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Paian ja kaulan alueen levyepiteelin syopida kutsutaan karsinoomiksi. Kasvaimet
luokitellaan vaikeahoitoisiksi ja niihin liittyy korkea potilaskuolleisuus. Yleisimmat
paan ja kaulan alueen levyepiteelikarsinooman hoitomenetelmat ovat sade- ja
leikkaushoito, joihin liitetddn yhdistelmana kemoterapiaa.

Kasvaimen morfologia, sen puutteellinen tai rakenteellisesti poikkeava verisuonitus voi
aiheuttaa syopékudoksessa hapenpuutteesta karsivia hypoksisia alueita. Erityisesti
syovassa hapenpuute toimii syOpésolupopulaatiossa valintatekijgdnd. Muuttuneet
olosuhteet suosivat solupopulaatioita, jotka pystyvat sopeuttamaan genotyyppinsa
mukauttamana fenotyyppinséd vah&happiseen ympdristoon. Taman katsotaan olevan
potilaan hoitoennusteen kannalta huono prognostinen merkki.

Hapenpuute indusoi soluissa voimakkaan HIF-1- eli hypoksian indusoiman
transkriptiofaktori-1 stabilisaation ja ekspression kasvun. Proteiinin on havaittu oleva
erds merkittavin solun sisdisten vasteiden saatelija hypoksiassa. HIF-1 koostuu kahdesta
alayksikostd, jonka a-alayksikon stabiliteetti on hapen osapaineen saatelemd. Mikali
happea on riittdvé pitoisuus soluissa, HIF-1a hajoaa soluissa. Hypoksiassa a-domeeni
sitoutuu B-alayksikkdon muodostaen stabiilin toiminnallisen geenien ilmentymiseen
vaikuttavan transkriptiofaktorin.

Pro gradu- tutkielmassa tarkasteltiin aluksi neljan paan ja kaulan alueen sydpapotilaiden
kasvaimista eristettyjen UT-SCC-solulinjojen (UT-SCC-8, -25, -34 ja -74A)
morfologiaa ja kasvua. Solujen jakautumisnopeutta uudella alustalla tutkittiin PE(%)-
eli plating efficiency-menetelmalla. Soluja siirrostettiin uudelle kasvualustalle, josta
niiden maara laskettiin vuorokauden kuluttua. UT-SCC-74A-linja sieti parhaiten uuden
kasvuympdriston asettaman rasitteen. Sadeherkkyys madritettiin tutkimalla UT-SCC-
74A-linjan solujen asteittaista vastetta erisuuruisiin sadeannoksiin (Gy). Tulosten
perusteella laskettiin linjan siséistd sadeherkkyyttd kuvaava AUC-arvo. Tyon toisessa
osassa tarkasteltiin HIF-1a:n ekspression riippuvuutta hapen lasn&olosta soluissa
molekyylibiologisin menetelmin.

UT-SCC-74A-solulinja  osoittautui ~ séddeherkkyysmaarityksessa ~ AUC-arvonsa
perusteella suhteellisen séderesistentiksi. Liséksi kyseisen linjan soluista vaimennettiin
HIF-1la-geeni, jonka ekspression hédvidminen todennettiin hypoksia-altistuskokeiden
jalkeen. Proteiinin  puuttuminen vah&happisista olosuhteista huolimatta osoitti
geeninhiljennyksen onnistuneen koejarjestelyissé.

AVAINSANAT: pdan ja kaulan alueen syopa, UT-SCC-solut, hypoksia,
geeniekspressio, HIF-1a, saderesistenssi.
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1 JOHDANTO

1.1 Pa&an ja kaulan alueen sy6pa

Paian ja kaulan alueen sybvat ovat maailman kuudenneksi yleisin syépamuoto.
Euroopassa tama sairaus todetaan vuosittain yli 100 000 ihmisella ja sithen menehtyy
yli 60 000 eurooppalaista (Vermorken & Specenier 2010). Tauti on haastava tunnistaa
ja usein sen esiasteet jadvat huomaamatta, miké vastaavasti huonontaa potilaan tilaa ja
hankaloittaa sairauden hoitoa sen mydhemmassa vaiheessa. Suomen Syo6péjarjeston
yllapitama rekisteri kirjaa vuosittain maassamme ilmenevat uudet tautitapaukset kaikista
eri syOpatyypeistd sukupuolten valising tilastoina. Viimeisimmat péan ja kaulan alueen
syopien yhteenvetotilastot on listattu taulukkoon 1a ja b.

Taulukko 1. Paan ja kaulan alueen eri syopatyyppien esiintyminen Suomessa
naisvaestossd (a) ja miesvéestosséa (b). Taulukkoon on koottu seuraavat tiedot: taudin
suhteellinen osuus kaikista syopatapauksista, taudin ilmenemisen muutos viimeisen
kymmenen vuoden aikana, tautiin kuolleiden mé&érat, tautikuolemien osuus kaikista
syOpatapauksista sekd tautikuolleisuuden muutos viimeisen kymmenen vuoden aikana
(http://www.cancer.fi/syoparekisteri/).

(a)
Naiset Uusien Osuus Vuotuinen Sydpékuolemien Osuus kaikista Vuotuinen
syopien kaikista ~ keskimaardinen = mé&&ra vuodessa  syopakuolemista keskimaarainen
maara syOvistd  ilmaantuvuuden (2007-2011) (%) kuolleisuuden
vuodessa (%) muutos viimeisen muutos viimeisen
(2007-2011) 10 vuoden aikana 10 vuoden aikana
(%) (%0)
Kieli 64 0,5 2,2 19 04 51
Kurkunpéa 14 01 03 5 01 24
Nielu 30 0,2 58 13 0,2 33
Suu ja nielu 206 1,6 1,2 66 12 18
Suuontelo 59 0,4 0,0 23 0,4 25
(b)
Miehet Uusien Osuus Vuotuinen Sybpékuolemien Osuus kaikista Vuotuinen
syOpien kaikista ~ keskimaardinen méaré vuodessa  sydpakuolemista keskiméaréinen
maara syOvistd  ilmaantuvuuden (2007-2011) (%) kuolleisuuden
vuodessa (%) muutos viimeisen muutos viimeisen
(2007-2011) 10 vuoden aikana 10 vuoden aikana
(%) (%)
Kieli 74 0,5 3,5 27 0,5 13
Kurkunpaé 105 0,7 -1,5 36 0,6 -1,4
Nielu 99 0,7 5,0 46 0,8 38
Suu ja nielu 331 2,3 11 111 1,9 15
Suuontelo 74 05 30 24 0,4 0,3



http://www.cancer.fi/syoparekisteri/

1.1.1 Pé&én ja kaulan alueen levyepiteelikarsinooma

Paan ja kaulan alueen syoviksi luokitellaan kasvaimet, jotka sijaitsevat suun, nielun,
nendn tai kurkun alueella. Tarkemmin maariteltyna suun syoviksi lukeutuvat huulten,
ikenien, huulten ja poskien valialueen, kielen ja sitd ympardivan kudoksen seka
suuonteloa ympardivien luurakenteiden sydvat. Nielu (pharynx) jaetaan anatomisesti
kolmeen osaan: nendnieluun (nasopharynx), suunieluun (oropharynx) sek& alanieluun
(laryngopharynx) (kuva 1), joista kaikki muut osat nen&nielua lukuun ottamatta
koostuvat levyepiteelista ja ndissd kaikissa rakenteissa voi esiintyd syovéksi
diagnosoitavia solumuutoksia. Kurkunpadn (larynx) alueella sydpaa esiintyy
aanihuulissa sekd kurkunkannenrustosta ja sitd peittavastd limakalvosta muodostuvassa
kurkunkannessa (epiglottis). Liséksi suun alueen sylkirauhasissa esiintyvét syovét
lukeutuvat péén ja kaulan alueen sydpakasvaimiksi. Luokittelusta jatetdaan ulkopuolelle
ihon, aivojen, silman ja Kkilpirauhasen kasvaimet sek& histopatologisesti eroavat
syopatyypit, kuten sarkoomat ja lymfoomat. N&ma syopatyypit kasitellddn omina
tapauksinaan, silla ndiden solubiologisten ominaisuudet poikkeavat yleisesti verrattuna
edelld mainittuihin paan ja kaulan alueen sydpatapauksiin (Vokes ym. 1993, Forastiere
ym. 2001, Hunter ym. 2005). Kuvassa 1 on lapileikkaus paan ja kaulan anatomisesta

rakenteesta, jossa osoitetaan ne kohdat, joissa paén ja kaulan alueen syopia esiintyy.

Neniin sivuontelot

(Paranasal cavities)

Neniontelo

(Nasal cavity) NIELU

(Pharynx)

—_—

SUUONTELO Nendinielu
(Oral cavity) (Nasopharynx)
Ikenet Suunielu
(Gingiva) (Oropharynx)
Kieli Alanielu
(Tongue) v (Hypopharynx)
__Sylkirauhase't -
(Salivary glands) KURKUNPAA
ki VAN (Larynx)
Henkitorvi = NN N Ruokatorvi

(Trachea)

Kuva 1. P4an ja kaulan alueen anatomiset rakenteet. Levyepiteelisyopaa esiintyy
suuontelossa, nielussa ja kurkunpaassa. (mukaillen VVokes 1993)



Paan ja kaulan alueen anatomisia rakenteita verhoavat levyepiteelisolut. Solut ovat
lieriomaisia ja ne kiinnittyvat tiiviiden liitosten avulla tyvikalvoon, josta ne kasvavat
kuutiomaisen-lieriomdaisend, pintaa kohden ohenevana monisoluisena kerroksena (kuva
2). Pinnan kudoksen solujen rinnakkainen asettuminen, kerrostuminen seka
kiinnittyminen tyvikalvoon takaa sen, ettd ne ovat tiiviissd yhteydessé toisiinsa ja
samalla alttiina naapurisolujen ulkopuolelle vélittyvélle signaloinnille. Yksittdisen solun
toiminnan hairiintyminen joko ulkoisten tai siséisten tekijoiden takia voi aiheuttaa
muutoksia solussa ilmentyvien proteiinien pitoisuuksissa. Vahdiset poikkeamat eivét
valttamatta hairitse solun normaalia toimintaa mikali vaurioita korjaavat mekanismit
ovat kunnossa (esim. solusyklin kulkua ohjaavat geenit ovat toimintakykyisia ilman
mutaatioita) ja ettd olosuhteet solun elinymparistossd mahdollistavat ndiden
mekanismien  aktivoitumisen.  Varsinaiseksi levyepiteelikarsinoomaksi  eli
pahanlaatuiseksi syovaksi muuttuminen edellyttdd soluissa useiden eri vaurioiden
yhteisvaikutusta. Talléin levyepiteelin solujen tumiin kertyy useita geenimutaatioita,
joiden vaikutukset valittyvét naapurisoluihin. Sen my6ta solujen normaali jakautuminen
riistdytyy hallitsemattomaksi. Geneettinen valintaetu suosii tdssa tilanteessa niité
solupopulaatioita, joilla on perimdssddn mutaatiot, jotka auttavat soluja selvidmaén
kasvaimen muuttuvassa ymparistossd sekd irtautumaan alkuperdisesta sijainnistaan,
tunkeutumaan tyvikalvon lavitse seka vélttdmaan apoptoosin (Weinberg & Hanahan
2000). Kuvassa 2. on esitetty vaiheittain, kuinka levyepiteelisolujen normaalikasvu
muuttuu pahanlaatuiseksi ja miten se voidaan havaita sekd silmédmé&éraisestd ettd

solutasolla.



Eimalignia  Terve limakalvo Dysplasia Karsinooma in situ Dysplasia Karsinooma Dysplasia Karsinooma  Dysplasia
liikakasvua

Normaali limakalvo Liikakasvu Dysplasia Karsinoomain situ Karsinooma

Kuva 2. Epiteelin muutos sydvan kehityksessa. Solujen muutos erilaistuneista,
hyvénlaatuiseksi kasvaimeksi (dysplasia ja Karsinoma in situ), erilaistumattomiksi
soluiksi ja lopulta pahanlaatuiseksi kasvaimeksi (karsinooma) pédan ja kaulan alueen
limakalvolla (mukaillen Pai & Westra 2009).

Molekyylibiologisten tutkimusmenetelmien kehityksen myo6téa sydpatautien kartoitus on
lisadntynyt sekd tarkentunut. Ensimmaiset kattavimmat tutkimukset paan ja kaulan
alueen syopien syntymekanismeista ja taudin etenemistd on julkaistu 1980-luvulla.
Kiinnostuksen kohteena ovat olleet taudin solubiologinen tausta, kehityskaari
hyvanlaatuisesta kasvainvaiheesta itse sydvaksi sekéd eri hoitomuotojen soveltaminen
tautiin ja potilaiden selviamiseen syovastd. Huomiota ja huolta on heréttanyt se, etta
suurin osa paan ja kaulan alueen syopéda sairastavista menehtyy tautiin (Patel SH &
Shah JP 2005, Vatanasapt ym. 1995). Suuren kuolleisuuden vuoksi maailman
terveydenhuollon viranomaiset toteuttivat Thaimaassa vuosina 1988-1992 kattavan
aluekohtaisen selvityksen eri p&an ja kaulan alueen syOpéatyypeistd (Vatanasapt ym.
1995). Kyseinen tutkimus oli alansa pioneeri ja se tarjosi runsaasti pohjatietoa péan ja
kaulan alueen sydpien muodostumiseen johtavista riskitekijoistd. Nykyaan on
Kiinnitetty entistd enemmé&n huomiota eri syopakasvainten monipuolisiin geneettisiin
ekspressiokuvioihin, joista voi tulevaisuudessa olla apua oikeantyyppisten

hoitomuotojen maéarityksissa syopaa sairastaville potilaille (Chung ym. 2004).



Paan ja kaulan alueen sydville altistaviksi tekijoiksi on listattu lukuisia elintapoihin ja -
tasoon liittyvia seikkoja. Eri maanosien véestossa néissé esiintyy poikkeamia johtuen
maiden valisistd varallisuus-, kulttuuri-, ilmastollisista sekd ymparistollisista
eroavaisuuksista. Ravinnon on osoitettu olevan selvasti erds syévan syntyyn vaikuttava
tekija. Esimerkiksi kasvisten ja hedelmien sisaltdmien antioksidanttien sydpaa
ennaltaehkéisevastd vaikutuksesta on ndyttda useissa vuosikymmenten takaisissa
tutkimuksissa aina tdhén pdivadn saakka. Silti suurin elintasoon ja kulttuuriin
rinnastettava riskitekija paan ja kaulan alueen sydvissa on tupakointi ja sen
yhteisvaikutus liiallisen alkoholin kulutuksen kanssa. Tupakka siséltdd runsaasti
karsinogeeneiksi lukeutuvia aineita, kuten erilaisia bentseenijohdannaisia ja
nitrosoamiineja. Ndiden on osoitettu aiheuttavan vaurioita solun perimaainekseen, mika
pahimmassa tapauksessa voi johtaa syopaan (Hunter ym. 2005, Leemans ym. 2011,
Brennan 1995). Edella mainituista riskitekijoistd oman osa-alueensa muodostavat
virusperéiset geenimutaatiot. Tautiseulonnoissa on havaittu, ettd esimerkiksi yli 50 %
suunielussa, nielurisoissa sek& kielen alaosassa diagnosoiduissa kasvaimissa ilmenee
onkogeenista DNA:ta, joka on perdisin ihmisen papilloomaviruksesta (HPV). Toinen
soluja infektoiva ja paéan ja kaulan alueen syopiin liitetty virus on Eipstein-Barr virus
(EBV), joka on yleisempi Pohjois-Afrikassa ja Aasiassa esiintyvissé tautimuodoissa.
HPV-positiivisessa syovassa solut ilmentévat virusperdisid onkoproteiineja eli syopéa,
sen etenemistd ja levidmistd edistavia proteiineja ja eroavat ndin HPV-negatiivisista
tapauksista. Liséksi on havaittu, ettd yleisimmat kromosomipoikkeamat, jotka liitetdén
sybvan muodostumiseen, puuttuvat virusperdisista paan ja kaulan alueen kasvaimista.
Talla on merkitystd yksilon syopéhoitoja suunniteltaessa, silla HPV-positiivisilla
potilailla hoitovaste on parempi kuin HPV-negatiivisilla potilailla (Forastiere ym. 2001,
Vokes ym. 1993).

Paan ja kaulan alueen sydvdn muodostuminen edellyttdd lukuisten eri
geenimutaatioiden kertymista soluihin. Mutaatiot takaavat solujen kuolemattomuuden,
rajattoman ja hallitsemattoman kasvun, tunkeutumisen tyvikalvon lapi ymparGiviin
kudoksiin seka levidamisen muualle kehoon verenkierron ja lymfaattisen jarjestelman
valitykselld. Karsinogeeniset tekijat, sateily, vapaat radikaalit sekd hairiét solun
sisdisessa sadtelyjarjestelméssa voivat vaikuttaa tuman kromosomeihin poistamalla
niistd tiettyja alueita, vaihtamalla joidenkin osien paikkaa kromosomissa tai sitten
monistamalla niissé joitain tiettyj& kohtia. Erityisen haitallisia ovat ne mutaatiot, jotka

vaikuttavat solusyklin kulkuun etenkin sellaisessa poikkeustapauksessa, joka vaatisi



solunsiséisten mekanismien puuttumista prosessiin sita korjaavalla tavalla. Suurimmat
syopéan liitettdvat mutaatiot ovat padn ja kaulan alueen sydvisséd tuumorin kasvua
heikentavien eli supressorigeenien vauriot. Solusyklissd siirtyméa vaiheesta G;
vaiheeseen S ohjaa muun muassa CDKNZ2A- ja Rb-geenituotteet. Naiden geenien
molemmissa alleeleissa ilmenevat mutaatiot aiheuttavat joko Kkyseisten geenien
kokonaisvaltaisen vaimenemisen tai sitten heikentyneesti toiminnallisen proteiinin
muodostumisen solussa. Esimerkiksi p16™<** on erds CDKN2A-geenin transkription
tuote, jonka tehtéva solussa on rajoittaa sykliiniriippuvaisen kinaasin (CDK) toimintaa.
Paan ja kaulan alueen syOpékasvaimista otetuissa histopatologisissa naytteissa on
havaittu tdman proteiinin toiminnallisesti heikentynyttd muotoa. Onkogeeniksi
lukeutuvan P53-geenin mutaatio aiheuttaa geenin ilmentdmaan proteiinia, jonka
normaali toimintakyky eli solusyklin pysayttaminen tai solun ohjaaminen apoptoosiin
on kadonnut. Taman seurauksena solut vélttavat solukuoleman ja jatkavat jakautumista
ilman sisdisen sdatelyjarjestelman puuttumista prosessiin (Forastiere ym. 2001, VVokes
ym. 1993). Kasvutekijoiden reseptoreissa (EGFR ja TGFp) ja niiden signalointireiteissa
on havaittu myds muutoksia, joiden osan on todettu liittyvan sydvan etenemiseen.
Epidermaalisen kasvutekijan reseptori-geenissa (EGFR) voi esimerkiksi ilmetd joko
toimimattomuuteen tai yliaktiivisuuteen johtavia geenimutaatioita (esimerkiksi
monistumia) Jalkimmaéisen seurauksena solussa muodostuu joko eri ligandeille
yliherkkid reseptoreita tai sitten itse nédiden yksikdiden tuotanto solussa lisaantyy.
Reseptorien valityksellda solu saa ympdristostaan viesteja kasvaa ja jakautua
nopeammin, jonka on todettu olevan erés syovalle tyypillinen piirre. Muut mutaatiot,
joiden on havaittu edistdvan pahanlaatuisten solujen lisd&ntymistd, edistavét solujen
sisdisten signalointireittien jatkuvaa toimivuutta. Tdma vastaavasti edesauttaa niita
valttamaan ohjelmoidun solukuoleman eli apoptoosin, irtautumaan muiden solujen
vaikutuspiiristd, tunkeutumaan uusiin kudoksiin sekd selviytymé&an mahdollisista
muuttuvista olosuhteista kudoksissa (Leemans ym. 2003). Muuttuvat biologis-
kemialliset olosuhteet luovat soluille uudenlaisen valintapaineen, mika vuorostaan
aiheuttaa niissé sellaisten geenien paallekytkeytymisen, joka muodostaa kullekin
kasvaimelle tyypillisen ekspressioilmiasun. T&mén perusteella voidaan analysoida

tarkemmin kasvaimen tyyppié ja arvioida sille parhainta hoitomuotoa.



1.1.2 Kasvaimen diagnosointi ja luokittelu

Paan ja kaulan alueen sydvéat muodostavat heterogeenisen kasvainpopulaation, mika
johtuu tdmén anatomisen alueen erilaisista kudos ja solutyypeista. Levyepiteeli, joka
verhoaa paan ja kaulan alueen sisdonteloiden pintoja, muodostaa yhden diagnostisen
syopatyypin (levyepiteelikarsinooma), mutta syopéda voi esiintyd myos sylkirauhasten
alueella (rauhastyypin syopd), ruston ja kallon luiden alueella (sarkooma),
imukudosjarjestelmisséd (lymfooma) sekd hermokudoksessa (kuva 1). Eri kudosten
muodostama rakenteellinen kokonaisuus aiheuttaa kasvainten havainnoinnissa seké
diagnostiikassa omat haasteensa. Sydpaan liittyvat oheisoireet ovat lisaksi melko arkisia
vaivoja, joiden perusteella moni sairastunut ei edes osaa epaillda karsinooman
mahdollisuutta. Potilaiden on kerrottu hakeutuneen hoitoon joko hammas- tai sitten
yleislaakérin vastaanotolle suussa, kielessd, ikenissa tai Kkitalaessa esiintyneiden
kipeiden haavaumien vuoksi, jotka eivat parane itsestdan. Kipua on esiintynyt myds
nenédn sivuonteloissa, kurkussa nielemisen yhteydessd sekéd poskien alueella. Sydpaan
liittyy my0s nielemis- ja puhevaikeudet sekd krooniset tulehdukset. Haavaumat sek&
silmamaéaraisesti nédkyvét solumuutokset, kuten leukoplakiat ja haavaumat, ovat selvia

viitteitd mahdollisesta kasvaimesta (Vokes ym. 1993).

Diagnoosin  ensimmadisessa  vaiheessa on  ehdottoman  tdrkedd  suorittaa
kokonaisvaltainen tutkimus potilaalla p&n ja kaulan alueen rakenteissa.
Hoitohenkilokunta arvioi sekd silmaméaérdisesti ettd kasin tutkien ja tunnustellen
mahdollisia sy6van riskialueita. Kurkun ja kaulan alueella sek& nen&onteloissa
tarkastelu tehdaan tahystykselld. Kudoksista otetaan neulalla pienet nédytteet (biopsiat),
joista analysoidaan solujen erilaistumisaste. Tdman perusteella voidaan jo sanoa
epéilladnkd syopéda vai ei. Karsinooman muodostuessa levyepiteelin solut menettavat
vahitellen niille tyypilliset piirteensd, joka on seurausta niiden sisdisessd geenien
ilmenemisjarjestelméssd. Jos havaitaan, ettd solut ovat muuttuneet erilaistuneista
pahanlaatuisiksi eli omaksuneet kudosten ldpi tunkeutuvan ja erilaistumattoman
ilmiasun, joilla on muusta kudoksesta poikkeava sisdinen solusignalointi ja proteiinien
ekspressiokuvio, kasvaimen soluista on mahdollista méaarittdd nykyisten solu- ja
molekyylibiologisten  tutkimusmenetelmien perusteella tarkemmin, millaisesta
kasvaintyypista on kysymys. Levyepiteelikarsinooman geeniekspressiota on tutkittu ja
tdman perusteella kasvaimia on yritetty ryhmitelld erilaisten ekspressioilmisasujensa

perusteella. Menettelystd ennustetaan mahdollista keinoa madritelld entistd
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tehokkaampia ja yksilollisempid hoitoja sydpapotilaille. Perinteisesti biopsioista on
madritetty P53-, EGFR- sekd muita proto-onkogeeni, onkogeeni ja tuumorin
supressiogeenimutaatioita, mutta varsinaisessa ryhmittelyssdé p&&huomio on
yhtendisemmassa geenien ilmentymislinjauksessa (Pai & Westra 2009). Erés jaottelu
sisaltdd neljd erilaista kasvaimia yhdistdvaa piirrettd, joita useat solubiologian
tutkimusryhmét ovat viime aikoina tarkastelleet ja todenneet néiden paikkaansa
pitavyyden  p&n ja  kaulan  alueen levyepiteelisyovissa.  I-kategorian
levyepiteelikarsinoomat ilmentdvéat runsaasti epiteelin kasvutekijareseptoria (EGFR),
minkd vuoksi taman kasvaintyypin potilailla on tutkimusten mukaan huonoin
mahdollisuus selvitd taudista. Il-kategorian solut ovat menettaneet miltei kokonaan
erilaistuneet piirteensd ja muuttuneet mesenkymaalisten solujen kaltaisiksi. 11-
kategorian potilaiden solut ilmentdvat solun sisdisten Kkeratiinien mutaatioita.
Tutkimusten mukaan sellaisilla potilailla, joilla on Ill-kategoriaan lukeutuvia
kasvainsoluja, on paras selvidamismahdollisuus syovéstd. V-kategorian soluilla ei ole
todettu yhtendistd ja selvaperdistd ekspressiokuviota, mutta yhdistavénd tekijana
mainittakoon, etta kyseisen kategorian potilaat olivat kaikki tupakoitsijoita. Geneettisen
ilmiasun selvittdmisen liséksi kasvaimen histopatologiasta on syytd varmistaa, onko
tauti mahdollisesti lahtoisin virusinfektiosta. On osoitettu, ettd yleisesti HPV-
positiivisilla kasvaimilla on paremmat hoidon tulosennusteet verrattaessa naitd HPV-

negatiivisiin sydpatapauksiin (Chung ym. 2004, Hunter ym. 2005).

