7 Soluviljely soft agarilla ja suspensiossa

Esivaletulle 0,6-prosenttiselle agarkerrokselle maljattiin yhteensa 5 x 104 solua
DMEM-elatusaineessa, joka sisélsi 0,3 % agaria ja 10 % vasikan sikion seerumia.
Solukolonnien méé&drdd ja laatua seurattiin valomikroskoopilla 14-21 vrk.
Suspensiokasvatusta varten ympattiin 5 x 10° solua 35 mm:n bakteerikasvatus-
maljoille, joiden elatusaine sisélsi 0,5 % metyyliselluloosaa (Sigma Aldrich). Yli
10 solun kerdytymadt laskettiin valomikroskoopin avulla 7-10 vrk:n kuluttua.

3.1.8 Invaasiokoe ja soluviljely Matrigel-matriksissa

Invaasiota mitattiin Matrigel-invaasiokammiossa, jossa kasvutekijoitd oli
vdhennetyt pitoisuudet (BD Biosciences). Kokeessa kaytettiin valmistajan
antamaa menetelm&d. Kammion sisdosat rehydroitiin 0,5 ml:lla elatusaineliuosta,
kammioon ympiéttiin 5 x 10* solua elatusaineessa, johon oli lisdtty 1 % vasikan
sikion seerumia. Maljan kuopat tdytettiin 0,75 ml:lla elatusainetta, johon oli
lisdtty 10 % vastaavaa seerumia. 36 tunnin kuluttua ylimédaradiset solut poistettiin
kammion yldosasta, invaasiokalvo kiinnitettiin 3,5-prosenttisessa paraform-
aldehydissd ja vdrjdttiin kristallivioletilla. Kalvon Ildpi tunkeutuvat solut
laskettiin viidestd eri mikroskooppikentdstd 20 x suurennoksen avulla.

96-kuoppaiset mikrotiitterimaljoille esivalettiin 50 pl Matrigelid (laimennos
1:3 D-MEM-elatusaineeseen). Kerroksen pddlle valettiin 100 pl:n seos, joka sisdlsi
5 x 103 solua, Matrigelid (1/3 tilavuudesta) ja elatusainetta. Kun seos oli
geeliytynyt, pdille annosteltiin elatusaineliuosta ja soluja inkuboitiin 14 vrk.
Matrigel-tulppa kiinnitettiin 3,5-prosenttisessa paraformaldyhydissd, jonka
jalkeen tulppa muutettiin nestemuotoon jdiden pd&dlld inkuboimalla. Solut
laskettiin hemosytometrin avulla.
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3.1.9 Virtaussytometria

Virtaussytometriakokeet tehtiin FACS Calibur -virtaussytometrilla (Becton-
Dickinson). Solut kiinnitettiin ~70-prosenttisessa etanolissa ja vérjdttiin
propidiumjodidilla 30 minuutin ajan 37 °C:ssa liuoksessa, joka sisdlsi 100 mg/ml
RNAasi A:ta. Koetta kohden mitattiin yhteensa 10 000 solua.
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4 TULOKSET JA POHDINTA

4.1.1 Esriinipoistogeenisen hiiren alkion fibroblasteja voidaan kayttdd mallina
esriinin toiminnan tutkimiseen

Esriinin ja sen fosforylaation tutkimukseen on yleensd kaytetty vakiintuneita
solulinjoja, jotka kuitenkin siséltavét vaihtelevissa méadrin endogeenistd esriinid,
joka saattaa vaikuttaa tuloksiin mm. oligomerisaation kautta. Esriinin poisto-
geenisen hiiren solut vaikuttivat mielenkiintoiselta mahdollisuudelta tutkia
esriinin merkitystd "puhtaassa" ympadristossd. Eritoten tiettyjen fosforylaatio-
kohtien solutason merkitystd on helpompi tutkia, kun voidaan verrata keskendan
soluja, joissa ei joko ilmennetd esriinid lainkaan tai joissa ilmennetddn pelkdstdaan
villityyppistd, fosforylaatiolla normaalisti sdddeltdvad esriinid tai toisaalta
pelkdstddn eri tavoin fosforylaatiokohdista mutatoituja esriinimolekyyleja.

