Weel-kinaasin toiminnan estdminen korkean
pahanlaatuisuusasteen seroosin tyypin munasarjasyopasoluissa

Pro gradu -tutkielma

Turun yliopisto

Biokemian laitos
Molekulaarinen solubiologia
Elokuu 2020

Sanna Pikkusaari



Turun yliopiston laatujdrjestelmdn mukaisesti timdn julkaisun alkuperdisyys on
tarkastettu Turnitin OriginalityCheck -jdrjestelmdlldi



TURUN YLIOPISTO
Biokemian laitos

PIKKUSAARI, SANNA: Weel-kinaasin toiminnan estiminen korkean
pahanlaatuisuusasteen seroosin tyypin munasarjasyopasoluissa

Pro gradu -tutkielma 45 s.

Molekulaarinen solubiologia

Elokuu 2020

Turun yliopiston laatujdrjestelmidn mukaisesti tdmén julkaisun alkuperdisyys on
tarkastettu Turnitin OriginalityCheck -jérjestelmalla.

Weel-kinaasi on tirked solusyklin etenemisen séitelijd. Se estdd solua etenemistd Go-
tarkastuspisteestd mitoosiin, jos solussa on havaittu DNA-vaurioita. Weel-kinaasi
inhiboi mitoosissa tarvittavaa sykliinistd riippuvaista kinaasia, miké johtaa solusyklin
pysdhtymiseen. Solusyklin pysdhtyminen antaa solulle aikaa korjata DNA-vauriot.
DNA-vaurioita voidaan korjata myos solusyklin Gi-tarkastuspisteessé, jossa vaurioiden
korjaus on riippuvaista 7P53-geenin koodaamasta p53-proteiinista. Korkean
pahanlaatuisuusasteen seroosin tyypin munasarjasyopasolut (HGSOC) ovat TP53-
mutatoituneita, joten ne ovat riippuvaisia Go-tarkastuspisteesti DNA-vaurioiden
korjaamiseksi. Jos Weel-kinaasin toiminta estetddn, HGSOC-solut etenevét mitoosiin
vaurioituneella DNA:lla, mikd voi johtaa solun kuolemaan. Lisdksi noin 50 %
HGSOC:ssd DNA-vaurioiden korjaaminen homologisen rekombinaation (HR) avulla on
puutteellista mm. BRCA1/2-mutaatioiden takia. HR:n puutteellisuus voi herkistidd solut
G»-tarkastuspisteen inhibiittoreille.

Weel-kinaasin inhibiittorin (AZD1775) vaikutusta solujen elinkelpoisuuteen tutkittiin
yksin sekd kahden HGSOC:n hoidossa kéytettivdn ladkeaineen, sisplatiinin ja
olaparibin, kanssa kaupallisilla sekd potilasperdisilli ~HGSOC-solulinjoilla.
Ladkeaineiden vaikutus solujen elinkelpoisuuteen madritettiin  ATP:n  méérdn
mittaamiseen perustuvalla CTG-analyysilld, joka ilmaisi solujen metabolisen
aktitvisuuden maéédrdn niytteessd. Tutkimukseen wvalittiin solulinjoja, joissa DNA-
vaurioiden korjaus HR:n avulla toimii sekd HR-puutteellisia solulinjoja. HR:n tila
testattiin immunofluoresenssiin perustuvalla funktionaalisella menetelméalld. Lisdksi
tutkittiin - AZD1775:n solujen DNA:han aiheuttamia katkoksia Comet assay-
menetelmalla.

Tutkimuksessa havaittiin sisplatiinin ja AZD1775:n yhdistelmén heikentdvin HGSOC-
solujen elinkelpoisuutta enemmaidn kuin sisplatiinin ja olaparibin tai olaparibin ja
AZD1775:n yhdistelmédn. Kaikkien HR-puutteellisten solulinjojen ei havaittu olevan
herkempid AZDI1775:1le kuin solulinjojen, joissa HR on toimivaa. AZD1775:n
havaittiin aiheuttavan DNA-katkoksia HR-puutteellisissa soluissa enemmén, kuin
solulinjoissa, joissa HR oli toimivaa. Hoidon aikana lddkeaineille kehittyva resistenssi
on HGSOC:ssd ongelma, johon ratkaisua haetaan lddkeaineiden yhdistelmisti. Tulosten
perusteella, AZD1775 on potentiaalinen lddkeaine HGSOC:n hoitoon yhdistelméni
sisplatiinin ja olaparibin kanssa.

Avainsanat: Weel-kinaasi, Homologinen rekombinaatio, 7P53, HGSOC, AZD1775
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1 JOHDANTO

Munasarjasyopd on seitsemidnneksi yleisin syopd ja kahdeksanneksi yleisin
syopikuoleman syy naisilla maailmanlaajuisesti. Munasarjasydvian osuus uusista
syopatapauksista on melko pieni (3,4 %) verrattuna esimerkiksi naisten yleisimpain
syopddn eli rintasyOpddn (24,2 %), mutta sen ennuste on huono. Suhteellinen
elossaololuku kertoo, kuinka suuri osa sydpépotilaista on elossa tietyn ajan kuluttua
syovin toteamisesta suhteutettuna saman ikdisen véeston odotettuun elossaololukuun.
Viiden vuoden suhteellinen elossaololuku munasarjasyovélle Suomessa on vain 42 %,

kun sama luku rintasyoville on 91 %. (GLOBOCAN 2018 ; Sy6pa 2017 -raportti.)

Munasarjasyovdn matalaan elossaololukuun vaikuttaa taudin diagnosoiminen vasta
edenneessd vaiheessa, jolloin tauti on ehtinyt levitdi munasarjan ulkopuolelle.
Munasarjasyopd diagnosoidaan usein vasta edenneessd vaiheessa, silld tauti voi olla
pitkddn oireeton tai oireet voivat olla epdméérdisid ja moninaisia. Munasarjasyopai
seulotaan transvaginaalisella ultradédnitutkimuksella sekd CA 125 -merkkiaineen
pitoisuuden mittauksella verestd. Seulontakeinot eivét kuitenkaan ole osoittautuneet
tehokkaiksi, koska seulonta ei ole véhentinyt munasarjasyovdn kuolleisuutta.
Parempien seulontakeinojen kehittdminen on tirkedd, silld varhaisessa vaiheessa
diagnosoitujen munasarjasyOpétapausten viiden vuoden elossaololuku on yli 90 %.

(Pinsky ja muut 2016; Torre ja muut 2018.)

Munasarjasyovan matalaan elossaololukuun vaikuttaa myds resistenssin kehittyminen
kaytossd oleville solunsalpaajille. Vaikka vaste kemoterapiaan on aluksi erittdin hyva,
sairauden  uusiutuminen  kemoterapialle resistenttind on erittdin  yleisti.
Syopésolupopulaatiot ovat geneettisesti monimuotoisia, joten osa sydpisoluista voi olla
tietylle ladkeaineelle resistenttejd tai kehittdd sille resistenssin. Resistentit solut
selvidvat ja jakautuvat hoidosta huolimatta, mikd johtaa sydvin uusiutumiseen.
Resistenssin  kehittymistd voidaan estdd tai hidastaa hoitamalla potilaita
ladkeyhdistelmilld, silld resistenssi tai sen kehittyminen samanaikaisesti useammalle eri
signalointireitteihin kohdennetuille 1d4keaineille on epdtodenndkdisempééd kuin yhdelle
ladkeaineelle. Vaste useamman lddkeaineen yhdistelmélle on my0ds yleensd

voimakkaampi kuin yhdelle lddkkeelle. (Bozic ja muut 2013; Lisio ja muut 2019.)



Tassd pro gradu -tutkimuksessa selvitettiin potentiaalisen lddkeaineen, Weel-kinaasin
estdjan eli inhibiittorin, vaikutuksia korkean pahanlaatuisuusasteen seroosin tyypin
munasarjasyopisolujen (engl. high-grade serous ovarian cancer, HGSOC)
elinkelpoisuuteen. Weel-kinaasin inhibiittorin vaikutusta solujen elinkelpoisuuteen
tutkittiin yksin, sekd yhdistelméssd kahden munasarjasyovian hoidossa télld hetkelld
kiytossd olevan lddkeaineen, sisplatiinin ja olaparibin, kanssa kaupallisissa sekd
potilasperdisissi HGSOC-solulinjoissa. Tutkimuksen valittiin solulinjoja, joissa DNA-
vaurioiden korjaus homologisen rekombinaation (engl. homologous recombination,
HR) avulla toimii, sekd solulinjoja, joissa HR:n avulla tapahtuva DNA-vaurioiden

korjaus on puutteellista.



1.1 Munasarjasyopa

Munasarjasyopa termind viittaa ryhmddn erillisid sairauksia, joita yhdistdd sijainti
samassa anatomisessa paikassa. Munasarjasyoviksi luokiteltavat sairaudet eroavat
toisistaan alkuperdltdén, riskitekijoiltddn ja ennusteeltaan, sekd molekulaariselta
koostumukseltaan ja patologiselta asteeltaan. Munasarjasydvit jaotellaan alatyyppeihin
kasvaimen histologian perusteella. Noin 90% kaikista munasarjasyopatapauksista on
alatyypiltddn epiteliaalisia. Epiteliaalinen munasarjasyopd voi saada alkunsa
epiteelikudoksesta munasarjassa tai sen ulkopuolella esimerkiksi vatsakalvosta,
munanjohtimista tai kohdun limakalvon kaltaisesta kudoksesta. Muita kuin epiteliaalisia
munasarjasyopityyppeja ovat itusolu- ja sukupienakasvaimet, jotka ovat harvinaisia.

(Vaughan ja muut 2011; Matulonis ja muut 2016.)

Epiteliaaliset munasarjasyovit jaotellaan edelleen kasvaimen histologian perustella
seroosiin, endometrioidiin, kirkassoluiseen ja musinoosiin alatyyppiin. Naiistd
alatyypeistd yleisin on korkean pahanlaatuisuusasteen seroosin tyypin munasarjasyopa.
Tadménhetkisen tiedon mukaan epiteliaaliset munasarjasyovit eivdt ole perdisin
munasarjan epiteelikudoksesta, vaan alkuperdinen pahanlaatuinen muutos on periisin
munasarjan ulkopuolelta ja levidd vasta sekundéirisesti munasarjaan. Korkean ja
matalan pahanlaatuisuusasteen seroosin tyypin munasarjasyoviat ovat perdisin
munanjohtimen epiteelikudoksesta (kuva 1.). Kirkassoluiset ja endometrioidit
munasarjasyoviat ovat perdisin kohdun limakalvon Kkaltaisesta kudoksesta, jota
endometrioosin seurauksena 16ytyy kohdun ulkopuolelta. Musinoosin munasarjasydvéan

alkuperisti ei ole varmuutta. (Kurman ja Shih 2010.)

Epiteliaaliset munasarjasyovét voidaan jaotella kahteen ryhmédén ensisijaisesti genomin
stabiiliuden perusteella. Endometrioidit, kirkassoluiset, musinoosit ja matalan
pahanlaatuisuusasteen seroosit kasvaimet kuuluvat tyyppiin I. Ne kasvavat hitaammin ja
ovat genomiltaan stabiilimpia kuin tyypin II kasvaimet. Tyyppiin II kuuluvat korkean
pahanlaatuisuusasteen seroosin tyypin kasvaimet, joille on ominaista aggressiivinen
kasvu ja levidminen, sekd merkittivd genomin epdéstabiilius verrattuna tyypin I
kasvaimiin. Tyypin II kasvaimien geneettinen epistabiilius johtuu héiridistdi DNA-
vaurioiden korjauksessa tarvittavissa signalointireiteissd. (Torre ja muut 2018; Lisio ja

muut 2019.)



Kuva 1. Kudokset, joista epiteliaaliset munasarjasyoviit ovat perdisin. Korkean ja
matalan pahanlaatuisuusasteen seroosin tyypin munasarjasyovdit ovat perdisin
munanjohtimen (1)  epiteelikudoksesta.  Kirkassoluiset ~ ja  endometrioidit
munasarjasyovdit ovat perdisin kohdun (2) limakalvon kaltaisesta kudoksesta.
Musinoosin  munasarjasyovin — alkuperdstd ei ole varmuutta. Epiteliaaliset
munasarjasyovdt levidvdt munasarjoihin (3) vasta sekundddrisesti. Kuvassa esitetty
lisdksi kohdunkaula (4) ja emdtin (5). Kuva kirjasta Biology: how life works, Morris ja
muut 2016.

1.2 Munasarjasyovian suoja- ja riskitekijit

Periytyvdt mutaatiot BRCAI- ja BRCA2-geeneissd ovat merkittdvimpid geneettisid
riskitekijoitd munasarjasyopddn sairastumiselle. Noin 17 %:lla munasarjasyopa-
potilaista on periytyvd mutaatio BRCAI- tai BRCA2-geeneissd. Ndmd mutaatiot
altistavat myos rintasyoville. BRCAI- ja BRCA2-proteiineja tarvitaan DNA:n
kaksoisjuostekatkosten korjaamisessa HR:n avulla. Periytyvdt mutaatiot my0ds muissa
DNA:n korjaamiseen liittyvissa geeneissd, kuten RAD51C, RAD51D ja BRIPI, lisdavit
riskid sairastua munasarjasyOpddn. Vaihdevuosioireiden hormonikorvaushoidon on
havaittu lisddvin riskid sairastua munasarjasyOpddn ja yhdistelmiehkéisypillerien
kdyton on havaittu pienentdvin sairastumisriskid. Lisdksi naisilla, jotka ovat
synnyttineet on pienempi riski sairastua munasarjasyopddn verrattuna naisiin, jotka
eivit ole synnyttineet. Imettdminen pienentdd myods sairastumisriskié naisilla, joilla on

periytyvd BRCA-mutaatio. Endometrioidin munasarjasydvén riskié lisdd endometrioosi,
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silld endometrioidin munasarjasyovéan on todettu saavan alkunsa kohdun ulkopuolisesta,
kohdun limakalvon kaltaisesta kudoksesta. (Matulonis ja muut 2016; Lisio ja muut

2019.)

