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Tassa tutkimuksessa selvitettiin polyamiinien roolia sydvalle ominaisen hajuprofiilin tuottajana, ja
kuinka tata tietoa voitaisiin hyodyntéa eturauhassyovén diagnosoimisessa. Polyamiinit ovat solun
tuottamia haihtuvia yhdisteitd, joita aktiivisesti jakautuva solu tarvitsee lisadntymiseen ja kasvuun.
Eturauhassyopasolut  (LNCaP) altistettiin  synteettiselle  polyamiinianalogille, ~ N*N-
dietyylinorspermiinille (DENSpm), jonka tiedettiin aiheuttavan polyamiinien eritysta solusta ulos,
viljelynesteeseen. DENSpm:lla tiedettiin myds olevan sytotoksisia ominaisuuksia. Vertailemalla
solunaytteiden ja niiden viljelynesteiden hajuprofiileja toisiinsa, pyrittiin osoittamaan kohonnut
polyamiinipitoisuus eturauhassyopasoluissa. Rinnakkaisina naytteind eturauhassyopasoluille
verrattiin eturauhasen tervettd liikakasvua (EP-156T). Hajuprofiilien tunnistamiseen kaytettiin
kaupallista kaasuanalysaattoria, sekd matemaattista analyysia.

DENSpm aiheutti tutkittavissa eturauhassyopésoluissa voimakkaampia sytotoksisia muutoksia kuin
oli osattu ennakoida. Eturauhassydpasolujen ja viljelynesteen hajuprofiilin muutoksia ei voitu
tulkita polyamiinien aiheuttamiksi, silla DENSpm ei oletetulla tavalla aiheuttanut polyamiinien
ulospumppausta solusta. Kaasuanalysaattori kuitenkin kykeni erottelemaan eturauhassydpasolut ja
eturauhasen hyvanlaatuisen liikakasvun solut toisistaan erinomaisella tarkkuudella.
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1 JOHDANTO

Syopésolut tuottavat suuria maaria polyamiineja, jotka ovat haihtuvia orgaanisia yhdisteita (Koide
ym. 1990). Ne ovat kasvutekijoité, joita tarvitaan solujen kasvuun ja jakautumiseen, ja niiden
erittymisesta erilaisissa sy0vissd on vahvaa nayttéa (Casero ym. 2007). On havaittu, ettd
polyamiinien asetyloitujen muotojen pitoisuus virtsassa vaikuttaa lupaavalta merkkiaineelta useissa
sydvissa (Hiramatsu ym. 1997). Ihmisen eturauhassydvassa on osoitettu polyamiineja syntetisoivien
entsyymien geenien transkription kiihtyminen (Rhodes ym. 2002), seka lisd&ntynyt polyamiinien
synteesi (Simoneau ym. 2001, Schipper ym. 2003). Sydvan hajun taustalla olevat mekanismit ovat
toistaiseksi epdselvida. Polyamiinit ovat yksi ehdokas hajun selittjaksi. Muun muassa nédma

I6yddkset puhuvat polyamiinien tutkimisen puolesta syévan diagnosoimisessa.

Elintarvikkeiden laadunvalvontaan, seka taistelukaasujen, r&jahteiden ja huumausaineiden
tunnistamiseen on kaytetty jo pitk&an elektronisiksi neniksi kutsuttuja laitteita, jotka koostuvat
kemiallisista sensoreista seka algoritmista, joka luokittelee hajujaljet tunnistettaviksi hahmoiksi. Ne
ovat pienikokoisia kannettavia laitteita, jotka antavat mittaustuloksen reaaliajassa, ja kykenevat
havaitsemaan haihtuvia yhdisteité erittain pieniné pitoisuuksina. Elektronisten nenien on tihén asti
osoitettu kykenevan mm. tunnistamaan hengityselinsairauksia kuten astma, COPD ja keuhkosy6pa
(Montuschi ym. 2013). Toistaiseksi valtaosa elektronisella nenélld tehtavésta syopatutkimuksesta

on ollut keskittynyt keuhkosydvan tunnistamiseen uloshengitysilmasta.

Elektronisella nenédlld on aiemmin kyetty tunnistamaan polyamiineja vesiliuoksista. Polyamiinit
spermidiini, ornitiini, kadaveriini ja putreskiini voitiin erottaa vedesta pitoisuusvélilla 0,1 M-0,1
mM (Roine 2010). Myds kaksi eri eturauhassolulinjaa (LNCaP ja EP-156T) on kyetty erottamaan
toisistaan elektronisella nenélla (Roine ym. 2012). Nama havainnot muodostavat pohjan télle
tutkimukselle.



