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Kemoterapiahoidoissa kéytettdviin lddkeaineisiin liittyy sytotoksisia eli soluille haitallisia vaikutuksia.
Sytotoksisuus on keskeinen osa solunsalpaajien eli sytostaattien vaikutusmekanismeja, ja
kemoterapiahoidoilla voidaankin tehokkaasti pienentdd syOpdkasvaimen kokoa ja ndin helpottaa
potilaan oireita. Sytostaattien tehokasta hoitovastetta rajoittavat elimiston terveisiin kudoksiin
kohdistuvat haitalliset sivuvaikutukset, jotka ilmenevét potilailla esimerkiksi hiusten ldhtond ja

pahoinvointina.

Solupohjaisia maéarityksid tarvitaan syOpatutkimuksen ja laddkekehityksen tueksi etenkin uusien
ladkeaineiden seulontaan sekd toksisuusmittauksiin. Reaaliaikainen soluanalyysi (engl. real-time cell
assay, RTCA) on impedanssipohjainen maééritys, joka mahdollistaa solujen kéyttdytymisen ja
fysiologisten ominaisuuksien seuraamisen dynaamisesti. RTCA:1la voidaan mitata solujen sitoutumista,
proliferaatiota ja morfologiaa. RTCA:n perusjérjestelmd xCELLigence RTCA on osoittautunut
lupaavaksi menetelméksi toksisuusmittauksiin. Perinteiset toksisuusmittaukset voidaan luokitella
mitattavan biologisen ominaisuuden perusteella seuraaviin keskeisiin luokkiin: 1. solun metaboliseen
aktiivisuuteen perustuvat maaritykset, 2. solun permeabiliteettimadritykset, 3. apoptoosiméaéritykset ja
4. proliferaatiomaéaritykset. Merkkiainepohjaisiin menetelmiin, kuten tetrazoliumsuolamaarityksiin,
verrattuna RTCA ei vaadi yliméérdisten kemiallisten reagenssien kaytt6d mittauksessa, mikd minimoi
soluihin kohdistuvan héirién. Lisdksi RTCA-menetelméd tukee reaaliaikaista mittaustapaa, ja
tietokoneohjelman luoma soluindeksikdyrd antaa kattavammin tietoa esimerkiksi solujen
lisddntymisestd kuin péaidtepistemddritykset. RTCA:n kdyttdd kuitenkin rajoittavat vield
tietokonepohjaisesta  jérjestelméstd sekd kertakdyttoisistd kuoppalevyistd johtuvat  kalliit

kayttokustannukset sekd impedanssiprofiilien vaikeaselkoisuus.

Avainsanat:  sytotoksisuus, reaaliaikainen soluanalyysi, impedanssi, soluindeksi,
toksisuusmittaukset
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1 Johdanto

Sydpésairaudet ovat maailmanlaajuisesti yleisimpid kuolinsyitd, ja Maailman terveysjarjestd (WHO)
on raportoinut, ettd syopaan kuolee vuosittain yli 8 miljoonaa ithmistd. Sddehoidon ja leikkauksen
lisdksi kemoterapia on tavallisimpia sydvdnhoitomuotoja, mutta sen tehokasta hoitovastetta
heikentévit potilaalle haitalliset sivuvaikutukset. Perinteisten hoitojen rinnalle on kehitetty
kohdennetumpia hoitomuotoja, esimerkiksi immunoterapeuttisia hoitoja, ja tillaiset hoitomuodot
ovat olleet merkittivd kehitysaskel syOvénhoidossa. Tasmilddkehoidon lisdksi solupohjaisilla
madrityksillad voitaisiin vaikuttaa merkittavésti syopatutkimukseen ja lddkekehitykseen, silld tillaiset
médritykset mahdollistavat kemoterapiahoitojen sytotoksisten eli soluille haitallisten vaikutusten
arvioinnin. T&ll4 tavoin ladkekehitysprosessia voitaisiin optimoida ja madaltaa sen kustannuksia.
Sytotoksisten syopilddkkeiden soluvasteita arvioidaan toksisuusmittauksilla. Tyypilliset
toksisuusmittaukset perustuvat vérin poissulkuun, spektrofotometrisesti luettavien yhdisteiden
kayttoon, sekd ATP-pohjaisiin bioluminesenssimédérityksiin. Solujen elinkelpoisuusmairitykset
(engl. cell viability assays, CVAs) voidaan luokitella neljddn kategoriaan seuraavien mitattavien
ominaisuuksien perusteella: solujen metabolinen aktiivisuus, solukalvon ldpéisevyys, apoptoosi ja
proliferaatio. Solujen metabolisen aktiivisuuden mittaamiseen pohjautuvat
tetrazoliumsuolamaéiritykset, Alamar Blue ja CellTiter-Glo ovat herkkid ja yksinkertaisia menetelmié,
jaselkeiden tulosten ansiosta ne ovat luotettavia toksisuusmairityksid. Apoptoosimééritys anneksiini-
V ja proliferaatiomidritys RealTime-Glo MT CVA tukevat dynaamista mittaustapaa, miké tekee
menetelmistd herkempid pédtepisteméérityksiin verrattuna. Monet menetelmit vaativat kuitenkin
soluihin kajoavan merkkiaineen kéyttod, ja osa maérityksistd antaa vain yksittdisid mittaustuloksia.
Reaaliaikainen soluanalyysi (engl. real-time cell assay, RTCA) on impedanssipohjainen
menetelmd, jolla voidaan mitata dynaamisesti ja ei-invasiivisesti solujen kayttdytymistd ja
fysiologisia ominaisuuksia aiheuttamatta ylimaérdistd stressid tai hdiriota tutkittaville solulinjoille.
Menetelmd mahdollistaa solujen adheesion, proliferaation ja morfologian méairittdmisen, ja RTCA:n
perusjarjestelmélld xCELLigence RTCA:lla onkin useita sovelluskohteita esimerkiksi
ladkeseulonnassa sekd mikro- ja solubiologisissa tutkimuksissa. Muihin toksisuusmittauksiin
verrattuna tietokonepohjainen RTCA-jérjestelmd muodostaa soluindeksikiyrid, jotka kertovat solun
fysiologisista muutoksista. Menetelmé on kuitenkin kallis, ja tulosten tulkinta vaatii kokemusta seké
vahvaa tietdmystd solubiologisista muutoksista. Téassé tutkielmassa perehdytdin RTCA-menetelmééan
ja perinteisiin analyyttisiin toksisuusmittauksiin, sekd vertaillaan menetelmid keskenddn. Liséksi
tutkielmassa kisitelldéin lyhyesti erilaisia syovdnhoitomuotoja sekd kemoterapialddkkeitd ja niiden

sytotoksisia vaikutuksia elimistossa.



2 Sytotoksiset syopaliaikkeet

Yhdysvaltain Kansallisen Sy0pdinstituutin (The National Cancer Institute, NCI) mukaan syopd on
yleistermi sairauksille, joissa epdnormaalit solut jakautuvat hallitsemattomasti ja voivat tunkeutua
viereisiin kudoksiin. Maailman terveysjarjesté (WHO) on raportoinut, ettd syovilld on verisuoni- ja
sydinsairauksien jilkeen maailmanlaajuisesti toiseksi suurimmat kuolleisuusluvut."?> Solujen
kontrolloimattoman jakautumisen ja kajoavuuden vuoksi syopd on nopeasti etenevéa sairaus, jonka
hoitaminen vaatii tehokkaita hoitomuotoja, joista yksi yleisimpid on sytostaattien kdyttdon perustuva
kemoterapia. Potilaiden hoitotuloksia kuitenkin heikentévit sytostaattien toksiset sivuvaikutukset
elimistdssd, ja tdllaisten vasteiden arvioiminen toksisuusmittauksilla onkin tirkeé osa ladkekehitysté.
Sytotoksisten eli soluille haitallisten ld&keaineiden toimintamekanismit perustuvat useisiin eri
mekanismeihin, esimerkiksi DNA:n vaurioittamiseen ja solunjakautumisen pysédyttimiseen.
Sytotoksisten vasteiden mittaamisen liséksi syovénhoito on kehittynyt merkittavésti kohdennettujen
hoitomuotojen, kuten immunoterapian, kehittdmisen mydtd. Seuraavaksi tarkastellaan erilaisia
syovianhoitomenetelmid ja perehdytddn tarkemmin sytotoksisiin aineisiin sekd niiden
sivuvaikutuksiin  elimistossd. Lisdksi tarkastellaan syvemmin sytotoksisten vaikutusten

mittaamisessa kiytettdvid analyyttisid menetelmid.
2.1 Syopalaikkeet

NCI:n médritelmdn mukaan sydvin toimintaperiaate perustuu epdnormaalien solujen
hallitsemattomaan jakautumiseen ja viereisiin kudoksiin tunkeutumiseen. Tyypillisimpid syovén
hoitomenetelmié ovat sddehoito, kirurgia ja kemoterapia. Sydpasolujen kasvun ja levidmisen kannalta
vélttimattomiin toimintoihin tai rakenteisiin kohdistuvien lddkkeiden kehitys ja eri ladkeyhdistelmien
kdyttoonotto ovat kehittdneet sydpédhoitoja merkittidvisti viime vuosikymmenten aikana.
Tasmaélddkkeiden myotd syoOpépotilaiden eloonjddmisennusteet ovat parantuneet huomattavasti.
Syopidlddkkeet voidaan luokitella niiden vaikutusmekanismin perusteella seuraaviin kategorioihin:
sytotoksiset kemoterapeuttiset aineet, immunoterapia, vasta-ainekonjugaatit ja
molekyylikohdennetut hoidot (molecular targeted therapeutics, MTT).!3

Kemoterapia on yleisin syovinhoitomuoto kirurgian ja sidehoidon ohella, ja nimensd mukaisesti
se tarkoittaa kemiallisen yhdisteen kidyttod hoitomuotona. Vaikutusmekanismin perusteella
luokiteltavia kemoterapeuttisia aineita eli sytostaatteja on useita erilaisia ja niitd kisitellddn

tarkemmin luvussa 2.2. Sytostaattien kéyttoon liittyy monia ei-toivottuja toksisia sivuvaikutuksia,



jotka johtuvat kasvainsolujen resistenssistd kemoterapialle ja siitd, ettd syopdsolut ovat rakenteeltaan
ja toiminnaltaan normaalien solujen kaltaisia.'