Kasvaimen fyysisen koon sekd levittaytymisasteen tutkiminen on syovén
diagnostiikassa seka hoitojen suunnitteluvaiheessa tarkedd tehdd huolellisesti.
Kasvaimen lahi-imusolmukkeet tutkitaan ottamalla niistd biopsiat sekd lymfanéaytteet.
Magneettikuvausta (MRI) seka tietokonetomografian (CT) avulla voidaan tutkia
kasvainten kokoa sekd sen levinneisyyttd l&hikudoksiin. Kuvantamismenetelmien
diagnostisuutta on paranneltu viime vuosikymmenten aikana ja nyKyisin ne tarjoavat
tietoa jopa syovan fysiologisesta tilasta ja parhaimmillaan voivat antaa viitteitd sen
solujen ekspressioprofiilista. Erés tutkituimmista kuvantamis- ja analyysimenetelmista
on ollut positroniemissiotomografia (PET-kuvantaminen), jossa hyddynnetdin
radioaktiivisesti leimattuja merkkiaineita. Potilaaseen annosteltuna ndmé merkkiaineet
hakeutuvat erityisominaisuuksiensa vuoksi kasvainsoluihin tai niiden l&hiymparistoon.
Esimerkiksi kasvainten aineenvaihdunnallista aktiivisuutta maaritetaan [*°F]JFDG (2-
deoksi-2-[**F]fluoro-D-glukoosi, fluori-18-isotooppileima)-PET:n avulla. Eras PET:in

sovellustarkoitus on padn ja kaulan alueen sydvan hoidossa ja sen suunnittelussa
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kasvaimen happipitoisuuden tutkiminen. Erityisesti kasvaimessa esiintyvien hapen
puutteesta kérsivien alueiden kartoitusta varten on kehitetty lukuisia radioaktiivisesti
leimattuja  merkkiainemolekyyleja. Eras tallainen yhdiste on [®F]JFMISO
([*®F]fluoromisonidatsoli, fluori-18-isotooppileima), jonka on osoitettu hakeutuvan
potilaassa kasvaimen hypoksisiin eli hapen puutteesta karsiville alueille (Minn ym.
2008, Sun ym. 2011).

Syovén diagnosoinnissa ja hoitoa suunniteltaessa maaritelld&n sen histologinen
levidminen eli missé levyepiteelin osassa pahanlaatuiset solumuutokset havaitaan,
kuinka laajalle alueelle ne ovat jo levittdytyneet ja onko niisséa havaittavissa enéda
alkuperdiselle kudokselle tyypillisida piirteitd. Kasvaimen solujen erilaistumistilan
arvioinnin pisteytyksessa kaytetdan gradus-asteikkoa: G1-G4. G1:n solutyyppi on viela
erilaistunut ja kasvain muistuttaa toiminnallisesti vield normaalia kudosta. G2 — luokan
solut ovat jo menettaneet osan erilaistuneille soluille tyypillisista ominaisuuksistaan
liittyen niiden proteiinien ilmentymistasoon, mutta ulkonadllisesti ndistd muodostuva
tuumori muistuttaa viel& normaalikudosta. G3 — luokan kasvainsolut tayttavét jo selvasti
ulkoiselta ilmiasultaan erilaistumattoman kudoksen kriteerit. G4 — luokan tuumorisolut
eivdt muistuta endd lainkaan erilaistunutta kudosta. Yleisesti voidaan todeta, ettd

pienempi G:n arvo on potilaan hoitoennusteen kannalta aina parempi uutinen.

Yleisin anatominen syovén pisteytysmenetelma eli TNM-pisteytys, on ollut kaytdssa jo
yli viisikymmentd vuotta sydvan hoidossa. Kansainvélinen syopayhdistys (IUCC)
lanseerasi tidmédn Pierre Denoix’n alkuperdisestd ideasta ldhtdisin olevan syOvan
leviamistd ja rakenteellisuutta kuvaavan systemaattisen jarjestelman kéyttéon vuonna
1968 ja sitd on kehitetty ja paivitetty ajan tasalle uuden tutkimustiedon ja
hoitomenetelmien  kehittymisen  my6td.  Koska  luokittelu  on  kaytdssa
maailmanlaajuisesti, sen etu on siing, ettd kunkin la&kérin diagnoosi potilaan tilasta on
vertailukelpoinen kesken&én ja jokaiselle 23 syopatyypille on julkaistu oma TNM-

taulukko. Paan ja kaulan alueen sydpien TNM-pisteytys on listattu taulukossa 2.

TNM-luokituksessa ensimmainen Kirjain T viittaa primaarituumorin kokoon tai yleisesti
sen havaittavuuteen kehossa ja se arvioidaan numeerisesti asteikolla 1-4. Asteikolla 1
primadrituumorin koko on alle 2 cm, kun taas asteikolla 2 se sijoittuu valille 2-4 cm.
Asteikolla 4 tuumorin kokoluokka on jo yli 4 cm:& Na&iden numeroiden liséksi T-
luokituksessa kaytetddn myos O-asteikkoa, mik&d kuvaa sitd, ettei varsinaista

priméarituumoria ole havaittu potilaassa. Jos taas syfvan on havaittu rajoittuneen



epiteelissa tai rauhaskudoksessa tyvikalvon ylépuolelle, T-luokituksessa tdmé merkitéén
kirjainyhdistelmalla Tis, mik& on suora viittaus tarkoittaen karsinooma in situ:a.
Toisaalta on myds mahdollista, ettei varsinaista primadrituumoria voida luokitella
lainkaan, jolloin T-luokituksella tdmé ilmaistaan Kirjaimin TX. Kategoria T4 on jaettu

vield alaluokkiin ”a” ja ”’b”, joista a” viittaa siihen, ettd potilaan kasvain voidaan hoitaa

leikkaamalla, kun taas vastaavasti ’b”’-luokan tapauksissa tdma ei ole enda mahdollista.

Syovén levittdytymistaipumusta laheisiin imusolmukkeisiin kuvaa TNM-luokituksessa
kirjain N ja tdm@ voidaan jaotella aggressiivisuutensa perusteella pdén ja kaulan alueen
syovissa viela tyyppeihin 0-3. Niisséd tapauksissa, joissa levinneisyytta ei voida
maarittdd, merkitddn systeemissé kirjaimin NX. NO-arvio ilmaisee, etta tuumori ei ole
siirtynyt vield potilaan imusolmukkeisiin, kun taas N1-luokassa esiintyy jo havaintoja
pienisté yksittaisista pesékkeistd tuumoria Idhinné olevasta imusolmukkeesta (koko <3
cm). Luokituksen siirtyessd N2- (koko >3 cm, mutta <6 cm) ja N3-tapauksiin (koko >
6cm), imusolmukkeissa olevien pesakkeiden halkaisija suurenee samalla kun, niiden
lukumaara lisdantyy. Myos N-luokituksessa on kéaytdssé vield numeroiden lisaksi
pienemmat kirjaimet ”a”, ”b” ja “c” jotka havainnollistavat pesakkeiden lukuméaaraa

99,20

imusolmuketta kohden sekd levittdytymistd; “a” tarkoittaa, ettd kyseessd on vield
yksittédiset pesdkkeet, kun taas ’b” kohdalla puhutaan jo lukuisista tapauksista. “c”-
ryhman imusolmukepesékkeet ovat vastaavasti suurikokoisia, niitd on runsaasti ja etti

ne ovat levittdytyneet myds muihinkin l&helld oleviin imujérjestelman tiehyisiin.

Viimeinen kirjain M luokitteluasteikon yhdistelmassa symboloi kasvaimen metastaasien
lukuméardd. Tama vastaavasti jaotellaan yhtélailla numeerisesti, mutta jako on
huomattavasti karkeampi verrattuna edelld esitettyihin jarjestelman kategorioihin. Jos
kasvaimen etépesakkeitd ei voida madarittad, niin tatda merkitdén Kirjainyhdistelméalla
MX. MO ilmaisee, ettei potilaalla ole etdpesékkeitd, kun taas M1 vastaa positiivista
implikaatiota ndiden havainnoista. M1-diagnoosi on potilaan hoitoennusteen kannalta
huono uutinen, silla etdpesékkeiden lukumé&&ran on todettu korreloivan ké&anteisesti
hoidon onnistumisen suhteen (Patel & Shah 2005).
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Taulukko 2. Eras paan ja kaulan alueen syopien TNM-luokitteluasteikko
(suusyovan mukainen luokittelu), silld jokaiselle pa&in ja kaulan alueen
levyepiteelikarsinoomalle on méaritelty erikseen oma TNM-luokittelusysteemi (Patel &
Shah 2005 mukaan).

SYMBOLI TULKINTA

TX Prima&rituumoria ei voida méaaritta

TO Priméadrituumoria ei havaita

Tis Karsinooma in situ

T1 Primédéarituumorin koko <2 cm

T2 Priméd&rituumorin koko valilld 2 cm — 4 cm

T3 Priméérituumorin koko >4 cm

T4 Tuumorisolut tunkeutuneet l&heisiin kudoksiin (luu-, hermo-, imu- ja rauhaskudos)
a Tuumori hoidettavissa kirurgisesti
b Tuumoria ei voida hoitaa kirurgisesti

NX Lokaaleja imusolmukkeita ei voida méaarittad

NO Ei etdpesédkkeitd primaarituumorin laheisessa imusolmukkeessa

N1 Yksittdinen etdpesike saman puoleisessa imusolmukkeessa, joka <3 cm

N2
a Yksittainen etdpesédke saman puoleisessa imusolmukkeessa, koko valilld 3 cm — 6 cm
b Useita etapesékkeitd saman puoleisessa imusolmukkeessa, koko < 6 cm
c Useita etdpesikkeitd molemmin puolisissa tai vastakkaisissa imusolmukkeissa, koko <

6cm

N3 Etdpesidke imusolmukkeessa, joka > 6¢cm

MX Etépesakkeité ei voida maéarittaa

MO Etépesakkeité ei havaita

M1 Etapesakkeita

1.1.3 Hoitomenetelmat

Paan ja kaulan alueen levyepiteelikarsinoomien hoidon suunnittelu ja toteutus vaatii
ladketieteenhenkilokunnan moniammatillista osaamista. Hoitoon osallistuu yleensé paan
ja kaulan alueelle erikoistuneita kirurgeja, onkologian eli syopélaaketieteen laakéreita,
radiologeja eli ladketieteen ammattilaisia, jotka tutkivat ja soveltavat sateilya
sairauksien todentamisessa sek& mahdollisissa hoitotoimenpiteissa. Lisdksi usein

tarvitaan yhteistyota plastiikkakirurgien sekd hammasléékéreiden kanssa.
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Paan ja kaulan alueen syopédkasvaimien hoitoon sovelletaan kolmea menetelméé
riippuen taudin levinneisyydestd ja erilaistumisasteesta: leikkaus- ja sddehoitoa seka
kemoterapiaa. TNM-luokittelua pidetddn edelleen tarkeimpand Kkriteerind, joka
maarittdd, mita hoitokdytantoa sovelletaan kuhunkin potilaaseen. Kéaytanto, tutkimukset
ja tilastot ovat osoittaneet, ettd paan ja kaulan alueen syovissa tietyille kasvaintyypeille
on olemassa hoitosuositukset. Tastd huolimatta jokaiselle potilaalle on laadittava
yksil6llinen hoitosuunnitelma, jossa huomioidaan kasvaimen ja taudin monimuotoisuus

ihmisessa (Argiris ym. 2008).

Leikkaus- tai sédehoito ovat yleisimmét hoitomenetelmat kasvaimilla, jotka ovat
levinneet vain vahaisessd maarin ympéroiviin kudoksiin tai tunkeutuneet tyvikalvoon.
Tallaiset syovét luokitellaan yleensd kuuluvan joko luokkaan G1 tai G2, ja ne
madritelldadn paikallisesti levinneiksi. Syopékasvaimien leikkaus vaatii Kirurgeilta
runsaasti erikoisosaamista, sill4 paan ja kaulan alueen elinten toiminnallinen sailyminen
on potilaan elinkyvyn sekd eldmanlaadun kannalta ehdottoman tarkedd. Leikkaukset
vaativat yleensa tiettyjen rakenteiden, kuten sylkirauhasten tai kasvainta l&hell& olevien
imusolmukkeiden poistamista. Kaikki sydvan hoidossa kéytettdvat kirurgiset
toimenpiteet eivat sisalla tai vaadi endd kokonaisvaltaista kaulan tai leuan alueen
avaamista. Mikro- eli hienokirurgia on nykyisin yleistyvdssa maarin kaytdssa oleva
menetelmd, jossa leikkaus tehdaan erityisinstrumentteja kayttden (endoskooppinen laser
ja robotiikka, erityisen tarkat optiset tahystyskamerat). Menetelman avulla esimerkiksi
varhaisen vaiheen kurkunpaan sydpien hoidossa potilaiden toipuminen leikkaushoidosta
on parantunut. Liséksi nédiden &inen tuottaminen on sdilynyt miltei taysin ennallaan,
mika ennen ei ollut tdysin varmaa kirurgisten hoitojen jalkeen. S&dehoitoa kaytetdan
joko ensisijaisena tai sitten liitdnndisena hoitomuotona pédén ja kaulan alueen hoidossa.
Jokaiselle potilaalle suunnitellaan onkologiaan ja radiologiaan erikoistuneen
henkilokunnan kanssa yksilollinen hoitomalli riippuen sy6vén laajuudesta ja siitd, missé
elimessé tai rakenteessa se esiintyy. Sdadehoitoa annetaan potilaalle tietyn suuruisina
annoksina eli fraktioina tietyn ajanjakson verran, esimerkiksi 2,0 Gy:n viiden paivén
viikkoannoksesta 70 Gy:n seitseman viikon kokonaisannokseen. Fraktioidusta
sddehoidosta kaytetddn tyypillisesti kahta p&&hoitolinjaa: hyperfraktiointia ja
kiihdytettya fraktiointia. Hyperfraktioinnissa potilaalle annetaan kahdesta kolmeen
fraktiota péivassa, jonka tarkoitus on lisata sateilyn soluja tappavaa vaikutusta
kasvaimessa. Kiihdytetyssa fraktioinnissa vastaavasti kasvaimen sateilyannoksen

kokonaismé&éaraa lisatddn kasvattamalla séteilyn kokonaisintensiteettida 1,6 — 1,8 Gy:ll&
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huomioiden kuitenkin potilaalle alun perin suunnitellun hoidon kokonaissateilymaaran.
Verrattuna hyperfraktiointiin, kiihdytetyn fraktioinnin séddehoidot kestavét lyhyemmaén
ajanjakson ja niiden kokonaissateilyméaaré on pienempi.

Sy0pien, jotka ovat levittaytyneet jo laajemmalle alueella tai ettd kasvainten siséltdmat
solumuutokset ovat sen verran erilaistumattomia (syopéluokitus: G3-G4), hoidossa
voidaan kayttad yhdistelmahoitoina kirurgiaa, kemoterapiaa seka sadehoitoa. Yleisesti
kasvaimesta riippuen yhdistelméat ovat joko leikkaus ja sddehoito tai sddehoito
yhdistettynd kemoterapiaan. Kemoterapiassa potilaille annetaan sytostaatteja eli
solunsalpaajaladkkeitd, kuten cis- tai karboplatinaa tai fluorourasiilia. Naméa yhdisteet
sitoutuvat DNA:han aiheuttaen siina sateilylle herkistdvia ominaisuuksia, jonka ansiosta
séddehoitojen  tehokkuutta  voidaan  kasvattaa  syOpasolujen  tuhoamisessa.
Kaksoiskierrerakenteeseen sitoutunut kemoterapeuttinen yhdiste ja siihen kohdistettava
ionisoiva sateily aikaan saa atomeissa elektronien viritystiloja, joiden muutokset
muodostavat DNA:han aukkoja. Vahingot ovat yleensa niin suuria molekulaarisessa
mittakaavassa, ettd solun siséiset mekanismit eivat pysty korjaamaan niit4, misté
johtuen solut kuolevat. Paikallisesti pitkélle edenneiden syOpien hoidossa
kemoterapeuttisten ladkkeiden kéytté on vakiintunut liitinnaishoitona muiden
menetelmien kanssa, mutta yksistadn niiden tehon ei ole osoitettu olevan riittava sydvan
hoidossa (Argiris ym. 2008).

Nykyisin kaytossa on myds muihinkin syovan molekyylibiologisiin ominaisuuksiin
pohjautuvia kemoterapeuttisia laédkevaihtoehtoja, jotka puuttuvat enemmin syoépasolujen
signalointijarjestelmaan. Cetuximab (tai vastaavasti Merckin valmistama Erbituxi®) on
ensimmadisia syovéan hoidossa tdsmalaakkeend tunnustettu yhdiste. Cetuximab on 1gG1-
luokan monoklonaalinen vasta-aine, jonka teho perustuu siihen, ettd se vaimentaa
syopasolujen EGF-reseptoreiden signalointinerkkyyttd. Ladkemolekyyli sitoutuu
kasvutekijamolekyyleille spefisifeihin kohtiin sydpésolun solukalvolla, estden nain
kasvusignaalin kulkeutumisen solun sisdén aina tumaan saakka. Cetuximabia voidaan
antaa  yhdistelmdnd my6s muiden  kemoterapeuttisten  yhdisteiden, kuten
platinapohjaisten la&kkeiden (cis-platina, karboplatina) tai 5-fluorourasiilin kanssa,
joiden on osoitettu muodostavan tehokkaan kokonaisuuden sydpakasvainten hoidossa
(Vermorken ym. 2008, Pai & Westra 2009). Muitakin solujen siséiseen

signalointijarjestelmaan vaikuttavia laékeaineita kehitell4&n ja tutkitaan jatkuvasti.
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Uusia hoitomenetelmid kehitelladn jatkuvasti padn ja kaulan alueen syopiin ja
kiinnostuksen kohteena on muun muassa kehitteilla ollut HPV-rokote, jonka tarkoitus
on ollut vahent&a riskid sairastua kohdunkaulansy6paan. Osa p&én ja kaulan alueen
syoOpédkasvaimista on havaittu olevan HPV-positiivisia ja tastd johtuen rokotteen

soveltamista myos levyepiteelikarsinoomiin on ehdotettu (Pai & Westra 2009).

Syovén hoidot ovat potilaille raskaita toimenpiteitd seka fysiologisesti ettd myods
henkisesti. Toipuminen vie aikaa useita vuosia ja vaatii sopeutumista muuttuneisiin
elintoimintoihin, mik&li kyseessd on ollut esimerkiksi vaativa Kirurginen toimenpide
(elimen tai kudosten poisto). Kemoterapiasta ja sédehoidosta aiheutuvat
sivuvaikutukset, kuten ihottumat, limakalvojen kuivumiset, nielemisvaikeudet,
pahoinvointi, hiustenlédhtd, tulehdukset sekd& muut oheisoireet muodostavat
lisdhaasteensa toipumiselle. Lisdksi sydvan uusiutumisriski on potentiaalinen riski
jokaisella potilaalla. Tdmén vuoksi hoidon lapikdyneitd seurataan riittavilla, tietyin

aikavalein toteutettavilla laékérin kontrollikéaynneilla.

1.2 Kasvaimen mikroymparist6

1.2.1 Angiogeneesi eli verisuonten uudismuodostuminen

Nisdkassolut tarvitsevat happea ja ravinteita pysydkseen elossa kudosymparistossa.
Varmistaakseen riittdvdn hapensaannin sek& kaasujenvaihdon toiminnallisuuden,
solujen on sijaittava verisuonten vélittoméassa laheisyydessa. Hapen diffuusiomatka, eli
kaasumaisen aineen kulkeutuminen korkeammasta osapaineesta matalampaan
osapaineeseen, on 100-200 um. Taméa vahimmaisetaisyys madarittaa fysiologisen raja-
arvon hapenpuutostilan muodostumiselle soluissa. Miké&li hapen- ja ravintoaineiden
kuljetusmatkat kasvavat liian suuriksi, elimistdssd muodostuu uusia verta kuljettavia
vaylid joko vaskulo- tai angiogeneesin kautta. Angiogeneesissa uusia verisuonia syntyy
jo olemassa olevista suonista esimerkiksi vanhan emosuonen seindmasta kuroutumalla.
Angiogeneesia tapahtuu esimerkiksi kudosten paranemisessa ja kasvainmuodostuksessa.
Vaskulogeneesissdé  uusia  verisuonia  muodostuu  esimerkiksi irtonaisista
endoteelisoluista kasvutekijoiden ohjaamana. Kyseinen ilmi6é on enempi oleellinen
yksilonkehityksen kuin syovan muodostumisen kannalta, jossa séételevané tekijané on

verisuonitusta muodostavien seké estavien eli pro- ja anti-angiogeneettisten tekijéiden
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valinen tasapainotila seka solujen sieto- ja vastaanottokyky néille molekyyleille. Hairiot
verisuonten uudismuodostuksessa erilaisten mutaatioiden (onko- ja proto-onkogeenit)
tai  fysiologisten tilojen vaihteluiden seurauksena (hapen puutos, Kiihtynyt
aineenvaihdunta, reaktio tulehdusvasteeseen ym.) aikaansaavat verisuoniverkoston
kehittymisen kasvaimen ympdrille. Lisaksi tamé& piirre edesauttaa syovan
levittaytymistd muualle kehoon (Carmeliet & Jain 2000, Vaupel 2004).

Verisuonten uudismuodostumista ja erityisesti siihen vaikuttavia tekijoitd on tutkittu
vuosikymmenten ajan. Ensimmadiset angiogeneesiin vaikuttavat proteiinit eristettiin ja
karakterisoitiin  jo 1970-luvulla, mutta varsinainen lapimurto tapahtui 1990-luvun
alussa proteomiikan ja sen sovellutusten kehittyessa (Ferrara 2002). Merkittdvimpia
verisuonten muodostumisessa Vvaikuttavia kasvutekijoitd ovat VEGF (verisuonen
endoteelin kasvutekijé, engl. vascular endothelial growth factor) sekd Angl
(angiopoietiini 1; engl. angiopoietin 1). Naiden proteiinien sitoutuminen spesifeihin
reseptoreihin aikaansaa endoteelisolujen irtoamisen, vanhojen suonten solujen valisten
liitosten purkautumisen ja uusien suonien muodostumisen. VEGF-geenista voi
muodostua transkription yhteydesséd vaihtoehtoisessa silmukoinnissa useita eri VEGF-
variantteja. Verisuonituksen muodostumisen kannalta olennaisimmat ovat VEGF-A
(varsinainen VEGF-molekyyli) ja VGF-B. Nama sitoutuvat solukalvon pinnalla oleviin
tyrosiinikinaasireseptoreihin (VEGFR), joiden dimerisaatio eli pariutuminen aiheuttaa
solunsisdisen fosforylaatioreaktion. Tdma aktivoi solunsiséisen signaloinnin erilaisten
toisioldhettien vaélityksella. Loppujen lopuksi prosessi johtaa spesifisten geenien
ilmentymiseen. Angl ja VEGF ohella myds muut tekijat sadtelevét uusien verisuonten
muotoutumista. Esimerkiksi TGFa (transformoiva kasvutekija alfa; engl. transforming
growth factor alpha) edesauttaa endoteelisolujen erilaistumisessa varsinaisiksi
kapillaareiksi. Lisaksi uusien suonten kiinnittymiseen sek& ndiden kasvusuunnan
maadrittdmiseen vaikuttaa olennaisesti erilaiset integriinit (ayfBs, ay), VE-kadheriinit ja
verihiutaleen kaltaiset endoteelisolujen soluliitosmolekyylit; engl. platellet endothelial
cell adhesion molecule (PECAM) (Carmeliet & Jain 2000).

Normaalit laskimot ja valtimot poikkeavat sekd rakenteensa ettd veren
virtaamisominaisuuksiensa puolesta syOpédkasvaimen verisuonituksesta. Kasvaimen
kapillaarit ovat muodostuneet joko haaroittumalla emovaltimosta tai irrallisesta
endoteelisolusta, joka kasvutekijoiden ohjaamana jakautuu ja erilaistuu putkimaiseksi
rakenteeksi, johon kasvaimen verivirta ohjautuu. Syopékasvaimen verisuonia voi myos

syntyd kasvaimen sisdlle solujen vélitiloihin (valesuonet). Suonten valinen
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haaroittuminen ja epdjarjestelmallisyys, seindmien l6yha rakenne ja solujen valiset
heikot liitokset lisadvat kasvaimen verisuonten vuotavuutta. Tama aiheuttaa kasvaimen
sisdisessa nestevirtauksessa suuria paineenvaihteluja. Liséksi suonista puristuu
hydrostaattisen paineen vuoksi jatkuvasti kudosnestettd, minkd seurauksena
kudosnesteen maaraa lisdantyy syopasolujen valisessa tilassa. Suodattunut neste
puristaa valtimoita kasaan vaikeuttaen veren virtausta ndissa poikkeavissa kapillaareissa
entisestadn. Talloin osa suonista voi altistua hetkittaisille tukoksille, mista johtuen
kasvaimen verisuonet eivat kykene ravitsemaan ja hapettamaan ympardivia

syopakudoksia riittavan tehokkaasti (Vaupel 2004).

1.2.2 Kasvainhypoksia

Syopékasvaimissa esiintyy hapenpuutetta eli hypoksiaa, jos tuumorin solujen hapen
saanti rajoittuu joko valiaikaisesti tai kokonaan. Tavallisesti kudosten hapen
osapainearvo (pO,) ylittdéd 20 mmHg:n.  Alhaisempia osapainelukemia pidetdéan
hypoksiseen tilaan viittavana tekijana (Dewhirst ym. 2008). Koska kasvainsolujen
aineenvaihdunta on normaaliin kudokseen nahden Kkiihtynyt, kasvainsolut vaativat
tehostettua ravinnon- ettd hapen kuljetusta.  Kasvainsolut erittdvatkin erilaisia
verisuonien uudismuodostusta indusoivia kasvutekijoitd saadakseen lisdantynyt
hapentarve tyydytettyd. Muodostuneen uudissuonituksen tehtdva on taata kasvavalle
syopasolupopulaatiolle riittavat energian sekd kaasujen vaihdon mahdollisuudet, jotta
tuumori selvidisi elinkykyisend yksikkond. Syntytavan perusteella kasvaimien
hypoksiatyypit jaetaan joko akuuttiin tai krooniseen hypoksiaan (kuva 3).
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AKUUTTI HYPOKSIA TInusuoni

Metastasoivia
kasvainsoluja

SYOPAKASVAIN

Punaseolu

KROONINEN HYPOKSIA

Kuva 3. Kasvainhypoksian alalajit. Akuutti hypoksia ja krooninen hypoksia seka
niiden syntyyn vaikuttavat tekijat. Rajoittuneen hapen saanti on esitetty kuvan
verisuonissa voimakkaan tummina alueina ja kasvaimen hypoksiset alueet harmaina
alueina (mukaillen Chaudary & Hill 2007).

Kasvaimen verisuoniston akuutti eli hetkittdinen hypoksia johtuu poikkeavasta seka
ajoittain katkonaisesta veren virtauksesta. Taméan seurauksena hapen kulku ympardiviin
kudosrakenteisiin heikkenee ja saa aikaan soluissa hapenpuutostilan (Isa ym. 20086,
Dewhirst ym. 2008). Krooninen eli jatkuva hypoksia vuorostaan aiheutuu solujen ja

happea kuljettavan verisuonen liian pitkéstd véalimatkasta (Chaudary & Hill 2007).