1.3 Munasarjasyovian hoito

Munasarjasyovan hoito koostuu leikkauksesta ja solunsalpaajahoidosta. Hoidossa
kdytetddn platinapohjaisia sisplatiinia ja karboplatiinia yhdistelmind taksoidien,
paklitakselin ja dosetakselin, kanssa. Sisplatiini ja karboplatiini aiheuttavat DNA-
juosteiden sisdisid ja juosteiden wvilisid ristisidoksia, jotka hiiritsevit DNA:n
korjausmekanismien toimintaa aiheuttaen DNA-vaurioita. Solun DNA:han kertyvit
vauriot johtavat apoptoosiin. Taksoidit stabiloivat mikrotubulusten rakennetta, minka
seurauksena mikrotubulusten normaali toiminta estyy. Mitoosissa mikrotubuluksista
koostuva tumasukkula ei muodostu normaalisti ja solun jakautuminen estyy, mikd voi
johtaa apoptoosiin. Sisplatiinin ja karboplatiinin lisdksi munasarjasyovan hoitoon on
hyviksytty poly(ADB-riboosi)-polymeraasien (PARP) estdjd olaparib ja angiogeneesin
estdjd bevasitsumabi. (Rowinsky 1997; Konstantinopoulos ja muut 2015; Matulonis ja

muut 2016; Lisio ja muut 2019.)

Epiteliaalinen munasarjasy0pd diagnosoidaan yleensd vasta taudin edettyd. Tauti on
usein herkkd platinapohjaiselle kemoterapialle, mutta taudin uusiutuminen on yleisti
erityisesti potilailla, joilla se on ennen diagnoosia ehtinyt edetd. Uusiutuneelle
epiteliaaliselle munasarjasyopasyoville kehittyy usein resistenssi platinapohjaiselle
kemoterapialle. Resistenssin kehittyminen on suuri ongelma munasarjasydvén hoidossa.
Munasarjasyopépotilaita, joille on  kehittynyt resistenssi  platinapohjaiselle
kemoterapialle, voidaan hoitaa kdyttamilld pegyloitua doksorubisiinia, topotekaania,
gemsitabiinia, etoposidid ja vinorelpiinid, mutta vaste niille lddkeaineille on vain noin
10-15 %. Noin 80 % potilaista, joilla sairaus diagnosoitiin alun perin edenneessi
vaiheessa, kehittyy resistenssi hoidolle, miké johtaa lopulta kuolemaan. (Matulonis ja

muut 2016; Lisio ja muut 2019.)



1.4 Korkean pahanlaatuisuusasteen seroosin tyypin munasarjasyopa

Korkean pahanlaatuisuusasteen seroosin tyypin munasarjasyOpd on munasarjasyOpa-
tyypeistd yleisin ja aiheuttaa eniten kuolemia. HGSOC:n ennuste ei ole juurikaan
parantunut vuosikymmeniin. Vaikka tauti luokitellaan munasarjasyovéksi, useiden
tutkimusten mukaan suurin osa HGSOC-tapauksista saa alkunsa todennékoisesti
munanjohtimen epiteelikudoksesta. Kim (2015) ja muiden HGSOC:n hiirimallilla
tekemén tutkimuksen mukaan osa HGSOC-tapauksista saattaa kuitenkin saada alkunsa

munasarjan soluista. (Konstantinopoulos ja muut 2015; Bowtell ja muut 2015.)

Antionkogeeni TP53, joka koodaa solusyklin séditelyyn osallistuvaa p53-
transkriptiofaktoria, on ldhes poikkeuksetta mutatoitunut HGSOC:ssd ja noin 50 %:ssa
tautitapauksista DNA:n kaksoisjuostekatkosten korjaaminen HR:n avulla on
puutteellista. DNA-vaurioiden korjaamisen puutteellisuus johtuu péddasiassa
mutaatioista tai epigeneettisistd muutoksista BRCAI- ja BRCA2-geeneissd tai muissa
HR-signalointiketjun komponenteissa. HGSOC:t ovat usein herkkiéd platinapohjaiselle
kemoterapialle. Herkkyyden ajatellaan johtuvat puutteista DNA-vaurioiden
korjauksessa HR:n avulla, silld potilaat, joilla BRCAI tai BRCAZ2-geeni on mutatoitunut,

ovat herkempia platinapohjaiselle kemoterapialle. (Konstantinopoulos ja muut 2015.)

HGSOC diagnosoidaan usein vasta edenneessd vaiheessa ja noin 80-90 %:1la kyseisistd
potilaista ilmenee resistenssi platinapohjaiselle kemoterapialle. Resistenssin syntyyn
voivat johtaa esimerkiksi mutaatiot, jotka palauttavat DNA:n korjauksessa tarvittavien
proteiinien toiminnan normaaliksi. (Bowtell ja muut 2015; Konstantinopoulos ja muut

2015.)



1.5 DNA-vaurioiden korjaus

DNA-vaurioita syntyy soluissa valtava miéréd sattumanvaraisesti. Genomin stabiiliuden
sdilyttdmiseksi soluille on kehittynyt monimutkainen DNA-vauriovaste, jonka tarkoitus
on havaita ja korjata DNA-vaurioita, sekd pysayttdd solusykli, jotta vauriot ehditddn
korjaamaan ennen solunjakautumista. Jos DNA-vauriot ovat liian suuria korjattavaksi,
DNA-vauriovaste kdynnistdd apoptoosin. DNA-vaurioista vain hyvin pieni osa jii
pysyviksi muutoksiksi DNA:han, silldi DNA:n korjausmekanismit korjaavat vaurioita

normaalissa solussa hyvin tehokkaasti. (Ronco ja muut 2017.)

Eri DNA-vauriovasteen signalointireitit aktivoituvat riippuen vaurion tyypistd. DNA-
vauriot voivat olla kaksoisjuostekatkoksia, yhden juosteen katkoksia tai muita
muutoksia DNA:n normaalissa rakenteessa. DNA-vauriot aiheutuvat sisdsyntyisisti tai
ulkosyntyisistd tekijoistd. Esimerkiksi DNA:n replikaatiossa syntyneet virheet ja solun
metabolian sivutuotteiden aiheuttamat vauriot ovat sisdsyntyisid DNA-vaurioita.
Ulkosyntyisid DNA-vaurioita aiheuttavat esimerkiksi kemialliset aineet ja UV-séteily.
DNA-vauriot, joita ei korjata voivat johtaa syOpddn. Perinndllinen rinta- ja
munasarjasyopd on yksi useista sairauksista, joiden syntyyn on yhdistetty perinndlliset
mutaatiot DNA-vaurioiden korjaukseen liittyvissd geeneissd. Perinndllinen rinta- ja
munasarjasyopd johtuu mutaatioista BRCAI- ja BRCA2-geeneissd, joita tarvitaan

DNA:n kaksoisjuostekatkosten korjaamisessa HR:n avulla. (Ronco ja muut 2017.)

1.5.1 DNA-vaurioiden tarkastuspisteet

Solusyklissd on tarkastuspisteitd, joissa solut tarkastavat ovatko olosuhteet sopivat
solunjakautumiselle. Tarkastuspisteissd tarkastetaan muun muassa onko ravintoaineita
tarpeeksi saatavilla, onko uusille soluille tilaa tai onko solun DNA vaurioitunut. Gi- ja
Go-tarkastuspisteet ovat tirkeiti DNA-vaurioiden havaitsemisessa ja korjaamisessa
(kuva 2.). DNA-vaurioiden tarkastuspisteet kaynnistdvit signalointiketjuja, jotka
aktivoivat vaurioiden korjaamisessa tarvittavia proteiineja ja antavat soluille aikaa
korjata mahdolliset DNA-vauriot ennen siirtymistd solusyklin seuraavaan vaiheeseen.
DNA-vaurioista kdynnistyvdt signalointiketjut pysédyttdvdt solusyklin etenemisen
vaikuttamalla solusyklid kontrolloiviin sykliineithin ja sykliineistd riippuvaisiin
kinaaseihin (engl. cyclin dependent kinase, Cdk). Gi-tarkastuspisteessd mahdolliset

DNA-vauriot havaitaan ja korjataan ennen DNA:n kahdentumista solusyklin S-
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vaiheessa. Go-tarkastuspisteessd korjataan DNA-vauriot, joita Gi-tarkastuspisteessd ei
ole havaittu tai jotka ovat syntyneet DNA:n kahdentuessa esimerkiksi DNA-
polymeraasientsyymin tekemien virheiden vuoksi, ennen solusyklin etenemistdi M-

vaiheeseen eli mitoosiin. (Geenen ja Schellens 2017.)

Cdk1
sykliini A/B

Cdk4/6
sykliini D

’ ,,'\ M
G:

Cdk2 '/ Cdk2
sykliini A sykliini E

Kuva 2. Solusyklin vaiheet. Mitoosin (M) jilkeen alkaa ensimmdinen kasvuvaihe (G1).
Gl:n loppuvaiheessa on ensimmdinen DNA-vaurioiden tarkastuspiste, eli G-
tarkastuspiste. Solun DNA kahdentuu S-vaiheessa, jota seuraa toinen kasvuvaihe (G2).
G2:n lopussa on toinen DNA-vaurioiden tarkastuspiste, eli G»r-tarkastuspiste. G-
tarkastuspisteessd@ DNA-vauriot korjataan ennen solusyklin etenemistd mitoosiin.
Solusyklin eri vaiheissa tarvittavat sykliinit ja sykliineistd riippuvaiset kinaasit (Cdk)
sddtelevdt solusyklin vaiheiden etenemistd. Sykliinien ja Cdk:den mddrd vaihtelee
solusyklin aikana soluissa, minkd seurauksena solu siirtyy syklin vaiheesta toiseen.
Muokattu kuvasta Boxem 2006.

Riippuen DNA-vaurion tyypistd, solussa aktivoituvat eri signalointireitit. MRN-
proteiinikompleksi (Mrel1-Rad50-NBS1) havaitsee DNA:n kaksoisjuostekatkokset ja
aktivoi puolestaan ATM-kinaasia (engl. ataxia-telangiectasia mutated). Rad9-Husl-
Radl-kompleksi havaitsee DNA:n yhden juosteen katkokset ja yhteistyOssd useiden
muiden proteiinien kanssa aktivoi ATR-kinaasia (engl. ataxia-telangiectasia and Rad3-
related). ATR ja ATM vaikuttavat useisiin kohdeproteiineihinsa, minkd seurauksena,
DNA-vaurion vakavuudesta riippuen, solusykli pysédhtyy tilapdisesti tai solu kuolee

apoptoottisesti. (Ronco ja muut 2017.)

Gi-tarkastuspiste  estdd vaurioituneen DNA:n replikaation (kuva 3). Gi-
tarkastuspisteessd kaksoisjuostekatkosten aiheuttamasta solusyklin pysdhtymisesté
vastaa pddasiassa ATM-kinaasin aktivaatiosta alkava signalointiketju. MRN-

proteiinikompleksin aktivoima ATM aktivoi fosforyloimalla CHK2-kinaasia (engl.
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checkpoint kinase 2). CHK2-kinaasi ja ATM aktivoivat transkriptiofaktori p53:a
fosforyloimalla sitd. Normaalisti jakautuvassa solussa E3 ubikitiini-proteiiniligaasi
Mdm?2 merkitsee p53:n ubikitiinilla proteasomissa tapahtuvaa hajottamista varten.
Mdm?2 ei kuitenkaan tunnista DNA-vaurion seurauksena fosforyloitua p53:a, jolloin p53
on vapaa vaikuttamaan kohdegeeniensé transkriptioon. Fosforyloitu p53 aktivoi muun
muassa Cdk-inhibiittori p21:n geenin transkriptiota, minkd seurauksena solusyklin
etenemisessd tarvittavien Cdk:en toiminta estyy ja solu saa aikaa DNA-vaurioiden
korjaamiseen. Riippuen DNA-vaurion vakavuudesta, p53:n aktivaatio voi johtaa
apoptoosiin tai lopulliseen solunjakautumisen lopettamiseen eli replikatiiviseen

senesenssiin. (Barnum ja O’Connell 2014.)

G-tarkastuspiste estdd solua etenemistd mitoosiin, jos DNA on vaurioitunut (kuva 3).
ATM:n aktivoima CHK2 ja ATR:n vilitykselld aktivoituva CHKI1-kinaasi (engl.
checkpoint kinase 1) edistivdt solusyklin pysdhtymistd Gy-tarkastuspisteessi
fosforyloimalla Cdc25c-fosfataasia (engl. cell division cycle 25 homolog), joka
inaktivoituu. Inaktiivinen Cdc25c ei defosforyloi Cdkl1/sykliini B -kompleksia, jolloin
kompleksi pysyy fosforyloituna eli inaktiivisena eikd solusykli etene mitoosiin.
Aktiivinen Cdc25c¢ edistdd solusyklin etenemistd mitoosiin defosforyloimalla mitoosia

edistdvad Cdk1/sykliini B -kompleksia. (Geenen ja Schellens 2017.)