Immunoterapia hyodyntdd elimiston immuunijérjestelmdd syOpdsolujen tunnistamiseen ja
tuhoamiseen, ja sddehoitoon ja kemoterapiaan verrattuna se on kohdennettu hoitomuoto. Menetelma
perustuu immuunijirjestelmédn vahvistamiseen tai muokkaamiseen niin, ettd hoito pystyy
kohdistumaan erityisesti syopésoluihin, miké suojaa terveitd kudoksia. Immunoterapiassa kaytettyja
tunnetuimpia hoitomenetelmid ovat immuunivasteen vapauttajat (engl. immune checkpoint
inhibitors, ICI), CAR-T-soluterapia ja vasta-ainchoito. Niiden lisdksi merkittavéksi
immunoterapeuttiseksi  hoitomuodoksi ovat nousseet syoOpdrokotteet, jotka aktivoivat
immuunijérjestelmin ilmentdméalla kasvaimelle spesifisid antigeenejd. Immuunivasteen vapauttajat,
kuten nivolumabi (kuva 1A), inhiboivat proteiineja (esimerkiksi PD-1, PD-L1 ja CTLA-4), joita
syopd- tai immuunisolut kayttdvdt immuunivasteen heikentdmiseen. Estdméilld mainittujen
proteiinien signalointireittejd immuunivasteen vapauttajat mahdollistavat T-solujen tehokkaamman
hyokkdyksen syopésoluja vastaan. Solu- ja geeniterapeuttisessa CAR-T-soluterapiassa potilaan T-
soluja muokataan geneettisesti siten, ettd ne ilmentavét kimeerisid vasta-ainereseptoreita eli CAR:eja
(engl. chimeric antigen receptor, CAR). Tdméd parantaa T-solujen kykyd tunnistaa ja tuhota

sydpisoluja.*

Monoklonaaliset vasta-aineet ovat laboratoriossa valmistettuja proteiineja, jotka
tunnistavat syopésolujen ilmentdmid kohdeantigeenejé ja sitoutuvat niihin. Télld tavoin vasta-aineet
ohjaavat immuunijirjestelméin tuhoamaan kyseiset solut.* Vasta-aineiden luokittelu perustuu niille
spesifisiin kohdeantigeeneihin. Esimerkiksi rintasydvén hoidossa kiytettdvin Herceptin-ladkkeen
vaikuttava aine trastutsumabi sitoutuu HER2/neu-reseptoriin.’

Vasta-ainelddkekonjugaatit (engl. antibody-conjugates, ADCs) ovat spesifisid monoklonaalisia
vasta-aineita, jotka yhdistyvdt kemiallisesti suunnitellun linkkerin avulla sytotoksiseen
ladkeaineeseen. ADC:t kuljettavat sytotoksisia ladkeaineita suoraan sydpésoluihin, jolloin terveet
solut eivit vaurioidu.’ Konjugaatti koostuu antigeeniin sitoutuvasta osasta (Fab) ja kiteytyvisti osasta
(Fc), joka wvastaa vasta-ainevilitteisestd solusytotoksisuudesta, komplementtivilitteisestd
sytotoksisuudesta ja vasta-ainevilitteisestd fagosytoosista. Brentuksimabivedotiini on ADC-valmiste,

jolla hoidetaan Hodgkinin lymfoomaa.’



Nykyaikaisessa syopdhoidossa hyddynnetddn paljon immunoterapian ja molekyylikohdennetun
hoidon yhdistelméa. Molekyylikohdennetut hoidot perustuvat syovén kasvun ja elinkyvyn kannalta
tarkeiden signaalireittien inhiboimiseen. Téllaisilla 1adkkeilld on eri molekyylikohteet syOpésolujen
kasvua sditelevilld signalointireiteilld. Esimerkiksi tyrosiinikinaasin estdjat kohdistuvat
epidermaalisen kasvutekijareseptorin  (EGFR) signalointireittiin. Erlotinibi (kuva 1B) on
tyrosiinikinaasin  aktiivisuutta estdvd aine, joka vaikuttaa useisiin reseptorivilitteisiin
kasvusignalointiin liittyviin solunsisdisiin reitteihin, mikd aiheuttaa solun toimintahiirion ja sitd
seuraavan solukuoleman. Molekyylikohdennetuilla hoidoilla voidaan my0s muokata kasvaimen
mikroympéristod niin, ettd se on suotuisampi immuunivasteelle. EGFR-reitin inhiboinnin lisdksi
tyrosiinikinaasin estéjit voivat sdddelld immuunisolujen toimintaa tehostaen T-solujen hyokkéysta

syopikasvaimiin.’

A. B.
| Q\
0
o) e o HIN =
T /'_“NV/
T A S HLJJ
— I "5 2 H g o N

nivolumabi erlotinibi

Kuva 1. Syopiladkemolekyyleja.
2.2 Sytotoksiset aineet kemoterapiassa

Kemiallisen yhdisteen sytotoksisuus tarkoittaa sen herkkyyttd aiheuttaa solukuolemia.’
Kemoterapiahoitojen vaikutukset perustuvat sytotoksisiin sydpilddkeaineisiin, jotka estdvit solujen
kasvua ja jakautumista, sekd pienentdvit syopédkasvainta. Ndiden kemoterapeuttisten lddkeaineiden
vaikutus syOpidsoluihin perustuu useisiin eri mekanismeihin, joita ovat DNA:n vaurioittaminen,
solunjakautumisen pysdyttdminen ja solujen aineenvaihdunnan héiritseminen. Ladkemolekyylit
voidaan jakaa alkyloiviin yhdisteisiin, antimetaboliitteihin, topoisomeraasi I ja II:n inhibiittoreihin ja
antimitoottisiin aineisiin.!*®

Alkyloivat yhdisteet ovat yleisimpid kemoterapiassa kéytettyjd farmakologisia yhdisteitd. Ne
ovat elektrofiilejd, jotka reagoivat DNA:n nukleofiilisten rakenteiden kanssa. Tdémén reaktion

seurauksena tapahtuu alkyyliryhmin kovalenttinen siirtyminen. Kaavassa 1 on kuvattu

alkyylireaktiossa tapahtuva nukleofiilinen substituutio: alkylaation nukleofiilisen kohteen (H-R’)



vetyatomin H korvaa alkyloivan aineen alkyyliryhmd R (R-X). Téssd alkyyliryhmidssd X on

negatiivisesti varautunut halogeeniatomi, esimerkiksi kloori C1.°

R—X+H-R ->R—R +HX (1)

Alkyloivat aineet reagoivat DNA-emasten rengasrakenteen typpiatomin N ja rakenteen ulkopuolisen
happiatomin O kanssa muodostaen kovalenttisia addukteja eli kahden molekyylin muodostamia
kemiallisia yhdisteitd. Téllaiset adduktit voivat olla yksinkertaisia metyyliryhmid tai
monimutkaisempia alkyylilisdyksid, jotka voivat aiheuttaa ristisidosten muodostumista DNA-
juosteisiin, normaalista poikkeavien emésparien muodostumista tai juostekatkoja DNA:ssa.
Kemoterapeuttiset alkyloivat yhdisteet voidaan luokitella kuuteen kategoriaan: triaseenit,
hydratsiinit, nitrosoureat, typpisinapit, oksatsafosforiinit, alkyylialkaanisulfonaatit, etyleeni-imiinit ja
platinajohdannaiset yhdisteet. Platinajohdannainen sisplatiini (kuva 2A) on yleisimmin kéytettyja
ladkeaineita kemoterapiassa ja sitd kiytetddn useiden eri sydpien, kuten keuhkojen ja kohdunkaulan
syopien, hoidossa.>5’

Antimetaboliitit ~ koostuvat  useista  ryhmistd, joita ovat pyrimidiiniantagonistit,
puriiniantagonistit, puriinianalogit, antifolaatit ja ribonukleotidireduktaasin estdjidt. N&iden
syopdladkkeiden toiminta perustuu soluille vilttiméttomien biosynteesireittien sekd DNA- ja RNA-
synteesin hdiritsemiseen ja DNA-juostekatkojen aiheuttamiseen estdmilld tiettyjen entsyymien
(dihydrofolaatireduktaasi, ribonukleotidireduktaasi ja DNA-polymeraasi) toimintaa. Antimetaboliitit
voivat my0Os liittyd DNA:han tai RNA:han virheellisind pyrimidiini- tai puriiniyhdisteiden
rakenneanalogeina. Esimerkki tdllaisesta antimetaboliitista on pyrimidiiniantagonisti gemsitabiini
(kuva 2B), jota kdytetddn rinta- ja munasarjasydpien hoidossa. Se on sytosiininukleosidianalogi, joka
aktiivisessa muodossaan korvaa solun luonnolliset nukleotidit muodostaen puutteellisia DNA-
juosteita, jotka eivit voi replikoitua.®®