2 ETURAUHASSYOPA

Eturauhassyopd on miesten yleisin syopa Suomessa. Vuonna 2010 uusia eturauhassyopia todettiin
4700, ja siihen menehtyi 845 miestd. Kaiken kaikkiaan eturauhassyOpéé sairastavia on Suomessa
noin 40000, ja keskimaardinen sairastumisikd on 70 vuotta. Eturauhassyopd esiintyy
padsaantoisesti latentissa muodossa, vain yksi kymmenesta syovasta kehittyy kliiniseksi syovéksi.
Varhaisvaiheen eturauhassyopéa on yleensé oireeton, tai oireet ovat samankaltaisia virtsaamisoireita
kuin eturauhasen hyvanlaatuisessa liikakasvussa tai virtsarakkosairauksissa. Eturauhassydvan
diagnoosi perustuu talla hetkella koepalojen (biopsia) ottamiseen eturauhasesta ja néytteen
mikroskooppiseen tutkimukseen. Verestda mitattava prostataspesifinen antigeeni (PSA) antaa
viitteitd eturauhaskudoksen hyvéan- tai pahanlaatuisuudesta, mutta sen perusteella ei kuitenkaan
voida osoittaa eikd poissulkea syOpaa. Eturauhasen palpoiminen perdaukon kautta kuuluu
perustutkimuksiin.  Transrektaalinen ultraddni antaa tarkempaa tietoa kasvaimen koosta.
Luustometastaasien selvittdmiseksi, luuston gammakuvaus tehdédén kun PSA-pitoisuus on yli 20 pg
/ 1, tai kun potilaalla on luustoperéisid kipuja, tai muu oirekuva viittaa pahanlaatuisuuteen.
Paikallisen eturauhassyévan hoito valitaan yksilokohtaisesti taudin ja potilaan mukaan.
Hoitovaihtoehtoja (ja niiden yhdistelmid) ovat mm. aktiiviseuranta, radikaalileikkaus, ulkoinen
sadehoito, sek& hormonihoito. Eturauhassyévan suhteellinen elossaolo-osuus viiden vuoden
kohdalla on 93 %. Metastasoineen eturauhassyovén elinajanodote on 2-3 vuotta. (K&ypé hoito
2014).

3 POLYAMIINIT

3.1 VYieista polyamiineista

Polyamiinit ovat orgaanisia molekyyleja, joita l0ytyy kaikista organismeista. Ensimmadinen

polyamiini, spermiini, l0ydettiin spermasta vuonna 1678. Polyamiinit ovat valttdméattomia solun

kasvun, jakautumisen ja erilaistumisen kannalta. Ne koostuvat hiilivetyketjusta, johon on

kiinnittynyt useita aminoryhmid. Polyamiinit ovat pitki&, fysiologisessa pH:ssa suuren positiivisen

varauksen omaavia polykationeita. Naiden ominaisuuksien ansiosta ne pystyvéat vuorovaikuttamaan
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monien negatiivisesti varautuneiden rakenteiden, kuten DNA:n, RNA:n, fosfolipidien ja ATP:n
kanssa (Ignatenko 2011). Nis&kassolut tuottavat kolmea polyamiinia; putreskiinia, spermidiinia ja
spermiinia. Polyamiinien rooli solun toimintojen sadtelyssd on keskeinen, ne osallistuvat mm.
DNA:n synteesiin ja stabilointiin seké transkription saatelyyn, ionikanavien séételyyn, proteiinien
fosforylaatioon seka ekstrasellulaaritilan korjaamiseen (Roine 2014, Soda 2011). Kasveissa ne
toimivat mm. ikdantymisté séatelevind hormoneina (Pandey 2000). Niiden synteesin pysayttaminen
aiheuttaa solun kasvun hidastumisen tai pysédhtymisen, tai solun ajautumisen apoptoosiin (Wang
2003). Liian suuret polyamiinipitoisuudet taas héiritsevat solun toimintoja, joten niiden synteesi on
tarkkaan saadeltya (Ignatenko 2011). L&hes kaikki solut pystyvét tuottamaan polyamiineja, mutta
niiden tuotanto on erityisen tehokasta nopeasti kasvavissa soluissa (Soda, 2011).
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Kuva 1. Nisdkassolujen tuottamat kolme polyamiinia (putreskiini, spermidiiini ja spermiini), seka rakenteellisesti

samankaltainen kadaveriini, jota muodostuu matanemisessa.

Putreskiini, spermidiini ja spermiini ovat kolme nisdkassolujen tuottamaa polyamiinia.
Putreskiinilla on kaksi, spermidiinilla kolme, ja spermiinilla nelja aminoryhmaa. Polyamiinit
syntetisoidaan aminohappo ornitiinista, joka on ureasyklin vélituote. Kadaveriini muistuttaa
rakenteeltaan muita polyamiineja, mutta sitd muodostuu ainoastaan eldinkudoksen madéantymisessa.
My®os putreskiinia muodostuu télla tavoin, ja ndmé kaksi yhdistetta ovatkin padasiallisesti vastuussa

maétanevan lihan hajusta.