Poistogeenisen hiiren alkioista tuotettiin kaksi eri fibroblastisolulinjaa
(MEF). Kéyttimdamme esriinivasta-aine osoittautui solulysaattien perusteella
spesifiseksi, koska se tunnisti esriinin kokoisen proteiinivychykkeen normaali-
hiiren alkion fibroblastilysaateista Western blot -analyysissd, mutta ei
tunnistanut vastaavaa MEF-linjojen lysaateista. Ndissd poistogeenisissa MEF-
linjoissa kyettiin viruskonstruktien avulla ilmentdmé&an stabiilisti sekd aktiivista
Src-proteiinia ettd erilaisia esriinimuotoja. Immunopresipitaatiotutkimuksilla
voitiin todentaa, ettd aktiivista Src-kinaasia ilmentdvissd soluissa esriini oli
voimakkaasti tyrosiinifosforyloitunutta (villityyppinen esriini ja Y145F-mutantti),
mutta Y477F-mutanttimuoto osoitti vain heikkoa fosforylaatiota. Tama varmisti
aiemmat havainnot siitd, ettd tyrosiini 477 on Src-kinaasin pddkohde esriinissa
(Heiska & Carpén 2005).

Ndiden kokeiden perusteella voidaan sanoa, ettd ensimmdistd kertaa
tutkimuksen apuna voitiin kdyttdd malleina hiiren soluja, jotka eivit sisalld
lainkaan endogeenistd esriinid. N&din proteiinin mutanttimuotoja voitiin tutkia
ilman solun oman proteiinin mahdollisesti aiheuttamia vaikutuksia.
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4.1.2 Esriinid ei tarvita Src-kinaasin aiheuttamiin solumuutoksiin, kun soluja
kasvatetaan kaksiulotteisilla pinnoilla

Aktiivisen Scr-kinaasin ilmentdminen muutti MEF-solujen morfologiaa ja
tukirankaa merkittavéasti, kun soluja viljeltiin tavalliseen tapaan peitelaseilla
(kaksiuloitteisilla pinnoilla). Solut muuttuivat muodoltaan ldhes suora-
kulmaisista soluista runsaasti erilaisia ulokkeita sisdltdviksi soluiksi. F-aktiini
vidkevoityi voimakkaasti ns. podosomi- tai rosettirakenteisiin, jotka ovat
tyypillisid aktivoitunutta Src-kinaasia sisdltdville soluille. Né&ihin rakenteisiin
kerdantyi tyypilliseen tapaan myos tukirankaproteiini kortaktiinia. Esriinin
puuttuminen tai ldsndolo ei vaikuttanut ndihin muutoksiin, eikd esriinin
mutanttimuodoillakaan havaittu olevan vaikutusta solun morfologiaan tai Src-
kinaasin tai kortaktiinin paikallistumiseen. Seka villityyppinen esriini ettd
mutanttiesriinit lokalisoituivat soluissa samankaltaisesti, osittain diffuusisti,
osittain solukalvon ulokerakenteisiin. Pystyimme siis todentamaan uudessa
soluviljelymallissamme Src-kinaasin jo aiemmin osoitetut vaikutukset solun
morfologiaan ja tukirankaan. Lisdksi havaittiin, ettd esriinilld ei ollut merkitysta
Src-kinaasin indusoimassa podosomien muodostumisessa.

Src-kinaasin toimintaan liitetddn my0s lisddntynyt soluproliferaatio ja
solujen liikkuvuus sekd nopeampi soluadheesio. MEF-soluissa voitiin havaita
ndamd aktiivisen Src:n aiheuttamat muutokset pelkilld vektorikonstruktilla
transfektoituihin kontrollisoluihin verrattuna. Sen sijaan esriinikonstruktien
lasndololla tai puuttumisella ei ollut ndihin mitddn vaikutusta, oli Src-konstrukti
mukana tai ei.

Tutkimuksen perusteella naytti siltd, ettd tavallisissa soluviljelyolosuhteissa
esriinilld ei ole osuutta aktiivisen Src-kinaasin soluissa aiheuttamiin muutoksiin.