Topoisomeraasi l:en ja Il:en inhibiittorit estdvit DNA:n replikaatiossa tarvittavien
topoisomeraasientsyymien toiminnan ja aiheuttavat katkoksia DN A-juosteisiin.® Kamptotesiini (kuva
1C) on topoisomeraasi l:en inhibiittori, joka vaurioittaa DNA:ta aiheuttamalla vaantdjannitysti
juosteeseen.! Topoisomeraasi Il:en inhibiittori doksorubisiini (kuva 2D) on erids yleisimmisti
solunsalpaajista, jolla hoidetaan esimerkiksi leukemiaa ja pienisoluista keuhkosyopédd. Se on
antrasykliiniantibioottien ryhméén kuuluva sytostaatti, joka estdd solun replikaatioon ja DNA:n
transkriptioon liittyvid keskeisid prosesseja sitoutumalla topoisomeraasi Il:een. Lisdksi se voi

vaurioittaa nukleiinihappoja.®



Antimitoottiset aineet, kuten taksaanit ja vinka-alkaloidit, estdvét tuman jakautumisen vaikuttamalla
solun mikrotubulusten toimintaan ja muodostumiseen, mikd keskeyttid mitoosin ja johtaa
solukuolemaan.® Taksaaneista yleisimmin kiytetty lifike on paklitakseli (kuva 2E), jota kiytetiin
rintasyOvdn hoidossa. Paklitakseli estdd mikrotubulusten toimintakykyad aktivoimalla niiden
rakenneyksikon eli tubuliiniproteiinin sitoutumisen mikrotubuluksiin, jolloin solusykli pysdhtyy ja

mitoosi estyy.'’
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Kuva 2. Kemoterapeuttisia lddkemolekyyleja.
2.3 Sytotoksisuuden sivuvaikutukset elimistossa

Kemoterapia vaikuttaa tehokkaasti jakautuviin syOpésoluihin, mutta hoitomuodon terapeuttisista
hyodyistd huolimatta se aiheuttaa systemaattista toksisuutta, joka vaikuttaa negatiivisesti potilaiden
hoitotuloksiin ja rajoittaa hoidon onnistumista. Useimpien onkologisten ldékkeiden terapeuttinen alue
on hyvin kapea, minkd vuoksi potilaalle on vaikea antaa tehokasta hoitoannosta ilman toksisia
vaikutuksia. Kuten aikaisemmassa kappaleessa késiteltiin, kemoterapiassa kéytettdvien lddkkeiden
vaikustusmekanismit liittyvit DNA:n interkalaatioon, solun mikrotubulusten toiminnan

héiritsemiseen sekd nukleiinihapposynteesin estdmiseen. Sytotoksiset vaikutukset eivdt ole



kohdennettuja, minkd vuoksi kemoterapeuttiset aineet aiheuttavat merkittdvid histomorfologisia
muutoksia syopikudoksen lisdksi elimiston terveissd kudoksissa. Haitalliset vaikutukset ulottuvat
erityisesti sellaisiin kudoksiin, joilla on korkea jakautumisaktiivisuus, kuten luuytimeen,
ruoansulatuskanavan epiteeliin ja munuaistubuluksiin. Histopatologinen tutkimus on osoittanut, etta
hoidon jdlkeen pahanlaatuisissa kudoksissa esiintyy yleisid soluvaurioon liittyvid piirteitd, kuten
tuman pienentymisti, tumakalvon hajoamista sekii kromatiinin pienentymisti ja hajoamista.!!
Sytostaattien yleisid haittavaikutuksia ovat pahoinvointi, hiustenldhtd ja vdsymys. Yleisimpien

syoOpélédédkeaineiden sytotoksisia sivuvaikutuksia on esitelty tarkemmin taulukossa 1.

Taulukko 1. Yleisimpien sytostaattien sytotoksiset sivuvaikutukset.

Kemoterapia-aine Sytostaatti Sytotoksiset sivuvaikutukset

Alkyloivat aineet Sisplatiini Luuytimen toiminnan
heikkeneminen,
munuaisvauriot

Antimetaboliitit Gemsitabiini Maksan ja munuaisten
vajaatoiminta

Topoisomeraasi Kamptotesiini Ripuli, luuytimen toiminnan

I:en inhibiittori heikkeneminen

Topoisomeraasi Doksorubisiini Verisuonivauriot

II:en inhibiittori

Antimitoottinen aine Paklitakseli Adreishermostovauriot,
neutrofiilisten  valkosolujen
puute

2.4 Perinteiset analyyttiset menetelmit sytotoksisuuden mittauksessa

Solujen elinkelpoisuusmaiirityksilld (engl. cell viability assays, CVAs) voidaan arvioida solujen
terveyttd, kasvua, lisddntymistd ja sytotoksisia vasteita. Téllaiset médritykset ovat laajasti kiytossa
biolddketieteellisessd tutkimuksessa, ladkekehityksessd ja bioteknologian alalla. Sytotoksisuus- ja
CVA-maidrityksilld voidaan mitata solujen fysiologisia vasteita lddkkeisiin, toksisiin yhdisteisiin ja

perusominaisuuksia ne mittaavat, ja midritykset voidaan jakaa neljddn keskeiseen kategoriaan: 1.



solun metaboliseen aktiivisuuteen perustuvat mééritykset, 2. solun permeabiliteettimaaritykset, 3.
apoptoosiméiiritykset ja 4. proliferaatiomadritykset. Ndiden luokkien puitteissa menetelmit voivat
keskittyd yksittdisen solun tai kokonaisen populaation tasolle, ja miéritysten tukena voidaan
hyodyntdd erilaisia detektiotekniikoita, kuten fluoresenssia, luminesenssia, mikroskopiaa,
monikuoppalevylukijaa ja virtaussytometriaa.'> Osa CVA-méiirityksisti on péitepistemidrityksid
(engl. endpoint assays), joissa mittaus optimoidaan yksittdisiin ajankohtiin ja ndisti aikapisteistd

valitaan paras tuloksia varten.'®
2.4.1 Solun metabolinen aktiivisuus

Tetrazoliumsuolamiéritys on yksi yleisimmisti kvantitatiivisista toksisuusmittauksista, jolla voidaan
havaita kolorimetrisesti aineenvaihdunnallisen aktiivisuuden perusteella elinkykyiset solut
mikrobeista nisdkédssoluihin asti. Médritykset perustuvat biokemiallisiin pelkistysreaktioihin, joissa
mitokondriaaliset ~ dehydrogenaasientsyymit  pelkistdvdt  tetrazoliumyhdisteen  vérillisiksi
formatsaanikiteiksi. Dehydrogenaasientsyymit osallistuvat solun keskeisiin biokemiallisiin
reaktioithin, kuten oksidatiiviseen fosforylaatioon, minkd vuoksi ne ovat térkeitd solun
aineenvaihdunnalle ja niin ollen vilttimittdmii solun elinkyvyn ylldpitimisessi.'>!?

Yleisimpid tetrazoliumyhdisteité ovat MTT (3-(4,5-dimetyylitiasol-2-yyli)-2,5-
difenyylitetrazoliumbromidi) (kuva 3A), XTT (natrium 3’-[1-(fenyylamino)-karbonyyli]-3,4-
tetrazolium-bis(4-metoksi-6-nitro)bentseenisulfonihappohydraatti) (kuva 3B) ja WST-8 [2-(2-
metoksi-4-nitrofenyyli)-3-(4-nitrofenyyli)-5-(2,4-disulfofenyyli)-2H-tetrazolium, natriumsuola]
(kuva 3C). Positiivisen varauksen ansiosta MTT-yhdiste ldpdisee vaivattomasti solukalvon, mutta
negatiivisesti varautuneet XTT ja WST-8 eivit pddse yhtd helposti solun sisdlle kuin MTT. Tésti
syystda XTT- ja WST-médrityksissd tarvitaan yleensd elektroninvilittdjd, joka siirtdd elektronit
sytoplasmasta tai solukalvolta, miki johtaa tetrazoliumyhdisteen pelkistymiseen.!*!?

MTT-maédrityksessd dehydrogenaasientsyymi pelkistdd MTT-yhdisteen keltaisen liuoksen
liukenemattomiksi, violeteiksi formatsaanikiteiksi (kuva 3A). Korkea formatsaanikonsentraatio
kertoo korkeasta aineenvaihdunnallisesta aktiivisuudesta ja vastaavasti matala konsentraatio
alhaisesta aineenvaihdunnallisesta aktiivisuudesta. MTT- ja XTT-médritykset ovat hyvin
samankaltaiset, mutta XTT-yhdiste muodostaa metabolisesti aktiivisessa solussa pelkistyessdin
liukoisia, oranssin virisid formatsaanikiteiti.” WST-8-yhdistettd kiiytetisin Dojindon lanseeraamassa

CCK-8-mittauksessa (Cell Counting Kit-8). Entsymaattisessa reaktiossa WST-8-yhdiste pelkistyy

vesiliukoiseksi, oranssin viriseksi formatsaaniksi. Kaikissa tetrazoliumsuolamédrityksissé



formatsaanin vérin absorbanssia mitataan spektrofotometrisesti 450-490 nm aallonpituudella
mikrolevylukijalla,'!4

Tetrazoliumsuolamééritysten tavoin resatsuriinimédritys Alamar Blue perustuu useiden
dehydrogenaasientsyymien katalysoimaan pelkistysreaktioon, joka heijastaa koko solun
pelkistyskykyé. Resatsuriini (kuva 3D) on ei-myrkyllinen, solukalvon ldpdiseva sininen viriaine, joka
pelkistyy entsymaattisesti solussa resorufiiniksi. Resorufiini on voimakkaasti fluoresoiva
vaaleanpunainen yhdiste, jonka fluoresenssin voimakkuus on yhteydessd solun elinkykyyn. Yhdiste
voidaan havaita kolorimetrisesti 570 nm:n aallonpituudella tai fluoresenssin avulla, kun viritys on
aallonpituudella 530-560 nm ja emissio 580-620 nm.'?