3.2 Polyamiinien synteesi

Varsin monimutkainen koneisto séatelee polyamiinien tuotantoa (Kuva 2). Niiden synteesi
edellyttad kahden erillisen reaktioreitin koordinoitua toimintaa. Polyamiinien synteesin padreitin
muodostavat ornitiinidekarboksylaasi (ODC), spermidiinisyntaasi ja spermiinisyntaasi. Toisesta
reitistd vastaa S-adenosyylimetioniini-dekarboksylaasi (SAM-DC), jonka tehtdvd on tuottaa
substraattia (propyyliamiini) spermidiinisyntaasille seké& spermiinisyntaasille. Liséksi polyamiinien
kataboliaan sek& synteesin jalkeiseen muokkaamiseen osallistuvat spermiinioksidaasi (SMO),
spermidiini-spermiini-N'-asetyylitransferaasi (SSAT), sekd polyamiinioksidaasi (PAO). Muokatut
(asetyloidut) polyamiinit kulkevat solukalvon yli polyamiinitransportterien avulla. Polyamiineja
syntetisoivilla entsyymeilla (erityisesti ODC, SAM-DC, SSAT ja SMO) on nopea vaihtuvuus, lyhyt
puoliintumisaika, ja niihin kohdistuu tarkka transkriptionaalinen ja posttranskriptionaalinen séately.
N&mé keskeiset entsyymit pidetddn matalilla pitoisuuksilla solussa, kunnes solu tarvitsee

polyamiinien synteesid nopeasti reaktiona muuttuneisiin olosuhteisiin.

Polyamiinien synteesi nisakéssoluissa alkaa ornitiinin muodostuksella arginiinista, joka on
ureasyklin valituote. Reaktiota katalysoi arginaasi. Seuraavaksi ODC muodostaa ornitiinista
putreskiinia. ODC:n mé&é&rad solussa on tarkasti s&adeltyd, ja tdama on ensimmaéinen polyamiinien
synteesin nopeutta rajoittava vaihe. Tamén jalkeen spermidiinisyntaasi muokkaa putreskiinista
spermidiinia liittaméalla putreskiiniin propyyliamiiniryhman, joka on peraisin dekarboksyloidusta S-
adenosyylimetioniinista (dc-SAM). Spermidiinista voidaan edelleen muokata spermiinia samalla
mekanismilla, liittéen dc-SAM:n luovuttama propyyliamiinirynmd spermidiiniin. Reaktiota
katalysoi spermiinisyntaasi. Sek& spermidiinin ettd spermiinin synteesissd substraattina tarvittava
dc-SAM muodostetaan erillisessé reaktiossa. SAM-DC irrottaa S-adenosyylimetioniinista (SAM)
karboksyyliryhmdn, muodostaen dc-SAM:ia. Tdma reaktio on toinen polyamiinien synteesin
nopeutta rajoittava vaihe. Dc-SAM:n méé&rd on myos tarkkaan saddelty ja sillda on lyhyt

puoliintumisaika.
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Kuva 2. Polyamiinien metabolia ja transmembraaninen kuljetus nisdkéssolussa. ODC = ornitiinikarboksylaasi; SSAT =
spermidiini-spermiini-N'-asetyylitransferaasi; PAO = polyamiinioksidaasi; SAM-DC = S-
adenosyylimetioniinidekarboksylaasi; SMO = spermiinioksidaasi. SSAT voi lisdksi asetyloida spermidiinia ja
spermiinia kahteen kertaan, tuottaen N* N*-diasetyylispermidiinia ja N* N**-diasetyylispermiinia (ei ndy kuvassa).

Mukailtu alkuperdisesta kuvasta, Soda ym. 2011.



3.3 Polyamiinien katabolia ja eritys solusta

Katabolia tapahtuu kahta erillista reittid pitkin ja kayttdd kolmea entsyymia: SSAT, PAO ja SMO.
SSAT asetyloi sekd spermiinia ettd spermidiinia, tuottaen asetyloituja polyamiineja. SSAT voi
asetyloida spermiinia ja spermidiinia kerran tai kahdesti. Spermiinin asetyloidut muodot ovat N*-
asetyylispermiini ja N*,N*2-diasetyylispermiini; spermidiinin vastaavat ovat N*-asetyylispermidiini
ja N N*2-diasetyylispermidiini. Asetyloidut polyamiinit paatyvét joko substraatiksi PAO:lle tai
eritettdvaksi ulos diamiinieksportterin kautta. Solusta ulos eritetyt polyamiinit paatyvét ensin
vereen, ja lopulta virtsaan. Asetyloidut polyamiinit ovat stabiileja yhdisteita ja séilyvat hyvin
virtsassa, tehden niistd erinomaisia merkkiaineita. PAO muuntaa asetyloituja polyamiineja myos
takaisin spermidiiniksi tai putreskiiniksi. PAO kykenee lisdksi my0s hajottamaan putreskiinia.
Vaihtoehtoista metaboliareittia hyodyntdvd SMO voi myds muuntaa spermiinin takaisin suoraan
spermidiiniksi.  Naiden eri reittien tarkoitus on toisaalta muuntaa spermiinia ja spermidiinia
putreskiiniksi jota solun on helppo erittdd ulos, ja toisaalta tuottaa asetyloituja polyamiineja ulos
solusta eritettavaksi. Kyseisten reittien aktivaatio ndin siis vahentdad solunsisaisten polyamiinien
maaraa.