Hypoksian on todettu olevan syopdpotilaan hoitoennusteen kannalta huono merkKi.
Hapenpuutos voi luoda kasvainympdristosséd valintapaineen, mikd ohjaa sellaisten
solupopulaatioiden selviytymistd, jotka kykenevat sopeutumaan véahahappisiin oloihin.
Néille soluille on tyypillista se, ettd ne valttavat apoptoosin eli ohjelmoidun
solukuoleman, kykenevat anaerobiseen eli hapesta riippumattomaan energian
muodostamiseen (Warburgin efekti) ja pystyvét lisdksi sdateleméddn solun sisdistd
vetyionikonsentraatiotaan happamoituvassa kudosympéristossa. Hypoksian on osoitettu
lisdédvan myos sellaisten kasvaintyyppien elinkykyéa, jotka muodostavat tehokkaammin

ympdrilleen uusia verisuonia ja metastasoituvat herkemmin. Lisaksi néiden soluissa
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esiintyy epiteeli-mesenkymaalista solumuuntautumista (Isa ym. 2006, Wilson & Hay
2011). Hypoksiassa solusykli hidastuu tai jopa pysahtyy, minka seurauksena valinta
suosii niitd soluja, jotka kykenevat jakautumaan hapenpuutteesta huolimatta. Tasta
johtuen valinta suosii erityisesti pahanlaatuisiksi luokiteltuja soluja, joihin tyypillisesti

on kasaantunut monia syovan etenemista edistavid ominaisuuksia.

Kasvutekijoiden sekd metastasointiin liittyvien proteiinien ja ndiden reseptoreiden
maaréllisessa ilmentymisessd hypoksisissa syopasoluissa on todettu olevan myos
merkittavaad kasvua verrattaessa normaaleihin kudoksiin (Harris 2002). Kuvassa 4 on
osoitettu kaaviona hypoksian suorat ja epésuorat vaikutukset kasvainsolujen toimintaan.

KASVAINHYPOKSTA

Nuutokset genomissa . .
= it P /] . o . "
»oluvaurioiden l\illlut (:lfet t:,eem telisp.lt essiossa
l Kotjaaminen’” | Tuutokset proteiinitasoissa
Kasvava genominen (siteily) l,
leptatasapalpo ja Vap alal :tclhle.lahen Lisdsintynyt traskriptiotaso:
'O T . . T
1€Ler0geenlsyys muodostumnen l *Membraanin kuljetusproteiinit
Erilaistumislcyloynsi (kemoterapia) *Korjausentsyymit
menettineiden ja ap optoosiin *Resistenssiin viittaavat proteiinit
1‘31 I\eneulia “g“?‘fﬂ Hidastunut jakautumiskyly,
50 “F;)l)l_ a3 _01( €1 DNA-vauriot | G1/S-vaiheeseen pidittiytyminen,
valikoituminen Gu-vailieen solumidirien
ligddintyminen
Resistenttien solujen . Muutq}\s:t solun .
jakautuminen aineenvaihdunnassa ja
. 0 by
Pahanlaatuinen progressio entsyymitouminnassa

\ ‘HOITORESISTENSSI ‘ /

Kuva 4. Kasvainhypoksian aiheuttamat suorat ja epasuorat vaikutukset.
Kaavakuva kasvainhypoksian mahdollisista vaikutuksista syopasoluihin. Suora vaikutus
voi heikentdd sadehoidon ja tiettyjen kemoterapeuttisten ld8keaineiden tehoa
kasvainsoluissa. Epéasuorissa  vaikutuksissa vuorostaan genomissa  ja
geeniekspressiotasoissa tapahtuvat muutokset voivat ohjata kasvaimessa hypoksiaa
parhaiten sietévien solupopulaatioiden valikoitumista. Naiden kolmen tekijan oletetaan
johtavan hoitoresistentin kasvaimen muodostumiseen hypoksisessa kudosymparistossé
(mukaillen Harrison & Blackwell 2004).
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Kasvainten hapetustasoa tutkitaan jo sydpahoitojen suunnitteluvaiheessa, silla tdma
maarittad kaytettdvat hoitomenetelmét sekd prognoosin. Hapetusastetta voidaan tutkia
joko invasiivisin  tai  non-invasiivisin  menetelmin.  Naiden  perinteisten
tutkimusmenetelmien lisdksi kasvaimen hypoksiaan liittyvastd proteiinitasojen
muutosten  tarkastelusta eli endogeenisten markkeerien madarityksestd  voisi
tulevaisuudessa olla hyotya kasvaimen hoitotoimenpiteiden suunnittelussa. On havaittu,
ettd hapenpuute aiheuttaa solun geeniekspressiossa muutoksia, jolloin muun muassa
HIF-1 (hypoksian indusoima transkriptiofaktori-1; engl. hypoxia inducible factor-1),
Glut-1 (glukoosinkuljettaja 1; engl. glucose transporter 1) ja CA IX-proteiinien
(hiilihappoanhydraasi 9; engl. carbonic anhydrase 9) tasot kohosivat. Ndiden proteiinien
pitoisuuksien mittaamista ei kuitenkaan vield sovelleta diagnostiikassa tai hoidon
suunnittelussa. On syytd muistaa, etta proteiinien ekspressiotasoihin vaikuttavat monet
eri tekijat, mikd hankaloittaa tulosten tulkintaa ja liittdmistd itse hypoksiseen

fenotyyppiin (Isa ym. 2006, Sun ym. 2011).

Invasiisisessa hypoksian tutkimisessa on ollut kaytdssa jo vuosia polarografiset
happielektrodit. Tassd menetelmésséa syopakudokseen pistetadn ohut neula, jonka karjen
ilmasin mittaa kudoksen happiosapaineissa tapahtuneet muutokset. Vaikkakin
menetelmd on mittausominaisuuksiensa perusteella tarkka, sen avulla ei saada
kokonaiskuvaa kasvaimen hapetustilasta. Tulosten luotettavuus johtuen mittaajan
tarkkuudesta ei valttdmatta takaa luotettavaa tietoa kudoksen
kokonaishappipitoisuudesta. Lisdksi happielektrodien avulla ei voida maarittad
elinkykyisten ja nekroottisten eli kuolleiden kudosten vélistd suhdetta. Toinen
invasiivinen menetelma perustuu ns. molekulaarisiin  koettimiin. Ne Kkertyvét
kemiallisten ominaisuuksiensa johdosta kohdekudoksiin, mistd ne havainnoidaan
histologisilla ~ menetelmilla. Hypoksian havainnointi perustuu  yleensa
molekyylikoettimien indusoimiin pelkistymisreaktioihin. Kasvaimen hapetusasteen
méaarityksessa kaytetddn esimerkiksi 2-nitroimidatsoli-johdannaisia, kuten misonidatsoli
[1-(a-metoksimetyylietanoli)-2-nitroimidatsoli] ja EF5 [2-(2-nitro-1H-imidatsoli-1-
yyli)-N-(2,2,3,3,3,-pentafluropropyyli)-asetamidi] (kuva 5.). Immunohistokemialliset
madrityksetkdadn eivat kuitenkaan anna todellista kokonaiskuvaa kasvaimen hypoksian
tasosta. Tama rajoittaa molekyylikoettimien perusteella saadun tiedon soveltamista

kasvaimen hoidon suunnittelussa (Isa ym. 2006).
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Non-invasiivisessa hypoksian madrityksessa voidaan kayttdad edelld kuvattuja
molekyylikoettimia. Merkittavé ero invasiiviseen menetelmain on se, ettei potilaasta
tarvitse ottaa kudosnaytteitd, silla koettimiin on liitetty radioaktiivinen isotooppileima,
joka voidaan kuvantaa suoraan erikoiskameroiden avulla. Suurin etu non-invasiivisessa
menettelyssa on, ettd sen avulla saadaan suhteellisen kokonaisvaltainen ja
informatiivinen kuvaus potilaan syOpékasvaimen hapetustilasta. Ongelmana on
merkkiaineiden ohjaaminen kohdekudokseen spesifilla tarkkuudella. Ndiden kertyminen
muualle kuin kohdekudokseen heikentaa todellisesta kasvainhypoksiasta perdisin olevaa
signaalia.  Toistaiseksi  yleisin  kéytéssda oleva non-invasiivinen hypoksian
kuvantamismenetelmé& on positroniemissiotomografia eli PET-kuvantaminen. PET:iss&
potilaaseen injisoidaan pieni pitoisuus radioleimattua merkkiainetta ja leiman
kertyminen kohdekudokseen madritetdan PET-kameran avulla. Radioaktiivinen leima
lahettada  B*-hajoamiseen perustuen positronin, joka annihiloituu eli pariutuu
kohdekudoksessa elektronin kanssa muodostaen kaksi vastakkaisessa kulmassa
toisistaan siroavaa y-sadettd. Kummankin sateen indusoima energia on 511 keV, jonka
ajallinen osuma tallennetaan PET-laitteiston vastakkain oleviin detektoreihin ajan ja
paikan funktiona. Keratty data voidaan laitteen tietokoneen avulla laskea
matemaattisesti ja tdten mallintaa kolmiulotteisena kuvana. PET-laitteistoon on yleensa
liitettynad tietokonetomografialaitteisto eli CT, jolloin kuvattavasta kohteesta voidaan
muodostaa anatominen kokonaisuus. CT kuvaa kudosten tiheyseroja, johon perustuen
voidaan mallintaa potilaan kasvaimen ymparistosta kolmiulotteinen kehokuvaus. Téhén
ympéristoon  integroidaan  merkkiainekertyméddata =~ PET-kuvantamisesta, josta
vastaavasti on hyotyé hoitohenkilékunnalle diagnostisessa mielessé.
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Kuva 5. Eraita kasvaimen hypoksiatason PET-kuvantamisessa kaytettavia
merkkiaineita (Sun ym. 2011).
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Yleisimmét radionuklidit, joita sovelletaan PET-kuvantamisissa, ovat fluorin (**F),
hiillen (*!C), typen (N), hapen (*O) ja jopa kuparin (**Cu) isotooppeja, joiden
puoliintumisajat on listattu taulukossa 3.

Taulukko 3. Yleisimmat PET-kuvantamisessa kaytetyt radionuklidit ja niiden
puoliintumisajat (http://www.taulukot.com/index.php?search_id=isotooppeja&Ing=fi)

RADIONUKLIDI | PUOLIINTUMISAIKA (t;)

c 20,38 min

BN 9,96 min

o 2,03 min

18k 1,83h

*¥Cu 12,70 h

PET-kuvantamisen pioneerimolekyylind pidetaan [|F]FDG eli

[*°F]fluorodeoksiglukoosia, ~ jonka  kéyttd  perustuukasvaimen  kiihtyneeseen
aineenvaihduntaan ja tehostuneeseen glukoosin sisddnottoon soluun. Téten
fluorileimattua glukoosia Kertyy erityisen runsaasti kasvaimiin, josta se on
kuvannettavissa PET-kameralla. Hypoksian kuvantamisessa varsinainen lapimurto
tapahtui, kun keksittiin  biopelkistyvdt typen rengasmaiset yhdisteet, kuten
nitroimidatsolit ja néitd ryhdyttiin leimaamaan radioaktiivisilla fluorin 18-isotoopeilla.
Tehokkaampien ja valikoivasti hypoksisiin kudoksiin kertyvien molekyylikoettimien
suunnittelu ja valmistaminen vaatii monitieteellistd osaamista. Uusia yhdisteita
kehitetddn jatkuvasti samalla kun jo olemassa olevien molekyylikoettimien

ominaisuuksia muokataan paremmiksi. Alan tutkimustulokset vaikuttavat lupaavilta.

1.2.3 Hypoksiaan liittyva geeniekspressio

Solut pyrkivat vah&happisessa ymparistéssa muuttamaan geenien ilmentymista ja siten
sopeutumaan hypoksisiin olosuhteisiin. Solun geenien luentaa eli transkriptiota seka
tulkintaa eli translaatiota saatelevat erityiset proteiinit, transkriptiofaktorit.
Hapenpuutteen on osoitettu kasvattavan tiettyjen transkriptiofaktoreiden pitoisuuksia
soluissa. Nama tekijat vastaavasti séételevét niiden geenien luentaa tumassa, joiden on
osoitettu edesauttavan soluja sopeutumaan kudoksen véh&happisiin olosuhteisiin.

Samojen geenien ilmeneminen liitetddn my6s metastasoivaan solufenotyyppiin
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pahanlaatuisissa syovissa. 1990-luvun alussa tunnistettiin erds kaikkiin néihin syovan
pahanlaatuisiin  ominaisuuksiin ja niiden toiminnallisuuden saitelyyn osallistuva
proteiini: HIF-1. HIF-1 on dimeerinen proteiini eli se koostuu kahdesta eri alayksikosta
eli domeenista (HIF-la ja HIF-1B8). HIF-18:n muodostuminen soluissa on
konstitutiivista eli jatkuvaa. a-alayksikkéa syntyy soluissa MAPK (engl. mitogen
activated protein kinase pathway) seka PI3K (engl. phosphoinositide 3-kinase)
aktivoituessa kasvutekijan sitoutuessa solukalvon tyrosiinikinaasireseptoriin. Domeenin
hajotus on riippuvainen hapesta, joka on sen solun sisdisen méarén tarkein séaateleva
tekija (Semenza 2003).

HIF-1 muodostaa stabiilin eli pysyvén, toiminnallisen kokonaisuuden ainoastaan
dimerisoituneena. Talloin se kykenee sitoutumaan tumassa DNA-eméasten HRE-
alueeseen (engl. hypoxia responsible element) ja aloittamaan kohdegeenien
transkription. HIF-1:n sekd muiden transkriptiofaktoreiden sitoutuminen DNA:han ja
translaation aloituskompleksin  muodostuminen saa aikaan RNA-polymeraasin
aktivoitumisen ja geenien luennan aktivaation (kuva 6). HIF-1:n aktivoimat spesifiset
geenit, edesauttavat solua sopeutumaan olosuhteisiin, joissa hapen saanti on rajoittunut.
HIF-1 saitelee muun muassa solun aineenvaihdunnallisiin toimintoihin liittyvien
geenien  ilmentymista. Hapenpuutteen  indusoima  solun  glykolyyttinen
aineenvaihdutareitti happamoittaa solun ulkoista tilaa, jossa HIF-1 on osallisena
aktivoimassa néihin olosuhteisiin  mukauttavien geenien aktivoitumista. T&hén
aktivaatio-aktivaatio-ketjuun liitetdd&n myds solujen herkistymiseen kasvusignaaleihin ja
niiden irtautuminen herkemmin varsinaisesta kasvualustastaan (metastasoituminen)
(Harris 2002).
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Kuva 6. Transkriptiofaktori HIF-1:n toiminta solun normoksisissa ja hypoksisissa
olosuhteissa. Toiminnallinen HIF-1-proteiini muodostuu jatkuvasti stabiilina pysyvén
HIF-1B:n ja O,:n séatelemédn HIF-la:n dimerisoituessa. Mikéli solussa on riittavasti
happea lasnd, aktiivista HIF-1-proteiinia ei muodostu, silla a-domeeni hajoitetaan
entsymaalisesti. Hypoksiassa HIF-1o on stabiili ja se sitoutuu B-alayksikdn kanssa
muodostaen HIF-1-transkriptiofaktorin. Taméa sitoutuu tumassa spesifisten emasten
muodostamaan HRE-kohtioon ja aktivoi taten niiden transkriptiota proteiineiksi
(mukaillen Harris 2002).

HIF-1a:n hajotus on riippuvainen solun ja kudosten sisdisestd O,-pitoisuudesta (kuva 7).
Normoksiassa eli normaalissa happiosapaineessa (yli 20 mmHg) kolme
prolylyylihydroksylaasi entsyymia (PHD 1-3), jotka ké&yttavat happimolekyyleja
kofaktoreinaan, katalysoivat HIF-1a:n proliini-aminohappojen 402:n sek& 564:n
hydroksylaatioreaktiota. Liséksi asetyylitransferaasi ARD1 osallistuu domeenin
valmisteluun proteiinivélitteistd hajotusta varten asetyloimalla sen lysiini-aminohappo
532:n. Hydroksylaatioiden sek& asetyloinnin ansiosta syovan kasvua estévé eli tuumoria
supressoiva proteiini VHL (engl. von Hippel-Lindau tumour-suppressor protein)
tunnistaa HIF-1a-proteiinin ja kiinnittyy siihen. Tdmén johdosta E3-ubikitiiniligaasi voi
merkitd kompleksin, jolloin se vied&an hajotettavaksi proteasomiin. Toinen hapesta
riippuvainen séatelymekanismi alayksikon hajotukselle on FIH-1 -vdlitteinen reitti
(engl. factor inhibiting HIF-1). FIH-1 Kkatalysoi asparagiini-aminohappo 803:n
hydroksylointia, mika vastaavasti estdd p300- ja CBP-proteiinien kiinnittymisen HIF-

la:n karboksiterminaaliseen transaktivaatiodomeeniin. Sitoutumisellaan ndméa kaksi
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tekijad mahdollistaisivat a-alayksikén stabiliteetin ja tdten geenien transkription

(Semenza 2003).

HAJOTUS
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Normoxic proteasomi

PHD1-3

Kuva 7. Kaavakuva HIF-la:n hajoituksesta normoksiassa. Jos kudoksessa on
riittavasti happea (normoksia), talléin HIF-1a-domeenin hajoitus voi tapahtua joko PHD
1-3 tai sitten vaihtoehtoisesti FIH-1:n vélitteisesti (mukaillen Semenza 2003).

Hypoksian vuoksi soluissa havaitaan kohonneita HIF-1-tasoja, jotka vastaavasti
aiheuttavat muutoksia solun siséisessa geeniekspressiossa (Semenza 2003). Monet
geenit ovat solun toiminnassa vélttdmattémid ja niiden ilmentyminen on tavallisesti
tarkoin kulutuksen ja hajotuksen tasapainon saatelemaan. Néiden lisaksi esiintyy myos
sellaisten geenien aktivoitumista, joita ei normoksiassa erityisemmin esiinny. Geenit,

joiden aktivoitumista HIF-1 edistaa on listattu kuvassa 8.
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Eloonjddminen | Solunjakautuminen | Apoptoosi Epiteelin homeostasia Geenien transkription sditely
ADM Sykliini G2 NIP3 TFF3 DEC1
EPO IGF2 NIX Lidkeresistenssi DEC2
IGF2 IGF— BP1 RTP801 MDR1 ETS-1
IGF—BP1 IGF—BP2 NUR77
IGE=BP2 IGE=HEa HIF-1-proteiinin toiminnan saitely
IGF—BP3 WAF1 ;
p35srj
NOS2 TGF—a
TGE TGF B3 Happo-emis-tasapainon séitely
VEGF CAIX

Solun tukirangan rakenne

KRT14
KRT18 Solun ulkokalvon soluviliaineen aineenvaihdunta
KRT19 HIF-1 CATHD
vViM Tyypin V kollageeni (al)
Solun kiinnittyminen EN1
MIC2 MMP2
= PAIL
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EG-VEGF alB-adrenerginen reseptori Ekto-5'-nukleotidaasi LDHA
ENG ADM - - PFKBF3
LEP ETL Rauta-amefnﬁvalhdunta PEKL
LRP1 Hemi-oksygenaasi- 1 hesiiaplasdial PGK1
TGF-P3 NOS2 Transferriini PKM
VEGE Transferriinireseptori TPI

Kuva 8. Geenit, joiden aktivoitumista HIF-1 edistéaa. (mukaillen Semenza 2003)

1.2.4 Hypoksia ja sadehoito padn ja kaulan alueen levyepiteelikarsinoomassa

Radiologian varsinaisena isana pidetaan saksalaista Conrad Wilhelm Rontgenia (1895),
jonka mukaan rontgen-sateet (engl. x-rays) nimettiin. Henry Bequerel havainnoi
luonnossa esiintyvéa radioaktiivisuutta ja han oli ensimmadinen, joka esitti y-sateiden
olemassa olon 1896. Marie ja Pierre Curie I0ysivat radiumin ja ehdottivat ensimmaisina
taté syovan hoidossa kaytettavaksi y-sateiden lahteeksi. Alkukantaisimmat sadehoidot ja
radiologia perustui havaintoihin, joissa potilaiden kasvainten l&heisyyteen tai sitten
varsinaisesti iholle asetettiin kiinteitd radioaktiivisiksi aineiksi lukeutuvia metalleja tai
niiden suoloja. SyoOpédkudosalueissa, jotka oli altistettu sateilylle, havaittiin
kudosvaurioita sek& kasvainten todettiin silmamaéraisesti pienentyneen. Mythemmin
ydinfysiikan tietdmyksen lisdantyessa sateilyn kayttod sekd varsinaisen sateilylahteen
hallintaa opittiin kohdistamaan potilaisiin entistd paremmin ja hoitojen tehokkuus
kasvoikin merkittavasti. Laiteteknologian kehittyminen on mahdollistanut sen, ett4
sédehoidossa kasvaimeen suunnattavan sddeannoksen maaraa saadelldén ja annostellaan

hallitusti. Sairaaloiden sydpahoitojen y-sateet tuotetaan nykyisin lineaarikiihdyttimissa,
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joiden ensimmaiset versiot saapuivat hoitolaitoksiimme toisen maailman sodan
aikoihin. Uusimmat sdadehoidon tekniikat suuntautuvat ulkoisen sateilyldhteen sijaan
siséisen tavan menettelyyn, jossa varsinainen sateilyldhde vieddén itse syopakasvaimen
sisdlle. Tama tarkoittaa sitd, ettd syopakasvaimeen annostellaan isotooppia, esimerkiksi
jyvan muotoisia metallikimpaleita, joka aikaan saa sen sisélld sateilyn vaikutuksesta
hoidollisen vaikutuksen. T&ll6in puhutaan brakyterapiasta, jonka etu ulkoiseen
sédehoitoon verrattuna on sen nopeus ja suurempi kerralla annettava sddeannoskoko.
Radiologiaan liitetty solubiologinen ja fysiologinen tutkimus on perusta modernille
sédehoidolle. Ymmarrys siitd, ettd kasvaintyyppien vélinen erilaisuus aiheuttaa sen, etté
sédehoito ei valttaméttd sovi kaikille hoitomuodoksi, sadstdd vaivaa ja potilaita
virheellisiltd hoitoarvioilta. Lis&ksi solujen reagointi s&dehoitoon ei ole aina

samankaltaista ja solukuolemaan johtavaa (Bernier ym. 2004).

lonisoivan séteily aiheuttaa solujen periméssa DNA-vaurioita, joista erityisen tuhoisia
ovat DNA:n kaksoiskierteeseen muodostuvat katkokset. Sateily reagoi solun siséisten
vesimolekyylien (H,O) kanssa ja hapen (O;) lasnd ollessa muodostuu
hydroksyyliradikaaleja (HO-). Radikaalit ovat molekyylejd tai atomeja, joilla esiintyy
uloimmalla elektronikuorella parittomia, 16yhasti kiinnittyneitd elektroneja. Tama tekee
niistd kemiallisesti hyvin reaktiivisia yhdisteitd ja ne voivat toimia voimakkaina
hapettimina aiheuttaen vaurioita DNA:n kaksoiskierteessa. Lisaksi hapen on todettu
vakauttavan eli stabiloivan hydroksyyliradikaaleja soluissa, jolloin niiden DNA-

vaurioita aiheuttava vaikutus tehostuu (Harrison & Blackwell 2004).

Sadehoidon tehokkuuden kannalta syopékudosten happipitoisuudella on tarkeé
merkitys. lonisoiva séteily on haitallista terveille kudoksille ja se lukeutuu
karsinogeeneihin.  Terveisiin  kudoksiin  kohdistuvat  vauriot on pidettava
mahdollisimman pienind, vaikka solut kykenevatkin itsestddn korjaamaan véhdaiset
séateilyn aiheuttamat vauriot. Tastd johtuen sadehoitosuunnitelma laaditaan tarkkaan ja
séateilytettdvan alueen pinta-ala pyritddn mallintamaan mahdollisimman huolella.
Kasvainhypoksian on osoitettu aiheuttavan tilan, jossa sydpakudokseen on kohdistettava
vahintdan kolminkertainen saddeannos, jotta saadaan sama hoitovaste kuin normoksiassa.
Lisdksi hypoksia aiheuttaa solun proteiiniekspressiotasoissa ja genomissa muutoksia,
jolla vastaavasti voi olla mahdollisia vaikutuksia mydhemmin kehittyvdan solujen

sédehoitojen vastustuskykyyn eli resistenttiyteen (Hockel & Vaupel 2001).
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Sadehoitokertojen vélilla kasvaimessa esiintyy solukuolemaa ja uudelleen hapettumista
eli re-oksygenaatiota. Tdman johdosta osa hypoksisista syopdasoluista voi hapettua
uudelleen tai osittain, minka vastaavasti on esitetty johtavan syOpad edistavien
genomisten muutosten kertymiseen soluihin ja siten pahanlaatuiseen, metastasoivaan
fenotyyppiin (Harrison & Blackwell 2004). Naistd kahdesta edelld mainitusta
teoreemasta on haettu viimeaikoina selitysta siihen, miksi p&&n ja kaulan alueen
hypoksisten levyepiteelikarsinoomatapausten hoidossa esiintyy sédehoitoresistenssia.
Selitykset tarjoavat liséksi lahtokohdan sille, miten erilaisia hoitomuotoja kyseisen

syopatyypin parantamiseksi tai sitten potilaan kivunlievitysta varten pitaisi kehittaa.

1.3 TyoOn tarkoitus

Tutkielman tavoitteet voidaan jakaa kahteen osaan. Ensinnékin mielenkiinnon kohteena
oli tarkastella syOpasolujen jakautumista, kehitystd sek& niiden ilmiasua in vitro-
olosuhteissa. Toiseksi tavoitteena oli suunnitella ja toteuttaa kaytannossa erilaisia
kokeita, jotka osoittaisivat proteiiniteknologisten menetelmien soveltuvuuden
havainnoimaan syopasoluista hypoksia. Tahan osioon liittyi  perusteellinen

perehtyminen jo olemassa olevaan tutkimustietoon.

Tutkimus tehtiin  Valtakunnallisen PET-keskuksen prekliinisissd laboratoriossa
Medicity PET:ssa dosentti Tove Gronroosin  tutkimusryhmdéssa. Ryhmaén
tutkimustavoitteena on selvittda eri radioleimattujen merkkiaineiden ominaisuuksia ja
merkkiaineiden soveltuvuutta pdén ja kaulan alueen levyepiteelikarsinoomakasvainten
PET-kuvantamisessa. Tutkimus keskittyy ‘°F-isotooppileimattuihin molekyyleihin,
jotka on kehitetty ominaisuuksiltaan sellaisiksi, ettd ne kertyvat hypoksisiin

syopakudoksiin.
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Ty0n tavoitteet olivat:

1)

2)

3)

4)

Tutkielman ensimmaisessd vaiheessa perehdyttiin  soluviljelyyn. Jakson
tavoitteena oli méaarittaa optimaaliset kasvuolosuhteet neljalle eri solulinjalle.
Selvitté4 solulinjojen herkkyytta uusiin kasvuolosuhteisiin, mika perustui niiden
jakautumisnopeuteen uudella kasvualustallaan. Jakautumisnopeutta mallinnettiin
matemaattisesti  laskemalla  kullekin  koe-erdlle oma prosentuaalinen
jakautumiskykyé kuvaava PE(%)-tekija (engl. plating efficiency).