Solujen pelkistyspotentiaalia mittaavien kokeiden lisdksi ATP-pohjaiset
bioluminsenssimairitykset ovat tirkeitd metabolista aktiivisuutta arvioivia analyyseji, silldi ATP on
solun ensisijainen energialihde ja ndin ollen tehokas solun elinkyvyn indikaattori. Promegan
julkaisema CellTiter-Glo perustuu lusiferaasientsyymin katalysoimaan reaktioon, jossa ATP:ta
energialdhteend kayttdva lusiferiini (kuva 3E) hapettuu tuottaen bioluminesenssia, joka voidaan
havaita 560 nm:n aallonpituudella luminometrilld. Luminesenssi kertoo suoraan solunsisiisestd ATP-
tasosta. Solujen menettdessd solukalvon eheyden ATP-synteesi ei ole endd mahdollinen, ja

endogeeniset ATPaasit kuluttavat nopeasti jdljelld olevan ATP:n, mikd tekee ATP-pohjaisista

médrityksisti erityisen herkkii apoptoosin mittaamisessa. '2
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Kuva 3. Tetrazoliumsuola-, Alamar Blue- ja CellTiter-Glo-miérityksissa kdytettivid molekyyleja. A-
kohdassa on kuvattu MTT:n keltaisen liuoksen pelkistyminen dehydrogenaasientsyymin

vaikutuksesta violetiksi formatsaaniksi.
2.4.2 Solukalvon lapiisevyys

Virin poissulkuun perustuva menetelmd on yksi laajasti kéytetyistdi menetelmistd solun
permeabiliteettimddrityksissd, kun halutaan arvioida eldvien ja kuolleiden solujen midrda tietyssa
populaatiossa. Menetelmé perustuu solukalvon ldpdisevyyteen: viriaineet eivét voi ldpdistd ehjdd
solukalvoa, mutta ne voivat kulkea vaurioituneen solukalvon lépi. Viériaineiden péésy
solulimamatriisiin johtaa sytoplasman tai tuman virjdytymiseen, jolloin virjdytyneet ja ei-
varjdytyneet solut voidaan helposti erottaa toisistaan valomikroskoopin, fluoresenssimikroskoopin tai

virtaussytometrian avulla. Méérityksissd suositaan hyvin hydrofiilisid vériaineita, joiden
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molekyylipaino on yli 500 Da. Téllaiset vdriaineet minimoivat passiivisen siirtymisen solukalvon
lapi. Trypaanin sininen, propidiumijodidi (PI) ja etidiumhomodimeeri-1 (EthD-1) ovat suuria ja hyvin
polaarisia viriaineita, jotka eivit ldpdise solukalvoa. Nédin ollen ne péddsevét helposti siirtymédn
vaurioituneiden solukalvojen lépi, ja osoittavat joko virjdytymisti tai fluoresenssia.'?

Trypaanin sinisen viriaineen kéyttoon perustuva menetelmi on yksi vanhimmista ja laajimmin
kéytetyistdi CVA-médrityksistd, jolla voidaan kvantitatiivisesti analysoida solujen méaérda.
Menetelmdd kiytetddn edelleen apuna lddkkeiden tai toksiinien aiheuttamien solujen
elinkelpoisuuteen liittyvien muutosten varmentamisessa sekd soluviljelyssd. Trypaanin sininen on
diatsoviriaine, jonka kemiallinen rakenne on negatiivisesti varautunut ja ndin ollen trypaanin sininen
ei ldpdise terveiden solujen ehjdd solukalvoa, mutta padse helposti vaurioituneiden solukalvojen lépi.

Mikroskoopilla tarkasteltuna eldvit solut nikyvit kirkkaina ja kuolleet solut siniseksi vérjiytyneini.'?
2.4.3 Apoptoosi

Apoptoosi eli ohjelmoitu solukuolema on tarkasti sdddelty tapahtuma, joka eliminoi tarpeettomat,
vialliset tai mahdollisesti vaaralliset solut, ja estdd ndin esimerkiksi sydvén tai autoimuunisairauksien
kehittymisen. Apoptoosi on  vilttdmiton kudosten homeostaasille, kehitykselle ja
immuunijdrjestelmin sditelylle. Apoptoosiin vaikuttavat sen eri vaiheissa biokemialliset ja
rakenteelliset muutokset solussa, ja apoptoosiméiritykset mittaavatkin suoraan solukuolemaa
aiheuttavia tekijoitd, kuten muutoksia solukalvopotentiaalissa, kaspaasiaktiivisuutta, mitokondrion
epinormaalia toimintaa ja DNA:n vaurioitumista.'?

Anneksiini-V-miiritys (engl. Annexin V) perustuu nimensd mukaisesti kalsiumriippuvaisen
anneksiini-V-proteiiniin  kdyttoon. Tdméd proteiini sitoutuu suurella herkkyydelld fosfolipidi
fosfatidyyliseriiniin (engl. phosphatidylserine, PS), joka on normaalisti sitoutunut terveissa soluissa
solukalvon sisdpuolelle. Anneksiini-V ei pysty lapdiseméén solukalvoa, joten se ei pysty sitoutumaan
PS:ddn. Kuitenkin solukuoleman aikana PS siirtyy solukalvon ulkokalvolle, jolloin
fluoresenssimerkkiaineella merkitty anneksiini-V voi sitoutua sithen, ja toimia herkkéni koettimena
apoptoottisille soluille osoittamalla PS:n siirtymisen solun ulkopuolelle (kuva 5). Anneksiini-V:114 ei
voida erottaa apoptoottisia ja nekroottisia eli hallitsemattomasti kuolevia soluja toisistaan, joten

menetelmii kdytetiéin yleensi yhdessi vériaineiden, kuten PI:n, kanssa.!?
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Kuva 5. Anneksiini-Vin toimintaperiaate. Kalsiumriippuvainen anneksiini-V  sitoutuu
fosfatidyyliseriiniin, joka on normaalisti terveessd solussa sitoutunut solukalvon sisépuolelle.
Anneksiini-V ei voi lapiistd solukalvoa, joten se voi sitoutua fosfolipidiin ainoastaan apoptoottisissa
soluissa, joissa  kyseinen  solukomponentti on  siirtynyt solukalvon  ulkopuolelle.

Fluoresenssimerkkiaineella merkitty anneksiini-V osoittaa ndin apoptoottiset solut.

2.4.4 Proliferaatio

Proliferaatiomédiritysten avulla voidaan arvioida solujen kasvu- ja jakautumiskykyd vasteena
erilaisille fysiologisille olosuhteille, lddkeainealtistukselle tai geneettisille muokkauksille.
Reaaliaikainen elinkelpoisuusmééritys on uusi, lusiferaasipohjaisiin menetelmiin perustuva
mittaustapa ja ainoa solujen elinkykyd mittaava miiritys, joka mahdollistaa solutason muutosten
dynaamisen seurannan. Menetelméd soveltuu monipuolisesti erilaisiin sovelluksiin, sillé sitd voidaan
hyodyntdd jatkuvissa mittauksissa sekd pédtepistemadrityksissd. Promegan lanseeraama RealTime-
Glo MT CVA on reaaliaikainen elinkelpoisuusmééritys, joka perustuu merikatkaravusta perdisin
olevan muokatun lusiferaasin (NanoLuc) ja solukalvon ldpédisevén pro-substraatin (esimerkiksi pro-
furimatsiini) kayttoon. Pro-substraatti pelkistyy eldvissd soluissa substraatiksi, joka siirtyy
kasvatusviliaineeseen. Lusiferaasi kdyttda substraattia lumisenssin tuottamiseen. RealTime-Glo MT
CVA-miirityksessd dynaaminen mittaustapa mahdollistaa signaalin toistuvan mittaamisen ajan
kuluessa, mikéd antaa reaaliaikaista tietoa solujen elinkelpoisuudesta ja proliferaatiosta jopa 72 tunnin

ajan. Luminesenssi heikkenee nopeasti apoptoosin yhteydessd, mikd puolestaan mahdollistaa
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menetelmin yhdistimisen muiden lysaatiovaiheen sisdltdvien luminesenssimééritysten kanssa ja

vihentii niin hiirioti mydhemmissi médrityksissi.'
3 Reaaliaikainen soluanalyysi

Solupohjaiset mééritykset ovat avainasemassa toksisten vasteiden maédrittimisessd, silld téllaiset
menetelmit mahdollistavat solun biologisten ominaisuuksien, kuten liikkkumisen ja kajoavuuden,
havaitsemisen. Monet markkinoilla olevista migraatioon ja invasiivisuuteen perustuvista testeisti
(esimerkiksi Transwell ja XCELLigence RTCA) perustuvat Boydenin kammioon (engl. the Boyden
chamber), jossa solut liikkuvat huokoisen kalvon ldpi ylemmastd siiliostd alempaan kohti
kemotaktista ainetta. Reaaliaikainen soluanalyysi (engl. real-time cell assay, RTCA) on kehittynyt
biosensoripohjainen menetelmd, joka mahdollistaa monipuolisesti solun erilaisten fysiologisten
ominaisuuksien seurannan dynaamisesti ilman ylimdardisid kemiallisia aineita. Reaaliaikaisuuden
ansiosta menetelmd on hyvin herkkd, ja silldi onkin laajasti sovelluskohteita esimerkiksi
ladkeseulonnassa sekd solu- ja mikrobiologisissa tutkimuksissa. Seuraavaksi tarkastellaan lyhyesti
solujen sitoutumiseen perustuvia menetelmid, ja perehdytdan tarkemmin RTCA-teknologiaan ja sen