CHK1 edistdd solusyklin pysidhtymistd Gz-vaiheeseen fosforyloimalla Cdc25c:n liséksi
Weel-kinaasia, mikd johtaa Weel:n aktivaation. Aktiivinen Weel fosforyloi
Cdk1/sykliini B -kompleksia, jolloin se pysyy inaktiivisena, solusykli pysdhtyy Go-
vaiheeseen ja solu saa aikaa DNA-vaurioiden korjaamiseen. Kun DNA-vaurioita on
havaittu, Weel fosforyloi Cdk1/sykliini B -kompleksia ja Cdc25c ei defosforyloi siti,
jolloin kompleksi pysyy inaktiivisena eikd solusykli etene. Jos DNA vaurioita ei
havaita, Weel ei ole aktiivinen ja Cdc25c defosforyloi Cdk1/sykliini B -kompleksin,
joka aktivoituu, jolloin solusykli etenee mitoosiin. (Konstantinopoulos ja muut 2015;

Geenen ja Schellens 2017; Ronco ja muut 2017.)
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Transkriptiofaktori pS3 on osallisena myos G»-tarkastuspisteessd, jossa p53:n aktivoima
p21 inhiboi mitoosia edistivdd Cdkl:td. Cdkl:n inhibitio estdd solusyklin etenemisen
mitoosiin. DNA-vaurion vakavuudesta riippuen p53:n aktivaatio voi johtaa solun

senesenssiin tai apoptoosiin myds Go-tarkastuspisteessd. (Hakem 2008.)

G1 G2
ATM ATR ATM
/CHKZ CHK1 —= CHK2
BRCA1
BRCA1 l & \« Cdc25¢ / \
p53 Wee1 | p53
~ p21) — (Cdk \, Cdk1 ~— p21
| I 4 Y Y Y
DNA:n korjaus| solusyklin pysahtyminen solusyklin pysahtyminen DNA:n korjaus
Y Al 4 4
senesenssi| |apoptoosi senesenssi| [apoptoosi|

Kuva 3. DNA-vaurioiden tarkastuspisteet. G-tarkastuspisteessd kaksoisjuoste-
katkoksen havaitsemista seuraa ATM:n aktivaatio. ATM ja sen aktivoima CHK2
aktivoivat p53:a, joka aktivoi puolestaan Cdk-inhibiittori p21:d. CHK2 aktivoi myos
BRCAI:td. BRCAI, p53 ja p2l:n aktivaation seurauksena solusykli pysdhtyy, DNA-
vaurio korjataan, solu menee senesenssiin tai solu kuolee apoptoottisesti DNA-vaurion
vakavuudesta riippuen. Gr-tarkastuspisteessd ATM:std Ildhtevin signalointireitin
lisdksi, yhden juosteen katkoksen havaitsemisesta seuraa ATR:n aktivaatio. ATR aktivoi
CHK]:td, joka CHK2:n kanssa aktivoivat toisiaan ristiin. CHKI ja CHK?2 inhiboivat
Cdc25c:td, jolloin Cdkl pysyy inaktiivisena ja solusykli pysdhtyy. CHKI aktivoi myds
Weel :td, joka myos inhiboi Cdkl :td johtaen solusyklin pysdhtymiseen.

1.5.2 DNA-vaurioiden korjausmekanismit

Solut altistuvat jatkuvastti DNA:ta vaurioittaville tekijoille. Genomin stabiiliuden

sdilyttdmiseksi, DNA-vaurioiden korjaus on erittdin tirkedd. DNA-vaurioiden

korjaamista ~ varten, soluissa on  viisi  pddasiallista  korjausmekanismia:

kahdentumisvirheiden korjaus (engl. mismatch repair, MMR), nukleotidinpoistokorjaus
(engl. nucleotide excision repair, NER), emédksen korjausmekanismi (engl. base
excision repair, BER), homologinen rekombinaatio (HR) ja ei-homologisten péiden

yhdistdminen (engl. non-homologous end joining, NHEJ). (Chatterjee ja Walker 2017.)
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MMR-mekanismilla korjataan DNA:n kahdentumisen yhteydessd syntyneitd
eméspariutumavirheiti ja yhden tai muutaman eméksen insertioita ja deleetioita. NER-
mekanismilla korjataan yhden juosteen vaurioita, jotka hiiritsevit DNA:n normaalia
kaksoiskierrerakennetta. Vauriot yksittdisissi DNA-juosteen eméksissd, jotka eivit
hdiritse DNA:n kaksoiskierrerakennetta ja yhden DNA-juosteen katkokset korjataan
BER-mekanismilla. Yhden juosteen katkosten korjaamisessa BER-mekanismilla
tarvitaan PARP-entsyymié, joka havaitsee yhden juosteen katkokset DNA:ssa ja aktivoi
muita korjaamisessa tarvittavia entsyymeji. (Giglia-Mari ja muut 2011; Chatterjee ja

Walker 2017.)

DNA:n kaksoisjuostekatkokset ovat DNA-vaurioista vakavimpia ja hankalimpia
korjata, koska vaurion korjaamiseksi ei ole saatavilla vaurioitumatonta juostetta, jonka
perusteella vaurioitunut juoste voitaisiin korjata. DNA:n kaksoisjuostekatkoksia
korjataan homologiseen rekombinaatioon (HR) ja ei-homologisten pdiden
yhdistimiseen (NHEJ) perustuvien korjausmekanismien avulla. HR:44n perustuvassa
korjauksessa tarvitaan homologinen sisarkromatidi, joten se toimii vain solusyklin S- ja
Gaz-vaiheissa, eli DNA:n kahdentumisen jéilkeen. Kaksoisjuostekatkokset voidaan
korjata NHEJ-mekanismilla kaikissa solusyklin vaiheissa, silld siind ei tarvita
sisarkromatidia. Kaksoisjuostekatkosten korjaaminen HR:lla on virheetonta, silld katkos
korjataan kéyttden sisarkromatidia mallina. NHEJ-mekanismissa tapahtuvassa DNA-
pdiden prosessoinnissa voi hivitd tai aiheutua muutoksia nukleotideissd, mikéd johtaa

mekanismin virhealttiuteen. (Giglia-Mari ja muut 2011.)

1.5.3 DNA-vaurioiden korjaus homologisen rekombinaation avulla

Kaksoisjuostekatkosten korjaamisessa HR:n avulla kdytetddn mallina sisarkromatidia,
jonka homologisen DNA-sekvenssin avulla vaurioitunut DNA voidaan korjata
virheettomasti (kuva 4). MRN-kompleksi havaitsee kaksoisjuostekatkoksen DNA:ssa ja
aktivoi ATM-kinaasia. ATM ja sen aktivoima CHK2 edistdvit HR:n avulla tapahtuvaa
DNA:n kaksoisjuostekatkoksien korjaamista fosforyloimalla BRCAT1-proteiinia.
Kaksoisjuostekatkoksen seurauksena syntyneitd DNA-juosteiden pditd muokataan siten,
ettd syntyy yksijuosteiset DNA-pddt. BRCAI1-proteiini osallistuu DNA-juosteiden
pdiden prosessointiin yhdessd muun muassa endonukleaasi CtIP:n kanssa. BRCA2-
proteiinia tarvitaan syntyneiden yksijuosteisten DNA-pdiden pééllystimiseen RADS51-
proteiinilla. Yksijuosteinen RADS51-proteiinilla ja muilla tekijoilla pééllystetty DNA-
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juoste  tunkeutuu sisarkromatidin  kaksoisjuosterakenteeseen, josta  etsitddn
komplementaarinen sekvenssi. Komplementaarisen sekvenssin 16ydyttyd, uutta DNA:ta
syntetisoidaan kdyttden sisarkromatidin juostetta templaattina. Syntetisoitu DNA-juoste
liittyy  takaisin  vaurioituneeseen juosteeseen ja komplementaarinen juoste

syntetisoidaan. (Evers ja muut 2010; Chatterjee ja Walker 2017; Wright ja muut 2018.)

Munasarjasyovan hoidossa kédytetyt platinajohdokset aiheuttavat DNA juosteiden
sisdisid ja valisid ristisidoksia. Ristisidokset ovat erittdin haitallisia soluille, silldi ne
estivat DNA:n transkription, replikaation ja korjauksen. Ristisidosten korjaamisessa
tarvitaan Fanconi Anemia -proteiineja (FA) sekd HR:34. DNA:n replikaatiossa
replikaatiohaarukka ei pysty etenemién ristisidoksen yli. FA-proteiinit tunnistavat
pysdhtyneen  replikaatiohaarukan  ja  katkaisevat =~ DNA-juosteet.  Syntynyt

kaksoisjuostekatkos korjataan HR:n avulla. (Konstantinopoulos ja muut 2015.)
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Kuva 4. DNA-vaurioiden korjaus homologisen rekombinaation avulla. MRN
kompleksi havaitsee kaksoisjuostekatkoksen DNA:ssa ja aktivoi ATM:dd. ATM
puolestaan aktivoi BRCAI:td. BRCAI ja CtIP osallistuvat DNA-juosteiden pdiden
prosessointiin.  Yksijuosteiset ~DNA-pddt  pddllystetddin RADS5I:lld  BRCA2:n
avustuksella. RADS51:lld  pddllystetty DNA-juoste tunkeutuu  sisarkromatidin
kaksoisjuosterakenteeseen. Komplementaarisen sekvenssin 16ydyttyd sisarkromatidista,
uutta DNA:ta syntetisoidaan kdyttden juostetta templaattina. Syntetisoitu DNA-juoste
liitttyy  takaisin  vaurioituneeseen juosteeseen ja komplementaarinen juoste
syntetisoidaan.
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1.6 DNA-vaurioiden korjausmekanismeihin kohdennetut lidikkeet

HGSOC:ssa

TP53-geeni on mutatoitunut HGSOC:ssd ja noin 50 %:ssa tautitapauksista DNA:n
kaksoisjuostekatkosten korjaaminen HR:n avulla on puutteellista mutaatioiden tai
epigeneettisten muutosten takia. Ndiden mutaatioiden ja muutosten takia HGSOC-
solujen DNA-vaurioiden korjaus on vaarantunut. DNA-vaurioiden korjauksen
puutteellisuuden takia, HGSOC:n hoitoon on kehitetty ja kehitetddn ladkkeitd, jotka
edelleen heikentdvat HGSOC-solujen kykya korjata DNA-vaurioita. Kun DNA:n
korjausmekanismit eivét toimi jatkuvasti jakautuvissa sydpésoluissa normaalisti, voi
seurauksena olla mitoottinen katastrofi. Mitoottinen katastrofi tarkoittaa tilannetta, jossa
solusyli etenee mitoosiin ennenaikaisesti tai vddrddn aikaan, mikd johtaa solun
kuolemaan. Jos solu siirtyy mitoosiin vaurioituneella DNA:Ila, DNA-vauriot voivat
saada aikaan mitoottisen katastrofin. DNA-vaurioiden korjausmekanismeihin
kohdennetulla hoidolla ei ole niin suuria vaikutuksia normaaleihin soluihin kuin
HGSOC-soluihin, silld normaaleissa soluissa ei ole mutaatioita, joiden takia DNA-

vaurioiden korjaus olisi alun perin vaarantunut.

1.6.1 Weel-Kkinaasin inhibitio

Weel on tyrosiinikinaasi, joka sddtelee solusyklin Go-tarkastuspistettd ja estda
solusyklin etenemisen mitoosiin, jos DNA-vaurioita on havaittu. Weel-kinaasi
aktivoituu, jos DNA-vaurioita havaitaan Go-tarkastuspisteessd. Aktiivinen Weel
fosforyloi CDKI-sykliini B-kompleksia, joka pysyy inaktiivisena ja solusyklin
eteneminen mitoosiin estyy. Weel:n inhibitio johtaa CDKI1-sykliini B-kompleksin
aktivaatioon ja solusyklin etenemiseen mitoosiin myds vaurioituneella DNA:1la (kuva
5). Vaurioitunut DNA mitoosissa voi johtaa mitoottiseen katastrofiin ja solun

kuolemaan. (Ronco ja muut 2017.)
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Kuva 5. Weel-kinaasin inhiboiminen. A. Weel-kinaasi aktivoituu ATR:n ja CHKI:n
vdlitykselld, kun DNA-vaurio on havaittu. Weel-kinaasi inhiboi solusyklin etenemisessd
tarvittavaa Cdkl:td, jolloin solusykli pysdhtyy ja solu saa aikaa DNA-vaurion
korjaamiseen. B. Jos Weel-kinaasin toiminta estetddn Weel-kinaasin inhibiittorilla
(AZD1775), Weel-kinaasi ei inhiboi Cdkl:td, minkd seurauksena solusykli etenee
mitoosiin. Mitoosissa DNA-vaurio voi johtaa solun kuolemaan.

HGSOC-solut ovat riippuvaisia Gp-tarkastuspisteessd tapahtuvasta solusyklin
pysdyttdmisestd ja DNA-vaurioiden korjaamisesta  vaurioiden aiheuttaman
solukuoleman estdmiseksi, silli Gi-tarkastuspisteessd tarvittava 7P53 on niissd
mutatoitunut. Weel-kinaasin inhiboiminen ja siten G:-tarkastuspisteen syrjiyttdminen
ajaa HGSOC-solut mitoosiin, jossa DNA-vauriot aiheuttavat mitoottisen katastrofin ja
solun kuoleman. Weel:n inhibitio siis herkistdd Go-tarkastuspisteestd riippuvaiset
syopdsolut lddkeaineiden aiheuttamille seké sisdsyntyisille DNA-vaurioille. Solut, joilla
on villityypin 7P53-geeni, voivat pysdyttdd solusyklin ja korjata mahdolliset DNA-
vauriot myds Gi-tarkastuspisteessd. Normaaleissa soluissa on villityypin 7P53-geeni,
joten Go-tarkastuspisteen inhiboimisella ei ole niin suurta vaikutusta normaaleihin

soluihin kuin HGSOC-soluihin. (Matheson ja muut 2016.)