4.1.3 Esriinin ldsndolo ja tyrosiini 477:n fosforylaatio on vilttimidton Src-
kinaasin aiheuttamissa pahanlaatuisissa muutoksissa, kun soluja
kasvatetaan kolmiulotteisissa malleissa tai suspensiossa

Aiemmissa tutkimuksissa on saatu todisteita esriinin merkityksestd
munuaissolujen tai syopédsolujen liikkumiselle erilaisissa kolmiulotteisissa
matrikseissa. Kun MEF-solujamme kasvatettiin kolmiulotteisessa Matrigel-
vidliaineessa, villityypin esriinid ilmentdvissd soluissa esriini polarisoitui
voimakkaasti solunkalvon alapuolisiin kertymiin. Sensijaan Y477F-mutantti-
muoto pysyi diffuusina sytoplasmassa eikd paikantunut solukalvolle tai
ulokkeisiin. Aktiivinen Src-kinaasi paikantui myos solukalvon alle. Téhén lokali-
saatioon esriini ei vaikuttanut.

Tama tulos viittasi siihen, ettd kolmiulotteisessa viljelysséd esriinin tyrosiini-
fosforylaatiolla saattaisi olla erityista merkitysta. Tatd tukivat myos kokeet, joissa
solujen annettiin muodostaa pallomaisia solusferoideja, jotka sitten siirrettiin
kollageenin sisdan. Kun pallosta erkanevia soluja tarkkailtiin valomikroskoopilla,
Sferoidista kollageeniin liikkuvat solut olivat pyoreitd muistuttaen julkaisun
Sahai & Marshall (2003) ameebamaista liikkuvuutta, kun taas Y477F-mutanttia
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sisdltdvat solut ndyttivat liikkuvan pitkdnomaisina. Kuten aiemmassakin
julkaisussa, Rho-kinaasin estiminen inhibiittorilla muutti villityyppiset liikkuvat
solut my6s pitkdnomaisiksi. Src-kinaasin estdminen taas hajotti koko sferoidi-
rakenteen, eivitka solut sdilyttdneet elinkelpoisuuttaan kollageenissa.

Yksi syopédsolujen ominaisuuksista on kyky kasvaa soft agarissa. Jos
kasvatimme soft agarissa soluja, jotka sisdlsivit villityyppistd esriinid, mutta ei
aktiivista Src-kinaasia, solut eivdt pystyneet muodostamaan kolonioita. Jos
soluissa oli aktiivista Src-kinaasia, mutta ei esriinid, muodostui jonkin verran
solukolonioita. Sitd vastoin seka villityyppistd esriinid ettd aktiivista Src-kinaasia
sisdltdvat solut muodostivat muutamassa pdivdssd suuria ja monisoluisia
kolonioita. Jos esriinid oli ldsnd, noin kahden viikon jdlkeen solujen maara oli
noin nelinkertainen pelkkdd Src-kinaasia sisdltdviin soluihin verrattuna. Seka
Y477F-mutanttiesriini ettd Src-kinaasin estdminen inhibiittorilla havittivat
kolonioiden kasvun ldhes kokonaan.

Syopédsoluilla on normaalisoluihin verrattuna parempi kyky invasoida
kudoksia ja kokeellisia matrikseja. Tamdn vuoksi teimme kokeen, jossa
testasimme solujemme kykya ldvistdad huokoisen kalvon péille valettu Matrigel-
kerros. Villityyppinen esriini auttoi selvésti solujen migraatiota kolmiuloitteisen
vidliaineen ldpi aktiivisen Src-kinaasin ldsndolosta riippuen, kun taas Y477F-
mutantilla téllaista ei havaittu.