sovelluksiin.
3.1 Solujen adheesioon perustuvat menetelmit

Solujen migraatio ja invasiivisuus ovat keskeisid tekijoitd monissa suotuisissa fysiologisissa
prosesseissa, kuten haavan paranemisessa, ja toisaalta haitallisissa patologisissa ilmidissd, kuten
syovén levidmisessd. Monet kaupalliset kvantitatiiviset in vitro -migraatio- ja invasiivisuustestit,
kuten Transwell ja xXCELLigence, perustuvat 1960-luvulla kehitettyyn Boydenin kammioon (engl.
the Boyden chamber), jolla tutkittiin alun perin leukosyyttien kemotaksista eli solujen
pitoisuuseroista riippuvaa liikkumista. Perinteinen Boydenin kammio koostuu kahdesta sdiliosta,
joiden vélissd on huokoinen kalvo. Huokoset ovat noin 3-12 um kokoisia ja syopésolut liitkkuvat
vaivattomasti niiden ldpi, mutta lymfosyytit pysyvit paikoillaan. Ylemmaésséd sdiliossd on solujen
kasvatusliuosta ja alemmassa kemotaktista ainetta siséltivdd kasvatusliuosta, jota kohti solut
litkkuvat tavallisesta kasvatusliuoksesta huokosten ldpi. Paikoillaan pysyvit solut poistetaan sdiliostad
ja litkkkuvat solut virjitdan niiden lukuméérdn osoittamiseksi (kuva 6). Kasvainsolujen levidvyytti
voidaan tutkia tarkemmin peittdmélla mikrohuokoinen kalvo esimerkiksi kollageenilla tai Matrigel-
valmisteella, jotka muistuttavat rakenteeltaan soluviliainetta. T&lloin kasvainsolut voivat olla

vuorovaikutuksessa soluviliaineen komponenttien kanssa, kiinnittyd niihin tai proteolyyttisesti
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hajottaa soluviliainetta. Tallaisessa kolmiulotteisessa ympaéristossd solut ovat luonnollisemmin
polarisoituneita ja niiden fenotyyppi vastaa niin paremmin in vivo -olosuhteita. '’
Transwell-invaasiomédrityksessd kiytetddn kertakédyttoisid monikaivoisia kuoppalevyjd, joissa
on mikrohuokoinen kalvo. Kalvo voi olla valmistettu erilaisista materiaaleista, esimerkiksi
polykarbonaatista, polyetyleenitereftalaatista (PET) tai polytetrafluoroetyleenistd. Ndma materiaalit
eroavat toisistaan koon, huokosten tiheyden, solun kiinnittymisominaisuuksien ja
mikroskooppisopivuuden suhteen. Boydenin kammion toimintaperiaatetta mukaillen kalvon
huokosten paélle voidaan levittdd soluvéliainetta kasvainsolujen levidvyyden tutkimiseksi.
Invasiivisuus riippuu soluviliaineen rakenteiden proteolyyttisestd hajoamisesta. Halutun ajanjakson
jilkeen solut virjatddan fluoresenssivérjdykselld tai kiinnitetdin ja virjitdén kristallivioletilla.
Liikkuvien solujen lukumééri voidaan laskea sen perusteella, kuinka suuri osa soluista on litkkunut
kalvon l4pi kohti kemotaktista ainetta. Témin menetelmén etu on sen hyvin korkea herkkyys: jo hyvin
pieni pitoisuus kemotaktista ainetta voi aiheuttaa solujen litkkumisen kalvon 14pi. Tutkimuksen kesto
on kuitenkin rajallinen, silld pitoisuudet tasaantuvat nopeasti osastojen vilill4 ja solujen visualisointi

niiden liikkuessa ei ole mahdollista.!®

solususpensio kasyatusliuoksessa

/
huokoinen kalvo \
kemotaktista ainetta sisaltava kasvatusliuos

véariaine

Kuva 6. Boydenin kammion ja Transwell-méddrityksen toimintaperiaate. Ylemmaéssa sdiliosséd solut
ovat tavallisessa kasvatusliuoksessa ja osa soluista litkkuu huokoisen kalvon ldpi alempaan siilicon,
joka siséltda kemotaktista ainetta sisdltivda kasvatusliuosta. Ei-litkkuvat solut poistetaan sdiliosta ja

kalvon lépi litkkkuneet solut vérjataéan kristallivioletilla niiden laskemiseksi.

Eldvien solujen mikroskopialla voidaan leimavapaasti tai vdhdisin vaikutuksin méérittdd solujen
proliferaatiota ja morfologiaa. Tekniikka perustuu faasikontrasti-, kirkaskenttd- tai
fluoresenssikuvantamiseen, joiden avulla voidaan tunnistaa solujen konfluenssi, liikkuminen ja
jakautuminen. Ajastettu mikroskopia muodostaa kasvukdyrin maéérittimalld muutokset solujen
tiheydessd tai niiden peittdimadlld alueella kdyttden automatisoitua analyysiohjelmistoa. Pitkélle

kehitetyilld jarjestelmilld, kuten IncuCyte-, CellVoyager- ja Cytation-alustoilla voidaan tehdi
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korkeasisdltoistd kuvantamista monikaivoisissa kuoppalevyissd. Menetelmien tukena voidaan
kéyttdd tumaa tai sytoplasmaa virjadvid merkkiaineita (esimerkiksi Hoechst), mikd mahdollistaa
solusyklin, mitoottisten tapahtumien ja morfologisten muutosten seuraamisen.'

Solut kohdistavat vetovoimia mikroympéristoonsd ja naapurisoluihinsa seki vastaanottavat nditd
mekaanisia drsykkeitd, mikd vaikuttaa solunsisdisten signalointiketjujen aktivoitumiseen. Ndiden
signalointiketjujen kdynnistyminen voi vaikuttaa esimerkiksi solun adheesioon ja proliferaatioon, ja
tdmin vuoksi solun vetovoimien mittaaminen on vilttdimitontd. Vetovoimamikroskopia (engl.
traction force microscopy, TFM) on laajasti kédytetty menetelmd solujen supistumiskyvyn
mittaamiseen. TFM:ssd pehmedlle hydrogeelipinnalle upotetaan fluoresoivia helmid ennen
soluviljelyd. Solujen kiinnittyessé pinnalle ne supistuvat ja venyvit, ja kohdistavat tdlld tavoin voimia
alustaan, mikd aiheuttaa helmien liikkeet hydrogeelipinnalla. Helmien siirtymit voidaan muuttaa

vetovoimiksi, kun tunnetaan hydrogeelin mekaaniset ominaisuudet.'®
3.2 Reaaliaikainen soluanalyysi

Reaaliaikainen soluanalyysi (engl. real-time cell assay, RTCA) on impedanssipohjainen menetelmi,
joka mahdollistaa dynaamisella tavalla solujen fysiologisten ominaisuuksien, kuten proliferaation ja
sitoutumiskyvyn sekd sytotoksisuuden havaitsemisen.!” Tutkijat Giaever ja Keese kehittivit
ensimmdinen RTCA-jirjestelmén vuonna 1984 tutkiessaan solujen kéyttdytymistd yhdistdmalla
elektrodien kautta sdhkovirran nisdkkdiden fibroblastisoluviljelméédn. Soluviljelméaén liséttiin 4000
Hz:n vaihtosdhkokenttd ja mitattiin sen rajan ja pienen elektrodin vélistd jannitehdviotd, johon
vaikutti impedanssi eli virtapiirin vaihtovirralle aitheuttama vastus. Muutokset solujen liikkeissa
vaikuttivat suoraan impedanssiin muuttaen sen arvoa.'® Niiden tutkimusten pohjalta Giaever ja Keese
kehittivit sdhkodiseen biosensoriteknologiaan pohjautuvan sirupohjaisten menetelmien prototyypin,
ECIS-jarjestelmédn (engl. electrical cell-substrate impedance sensing, ECIS). Nykyistd RTCA-
jarjestelmad kdytettiin ensimmaisen kerran vuonna 2008, ja se on modernimpi versio reaaliaikaisesta
solujen elektronisesta tunnistusjdrjestelmistd eli RT-CES-menetelmistd (engl. real-time cell
electronic sensing, RT-CES).!* RTCA:lla on jo useita sovelluksia mikrobiologiaan, metaboliitteihin,
ympdristotoksikologiaan, solutoimintoihin ja uusiin potentiaalisiin syOpalddkkeisiin keskittyvissa
tutkimuksissa.!

Sydpésolujen soluviljelytutkimuksissa RTCA-jirjestelmélld voidaan késitelld kolmea levya
samaan aikaan: adheesio-, sytotoksisuus- ja migraatiolevyjid. Adheesio- ja sytotoksisuuslevyind
kiytetddn E-16-levyjd, jotka mittaavat solujen sitoutumisherkkyyttd, kasvua ja lisddntymista.

Migraatiolevyind kéytetddan CIM-levyjd, jotka mittaavat solujen litkkumista ja invasiivisuutta.
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RTCA-menetelmidlld voidaan suorittaa erikseen solujen proliferaatioon, sytotoksisuuteen,
migraatioon, invaasioon sekd yhteisviljelytutkimuksiin liittyvid médrityksid.!” Mittaus tapahtuu
kullatuilla elektrodeilla, jotka on upotettu edelld mainittujen levyjen pohjiin. Elektrodeihin johdetaan
22 mV jénnite, joka ei vaikuta solujen terveyteen tai kéyttdytymiseen. Solun erilaiset fysiologiset
tilat, kuten kasvu, morfologiset muutokset, apoptoosi ja kiinnittyminen alustaan, mitataan
mikroelektronisesti sdhkdisend impedanssina, johon vaikuttaa elektrodin ioninen ympéristd niin
elektrodin rajapinnassa kuin my0s koko liuoksessa. Silloin kun soluja ei ole ldsnd kaivossa tai
sitoutuneena kaivon pohjaan, elektrodien impedanssi madrdytyy ionisen kasvatusliuoksen mukaan.
Ilman soluja sédhkdvirtauksen aiheuttava elektronivirtaus tapahtuu vapaasti kasvatusliuoksen lépi.
Adherentit solut muodostavat eristeen elektrodien pinnalle ja muuttavat ndin elektrodiliuoksen ionista
ympéristdd, mikd kasvattaa impedanssia. Solujen sitoutuminen elektrodien pinnalle tai muutokset
adherenttien solujen proliferaatiossa estdvit virtausta, mikd mahdollista mm. solujen méddrin ja
elinkyvyn herkin mittauksen.'®