Noin 50%:ssa  HGSOC-tapauksista DNA:n kaksoisjuostekatkosten ja DNA:n
ristisidosten korjaaminen HR:n avulla on puutteellista. Nédmi solut ovat herkempid Go-
tarkastuspisteen inhibiittoreille, kun ne yhdistetiin DNA:ta vaurioittavien
kemoterapeuttisten lddkeaineiden kanssa kuin solut, joissa DNA-vaurioiden korjaus

HR:n avulla toimii. Suurempi herkkyys johtuu Gi-tarkastuspisteen toimimattomuuden
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lisdksi ladkeaineiden aiheuttamien DNA-vaurioiden puutteellisesta korjauksesta. Myos
sisdsyntyiset DNA-vauriot soluissa, joissa HR on puutteellista, saattavat herkistda solut

tarkastuspisteen inhibiittoreille. (Konstantinopoulos ja muut 2015.)

AZD1775 on pienimolekyylinen tyrosiinikinaasi-inhibiittori, joka inhiboi valikoivasti
Weel-kinaasia. AZD1775:td on tutkittu muutamissa kliinisissé tutkimuksissa ja useita
kliinisid tutkimuksia on kdynnissd. AZDI1775:t4 on tutkittu monoterapiana ja
yhdistelmidnd muiden kemoterapeuttisten ldékeaineiden kanssa munasarjasyovissa sekéa
useissa muissa syoOvissd, kuten keuhko- ja rintasyovéssd sekd leukemian hoidossa.
Khanh Do (2015) tutkimusryhmineen tutkivat AZD1775:t4 monoterapiana faasin I
kliinisessd tutkimuksessa potilailla, joilla oli huonosti hoitoon reagoivia kiinteita
kasvaimia. Tutkimuksessa AZD1775:n havaittiin olevan kliinisesti aktiivinen
monoterapiana potilailla, joilla oli BRCA-mutaatio. Munasarjasydpépotilailla tehdyssa
faasin 1II kliinisessd tutkimuksessa, Leijen (2016) tutkimusryhmineen havaitsi
AZDI1775:n  tehostavan  karboplatiinin  tehokkuutta TP53-mutatoituneissa

syopiakasvaimissa.

1.6.2 PARP-estijit

DNA-vaurioiden puutteellinen korjaus HR:n avulla herkistdd solut myos muille DNA-
korjausmekanismien inhibiittoreille. Sydpésolut, joissa DNA:n korjaus HR:n avulla on
puutteellista, ovat riippuvaisia muista DNA-vaurioiden korjausmekanismeista. Soluissa

syntyy DNA-vaurioita jatkuvasti ja jos ne jadvéit korjaamatta, solu kuolee.

PARP:t ovat suuri ryhméd entsyymejd, joilla on moninaisia tehtévid solussa. PARP-
entsyymejd tarvitaan muun muassa DNA:n yhden juosteen katkosten korjaamisessa
BER-mekanismilla. Jos PARP:n toiminta estetiin ja solussa tapahtuu DNA:n
replikaatio, seurauksena  molempiin  juosteisiin  tulee katkos (kuva  6).
Kaksoisjuostekatkokset korjataan HR:n avulla normaaleissa soluissa, mutta HGSOC
soluissa, joissa DNA-vaurioiden korjaus HR:n avulla ei toimi normaalisti,
kaksoisjuostekatkokset voidaan korjata virhealttiillla NHEJ-mekanismilla. Virheet
DNA-vaurioiden korjauksessa johtavat genomin epdstabiiliuteen ja edelleen solun
kuolemaan. PARP-estijét aiheuttavat synteettistd letaaliutta vain soluissa, joissa DNA:n
kaksoisjuostekatkosten korjaus HR:n avulla on puutteellista. Synteettinen letaalius
tarkoittaa 1lmidté, jossa solu sietdd yhden geenin mutaation tai inhibition aiheuttamat
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vaikutukset, mutta samanaikainen toisen geenin tai signalointireitin toiminnan menetys

johtaa solun kuolemaan. (Konstantinopoulos ja muut 2015; Lisio ja muut 2019.)

PARP
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PARP-estsjat l

NN
v i

normaali solu HR-puutteellinen solu
korjaus ei korjausta korjaus
HR:lla HR:lla BER:1a
Y
DNA Korjattu solukuolema DNA Korjattu

Kuva 6. PARP-estijien toimintamekanismi. PARP:a tarvitaan DNA:n yhden juosteen
katkoksen korjaamisessa BER-mekanismilla. Jos PARP:en toiminta solussa estetdcdn,
yhden juosteen katkokset muuttuvat kaksoisjuostekatkoksiksi. Normaalissa solussa
kaksoisjuostekatkokset korjataan HR:lld, mutta HR-puutteellisessa solussa korjausta
HR:lld ei tapahdu ja DNA-vaurio voi johtaa solun kuolemaan. Myds muita

toimintamekanismeja PARP-estdjille on ehdotettu. Muokattu kuvasta Sonnenblick ja
muut 2015.

Yhdysvaltain lddke- ja elintarvikevirasto (FDA) ja Euroopan lddkevirasto (EMA)
hyviksyivit PARP-estdjd olaparibin kdyton munasarjasyovian hoitoon vuonna 2014.
Olaparibin kiyttd on hyvéksytty potilaille, joilla on somaattinen tai ituradan BRCA-
mutaatio ja vidhintddn osittainen vaste platinapohjaiselle kemoterapialle. Olaparibia
kdytetddn pddasiassa uusiutuneen munasarjasyovin ylldpitohoidossa. Sen kayttd ei
paranna syOpad, vaan estdd sen etenemistd. Olaparibin kdytOstd saattaisi olla hyotyd
useammalle potilaalle, silli DNA-vaurioiden korjaus HR:n avulla voi olla puutteellista

myds ilman BRCA-mutaatiota.
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2 TUTKIMUKSEN TAVOITE JA TARKOITUS

Tutkimusprojektin tarkoituksena oli: 1. Verrata Weel-kinaasin inhibiittorin AZD1775:n
vaikutusta elinkelpoisuuteen HGSOC-soluissa, joissa HR on toimivaa tai puutteellista.
2. Tutkia AZDI1775 vaikutusta yhdessd muiden lddkeaineiden kanssa. 3. Selvittdd
aitheuttaako AZD1775 késittely solujen DNA:han katkoksia.

AZD1775 oli tutkimusryhmini aikaisemmissa tutkimuksissa havaittu lupaavaksi
ladkeaineeksi HGSOC:n hoidossa. Tutkimusryhmissa oli tutkittu HGSOC-solulinjojen
herkkyyttd ja resistenssid 306:1le ladkeaineelle DSRT-testilld (engl. drug sensitivity and
resistance testing, DSRT, Yadav ja muut 2014). Tutkituista lddkeaineista AZD1775:n

havaittiin tehokkaimmin estdavin HGSOC-solujen proliferaatiota (artikkeli valmisteilla).

Tutkimukseen valittiin neljd kaupallista HGSOC-solulinjaa, joista kahdessa HR:n
tiedettiin olevan puutteellista ja kahdessa toimivaa (Tumiati ja muut 2018). Kaupalliset
solulinjat oli todettu HGSOC-solulinjoiksi Domcke (2013) ja muiden tutkimuksessa.
Lisdksi tutkimuksessa kaytettiin potilasperdisia HGSOC-solulinjoja, jotka olivat
perdisin  Turun yliopistollisessa  keskussairaalassa hoidettujen, tutkimukseen
suostumuksensa  antaneiden, = munasarjasyOpdpotilaiden  askitesnesteesti  tai
kasvainkudoksesta. Potilasperdisten HGSOC-solulinjojen HR:n tila maéritettiin
immunofluoresenssiin  perustuvalla menetelmélld. Potilasperdiset solulinjat oli

todennettu sydpésoluiksi 7P53-geenistéd 10ytyvin mutaation perusteella.

AZD1775:n vaikutusta HGSOC-soluihin tutkittiin yksin sekd kahden munasarjasyovén
hoidossa tilld hetkelld kadytdssd olevan ladkeaineen, sisplatiinin ja olaparibin, kanssa.
Hypoteesina oli, ettd vaste AZD1775:1le yksin ja yhdistelmissa sisplatiinin ja olaparibin
olisi voimakkaampi HR-puutteellisissa soluissa, kuin soluissa, joissa HR on toimivaa,
silldi DNA-vaurioiden korjaaminen on HR-puutteellisissa soluissa heikentynyt jo ennen
ladkeaineiden vaikutusta. Vastetta lddkeaineille seurattiin médrittdmilld solujen
elinkelpoisuus luminesenssiin perustuvalla menetelmailld, joka ilmaisee metabolisesti
aktiivisten solujen olemassaolon mittaamalla ATP:n madrdd. Eniten solujen
elinkelpoisuutta heikentdvélld ladkeaineella tai lddkeaineyhdistelmilld oli siis paras

vaste.
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3 AINEISTO JA MENETELMAT

3.1 Soluviljely

Tutkimuksessa kaytettiin neljdd kaupallista HGSOC-solulinjaa; OVCARS- (National
Cancer Institute, Bethesda, MD, Yhdysvallat), OVCAR3- (American Type Culture
Collection, Manassas, VA, Yhdysvallat) Kuramochi- (Anna Vidhiraution
tutkimusryhmd, Helsingin yliopisto) ja COV318-solulinjoja (Liisa Kaupin
tutkimusryhmé, Helsingin yliopisto) sekd kolmea potilasperdistd solulinjaa; MO048i,
HO002i ja OCO002. Soluja kasvatettiin solukasvatuspulloissa kasvatusliuoksessa.
Kuramochi-, OVCARS- ja OVCAR3-solulinjoja kasvatettiin adherentteina RPMI-1640-
kasvatusliuoksessa (Lonza, Basel, Sveitsi), johon oli lisdtty 10 % naudan sikion
seerumia (engl. fetal bovine serum, FBS) (Lonza), 2 mM UltraGlutamiini™ I:td (Lonza)
ja 100 pg/ml penisilliinistreptomysiinid (Gibco Life Technologies, Grand Island, NY,
USA). COV318-solulinjan soluja kasvatettiin adherentteina DMEM-kasvatusliuoksessa
(Lonza), johon oli lisitty 10 % FBS, 2 mM UltraGlutamiini™ [:td ja 100 pg/ml

penisilliinistreptomysiinid.

Potilasperdisia MO048i-, H002i- ja OCO002-solulinjoja kasvatettin DMEM/F-12-
sferoidikasvatusliuoksessa (Lonza), johon oli lisdtty B27-supplementtia (Gibco Life
Technologies) valmistajan ohjeiden mukaan, 100 pg/ml penisilliinistreptomysiinid, 20
ng/ml kasvutekijoitd EGF (Gibco Life Technologies) ja bFGF (Gibco Life
Technologies) (Kaipio ja muut 2020). Kyseiset potilasperdiset solulinjat kasvoivat
adherentteina  sferoidikasvatusliuoksessa. Soluja kasvatettiin  inkubaatiokaapissa
+37°C:ssa ja 5 %:n hiilidioksidipitoisuudessa. Solujen jakamista tai 96-kuoppalevyille
pipetointia varten solut irrotettiin kasvatuspullon pohjasta Accutase®:lla (Invitrogen,

Carlsbad, CA, Yhdysvallat).

3.1.1 Solujen mykoplasmatestaus

OVCAR3-, 0OC002-, HO002i- ja MO048i-soluviljelmit testattiin  mykoplasma-
kontaminaation varalta MycoAlert™ PLUS -analyysilli (Lonza). OVCARS-,
Kuramochi- ja COV318-soluviljelmét olivat jo aikaisemmin todettu mykoplasma-
negatiivisiksi. Soluilla véhintddn 24 tuntia ollutta kasvatusliuosta sentrifugoitiin 200 x g
(5810R, Eppendorf, Hampuri, Saksa) viiden minuutin ajan, jonka jélkeen supernatanttia
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kerattiin eppendorf-putkiin. 96-kuoppalevyn kuoppiin pipetoitiin 100 pl ndytetta.
Kuoppiin lisdttiin 100 pl MycoAlert™ PLUS reagenssia (Lonza) ja luminesenssi
mitattiin Wallac Victor? 1420 Multilabel Counter -laitteella (PerkinElmer, Waltham,
MA, Yhdysvallat). Mittauksen jélkeen 100 pul MycoAlert™ PLUS substraattia (Lonza)
lisdttiin jokaiseen kaivoon ja luminesenssi mitattiin uudelleen. Toisen mittauksen arvot
jaettiin ensimmadisen mittauksen arvoilla ja saatu suhdeluku kertoi mahdollisesta
mykoplasmakontaminaatiosta. Jos suhdeluku oli alle 1, soluviljelméssd ei ollut
mykoplasmaa. Soluviljelmd oli mykoplasma-kontaminoitunut, jos suhdeluku ylitti

arvon 1,2. Néytteet, joiden suhdeluku oli 1-1,2 testattiin uudelleen.