Normaalit fibroblastit tarvitsevat myos adheesiota solukasvuun, kun taas
syopdsolut pystyvdat kasvamaan jopa suspensiossa. Kun MEF-solujamme
testattiin suspensiokasvatuksessa, seké villityyppisen esriinin ettd aktiivisen Src-
kinaasin ilmentdminen edisti solukasvua moninkertaisesti pelkk&an Src-kinaasiin
verrattuna. Toisaalta Y477F-mutantin ilmentdminen ei auttanut solujen
suspensiokasvua. My0s virtausssytometrinen analyysi osoitti, ettd suspensiossa
kasvaneista villityyppistd esriinid siséltdvistd soluista merkitsevasti suurempi osa
oli jakautuvia (S + G2-vaiheessa). Kun suspensiossa kasvaneiden solujen
lysaateista analysoitiin eri signaalinvalitysreittien merkkiaineproteiineja, fosfory-
loituneiden 4E-BP1- ja p70S6K-proteiinien méadradssa nahtiin ero villityyppisen ja
mutanttilinjan vélillda. Tamd viittaa mTOR-reitin merkitykseen villityyppisen
esriinin vaikutusmekanismina.

Namad kokeet osoittivat selvésti esriinin ja sen Src-fosforylaation
merkityksen ominaisuuksissa, jotka liittyvdt hiiren fibroblastilinjojen
pahanlaatuisiin muutoksiin. Lisdksi vaikutukset voitiin paikantaa Src-kinaasin
pddkohteeseen, tyrosiiniin 477. Halusimme vield testata, voitaisiinko vastaavia
ilmioitd havaita myos epiteelisolumalleissa, koska esriini on nimenomaan
epiteliaalinen proteiini. Tdhdn kdytimme rotan epiteelilinjaa, joihin oli viety v-
Src-proteiini (Fu et al. 2005). v-Src aikaansai esriinin fosforyloitumisen, jonka
pddkohteena oli tyrosiini 477. Tamd fosforylaatio edesauttoi solujen kasvua
Matrigel-viliaineessa. Vaikuttaa siltd, ettd samat mekanismit toimivat myos
epiteelisoluissa. Taméan varmistamiseksi on tulevaisuudessa kuitenkin viela
kehitettdva epiteelisoluja, joissa ei ole endogeenistd esriinié.

Tutkimus varmisti aiemman 16ydoksemme (Heiska & Carpén 2005) siitd,
ettd esriinin Y477 on Src-kinaasin kohteena. Sen liséksi saimme ylldttavan selvan
osoituksen siitd, miten yhden proteiinin yhden aminohapon fosforyloitumisella



53

voi olla merkitystd koko solun kadyttdytymisen kannalta. Erityisen mielen-
kiintoista on se, ettd solujen kokeelliset kasvuolosuhteet vaikuttavat suuresti
tuloksiin, joita saadaan syopdédn liittyvid soluilmiditd testattaessa. Talld on suuri
merkitys tutkimuksen kannalta, koska kokeellisten kasvuolosuhteiden on
selvastikin  jdljiteltdavda mahdollisimman hyvin solujen kolmiulotteista
kasvuympéristdd. Varsinkin syopddn liittyva tutkimus olisi hyva tehdd nykyista
useammin  monimutkaisemmissa  tutkimusolosuhteissa, jotta  tulokset
edustaisivat todellisia, elimistossd tapahtuvia ilmioita.
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5 PAATELMAT

Hanahanin ja Weinbergin luokittelemat sydvan tunnusmerkit auttavat
jasentaméddn valtavaa maddrdd kirjallisuutta, joka liittyy esriinin merkitykseen
syovdssd. Silti aineisto tuntuu hajanaiselta, yhtd monimutkaiselta kuin syopa
ilmiond. Esriini voidaan liittdd useimpiin ndistd tunnusmerkeistd, mutta kuten
syovan hoidossakin on huomattu, monet signaalireitit ovat moninkertaisesti
pdédllekkdisid ja ristedvid, ja vaikuttaakin siltd, ettd soluissa on aina runsaasti
korvaavia reittejd tai proteiineja. Esriini on kuitenkin epiteelin tarked organisoiva
proteiini, ja kun noin 90 % syo6vistd on epiteliaalista alkuperdd (Horner 2010),
esriinin merkitystd on syytd pohtia.