Perinteisessd RTCA-maiirityksessd (kuva 7) solut lisitdén ensin levyille ja ensimmadisten tuntien
aikana solut levittdytyvit ja sitoutuvat levyihin, mikd puolestaan nidkyy nopeana impedanssin
muutoksena.'” Impedanssierot voidaan laskea matemaattisilla algoritmeilla ja muuttaa soluindeksiksi
eli Cl-arvoksi (engl. cell index (Cl)), johon vaikuttavat esimerkiksi solujen méérd, koko ja
keskindinen vuorovaikutus.!”?® Mikili solut eivit peiti koko viljelypinnan alaa elektrodeihin
kiinnittymisen jdlkeen, ne alkavat lisdénty4, levité ja kasvaa, miké aiheuttaa tasaisen Cl-arvon kasvun.
Solujen saavuttaessa konfluenssin eli vaiheen, jossa ne peittdvit kokonaan kaivon alan, Cl-arvo
tasaantuu. Télloin kasvatusliuokseen kosketuksissa olevan elektrodin pinta-ala ei endd muutu. CI-
arvo putoaa tdssd vaiheessa nollaan, jos kaivoon lisdtddn apoptoosin eli solukuoleman indusoijaa.
[Imiota selittdd solujen pyoristyminen ja irtoaminen kaivon pohjasta. Elektrodit ovat yhdistetty
tietokoneeseen, jonka RTCA-ohjelmisto muodostaa  impedanssimuutosten  perusteella

soluindeksikayri."”
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Kuva 7. RTCA-teknologian toimintaperiaate. A) Adherentit solut lisdtddn E-levyn kaivoihin, joissa
ne sitoutuvat inkubaation aikana kullattuihin elektrodeihin. B) Solujen sitoutuminen héiritsee
elektronivirtausta muuttaen impedanssia. C) Elektrodeihin yhdistetyn tietokoneen RTCA-ohjelmisto

mittaa soluissa tapahtuvia fysiologisia muutoksia soluindeksin.

Soluindeksi voidaan mairittdd laskennallisesti kaavalla 2, jossa parametri Reen tarkoittaa solujen ja
elektrodin vilistd impedanssia soluja sisdltdvdssd kaivossa ja parametri Ry, taustaimpedanssia
kaivossa, jossa on ainoastaan kasvatusliuosta.’’?! Useiden fysiologisesti samoissa olosuhteissa
olevien solujen kiinnittyessd elektrodeihin Rcen-arvo kasvaa ja ndin ollen myos Cl-arvo kasvaa.
Parametri N edustaa impedanssia mittaavien taajuuspisteiden lukuméiraé ja luku 1 normalisoitua
soluindeksid vertailuarvona toimivassa aikapisteessd. Tietyn aikapisteen normalisoitu Cl-arvo
lasketaan jakamalla kyseisen aikapisteen Cl-arvo vertailuaikapisteen Cl-arvolla ja tdlloin
vertailuajanhetkelld normalisoidun soluindeksin arvoksi saadaan 1. Normalisointi tehddin
valitsemalla viimeisin aikapiste ennen yhdisteen lisdystd, mikd mahdollistaa tarkemman vertailun eri

testattujen pitoisuuksien vaikutusten ja kontrolliyhdisteen vilill4.?!

_ Rcell(fi) _
cl= lgllaXN( Rp(f) 1) 2)

3.3 RTCA-teknologia ja sen sovellukset

xCELLigence RTCA on reaaliaikaisen soluanalyysin perusmenetelmad, joka hyddyntdd 16-, 96- tai
384 kuoppaisia mikrotiitterilevyjd. ACEA Biosciences (nykyéddn Agilent Technologies) lanseerasi

ensimmadisen xCELLigence-jdrjestelmdn vuonna 2008. xCELLigencea kéytetddn solujen
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proliferaation ja erilaistumisen tutkimisessa seki solujen laadunvalvonnassa.!® Tll4 jérjestelmélld on
my0s useita sovelluskohteita ladkeseulonnassa, ja niitd ovat laaja-alainen seulonta, kohdennettu
seulonta tietyn lddkevasteen arvioimiseksi ja lidkeainefarmakologia.'® Lisiksi xCELLigence-
menetelmdd on hyddynnetty uusien potentiaalisten syoOpédlddkkeiden etsintddn keskittyvissd
tutkimuksissa. XCELLigence-jarjestelmastd on kehitetty iCELLigence RTCA, joka hy6dyntdad samaa

teknologiaa, ja menetelmilld on samoja sovelluksia.'*!®

xCELLigenceen verrattuna iCELLigence-
jirjestelmissd voidaan kiyttdd suurempia kaivotilavuuksia ja pienempid kaivomiirid.'® Timai
mahdollistaa solujen kdyton lisdtutkimuksissa, kuten sekvensointianalyyseissd, virtaussytometriassa,
Western blot -analyyseissi sekd kuvantamisessa.'?

xCELLigence RTCA-jérjestelmésti on saatavilla useita laitteita. xCELLigence RTCA SP (Single
Plate)- ja MP (Multiple Plate)-laitteistoja kdytetddn solun elinkyvyn, immuunisoluvilitteisen tuhon,
virusten sytopaattisten vasteiden, sytotoksisuuden, solujen kiinnittymisen, soluesteen ja
solusignaloinnin tutkimisessa. XCELLigence RTCA eSight -laitteistoa puolestaan voidaan hyddyntaa
kirkaskentté- ja fluoresenssikuvantamisessa. xCELLigence RTCA DP (Dual Purpose) mittaa solujen
invaasiota ja migraatiota sek seuraa solujen elinvoimaisuutta ja kdyttdytymistd. xCELLigence RTCA
HT (High Throughput Model) on liitetty osaksi BioTek Instruments BioSpa 8 -automaatti-
inkubaattoria, ja laitteisto soveltuu terapeuttisten vasta-aineiden, lddkeaineiden ja sytotoksisuuden
tehoseulontaan. Laitteista edistynein malli, xCELLigence RTCA CardioECR (Cardiomyocyte
Contractility & Electrical Activity) on suunniteltu sydénlihassolujen supistumiskyvyn,
elinvoimaisuuden ja elektrofysiologian mittaamiseen.** Jirjestelmi mahdollistaa kardiotoksisuuden
médrittimisen ja menetelmii hyddynnetiinkin sydpildiketutkimuksessa.??

xCELLigencella voidaan tutkia erilaisten solulinjojen fysiologisia ominaisuuksia. Caco-2-
solulinjan (ihmisen epiteelin kolorektaalisen adenokarsinooman solulinja) biologisia toimintoja
tutkittiin kdyttden xCELLigence RTCA S16 -jérjestelmdd. Tavoitteena oli varmistaa mahdollisuus
Caco-2-solujen elinkelpoisuuden, monokerroksen muodostumisen ja eheyden tutkimiseen
jarjestelmailld. Solukonsentraation optimointiin keskittyvian mittauksen tuloksista havaittiin, ettd kun
Caco-2-solut pipetoitiin sarjalaimennoksina (5000 solua / kaivo ja 3000 solua / kaivo)
kasvatusliuoksessa, mitattavien pitoisuusriippuvaisten kédyrien Cl-arvot erosivat toisistaan. Kaiken
kaikkiaan tulokset osoittivat pitoisuusriippuvaista solujen pohjaan kiinnittymisté, proliferaatiota ja
kasvun tasaantumista (kuva 8). Caco-2-solujen erilaistumista ja solujen tiiviiden sidosten
muodostamispotentiaalia tutkittiin tarkemmin toisessa kokeessa. Erilaistuneiden Caco-2-solujen
keskeisid  ominaisuuksia ovat tiiviiden liitosten muodostaminen, mikrovillukset ja
enterosyyttispesifisten proteiinien ilmentiminen. Vastaavasti erilaistumattomat solut ilmentivét

heikosti enterosyyttispesifisid entsyymejd ja suoliston kuljettajaproteiineja, ja solut ovatkin alttiimpia
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toksisuudelle. Tamd voisi selittdd Cl-arvon eron erilaistuneiden ja erilaistumattomien solujen
vililli.?> RTCA:lla voidaan tutkia myds solujen supistumiskykys, joka kertoo tarkemmin solujen
morfologiasta. Lihassolujen ja fibroplastien supistumisprosessia seurattiin XCELLigence RTCA MP
-jarjestelmalld havaiten, ettd pienemmat ja 16yhemmin kiinni olevat solut aiheuttivat pienemmaén ja
vastaavasti suuremmat ja tiukemmin kiinnittyneet solut suuremman impedanssiarvon.?* Sydpiésolujen
ja somaattisten solujen lisdksi menetelmd mahdollistaa geenimuokattujen solulinjojen tutkimisen.
xCELLigencella voidaan maédrittdd, kuinka tehokkaasti kasvaimen antigeenille spesifii T-
solureseptoria (TCR) tai kimeeristd antigeenireseptoria (CAR) ilmentdvét T-solut kohdentuvat
syopikasvaimiin.'’

RTCA on osoittautunut monipuoliseksi tyokaluksi mikrobiologisessa tutkimuksessa.
Menetelmailld voidaan analysoida virusten kykyé tappaa kohdesoluja. Onkolyyttinen virusterapia on
syovian hoitomuoto, joka perustuu replikoivien virusten kayttoon. Téllaiset virukset tartuttavat
selektiivisesti syOpdsoluja, aiheuttavat sytotoksisuutta ja synnyttdvit antitumor-immuunivasteen.
Korkean mittausherkkyyden ja merkkiaineettomuuden ansiosta xCELLigence mahdollistaa virusten
ja kohdesolujen vilisen vuorovaikutuksen tarkastelun olosuhteissa, jotka vastaavat suunnilleen
ihmisen fysiologiaa.!” Lisiksi jérjestelmilld voidaan tutkia antibioottisia vasteita ja biofilmeji.
xCELLigence-menetelmilld on osoitettu eteldafrikkalaisen G. africana -kasvin vaikutus erdiden
hiivojen muodostamien biofilmien syntyyn seki kasvin antibioottiset vaikutukset biofilmiin.?’
xCELLigencea on hyodynnetty laajasti perinteisten sekd uusien sytostaattien ja sytotoksisten

ladkkeiden tutkimuksessa.'?