3.2 Homologisen rekombinaation toiminnan mééirittiminen

Kaupallisten OVCARS8-, OVCAR3-, Kuramochi- ja COV318-solulinjojen seka
potilasperdisten MO048i-, HO002i-, ja OCO002-solulinjojen HR:n tila maééritettiin
immunofluoresenssiin perustuvalla menetelmélld (Tumiati ja muut 2018). GelTrex™:114
(Gibco Life Technologies) pinnoitettuihin 96-kuoppalevyn kuoppiin pipetoitiin 5000
solua 100 pl:issa  kasvatusliuosta ja solujen annettiin kasvaa 48 tuntia

inkubaatiokaapissa.

Solujen DNA:han aiheutettiin vaurioita séteilyttdmalld kuoppalevyilld olevia soluja 5
Gy:lla. Séteilytyksessd kaytettiin MultiRad 350 -laitetta (Faxitron, Tucson, AZ,
Yhdysvallat). Sateilyttimittomid soluja kaytettiin kontrolleina. Séteilytettyjen solujen
annettiin toipua 8 tuntia inkubaatiokaapissa ennen fixaatiota 2% paraformaldehydilld
PBS++:ssa (engl. phosphate buffered saline, PBS, johon oli lisitty ImM CacCl, and 0,5
mM MgCl). Solut sdilytettiin PBS++:ssa vérjdykseen asti.

Solukalvot saatiin lapdisemédédn vasta-aineita kasittelemalla solut
permeabilisointipuskurilla (0,2% Triton X-100 PBS++:ssa), jotta solujen sisélld
sijaitsevat antigeenit voitiin havaita. Vérjdyspuskuria (PBS++, jossa 0,5% BSA, 0,15%
glysiini and 0,1% triton X-100) kiytettiin vasta-aineiden epéspesifisen sitoutumisen
estdmiseksi. Soluja inkuboitiin yon yli +4°C:ssa primédristen RADS51 ja A2-sykliinin
vasta-aineiden kanssa. Seuraavana pdivéni soluja inkuboitiin tunnin ajan sekundéiéristen
fluoroforileimattujen vasta-aineiden kanssa. Vérjdyspuskuriin laimennettua 10-
prosenttista kanin seerumia kéytettiin vasta-aineen epéspesifisen sitoutumisen

estdmiseksi, ennen inkubaatiota fluoroforileimatulla sytokeratiini 7 vasta-aineella.
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Taulukossa 1 on lueteltu kiytettyjen vasta-aineiden iséntélajit, isotyypit, laimennokset
sekd valmistajat. Solujen tumat vérjittiin DNA:han kiinnittyvélld Hoechst 33342 -

vérilla (Invitrogen).

Taulukko 1. Tutkimuksessa kdiytetyt vasta-aineet.

Priméiriset vasta-
Iséintd [[sotyyppi [Laimennos [Valmistaja

aineet
Santa Cruz Biotechnology
RADS1 Kani [[gG 1:500 (Dallas, TX, Yhdysvallat)
(sc-8349)
IAbcam (Cambridge, Iso-
A2-sykliini Hiiri  [[gGl 1:300
Britannia) (ab16726)
Sytokeratiini 7 — Alexa .
Kani [[gGl 1:300 IAbcam (ab209602)

568

Sekundiairiset vasta-

aineet
- . Molecular Probes (Eugene,
Hiiren IgG — Alexa 488 [Vuohi |IgG 1:1000
OR, Yhdysvallat) (A11029)
Kanin IgG — Alexa 647 [Vuohi [IgG 1:1000 Molecular Probes (A21245)

Solut kuvattiin konfokaalimikroskoopilla (CSU-WI spinning disk, 3i, Denver, CO,
Yhdysvallat) 20-kertaisella suurennoksella. Kuvaamisessa kéytettiin neljdd eri
fluoresenssikanavaa, jotta kaikki virjdykset saatiin ndkyviin. Tumavirid varten
kédytettiin 405 nm kanavaa, A2-sykliinille 488 nm, sytokeratiini 7:lle 561 nm ja
RADS51:1le 640 nm.

Kuvat analysoitiin kiyttdiméalld ImageJ-ohjelmaa (U.S. National Institutes of Health,
Bethesda, MD, Yhdysvallat). Jokaisesta solulinjasta laskettiin vahintdédn sata solua,
jotka olivat vérjaytyneet A2-sykliinilld ja sytokeratiini 7:114 kayttdmailld ImageJ:n cell
counter -liitinnédisohjelmaa. A2-sykliinilld ja sytokeratiini 7:114 vérjdytyneistd soluista
laskettiin  solut, jotka olivat lisdksi virjdytyneet RADSI1:11a. Naéistd saatiin
prosenttiosuus RADS1 positiivisille soluille. (RADS1, A2-sykliini ja sytokeratiini 7
positiiviset solut / A2-sykliini ja sytokeratiini 7 positiiviset solut x 100 %). Jos saatu

prosenttiosuus oli alle 20 %, HR:n avulla tapahtuva DNA-vaurioiden korjaus soluissa
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oli puutteellista. Jos saatu tulos oli yli 35 %, HR oli toimivaa. Vilille 20-35 % jdédneet

tulokset kertoivat, ettd HR oli osittain toimivaa.

3.3 Weel-kinaasin inhibointi AZD1775:1li

Weel-kinaasin inhibiittorin AZD1775 vaikutusta solujen elinkelpoisuuteen tutkittiin
kaupallisilla Kuramochi-, OVCAR3- ja COV318-solulinjoilla, sekd potilasperdisella
HO002i-solulinjalla. AZD1775:n vaikutus potilasperdisten OC002- ja M048i-solulinjojen
ja kaupallisen OVCARS-solulinjan elinkelpoisuuteen oli testattu jo aikaisemmin. 96-
kuoppalevyn kuoppiin pipetoitiin 3000 solua 50 pl:ssa ja solujen annettiin kasvaa 24
tuntia inkubaatiokaapissa ennen ladkekésittelya 1, 10, 100, 1000 ja 10000 nM:1la Weel-
inhibiittorilla (AZD1775). Kontrollisoluille pipetoitiin pelkkdd kasvatusliuosta ilman
ladkeainetta. Inhibiittorin annettiin vaikuttaa 72 tuntia, jonka jdlkeen solujen
elinkelpoisuus madritettiin luminesenssianalyysilld. CellTiter-Glo® (CTG) -reagenssia
(Promega Corporation, Madison, WI, Yhdysvallat) pipetoitiin 80 pl/kaivo ja
luminesenssi mitattiin Wallac Victor? 1420 Multilabel Counter -laitteella. Koe toistettiin

vahintddn kolme kertaa jokaisella solulinjalla.

3.4 Sisplatiinin, olaparibin ja AZD1775:n yhdistelmikokeet

Weel-kinaasin estdja AZD1775:n vaikutuksia solujen elinkelpoisuuteen tutkittiin
yhdessd PARP-estdjd olaparibin ja platinajohdos sisplatiinin kanssa. AZD1775:std
kaytettiin 100 nM ja 500 nM pitoisuuksia. Olaparibista kéytettiin 10 uM pitoisuutta ja
sisplatiinista 5 uM pitoisuutta. Kaikista lddkeaineista tehtiin laimennokset kolmeen eri
kasvatusliuokseen solujen kasvatusliuosten mukaisesti. AZD1775:n vaikutusta soluihin
tutkittiin kolmessa eri yhdistelmaissa: 1. olaparib ja AZD1775, 2. sisplatiini ja AZD1775
sekd 3. Sisplatiini, olaparib ja AZD1775.

Kaupallisia OVCARS-, OVCAR3-, Kuramochi- ja COV318-soluja sekd potilasperiisid
MO048i-, H002i- ja OC002-soluja pipetoitiin 96-kuoppalevyn kuoppiin 3000 solua 50
ul:ssa kasvatusliuosta. Solujen annettiin kasvaa 24 tuntia inkubaatiokaapissa, jonka
jalkeen kasvatusliuos poistettiin kuopista ja tilalle pipetoitiin 100 ul lddkeaineen
laimennosta. Lédkeaineen annettiin vaikuttaa soluilla 24 tuntia, jonka jélkeen
ladkeainetta siséltdva kasvatusliuos pipetoitiin pois kuopista. Solut huuhdeltiin PBS:114,

jonka jdlkeen seuraava lddkeaine pipetoitiin kuoppiin ja annettiin vaikuttaa 24 tuntia.

25



Kontrollisolujen kanssa toimittiin samoin, mutta lddkeainelaimennoksen sijaan
kontrollisoluille pipetoitiin pelkkdd kasvatusliuosta. Solujen elinkelpoisuus maéritettiin

CTG-analyysilld 24 tuntia viimeisen lddkeaineen lisddmisen jilkeen.

Olaparibin, sisplatiinin ja AZD1775:n vaikutusta solujen elinkelpoisuuteen tutkittiin
my0s yksittdisten lddkeaineiden osalta 24 tunnin vaikutusajalla. Lisdksi tutkittiin
sisplatiinin ja olaparibin vaikutusta solujen elinkelpoisuuteen yhdistelmisséd, jossa
sisplatiinin annettiin vaikuttaa soluihin ensin 24 tuntia ja sen jdlkeen olaparibin 24
tuntia. Taulukossa 2 on esitetty kaikki erilaiset lddkeaineyhdistelmét, konsentraatioineen

ja vaikutusaikoineen. Kaikki kokeet toistettiin vahintdan kolme kertaa.

Taulukko 2. Léiikeyhdistelmiit. Taulukossa esitetty kaikki tehdyt lidkeyhdistelmdkokeet
vaikutusaikoineen ja konsentraatioineen.

2 [_sweunsun__)[om >[azoisioommiasom) [z >[ creaays
3 [ omamiow [z »(azoirs ioom taisoom ][z > Creanays ]
4 [ swmmsiw )z S owpebiowm [z »[ cloaams |
5. | Siplatini 5 pM ] | CTG-analyysi ]
6. | Olaparib 10 M ] | CTG-analyysi ]
7. | AZD1775 100 M TAI 500 nM ] | CTG-analyys ]

3.5 Comet assay -analyysi

Comet assay -analyysi tehtiin kaupallisilla Kuramochi-, OVCAR3-, OVCARS- ja
COV318-solulinjoilla. Jokaisesta solulinjasta pipetoitiin kahteen 96-kuoppalevyn
kuoppaan 15000 solua 50 pl:ssa mediumia. Solujen annettiin kasvaa 24 tuntia
inkubaatiokaapissa ennen késittelyd 500 nM:lla Weel-inhibiittori AZDI1775:114.
Kontrollisoluille liséttiin vain mediumia ilman Weel-inhibiittoria. Inhibiittorin annettiin

vaikuttaa soluihin 24 tuntia.

Solut irrotettiin  kuopilta kayttdmalla trypsiinid (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
Yhdysvallat) 50 ul’kuoppa ja kerittiin eppendorf-putkiin 100 pl mediumia. Putket

fuugattiin ja supernatantti kaadettiin pois. Solut resuspensoitiin putkeen jdéineeseen
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pieneen madrddn mediumia. Solususpensioon sekoitettiin 150 pl matalan sulamispisteen
omaavaa agaroosia (1% H20, Lonza). Néyte pipetoitiin agaroosilla pééllystetylle
objektilasille ja peitettiin peitinlasilla. Agaroosin annettiin jdhmettyd 5 minuuttia, jonka
jéalkeen peitinlasi poistettiin. Objektilasit laitettiin vérjdysastiaan lyysispuskuriin (2,5 M
NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI, 1 % Triton X-100, pH 10,5) tunnin ajaksi
+4°C:seen. Lasit asetettiin jdillda olevaan elektroforeesi-laitteeseen pitkittdin. Lasit
peitettiin elektroforeesipuskurilla (0,3 M NaOH, 1 nM EDTA) 20 minuutin ajaksi,
jonka jilkeen elektroforeesi kdynnistettiin (30 V, 300 mA, 25 min). Elektroforeesin
jélkeen lasit huuhdeltiin neutralisointipuskurilla (0,4 M Tris-HCI, pH 7,5) kolme kertaa.

Kaikki edeltivit vaiheet pyrittiin tekeméan niin valolta suojattuna kuin mahdollista.

Néytteet virjittiin kdyttdmélla DNA:han sitoutuvaa propidiumjodidia (Invitrogen)
laimennettuna 1:100 TE-EF -puskuriin (Macherey-Nagel, Diiren, Saksa) ja peitettiin
peitinlasilla. Lasit kuvattiin seuraavana pidivdnd fluoresenssimikroskooppiin (Eclipse
Ni-U, Nikon) yhdistetylla kameralla (DS-Qi2, Nikon). Kuvat analysoitiin kéyttimalla
CometScore 2.0 -ohjelmaa (Hoover). Ohjelma antoi jokaiselle yksittdiselle solulle

prosenttimidrddn komeetan hinnissé ja piédssd olevalle DNA:lle.

3.5.1 Tilastollinen analysointi

Jokaisesta solulinjasta analysoitiin noin 100 yksittdistd AZD1775:114 késiteltyd solua ja
noin 100 kisittelemdtontd solua CometScore 2.0 -ohjelmalla. Komeetan pééssd olevan
DNA:n méadrdd verrattiin kisitteleméttomien ja AZD1775-késiteltyjen solujen vililla.
Saatujen tulosten tilastollinen merkitsevyys analysoitiin Studentin t-testilld. Tulokset
todettiin tilastollisesti merkitseviksi, kun p-arvo oli pienempi kuin 0,05. Tilastollisessa

analysoinnissa kéytettiin Excel-ohjelmaa (Microsoft, Redmond, WA, Yhdysvallat).