Solu vahent&4 polyamiinien maarad myos vahentdmallé niiden synteesid. Téssé saatelyssa erityisesti
polyamiinien synteesin aloittavalla ODC:lla on keskeinen osa. ODC:n transkriptio, translaatio ja
hajotus ovat tarkkaan séadeltyja. ODC:n hajoituksesta vastaa erityinen séaatelyproteiini, ODC-
antitsyymi (kuva 2), joka kuljettaa sen hajotettavaksi 26S-proteasomiin. ODC:n puoliintumistaika
on erityisen lyhyt (10-30 minuuttia), joten antitsyymin rooli on keskeinen ODC:n hajoituksessa ja
kokonaisuudessaan polyamiinien synteesin hidastamisessa. Tarkan séatelyn alainen on myds
substraatti dc-SAM:n maaréd solussa. Dc-SAM muodostaa toisen polyamiinien synteesinopeuden
saatelykohdan, ODC:n lisdksi. Kun solunsiséisen spermiinin ja spermidiinin maard nousee,
negatiivinen palautejérjestelma aktivoituu ja véhentdé dc-SAM:n transkriptiota, translaatiota ja lisdé

sen hajotusta. Nain dc-SAM:n pitoisuus pienenee ja polyamiinien synteesi hidastuu.

3.4 Polyamiinit ja syopa

Jo useita vuosikymmeni& on tiedostettu polyamiinien yhteys syopééan. Polyamiinien maérat ovat
olleet sdaannonmukaisesti koholla normaalitasoon ndhden, tutkittaessa neoplastisia soluja ja

kudoksia niin ihmisistd kuin jyrsijoistakin. Tastdkin huolimatta tietdmys tarkoista solutason
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mekanismeista polyamiinien metaboliassa karsinogeneesissa on edelleen puutteellista. Vielédkaan ei
ole pystytty osoittamaan polyamiinien aiheuttavan syopad, vaikka selked korrelaatio on havaittu.
Polyamiinien biosynteesi on Kkiihtynyttd kaikissa aktiivisesti jakautuvissa soluissa. Niiden
pitoisuudet, geeniekspressio, seka niitd syntetisoivien entsyymien pitoisuudet ovat yleisesti
korkeampia syOpakudoksissa kuin normaaleissa kudoksissa. Ndma seikat ovat ilmeisia myds

eturauhassyovan kohdalla.

Polyamiinien on osoitettu olevan koholla eturauhasen hyvénlaatuisessa liikakasvussa (Dunzendorfer
1978). Myos eturauhassyovassa on osoitettu polyamiinien transkriptiota séatelevien geenien
muuttunut ekspressio (Rhodes 2002). Normaali eturauhanen tuottaa kokoonsa nahden yksia
suurimmista polyamiinipitoisuuksista elimistdssd, ja eturauhassyOvéssd nama pitoisuudet ovat
kohonneet vieldkin suuremmiksi (Devens 2000). Kuitenkin eturauhassyovéssa spermiinipitoisuus
on alentunut, vaikka polyamiinien pitoisuudet kokonaisuudessaan ovatkin moninkertaistuneet
(Giskegdegard 2013). ODC on polyamiinisynteesin keskeisin entsyymi, ja sen aktivaatio ja sita
seuraava polyamiinien mé&aran nouseminen on yhteydessd syovéan kehitykseen ja kasvuun (Pegg
1988). ODC:n aktiivisuuden on osoitettu lisddntyneen eturauhassyopékudoksissa, sekd niiden
tuottamissa eritteissa (Babbar 2011). Siemenneste normaalisti siséltdd suuria méaria polyamiineja,
jotka ovat perdisin eturauhasesta (Dunzendorfer 1978). EturauhassyOpésolujen on havaittu
lopettavan kasvunsa tai ajautuvan apoptoosiin in vitro, kun ne on Kkasitelty polyamiinien
metabolisten entsyymien inhibiittoreilla tai synteettisilla polyamiinianalogeilla. Polyamiinianalogit
inhiboivat solun kasvua luultavasti kaynnistimalla antitsyymin saateleman ODC:n hajotuksen.
(Schipper 2003.)

Munuaiskarsinoomassa, virtsanjohdinsyovassd sekd rakkosyovassa polyamiineja tuotetaan
suurentuneita maarid. Etenkin spermiinin ja spermidiinin pitoisuudet olivat ndissé syopatyypeissa
koholla. Toisaalta spermiini / spermidiini -suhteessa ei kuitenkaan ollut eroa verrattuna normaaliin
kudokseen. (Koide 1990.) Sydpapotilailla polyamiinipitoisuudet kohoavat sekd veressa etta
virtsassa (Linsalata 2002). Mikali kasvain saadaan leikattua onnistuneesti, pitoisuudet veressa ja
virtsassa palaavat normaalille tasolle. Jos syOpéd uusiutuu, polyamiinien pitoisuudet nousevat
uudestaan. (Kawakita 2006.) Lisédksi huomionarvoista on, ettd solut paitsi erittdvat polyamiineja
verenkiertoon, myos kykenevét ottamaan niitd verestd (Devens 2000). Onkin arveltu, ettd yritykset
rajoittaa tuumorin kasvua polyamiinien synteesid inhiboimalla eivét tasta syysta ole olleet kovin

onnistuneita.