On tutkittu, miten valitut sytostaatit — sisplatiini, paklitakseli,
karboplatiini, gemsitabiini, topotekaani ja etoposidi — vaikuttavat ihmisen munasarjasydpésolulinjaan
A2780. Menetelmailld seurattiin solujen proliferaatiota ja arvioitiin sytostaattien antiproliferatiivisia
vaikutuksia. RTCA-ohjelmisto  maéritti  kvantitatiivisesti EC50-arvot  osoittaen,  ettd
karboplatiinihoidolla oli suurin ja paklitakselihoidolla matalin konsentraatiovaste. Tutkimuksessa

havaittiin, etti jérjestelmiin laskemat EC50-arvot olivat matalampia kuin MTT-testin antamat arvot.?
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Kuva 8. Caco-2-solujen sitoutumisen perusteella muodostetut CI-kdyrit. (A) 5000 solua / kaivo
(siniset viivat) ja (B) 3000 solua / kaivo (punaiset viivat). Soluja viljeltiin 360 tuntia tdydelld
kasvatusalustalla (20 % FBS). Lihtotasoviivat ovat soluton kasvatusalusta (violetti viiva) ja PBS
(vihred viiva). Kuva on muokattu Open Access-kuvasta. CC BY-NCND 4.0,
https://www.mdpi.com/2076-3417/15/15/8298, 13.5.2026.
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4 RTCA:n ja muiden menetelmien vertailua

Tetrazoliumsuolamééaritykset MTT, XTT ja CCK-8 (kuva 3) ovat nopeita, helppokéyttoisid ja
suhteellisen edullisia menetelmid, jotka soveltuvat suuren lddkeyhdistemdirdn seulontaan laajalla
pitoisuusalueella.!® Virillisten formatsaanikiteiden ansiosta tulokset ovat nihtivissi visuaalisesti,
mika on kdytdnnollistd, kun tarvitaan nopeasti havaittavia laadullisia tuloksia. Lisdksi mééritysten
toteuttaminen ei vaadi solujen kiinnittymistd pintaan. Menetelmén suurin rajoite on kokeen
optimointi yksittdisiin ajankohtiin, minkd vuoksi mééritykset eivit sovellu dynaamisten muutosten
seurantaan. Toinen merkittdva rajoite on se, ettd viljelyalustassa olevat tai sielld syntyvit aineet
saattavat pelkistdd formatsaanituotteet ja antaa ndin vadrid positiivisia tuloksia. Tdmén vuoksi ennen
varsinaista mittausta on tirkedd suorittaa soluriippumaton kemiallinen kontrollikoe."?
Tetrazoliumsuolamééritykset mittaavat ainoastaan solun metabolista aktiivisuutta, minkd vuoksi
tulokset eivit kerro kattavasti kaikista solukuolemaan ja toksisiin vaikutuksiin liittyvisti tekijoistd.”
Kolorimetrisen mittaustavan vuoksi mééritykset eivét sovellu vérillisten lddkeaineiden testaamiseen,
silld vérilliset yhdisteet voivat hiiritd mairitysti aiheuttamalla spektroskooppista haittaa.'*

Tetrazoliumsuolamééritysten rinnalla Alamar Blue on myds laajasti kédytetty solun metabolisen
aktiivisuuden mittaukseen perustuva miéritys. MTT:hen verrattuna resatsuriini ldpdisee eldvien
solujen membraanin ja sen pelkistynyt tuote resorufiini pysyy liukoisena, jolloin kiteen liuottamista
vaativaa vaihetta ei tarvita ollenkaan. Resatsuriini ei myoskaan vaadi elektroninvilittdjid, mika tekee
reagensseista yksinkertaisempia ja vahentda vélittdjdaineisiin liittyvid toksisuusongelmia. Resorufiini
voidaan lukea sekd absorbanssin ettd fluoresenssin avulla, mikd vihentdd optisten hiirididen
mahdollisuutta ja antaa laajan dynaamisen alueen ja suuremman herkkyyden. Myds useiden
mittausten yhdistiminen ja kineettiset mittaukset samoissa kuopissa ovat mahdollisia.
Tetrazoliumsuolamaédritysten tavoin Alamar Bluen rajoite on se, etti signaalia voivat héiritd
elinkelpoisten solujen lukumédrd, muutokset solujen aineenvaihdunnassa ja elatusalustan redox-
yhdisteet. Lisédksi resorufiinin liiallinen pelkistyminen voi tuottaa virittdmid sivutuotteita, jotka eivét
fluoresoi. Tdma voi johtaa solun elinkyvyn aliarviointiin metabolisesti hyvin aktiivisissa soluissa.
Erddt yhdisteet, kuten nanomateriaalit ja oksidatiivista stressid aiheuttavat aineet, voivat
keinotekoisesti lisdtd tai estdd resatsuriinin pelkistymistd, mikd hankaloittaa tulosten tulkintaa.
Ongelmien minimoimiseksi resatsuriinipohjaiset méairitykset kannattaa yhdistdd muihin elinkykya
indikoiviin merkkiaineisiin, kuten solukalvon eheys- tai ATP-kvantifiointimdrityksiin, jotta
sytotoksisuutta voitaisiin arvioida luotettavammin.'?

ATP-pohjainen CellTiter-Glo on herkkd menetelmd, joka mahdollistaa hyvin matalien

solutiheyksien havaitsemisen, ja homogeenisen protokollan ansiosta menetelmd on helppo
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automatisoida tehoseulonnan sovelluksissa. Kolorimetrisiin ja fluoresoiviin menetelmiin verrattuna
ATP-miirityksen dynaaminen alue on laajempi ja taustakohina mittauksessa alhaisempi.
Suurivolyymisissd mittauksissa laajempi dynaaminen alue mahdollistaa pienemmaét reagenssi- ja
ndytemadrit mittauspistettd kohden, suuremman levytiheyden ja pienemmén méérdan mittauskertoja
tehden maarityksestd kustannustehokkaamman. CellTiter-Glo on yksittdisen mittauspisteen suhteen
kalliimpi maéritys kuin tetrazoliumsuolaméiritys ja Annexin V, mutta méérityksen 4-logaritminen
lineaarinen mittausalue tukee mittauksen pienentdmistd 384- ja jopa 1536-kuoppaisiin malleihin
ilman, ettd signaalin laatu heikkenisi matalammilla soluméérilld. Luminesenssianalyysit tuottavat
vakaan signaalin 10 minuutin kuluessa, mikd vahentda levyn késittelyé ja kokeellista vaihtelua. ATP-
méidritysten kayttod toksisuusmittauksissa rajoittaa se, ettd médrityksilld ei pystytd erottamaan
sytostaattisia ja sytotoksisia lddkevasteita, silld metabolisesti inaktiiviset mutta ehedt solut voivat
varastoida ATP:td. ATP:n stabiilisuuteen vaikuttavat lampétila, entsyymiaktiivisuus ja solunulkoiset
olosuhteet, minkd vuoksi niytteitd tdytyy késitelld huolellisesti ATP:n hajoamisen tai
kontaminaatioiden estdmiseksi.'?

Virin poissulkuun perustuva Trypan Blue-mééritys on tetrazoliumsuolamééritysten tavoin
edullinen, nopea ja helppo toteuttaa. Viérjityt solut voidaan helposti erottaa virittomisté elinkykyisisté
soluista valo- tai fluoresenssimikroskoopin tai virtaussytometrian avulla, miké tekee menetelmasta
luotettavan tavan arvioida solukalvon lépidisevyyttd. Trypaanin sininen viriaine saattaa kuitenkin olla
toksinen eldville soluille, ja se voi antaa viirid negatiivisia tai vdirid positiivisia tuloksia, minka
vuoksi inkubaatioaika ja vériaineen pitoisuus ovat optimoitava huolellisesti. Erytrosiini B on
vihemmain toksinen vaihtoehto trypaanin siniselle. Ndiden vériaineiden kayttoon liittyy kuitenkin
rajoituksia matalilla soluméaérilld, jolloin mikroskoopin automaattinen tarkennus vaikeutuu ja se voi
johtaa virheellisiin johtopaatoksiin solumaédristi ja epétarkkoihin elinkelpoisuusarvioihin. Laite voi
myo0s antaa epitarkkoja tuloksia eroteltaessa eldvid ja kuolleita soluja. Toinen oleellinen rajoitus
liittyy erilaisiin solutyyppeihin, kuten lipidirikkaisiin soluihin (esimerkiksi adiposyytit), jotka voivat
ottaa viriainetta epétasaisesti, miki vaikeuttaa analyysii.!?