27



4 TULOKSET

Tutkimuksessa kaytettyjen solulinjojen kyky korjata DNA-katkoksia HR:n avulla
madritettiin kayttdmélld funktionaalista immunofluoresenssiin perustuvaa menetelmaa.
Weel-kinaasin inhibiittorin AZD1775:n vaikutusta solujen elinkelpoisuuteen tutkittiin
yksin, sekd erilaisissa yhdistelmissd sisplatiinin ja olaparibin kanssa CTG-analyysilla.
Solulinjojen, joissa HR on toimivaa sekd HR-puutteellisten solulinjojen tuloksia
vertailtiin keskenddn. AZD1775:n solujen DNA:han aiheuttamien katkosten méadrda

tutkittiin comet assay -analyysilla.

4.1 Soluviljelmien testaus mykoplasmakontaminaation varalta

Mykoplasmat ovat useille antibiooteille resistenttejd, pienikokoisia ja soluseindttomid
bakteereja. Mykoplasmalla voi olla lukematon méérd vaikutuksia kontaminoituneeseen
soluviljelmdin ja soluilla tehtyjen tutkimusten tuloksiin. Mykoplasma saattaa estda
solujen kasvua ja aiheuttaa soluissa morfologisia muutoksia, DNA:n fragmentoitumista
ja apoptoosia (Nikfarjam ja Farzaneh 2012). Tutkimuksessa kdytetyt soluviljelmét
testattiin mykoplasman varalta, jotta mykoplasman vaikutus tuloksiin voitiin poissulkea.
OVCARS-, Kuramochi- ja COV318-solulinjat oli testattu jo aiemmin ja todettu
mykoplasmanegatiivisiksi. Taulukossa 3 on esitetty MycoAlert™ PLUS -analyysilld
saadut OVCAR3-, OC002-, HO002i- ja MO048i-solulinjojen tulokset. Kaikkien
solulinjojen tulokset olivat < 1, joten kaikkien solulinjojen todettiin olevan

mykoplasmanegatiivisia.

Taulukko 3. Mykoplasmatestauksen tulokset.

Solulinja MycoAlert™ PLUS -tulos
OVCAR3 0,69
0C002 0,93
HO002i 0,78
MO048i 0,96
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4.2 Homologisen rekombinaation toiminnan méaarittiminen

Puutteellisuus DNA-vaurioiden korjaamisessa HR:n avulla voi johtua BRCAI/2-
mutaatioiden liséksi epigeneettisistd muutoksista tai muiden HR:d4n liitettyjen geenien
inaktivaatiosta, joten pelkkd BRCAI/2-mutaatioiden geneettinen testaus ei riitd HR:n
toimivuuden tai puutteellisuuden maarittdmiseksi. Lisdksi BRCA1/2-mutaation
vaikutuksen kumoava mutaatio voi palauttaa BRCAI/2-geenin toimintakykyiseksi.
Naistd syistd HR:n tila testattiin funktionaalisella menetelmadlld, joka perustuu HR:ssd
tirkedssd osassa olevan RADS5I1-proteiinin  paikallistamiseen solun tumaan

immunofluoresenssitekniikalla. (Tumiati ja muut 2018.)

Solujen DNA:han aiheutettiin vaurioita siteilyttimailld niitdi ennen RADS51 vasta-
ainekasittelyd, koska RADS51-proteiini on havaittavissa solujen tumassa vain vasteena
DNA-vauriolle (Tumiati ja muut 2018). Menetelméssd kaytettiin RADS51:n liséksi
vasta-aineita A2-sykliinin ja sytokeratiini 7:n havaitsemiseksi. A2-sykliinin avulla
voitiin tunnistaa proliferoivat solut, jotka olivat solusyklin G- tai S-vaiheessa. G- tai
S-vaiheessa olevien solujen tunnistaminen oli tirkedd, silld DNA-vaurioiden korjaus
HR:n avulla voi tapahtua vain solusyklin S- ja Go-vaiheissa. Epiteliaalisten
munasarjasyopasolujen tiedetdén ekspressoivan sytokeratiini 7:44, joten sitd kdytettiin
epiteliaalisten munasarjasyopédsolujen erottamiseksi strooman soluista (Chu ja muut

2000). Solujen tumat varjéttiin Hoecst 33342 -virilla.

Konfokaalimikroskoopilla otetuista kuvista (kuva 7) laskettiin vdhintddn 300 solua,
jotka olivat A2-sykliini ja sytokeratiini 7 positiivisia. Naistd soluista laskettiin ne solut,
joiden tumassa oli kirkkaita pisteitd eli RADS1-proteiinipesdkkeitd. N&in saatiin
prosenttiluku RADS51 positiivisille soluille, joka on niin kutsuttu HR-tulos. HO02i- ja
MO048i- solulinjoissa HR tulos oli yli 35 %, joten DNA:n korjauksen HR:n avulla
todettiin olevan toimivaa. OC002-solulinjassa HR tulos oli vililld 20-35 %, joten HR:n

todettiin olevan osittain toimivaa.
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Kuva 7. Potilasperiiset solulinjat viirjittyni immunofluoresenssitekniikalla. Kuvan
vasemmassa reunassa ndkyvdt eri solulinjojen solujen tumat Hoechst-tumavirilld
vdrjdttynd. Keskimmdisissd kuvissa on yhdistetty A2-sykliini (vihred) ja sytokeratiini 7
(punainen) virjdykset. Oikean puoleisissa kuvissa ndkyy RADSI-virjdys. RADS5I
positiivisissa soluissa ndkyy kirkkaita pilkkuja tumassa. Kuvat on otettu CSU-WI
spinning disk -konfokaalimikroskoopilla 20-kertaisella suurennoksella.

Myos kaupallisten COV318-, OVCAR3, OVCARS- ja Kuramochi-solulinjojen HR:n
tila testattiin samalla menetelmélld. Tumiati (2018) ja muiden artikkelin perusteella
COV318- ja OVCAR3-solulinjoissa HR oli toimivaa ja OVCARS- ja Kuramochi-
solulinjoissa puutteellista. Saadut tulokset poikkesivat hieman artikkelissa julkaistuista
HR-tuloksista (COV318 65 %, OVCAR3 52 %, OVCARS 3 % ja Kuramochi 12 %),
mutta kaikki solulinja pysyivédt saman HR-kategorian sisélld. Taulukossa 4 on esitetty

kaikkien tutkimuksessa kéytettyjen solulinjojen HR-tulokset.
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Taulukko 4. Solulinjojen HR-testauksen tulokset. Homologisen rekombinaation
toiminta potilasperdisissd ja kaupallisissa solulinjoissa. Suluissa esitetty Tumiati (2018)
ja muiden artikkelissaan julkaisemat HR tulokset kaupallisille solulinjoille.

Solulinja HR-tulos % HR:n tila

H002i 55 % Toimivaa

MO048i 40 % Toimivaa
0C002 28 % Osittain toimivaa
COV318 54 % (65 %) Toimivaa
OVCAR3 54 % (52 %) Toimivaa
OVCARS 7 % (3 %) Puutteellista
Kuramochi 17 % (12 %) Puutteellista

4.3 Laakekisittelyjen vaikutukset solujen elinkelpoisuuteen

Ladkekasittelyjen vaikutusta solujen elonkelpoisuuteen mitattiin  CTG-analyysilla
(Promega). Analyysi perustuu ATP:n mddrdn méérittimiseen soluviljelméassd, mikd
ilmaisee soluviljelmidssd olevien solujen metabolisen aktiivisuuden maéaardan. CTG-
reagenssi siséltdd lusiferiinia, joka tuotti reaktio-olosuhteissa luminesoivan signaalin.
Luminesoivan signaalin médrd korreloi néytteessd olevan solumddrdn kanssa.
Ladkeaineiden ja lddkeaineyhdistelmien vaikutusta solujen elinkelpoisuuteen tutkittiin
kaupallisilla Kuramochi-, OVCARS8-, OVCAR3- ja COV318-solulinjoilla sekd
potilasperdisilli  OC002-, MO048i- ja HO002i-solulinjoilla. Kaésitteleméttomien
kontrollisolujen CTG-analyysistd saatu luminesenssin arvo maédritettiin solujen 100 %
elinkelpoisuudeksi. Ladkeaineilla kasiteltyjen solujen luminesenssiarvoa verrattiin
kontrollisoluthin, mistd saatiin elinkelpoisten solujen prosenttiosuus kunkin

ladkekasittelyn jilkeen.

4.3.1 Yksittiisten lddikeaineiden vaikutus solujen elinkelpoisuuteen

Weel-kinaasin inhibiittorin vaikutusta Kuramochi-, OVCAR3-, COV318- ja H002i-
solujen elinkelpoisuuteen tutkittiin 1, 10, 100, 1000 ja 10000 nM:lla AZD1775:114.
Luminesenssi mitattiin 72 tunnin kuluttua lddkeaineen lisddmisestd. OVCARS-, OC002-
ja M048i-solulinjoilla aiemmin saadut tulokset on yhdistetty nyt testattujen solulinjojen
tulosten kanssa kuvissa 8 ja 9. Tulokset normalisoitiin vertaamalla AZD1775
késiteltyjen solujen luminesoivan signaalin méaérdd kisittelemattomien kontrollisolujen

signaaliin.
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Vasta yli 100 nM:n AZD1775 pitoisuudet heikensivit selkedsti kaupallisten solulinjojen
elinkelpoisuutta (kuva 8). Kisittely 10000 nM:lla AZD1775:114 72 tunnin ajan védhensi
elinkelpoisten solujen miirdn Kuramochi-soluilla 6,1 %:iin, OVCARS8-soluilla 1,5
%:1in, OVCAR3-soluilla 10,4 %:iin ja COV318-soluilla 30,3 %:iin késitteleméattomiin
kontrollisoluihin verrattuna. Kuvaajasta laskettiin suoran yhtilolld kullekin solulinjalle
IC50-arvo olettaen, ettd 100 nM:n ja 1000 nM:n AZD1775-konsentraatioiden valissé
solujen elinkelpoisuus heikkenee lineaarisesti. IC50-arvo kertoo siis AZD1775:n
pitoisuuden, jossa solujen elinkelpoisuus on vihentynyt puoleen késitteleméttomien
solujen elinkelpoisuudesta. AZD1775:n 1C50-arvo Kuramochi-soluilla oli 563 nM,
OVCARS-soluilla 688 nM, OVCAR3-soluilla 402 nM ja COV318-soluilla 712 nM
(taulukko 5). OVCAR3- ja COV318-solulinjoissa HR on toimivaa ja Kuramochi ja
OVCARS-soluilla puutteellista, mutta kokeessa ei havaittu eroa solulinjojen vililld,

joissa HR oli toimivaa tai puutteellista.

120 ¢
100
S 80t '
= Kuramochi
% \ ——(OVCAR3
3 60
g COV318
o
= OVCARS
= 40 r
m
20
\
—
0 1 1 1 1
0 1 10 100 1000 10000

AZD1775 konsentraatio (nM)

Kuva 8. 1, 10, 100, 1000 ja 10000 nM:n AZD1775:n vaikutus kaupallisten solujen
elinkelpoisuuteen 72 tunnin vaikutusajalla. Solujen elinkelpoisuus heikkenee
huomattavasti vasta yli 100 nM:n AZD1775-konsentraatiolla kussakin solulinjassa.

Potilasperdisissd solulinjoissa elinkelpoisten solujen maird putosi késitteleméattomiin
kontrollisoluihin verrattuna OCO002-soluilla 23,4 %:iin, HOO2i-soluilla 18,5 %:iin ja
MO048i-soluilla 61,7 %:iin 72 tunnin késittelyssd 10000 nM AZD1775:114 (kuva 9).

IC50-arvo madritettiin  potilasperdisille solulinjoille samoin kuten kaupallisille
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solulinjoille. AZD1775:n IC50-arvo oli OC002-soluilla 726 nM, H002i-soluilla 580 nM
ja M048i-soluilla 1960 nM (taulukko 5). M048- ja H002i-solulinjoissa HR oli toimivaa
ja OCO002 solulinjassa osittain toimivaa, mutta kokeessa ei havaittu solulinjojen vélisii

eroja toimivan tai osittain toimivan HR:n valilla.
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Kuva 9. 1, 10, 100, 1000 ja 10000 nM:n AZD1775:n vaikutus potilasperdisten solujen
elinkelpoisuuteen 72 tunnin vaikutusajalla.

Taulukko 5. Solulinjojen AZD1775:n IC50-arvot seki HR:n tila.

Solulinja IC50 (nM) HR:n tila

H002i 580 Toimivaa

MO048i 1960 Toimivaa

0C002 726 Osittain toimivaa
COV318 712 Toimivaa
OVCAR3 402 Toimivaa
OVCARS 688 Puutteellista
Kuramochi 563 Puutteellista

AZD1775:n vaikutusta solujen elinkelpoisuuteen tutkittiin  myds 24 tunnin
vaikutusajalla. Samalla vaikutusajalla tutkittiin my0ds sisplatiinin ja olaparibin
vaikutusta solujen elinkelpoisuuteen. Vaikutusaika oli kuitenkin niin lyhyt, ettd selkeitd

ja toistuvia eroja lddkeaineiden vélilld ei havaittu (kuva 10).
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Kuva 10. AZD1775:n, sisplatiinin ja olaparibin vaikutus solujen elinkelpoisuuteen 24
tunnin vaikutusajalla. Kuvassa on esitetty kunkin lddkeainekdsittelyn kolmesta
toistosta saadut keskiarvot ja keskihajonnat.