Tutkia normoksiassa kasvaneiden syoOpdsolujen reaktiota intensiteetiltddn
voimistuviin sadeannoksiin. Tavoitteena oli maarittdd tulosten perusteella
solujen herkkyytté tietylle sadeannokselle kuvaava SF-tekija (engl. survival
factor), jonka avulla  mallinnettiin  kullekin  solulinjalle  niiden
kokonaissédetyssietokykyéd kuvaava AUC-arvo (engl. area under curve). Tama
osuus tehtiin yhteisty6ssa TYKS:n onkologian osaston henkilokunnan kanssa.
Selvittdd miten hypoksia vaikuttaa solujen geeniekspressioon. Tavoitteena oli
vaimentaa hypoksian stabiloima HIF-1a-geeni, altistaa solut vahahappisille
olosuhteille ja analysoida solutason muutokset tiettyjen proteiinien

ilmentymisessa.
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2 MATERIAALIT JA MENETELMAT

2.1 Solulinjat

Pro gradu -tutkielmassa koemateriaalina olivat UT-SCC-solulinjat, joiden alkuperé oli
paan ja kaulan alueen levyepiteelikarsinoomapotilaiden kasvaimista eristetyistéd
syopasoluista (Erjala 2006). Luvan solulinjojen perustamiseen oli myontanyt Varsinais-
Suomen sairaanhoitopiirin eettinen toimikunta ja soluja hallinnoi Reidar Grénman
(Korva-, kurkku- ja nenatautien Kklinikka, TYKS). Solulinjojen tunnuksessa
kirjainyhdistelmat UT viittaavat Turun yliopistoon ja SCC levyepiteelikarsinoomaan
(engl. squamous-cell carcinoma). Pro gradu -tutkielmassa kaytettyjen solulinjojen
potilasluovuttajayksilot olivat kayneet PET-keskuksessa [‘*F]JFDG-kuvauksissa osana

hoitosuunnitelman toimenpiteita.

UT-SCC-solulinjojen perustaminen Kkirjallisuusldhteiden mukaan eteni siten, ettd
leikkauksen jalkeen potilaiden syopakudoksen elinkykyisimmistd osista viipaloitiin
steriileissa  olosuhteissa 1 mm%*n  suuruiset palat. N&ma siirrostettiin
soluviljelyalustoille, joissa oli lisdnd kasvatusmediumia. Solujen annettiin kiinnittya
séadellyissd olosuhteissa (+37 °C, 5% CO,-pitoisuus). Kiinnittymisen jalkeen
kudosmateriaalin fibroblastit poistettiin entsymaattisella k&sittelyll& (Erjala 2006).

Syopékudokset, joista solulinjat ovat perustettu, ovat perdisin yli 30-vuotiailta
miespotilailta, joilla oli diagnosoitu paan ja kaulanalueen levyepiteelikarsinooma.
Kasvaimet sijaitsivat joko suuontelossa tai kurkunpadssa. Lukuun ottamatta UT-SCC-
25-solulinjan potilasta muiden kasvaimet olivat primaareja ja gradus-asteikolla niiden
morfologia sek& toiminnallisuus olivat suurimmalla osalla G1:sen luokkaa. Ainoastaan
UT-SCC-74A-linjan potilaan kasvaimen solujen katsottiin menettdneen jo osittain
kyseiselle kudokselle tyypillisida ominaisuuksia. Tuumoreiden koko vaihteli T2:sta
T4:seen ja vain UT-SCC-74A:n muodosti etdpesdkkeitd l&heisiin imusolmukkeisiin,
mutta muutoin metastaaseja ei havaittu. Taulukoon 4. on listattu pro gradu-tutkielman

kokeellisissa osuuksissa kaytettyjen UT-SCC-solulinjojen tarkemmat tiedot.
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Taulukko 4. Tutkielmassa kaytetyt UT-SCC-solulinjat, kasvaimen alkuperd seka
kasvainten TNM-luokittelu (katso taulukko 2).

SOLULINJAN POTILAAN  PRIMAARI TNM- KASVAIN- P

NIMI SUKUPUOLI | % TUUMORI  LUOKITUS LUOKKA ALARYHMA NAYTEPAIKKA LEESIO
Adniraon

UT-SCC-8 Mies 42 ylépuolinen T2NOMO  G1 Kurkunpédd  Kurkunpéa Primédri
kurkunpéa

UT-SCC-25  Mies 50 Kieli T2NOMO Gl Suuontelo Kieli Uusiutunut
Adniraon

UT-SCC-34  Mies 63 ylépuolinen T4NOMO  G1 Kurkunpédd  Kurkunpéa Primaari
kurkunpéa

UT-SCC-74A Mies 31 Kieli T3N1MO G1-G2 Suuontelo Kieli Priméari

2.1.1 Solujen yllapito

Tarkemmat soluviljelyssa kaytettyjen liuoksien ja kemikaalien tiedot seka

tyoskentelyprotokollat on kuvattu liitteissa 1 ja 2.

Solujen sulatus

Soluja siséltavaa kryoampullia sulatettiin kasissé piteleméalla niin kauan, etti sen sisaltd
muuttui hileiseksi. Osittain sula solumassa kaadettiin falcon-putkeen, johon oli pipetoitu
valmiiksi kasvatusmediumia (DMEM, 10 % FBS, L-glutamiini, penisiliini ja
strepstomysiini, seka soluille olennaisia aminohappoja). Solut pelletoitiin
sentrifugoimalla (5 min/1400rpm), minka jalkeen supernatantti kaadettiin pois ja pelletti
resuspensoitiin kasvatusmediumiin. Yhden ampullin siséltdmé solususpensio jaettiin
kahteen T25-kasvatuspulloon, joka siirrettiin soluviljelytilan lampokaappiin (+37 °C, 5
% CO,-pitoisuus). Solujen kasvatusmedium vaihdettiin uuteen heti seuraavana paivana,
jonka jalkeen mediuminvaihdot suoritettiin kaksi kertaa viikossa. Soluviljelmien kuntoa

havainnointiin mikroskoopilla.

Solujen kasvatus kokeita varten

Kun kasvatuspullon pohjalla solujen peittoaste oli 60 - 80 %, muodostuneita kasvustoja
harvennettiin  kontakti-inhibition  valttdmiseksi. Liian tihedksi muodostuvalla

solukasvulla olisi voinut olla vaikutusta niiden valiseen geenien ilmentymiseen, joka
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taas vuorostaan olisi voinut vaikuttaa tutkimuksen tuloksiin. Solut irrotettiin alustaltaan
kasittelemalld niita trypsiinientsyymié siséltavélla irrotusliuoksella 6 - 8 minuuttia.
Entsyymin toiminta pyséytettiin lisédmalla pulloon kasvatusmediumia. Solut kerattiin
falcon-putkeen, pelletoitiin  sentrifugoimalla  ja  solupelletti  resuspensoitiin
kasvatusmediumiin. Solut siirrostettiin uusiin kasvatuspulloihin niin, ettd alkupéinen
solutiheys harveni yleensa 1:3. Solut kasvatettiin soluviljelytilan lampokaapissa (+37
°C, 5 % CO,-pitoisuus).

Solujen pakastus

Solut irrotettiin kasvatusalustaltaan entsyymikaésittelyn avulla. Solut kerdttiin falcon-
putekeen ja sentrifugoitiin. Solupelletti resuspensoitiin kasvatusmediumiin siten etta
solutiheys olil x 10° solua/ml. Solususpensiosta pipetoitiin pakastusampulliin 500 pl:aa
sekd 500 pl kylmaa pakastusliuosta (kasvatusmedium + 10 % DMSO). Putket siirrettiin
pipetoinnin jalkeen ensin jaille. Taman jalkeen ampullit siirrettiin  vahintdan
vuorokaudeksi pakastimeen (-70 °C). Ampullit siirrettiin lopulta syvajaépakastimeen (-
135 —-150 °C).

2.2 Klonaalisten solujen suhteellisen jakautumiskyvyn maarittaminen

Ennen séderesistenssin maarityskokeiden aloittamista selvitettiin eri solulinjojen
kasvutehokkuus uudelle alustalle siirrostettaessa. Tama tehtiin ns. PE(%)-menetelman
avulla.  Tarkoituksena oli saada solulinjakohtaista tietoa UT-SCC-solujen
Kiinnitymisnopeudesta uudelle kasvualustalle seké maarittaa naiden
jakaantumispotentiaali. Saatujen kasvunopeustietojen avulla valittiin  seuraaviin

koejéarjestelyihin parhaiten soveltuva solulinja.

2.2.1 Kaoejdrjestelyt

PE(%)-madrityksessa siirrostettiin aina yhdelle 6-kuoppalevyn kaivolle kasvuun
195 000 solua. Ennen 6-kuoppalevylle siirrostamista solut irrotettiin entsymaattisella
késittelylla ja solutiheys maaritettiin Blrker-laskukammiolla kaavan 1. mukaisesti (kuva
9, kohta a ja b). Vuorokauden kuluttua kunkin kaivon siséltdmét solumé&éarat laskettiin ja
tietojen perusteella maééritettiin - prosentuaalinen lukuarvo, joka kuvaa solujen

suhteellista jakautumiskykya siirostuksen jalkeen kaavan 2. mukaisesti.
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n(solut) x 10* = n(solut)tot./ml (1)

PE (%) = n(solut 24h) x 100% 2
n(solut Oh)

PE % -maéritys tehtiin UT-SCC-8, UT-SCC-25, UT-SCC-34 ja UT-SCC-74A
solulinjoille ja maaritys toistettiin jokaisella kolme kertaa. Tuloksista saatujen
keskiarvojen perusteella jokaiselle solulinjalle laskettiin suhdeluku, joka ilmaisi solujen
kykya kiinnittyd uuteen kasvatusalustaansa. Kuvassa 9. on esitetty PE(%)-maéarityksen

toteutusmenettely yksinkertaisena kaaviona.

Alkuperéisten soluviljelmien kokonaissoluméaristd laskettiin pipetoitavksi tilavuus,
josta valmistettiin stokkiliuos (kuva 9, kohta c). Stokkiliuoksesta vastaavasti pipetoitiin
195 000-solun sisalmé tilavuus 6-kuoppalevyille. Nama siirrettiin soluviljelytilan
lampokaappiin (+37 °C, 5 % CO,), jossa niiden annettiin olla tarkalleen vuorokausi
(24h) (kuva 9, kohta d). Inkubaatioajan jéalkeen jokaisen 6-kuoppalevyn kaivon
sisdltdma solumaaré laskettiin ja tuloksista méaritettiin kullekin solulinjalle PE % -tekija
(kuva 9, kohta e).

@ @ ®)

Tuloksien
matemaattinen
Kiisittely ja tulkinta

|

—_———

UT-SCC-34

UT-8CC-25

(d) s { :

UI-SCC-8

SCC 744 B

Kuva 9 (PE %)-maarityksen protokollakaavio. Neljasta eri solulinjasta pipetoitijn 6-
kuoppalevyn kaivoon 195000 solua sisaltdva tilavuus stokkiliuosta. Jokaisesta
solulinjasta tehtiin kolme otosta ja namé& triplikaatit on esitetty kuvassa kirjain-
numeroyhdistelmind UT-SCC-34: 1A-1C,UT-SCC-25: 2A-2C,UT-SCC-8: 3A-3C ja
UT-SCC-74A: 4A-4C.
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2.3 SF-tekija ja eloonjadmista kuvaavat kayrat

Eri syOpatyyppien vasteita k&ytdssd oleviin hoitomenetelmiin on vaikeaa paatella
johdonmukaisesti. Solujen reagointi eri hoitomuotoihin (ladke- ja sadetyshoidot) voi
poiketa toisistaan, vaikka ne olisivatkin peréisin samaan kategoriaan lukeutuvasta
syOpatyypista. Tasta johtuen on kehitetty useita tutkimusmenetelmia, joiden perusteella
on mahdollista tarkastella sy6pasolutyyppien vastetta in vitro erilaisiin hoitokeinoihin.
Tulosten pohjalta arvioidaan siten hoitomenetelmien tehokkuutta ja soveltamista in

vivo-potilastyossa.

Sadehoidon tavoitteena on tuottaa riittdvan tehokas sddeannos kasvaimeen, jotta
saavutetaan riittdvan suuri solukuolemien mééra syopakudoksessa. Hoidon suunnittelu
edellyttdd laajaa fysiikan tuntemusta, jonka perustana ovat teoreettisesti lasketut
matemaattiset mallit. N&iden laatiminen vuorostaan vaatii tuekseen biologian solutason
tutkimusta ja tietdmystd. Solubiologinen tarkastelu huomioi s&dehoidon jélkeiset
muutokset sekd itse kohde ettd sitd ympardivassa terveessd kudoksessa. Kasvainta
ymparoiva terve kudos reagoi kohdekudoksen tavoin hoitoihin ja on tarkeéda, ettd
sédehoidosta johtuvat mahdolliset sivuvaikutukset ja vauriot ndissa ympardivissa
soluissa jéisivat vahaisiksi. Biologisten testausmenetelmien avulla voidaan optimoida
kullekin potilaalle soveliain kokonaissddetysannos, fraktiointi, hoidon toistojen

lukumaéara ja kontrolliaikataulu.

Matemaattisesti ~ johdettujen  sateilybiologiset ~ mallit  perustuvat  pééosin
soluviljelykokeista saatuihin tuloksiin. Laboratoriossa soluviljelmien kasvuolosuhteen
voidaan s&adelld tutkimuksen mielenkiinnonkohteen mukaisesta. Té&ten saadaan
arvokasta tietoa siitd, miten solut kayttaytyvat koeoloissa muuttamalla vain tutkittavaa
sateily- tai l1adkemaaraé pitden samalla muut olosuhteet vakiona. Varsinaiset kudostason
reaktiot jadvat kuitenkin vain solutasonkokeista perdisin olevien arviointien varaan, silla
nama ovat kokonaisuudessaan mahdottomia mallintaa monimutkaisuutensa vuoksi.
Matemaattisissa annos-vaste-tutkimuksissa tehdddn monesti yksinkertaisia oletuksia,
koska muutoin esitysten laatiminen olisi mahdotonta. Téallaisia ovat muun muassa
mallin lineaarisuus, stationaarisuus ja toisinaan osa tunnetuistakin tekijoista joudutaan
jattamaan pois laskuista. Matemaattiset mallien avulla voidaan méaérittda tuloksena
keskiarvoja tai todennakdisyyksid hoidon onnistumistehosta suuressa potilasjoukossa.
Mitdan absoluuttisia totuuksia ne eivat siis tarjoa. Kliiniset lopputulokset eli hoidon

vaikutus ilmenee vasta my6hemmassé vaiheessa potilaan seuranta-ajanjaksolla.
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Erds tarkoitukseen soveltuva solubiologinen tutkimusmenetelmd, jolla voidaan
tarkastella solujen vastetta ulkoisiin rasitteisiin, on 96-kuoppalevylld toteutettava
klonogeeninen méaritys (engl. The 96-well plate clonogenic assay). Se perustuu solujen
loputtomaan kykyyn jakautua ja muodostaa uusia yhdyskuntia niiden lisaantymisen
pysayttavista tai tuhoon johtavista pakotteista huolimatta. Téllaisia soluja kutsutaan
klonogeenisiksi ja muun muassa syopéasolut lukeutuvat tdhan kategoriaan. Syitd tdhan
on késitelty luvussa 1., mutta voidaan todeta yleisesti, ettd klonogeenisten solujen
geneettisessa sdatelykoneistossa esiintyy loputtomaan jakautumiseen indusoivia

séatelymekanismeja.

96-kuoppalevyn klonogeenisen maéarityksen perusteella solubiologisista ilmidista
voidaan laskea numeerisia arvoja. Ndiden perusteella vuorostaan on mahdollista johtaa
matemaattisia malleja, joilla ennustaa hoitojen vastetta. SF-tekija (engl. survival factor)
kuvaa numeerisesti solujen sietokykya ja vastetta ympaériston rasitteisiin, kuten
sédehoidosta aiheutuviin solu- ja DNA-vaurioihin. Pro gradu-tutkielman SF-tekija

laskettiin kaavan 3. mukaisesti.

( positiivisten kaivojen lkm
SF __ \kaivoon siirostettujen solujen lkm

- positiivisten kontrollikaivojen lkm

)xkontrollikaivoon siirrostettujen solujen lkm

(3)

Mité suurempi lasketun SF-tekijan arvo on (tekijé saa kaikki arvonsa suljetulla véalilla
[0:1]), sitd paremmin solut selviavat elinkykyisind niihin kohdistetuista rasitteista.
Tulosten laskemisessa ja kasittelyssa kaytettiin lahdeaineistona apuna Pekkola-Heinon
vaitoskirjaa (Pekkola-Heino 1992).

Soluviljelykokeissa aitotumallisten solujen eloonjda@miskéyra eli elossa olevien solujen
osuus annoksen funktiona noudattaa kaavaa S = S(D), jossa D kuvaa sddeannoksen
suuruutta fotoni- ja elektronisateilylla. T&std voidaan mallintaa matemaattisesti erilaisia
solujen sadeherkkyyttd kuvaavia matemaattisia sovituksia, joiden pohjalta sadehoitojen
suunnittelu toteutetaan. Yksinkertaisin malli on lineaarinen, mutta nykyisin yleisimmin
kaytossé oleva sovitus on lineaari-neliéllinen malli eli LQ-malli (engl. Linear quadratic
model), joka on muokattavissa selkedmmin tulkittavaksi logaritmiasteikolla. Kuvassa 10

on tasta esitetty eras sovitus.
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Kuva 10. Esimerkki LQ-mallin matemaattisesta sovituksesta ja siind esiintyvien
parametrien o ja  esiintymisesta suhteessa havaintopisteistd muodostettuun suoraan

éiiné kuvataan esimerkkind solujen elossasédilymistd, josta hahmotellaan kayra
madritettyjen SF-tekijan arvoihin perustuen (arvot y-akselille). Sateilyannokset
vastaavasti ovat sovituksen muuttuja-arvona (arvot x-akselille). Lineaari-nelidllista
sovitusta laskettaessa on tunnettava syodpasolutyypin lisaksi séteilyfraktioiden

annosteluprotokollat. Kuvaaja hahmotellaan kaavan 4. mukaan.
S(D) = e~(@D+ D) (4)

Parametri a kuvaa eloonjadamiskdyran lineaarista alkuosaa eli se liittyy soluvaurioihin,
jotka lisdantyvét lineaarisesti sateilyannoksen D funktiona. o on riippumaton eri
tapahtumien  keskindisestd  vuorovaikutuksista  ja  edustaa  siis  suoria
soluvauriotapahtumia, joihin fraktiointi ja annosnopeus eivét vaikuta. Parametri f
kuvaa eloonjaamiskayran laskunopeutta suurilla annoksilla ja siten kyseisilla annoksilla
muodostuvaa seka ajallisesti ettd paikallisesti laheisten soluvaurioiden kasautumista ja
niiden letaalia yhteisvaikutusta syopékudoksessa. Talloin siis raskaammilla hiukkasilla
kuvaajassa esiintyvad olkapaata ei havaita, vaan talléin sovitus olisi lineaarinen. LQ-
mallin parametreja a ja B tai ndiden vélista suhdetta (o/f) (kuva 10.) on madritetty hyvin
monille sydpésolutyypeille ja kudosreaktioille (taulukko 5). Mallia voidaan johtaa ja

soveltaa siten, ettd parametrien ja niiden valisen suhteen perusteella on mahdollista
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maadrittdd sadehoidossa yksilollinen hoitosuunnitelma, jonka odotettavat tulokset

olisivat potilaan toipumisen kannalta parhaimmat.

Taulukko 5. Eloonjdédmiskayrien parametrien tyypillisia arvoja erdille ihmisen
syopasoluille (mukaillen Malaise ym. 1986)

SYOPAMUOTO a (GyY) B(Gy?) n Do (GY)
Glioblastooma 0,24 0,03 12 1,4
Melanooma 0,26 0,05 73 1,0
Levyepiteeli— 0,27 0,05

karsinooma 5 1,3
Adenokarsinooma 0,31 0,06 37 1,0
Lymfooma 0,45 0,05 2 15
Pienisolusyopa 0,65 0,08 2 15

LQ-mallin matemaattisen sovituksen mukaan voidaan lisaksi arvioida solujen
séddeherkkyytta laskemalla kayran yhtalosta osittaisintegroinnilla tietyilla sadeannoksilla
aiheutuva kayran alle jaavén pinta-alan suuruus. Tama AUC-arvo (engl. Area under
curve) saa séderesistenteilla soluilla yleensa arvoja, jotka ovat suurempia kuin 2, kun
taas sadeherkilla solulinjoilla kdyran alle jaavat alat ovat arvoiltaan pienempia kuin 2
(Pekkola-Heino 1992).

Pro gradu-tutkielmassa 96-kuoppalevyn klonogeenisessa maéarityksessa tarkasteltiin
paan ja kaulan alueen levyepiteelikarsinoomasolulinja UT-SCC-74A:n solujen vastetta
sédehoitoon eri solumaéarilla suhteutettuna eri vahvuisiin sddeannoksiin. Sadetyksesta
elossa selvinneiden solujen lukumé&éaraé verrattiin niiden alkuperdiseen maaraén ennen
kokeiden toteuttamista. Saaduista tuloksista laskettiin suhdelukuna eloonjaémistekija eli

SF-tekija edella esitetyn kaavan 3. mukaisesti.

SF-arvot taulukoitiin ja niiden perusteella maaritettiin solulinjan sadeherkkyyttéa
kuvaava LQ-sovitus kaavan 4. mukaisesti yhteistydssd TYKS:n onkologian osaston
yliydinfyysikko Jarmo Kulmalan sekd sairaalafyysikko Sami Suilamon avustuksella.
Mallista laskettiin vield solulinjakohtainen AUC-arvo, kun annosten suuruudet saivat

arvot 0—7,5 Gy.
2.3.1 Koejdrjestelyt

Kaksi UT-SCC-74A-linjan soluviljelmaa perustettiin  T70-kasvatuspulloihin, joita

yllapidettiin ~ sdadellyissdé  olosuhteissa (+37 °C, 5 %  CO,-pitoisuus).
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Harvestointivaiheessa pullon pohjan peittoaste oli noin 40 — 60 %. Solut kerattiin
kasvatuspulloista solut irroittamalla ne entsymaattisella kasittelylla ja solutiheys

maaritettiin Burker-laskukammiolla kaavan 1. mukaisesti

Tulosten perusteella valmistettiin primaérinen solukantaliuos (solumééra optimoitiin
4167 solua/ml) Ham’s F12-mediumiin (lisand 15 % FBS). Varsinainen Kkoesarja
valmistettiin pipetoimalla primadrisesta solukantaliuoksesta taulukon 6. tilavuudet
(laskut liite-osiossa) numeroituihin falcon-putkiin, joihin oli jo valmiiksi mitattu 50 ml
Ham’s FI12-mediumia (lisénd 15 % FBS). Solu- ja sateilymaarat méaardytyivat
koejarjestelyissd siten, ettda suurempaa yksittdistd solujoukkoa kohtaan suunnattu
séadeannos olisi intensiteetiltddn voimakkaampi. Koesarjan solu- ja sateilymé&&ran

optimoinnissa kéytettiin apuna Erjalan véitoskirjaa (Erjala 2006).

Taulukko 6. UT-SCC-74A:n saderasituskoejarjestelyn solumaérat, sddeannokset seka
solukantaliuoksesta pipetoitava tilavuus riittdvan solutineyden saamiseksi. Séateilyn
yksikkond on Gray (Gy), mik& ilmaisee sateilyfysiikassa absorboituneen annoksen
yksikkoa. Sl-jarjestelmén yksikdiden mukaan se voidaan maarittdd myos yhden joulen
kohdistaman energian suuruutta yhté kilogramman massa-yksikkéa kohden.

KOEPUTKEN N(solumaara)gs.kuoppal. SADEANNOS/Gy Viantalivos/ul
NUMERO

1 2 0 120

2 3 0,75 180

3 4 1,25 240

4 8 2,5 480

5 10 5 600

6 16 7,5 960

Falcon-putket suljettiin tiiviisti ja ne Kkuljetettiin séteilyaltistusta varten TYKS:n
onkologian  osastolle  jatkuvassa  ravistelussa.  Séateilyttdmisessa  kéytettiin
lineaarikiihdytintd (Varian Clinac 2100C/D, Varian Medical Systems, Palo Alto, USA).
Laitteen toimintaperiaate on luoda sédhkokenttd, jossa elektroneja kiihdytetéan tiettyyn
energiavoimakkuuteen (6 MV). Nama térmaytetddn kohtioon (kohtio = solujen
etaisyyssateilylahteestd, 100 cm), jolloin muodostuu jarrutussateilyd. Tata
jarrutusséteilya eli fotonisateilyd kaytetddn sddetykseen (sateilykentdn koko 100 cm:n

etdisyydell& sateilylahteestd: 20 cm x 40 cm, annosnopeus kohteessa: 5 Gy/min).
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Sateilyaltistuksen jélkeen solut kuljetettiin jatkuvassa ravistelussa soluviljelytiloihin,
jossa ne siirrostettiin 96-kuoppalevyille. Yhté sédetettya falcon-putkea varten oli varattu
kaksi 96-kuoppalevyé ja jokaiseen kaivoon pipetoitiin 200 pl:n tilavuus néytetta. 96-
kuoppalevyjen suojakanteen Kirjattiin  solulinja tietoineen, koeputken numero,
séddeannos seka eksperimentin toteutuspaivamaara. Kuoppalevyt suljettiin tiiviisti ja

niiden annettiin olla soluviljelytilojen lampokaapissa kolme viikkoa (+37 °C, 5 % CO,).

Rontgensideannokset

0Gy 075Gy 125Gy  2,5Gy 5,0 Gy 7,5Gy <—AVAVA—

Pip etointi 96-kuopp alevylle
fesees
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Kuva 11. SF-tekijan koejarjestelyt. Soluviljelméstd pipetoidaan riittdvéa tilavuus
solukantaliuokseen, josta vastaavasti pipetoidaan tarkkaan lasketut tilavuudet
koejarjestelyn falcon-putkiin. S&detyksen jalkeen putkista pipetoidaan 96-kuoppalevyn
kuhunkin kaivoon 200 pl.

Madréajan kuluttua 96-kuoppalevyt avattiin ja tarkastelun niiden siséltdmét positiiviset
kaivot laskettiin. Positiivisuuden ehtona oli, ettd kaivo sisélsi vdhintadn 32 solun
kasvuston. Jokainen tuplakoesarjan levy laskettiin ja tulokset kirjattiin ylds. Naiden
perustella laskettiin solujen eloonjaamisosuus eli SF-tekija sek& arvioitiin solujen

sietokykyé sédehoitoon.
2.4 Toiminnallisten geenien vaimentaminen in vitro
RNA-interferenssi, lyhyemmin RNAi — on ilmid, joka havaittiin alun perin kasveilla.