3.5 DENSpm

N!, N-dietyylinorspermiini (DENSpm) on polyamiinianalogi, joka muistuttaa rakenteeltaan
spermiinia (kuva 3). Sill& on osoitettu olevan sy0véltd suojaavia ominaisuuksia useissa
solutyypeissd, silla se vahent&d polyamiinien synteesid. DENSpm on tutkimuksen alaisena uudeksi
syopalaakkeeksi. Sen on osoitettu indusoivan apoptoosia niin kolorektaalisyévassa, rintasyovassa,
melanoomassa, keuhkosyovéssa, leukemiassa eturauhassydvassd kuin glioblastoomassakin. Sen
kaytolla on myds osoitettu olevan synergistisid etuja muiden yleisesti kaytdssa olevien
kemoterapeuttien kanssa. (Jiang 2007). Mekanismit, joilla DENSpm saa aikaan solujen kuoleman

eivét ole vield taysin ymmarrettyjéa.

DENSpm imitoi spermiinia ja muita polyamiineja, saaden aikaan ODC:n ja SAM-DC:n tuotannon
alasajon, pysdyttden solun oman polyamiinisynteesin. Tilanne johtaa solun téyttymiseen tasta
polyamiinianalogista, joka ei tue sen kasvua eiké erilaistumista. (Wolff 2003.) DENSpm myds
stimuloi polyamiineja asetyloivan SSAT:n synteesid, ja néin lisdd asetyloitujen polyamiinien
eritystd solusta (Tian 2012). Samoin stimuloituvat polyamiineja hajottavat entsyymit PAO ja SMO
(Wolff 2003). PAO ja SMO tuottavat toimiessaan suuret méarat soluille haitallista vetyperoksidia
(H202), joka lisaa solun oksidatiivista stressid ja saa aikaan monentyyppisten sydpasolujen
kuoleman (Jiang 2007, Seiler 1987). Lisdksi DENSpm vahingoittaa solujen mitokondrioita, saaden

aikaan sytokromi C:n vapautumisen mitokondrioista. (Jiang 2007).

DENSpm
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Kuva 3. DENSpm ja spermiini.



4 ELEKTRONISET NENAT

4.1 Elektronisten nenien toimintaperiaate

Elektroniset nenét ovat laitteita, joita on kéaytetty jo pitkddn mm. taistelukaasujen, rdjéhteiden ja
huumausaineiden tunnistamiseen. Ne ovat pienikokoisia kannettavia laitteita, jotka antavat
mittaustuloksen reaaliajassa ja kykenevat havaitsemaan haihtuvia yhdisteitd erittdin pienina
pitoisuuksina. Haihtuva aine sitoutuu ensin kemialliseen sensoriin, joka tuottaa sahkoisié signaaleja
perustuen aineen ominaisuuksiin. Signaalit luokitellaan ja kasitellddn matemaattisella algoritmilla

tunnistettaviksi kuvioiksi.

Ihmisnend on paljon monimutkaisempi kuin elektroninen nen, sisdltéen 10 — 100 miljoonaa
reseptoria, jotka kykenevét tuottamaan tarkan hajuaistimuksen pitoisuuksista, jotka lahentelevat
muutamaa ppt:ta (parts per trillion) (Deisingh 2004). Elektronisten nenien etuna on, etta ne pystyvat
tunnistamaan ihmisnendlle hajuttomia kaasuja. Lisaksi niilla saatavat tulokset ovat tarkasti
toistettavissa, silla luotettavan kalibroinnin ansiosta niilla tehdyt mittaukset ovat objektiivisia.
Ihmisnendn reaktio tunnistettavaan hajuun saattaa vaihdella paivéstd toiseen, riippuen henkil6n
terveydentilasta, mielialasta tai ymparistosta. Elektronisilla nenilla voidaan myos testata ihmiselle
myrkyllisid naytteitd. Toisaalta ne eivéat ole herkkid monillekaan aineille, jotka ihmisen nend pystyy
haistamaan. (Baldwin 2011.) Lis&ksi ne ovat hdiri6herkkid taustalla vaikuttaville tekijoille, kuten
ilman kosteudelle ja lampdtilalle (Montuschi 2013). N&mé& mittausten taustakohinaa aiheuttavat
tekijat on pyritty minimoimaan mm. paremmilla kalibraatiojérjestelmilla ja sisaanrakennetuilla
algoritmeilla (Baldwin 2011).

Tarkin saatavilla oleva mittausmenetelmd haihtuvien yhdisteiden analysoimiseen on
massaspektrometri. Se on hyvin tarkka, mutta samalla hidas ja kallis menetelm&. Silla pystytadn
erittdin tarkasti tunnistamaan yksittaisia molekyylejd. Massaspektrometri soveltuu Kkuitenkin
huonosti useista molekyyleistd koostuvien, vaihtelevien hajuprofiilien kartoittamiseen. Naimpa sen

kayttd on jaanyt vahalle.