Apoptoosimddrityksistd anneksiini-V (kuva 5) on laajasti kdytetty sen korkean spesifisyyden,
reaaliaikaisuuden ja nopean vérjdysprotokollan ansiosta. Menetelmédn liittyy kuitenkin useita
rajoituksia. PS ei esiinny ainoastaan apoptoosin yhteydessé, vaan mééritys voi  antaa vadrid
positiivisia tuloksia esimerkiksi nekroottisissa tai vakavasti vaurioituneissa soluissa, joissa solukalvo
ei ole endd ehyt. Lisdksi menetelmd on kalsiumriippuvainen, joten maiirityksen toteuttamisen
kannalta tarkat puskuriolosuhteet ovat vélttimattomét anneksiini-V:n sitoutumisen takaamiseksi.
Tulosten varmistamiseksi menetelmédn yhteydessd kéytetdén usein solukalvoa ldpdisemédttomia

viriaineita, kuten PI:ti, jotta apoptoottiset ja nekroottiset solut voidaan erottaa toisistaan.!
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RealTime-Glo MT CVA:lla on useita sovelluskohteita sen monipuolisen mittaustavan ansiosta ja
perinteisiin padtepistemadrityksiin verrattuna menetelma antaa kattavammin tietoa solumuutoksista
sekd sytotoksisista vasteista. Menetelmin keskeinen ominaisuus on luminesenssin heikkeneminen
apoptoosin yhteydessd, mikéd helpottaa mittauksen yhdistdmistd muihin luminesenssiin perustuviin
madrityksiin, joissa solut hajotetaan. Tdmad minimoi myo6hempiin mittauksiin liittyvit hairiot.
Proliferaatiomddritystd rajoittaa pro-substraatin mahdollinen loppuminen metabolisesti erittdin
aktiivisten solujen vaikutuksesta. Luminesenssi kertoo yleensd metabolisesti aktiivisten solujen
lukumadirastd, mutta signaalin lineaarinen riippuvuus soluméaérésta pysyy rajallisen ajan, joka riippuu
solutiheydestd ja solujen metabolisesta aktiivisuudesta. Johdonmukaisen lineaarisuuden
varmistamiseksi ja ndin maddrityksen tarkkuuden ylldpitdmiseksi on hyvd maérittdd empiirisesti
optimaalinen inkubaatioaika kullekin tietylle solutyypille ja kylvotiheydelle.'?

Anneksiini-V:n ja RealTime-Glo MT CVA:n tavoin RTCA:n merkittidvin etu on dynaamisuus,
joka mahdollistaa solujen proliferaatioon, morfologiaan ja kayttdytymiseen liittyvien muutosten
havaitsemisen reaaliaikaisesti. Toksisuuden arvioinnin kannalta dynaamisesta mittaustavasta on
merkittdvasti hyotyd, silld lddkeaineiden toksisuuden alkaminen ja kehittyminen ovat tdlloin
helpompi havaita. Morfologisten vasteiden havaitseminen puolestaan antaa tarkempaa tietoa
tekijoistd, jotka aiheuttavat erilaisia soluvasteita. Suurin ero RTCA:n ja muiden toksisuusmittausten
vililld on se, ettd RTCA tuottaa mittausarvojen perusteella soluindeksikéyrid, jotka kuvaavat solun
fysiologisten ominaisuuksien muutoksia ennen ja jdlkeen yhdisteen lisddmisen. RTCA:n toinen
merkittdvd etu on aikariippuvaisen IC50-arvon méérittdminen, mikd mahdollistaa lddkeyhdisteen
tehon ja vaikutuksen voimakkuuden arvioinnin kinetiikan ndkokulmasta. Keskeinen rajoite RTCA-
madrityksissd on mittausten rajoittuminen adherentteihin soluihin, mutta menetelméilld on kokeiltu
ei-kiinnittyvien solulinjojen tutkimista. Ei-adherenttien leukemia- ja lymfoomasolujen sitoutuminen
on osoitettu esipddllystimalld soluviljelypinta spesifeilld substraateilla, jotka lisdédvit tutkittavien
solujen adheesiota.”’ RTCA-méirityksessi ainoastaan solujen lukuméiri ja morfologia vaikuttavat
sahkokemiallisten signaalien syntymiseen, kun taas muut fysikaalis-kemialliset tekijat, kuten
solukomponenttien absorbanssi, eivét vaikuta mittaukseen. Soluja voidaan kéyttdd jatkoanalyyseissi,
kuten Western-blottauksessa tai kuvantamisessa. RTCA:han perustuvissa sytotoksisuusmittauksissa
on kuitenkin kiinnitettivd huomiota lddkevalmisteisiin, jotka saattavat sisdltdd sdahkod johtavia
lisdaineita. RTCA vaatii impedanssia mittaavan laitteen sekd impedanssieroista saatua dataa
késittelevian tietokoneen, mikd tekee siitd kalliimman ja monimutkaisemman jérjestelmén

paitepistemidrityksiin verrattuna.”!>!4
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S Reaaliaikaisen soluanalyysin haasteet ja tulevaisuus

Biosensoripohjaisella xCELLigence-jarjestelmdlla on useita sovelluksia niin perinteisessd
tutkimuksessa kuin myos kliinisessd ladkekehityksessd. Etenkin kliinisten sovelluskohteiden maara
tulee kasvamaan tulevaisuudessa, silli xCELLigence mahdollistaa tehokkaan lddkeaineiden
toksisuuden seulonnan ihmissoluilla.?® Perinteisiin toksisuusmittauksiin verrattuna xCELLigencella
on monia etuja, kuten merkkiaineettomuus ja ei-invasiivisuus, mutta jirjestelméaan liittyy vield myds
olennaisia haasteita. Merkittdvin RTCA-teknologian kéyttoa rajoittava tekija on jérjestelmin korkea
hinta.!* Osalle tutkijoista jdrjestelmin alkuinvestointikustannukset sekd jatkuvat kulut
kertakdyttoisistd E-levyistd voivat olla liian suuria. ACEA on pyrkinyt ratkaisemaan ongelman
tuomalla markkinoille PET-pohjaiset (polyeteenitereftalaatti) levyt, jotka ovat edullisempi vaihtoehto
kalliimmille lasipohjaisille kuoppalevyille.?* E-levyjen uudelleenkiyttdé on kuitenkin tutkittu, ja osa
tutkimuksista osoittaa, ettd levyjd ja niiden pohjissa olevia mikroelektrodeja voitaisiin kéyttaa
enemmén kuin yhden kerran. Levyjen uudelleenkdyttd edellyttdisi trypsiinikisittelyd, levyjen
huuhtelua etanolilla ja vedelli sekii metallisirujen sentrifugointia.'?

Mittauksen suhteen menetelmaa rajoittavat selkedsti datan monitulkintaisuus ja se, ettd RTCA ei
mahdollista suoraa mittausta ei-kiinnittyvisté tai heikosti kiinnittyvistd soluista, kuten neuroneista.
Jirjestelmd ei myoOskidin havaitse muutoksia suspensioviljelmissd kasvavissa soluissa.?
xCELLigence mittaa solujen kokonaiskiinnittymistd, johon vaikuttavat useat eri tekijit, mikd voi
vaikeuttaa tulosten tulkintaa. Etenkdin jirjestelman uudelle kiyttdjdlle ei ole aina selvdd, mistd
muutoksista tulokset tarkalleen kertovat. Téstd syystd soluindeksikdyréstd tehtyd johtopddtostd,
esimerkiksi “’solukuolema”, pitdisi tukea tdydentdvilld tiedolla, joka vahvistaisi solumédrin
muutoksen tai osoittaisi solukuoleman mekanismin (tai molemmat). Ndin ollen RTCA-profiilien
tulkinta vaatii standardointia, jota voisi tukea luotettava analyysityokalu, esimerkiksi tulkinta- tai
luokittelualgoritmi.?! Dynaamisen mittaustavan vuoksi jirjestelmin antama data viittaa vahvasti
soluvasteeseen, mutta muutoksen todistamiseen vaaditaan sitd tukevaa lisdtietoa. xCELLigence-
menetelmiid saatetaankin joissain tapauksissa kdyttdd varmistuksena, ettd vaste on tapahtunut, tai
osoittaa vasteen ilmenemisaika. Télloin menetelmédn antaman datan perusteella voidaan tehdd
lisdanalyyseji johtopditdsten muodostamiseksi.”

Kuten aikaisemmassa kappaleessa mainittiin, impedanssiprofiilit voivat olla vaikeatulkintaisia,
mikd hankaloittaa merkittavisti sytotoksisuusmittauksia. Soluindeksin lasku on yleensd yhteydessa
sytotoksisiin vasteisiin, mutta tima ei aina pidd paikkaansa, koska useat eri sekoittavat tekijat voivat

vaikuttaa analyysiin. Esimerkiksi solun tukirankaan vaikuttavat yhdisteet, kuten sytokalasiini B,
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voivat aiheuttaa ékillisen soluindeksiarvon laskun, joka kertoo muutoksista solujen morfologiassa ja
sitoutumisessa my®ds ei-sytotoksisissa pitoisuuksissa.?!

RTCA-menetelméa on osoittanut lupaavaa potentiaalia lddkekehityksellisissd sovelluksissa, mutta
varhaisen toksisuusseulonnan kannalta lisdtutkimusta tarvitaan vield. Jarjestelmédn kéyttomaarat
voitaisiin saada kasvuun osoittamalla vahva korrelaatio solujen impedanssimittausten ja perinteisten
toksisuusmittareiden (esimerkiksi solujen mééri tai ATP) vililld suurella yhdistemaarélld. Téllaisesta

korrelaatiosta on kuitenkin ollut vain rajallisesti tutkimusaineistoa saatavilla.?!

6 Yhteenveto

Biosensoriteknologiaan perustuva RTCA on ei-invasiivinen menetelmé, joka mahdollistaa soluissa
tapahtuvien fysiologisten muutosten mittaamisen dynaamisesti ja leimattomasti. RTCA:n
perusjirjestelmd xCELLigence on potentiaalinen menetelmd lddkeseulontaan ja uusien
syopéladkkeiden etsintddn. Yleisiin toksisuusmittauksiin verrattuna leimavapaa ja dynaaminen RTCA
on kehittyneempi menetelmd, joka mahdollistaa soluindeksikdyrien mittaamisen. Menetelmén
kayttdd rajoittaa kuitenkin tulosten monitulkintaisuus, ja RTCA-mittausten tueksi tarvitaankin
luotettavia analyysityokaluja, joilla tulosten tulkintaa voitaisiin helpottaa. Lisiksi tietokonepohjaisen
jérjestelmén ja kertakdyttoisten E-levyjen vuoksi RTCA:n kdyttokustannukset ovat toistaiseksi hyvin

korkeat.
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