Kuten signaalivilitysreitteja sivuavilla proteiineilla voisi kuvitellakin,
esriinin on osoitettu olevan osallisena hyvin monissa kasvaimen ja etdpesdkkeen
syntymiseen vaikuttavissa mekanismeissa. Esriinin toiminta liittyy solukalvon
rakenteisiin, solun tukirankaan ja solun kiinnittymiseen, jotka kaikki muuttuvat
jollakin tavalla, kun solukasvun muuttuu patologiseksi. Monimutkaisessa
ilmiossd on vaikea endd erotella syitd tai seurauksia. Koska esriini on mukana
erilaisten = kasvainten tai etdpesdkkeiden kehittymiseen vaikuttavien
proteiinikompleksien muodostumisessa, esriinin molekyylitason muutokset tai
sitoutumiset vaikuttavat osaltaan signaalien etenemiseen ja siihen, miten solun
reagoi niin ulkoisiin kuin sisdisiinkin drsykkeisiin. Toisaalta esriinilld voi olla
merkitystd myos syovan parenkyymin muuttumisessa esimerkiksi invaasiota,
intravasaatiota, ekstravasaatiota tai kolonisaatiota suosivaksi, mutta timai
syopdbiologian tutkimusalue on melko uusi, eikd yksityiskohtaisia tietoja viela
ole.

Eniten todisteita on esriinin vaikutuksesta etdpesdkkeiden syntyyn.
Metastaasien aikainen havaitseminen ja ehkdisy on syopédpotilaiden kannalta
ratkaisevan tdrkedd. On huomattava, ettd kun potilaat saapuvat primaari-
kasvaimen vuoksi hoitoon, useimmiten heiddn verenkierrossaan ja kaukaisissa
kudoksissaan on jo kylvaytyneitd kasvainsoluja. Primaarikasvaimeen kohdistettu
hoito ei useinkaan sanottavammin tehoa metastaattisiin soluihin (ks. esim.
Valastyan & Weinberg 2011). Siten on erittdin tdrkedd kehittdd aineita, jotka
vaikuttavat nimenomaan ndiden primaarikasvaimesta jo irtautuneiden kasvain-
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solujen kehittymiseen ja eloonjddantiin. Téllaisia aineita on jo Kkliinisissa
tutkimuksissa (esimerkiksi esriinid fosforyloivaa Src-kinaasia estdvit dasatinib ja
saracatinib, joita kokeillaan sarkoomien metastaasien estdmiseen). Hoito voi
kohdistua myos metastaasin mikroympaéristoon, esimerkkind luuhun vaikuttava
bisfosfonaatti.

Olisiko vaikkapa esriinistdi metastaasin estdmisen tai hoidon kohde-
molekyyliksi? Esriiniin sitoutuvia pienid estdvid yhdisteitd on kylld etsitty
johtoyhdisteeksi. Khannan ja Urenin tutkimusryhméd 16ysi kaksi molekyylid,
jotka sitoutuvat esriiniin mikromolaarisella affiniteetilla. Ne estdvdt endo-
geenisen esriinin treoniinin 567 fosforylaation, aktiinin sitoutumisen esriiniin
sekd kasvainsolujen invaasion istukan endoteelisolukerroksen ldpi. Molemmat
vaikuttavat seeprakalojen solujen liikkuvuuteen ja siten kalan fenotyyppiin.
Molemmat pystyvat myos estdméaddn metastaattisten nodulien syntymisen hiiren
keuhkokudosviljelméssa sekd estaméddn esriinivilitteisen keuhkometastaasin in
vivo. Molekyyleilld on vaikutus- ja kinetiikkaeroja, jotka viittaavat erilaisiin
toimintamekanismeihin, mutta ei kuitenkaan synergistista etua (Bulut et al. 2012).
Tastd on tietenkin &ddrimmadisen pitkd matka kdytdnnon hoitosovellutuksiin,
mutta esriinitutkijalle tdma on silti sydéantd lammittava tutkimustulos.