Ensimmainen eldinkunnan organismi, johon RNA-interferenssia sovellettiin, oli

sukkulamato (C.Elegans) ja tdman jalkeen kokeiluja laajennettiin myds selkajanteisiin ja
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naiden soluihin. RNAI:n avulla voidaan hiljentdd jokin tietty solussa aktiivisesti
toiminnallinen geeni joko kokonaan toimimattomaksi tai siten, ettd sen toiminta
palautuu vahitellen takaisin vaimentamisen jalkeen (Fire ym. 1998, Voorhoeve &
Agami 2003).

Elidilla RNA-interferenssi on luonnollinen mekanismi varmistaa geenien ilmenemisen
tasapaino solutasolla. Tumassa valmistetut l&hetti-RNA:t (messenger eli mMRNA)
kuljetetaan sytoplasmaan, niiden sisaltama koodi puretaan ribosomien avulla ja
valmistetaan peptidiketjuja translaatiossa. Myohempien muokkausten seurauksena
naistd voidaan muokata muun muassa toiminnallisia proteiineja. Liian korkea mRNA-
taso solun sisélla aktivoi RNAi-mekanismin, joka voi vaikuttaa edelld mainittuun
proteiinien muodostumiseen. Iimi6td hyddynnetddn solubiologisissa tutkimuksissa in
vitro, esimerkiksi geenin vaimentamisessa. RNA-interferenssin avulla voidaan ndin
esimerkiksi tarkastella geenin aiheuttaman vasteen poiskytkennan vaikutusta erilaisiin
ulkoisiin pakotteisiin tai ympéristotekijoihin. Naitd voivat olla muun muassa erilaiset
ladkkeet, sateilytys, kemikaalit tai vaikka muutokset solujen ympariston
happipitoisuudessa (Mocelin S & Provenzano M, 2004).

RNA-interferenssin kdynnistyminen etenee solussa vaiheittain ja se on esitetty kuvassa
12. Solun omia kaksisédikeisia RNA-ketjuja (dsRNA) tai vaihtoehtoisesti soluun
siirrettyja keinotekoisia siRNA-komplekseja muokkaavat solun omat entsyymit. Dicer-
entsyymi, joka lukeutuu ribonukleaaseihin, pilkkoo dsRNA:n 20-25 emaésparin
pituisiksi paloiksi (kuva 12, a-kohta). Muodostuneet RNA-oligonukleotidinauhat
sitoutuvat usean proteiinin muodostamaan yhdistelmé&an eli kompleksiin, jota kutsutaan
RISC-kompleksiksi (RISC — RNA-induced silencing complex eli RNA:n indusoima
vaimentamiskompleksi). RISC-kompleksin jokaisella proteiinilla on kohde-mRNA:han
sitoutumista edistavia- seka sen hajoitukseen erikoistuneita ominaisuuksia. Kompleksin
muodostumisessa toinen dsRNA:n nukleiinihappoketjunauha eli ’sense”-nauha hajoaa,
jolloin jiljelle jaa tilloin vain “anti-sense”-nauha (kuva 12. b-kohta). Tdmi “anti-
sense”-ketju tunnistaa emaésjarjestyksen perusteella kohde-mRNA:n, joka johtaa sen
hajotukseen (kuva 12, kohdat ¢ ja d). Emasjérjestys on jokaisella vaimennettavalla
geenilla spesifinen ja juuri tdhan ominaisuuteen perustuen menetelméll& voidaan tutkia

yksittaisten geenien vaimentamista soluissa.
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Kuva 12. RNA-interferenssin muodostumis- ja toimintamekanismi solussa.
Kaksisaikeisen RNA:n entsymaattinen aktivoinnin seurauksena, kohde-mRNA:han
sitoutuminen indusoi tdman hajotuksen ja translaation vaimentaminen (mukaillen
Karpala AJ ym. 2005).

2.4.1 Transfektio

Pro gradu -tutkielmassa RNAI:lld& vaimennettiin  UT-SCC-solulinjassa hypoksian
indusoima HIF-1a-geeni. Hiljennyskompleksin  muodostamista varten kaytettiin
Oligofectamine™ - reagenssia (Invitrogen™, Life Technologies Corporation).
Reagenssi muodostaa  spontaanisti  oligonukleotidien  kanssa  transfektoivia
oligonukleotidikomplekseja, joiden emésjarjestysspesifiteettiin  perustuen voidaan
vaimentaa soluissa jokin tietty geeni. Menetelma vaatii optimointia, koska reagenssi ei
valttamatta sovellu kaikille eukaryoottisolutyypeille. UT-SCC- solulinjalla menetelmé
toimii, silld& muutama tutkimusryhma on jo aiemmin testannut sité kyseisilla soluilla ja

todennut sen sopivan RNAI-tydskentelyyn (Marxsen J ym. 2004).

Kuvassa 13 on esitetty transfektion protokolla kaaviona. Transfektiota varten soluja
viljeltiin kasvatuspulloissa, kunnes saavutettiin konfluentti kasvusto. Solut keréttiin ja
laskettiin. Solususpensiosta valmistettiin kantaliuos (kuva 13, kohta a). Transfektiota
varten siirrostettiin kolmelle 6-kuoppalevyn kaivolle 30 000 solua. 6-kuoppalevyn
kanteen merkittiin solulinjan tunnus, pdivamaard, siirrostajan puumerkki ja merkittiin
kunkin kaivon kohdalle lisattdvien oligonukleotidien tiedot (kuva 13, kohta b).
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Oligonukleotidit olivat HIF-1a kohdegeenille spesifiset siRNA:t sekd epdaspesifista
siRNA-sekvenssia siséltdvat oligonukleotidit eli ns. Scramble-oligonukleotidit.
Scramble- ja HIF-1a:n siRNA-sekvenssit on lueteltu liite-osiossa. Koejarjestelyssé oli
myods mukana ndyte (UTR, engl. untreated), johon ei transfektoitu lainkaan
oligonukleotidia. Tamé& nadyte toimi siis tutkimuksen kontrollindytteend, johon liséttiin
ainoastaan Oligofectamine™ - reagenssia. Kuoppalevy siirrettiin lampokaappiin (+37
°C, 5 % CO,— pitoisuus), jossa sen annettiin olla yon yli.
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Kuva 13. Transfektion toteutuskaavio

Transfektioon tarvittavat liuokset valmistettiin Oligofectamine™ -reagenssikitin
ohjeiden mukaan (kuva 13 c-kohta). Kitin A-liuos sisélsi transfektoivia komplekseja
muodostavan reagenssin eli Oligofectamine™:n, kun taas B-liuosten sisaltd riippui
koejarjestelyn 6-kuoppalevyn kaivoihin pipetoitavista oligonukleotidien sekvensseista.
Koejarjestelyissé tarvittavat liuosméérat on listattu taulukkoon 6. UT-SCC-74A-

solulinjalle optimaalinen oligo-pitoisuus oli ohjesuositusten mukaan 20 puM.
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Taulukko 6. Eksperimentin Oligofectamine™ -transfektiokitin A- ja B-liuoksen
reagenssimadrien pipetointitaulukko.

A-liuos B-liuos
DMEM Oligofectamine™ DMEM OLIGO A-liuos
37,8 ul 6,3 ul UTR 200 ul -
scr 175 pl 12,5 ul 18,5 ul
SiHIF-1a 175 ul 12,5 ul 18,5 ul

B-liuosta siséltavaén eppendorf-putkeen lisattiin 18,5 ul A-liuosta ja ndiden annettiin
reagoida huoneenldmmossa 15-20 minuuttia (taulukko 6). Ennen transfektiota 6-
kuoppalevyn soluja sisaltavat kaivot huuhdeltiin PBS:Il4, minka jélkeen kaivoihin
pipetoitiin D-MEM:ia 800 ul. T&mén jalkeen kaivoihin pipetoitiin 200 pl A/B-liuosta
(UTR, scr tai siHIF-1a). Transfektioreagenssin annettiin interaktoida solujen kanssa
nelja tuntia lampokaapissa (+37 °C, 5% CO, — pitoisuus) (kuva 13, kohdat ¢ ja d).
Solujen vitaalitoimintojen aktivoimiseksi kuoppalevyjen kaivoihin liséttiin taman
jalkeen 1 ml D-MEM-kasvatusliuosta, jonka seerumipitoisuus oli 20 % (kuva 13, kohta
e). Seuraavana péivana solujen kasvatusmedium vaihdettiin D-MEM + 10 % FBS
liuokseen (kuva 13, kohta f).

2.4.2 Hypoksianaytteiden valmistus

Transfektoidut solundytteet siirrettiin hypoksiakaappiin 6 tunniksi (Invivo2, Ruskinn
Technology Ltd., UK), jotta hapen suhteellisen osapaineen vahentyminen aktivoisi
solujen HIF-1a:n ekspression (1% O,-pitoisuus, huoneenldmpdtila). Hypoksiakaappiin
siirrettiin transfektoitujen solundytteiden lisaksi Western blot-néytteiden valmistusta
varten tarvittavat soluviljelyvalineet sekd reagenssit tasapainottumaan kuudeksi
tunniksi. Solujen irrotusta sek& niiden rakenteiden hajottamista varten tarvittavan lyysis-
puskurin valmistus ja séilytys on kuvattu tutkielman lopun liitteessa. Lyysis-puskuriin
lisattiin solujen proteiinien molekulaarisia rakenteita kelatoivia yhdisteitd, jotka
kuitenkin takasivat sen, etta analysoitavat proteiinit sdilyvat ndytteissa ehjina.

Soluviljelmista imettiin kasvatusmedium pois ja solut pestiin PBS-liuoksella. Kuhunkin
kaivoon lisattiin lyysis-puskuria 1 ml ja tdman annettiin inkuboitua hetken. Solut
raaputettiin kaivojen pohjalta irti ja solulysaatti pipetoitiin eppendorf-putkiin. Naytteet

siirrettiin valittdmasti jaille. Naytteiden lopullinen sailytys tapahtui - 70 °C:ssa.
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2.5 Western blot-analyysi

Western blot—analyysi on biotekninen menetelm4, jonka avulla voidaan erotella solu- tai
kudoslysaattindytteistd  proteiineja.  Menetelmd  perustuu  polypeptidiketjujen
séhkokemiallisiin  ominaisuuksiin, kolmiulotteisiin rakenteisiin, aminohappoketjujen
suhteellisiin pituuksiin tai naiden yhdistelmiin, joiden avulla proteiinit on mahdollista

erotella toisistaan sahkovirran ohjaamana geelielektroforeesilla.

Pro gradussa proteiinien  erottelussa  kaytettiin  natriumdodekyylisulfaatti-
polyakryyliamidigeelielektroforeesia (SDS-PAGE, Laemmli 1970), jossa erottelu
perustui  erillisten  polypeptidiketjujen  kokoon. SDS-PAGE:ssa  proteiinien
kolmiulotteinen rakenne hajotetaan ennen geeliajoa ja lisdksi mahdolliset proteiinien
alayksikot irrotetaan toistensa vaikutuspirista. Polypeptidiketjujen véliset rikkisillat
pelkistetddn kuumentamalla ndytteitd naytepuskurissa B-merkaptoetanolin tai DTT:n
(Ditiotreitoli) kanssa. Proteiinin siséltdmien aminohappojen varauserot muokataan
negatiiviseksi naytepuskurin anionisen SDS-lisan (natriumdodekyylisulfidi) myota, joka
peittdd molekyyliketjun. Na&in niiden rakenne pysyy yksinkertaisena ja stabiilina
ketjuna, joka mahdollistaa proteiinien kokoon ja varaukseen perustuvan erottelun

geelill&.

SDS-PAGE:n geeli koostuu polyakryyliamidin ja bis-akryyliamidin seoksesta, joiden
polymerisaatio muodostaa tihedn molekulaarisen verkoston. Geelille johdetaan
sédhkdvirtaa, jonka seurauksena proteiinit ajautuvat negatiivisen varauksensa johdosta
katodilta anodille (negatiiviselta kohtiolta positiiviselle). Suuremmat proteiinit jaavéat
nain ollen jo heti geelilld sen alaosaan, kun taas pienemmét yksikot ajautuvat
nopeammin huokosverkoston l&pi geelin yldosaan. Voidaankin sanoa, ettd SDS-
PAGE:ssa proteiinien nopeus ja ajautuminen geelilla on k&é&ntden verrannollinen niiden
kokoon n&hden. Akryyliamidipitoisuutta muuttamalla verkoston tiheyttd on mahdollista
muokata tutkittavan proteiinin - molekyylipainolle sopivaksi. Jotta proteiinit
kulkeutuisivat tasaisesti sdhkovirran ohjaamana, kaytetddn epgjatkuvaa SDS-PAGE:a,
jossa erottelugeeleind ovat sekd yla- ettd ala-geeli. Ylageeli (kokoojageeli) varmistaa
talloin proteiinien tasaisen kulkeutumisen alageelilld (erotusgeelissd), mika perustuu sen
suurempiin huokoskokoihin. Geelien eri tiheydet aiheuttavat sen, ettd polypeptidiketjut

tiivistyvat naiden rajalle ohuiksi juoviksi.
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Proteiinien erottaminen ja niiden tunnistaminen tapahtuu erilaisten vasta-aineleimaus- ja
varjaysmenetelmien avulla, joista jalkimmaista ei voida suoraan soveltaa kaytanngssa
itse geelille. Tastd syystd elektroforeesilla erotellut proteiinit on ensin siirrettdva
materiaalille, kuten nitroselluloosamembraanille tai PVDF-kalvolle, jotka sitovat edell&
mainittuja tunnistamisreagensseja. Proteiinien siirrossa eli “blottauksessa” negatiivisesti
varatut polypeptidiketjut kulkeutuvat sahkovirran avulla anodin suunnassa olevalle

materiaalille.

Vasta-aineleimauksessa kéytetddn yleensa kaksivaiheista leimaamismenetelmé&a.
Kalvolla olevat proteiinit késitellddn ensidvasta-aineella, jonka tarkoitus on toimia
ankkurina toisiovasta-aineelle. Tdma vuorostaan sisaltaa yleensa reportterin (tai leiman),
joka aktivoituessaan (ei-fluoresoiva, fluoresoiva tai radioaktiivinen leima) vélittda
leimatusta proteiinindytteestd signaalin, joka vuorostaan voidaan havaita muun muassa
erilaisilla kuvantamismenetelmilla. Signaali muodostuu kasiteltaessé vasta-ainetyypista
riippuen leimattua materiaalia joko subtraattiliuoksella, eri aallonpituutta sisaltavélla
valolla tai mahdollisesti sateilylld. Ennen varsinaista leimaamista kalvo, jolle ndytteesta
erotetut proteiinit on siirretty, kasitell&an siten, ettd vasta-ainemolekyylit sitoutuvat vain
kohdeproteiineihin. Yleinen menetelméa tdhan on huuhdella membraania maitojauheesta
ja PBS:sta valmistetussa liuoksessa, jossa maidon proteiinit sitoutuvat tyhjiin kohtiin

parantaen néin lisattavan vasta-aineen sitoutumista kohdeproteiineihin.

Pro gradu-tutkielmassa proteiinien havainnoimiseksi  kéytettiin  vasta-aineena
piparjuuriperoksidaasi-konjugoituja leimoja (HRP, Horseradishperoxidase), joissa
proteiinien paikallistaminen kalvolla sek& niiden tunnistus perustui tehostettuun
kemiluminesenssiin ~ (ECL, Enhanced chemiluminescence). ECL muodostuu
reaktiosarjan seurauksena, jossa HRP:n hapettuu, kun vasta-aineleimattua membraania
kasitelld&n vetyperoksidia siséltavalla substraattiliuoksella. HRP:n reaktio vuorostaan
katalysoi edelleen luminolin hapettumisen 3-APA:ksi ja samalla molekyyleissa
esiintynyt viritystila purkautuu vapauttaen valoa. Séteily tallennetaan rontgenfilmille,
josta proteiinit voidaan havainnoida ja tunnistaa sekd niiden maaréaé arvioida esiintyvien
intensiteettierojen perusteella. Hapetusreaktiossa vapautuvan valon voimakkuutta
voidaan kasvattaa lisadmalla reaktioon erilaisia kemikaaleja (tehostaja eng. enhancer),
kuten esimerkiksi jodofenolia. Maksimaalinen intensiteetti saavutetaan valottamalla
membraania kaksi tuntia reaktion alusta. Western blot-analyysissa kéytettyjen liuosten

ja kemikaalien tiedot, sekd menetelmaohjeet laitetietoineen on esitetty liiteosiossa.
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2.5.1 Western blot -naytteiden valmistaminen

SDS-PAGE-ajoa varten jokaisesta hypoksianéytteesta maaritettiin
kokonaisproteiinipitoisuus, jotta erotusgeelin  kaivoihin ladattaisiin  samassa
madrasuhteessa proteiineja. Koska solut oli hajoitettu SDS:aa sisaltavalla
lyysispuskurilla, kokonaisproteiinipitoisuus maéritettiin  BCA-menetelmélld (Smith
assay, Smith 1985).

BCA-menetelm& perustuu  kupari-ionin  hapetus-pelkistysreaktioon voimakkaasti
emaéksisissa olosuhteissa ja on lampdatilasta riippuvainen. Proteiinindytteiden sisaltdamien
aminohappojen (kysteiini tai sen hapettunut muoto kystiini, tyrosiini ja tryptofaani)
pelkistavat BCA-liuoksen sisaltamat Cu®**-ionit Cu*-ioneiksi. Muodostuneet yhden
arvoiset kupari-ionit kelatoituvat bikinkoniinihappomolekyylien kanssa, joka havaitaan
liuoksen varinmuutoksena. Muodostuneen vérin intensiteetti mitataan spetrofotometrilla
(750 nm:n aallonpituusabsorptio). Intensiteetti on suoraan verrannollinen reaktioon
osallistuvien  peptidisidosten ~ maaran  kanssa.  Tunnetuissa  olosuhteissa
absorbanssilukema a vastaa mitatun naytteen kokonaisproteiinipitoisuutta c. Geelille
pipetoitavan naytteen kokonaistilavuus V voidaan siten laskea kaavan 5. mukaisesti,

jossa n kuvaa proteiinien maaraa naytteessa.
ny=nz
cVi=caVz | c=a

(a1xVy)
a

arVi=azl> @ V2 (5)

Kokonaisproteiinipitoisuuden maarityksesséa kaytettiin DC Protein Assay -tuotetta (Bio-
Rad Laboratories). Jokaisesta ndytteesta otettiin kaksi rinnakkaisotosta. Maaritys tehtiin
valmistajan ohjeiden mukaan. Kokonaisproteiinipitoisuus maaritettiin
spektrofotometrilla (Multiskan Ascent 96/384 Plate Reader, Thermo Fischer Scientific
Oy, Finland) 750 nm:n filtterilla. SDS-PAGE:n geelin kaivoihin pipetoitiin ndytteit4
siten, ettd mitatuista absorbanssilukemista keskiarvoista pienimman luvun saaneesta
koeasetelmasta pipetoitiin 50 pl:n tilavuus. Muiden néytteiden mééara laskettiin kaavan

5. mukaan. Naytteiden lisdksi geelille pipetoitiin myds 10 ul NEB™:n Prestained
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Protein Marker (Broad Range: 7-175 kDa) (NEB, USA) proteiinien tunnistamista

varten.

2.5.2 Geelielektroforeesi ja vasta-aineleimaus

Pro gradu-tutkielman geelielektroforeesi tehtiin BioRad:n MiniProt 3® -laitteistolla
(Bio-Rad, USA), johon valettiin epdjatkuvaan SDS-PAGE -menettelyd varten 10 % -
erotusgeeli (alageeli) seké 4 % - kokoojageelia (ylageeli). Geelien paksuus oli 1 mm ja
kaivojen lukumé&ara yhdeksan. Laitteisto koottiin valmistajan ohjeiden mukaisesti siten,
ettd molemmat geelit valettiin ja ajettiin samaan aikaan. Erotusgeeli valmistettiin ensin
ja valmis geelimassa pipetoitiin vélittdmasti ajolaitteiston lasien véliin varovasti
ilmakuplien valttdmiseksi. Geeli tasattiin lisddmalla lasien reunustoja pitkin
automaattipipetilla MQ-H,O:ta ja jotta ilman happi ei estéisi geelin bis-akryyliamidin ja
polyakryyliamidin valistd polymerisaatioreaktiota. Geeli polymersoitui (véhintaan 30
min, RT), jonka jalkeen tasausvesi poistettiin varovasti imupaperilla. Kokoajageeli
valettiin valmistetun erotusgeelin pé&alle vastaavalla tavalla. Kaivot muotoiltiin
asettamalla ddH,O:ssa kastellut geelikammat varovasti kokoajageelin ja erotusgeelin

valiin, jonka jalkeen ylageelin annettiin polymerisoitua (vahintdan 45 min, RT).

Koottiin ajolaitteisto valmistajan ohjeiden mukaisesti ja valmisteltiin ndytteet
elektroforeesiin ennen niiden pipetoimista geelin kaivoille. -70 °C:ssa sdilotyt naytteet
sekd 6 x latausliuos (10 % SDS) siirrettiin jdille. Jokaiseen naytteeseen pipetoitiin 30 pl
6 x latausliuosta, mink& jalkeen ndytteet kuumennettiin 100 C:ssa 5 minuuttia ja
sentrifugoitiin nopeasti. Naytteet pipetoitiin geeliin ja eroteltiin kokoluokkiin 90 V:n
jannitteelld (90 min). Proteiinindyterintamaa seurattiin ajon aikana, jottei se ylittaisi
geelin alarajaa. Ajon jalkeen laite pysaytettiin ja geeli irrotettiin laseista varovasti.
Kokoluokkiin erotellut proteiinit siirrettiin nitroselluloosamembraanille (Millipore,
Merck) Western blot-proteiinien siirtolaitteistossa (350 mA/60 min) (BioRad Mini
Trans Blot®, Bio-Rad). Siirtolaitteisto koottiin valmistajan ohjeiden mukaisesti (Kuva
14.) Ajon jalkeen laite purettiin ja membraanit huuhdeltiin MQ-H,0O:ssa kevyessa

ravistelussa (15 — 20min.).
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Kuva 14. Western blot-siirtolaitteiston kokoamisjérjestys.

Yleinen kaytanto siirron jalkeen on, ettd membraani kasitellaan blokkaus-liuoksella (1
% maitojauhe ja 1 x PBS), jotta vasta-aineleimauksen vasta-ainemolekyylit tarttuisivat
kohdeproteiineihin tarkasti eivatkd membraanin muiden mahdollisten proteiinien
epitooppeihin. Pro gradu-tutkielman ensidvasta-aine oli kuitenkin riittdvan tehokas
kohdentuessaan tutkittaviin proteiineihin, joten tdma vaihe voitiin sivuuttaa ensio-

leimauksessa.

Anti-HIFlo-ensidvasta-aineesta (BD Biosciences) valmistettiin 1:3000-laimennos 5 ml
PBST:hen. Membraani siirrettiin pinseteilld steriiliin 50 ml:n falcon-putkeen, johon
pipetoitiin vasta-aineliuos ja annettiin inkuboitua yon yli viiledssa (+4 °C) jatkuvassa
py6rimisliikkessa. Toisiovasta-aineesta (Polyclonal Goat Anti-Mouse
Immunoglobulins/HRP-vasta-aine, DakoCytomation) valmistettiin 1:5000-laimennos 5
ml:aan PBST-5 % maitojauheliuos. Ensit-vasta-aineleimattu membraani pestiin kaksi
kertaa PBST-liuoksella, jonka jélkeen se siirrettiin pinseteilla uuteen steriiliin 50 ml:n
falcon-putkeen, johon pipetoitiin toisiovasta-aineliuos. Toisiovasta-ainetta inkuboitiin

membraanin kanssa yli yon (+4 °C) jatkuvassa pyorimisliikkeessé.

2.5.3 Tehostettu kemiluminesenssi eli ECL

Toisiovasta-aineleimauksen jalkeen membraanit pestiin kaksi kertaa 10 ml PBST-
liuoksella ja kaksi kertaa 10 ml MQ-H,O:ssa kevyessa ravistelussa (10 min.).
Kemiluminesenssireagenssi (ECL-liuos) valmistettiin Pierce®ECL Western Blotting
Substrate-materiaalipakkauksen (Thermo Fisher Scientific Inc.) ohjeiden mukaisesti

yhdistaimalla 600 pul 1-substraatti- ja 2-substraattiliuosta. ECL-liuos pipetoitiin
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membraanin paalle ja paineltiin kevyesti kalvot kiinni toisiinsa siten, ettd ilmakuplat ja
ylimé&aréiset nesteet poistuivat. Membraani asetettiin valotuskasettiin (Amersham) ja
membraanin padlle asetettiin pimitssa rontgenfilmi (Medical X-Ray Film 100NF, Fuji)
Valotusajat vaihtelivat 3-10 minuuttia. Valotusaika riippui tutkittavasta proteiinista.
Filmit kehitettiin kehityskoneessa (Curix-60, Afga).

2.5.4 B-aktiinimaaritys

Membraaneilta havainnoitiin myods p-aktiini-proteiini sille spesifiselld vasta-aineella.
Vasta-aineesta (Ac-74 -vasta-aine, Sigma-Aldrich) tehtiin 1:3000-laimennos 5 ml
PBST:hen. Taman jélkeen tehtiin toisiovasta-aineleimaus (1,5-2 tuntia pyorityksessé
huoneenlamma@ssd). Signaali havainnoitiin samalla protokollalla, kuten luvussa 2.5.3

(valotusaika 30 sekuntia).
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3 TULOKSET

3.1 Solulinjat

Ennen varsinaisia sateilyherkkyyskokeita perehdyttiin soluviljelyn perusteisiin seké
solulinjojen kéyttdytymiseen niiden aktiivisen kasvun aikana. Tiedot solujen
alkuperdisesta sijainnista sek& kasvaintyypistd, joista linjat oli perustettu, on selostettu
luvussa 2.1 taulukossa 4. Tutkimuksiin pyrittiin valitsemaan soluvarastosta linjoja,
joiden passage- eli jakamiskertaluvut olivat mahdollisimman alhaisia. Tdma johtui siita,
etta talldin soluilla olisi sdilynyt edes hieman kyseisen kasvainkudoksen syopéasoluille
tyypillisia piirteitd. Mitd useammin soluja jaetaan kasvatusalustoilla, sitd enemmaén ne
menettavat erikoistumispiirteitddn, joka vastaavasti vaikuttaa eri eksperimenttien
tulosten luotettavuuteen heikentévasti. Soluja oli kuitenkin jaettava, silla muutoin liian
tiiviissd kasvustossa olisi ilmentynyt solujen valistd kontakti-inhibitiota, mika
vuorostaan olisi voinut vaikuttaa niiden geeniekspressiotasoihin ja siten myohempien
solukokeiden tuloksiin. Kuvassa 15. on esitetty kasvussa olleet solulinjat. Jotta
linjakohtaiset tulokset olisivat toistensa suhteen vertailukelpoisia, solulinjoja
kasvatettiin samanlaisissa olosuhteissa ja niiden kasittely ei poikennut toisistaan (luku

2.1 ja liite-0sio).