4.2 Elektroniset neniit syovin tunnistamisessa

Elektronisia nenid on onnistuneesti kaytetty useiden eri syOpatyyppien tunnistamiseen
potilasndytteistd. Tahanastisissa tutkimuksissa eniten huomiota on saanut keuhkosyopé, jossa on
tutkittu potilaan uloshengitysilmaa. Machado ty6ryhmineen saavutti elektronisella nenallda 71 %
herkkyyden ja 91 % tarkkuuden verratessaan keuhkosyopapotilaita kroonista keuhkosairautta
sairastaviin sekd& terveisiin verrokkeihin (Machado 2005). Erddssa toisessa tutkimuksessa
keuhkosyopé kyettiin erottamaan COPD:sta sek& terveistd kontrolleista 85 % tarkkuudella
(Dragonieri 2009). Vield parempiin tuloksiin pééstiin D’Amicon tutkimuksessa 2010, jossa
keuhkosydvin ja terveen verrokin vélille saavutettiin 85 % herkkyys ja 100 % tarkkuus (D’Amico
2010). Edella mainitut tutkimukset ovat perustuneet syovista l16ydetyille hajuprofiileille, jotka ovat

voineet kattaa useita kymmenia orgaanisia haihtuvia molekyyleja.

Haihtuvina yhdisteind polyamiinit ovat sopivia ehdokkaita syovéan hajun selittdjaksi. Elektronisella
nendlld on aiemmin kyetty tunnistamaan polyamiineja vesiliuoksista haihduttamalla. Polyamiinit
spermidiini, ornitiini, kadaveriini ja putreskiini voitiin erottaa vedesta pitoisuuksilla 0,1 M-0,1 mM
(Roine 2010). Liséksi kaksi eri eturauhassolulinjaa on kyetty erottamaan toisistaan elektronisella
nenalld, saaden laitteen erottelukyvyksi 96,4 - 97,1 % (Roine 2012).

5 AINEISTO JA MENETELMAT

5.1 Solulinjat: LNCaP ja EP-156T

Tutkimuksen solumalleina kéytettiin eturauhassyovén solulinjaa LNCaP (Horoszewitz 1983), seka
eturauhasen hyvéanlaatuisen liikakasvun solulinjaa EP-156T (Kogan 2006). Molemmat solulinjat
ovat olleet laajalti kdytossa vastaavanlaisissa tutkimuksissa. LNCaP-solut ovat perdisin levinnytté
eturauhaskarsinoomaa sairastaneelta valkoihoiselta mieheltd, etdispesédkkeen sijaitessa vasemmassa
supraklavikulaarisessa imusolmukkeessa. EP-156T -solut ovat perdisin 66-vuotiaan miehen
eturauhasesta, ja ne ovat telomeraasi-immortalisoituja. EP-156T solut kéyttaytyvat kuten

eturauhasen tyvisolut.
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Solulinjat kasvatettiin tuottajan ohjeiden mukaan. LNCaP: American Type Culture Collection (LGC
Standards, Teddington, YK). EP-156T: V Rotter (Weizmann Institute of Science, Rehovot, Israel).
LNCaP-linjan viljelynesteend oli RPMI-1640 medium (BioWhitaker/Lonza), johon lisattiin 10 %
naudan sikion seerumia (HyClone Laboratories, 1Inc.) sekd 2 mM L-glutamiinia
(BioWhitaker/Lonza). EP-156T-solujen viljelyneste oli seerumitonta keratinosyyttia (Gibco, Life
Technologies), johon liséttiin 1 % standardoitua naudan sikion seerumia (HyClone) sek& 5 ng/ml
natriumseleniittid (Sigma-Aldrich), 5 ng/ml epidermaalista kasvutekijaa (Invitrogen), 50 ug/ml
naudan aivolisdkeuutetta (Invitrogen), sekd 10 nM dihydrotestosteronia (A2570-000, Steraloids
Inc). Viljelyissa kéytettiin 100 x 20 mm soluviljelymaljoja (NUNC, International, NY, USA).
Viljelynesteen maara oli 10 ml.

Kasvun yltdessd 80 % konfluenssiin naytteet keréattiin analysoimista varten. LNCaP-solut
saavuttivat tdman vaiheen keskimaarin neljasséd vuorokaudessa, EP-156T-solut noin kuudessa.
Viljelyneste kerdttiin talteen ja jaadytettiin (-80 °C). Solut kasiteltiin trypsiinilla ja sentrifugoitiin
(200 x G, huoneenldampd). Solut pestiin fosfaattipuskuroidulla suolaliuoksella, minka jélkeen ne
sentrifugoitiin uudelleen. Kontrollindytteena toiminut pelkké viljelyneste kasiteltiin myds edelld
mainituilla tavoilla. Molemmista solulinjoista (LNCaP ja EP-156T) tehtiin kaksi viiden viljelmén (2
X 5) sarjaa. Toinen néista sarjoista kasiteltiin DENSpm:ll&. Naytteiden kerdys tapahtui 0 ja 96

tunnin kohdalla. Aineistoksi kertyi yhteensa 20 naytetta soluja sekd 20 néytettd mediumia.