4.3.2 Kahden lidkeaineen yhdistelmén vaikutus solujen elinkelpoisuuteen

Kahden ladkeaineen yhteisvaikutusta solujen elinkelpoisuuteen tutkittiin sisplatiinin ja
AZD1775:n, olaparibin ja AZD1775:n sekd sisplatiinin ja olaparibin yhdistelmilla.
Ensimmaéinen lddkeaine sai ensin vaikuttaa soluilla 24 tunnin ajan, jonka jilkeen se
pestiin pois ja toisen lddkeaineen annettiin vaikuttaa soluilla seuraavat 24 tuntia ennen
luminesenssimittausta. Fang (2019) ja muut havaitsivat tutkimuksessaan, ettd
olaparibin ja AZD1775 perdkkdinen annostelu on normaaleille soluille vihemméin
toksista kuin yhtdaikainen annostelu, ja perdkkdin annosteltuna lddkeyhdistelma
sdilyttdd kuitenkin tehokkuutensa syOpdsoluja vastaan. Tutkimuksen perusteella

pdadyimme myds annostelemaan lddkeaineet soluille perdkkain.

Koska 72 tunnin AZD1775-kisittelyjen tuloksista voitiin havaita, ettd solulinjojen IC-
50 arvo AZD1775:1le oli ldhempéna 500 nM:n kuin 100 nM:n AZD1775:ttd, kuvassa 11
on esitetty vain 500 nM:lla AZD1775:114 saadut tulokset. Lidkeaineyhdistelmaét tehtiin
my6s 100 nM:lla AZD1775:114 ajatellen, ettd jo pienemmadlld pitoisuudella olisi
vaikutusta lddkeaineyhdistelméssi. Sisplatiinia kdytettiin 5 uM:n ja olaparibia 10 pM:n

konsentraatiossa. Kyseiset konsentraatiot valittiin, silli ne oli optimoitu
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tutkimusryhméni yhteistydlaboratoriossa Helsingin yliopistossa. Tulokset normalisoitiin

vertaamalla niitd kisittelemattomiin kontrollisoluihin.

Kahden lddkeaineen yhdistelmistd sisplatiinin ja AZD1775:n yhdistelmad véhensi
elinkelpoisten solujen midrdad eniten solulinjasta riippumatta (kuva 11). Olaparibin ja
AZD1775:n yhdistelmé heikensi solujen elinkelpoisuutta enemméin kuin sisplatiinin ja
olaparibin yhdistelmd kaikissa muissa solulinjoissa paitsi COV318- ja HO002i-

solulinjoissa.

OVCAR3-, COV318-, M048i- ja HO002i-solulinjoissa HR oli toimivaa, OCO002-
solulinjassa osittain toimivaa sekd Kuramochi- ja OVCARS8-solulinjoissa puutteellista,
mutta solulinjojen vililld ei havaittu HR:n tilaan yhdistettdvid eroja vasteessa kahden

ladkeaineen yhdistelmille.
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Kuva 11. Kahden liikeaineen yhdistelmiin vaikutus solujen elinkelpoisuuteen.
Sisplatiinin ja AZDI1775:n yhdistelmd vihentdid elinkelpoisten solujen mddrdd
enemmdn kuin olaparibin ja AZDI1775:n tai sisplatiinin ja olaparibin yhdistelmd
solulinjasta riippumatta. Vihredssd laatikossa solulinjat, joissa HR on toimivaa.
Keltaisessa laatikossa solulinja, jossa HR on osittain toimivaa. Punaisessa laatikossa
solulinjat, joissa HR on puutteellista. Kuvassa on esitetty kunkin kdsittelyn kolmesta
toistosta saadut keskiarvot ja keskihajonnat. Kdiytetyt lddkeainekonsentraatiot:
sisplatiini 5 uM, AZD1775 500 nM ja olaparib 10 uM.
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4.3.3 Sisplatiinin, olaparibin ja AZD1775:n yhdistelmin vaikutus solujen
elinkelpoisuuteen

Sisplatiinin, olaparibin ja AZD1775:n yhdistelmén vaikutusta solujen elinkelpoisuuteen
tutkittiin 24 tunnin vaikutusajalla. Sisplatiinia kdytettiin 5 pM:n ja olaparibia 10 pM:n
konsentraatiossa. AZD1775:std kéytettiin 100 nM:n ja 500 nM:n konsentraatioita.
Siplatiinin annettiin vaikuttaa soluilla 24 tuntia, jonka jilkeen se pestiin pois ja
olaparibin annettiin vaikuttaa soluilla seuraavat 24 tuntia. Olaparibin poispesun jdlkeen
soluille liséttiin AZD1775:ttd joko 100 nM tai 500 nM konsentraatiossa. Ladkeaineiden
jarjestys valittiin silld perusteella, ettd sisplatiinin ajateltiin aiheuttavan ensin solujen
DNA:han vaurioita. Seuraavaksi olaparibin ajateltiin estivin DNA-vaurioiden
korjaamista ja lopuksi AZDI1775 estiisi solusyklin pysdhtymisen ennen mitoosia,

jolloin DNA-vauriot mitoosissa aiheuttaisivat mitoottisen katastrofin ja solun kuoleman.

Kolmen liddkeaineen yhdistelmi, jossa AZD1775:n konsentraatio on 500 nM véhensi
elinkelpoisten solujen méiédrdd enemmén kuin yhdistelmé, jossa AZD1775:n
konsentraatio on 100 nM (kuva 12). HR:n tilan ei havaittu vaikuttavan

ladkeyhdistelmin tehokkuuteen.
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Kuva 11. Kolmen liiikeaineen yhteisvaikutus solujen elinkelpoisuuteen. Sisplatiinin
(5 uM), olaparibin (10 uM) ja 500 nM:n AZDI775:n yhdistelmd vihentdd
elinkelpoisten solujen mddrdd enemmdn kuin yhdistelmd, jossa AZD1775:std kdytettiin
100 nM:n konsentraatiota. Vihredssd laatikossa solulinjat, joissa HR on toimivaa.
Keltaisessa laatikossa solulinja, jossa HR on osittain toimivaa. Punaisessa laatikossa
solulinjat, joissa HR on puutteellista. Kuvassa on esitetty kunkin kdsittelyn kolmesta
toistosta saadut keskiarvot ja keskihajonnat.
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4.4 AZD1775:n aiheuttamat DNA-katkokset soluissa

Comet assay -analyysi on geelielektroforeesiin perustuva menetelmé, jonka avulla
voidaan mitata DNA-vaurioita yksittdisten solujen DNA:ssa. Jos solun negatiivisesti
varautuneessa DNA:ssa oli katkoksia, DNA:n superkierrerakenne 16ystyi ja katkenneet
padt siirtyivat kohti anodia elektroforeesin aikana. DNA vérjéttiin fluoresoivalla
propidiumjodidilla, jolloin fluoresenssimikroskoopilla voitiin ndhdd komeettamaisia
rakenteita. “Komeetat” muodostuivat yksittdisten solujen DNA:sta. "Komeetan pdi”
sisdlsi vaurioitumatonta DNA:ta ja “komeetan hintd” sisdlsi vaurioitunutta DNA:ta,

joka oli elektroforeesin aikana kulkeutunut komeetan paistd kohti anodia.

Comet assay -analyysi tehtiin emiksisissd olosuhteissa, joissa DNA denaturoituu
yksijuosteiseksi ja havaitaan DNA:n kaksoisjuostekatkosten lisiksi DNA:n yhden
juosteen katkokset. Ndytelaseja pyrittiin pitdmééin valolta suojattuna valon aiheuttamien
DNA-vaurioiden estdmiseksi. Lasit kuvattiin fluoresenssimikroskooppiin yhdistetylla
kameralla ja kuvat analysoitiin CometScore 2.0 -ohjelmalla (Hoover). Kuvista
analysoitiin jokaisen yksittdisen solun DNA:n prosentuaalinen osuus komeetan padssi
ja komeetan hianndssd (kuva 13). Mitd suurempi osuus DNA:ta on komeetan hannassi,

sitd enemman DNA:ssa on vaurioita.

A

50 um

Kuva 13. Esimerkkeji comet assay -kuvista, joissa solujen DNA on vidrjitty
propidiumjodidilla. Kuvassa A kolmen yksittdisen solun DNA:t muodostavat
komeettamaisia rakenteita, koska solujen DNA:ssa on ollut katkoksia. Kuvassa B
neljdn yksittdistd solua, joiden DNA:ssa ei ole vaurioita ja komeettaa ei synny.

Comet assay -analyysi tehtiin kaupallisilla COV318-, OVCAR3-, Kuramochi ja
OVCARS-solulinjoilla. AZD1775:114 kasiteltyjen solujen DNA-vaurioiden madrda

verrattiin kisittelemattomiin kontrollisoluihin. DNA:n méiird komeetan paddssd vdheni
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24 tunnin ajan AZDI1775:114 Kkisitellyilli Kuramochi-soluilla keskimddrin 8,9
prosenttiyksikkod verrattuna kasitteleméttomiin kontrollisoluihin (kuva 14). Muutos
todettiin tilastollisesti merkitsevdksi t-testilld (p < 0,0001). Samassa késittelyssi
OVCARS8-soluilla DNA:n madrd komeetan padssd vidheni keskiméédrin 10,6
prosenttiyksikkod (p < 0,0001) verrattuna kontrollisoluihin. OVCAR3-soluilla DNA:n
madrd komeetan padssa viheni 4,4 prosenttiyksikkod (p < 0,0001) 24 tunnin kisittelyssa
AZD1775:114. COV318-soluilla DNA:n méérd komeetan padssi kasvoi 1,6 % samassa
kasittelyssd, mutta tulos ei ollut tilastollisesti merkitsevd (p-arvo 0,396). HR-
puutteellisissa Kuramochi- ja OVCARS8-solulinjoissa DNA:n madrd komeetan hiannéssa

kasvoi késittelyssd enemmain kuin solulinjoissa, joissa HR oli toimivaa.

Comet assay -analyysissd havaittiln my0s, ettd késittelemattomissi COV318-
kontrollisoluissa komeetan péédssd olevan DNA:n méédrd oli matalampi kuin muiden
solulinjojen kisitteleméattomissd kontrollisoluissa (kuva 14). Kdésittelemattomissa
COV318-kontrollisoluissa DNA:n méérd komeetan paédssa oli keskimiirin vain 83 %,
kun késittelemattomissi OVCAR3-kontrollisoluissa DNA:ta oli komeetan péddssi
keskimédrin 88,6 %, Kuramochi-kontrollisoluissa 88,3 % ja OVCARS-kontrollisoluissa
89,6 %.
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Kuva 14. DNA:n prosentuaalinen mdiri komeetan hdinndissi. DNA:n mddrd
komeetan pddssd vihenee OVCAR3-, Kuramochi- ja OVCARS-solulinjoissa 24 tunnin
AZD1775-kdsittelyn jilkeen verrattuna kdsittelemdttomiin kontrollisoluihin. COV31S§-
solulinjassa DNA:n mddrd komeetan pddssd kasvaa kdsittelyssd, mutta muutos ei ollut
tilastollisesti merkitsevd. Vihredssd laatikossa solulinjat, joissa HR on toimivaa ja
punaisessa laatikossa solulinjat, joissa HR on puutteellista. Kuvassa on esitetty kunkin
solulinjan noin sadan kdsittelemdttomdn ja AZD1775-kidsiteltyjen solujen keskiarvot ja
keskivirheet sekd tulosten p-arvot.
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5 TULOSTEN TARKASTELU

Resistenssin kehittyminen platinapohjaiselle kemoterapialle on ongelma HGSOC:n
hoidossa, johon haetaan ratkaisua useiden lddkeaineiden yhdistelmistd. Yksi
ladkeainekandidaatti HGSOC:n hoitoon on weel-kinaasin inhibiittori AZD1775, joka
on osoittautunut potentiaaliseksi lddkeaineeksi syovan hoitoon muutamissa kliinisissa
kokeissa, joissa sitd on tutkittu sekd monoterapiana, ettd yhdistelméssd karboplatiinin
kanssa (Khanh Do ja muut 2015; Leijen ja muut 2016). Tietoa AZD1775:n toiminnasta
on kuitenkin vasta vihidn. Tamén tutkimuksen tarkoituksena oli selvittid HR:n tilan
mahdollisia vaikutuksia vasteeseen AZD1775:1le kaupallisissa ja potilasperdisissd

HGSOC-solulinjoissa.

5.1 Homologisen rekombinaation puutteellisuus ei niyta herkistivin

soluja AZD1775:1le

Funktionaalisella HR testauksella OVCARS- ja Kuramochi-solulinjat todettiin HR-
puutteellisiksi ja COV318- ja OVCAR3-solulinjoissa HR:n todettiin olevan toimivaa.
Domcke (2013) ja muiden julkaisemassa artikkelissa Kuramochi-solulinjassa kerrotaan
olevan BRCA2-mutaatio, mutta OVCARS-solulinjasta BRCA-mutaatiota ei 16ydy.
OVCARS-soluissa HR on siis puutteellista johtuen epigeneettisistd muutoksista tai

muiden HR:44n liitettyjen geenien inaktivaatiosta.