UT-SCC-8 UT-SEC-25
Larynx Toqgue :

UT-SCC 345 A o ) UT-SCC-74A
Larymx. & ma s SR g Tongue

Kuva 15. Pro gradu-tutkielman solulinjat: A) UT-SCC-8, B) UT-SCC-25, C) UT-
SCC-34 ja D) UT-SCC-74A.
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Havaittiin, ettd alhaisilla passage-luvuilla (passage-luku < 10) solujen Kkiinnittymiskyky
uudelle kasvualustalle heikkeni ja ne olivat erityisen herkkiéd kaikille viljelyoloissa
tapahtuneille muutoksille (trypsiinikasittely ja kasvatusliuoksen vaihdot) verrattaessa
soluihin, joiden passage-luku oli suurempi (passage-luku > 10). Myoés linjakohtaisia
eroja havaittiin. Esimerkiksi UT-SCC-8-linja oli erityisen vaativa ja naiden
solupopulaatioiden kanssa oli tydskenneltava erityisen varovaisesti. Solujen
kiinnittyminen alustalle vaati useamman pdaivan ja lisaksi linjan trypsiininsietokyky oli
erittdin herkka: vain 2 min. Toista &&ripaata vuorostaan edusti UT-SCC-74A-linja, joka
vuorostaan muodosti uusia solukasvustoja jo reilun vuorokauden paasta siirrostamisesta.
Néiden solujen trypsiiniresistenssi oli korkea: solut irtosivat alustalta yli 6 minuutin
inkubaation jélkeen. Solujen morfologia erosi toisistaan huomattavasti, vaikka
esimerkiksi UT-SCC-25 ja UT-SCC-74A sekda UT-SCC-34 ja UT-SCC-8 olivat peraisin
samasta anatomisesta rakenteesta (kieli ja kurkunpédd). Tahan vaikuttaa luultavimmin
kasvaimen erilaistumisaste (gradus-asteikko) seka tietysti solulinjojen harvestointi
uusille alustoille. Solujen metabolian indusoiman aktiivisuuden seurauksena solujen
ulkopuolella havaittiin mikroskoopilla erikokoisia eritysrakkuloita joko runsaasti tai ei
ollenkaan. Esimerkiksi UT-SCC-25-solulinjan soluilla ndita rakkuloita oli paljon, kun
taas vastaavasti UT-SCC-8-linjan soluilla n&itd ei havaittu. Taulukossa 7. on listattu
tarkemmat tiedot solulinjoista.

Taulukko 7. Pro gradu — tutkielman solulinjat ja niiden erityispiirteet

SOLULINJA KASVUTAPA KOKO MUOTO KASVUNOPEUS KIINNITTYMINEN - TRYPSHNIN

ALUSTALLE SIETO
uTsccg Yol pyodred + + ¥
péallekkainen
verkosto- monihaarainen,
UT-SCC-25 mainen A "okainen" i = *
rakenne
uT-sccaa romol pyorea + o+ +
monisolu-
kerros, pyoreé,
UT-SCC-74A levymaisia = levymainen B A i
rakenteita
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3.2 PE(%)-kayrat

Pro gradu — tutkielman kokeita varten tarvittiin tietty lukumdard soluja, joten
linjakohtaisesti tarkasteltiin jokaisen luvussa 3.1 mainitun solulinjan kasvunopeutta ajan
funktiona. Solujen Kkiinnittymispotentiaali méaritettiin istuttamalla kolmeen 6-
kuoppalevyn kaivoon sama madrd jokaisesta solulinjasta soluja (195000 solua).
Alkuperéisistd viljelmistd sopivien solulaimennosliuosten valmistamiseen liittyvat
laskuesimerkit on kuvattu liite-osiossa. 24 tunnin jalkeen jokaisen kaivon sisaltdma
elossa olevien solujen lukumé&ara laskettiin. Tésta vuorostaan madritettiin luvussa 2.3
olleen kaavan 2. mukaisesti linjakohtainen prosentuaalinen elossaolo-osuus, joka
perustui solujen kykyyn kiinnittyd uudelle kasvualustalleen. Tulokset soluviljelysta ja
laskuista on listattu taulukossa 8. Soluviljelyn tulokset on esitetty vield
pylvasdiagrammina linjakohtaisesti kuvassa 16., jossa nakyy selvésti UT-SCC-linjojen

valiset erot kiinnittaytymispotentiaalin suhteen.

Taulukko 8. PE(%)-madrityksen soluviljelykokeiden tulokset. Solujen lukumaarat
laskettiin - 24  tunnin  jélkeen siirrostuksesta ja tastd maaritettiin - solujen
kiinnittdytymispotentiaali prosentuaalisesti. Jokaisesta linjasta tehtiin kolme maéaritysta
ja ndiden kiinnittdytymispotentiaalista madaritettiin kullekkin solulinjalle keskiarvo ja
tasta laskettiin viela keskihajonta.

SOLULINJA SOLUMAARA/KAIVO |PE(%) |Keskiarvo(PE(%)) | Keskihajonta(PE(%6))
A | 135600 69,53

UT-SCC-25 |B | 77800 39,89 48,25 18,56
C | 68900 35,33
A | 66700 34,2

UT-SCC-34 |B |37800 19,38 30,57 9,89
C | 74400 38,15
A | 137800 70,66

UT-SCC-74 | B |126700 64,97 76,54 15,38
C |183300 94
A [ 48900 25,07

UT-SCC-8 B {91100 46,71 34,37 11,13
C | 61100 31,33
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UT-SCC-25-linjan solukasvu UT-SCC-34-linjan solukasvu
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Kuva 16. PE(%)-maéritys UT-SCC-linjan soluilla. Musta palkki kuvaa soluma&raé
siirrostuksen alussa (Oh, 195 000 solua jokaisessa kaivossa) ja harmaa palkki kuvaa
solum&aréd 24 tuntia siirrostuksen jalkeen. 24 tunnin pylvasiin on liitetty myos
laskennallinen keskivirhe.

Solujen kiinnittymispotentiaali vaihteli runsaasti linjakohtaisesti. Esimerkiksi suurin osa
UT-SCC-8- seka -34-linjan soluista menehtyi siirrostuksen yhteydessd. Tdma havaittiin
valittomasti seuraavana péivana tulosten tarkastelun yhteydessa seka silmamaaréisesti
ettd laskennallisesti. UT-SCC-74A Kiinnittyi uudella alustalleen ylivoimaisesti
tehokkaimmin, joten se valittiin tasta syysta jatkokokeisiin. Verrattaessa esimerkiksi
muihin solulinjoihin se kiinnittyi uudelle alustalleen jopa 30 prosenttiyksikk6a
paremmin kuin muiden UT-SCC-linjojen solut. Tuloksia kirjattaessa ja PE(%)-tekijoita
laskettaessa linjan UT-SCC-25 kohdalla harkittiin ensimmaisen arvon hylkaamista, silla
se poikkesi muista arvoista huomattavasti. Tdma johtui luultavimmin pipetointivirheesta
alkujarjestelyiden yhteydessa. Solususpensiota valmistettaessa on syytd sekoittaa
pipetilla solut tasaisesti pipetoimalla liuosta edestakaisin koeputkessa siten, ettd solut
ovat tasaisesti sekoittuneena suspensioon. Né&in valtetddn suurempien solukasaumien
muodostumista uudelle kasvualustalle pipetoinnin yhteydessd. PE(%)-mééritys tarjosi
riittdvén arviointipohjan sille, miten nopeasti solut kiinnittyvat uudelle alustalleen.

Tahan perustuen arvioitiin, ettd UT-SCC-74A-linjalla, joka valittiin jatkokokeisiin,
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kuluisi noin 2-3 paivad konfluentin kasvuston muodostamiseen. Tdma oli edellytys

saderesistenssiméaarityskokeille.

3.3 SF-tekijat ja AUC-arvo

Luvun 3.2 tulosten perusteella madritettiin  UT-SCC-74A-linjalle suhteelliset

AUC-arvo

koejarjestelyiden mukaisesti. Jokainen 96-kuoppalevyn kaivo, joka sisalsi vahintdan 32

eloonjd@misosuudet  ja  sdderesistenttiyttd  kuvaava luvun 2.3
solun kasvuston, huomioitiin laskuissa (positiiviset kaivot) ja SF-tekija (eli suhteellinen
eloonja@misosuus) madritettiin  kaavan 3. mukaisesti. Taulukkoon 9. on listattu
positiivisten 2011 ja 2012,

kuoppalevymaaritykset UT-SCC-74A:lle tehtiin. Taulukkoon 10. on listattu SF-tekijat,

kaivojen  lukumadrat  vuosilta jolloin  96-

jotka saatiin taulukon 9. arvojen mukaan laskettua kaavan 3. mukaan. LaskuesimerkKi

Ioytyy liiteosiosta

Taulukko 9. UT-SCC-74A-linjan 96-kuoppalevymadrityksen positiivisten kaivojen
lukumaarat. Mittauksia tehtiin jokaiselle sadeannokselle kaksi kappaletta: 2011/1. ja
2011/2. sek& 2012/1. ja 2012/2.

Sateilyannos| 2011/1. 2011/2. 2012/1. 2012/2.
0 53 44 26 26
0,75 57 54 27 28
1,25 58 62 35 45
2,5 75 79 37 35
S5 46 47 6 17
7,5 20 25 7 2

Taulukko 10. UT-SCC-74A- linjan SF-tekijat sek& naiden keskiarvot ja keskihajonnat
taulukon 9. arvojen mukaisesti laskettuna.

Sateilyannos| 2011/1. 2011/2. 2012/1. 2012/2. keskiarvo [keskihajonta
0 1 1 1 1 1 1
0,75 0,717 0,819 0,693 0,718 0,737 0,056
1,25 0,548 0,705 0,674 0,866 0,698 0,131
2,5 0,354 0,449 0,356 0,337 0,374 0,051
5 0,174 0,214 0,047 0,131 0,142 0,072
7,5 0,048 0,072 0,034 0,01 0,041 0,026
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Néiden SF-tekijoiden keskiarvojen mukaan hahmoteltiin solujen eloonjdédmista kuvaava

kayra sddeannoksen funktiona. Tasté laadittiin seka lineaarinen etté logritminen sovitus,

jotka on esitetty kuvissa 17. ja 18.

1,2

o
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1

Eloonjaamisosuus
o
(o]

o
>~

0 0,75 1,25 2,5 5 75
Sateilyannos (Gy)

=&— SF-kdyra

Kuva 16. Eloonjaamiskayra sateilyannoksen (Gy) funktiona: lineaarinen sovitus
UT-SCC-74A-linjalle. Sovitukseen on liitetty taulukon 10. keskihajonnat.

10
[%2] )
>
2 8
2
€
«(©
3::5
c
o
°
L
0,01

Sédeannos (Gy)

W SF-kayra

Kuva 17. Eloonjaamiskayra sateilyannoksen (Gy) funktiona: logaritminen sovitus
UT-SCC-74A-linjalle. Sovitukseen on liitetty taulukon 10. keskihajonnat.
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Taulukossa 10. esitetyt arvot sovitettiin LQ-malliin, joka on nykyisin yleisin
syopasolujen séderesistenttiyden madarityksessa kaytettdva malli. Solulinjan o-
parametriksi maaritettiin  keskiarvona mittaustuloksista 0,345 ja [-parametrin
keskiarvona saatiin 0,015. Ndiden perusteella voitiin maaritta4 koejérjestelylle kaavan 4.
mukaan seuraava solulinjan s&deherkkyyttd kuvaava yhtalo: S(UT-SCC-74A) =

e~ (@0345D+0,15D%) ' AUC-arvot laskettiin Kyseisesta kaavasta, joiden yhteinen keskiarvo
kuvasi linjan sdadeherkkyyttd. UT-SCC-74A-linjan AUC-arvoksi saatiin 2,4
(keskihajonnalla £ 0,4). Luvussa 2.3 todettiin séderesistenttien linjojen saavan AUC-
arvoja, jotka ovat suurempia kuin 2. Talléin saatujen tulosten perusteella voidaan todeta,
etta integroitaessa kuvissa esitettyjen kédyrien pinta-ala valilla 0 — 7,5 Gy saadaan

keskiarvoina tulos, joka kuvaa kyseisen solulinjan olevan suhteellisen séderesistenssi.

3.4 Transfektio

Pro gradu — tutkielman geenihiljennyksen lopputuloksia voitiin tarkastella Western
blot-analyysimenetelmall4. Ennen analyysid valmistettiin UT-SCC-74A-linjan soluista
kolme néaytettd, jotka kasiteltiin seuraavasti: UTR—késittely, scramble-lisdys ja anti- HIF
- lo. UTR (engl. untreated) tarkoittaa ndytettd, jota ei soluja transfektoitaessa késitelty
oligonukleotidilisaykselld lainkaan. Tdma kohtio toimi tutkimuksen kontrollindytteend,
johon liséttiin ainoastaan Oligofectamine™-reagenssia. L&htéhypoteesina oli, ettd
my6hemmin tarkasteltaessa solujen geenien ilmentymistasoja HIF-la:n suhteen,
kyseisen geenin pitdisi ndkya toiminnallisena ndissa soluissa hypoksia-altistuksen
jalkeen. Luvun 2.4.1 kuvan 13. 6-kuoppalevyn oikeassa ylakulmassa kirjainyhdistelméa
scr (engl. scramble) viittasi ndytteeseen, jossa Oligofectamine™-reagenssin lisaksi oli
pipetoituna kohdegeenille epaspesifid siRNA-sekvenssid sisaltdvid oligonukleotideja.
Komponentit muodostivat yhdessd transfektoivia komplekseja, joiden toiminta
kuitenkaan ei kohdistunut kohdegeenin vaimentamiseen. Scr-kaivon solut toimivat
koeasetelman toisena kontrollindytteend. Kohdegeenin vaimentumista ei tdman kaivon
soluissa olisi talloin oletettavasti pitanyt havaita. Kuvan 13. 6-kuoppalevyn HIF-1la-
kaivoon vastaavasti  pipetoitiin  sek& kohdegeenille spesifi SiIRNA  seka
Oligofectamine™ - reagenssia. Oletuksen mukaan spesifinen HIF-la-vaimeneminen
tapahtui tdssd kohtiossa. Transfektion jalkeen solujen kunto varmistettiin
mikroskooppitarkastelulla. Koska solut voivat ndenndisesti hyvin ja vaikuttivat
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elinkykyisiltd, ne altistettiin hypoksialle ja pakastettiin mydhempdd Western blot—

analyysié varten.

3.5 Western blot—analyysi ja ECL

Ennen Western blot—analyysin SDS-PAGE-ajoa maéadritettiin kokonaisproteiinipitoisuus
jokaisesta hypoksiandytteestd, jotta erotusgeelin kaivoihin ladattaisiin samassa
madarésuhteessa proteiineja. Talla tavoin varmistettiin ndytteiden vertailukelpoisuus
toisiinsa. Valmistettiin kaksi rinnakkaisotosta jokaisesta transfektoidusta naytteesté ja
mitattiin niistd luvussa 2.5.1 viitatulla menetelmalld muodostuneita vari-intesiteettieroja
spektrofotometrilla (750 nm:n aallonpituusabsorptio). Mittauksista saatiin seuraavat

absorptiolukemat, jotka on listattu taulukossa 11.

Taulukko 11. Mitatut absorbanssilukemat rinnakkaisnéaytteille.

UTR scr SiHIF-1a

naytel |0,125* 0,138 0,152
nayte2 10,161 0,149 0,144

ka. 0,161  0,1435 0,148

Tuloksista valittiin  keskiarvo, joka oli mitattujen naytteiden absorbansseista
laskennallisesti pienin. On syytd huomata taulukosta 11, ettd UTR:n 1 nédyte (merkitty
taulukossa 11. *) hylattiin pipetointivirneen vuoksi laskuista. Koska scr-néytteen
keskiarvo oli pienin (a = 0,1435), niin tata naytetta pipetoitiin Western blot—geelin
kaivoon 50 pul ja muiden naytteiden pipetoitava tilavuus laskettiin kaavan 5. mukaisesti.
Laskuissa oletushan oli, etta absorbanssilukema a tunnetuissa vakio-olosuhteissa (21 %
O,-pitoisuus, huoneenldampdtila) vastasi ndytteen kokonaisproteiinipitoisuutta c. Talléin
Western blot—geelin kaivoon pipetoitiin 44,6 pl UTR-ndytettd ja 48,5 ul HIF-1la-
néytettd. Naytteet ja molekyylipainomarkkeeri pipetoitiin geelille kuvan 18.
osoittamassa jarjestyksessd, jossa ensimmainen kaivo jatettiin tyhjaksi. Kuvassa 19. on

esitetty western blot-analyysin SDS-PAGE:n ajon tulokset.

® @ ® O) ®

HIF-1a scr UTR molekyylipm. tyhja

Kuva 18. Pro gradu — tutkielman western blot—ajon pipetointikartta
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siHIF-1a

120kDa —3

Kuva 19. Western blot — ajon tulokset. Kuvassa havaitaan selvésti oikean puolen
molekyylipainomarkeeriin verrattaessa, ettd noin 120 kDa:n kohdalla kontrolleissa HIF-
la:n ala-yksikko ekspressoituu normaalisti, kun taas siHIF-la:lla transfektoidussa
naytteessa ekspressiota ei havaita.

OMIM-tietokannan mukaan (engl.Online Mendelian Inheritance in Man) HIF-1la-
alayksikon koko on 120 kDa (http://www.omim.org/entry/603348) (kuvassa 19.

osoitettu nuolella). Kuvassa n&hddan voimakas HIF-la-ekspressio molemmissa
kontrollindytteissd, kun taas siHIF-la:lla késitellysséd ndytteessd hypoksia ei indusoi
geenin ilmentymist4, jolloin HIF-1a proteiinia ei muodostu. Vasta-aine ei talldin tartu
membraaniin, mik& osoittaa, ettd siRNA:n indusoima anti-HIF-1a inhibitio toteutuu.
ECL-reaktiolla signaalia on voimistettu, mutta talldink&an ei havaita HIF-1o-proteiinin
ekspressiota HIF-1a-siRNA-késitellyssa ndytteessa. Muissa néytteissa, joissa transfektio
oli epaspesifi, vasta-aine sitoutuu hypoksian indusoiman HIF-1la-geeniekspression
proteiinien epitooppeihin ja saa ne nakymaan filmilla positiivisena tuloksena. Muut
membraanin signaalit, jotka havaitaan ECL-reaktion kuvauksen jéalkeen filmiltd, ovat

luultavasti hajonneita proteiinituotteita tai sitten mahdollista taustaa.

3.6 pS-aktiinimaaritys

Membraanille tehtiin vield pB-aktiinimaaritys, jotta varmistuttaisiin siitd, etta geelille oli
pipetoitu sama suhde proteiinindytteitd ja ettd geeliltd membraanille siirron aikana
siirtyivat proteiinit. Vasta-aineiden aviditeetti oli hyva, joten vierasproteiinien

blokkausta ei tarvinnut suorittaa leimauksen yhteydessa.
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UTR scr siHIF-1a

--- <+«—— 42 kDa

Kuva 20. g-aktiinimaarityksen lopputulokset.

Kuten kuvasta 20. voidaan havaita, niin vasta-aineen sitoutuminen B-aktiiniproteiineihin
oli havaittavissa ECL-reaktiolla 30 sekunnin valotuksen jalkeen selvasti. B-aktiinin
molekyylipaino oli vasta-ainevalmistajan ohjeen mukaan 42 kDa (kuvassa osoitettu
nuolella). Jokaisessa naytteessa ilmeistyi membraanille nakyva signaali samaan kohtaan
ja samansuuruisella intensiteetilla. Tama oli osoitus siit4, ettd proteiineja oli ladattu
juuri oikeassa suhteessa SDS-PAGE:n kaivoihin ja ettd talloin ne ovat vertailukelpoisia

keskenaan.
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4 TULOSTEN TARKASTELU JA POHDINTA

4.1 Solulinjat ja ekspressioprofiilit

Paan ja kaulan alueen levyepiteelikarsinoomien kasvaimista eristetyista soluista on
perustettu omat SCC-solulinjat tutkimuskaytt6d varten. Naiden avulla voidaan muun
muassa selvittdd eri hoitomenetelmien vaikutusta kasvainsoluihin ja sen my6té
kasvaimen hoitoon. Sydpé on sairautena erittdin monimuotoinen seké alati muuttuva,
mik& vaikeuttaa yleisten linjausten muodostamista seka diagnosoinnin ettd hoidon
suhteen. Joitain yhtenevéisyyksia on havaittu, ja naihin pohjautuu toistaiseksi nykyinen
perustutkimuksemme seka péan ja kaulan alueen levyepiteelikarsinooman ettd myds

muidenkin syopésairauksien suhteen.

Kokeellisten sydpasolulinjojen ja sydpatutkimuksen pioneereina voidaan pitdad Hela-
solulinjan soluja, joita edelleenkin k&ytetadn ladketieteellisessa tutkimuksessa. Tama
kuolemattomaksi kutsuttu solulinja on nimetty yhdysvaltalaisen Henrietta Lacksin
mukaan. Solut on eristetty kohdunkaulan sydvasta rouva Lacksin kuoltua 31-vuotiaana
1951 (Boerner 2010). HeLa-solut tarjosivat lahtomateriaalin tutkimukselle ja niiden
kasvua seka elinkykya erilaisissa olosuhteissa on raportoitu monien vuosien ajan aina
tdhén paivaan asti. Tutkimustyon edistdmiseksi tarve kasvainspesifimpien, stabiilien
syopasolulinjojen suhteen kasvoi. Ensimmaiset pysyvat paan ja kaulan alueen
syopasolulinjat ovat perasin 1950-luvulta. Tuolloin Moore tutkimusryhmineen raportoi
neljastd eri pa&n ja kaulan alueen kasvaimesta eristettyjen syopasolujen
jakautumisominaisuuksista vaihtelevissa kasvatusolosuhteissa. Ryhman tavoitteena oli
luoda pysyvia solulinjoja, joita voisi toistuvasti kéyttdd tutkimustydssa (Moore ym.
1955). Soluviljelytekniikoiden katsotaan kehittyneen 50-luvulla todella nopeasti.
Tuolloin tutkimustiedon ja solubiologiaan liittyvan tiedon maaré liséantyi tekniikan ja

erilaisten soluviljelymenetelmien kehityksen myota.

Olemassa olevia HNSCC-solulinjoja on rekisterdity suhteellisesti enemman, kuin
vastaavasti niitd syopatyyppeja, joiden esiintyvyys vaeston keskuudessa on runsaampaa
(rintasy0pa, eturauhassyopd, paksusuolen sy6pd). Solulinjoista on mahdollista valikoida
kuhunkin diagnostiseen tutkimukseen sopivin solulinja. Koska solulinjoista ei ole viel&

yhtendistd tietokantaa, on tiedonhaku edelleen melko hidasta ja ty6lasta.

Solulinjoja voidaan luokitella muun muassa sen perusteella, misté elimesta kasvainsolut

ovat perdisin, sisdltavatko solut joitain syovissd yleisind esiintyvid geenimutaatioita
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(esimerkiksi TP53-geeni), soluviljelmén hallinnoimispaikan perusteella (esimerkiksi
Turun yliopisto: UT, Michiganin yliopisto: UM jne.), solulinjojen viljelmén
perustamisen kahdentumisajan sek& ksenokraftikokeiden (eli kokeiden, jossa
kasvainsoluja siirrostetaan esimerkiksi hiireen tavoitteena muodostaa koe-eldimeen
keinotekoinen kasvain) ja niiden toiminnallisuuden osoittamisensa perusteella. Lin
tutkimusryhmineen julkaisi 2007 kirjallisuuteen pohjautuvan katsauksen rekisterdityjen
stabiilien HNSCC-solulinjojen lukumaérista sek& lajitteluperusteista. Solulinjojen
muodostaminen on nykyaan suhteellisen yksinkertaista johtuen soluviljelytekniikoiden
monipuolistumisesta seka soluviljelytilojen ettd — materiaalien kehityksestd. Ryhmé
painottikin artikkelissa, etta alati lisd&ntyvan tiedon maéara olisi hyvé koota yhtendisiksi
solutietokirjastoiksi. Talloin sdastyisi aikaa sekd vaivaa haettaessa sopivaa
koesoluyksikkoa syopatutkimuksiin (Lin ym 2007).

Pro gradu-tutkielman UT-SCC-solulinjoilla on tehty pitkalti séderesistenssiin seka
syovan kemoterapiaan liittyvad tutkimusta Turun vyliopistossa ja myds muissa
onkologiaan erikoistuneissa yksikoissd maailmanlaajuisena yhteistyond. Kiinnostuksen
kohteena on ollut muun muassa se, miten Kkasvutekijareseptori EGFR:n
yliekspressoituminen vaikuttaa UT-SCC-26-solulinjoissa solujen cis-
platinaherkkyyteen, jota kadytetddn kemoterapeuttisena hoitomenetelmand sydvissa
yleisesti (Mandic ym. 2009). Turun yliopistossa erds tutkimuksen aihe on ollut jo
pidempédan ne mekanismit, joiden oletetaan aiheuttavan eroja UT-SCC-solulinjan seka
yleisestikin pdan ja kaulan alueen levyepiteelikarsinoomasolujen sadehoitoresistenssin

muotoutumisessa (Pekkola-Heino ym. 1992, Pekkola-Heino ym. 1995).