5.2 ChemPro100

Tutkimuksessa kaytettiin  Environics OY:n valmistamaa kaupallista ChemPro 100 -
kaasuanalysaattoria. Laite kytkettiin Windows UIP -ohjelmistoa hyddyntavéan kannettavaan
tietokoneeseen. Laitteisto sallii kemiallisen spektrin tallentamisen reaaliajassa my6hempéa
analysointia varten. ChemPro 100:n toiminta perustuu IMS-tekniikkaan (lon mobility sensor). IMS-
tekniikassa mittalaite analysoi imuilman hiukkasten massan ja varauksen, ja ilmoittaa
mittauskennoissa sahkokentan yll&pitdmiseen tarvittavan virran (pA), joka muuttuu hiukkasten koon
ja varauksen mukaan. Molekyylin kykyé liikkua ilmassa méarittdvat mm. molekyylin koko ja
muoto. Analysointia varten molekyylit on ionisoitava. Laite kdyttdd Am-241-sateilyl&dhdettd, jolla
laitteeseen imetyt molekyylit ionisoidaan. Tadméan jalkeen ionit ohjataan virtausputkeen, jossa ne

kiihdytetdan heikon sdhkokentén avulla kohti detektoria. lonien tormaéily ilman molekyylien kanssa
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haittaa niiden etenemistd, joten suuremmat ionit torméilevat pienempia voimakkaammin. T&hén
perustuu ionien erittely koon ja muodon mukaan. Laitteistossa on elektrodeja, jotka reagoivat
positiivisesti tai negatiivisesti varautuneisiin molekyyleihin. Yhteen laskettu mitattu arvo antaa

informaatiota partikkelin luonteesta, mm. muodosta, koosta, konsentraatiosta, seka varauksesta.

5.3 Mittausjirjestelyt

Tutkittavat soluviljelynéytteet asetettiin lasisille 10 cm halkaisijaltaan oleville parafiinikalvolla
peitetyille petrimaljoille. Imuilmanéytteen ChemPro otti kanyyliputken kautta parafiinikalvoon
tehdysta suljettavasta aukosta. Korvausilma toimitettiin paksulla neulalla. Mittaukset tehtiin
laminaarivirtauskaapissa (Kojair). Néaytteitd pidettiin 37 °C vesihauteessa 10 minuuttia ennen
mittausta. Mittaukset suoritettiin keraamisissa kennoissa, joita oli 16. Mittaukset toistettiin myos
erityisissa kaasujen havaitsemiseen tarkoitetuissa puolijohdekennoissa, joita oli 2 kappaletta.
Mittauskennot kalibroitiin ja puhdistettiin isopropanolilla mittauskertojen vélilla.

5.4 Tulosten analysointi

Tulosten analysointi tapahtui Tampereen teknillisessé yliopistossa. Puolijohdekanavista (2 kpl)
saatu aineisto jatettiin analyysin ulkopuolelle. Keraamisista kennoista (16 kpl) kerétty aineisto
analysoitiin Matlab-ohjelmistolla (Mathworks, Natick, MA). Moniulotteinen, pienelld aineistolla
tuotettu tulosjoukko edellyttdd dimensioreduktiota. Dimensioreduktioon kaytettiin principal
component-analyysia (PCA), sekda multidimensional scaling (MDS) -menetelmé&a.  Liséaksi
maéadritettiin Mahalonbis-etéisyys (MD). Tulosdata esitettiin 2-ulotteisessa kaanonisessa kuvaajassa,
jossa merkittdvana erona pidettiin MD > 3. Ristiinvalidointi tehtiin leave-one-out —menetelmaélld,
joka arvioi tulosten yleistettavyyttd. Tulokset visualisoitiin sammon mapping —menetelmalla.

Dimensioreduktiossa 6-ulotteinen aineisto supistetaan 2-ulotteisiksi scatter-diagrammeiksi, jotka
ovat silmamadraisesti arvioitavissa. Kaksi eri menetelmda (PCA sekda MDS) tuottavat
virheluokitteluprosentin kustakin kuudesta dimensiosta. Virheluokitteluprosentti kertoo, kuinka
epavarmana luokittelua voidaan pitdd. Eri menetelmilla tuotetuista virheluokitteluprosenteista

voidaan myos laskea keskiarvo, joka antaa tarkemman arvion luokittelun onnistumisesta.
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5.5 Tutkimushypoteesit

Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdd, aiheuttavatko polyamiinit syovélle ominaisen hajuprofiilin.
Tassa hyodynnettiin kahta eturauhassolulinjaa, joista toinen (LNCaP) edusti eturauhassytpéa ja
toinen (EP-156T) eturauhasen hyvanlaatuista liikakasvua, eli tervettd kudosta. Molemmat solulinjat
késiteltiin dietyylinorspermiinilla (DENSpm), joka saa solut pumppaamaan polyamiineja solun
sisaltd solunulkoiseen tilaan, josta ne paasevat edelleen haihtumaan. Kiinnostuksen kohteena oli,
muuttaako DENSpm-kaésittely solujen hajujalked. Jos ndin kavisi, tukisi se kasitystd polyamiinien
roolista syovan hajun aiheuttamina molekyyleiné.