Hypoteesina oli, ettd AZD1775-késittelyssd HR-puutteellisten solujen elinkelpoisuus
heikentyisi enemmén kuin solujen, joissa HR on toimivaa, silli DNA-vaurioiden
korjaaminen on HR-puutteellisissa soluissa heikentynyt jo entuudestaan. Kaupallisista
solulinjoista HR-puutteellisilla OVCARS- ja Kuramochi-solulinjoilla sekd COV318-
solulinjlla, jossa HR oli toimivaa saadut tulokset olivat odotetun kaltaiset, mutta
OVCAR3-solulinja poikkesi odotetusta. OVCAR3-solulinjassa HR on toimivaa, mutta
solut kayttidytyivit kokeissa kuin HR-puutteellisten solulinjojen solut. Kisittely 10000
nM:lla AZD1775:114 72 tunnin ajan véhensi elinkelpoisten solujen méédrdn Kuramochi-
soluilla 6 %:iin, OVCARS-soluilla 1,5 %:iin, OVCAR3-soluilla 10,4 %:iin ja COV318-
soluilla 30,3 %:iin késitteleméttomiin kontrollisoluihin verrattuna. Kuramochi- ja
OVCARS-solulinjoissa, joissa HR on puutteellista, elinkelpoisten solujen miird on

selkedsti matalampi kuin COV318-solulinjassa, jossa HR on toimivaa. OVCAR3-
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solulinjassa, jossa HR on toimivaa, solujen elinkelpoisuus heikentyy kuitenkin ldhes
samalle tasolle kuin HR-puutteellisten solulinjojen. DNA-vaurioita korjataan kuitenkin
useilla muillakin mekanismeilla, joiden toiminnan puutteellisuus mutaatioiden tai
epigeneettisen hiljentdmisen seurauksena voi vaikuttaa OVCAR3-solujen heikkoon

AZD1775:n kestokykyyn.

Useita potilasperdisid solulinjoja  herdtettiin  kasvuun tutkimusta varten ja
funktionaalinen = HR-testaus tehtiin  yli  kymmenelle parhaiten kasvavalle
potilasperdiselle solulinjalle. Yksikddn testatuista potilasperdisistd solulinjoista ei ollut
HR-puutteellinen, mika herdtti kysymyksen siitd, ettd vaikuttaako HR-puutteellisuus
heikentdvésti  solujen  kasvuun  soluviljelmissd.  Lédkeainetesteihin  valittiin
potilasperdisistd solulinjoista H002i- ja M048i-solulinjat, joissa HR:n todettiin olevan
toimivaa sekd OCO002-solulinja, jossa HR:n todettiin olevan osittain toimivaa.
Kasvainten, joissa HR on osittain toimivaa on havaittu kayttdytyvan kliinisesti kuten

HR-puutteelliset kasvaimet (Tumiati ja muut 2018).

Myoskddn potilasperdisten solulinjojen tuloksissa ei havaita, ettd HR:n puutteellisuus
vaikuttaisi AZD1775:n solujen elinkelpoisuutta heikentdvddn vaikutukseen 72 tunnin
kasittelyssd. OC002-solujen, joissa HR on osittain toimivaa, elinkelpoisuus heikentyi
23,4 %:iin 72 tunnin késittelyssd 10000 nM AZD1775:114 verrattuna késittelemattomiin
kontrollisoluithin. H002i- ja MO048i-soluissa HR oli toimivaa, mutta elinkelpoisten
HO002i-solujen méaéara tippuu 18,5 %:1in 72 tunnin késittelyssd 10000 nM AZD1775:114,
kun taas elinkelpoisten M048i-solujen mééra vaheni vain 61,7 %:iin kisittelemattomien
kontrollisolujen méiérastda. HO002i-solut jakautuivat huomattavasti hitaammin kuin

muiden solulinjojen solut, milld voi olla vaikutusta tuloksiin.

Kahden ja kolmen lddkeaineen yhdistelmissd ei myoOskddn havaittu solulinjan HR:n
tilaan yhdistettdvid eroja elinkelpoisten solujen maérissd lddkeainekésittelyjen jilkeen
kaupallisilla tai potilasperdisilld solulinjoilla. Koska vasteessa ei havaittu eroja, saattaa
olla, ettd AZDI1775 herkistdd myds solut, joissa HR on toimivaa sisplatiinille.
AZDI1775:n onkin havaittu haimasyopéasoluilla tehdyssd tutkimuksessa, herkistdvian
solut, joissa oli villin tyypin BRCA2-geeni, haimasydvdn hoidossa kéytetylle

solunsalpaajalle, gemsitabiinille (Kausar ja muut 2015).
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5.2 Vaste sisplatiinin ja AZD1775:n yhdistelmélle on voimakkain

kahden ladkeaineen yhdistelmisti

Kahden lddkeaineen yhdistelmistd sisplatiinin ja AZD1775:n yhdistelmd véhentdd
elinkelpoisten solujen midrdd enemmain kuin sisplatiinin ja olaparibin tai olaparibin ja
AZD1775:n yhdistelma solulinjasta riippumatta. HGSOC:t ovat TP53-mutatoituneita ja
hiirimallilla tehdyssd tutkimuksessa, AZD1775:n onkin havaittu herkistdvin 7P53-
mutatoituneet pidn ja kaulan alueen sydpisolut sisplatiinille (Osman ja muut 2015).
Liséksi tutkimuksessa havaittiin  AZD1775:n lisddvén sisplatiinin tehoa in vivo
kasvaimissa, joissa oli 7P53 mutaatio. Ndiden tulosten perusteella AZD1775 on erittdin

potentiaalinen lddkeaine HGSOC:n hoitoon yhdistelméssi sisplatiinin kanssa.

Vaste olaparibin ja AZD1775:n yhdistelmille on voimakkaampi kuin sisplatiinin ja
olaparibin yhdistelmélle kaikissa muissa solulinjoissa paitsi COV318- ja HO002i-
solulinjoissa. Tuloksen perusteella tilld hetkelld HGSOC:n hoidossa kéytdssd olevien
sisplatiinin ja olaparibin yhdistelmé ei ole paras vaihtoehto HGSOC:n hoitoon. Meng
(2018) tutkimusryhmineen ovat osoittaneet tutkimuksessaan AZDI1775:n lisddavén
herkkyyttd olaparibille soluissa, joissa on 7P53-mutaatio, mikd kertoo yhdistelmén

potentiaalista myos HGSOC:n hoitoon.

5.3 AZD1775:114 on solujen elinkelpoisuutta heikentiavi vaikutus
myos yhdistelméssi sisplatiinin ja olaparibin kanssa

Sisplatiinin, olaparibin ja AZD1775:n yhdistelmé, jossa AZD1775:std kéytettiin 500
nM:n konsentraatiota on tehokkaampi kuin sama yhdistelmé, jossa AZD1775:std
kdytettiin 100 nM:n konsentraatiota. Tulos kertoo, etti AZDI1775:11a on solujen
elinkelpoisuutta heikentivd vaikutus myds yhdistelméssd sisplatiinin ja olaparibin
kanssa, koska solujen elinkelpoisuus oli heikompi yhdistelméssé, jossa AZD1775:sta

kaytettiin korkeampaa konsentraatiota.

HGSOC:t ovat usein herkkié platinapohjaiselle kemoterapialle, mutta resistenssin synty
on yleistd. SyOpésolupopulaatiot ovat geneettisesti monimuotoisia, joten osa
syopdsoluista voi olla tietylle lddkeaineelle resistenttejd tai kehittdd sille resistenssin.

Resistentit solut selvidvit ja jakautuvat hoidosta huolimatta, mikd johtaa sydvin
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uusiutumiseen. Kahden tai useamman lddkeaineen yhdistelmét voivat olla keino valttaa
resistenssin  syntyminen ja saavuttaa voimakkaampi vaste. Lédkeaineyhdistelmien
avulla ladkeaineiden toksisuutta on mahdollista vidhentdd, kun yksittdisesti
ladkeaineesta voidaan kdyttdd matalampaa pitoisuutta ladkeyhdistelméssd. AZD1775
lisid HGSOC:n hoidossa jo kidytdssd olevien sisplatiinin ja olaparibin solujen
elinkelpoisuutta heikentdvdd vaikutusta, mikd kertoo AZDI1775:n potentiaalista

HGSOC:n hoidossa.

Aikaisempaa tutkimustietoa sisplatiinin, olaparibin ja AZD1775:n yhteisvaikutuksista ei
ole. Olisi mielenkiintoista tutkia, kuinka lddkeaineet ja niiden yhdistelmét vaikuttavat
normaaleihin soluihin, jotta lddkeaineiden sivuvaikutusten voimakkuudesta saataisiin
tietoa. Olisi kiinnostavaa my0s ndhdd onko lddkeaineiden annostelujirjestyksen

muuttamisella vaikutusta vasteeseen.

5.4 AZD1775 aiheuttaa DNA-katkoksia erityisesti soluissa, joissa HR

on puutteellista

Comet assay -analyysissd 24 tunnin AZD1775-késittelyn havaittiin lisddvin komeetan
hinndssd olevan DNA:n miidrdd Kuramochi-, OVCARS- ja OVCAR3-solulinjoissa.
Vastaavaa vaikutusta COV318-soluihin ei havaittu. Mitd suurempi méadrd solun
DNA:sta on komeetan hdnnéssé, sitd enemmaén solun DNA:ssa on katkoksia. AZD1775
aiheuttaa siis Kuramochi-, OVCARS- ja OVCAR3-solujen DNA:han katkoksia, mutta
el COV318-solujen DNA:han. DNA:n madrd komeetan hinnédssd kasvaa Kuramochi-
soluilla 8,9 prosenttiyksikkdd, OVCARS-soluilla 10,6 prosenttiyksikkod ja OVCAR3-
soluilla 4,4 prosenttiyksikkdd. Kuramochi- ja OVCARS-solut, joissa DNA-katkosten
madrdd lisddntyy eniten, ovat HR-puutteellisia. HR on toimivaa OVCAR3-soluissa,
joissa DNA-katkosten méédrdd lisddntyy hieman. HR on toimivaa myos COV318-
soluissa, joissa AZD1775 ei lisdd DNA-katkosten madrdd. Kaisittely AZD1775:114 24

tunnin ajan aiheuttaa siis erityisesti HR-puutteellisten solujen DNA:han katkoksia.

Kasitteleméttomissd COV318-kontrollisoluissa DNA:n méédrd komeetan pddssd on
matalampi kuin muiden solulinjojen késittelemattomissd kontrollisoluissa. Valolle
altistuminen comet assay -analyysin aikana voi aiheuttaa vaurioita DNA:han, mutta

soluja pyrittiin suojaamaan valolta mahdollisimman hyvin ja kaikkien solulinjojen
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soluja kasiteltiin samalla tavoin. Tuloksen perusteella COV318-soluissa on enemmaéin
endogeenisia DNA-katkoksia jo ennen késittelyd AZDI1775:1la kuin muissa

solulinjoissa.

Comet assay -analyysisté tehtiin vain yksi toisto kaupallisilla solulinjoilla ja ainoastaan
AZDI1775:114 kasitellyilld soluilla. Olisi kiinnostavaa tutkia toistuuko saatu tulos ja
saadaanko potilasperdisilld soluilla samanlainen tulos. Lisdksi olisi kiinnostavaa tutkia
kuinka paljon olaparib ja sisplatiini seké erilaiset lddkeyhdistelmét saavat aikaan DNA -

vaurioita soluissa.
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6 YHTEENVETO

Tutkimuksen tavoitteena oli verrata Weel -kinaasin inhibiittorin AZD1775:n vaikutusta
elinkelpoisuuteen HGSOC-soluissa, joissa HR on toimivaa tai puutteellista, tutkia
AZD1775 vaikutusta yhdessd muiden lddkeaineiden kanssa ja selvittdd aiheuttaako
AZDI1775 Kkasittely solujen DNA:han katkoksia. HR-puutteellisuuden ei havaittu
vaikuttavan AZDI1775:n  solujen elinkelpoisuutta heikentdvddn vaikutukseen.
AZDI1775:n vaikutusta solujen elinkelpoisuuteen tutkittiin kuitenkin vain pienelld
madrdlld solulinjoja, joten selkedd johtopddtostd ei voida tehdd. AZD1775:n havaittiin

kuitenkin aiheuttavan erityisesti HR-puutteellisten solujen DNA:han katkoksia.

Kahden ldadkeaineen yhdistelmistd sisplatiinin ja AZD1775:n yhdistelmadn havaittiin
heikentdvin solujen elinkelpoisuutta enemmén kuin sisplatiinin ja olaparibin tai
olaparibin ja AZDI1775:n yhdistelmén solulinjasta riippumatta. Kolmen ldékeaineen
yhdistelmdssd AZD1775:n havaittiin lisddvdn sisplatiinin ja olaparibin solujen
elinkelpoisuutta heikentdvdd vaikutusta. Nididen tulosten perusteella AZD1775 on

potentiaalinen lddkeaine HGSOC:n hoitoon sisplatiinin ja olaparibin kanssa.

Kliinistd tutkimustietoa AZD1775:n vaikutuksista ja sivuvaikutuksista on vield hyvin
vahian. AZD1775:ttd ei myoskddn ole aikaisemmin tutkittu yhdistelméssé sisplatiinin ja
olaparibin kanssa. Lisdd sekd kliinistd ettd perustason tutkimusta AZD1775:n
vaikutuksista ja yhteisvaikutuksista sisplatiinin ja olaparibin kanssa tarvitaan ennen
kuin lddkeainetta voidaan kiyttdd syovian hoidossa. AZD1775 saattaa olla potentiaalinen

ladkeaine myos muiden 7P53-mutatoituneiden sydpien hoidossa HGSOC:n lisdksi.
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