Syopéasolujen erds ominaisuus on niiden véhittdinen kudos- tai solutason
erilaistumispiirteiden katoaminen (Hanahan & Weinberg 2000). Tama voidaan todentaa
soluista tai kudosbiopsioista silm&méaaréisesti valomikroskoopilla. Konkreettisimmin
syopd havaitaan selvasti erottuvana, epdasaannollisena solumuodostelmana eli
kasvaimena, jossa solujen vélinen tyonjako on taysin epdjarjestaytynytta. P4an ja kaulan
alueen levyepiteelikarsinooman solut ovat perdisin anatomisesti monimuotoisista
rakenteista, jotka koostuvat useista erilaisten solujen jakaumasta (rauhas-, valekerros-,
yms. epiteelit). Tastd huolimatta ne voidaan selvasti erottaa morfologisen
poikkeavuutensa tai sitten perusteellissmman molekulaarisen profiilianalyysin kautta
joko terveesta kudoksesta. Pro gradu-tutkielmassa havaittiinkin syopésolujen fenotyypin
poikkeavan toisistaan, vaikka ne olivat perdisin samasta elimestd. Tamén saman

havainnon ovat tehneet myds muut pdin ja kaulan alueen levyepiteelikarsinoomaa
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tutkineet ryhmét. Solujen muotoon vaikuttavia tekijoitd on tarkasteltu muun muassa
analysoimalla esimerkiksi niiden pintaproteiinien (CD44) ja EGFR-ekspression valisia
suhteita. La Fleur ryhmineen havaitsi tutkimuksissaan 2012, ettg tallaiset p&én ja kaulan
alueen levyepiteelikarsinooman solupopulaatioissa havaittiin korrelaatiot eriasteisten
CD44- ja EGFR-ekspressiotasojen valilla. He havaitsivat, etta jos solun pinnalla ilmeni
runsaasti CD44-proteiineja samalla kun solun EGFR-ekspressiotasot pysyivat matalina,
solujen fenotyyppi muuntui mesenkymaaliseen suuntaan. Tdma solujen muuntuminen
epiteelimdisesta fenotyypistda mesenkymaaliseksi (eli EM-transitio, engl.lyh. EMT) on
erds syovan pahanlaatuisuutta kuvaava tekijd. Samaan ekspressioprofiiliin liittyva
toinen havainto koski solulinjojen séderesistenssi. Ryhma totesi julkaisussa, ettéd
voimakkaasti CD44-ekspressoivat, mutta vain heikosti EGFR-ekspressoivat solut olivat
resistentteja sekd kemoterapeuttisten ladkeaineiden vaikutuksille ettd sédehoidolle.
Tallaisen pintaproteiinikokonaisuuden katsottiin heikentdvan sy6pahoitojen tehoa
potilaassa. Ryhma havaitsi eri p4dén ja kaulan alueen syodpédkasvaimista eristettyjen
solujen fenotyypeissd seka proteiinikokonaisuuksissa eroavaisuuksia. Ryhma havaitsi
mya0s sen, ettd perati samasta elimesté eristetyilld soluilla oli omanlaisensa proteiinien
ilmentymiskokonaisuus seka fenotyyppi (La Fleur ym. 2012). Myds Nguyen ryhmineen
2013 havaitsi eridvid fenotyyppeja syopésolulinjoissa, jotka kuitenkin olivat alun perin
eristetty ja perustettu saman anatomisen rakenteen syépéakasvaimen soluista. Heid&nkin
tutkimuksensa painottui EM-transition ilmenemiseen HNSCC:ssd seka tahén
mahdollisesti FGFR1:n (fibroblastien kasvutekijareseptori-1, engl. fibroblastic growth
factor reseptor 1) myo6tavaikutukseen. Ryhma totesi julkaisunsa alussa, ettd on osoitettu,
ettd yli puolessa HNSCC-tapauksissa FGF-proteiinia yliekspressoituu. Liséksi tdmén
todettiin ~ vaikuttavan  sydpasolujen  fenotyypin ~ muotoutumiseen  epiteeli-
mesenkymaalisen transition kautta, mika vastaavasti ilmeni tarkasteltaessa solujen
morfologiaa. Artikkelin tutkimuksessa todettiin, ettd inhiboimalla FGF-proteiinin
sitoutuminen FGFR1:een, EMT-prosessin oli todettu hidastuvan tutkimuksen HNSCC-
solulinjoissa (Nguyen ym. 2013)

Yhtenéisen ekspressioprofiilin tarkka maéarittdminen eri syovissa on haasteellista.
Samoja mutaatiota ilmenee tietyissd kromosomikohdissa, onkogeeneissa tai proto-
onkogeeneissa miltei kaikissa syovissd. Ndma poikkeamat genomissa vaikuttavat muun
muassa kasvaimen metastasointiin, aineenvaihduntaan, apoptoosin valttdmiseen ja
solusyklin etenemiseen. Syopatyyppispesifeind proteiinimarkkeereina eli taudin tilan

analysoinnissa ja hoidon suunnittelussa naméa eivat kuitenkaan tarjoa mitaan tarkkaa
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tietoa kasvaimesta silla tasolla, jota taudin diagnoosin ja prognoosin laadinta
edellyttaisi. Eri syopatyyppien vélilla on kuitenkin havaittu syopakohtaisia yhtenevia
geeniekspressioeroja. Naiden selvityksessd sovelletaan nykyisin - muun muassa
kaksostutkimuksia,  sukututkimusten  tarjoamaa  tietoa,  ympéristotekijoiden
riskiarviointeja ja molekyylibiologisista menetelmista erityisesti DNA-sirutekniikkaa.
DNA-sirutekniikka perustuu komplementaarisen eli lahetti-RNA:sta syntetisoidun
yksiketjuisen DNA-ketjun, josta on poistettu intronit ja syopasolundytteista eritettyjen
mRNA-molekyylien valiseen hybridisaatioreaktioon. Eri leimausmenettelyilla voidaan
nain madrittdd kussakin syovéssa eri intensiteetilla ilmentyvét proteiinit, joiden
ekspressiotasoissa on havaittu syopédkohtaisia eroja. Verrattaessa eri syopatyyppeja
esimerkiksi padn ja kaulan alueen sydpékasvaimien cDNA-analyyseissé on havaittu
aivan omanlainen ekspressioprofiili verrattuna muihin sy6patyyppeihin. Sotiriou
ryhmineen julkaisi 2004 artikkelin, jossa tarkasteltiin sen hetkista tilannetta paan ja
kaulan alueen levyepiteelikarsinoomien proteiinimarkkeeritutkimuksista ja tuloksista.
He totesivat, ettd yleisten onkogeenimutaatioiden (p53, EGFR ja VEGF) liséksi
HNSCC:ss& havaittiin syovén invasiivisuuteen liittyvida mutaatioita muun muassa
matriksin eri metalloproteinaaseissa MMP-7, MMP-10 ja MMP-14:sta seka solusyklin
etenemiseen vaikuttavaan proteiiniin sykliini D1:ss&@ (Sotirou ym 2004). Syopien
merkkigeenien kirjastojen tietomaérat ovat kasvaneet nopeasti vuodesta 2008 l&htien,
jolloin kansainvélinen sydpageenikonsortio ICGC (engl. the International Cancer
Genome Consortium) perustettiin. Taman yhteistydn tavoite on sekvensoida 25 000
sybvan genotyyppid 50 eri kasvaintyypistd tutkimuskayttoon maailmanlaajuisesti.
Tutkimuksessa on muun muassa analysoitu yleisimpien hyvinvointivaltioiden syopien,
kuten paksusuolensyovan, rintasyovan seka eturauhassyovan merkkiaineiksi kutsutut
geenimutaatiot seka listattu myds naiden potilastydssa esiintyvat yleisimmat
virhearvioinnit (esimerkiksi paksusuolensyovéssa ja rintasyovassé tiettyjen geenitestien
tulosten ylianalysointi). Paksusuolensydvassa esiintyy sek& perinnollistd ettd
harvinaisempaa muotoa, joissa molemmilla on omanlaisensa ekspressioprofiili.
Perinnéllisen paksusuolen sydvan eli familiaarisen adenomatootti polypoosin
muodostumisessa on olennaista tunnistaa potilaan merkkiainenéytteista APC-
tuumorisupressorigeenin seka DNA:n replikaation korjausgeenien (MLH1, MSH2 ja
MSHG6) mutaatiot. Naiden liséksi tutkitaan myos potilaan suvussa kyseisen syovan
esiintyvyyttd, joka lukeutuu perinnéllisen paksusuolensyévan suureksi riskitekijéksi.
Rintasyopariskia kartoitetaan merkkiainetesteilld, joiden tarkkuus paranee johtuen

aktiivisesta tutkimustyostd. Rintasyoville on maéaritetty viisi erilaista molekulaarista
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profiilia, joiden tunnistaminen potilaskohtaisesti, toimii nykyisin hoidon suunnittelun
perustana. Nama viisi erilaista genotyyppid antavat ennusteen kasvaimen vasteesta

hoitoon ja arvion uusiutumisriskista (Hudson 2013).

Yhteenvetona voidaan todeta, ettd syopa itsessdédn on hyvin haastava ja monipuolinen
sairaus. Samasta elimesta eristetty biopsia eri potilailla voi ilmentda tdysin toisistaan

poikkeavaa geneettistd proteiiniekspressiota ja fenotyyppid, vaikka kyseessa olisi taysin

sama syopatyyppi.

4.2 Saderesistenssin tutkimus syopasoluilla

Pro gradu-tutkielmassa tarkasteltiin solujen jakautumiskykyéd uudella kasvualustalla,
jotta voitiin optimoida solujen lukumé&ard suotuisaksi saderesistenssikokeita varten.
Toistaiseksi syodpasolujen herkkyyttd eri hoitomenetelmille, kuten sateilylle tai
kemoterapeuttisille reagensseille tutkitaan joko klonogeenisin tai sitten non-
klonogeenisin ~ menetelmin.  Non-klonogeenisistd ~ menetelmistda  mainittakoon
esimerkkind solujen vérjays kristallivioletilla ja eloonjadneiden kolonnioiden
todentaminen kuvantamalla, joka perustuu varipigmentin intensiteettieroihin.
Menetelmad on suosittu, mutta se ei sovellu tdysin solulinjoille, jotka on vastikdén
perustettu (eli alhaisten passage-arvojen linjoille) johtuen solujen heikosta
kasvupotentiaalista. Menetelmén toinen ongelma on sen tulosten yliarviointiriski,
jolloin solujen resistenssiarvot voivat olla todenmukaisia korkeampia. Tastd huolimatta
non-klonogeenista maaritystd suositellaan solulinjoilla resistenssimaarityksissa, jossa
nékyvien solukolonioiden  muodostuminen on joko epatodenndkdistd tai
silmamaaraisesti vaikeasti havaittavaa (Vandersickel ym. 2011).

Klonogeenisid menetelmid voidaan soveltaa kaikille olemassa oleville solulinjoille
(syopasolut, terveesta kudoksesta eristetyt solut). Mielenkiinnon kohteena on maarittaa
sen populaation suhteellinen koko, joka selvidd parhaiten poikkeuksellisissa
kasvatusolosuhteissa hengissa. Tallaisen solupopulaation havaitseminen
koeolosuhteissa on potilaan hoitoennusteen kannalta huonoin mahdollinen merkki.
Resistenteissa kolonioissa solujen perim&an on mit4 todenndkoisimmin kasaantunut
perimddn ominaisuuksia, jolloin soluihin kohdistetut hoitosovellukset eivét jatkossa
tehoa halutulla tavalla. Terveiden solujen reagointi ulkoisiin pakotteisiin noudattaa
luonnon lainalaisuuksia, mutta syOpasolujen kohdalla on aina suoritettava

linjakohtainen tarkastelu hyvinkin perusteellisesti. N&in minimoidaan virheiden
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todenndkdisyys ja saavutetaan mahdollisimman todenmukaiset tulosarvioinnit. Pro
gradu-tutkielmassa méaritettiin neljélle eri UT-SCC-solulinjan soluille klonogeenisella
PE(%)-maaritykselld ensin solujen jakautumispotentiaalit uudella alustalla, jonka
jalkeen niista valikoitiin suurimman PE(%)-keskiarvon saanut linja UT-SCC-74A. Télle
tehtiin  jatkokokeena séderesistenssimadaritys laskemalla koeprotokollan jalkeen
eloonjééneiden solujen osuuden perusteella linjalle SF-arvot ja AUC-arvo. Vastaavia
maadrityksid on tehty myods muille olemassa oleville paan ja kaulan alueen UT-SCC-
solulinjan  soluille aiemmin. Pekkola-Heino  ryhmineen  suoritti  kattavan
séddeherkkyysmadarityksen vuonna 1995 Michiganin yliopiston paan ja kaulan alueen
UM-SCC- sekd Turun yliopiston vastaavilla UT-SCC-soluilla. Madritys toteutettiin
samalla protokollalla, jota sovellettiin tamén tutkielman kokeellisessa osuudessa.
Tutkimuksessa keskityttiin vertailemaan eri anatomisista rakenteista muodostettujen
solulinjojen saderesistenttiytta laskemalla niiden AUC-arvot klonogeenisten méaaritysten
avulla. Menetelméssa ainoa poikkeus gradun kokeisiin verrattuna oli se, ettd solujen
annettiin kasvaa viljelmissa keski-log-faasiin (eli 40-60%:een tiheyteen viljelyalasta),
jonka jalkeen niista valmistettava priméarinen kantaliuos ja siitd tehtavat laimennokset
altistettiin astetta voimakkaammille sdadeannoksille. Tutkimuksessa todettiin, etta
aaniraon ylapuolisen alueen levyepiteelikarsinoomat olivat resistentimpid sateilylle kuin
ne kasvaimet, jotka sijaitsivat liki danihuulia. Muutoin ryhmédn saamat tulokset eri
elimista eristettyjen solulinjojen suhteen vaihtelivat joko resistentin tai sadeherkén
valilla riippumatta oliko kyseinen solulinja lahtdisin samasta saatikka eri anatomisesta

rakenteesta (Pekkola-Heino ym. 1995).

Saderesistenssiméaritysten liséksi néilla soluilla on kokeiltu samaa tekniikkaa soveltaen
syovan hoidossa kaytettdvan paklitakseli-kemoterapeutin  vaikutusta  solujen
eloonjadmiseen. Raitanen ryhmineen tutki kuuden eri UT-SCC-linjan solujen reagointia
paklitakseliin sek& kahteen sen johdannaisyhdisteeseen BMS-184476 ja BMS-188797.
Tutkimuksissa madritettiin solujen elossa selvidmistd laskemalla solukolonnioiden
maarat 96-kuoppalevyiltd ladkealtistuksen jalkeen. Tutkimuksissa selvisi, ettda kaikki
kokeiden solut olivat herkkia paklitakselille, mutta analogien tehokkuus oli
huomattavasti parempi verrattuna alkuperéiseen luonnolliseen yhdisteeseen (Raitanen
ym. 2004).

Menetelm&& on kehitetty jo 1950-luvulta ldhtien ja sen tehokkuutta on optimoitu
tutkimustyon ohella. Jokaista solutyyppid ja —linjaa on tarkasteltava omana yksilonaan,

ja jokaiselle on raataloitava kullekin koejarjestelyn populaatiolle sopivimmat olosuhteet.
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Protokollissa on eroja alkaen Kkaytettavista liuoksista inkubaatioaikoihin ja
satailyfraktioiden maariin seka intensiteetteihin. Solujen siirrostamistineys ja niiden
valiset vuorovaikutukset sek& niiden perimiin jo kumuloituneet muutokset syovissa
muodostavat omat haasteensa, miké vastaavasti vaikuttaa tutkimuksen lopputuloksiin.
Esimerkiksi Pomp ryhmineen osoitti 1995, ettd siirrostettaessa suurempia solumaaria
uudelle kasvualustalle ei vélttdaméattd saada muodostumaan suurempia solukolonioita
toisin  kuin alun perin oletettiin. Ryhm& teki PE(%)-mé&aritykset seka
melanoomasydpasolulinjan  soluilla  sekd terveen kudoksen fibroblastisoluilla.
Melanoomasolulinjan soluista eli IGR39D:st4 osa transfektoitiin c-myc-onkogeenilla
(IGRmyc) ja osalla indusoitiin N-ras-mutaatio (IGRras). Solulinjalle, joka
transfektoitiin -~ noemysiinifosfotransferaasiresistenssigeenilld  (resistenssi  G418-
proteiiniin), toimi kontrollina (IGRneo). Fibroblastisolut olivat vuorostaan perdisin
potilailta, jotka olivat parhaillaan sédeherkistystutkimuksissa liittyen rintasydvan
hoitoon ja sen jalkivaikutuksiin. Néaisté eroteltiin vield kaksi sddeherkkad solulinjaa (eri
SF-tekijan arvot) BAR1 ja S33, joita tarkasteltiin koloniamuodostustutkimuksissa
verrokkina syopasolunaytteelle. Tutkimuksessa havaittiin, ettd sydpasolujen PE(%):t
vaihtelivat 20-50 %:n Vélilld ja fibroblastien 6-50 %. Transfektoituneiden
melanoomasolujen annettiin  kasvaa joko eksponentiaalisesti tai konfluenteiksi
kasvustoiksi, jonka jalkeen ne siirrostettiin kasvamaan 60 mm:n petrimaljoille.
Jokaisesta yksikosta tehtiin kolme eri solutilavuuden siirrostusta omille maljoilleen,
joissa solujen annettiin Kiinnittyd uudelle alustalleen 4 h. Taman jéalkeen solut
séteilytettiin (0 — 4,0 Gy ) ja niiden annettiin muodostaa kolonioita lampokapissa.
Fibroblasteilla koeprotokolla poikkesi melanoomasolujen suhteen siten, ettd niilla
sateilyvoimakkuuden vaihteluvali oli 0-3,0 Gy. Sateilyttamisen jalkeen ne siirrostettiin
100 ml:n petrimaljoille 3-5 eri solutiheyksilld, joista jokaisesta tehtiin kaksi otosta. 2-3
viikon inkubaation jalkeen petrimaljoille muodostuneet koloniat laskettiin. T&ss&
koejarjestelyssa solukolonian kooksi madriteltiin 50 solun rykelmé. Fibroblastikokeiden
johtopéatoksend ryhma totesi, ettd solujen kolonian muodostuminen noudatti lineaarista
suhdetta 100 ml:n alustalla 70 yksikk6éon saakka, jonka jélkeen mé&&ara romahti
riippumatta alustalle siirrostettujen solujen madréstd. Sama havainto tehtiin myos
melanoomasoluilla, mutta alhaisemmilla kolonialuvuilla. Siirrostuspinta-alan kasvatus
lisdsi kolonioiden mé&éarad, josta ryhma pééatteli solujen vélisten interaktioiden
vaikuttavan solupopulaatiorykelmien muotoutumiseen. Sateilyttdmiskokeiden tuloksista
vastaavasti kavi ilmi, ettd kolonian muodostaminen suhteessa séteilyannoksen

voimakkuuteen ja siirrostettujen solujen maaraan vaihteli. Tasta ryhma laski kolmella
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eri tavalla saamiensa tulosten arvot, joiden pohjalta he saivat muodostettua lineaarisen
regression annos-vastesuhteelle. Tutkimusryhmé& painottikin erityisesti artikkelin
lopussa samaa havaintoa, joka pro gradu-tutkielman yhteydessd havaittiin: jokainen
solulinja on omanlaisensa yksikkd, jolle on syytd tehda perusteellinen kokeellinen

ominaisuustarkastelu ennen varsinaisten tutkimusten aloittamista (Pomp ym. 1996).

4.3 siRNA-tutkimus HIF-/a:lla

Geenien toiminnallisuuden tutkimuksessa erés kayttokelpoinen menetelma on soveltaa
siRNA:ta, kuten tutkielman luvuissa 1. ja 2. todettiin. Sen avulla voidaan tarkastella,
kuinka esimerkiksi pééaltd pois kytketty geeni vaikuttaa solun kokonaistoimintaan
altistettaessa sitd esimerkiksi jollekin ulkoiselle pakotteelle (sadehoito tai laakitys) tai
tarkemmassa mittakaavassa, kuinka sen proteiiniekspressiotasot mahdollisesti

muuttuvat.

Padn ja kaulan alueen syopien yhdistelmahoidoissa, joissa tarkein terapeuttinen
paédkomponentti on sadehoito, kaytetddn kemoterapeuttisia laékeaineita. Ndiden tehtavé
on kasvattaa syopésolujen sadeherkkyyttd sekd indusoida néissa solupopulaatioissa
suurempaa solukuolleisuutta. Hypoksiaan liittyvd HIF-1a-domeenin stabiliteetti, mik&
vastaavasti viittaa geenin toiminnalliseen aktiivisuuteen, on tiedostettu syovén
molekyylibiologiatutkijoiden keskuudessa jo pitkadn. Nykyisinkin tarkastelun kohteena
on muun muassa se, kuinka esimerkiksi jo kaytdssa olevien sydpaladkkeiden teho
muuttuu, jos siRNA:n avulla voidaan “sammuttaa” toiminnallinen HIF-1la-geeni ja
tdman jalkeen altistaa soluja eri laé&kepitoisuuksille kombinoituna hypoksiaan ja
sateilyttdmiseen. Solujen eloonjadminen sekd ekspressoituvat HIF-1a-proteiinit
viittaavat in vitro- kokeissa antavat viitekehykset syopéhoitojen kehitykselle ja

perustutkimusta talla saralla tehd&éan ahkerasti.

Syopasolujen ekspressioprofiilit vaikuttavat siihen, mitd tasméal&ékitystd voidaan
potilaalle antaa. Syovat, joissa ilmenee EGFR-yliekspressiota, ovat melko resistenttejé
sédehoidolle. T&sté syysta néille potilaille suositellaan Cetuximab-ladkitystd. Cetuximab
sitoutuu EGFR:84n pysayttden talldin solun sisédisen signalointiketjun, joka indusoisi
syovan etenemistd mahdollisesti edistdvdn  geeniekspression  aktivoitumista.
Olennaisinta hoidon onnistumisen kannalta on hapen ldsndolo kasvainympérist0ssa,
joten hapettomissa kasvaimissa Cetuximab-laakityksen vaikutus jaanee véhaiseksi. Lu

ryhmineen julkaisi tutkimuksen 2012, jossa tarkasteltiin HIF-1a-geenin vaimentamisen
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sekd  Cetuximab-yhdistelmahoidon vaikutusta solujen  sédehoitoherkkyyteen.
Tutkimuksessa todettiin, ettd syopasolujen sadeherkkyys kasvoi Cetuximab-lisdyksen
yhteydessé ja herkkyys lisaantyi, mikali HIF-1a-geeni hiljennettiin sSiRNA-vélitteisesti
(Lu ym. 2012).

Perustutkimusta HIF-1a-vaimennoksista siRNA:n avulla on tehty myds muissakin
syOpatapauksissa. Esimerkiksi Huang ryhmineen julkaisi 2012 tutkimuksen
eturauhassyovéstd, jossa he hiljensivat HIF-1a-geenin  siRNA-vdlitteisesti ja
tarkastelivat, kuinka pitkd&n vaimennos pysyi stabiilina. Ryhmé havaitsi, ettd geenin
vaimennustila oli  proteiiniekspressiotasolla  voimakkaimmillaan heiddan PC3-
solulinjallaan 48-72 tuntia transfektiosta. Geenin vaimennus purkaantui véhitellen ja

proteiiniekspressiotila palautui normaalitasolle viikon siséssd (Huang ym. 2012).

4.4 Tulevaisuuden nakymat

Monipuolinen ja kattava tutkimus p&an ja kaulan alueen syOvéstd tarjoaa runsaasti
pohjatietoa, josta nykytutkimus ja -tietdamys lisdantyvat. Eri yliopistot ja niihin liittyvéat
keskussairaalat tarjoavat ihanteellisen ympariston keratd potilasmateriaalia. Ne takaavat
tdman liséksi osaavaa ammattihenkilstéa ja laitteiston, joilla moniammatillinen yhteiso
voi tuottaa sekd tieteelle elintarkedd perustutkimusta ettd taata uutta hoidollista

nakokulmaa syovén voittamiseksi.

Pro gradu — tutkielmassa tarkasteltiin neljad pdadn ja kaulan alueen
levyepiteelikarsinoomakasvaimista perustettua solulinjaa (UT-SCC-8, -25, -34 ja -74A)
havainnoimalla niiden kasvua sek& vastetta sddehoitoon. Lisdksi tarkastelun kohteena
oli soluissa ilmentyva transkriptionfaktori HIF-1-proteiinin o-domeeni hypoksiassa
proteomisin menetelmin. Tarkastelu kohdistettiin perustutkimukseen ajankaytollisista
syista ja koejarjestelyt rajattiin lopulta koskemaan vain transkriptiofaktori HIF-1a:a.

Eksperimenttien vahaisyydesta huolimatta minulle tarjoutui hieno mahdollisuus paasta
henkilokohtaisesti tekem&an syOpatutkimukseen liittyvad tutkimusta ja perehtyd sen
haasteisiin. Yllattavinté ja innostavinta oli havaita syovan monimuotoisuus ja — ennalta
arvaamattomuus suhteutettuna kokeiden lopputulosten arviointiin sekd solujen
ulkonakoon ja kéytokseen: UT-SCC-8 ja UT-SCC-34 sekd UT-SCC-25 ja UT-SCC-

74A, jotka olivat eristetty samoista anatomisista rakenteista (kurkunpaa ja Kkieli),
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nayttivat kukin omanlaisiltaan tyypeiltd, ja niiden yhdistdminen samaan elimeen oli
mahdotonta. Kasvua, resistenssia trypsiinille, eri olosuhteiden sietokykya ja muita
ominaisuuksia oli myds hyvin vaikeaa arvioida. Tasta syystd jokaista kayttoon otettua
solulinjaa oli tarkasteltava erikseen, jotta kokeiden toteuttaminen olisi ollut mahdollista
ja virheen todennakoisyys olisi minimoitu. Syopa oli aiheuttanut jo mitd ilmeisimmin
solujen geneettisesséd  sadtelykoneistossa  riittdvasti  solujen  fenotyyppiin  ja
aineenvaihduntaan vaikuttavia mutaatioita. N&iden seurauksena solut poikkesivat
toisistaan ulkonddllisesti sekd toiminnallisesti tdysin eik& niissd ollut enda jaljella
kyseiselle kudokselle tyypillisten solujen piirteitd, joista ne olisi voinut identifioida

levyepiteelin soluiksi.

Tutkielman teon yhteydessé olisi ollut mielenkiintoista tutkia linjakohtaisesti solujen
kasvua pidempikestoisella PE(%)-madritykselld: olisin halunnut tarkastella, miten
pidempi Kiinnittymisaika olisi vaikuttanut PE(%)-lukemaan solulinjakohtaisesti. Tamé
erityisesti siitd syystd, ettd joistain solulinjoista saadut PE(%)-tulokset olivat
suhteellisen heikkoja (UT-SCC-8) verrattuna taas toiseen &drilaitaan (UT-SCC-74A).
Avoimeksi kysymykseksi jaakin, olisiko ndissa lukemissa tapahtunut vaihtelua — erojen
kaventumista tai kenties mahdollisen kontakti-inhibition vaikutusten siséltymista ja sen
ilmentymista tuloksissa. Olisi ollut myds mielenkiintoista havainnoida solujen PE(%)-
tehokkuutta erisuuruisilla  solumaarilla linjakohtaisesti esimerkiksi siirrostamalla
samasta solulinjasta aina erisuuruinen solupopulaatio otos 6-kuoppalevyn kaivolle ja
havainnoida ndiden kasvua ajan funktiona. N&in olisi voinut tarkastella solumaaran
vaikutusta suhteessa PE(%)-lukemaan soluilla. Talla kertaa havainnot ja PE(%)-
maadrityksen arvot jaivat siis informatiivisesti melko suppeiksi, jonka vuoksi laaja-
alaisempi tarkastelu olisi ollut hyvé toteuttaa kyseisilla solulinjoilla.