Toinen tutkimusryhméd on tutkinut baicalein-flavonoidia, jota esiintyy
kiinalaisen rohdosopin tuntemassa yrtissd Scutellaria baicalencis. Baicalein
vdhentdd esriinin ja fosfoesriinin (Thr567) maarad levyepiteelikarsinoomasoluissa
sekd solujen liikkuvuutta ja invaasiokykyd annos- ja aikariippuvaisella tavalla.
Vaikutusta ei esiinny, jos soluissa ilmennetddn T567A-mutanttia, jolloin
liikkkuvuus ja invaasiokyky vidhenee jo muutenkin huomattavasti. Tutkijat
padttelivét, ettd estdva vaikutus on siis esriinin fosforylaatiosta (avautumisesta)
riippuvainen (Wu 2011).

Jos ajatellaan hoitoa, on kuitenkin mietittdva, mitd proteiinin muotoa tai
toimintoa halutaan estdd tai vahentdd. Koska kyse on dynaamisista prosesseista,
pelkdn "perusmolekyylin" estdminen tai vahentdminen ei ehkd anna toivottua
tulosta. Solujen tdarkeimpien signaaliproteiinien poistaminen kokonaan ei
valttamatta aiheuta suurtakaan muutosta solujen toimintoihin mm.
redundanssin takia. Esimerkiksi integriinien "adhesomissa" Src on yksi 156
komponentin ja 690 interaktion keskipisteproteiineista (hub) (Zaidel-Bar et al.
2007). Silti Src-geenin poistaminen hiiriltd ei vaikuta solujen yleiseen elin-
kykyisyyteen, vaan vaikuttaa ldhinnd vain luun muotoutumiseen (Soriano et al.
1991). Toisaalta monet syopdd estdvat lddkeaineet aiheuttavat monenlaisia sivu-
vaikutuksia, koska ne vaikuttavat muihinkin prosesseihin kuin vain tiettyyn
syOpdominaisuuteen.

Esriinimolekyylin monet toiminnot liittyvdt fosforylaatio- ja muihin
sddtelytapahtumiin, jotka aktivoivat tai inaktivoivat tiettyjd proteiini-interaktioita
tai proteiininsisdisid sitoutumiskohtia. Kuten havaittiin, monet ndistd molekyyli-
tason tapahtumista on yhdistetty syopdsoluominaisuuksiin (ks. kuvio 9). Jos
esriinin osuutta etipesdkkeiden muodostumisessa halutaan estdd, on tiedettdava
tarkkaan, mitd molekyylimuotoa pitdisi estdd, ja tunnettava, miten tama
vaikuttaa esriinin muihin toimintoihin tai muihin aktivoitumis- tai sitoutumis-
kohtiin.
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molekyylin

proteiinimaaran aktivoituminen

saately Src-kinaasin SH2,
D solukontaktien
ka_ipaum- PIP2 heikkeneminen,
- :’Ji‘:::; pY145 kasvu 3D-ympéaristossa
ekspressio ubikiti-
nylaatio
Cdks,
ESRIINI piz3as senesenssi
metastaasi- TSEt_V'
potentiaali alio
pY353
51567 PI3K (p85),
pY477 apoptoosilta
molekyylin suojaaminen,
aktiveituminen, eloonjaanti
Alt, Fes-kinaasin SH2,
. mTOi_R, migraatio,
AR kasvu 3D-ymparistossa,
eturfu.na, tubulogeneesi,
tnvasnv;ne‘n etapesikkeet,
fenotyyppi

infiltraatio jainvaasio

KUVIO9  Esriinimolekyylin tunnettuja sddtelykohtia, joiden on osoitettu liittyvan syopa-
solujen ominaisuuksiin.

Ajatus solun tukirankaa ja solukalvoa yhdistdvan proteiinin osallisuudesta
syopddn ei siis olekaan niin mahdoton kuin aluksi voisi pddtelld. Ihmisen geeni-
kokoelma olikin odotettua suppeampi, joten geenituotteilla on kompleksisemmat
tehtdvat kuin mitd "yksi geeni - yksi proteiini" -malli edellytti. Syopd taas on
todella monimuotoinen ryhmad sairauksia, joihin esriini voi monella tapaa liittya
dynaamisen sdatelynsa kautta.
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