Liséksi olisi ollut mielenkiintoista tehda vastaavanlaiset sadeherkkyysmaaritykset myds
tutkielman muille solulinjoille samoilla sddeannoksilla ja vertailla eri linjojen
herkkyyttd kesken&dan. Tama olisi tuonut hyvéd materiaalia vertailuun mahdollisista
linjakohtaisista eroista sateilylle ja vahvistanut kirjallisuuslahteiden tarjoamaa tietoa.
Olisi ollut my6s hyva tutkia myods vertailun vuoksi solujen suhtautumista erilaisiin
séddeannostelutekniikoihin ja — annossuuruuksiin: olisivatko SF-arvot muuttuneet eli
olisiko eloonjaamisessé tapahtunut muutoksia? Tastd olisi voinut maarittdd uuden
eloonjaamistd kuvaavan kdyran, josta laskettua AUC-arvoa olisi voinut verrata jo
saatuun tulokseen ja tamén perusteella miettida s&dehoitoa ihan yleisesti

levyepiteelikarsinooman hoitomuotona. Mydhemmin luettuani saderesistenssikokeista,
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joissa yhdisteltiin kemoterapeuttisia laékkeita sekd siRNA-tekniikkaa, mielenkiintoni
herési my6s ndihin koejarjestelyihin. Erityisesti Lun ryhmansa kanssa tekemat kokeet
HNSCC-solujen kanssa, jossa tarkasteltiin solujen ekspressioprofiilin vaikutuksia
Cetuximabin herkistysvaikutuksiin seké sadehoidon tehokkuuteen, olisi ollut kiintoisaa

toteuttaa pro gradu-tutkielman UT-SCC-linjan soluilla (Lu ym 2012).

Pro gradu — tutkielmassa péaatarkastelun kohteena oli hypoksia ja siihen liittyva HIF-
lo:n geeniekspressio, sen tutkiminen ja todentaminen molekyylibiologisin menetelmin.
Monien lahdemateriaalien paéhypoteesi oli, ettd hypoksia aiheutti p&éan ja kaulan alueen
syopédkasvaimissa sddehoitoresistenssid. Hypoksian oli osoitettu aktivoivan solun sisalla
HIF-1-transkriptiofaktoridimeerin, jonka alayksikdista a-domeenin oli osoitettu olevan
reaktioketjussa hapen s&ateleman hajotuksen alaisuudessa. Prosessiin osallisina
mainittiin erityisesti prolylyylihydroksylaasi-1 — 3-proteiinit (PHD1-3) sekd VHL-
tekijan merkitys (engl. von Hippel-Lindau tumour-suppressor protein) post-
translaationaalisessa HIF-1a muokkaamisessa, jotta kyseinen alayksikké ohjautuisi
hajotettavaksi. Alun perin pro gradu-tutkielman koejarjestelysuunnitelmassa oli
alustavasti harkittu siRNA-vaimennuksen toteuttaminen HIF-1a:n lisdksi myds PHD2-
ja PHD3-geeneille. Vaimennuksen jalkeen koejérjestelyn solut olisi altistettu
hypoksialle ja tuloksia olisi tarkasteltu western blot-analyysilla. Ajan puutteen ja
solulinjan haastavuuden vuoksi geenihiljennos toteutettiin vain HIF-1a:lle. Olisikin
ollut mielenkiintoista tarkastella myds ndiden muiden proteenien ekspressiotason
muutosta sek& niiden liittymistd varsinaisen HIF-1a:n stabiliteettiin proteiinitasolla

vasta-aineleimausten ja western blot-analyysin avulla.

HIF-1-transkriptiofaktori indusoi soluissa monia hypoksisiin olosuhteisiin sopeuttavia
proteiineja, joiden tehtdvd oli parantaa niiden selviytymismahdollisuuksia naissa
olosuhteissa. Monissa lahdemateriaaleissa oli listattu useita eri aineenvaihduntaan
vaikuttavia, ionitasapainoa yllapitavid, kasvutekijéiden signaaleihin reagoivia ja
metastasointiin liittyvia proteiineja. Olisi ollut mielenkiintoista tarkastella UT-SCC-
linjan soluja, joista olisi todennettu HIF-1-aktiivisuus hypoksia-altistuksen jéalkeen
perusteellisemmalla molekyylibiologisella analyysilla. Tama olisi kuitenkin kasvattanut
tutkielman koejarjestelyjen mééraa niin suureksi, ettd ajankaytollisesti tdmé osa rajattiin
tutkielmasta kokonaisuudessaan pois. Myo6s diagnostiikkaan liittyvd hypoksian

kuvantaminen radioaktiivisin merkkiainein jatettiin pois tutkielmasta.
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Tastda huolimatta perustutkimusta proteiinien ekspressiotasojen  maarityksesta
hypoksisissa kasvaimissa on syytd jatkaa yhdistéden tdhan hoidon suunnitteluun liittyvan
perspektiivin, joka késittad seké sddehoidon ettd kemoterapian. Hypoksian on osoitettu
olevan huono prognostinen merkki. Tamé itsessaan tukee olemassa olevaa ndkemysta
havainnoida kokonaisvaltaisemmin kasvaimen fysiologista ympéristda kudostasolla
seka sitd, mité solujen sisdisessé koneistossa tapahtuu syvan edetessd. Ymparisto, jossa
solut elavat vaikuttaa niiden homeostasiaan, jota vastaavasti genotyyppi ohjaa.
Ymmarrys tastda voi mahdollistaa tarkempien potilaskohtaisten sydpahoitojen
suunnittelua ja lisatd hoidon onnistumisen todenndkdisyyttd. Jo pitkdan on puhuttu
syovan markkerien eli syovéssd normaalia ekspressiotasoa runsaammin ilmentyvien
proteiinien  diagnostisesta merkityksestd. Hypoksisen kasvaimen havainnointi
kuvantamisella ja tastd parempien radioaktiivisten merkkiaineiden kehittdminen —
kasvaimen proteiiniekspression tarkastelu ja siitd yhtendisten linjausten I6ytyminen.
N&ma voivat mahdollisesti parantaa monen paan ja kaulan alueen syopéé sairastavan

potilaan eldman laatua.
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KIITOKSET

Sanotaan, ettd pro gradu-tutkielman kirjoittaminen on oppimisprosessi ja matka. Koen,
ettd omalla kohdallani se oli juurikin sit&: reitti voi olla joskus mutkia ja hankalia
taipaleita tdynna. Niistd kuitenkin aina selviad, kunhan ei vain anna periksi ja malttaa

olla vastaanottavainen hyville neuvoille.

Ensinndkin haluan lausua kiitokseni Jonna Silénille, jonka ohjaamana aloitin
tutkielmani. Jonna soi minulle mahdollisuuden ty6skennelld innostavassa Turun
yliopiston valtakunnallisen PET-keskuksen prekliinisessd tutkimusyksikéssa Medicity
PET:ssd. Olen hanelle tasta tilaisuudesta seka hanen kérsivéllisyydestaan erittdin
kiitollinen ja toivon hanelle menestystda omalle uralleen. Liséksi haluan Kiittdd myos

toista ohjaajaani Tove Gronroosia opastuksesta seké kaikesta tuesta Medicity PET:ssa.

Erityisen suuren kiitoksen ansaitsee Turun yliopiston lehtori Tiina Henttinen, joka jatkoi
pro gradu-ohjaajanani Jonnan siirryttya muihin toimiin. Olen Kkiitollinen héanelle
ajastaan, yhtalailla karsivallisyydestdan ja — viisaista neuvoista. llman Tiinan apua, en
valttamatta katsoisi tata valmista pakettia vield tallakaan hetkella.

Haluan kiittdd myods muita tutkielmani kokeellisissa osuuksissa minua avustaneita
henkiloité: te opetitte minulle solubiologiasta kdytdnndn sanelemana paljon ja avullanne
sain pro graduni koejarjestelyt mahdollistettua. Kiitos Jarmo Kulmalalle sekda Sami
Suilamolle TYKS:n onkologian osastolle sateilyttamiskokeista sekéd laskennallisesta
avusta. Haluan liséksi Kiittdd BTK:n Heidi Hogelid molekyylibiologisten tdiden
kaytantoihin liittyvistd neuvoista ja ajastaan. Haluan kiittdd myos Heikki Minnid, Reidar
Grénmania sek& muita Medicity PET:n henkildston jasenid avustanne.

Kiitos minua tukeneelle 1&hipiirilleni. Ystavat — ilman teitd sekd kahvia, tdstd hommasta
ei olisi tullut mitéén. Jaksoitte kannustaa ja tukea minua ndiné kuluneina viime vuosina,
jotka ovat olleet tdhanastisen eldméni vaikeimmat. Hanna, Kaisa, Heidi, Tiina, Ulpu,
Laura, Pauli L., fysiikan laitoksen pojat, Turun yliopistoliikunnan porukat, Ossi, Olavi

ja ”stadin jengi” — Kiitti!

Viimeisimpan se tarkein: kiitos perheelleni tuesta. Olitte aina mukana talla matkalla —

Kontion ja Soljan sisulla, se saatettiin loppuun ja on nyt tdssa! Matka jatkuu.

Riina
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LIITE1

MENETELMAOHJEET SOLUVILJELYYN

Solujen sulatus ja viljelman perustaminen

1. Sulata soluampulli kasissd, kunnes sen sisalté muuttuu hileiseksi. Yhdista sen
siséltd laminaarissa falcon-putkeen, johon on valmiiksi pipetoitu 5 ml lamminta
kasvatusmediumia. Sekoita varovasti pipetoimalla edes ja takaisin.

2. Sentrifugoi 1400 rpm / 5min. Kaada supernatantti pois ja resuspensoi pelletti 2
ml:aan kasvatusmediumia.

3. Jaa solususpensio pienempind tilavuuserind T25-kasvatuspulloihin (pohjan
pinta-ala 25 cm?) ja lisd tahan maaraan suhteutettu tilavuus kasvatusmediumia.
Jakosuhde riippuu solujen kasvunopeudesta.

4. Merkitadn kasvatuspulloon solulinjan nimi ja tiedot, passage-numero ja

paivamaara.
5. Siirretddn kasvatuspullot soluviljelykaappiin, jossa kosteus on saadetty milliQ-
vesi-tuuletusjarjestelmalla (vaiheittain suodatettua vetta, jonka

ominaisvastustuskyky on 18,2 MQ / + 25 °C), lampétila on + 37 °C ja CO,-
pitoisuus on 5 %.

On syyta merkita soluviljelytilan pakastuskirjanpitoon, mita solulinjoja on aktivoitu
pakastuksesta. Nain voidaan seurata tarpeen vaatiessa kunkin solulinjan
varastotilannetta pakastettujen solujen suhteen.

Soluviljelmien yllapito

Kasvatusmediumin vaihtovélit soluviljelmissa olivat joko maanantai-torstaisin tai
tiistai-perjantaisin.  VVanha kasvatusmedium poistettiin varovasti k&antamaélla
viljelypulloa lievasti kyljelleen ja pipetoimalla katon kautta. T25-kasvatuspulloihin
lisattiin 5 ml ja suurempiin T75-pulloihin 15 ml tuoretta mediumia. Vaihdon jalkeen
pullot suljettiin ja laitettiin takaisin soluviljelykaappiin.

Viljelmien pakastaminen

Soluviljelmat jaettiin aina, kun kolonniat peittivat pullon pohjasta noin 60-80 %.
Solujen jakautumisnopeus oli jokaisessa linjassa yksil6llinen, mutta siirrostaminen
ja jakaminen tehtiin aina samalla periaatteella.

1. Huuhtele solut lis&dmalla 2 x PBS.

2. Lisda 3 ml trypsiini-EDTA-irrotusliuosta (T75-pulloon 5 ml) ja anna entsyymin
vaikuttaa lampokaapissa (+ 37 °C, 5 % CO,;) 6-8 min. Tarkastele
mikroskoopilla, ettd kaikki solut ovat irronneet pullon pohjasta.

3. Inaktivoi irrotusliuos lisdédméallad 10 ml kasvatusmediumia (T75-pulloon 15 ml)

kasvatuspulloon.

Pipetoi solususpensio falcon-putkeen ja sentrifugoi 1400 rpm / 5min.

Kaada supernatantti pois ja resuspensoi pelletti 2 ml kasvatusmediumia.

6. Jaa solususpensio pienempind tilavuuserind uusiin kasvatuspulloihin ja lis&a
tdhan méaaraan suhteutettu tilavuus kasvatusmediumia. Jakosuhde riippuu
solujen kasvunopeudesta.

ok
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7.

8.

Merkitse pulloon solulinjan nimi ja tiedot, passage-numero ja paivamaara. Laita
kasvatuspullo pystyasentoon.
Siirré kasvatuspullo soluviljelykaappiin (+ 37 °C, 5 % COy).

Solujen pakastaminen

1.

How

©oo~Ne

10.

11.

Valmista pakastusliuos: 500 pl pakastusliuosta kohden riittdd sama tilavuus
solususpensiota (suhde 1: 1). Laita valmis liuos jaille viilentymaan.

Merkitse cryo-ampulleihin pakastettavan solulinjan nimi seka tiedot, passage-
numero seka pakastuspaivamaara.

Pipetoi kasvatusmedium katon kautta pois.

Huuhtele solut lisaédmallg 2 x PBS.

Lis&&d pulloon 5 ml trypsiini-EDTA-liuosta ja anna entsyymin vaikuttaa
lampokaapissa (+ 37 °C, 5 % CO,;) 6-8 min. Tarkastele irrotusliuoksen
vaikutusta soluihin mikroskoopin avulla.

Inaktivoi irrotusliuos lisadmaélla T75-pulloon 15 ml kasvatusmediumia.

Pipetoi solususpensio falcon-putkeen ja sentrifugoi 1400 rpm / 5min.

Kaada supernatantti pois ja resuspensoi pelletti 1850 ul kasvatusmediumia.
Pipetoi 500 pl solususpensiota cryo-ampulliin ja tdmén jalkeen lisdd varovasti
500 ul pakastusliuosta suspensioeran paalle. Sulje pakastusputki ja siirrd se
valittomasti jaille.

Aseta soluampullit nopeasti styroksiseen pakastusrasiaan pystyasentoon
tukevasti ja sulje se tiiviisti teippaamalla. Kirjaa kanteen kuinka monta
soluampullia se siséltdd, solulinjan nimet sekd pakastuspaivamaara.
Pakastusrasia siirretddn pystyasennossa vuorokaudeksi -70 °C pakkaseen.
Seuraavana péivana soluampullit siirretddn pakastusrasiasta syvéapakastimeen (-
135 °C tai -150 °C). Pakkaseen siirretyt solut merkitddn soluviljelytilan
Kirjanpitoon.
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LIITE 2

TUTKIELMAN KOKEELLISISSA OSUUKSISSA KAYTETYT LIUOKSET

Soluviljely
DMEM 1X (Dulbecco's Modified Eagle Medium), Gibco 42430

L-Glutamiini 100x 200 mM, Gibco 25030

MEM NEAA 100x (MEM Non-Essential Amino Acids), Gibco 11140
Penisiliini-Streptomysiini (penicillin 10,000 U/ml, streptomycin 10,000 pg/ml),
Gibco 15140

FBS (Foetal Bovine Serum), Gibco 10106

HBSS 1x (Hanks' Balanced Salt Solution), Gibco 14170

0.5 % Trypsiini-EDTA 10x, Gibco 15400

PBS 1X (Phosphate-Buffered Saline pH 7.2), Gibco 20012 / Lonza N°: 5605
Dimetyylisulfoksidi DMSO

KASVATUSMEDIUM

500 ml DMEM

50 ml FBS

5 ml L-Glutamiini

5 ml MEM NEAA

640 ul Penisiliini-Streptomysiini

IRROTUSLIUOS

e 500 ml HBSS
e 50ml0,5% Trypsiini-EDTA

PAKASTUSLIUOS

DMSO-pitoisuus 20 % kokonaistilavuudesta, loppu téydennetdén

kasvatusmediumilla. Esimerkiksi 1 ml valmistetaan seuraavasti:

e 200 ul DMSO }
e 800 pl kasvatusmedium
= 1000 pl pakastusliuos
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96-kuoppalevyn klonogeeninen maaritys

Ham's F-12 Nutrient Mix 1x (F-12 Nutrient mixture (Ham), with stable glutamine),

Gibco 21765

FBS (Foetal Bovine Serum), Gibco 10106

96-KUOPPALEVYN KLONOGEENISEN MAARITYKSEN LIUOS:

HAM’S F-12 (15 % FBS)

e 500 ml Ham’s F-12
e 75mlFBS

Geenin hiljennyksen siRNA-sekvenssit

Scr (non-target) 5’-CCUACAUCCCGAUCGAUGAUG(TdT)-3'

siHIF-1a

5-AACUAACUGGACACAGUGUGU(TT)-3'

Proteiinityoskentelyliuokset

10 % APS

e 5 gammoniumpersulfaatti
e 50 ml H,O (tislattu)

EROTUSGEELLI: 10 % SDS-PAGE

6,2 ml H,O

6,7 ml 30 % akryyliamidi

5 ml n&ytegeelin puskuriliuos
100 pl 10 % APS

10 ul TEMED

EROTUSGEELIN PUSKURILIUQOS, 500 ml

e 90,75 mg Tris
e 20ml 10 % SDS
e 400 ml H,O

Saadetdan pH 8,8:ksi. Taytetdan vedelld 500 ml:ksi.
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LATAUSGEELI: 10 % SDS-PAGE

6,5 ml H,O

1,3 ml 30 % akryyliamidi (National Diagnostics)
2,5 ml latausgeelin puskuriliuos

90 ul 10 % APS

10 Wl TEMED

LATAUSGEELIN PUSKURILIUQOS, 500 ml

e 30,3mg Tris
e 20ml 10 % SDS
e 400 ml H,O

Saadetdaan pH 6,8:ksi. Taytetdan vedella 500 ml:ksi.

5 % MAITOJAUHE-PBST-PBST, 500 ml
e 25 g rasvaton maitojauhe (\Valio)

Taytetadn 1xPBST:11a 500 ml:ksi.

10 X PBS, 1 litra

80 g NaCl

2 g KCI

26,8 g Na,PO,47 H,O
2,4 g KH,PO,

800 ml H,O

Saadetaan pH 7,4:ksi. Taytetddn 1 litraksi vedella.

1 X PBST, 10 litraa

e 10 ml Tween-20 (Fluka)
e 1000 ml 10xPBS
e 8990 ml MQ-H,0

SDS-PAGE 4 X ELEKTRODIPUSKURI ELI AJOLIUQS, 4 litraa

456 g glysiinid

97 g Tris

160 ml 10 % SDS
64 ml 0,5 M EDTA

Taytetddn vedelld 4 litraksi.
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6 X SDS-NAYTEPUSKURI

35 ml latausgeelin puskuriliuos
15 ml glyseroli

59 SDS

3 ml B-merkaptoetanoli

6 mg bromifenolisininen

10 X WESTERN-SIIRROSTUSPUSKURI, 1 litra

e 38,759 Tris
e 187,59 glysiini

Taytetaan vedella 1 litraksi.

1 X WESTERN-SIIRROSTUSPUSKURI, 1 litra

e 100 ml 10xWestern-siirrostuspuskuri
e 900 ml MQ-H,0

Kéayttoliuosta varten:

e 800 ml 1xWestern-siirrostuspuskuri
e 200 ml metanoli

Primaariset vasta-aineliuokset

WESTERN-BLOT, B-AKTIINIVASTA-AINE, 5 mi
e 5ml5 % maito-PBST

e 1 ul Ac-74 —vasta-aine (Sigma-Aldrich)
WESTERN-BLOT, HIF-1a —~VASTA-AINE, 5 ml

e 5ml5 % maito-PBST
e 15 ul HIF-1a —vasta-aine (BD Biosciences)

Sekundéériset vasta-aineliuokset

HIIREN IgG-VASTA-AINELIUOS

- 5ml 5 % maito-PBST
- 1 ul polyclonal goat anti-mouse immunoglobulins/HRP
(DakoCytomation)
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LIITE 3

SADERESISTENSSI MAARITYKSEN LAIMENNOSLASKUT
KOEJARJESTELYIHIN

Esimerkkilasku, miten maaritettin jokainen séderesistenssimittauksen koesarjaan
pipetoitavan kantaliuoksen tilavuus. Laskuissa kéaytetddn péaédasiassa vain kaavaa 5.
yhdella yhdisteella.

c= 3 (kaava 5., muokattu)
& n=cxV (kaava 5.1)
& V=nxc (kaava 5.2)

Laskuissa esiintyi muutama numeroarvo, joka koeasetteluista johtuen pidettiin vakioina.
Néité olivat:

96-kuoppalevyn yhteen kuoppaan pipetoitavan solususpension tilavuus
e V(solususpensio)gs-kuoppal. = 200 pl

solususpension kokonaistilavuus (kokonaistilavuus, josta V(solususpensio)gs-kuoppal.
pipetoitiin lopulta )

e V(laimennos)sysp. = 50 ml
alkuperdisen kantaliuoksen solupitoisuus millilitraa kohden

e c(solupitoisuus)stokki = 4167 solua/ml
Loput laskuissa kaytetyt sekd ndiden avulla madritetyt muuttujat on luetteloitu
taulukossa 6. Samassa taulukossa on esitetty myds kullekin solumaarélle optimoidut

séteilyannokset.

Ensin mé&aritetddn vain yhteen 96-kuoppalevyn kuoppaan pipetoivan solumé&éran
pitoisuus millilitraa kohden.

n(solumaara)gs-kuoppat. = 2 Solua

(Kaava 5)
V(solususpensio)gs-kuoppal. = 200 pl v
c(solupitoisuus)gs-kuoppal. = 2 solua/kuoppa
200 pl/kuoppa

= 0,01 solua/pl < 10 solua/ml
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Seuraavaksi lasketaan kuinka monta solua siséltéisi tilavuudeltaan 50 ml:n
suspensiolaimennos, jonka solupitoisuus maaritettiin edellisessa laskussa.

c(soluméara) ge-kuoppal. = 10 solua/ml

. Kaava 5.1
V(laimennos)susp. =50 ml ( )
n(solumaara)sysp. = 10 solua/ml x 50 ml

=500 solua

Taman jalkeen voidaan laskea, kuinka suuri tilavuus kantaliuoksesta on pipetoitava,
jotta valmistettavassa solususpensiolaimennoksessa olisi lopulta oikea mééara soluja.

n(soluméara)susp. =500 solua
c(solupitoisuus)soui = 4167 solua/ml (Kaava 5.2)

Vstokki =500 solua x 4167 solua/ml

=0,11999 ml < 120 pl

Muut koejérjestelyssa tarvittavat laimennokset lasketaan samalla periaatteella.
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LIITE4

SATEILYTYSPROTOKOLLA

Solujen irrotus
- 2x(2-3)mlPBS

- 1 x 2 mltrypsiini/EDTA-irrotusliuos + 6 — 8 min. inkubaatio lampokaapissa
- fuugaus: 1400 rpm/5 min., kaada supernatantti pois ja sailyté pelletti

Solujen laskeminen

- resuspensoi pelletti 850 pl kasvatusmediumia:sekoita hyvin, mutta ala vaahdota

- pipetoi burker-laskukammioon 28 ul solususpensiota ja laske solut, tee tdma 3
kertaa

- laske ndiden kolmen keskiarvo: tuloksena on soluméaara/ml

Ensitkantaliuoksen valmistus

a.) suspension kokonaistilavuus on solulaskujen jélkeen:
1000 pl-(3%28 pl) =916 pl < 0,916 ml
b.) kokonaissolumé&éara (suspensiosta):
0,916 mlxsolumé&aréd/ml = tot.solumaara
soluja kokeeseen vahintéan:
3 mIx4167 solua/ml = 12501 solua
c.) lopullisen ensidkantaliuoksen tilavuus = 3 ml
Huomioi:
- jos kohdan b. tot.solumé&&ra on selvasti suurempi: pipetoi 12501 solua uuteen
falcon-putkeen ja tdydennd 3 ml:iin
- jos kohdan b. tot.soluméddrd on melkein sama kuin 12501 solua (esim.13000
solua), niin lasketilavuus, joka on pipetoitava pois, jotta solumé&ard tasmaisi
(=12501 solua). Vasta tamén jalkeen tdydennd 3 ml:iin.

- jos soluja on liian vahan, niin irrotetaan yksi 6-kuoppalevyn kuoppa

Koeputkien valmistus ja merkitseminen

- pipetoidaan 6 x Falcon-putkiin 50 ml Ham’s F-12 — mediumia, jossa 15 %
FBS:4a
- putket numeroidaan (1 — 6) ja merkitdan sateilytysannokset ja pipetoidaan
taulukossa luetellut tilavuudet ensidkantaliuoksesta:
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koeputkinumero 1 2 3 4 5 6

Sé_te”yannos (Gy) 0 0,75 1,25 2,5 5 7,5
_ 120 180 240 480 600 960
Vensmkantalluos(ul)

- putket kuljetetaan T-sairaalaan onkologian osastolle séteilytettavaksi
Huomioi: putkia heiluteltava tasaisin valiajoin koko matkan aikana: sek& meno-
ettd paluumatkalla

96-kuoppalevyille pipetointi

alkuvalmistelut:
o iso dekka jateastiaksi pipetinkérkié varten (laminaariin)
o liekitetddn kukin Falcon-putki ennen kun se kaadetaan kanavapipetin
autoklaavattuun kaukaloon
o ftarkista, etté pipetti on sd&detty 200ul:an tilavuuteen
pipetoi 96-kuoppalevylle 200 pl:n tilavuus ndytetta
merkitse kuoppalevyt kuvan mukaisesti: solulinja, Falcon-putken numero,
sideannos, pvm: KUOPPALEVYJA TULEE 2 x SATEILYANNOS

UT-SCC-XX
abc
123

@ oGy 260711/RS

- kaari muovipussiin tiiviisti teipaten
- annaolla soluviljelykaapissa 3 — 4 viikkoa
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LIITES

SF-TEKIJAN LASKEMINEN, esimerkki

Pro gradu-tutkielman SF-tekija laskettiin kaavan 3. mukaisesti:

( positiivisten kaivojen lkm

- — = - X kontrollikaivoon siirrostettujen solujen lkm
kaivoon siirostettujen solujen lkm

SF =

positiivisten kontrollikaivojen lkm

(kaava 3.)

Laskuissa kaytetyt arvot on listattu taulukoissa 6. ja 9., joista seuraavaksi lasketaan
esimerkkind taulukon 10. tuloksista kohta 2011/1. seuraavilla tiedoilla:

séateilyannoksen suuruus 0,75 Gy

positiivisten kaivojen lukumaara: 57 (taulukko 9.)

kaivoon siirrostettujen solujen lukuméara: 3 (taulukko 6.)
kontrollikaivoon siirrostettujen solujen lukumaaré: 2 (taulukko 6.)
positiivisten kontrollikaivojen solujen lukumaara: 53 (taulukko 9.)

57

(?> X2
SF(0,75 Gy) = T = 0,717

Muut taulukossa 10. esitetyt arvot on laskettu vastaavalla tavalla ja kaikki tulokset
sijoittuvat suljetulle vélille [0: 1].
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