Ensimmaiseksi haluttiin selvittdd, eroavatko kahden solulinjan hajuprofiilit suhteessa toisiinsa
alkuhetken ja 96 tuntia DENSpm-annostelun jélkeen. Seuraavaksi tutkittiin, muuttuvatko
molempien solulinjojen hajuprofiilit alkuhetkestd 96 tunnin kohdalle. Tdmén jalkeen selvitettiin,
muuttuvatko solulinjojen viljelynesteen (mediumin) hajuprofiilit alkuhetkestd 96 tunnin kohdalle.
Vertailtiin - myds molempien solulinjojen solujen hajuprofiilia niiden viljelynesteiden
hajuprofiileihin 0 tunnin kohdalla, sekd 96 tuntia DENSpm-annostelun jalkeen. Mikaéli
eturauhassyopésoluissa (LNCaP) ja niiden viljelynesteen hajuprofiilissa ilmenisi muutos 96 tunnin

kohdalla, voitaisiin polyamiineja pitaa hajun aiheuttajana.
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6 TULOKSET

Keskeiset tulokset on koottu taulukkoon 1.

Taulukko 1. Soluilla tehdyt ChemPro-mittaukset ja niiden tulokset. Tutkittavina olivat kahden eri solulinjan (LNCaP ja
EP-156T) hajuprofiilit suhteessa toisiinsa eri ajanhetkind, yksittdisten solulinjojen hajun muutos ajan kuluessa,
viljelynesteiden (medium) hajun muutos ajan kuluessa, seka yksittdisten solulinjojen ja niiden viljelynesteiden hajun
muutos eri ajanhetkina.

Mittaus Aika Erottelun onnistuminen
LNCaP vs. EP-156T Oh hyvé
LNCaP vs. EP-156T 96 h hyva
LNCaP 0ja96 h kohtalainen
EP-156T 0ja96h heikko
LNCaP (medium) 0ja96h heikko
EP-156T (medium) 0ja96h ei eroa
LNCaP vs. LNCaP (medium) Oh kohtalainen
EP-156T vs. EP-156T (medium) Oh erinomainen
LNCaP vs. LNCaP (medium) 96 h ei eroa
EP-156T vs. EP-156T (medium) 96 h erinomainen

LNCaP-solulinjan ja EP-156T-solulinjan hajuprofiilit erosivat toisistaan merkittavasti seké 0 tunnin
(kuva 4, taulukko 2) ettd 96 tunnin kohdalla (kuva 5, taulukko 3). Tdma tarkoittaa etta terve
eturauhasen liikakasvu (EP-156T) ja eturauhassydpa (LNCaP) voitiin erotella toisistaan hajujéljen
perusteella luotettavasti. Virheluokitteluprosenttien keskiarvo oli 15 % 0 tunnin kohdalla, ja 12 %
96 tunnin kohdalla.
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Kuva 4. LNCaP ja EP-156T-solujen hajuprofiilien erottelu 0 h kohdalla.

Taulukko 2. LNCaP ja EP-156T-solujen erottelu 0 h kohdalla. Virheluokitteluprosenttien tulokset eri dimensioissa,
sekd niistd laskettu keskiarvo (KA). Eri menetelmien keskiarvoksi saadaan 15 %. LNCaP- ja EP-156T-solujen hajut
eroavat toisistaan 0 tunnin kohdalla.

Area Norm Z-score
Dimensio PCA MDS PCA MDS PCA MDS
2 20 30 20 20 20 20
3 20 10 20 10 20 20
4 10 20 10 20 10 20
5 10 10 20 10 10 10
6 20 - 0 0 10 10
KA 16 18 14 12 14 16
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Kuva 5. LNCaP ja EP-156T-solujen hajuprofiilien erottelu 96 h kohdalla. MDS-Area on epaonnistunut.

Taulukko 3. LNCaP ja EP-156T-solujen erottelu 96 h kohdalla. Virheluokitteluprosenttien tulokset eri dimensioissa,
seka niista laskettu keskiarvo (KA). Eri menetelmien keskiarvoksi saadaan 12 %, MDS-Area:n puuttuessa. LNCaP- ja

EP-156T —solujen hajut eroavat toisistaan 96 tunnin kohdalla.

Area Norm Z-score
Dimensio PCA MDS PCA MDS PCA MDS
2 10 - 10 10 0 0
3 10 - 10 10 30 30
4 30 - 30 30 0 0
5 0 - 20 20 0 0
6 10 - 20 20 0 0
KA 12 - 18 18 6 6
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Eturauhassydpasolujen (LNCaP) hajuprofiili muuttui kohtuullisesti, kun DENSpm-annostelusta oli

kulunut 96 h (kuva 6, taulukko 4). Sen sijaan eturauhasen terveen liikakasvun (EP-156T)

hajuprofiilin ei havaittu muuttuneen merkittavasti 96 tunnin kohdalla (kuva 7, taulukko 5).
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Kuva 6. LNCaP-solujen hajuprofiilin erottelu 0 h ja 96 h kohdalla.
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Taulukko 4. LNCaP-solujen hajuprofiilin erottelu 0 ja 96 tunnin kohdalla DENSpm-annostelusta.
Virheluokitteluprosenttien keskiarvoksi saadaan 33 %, joten luokittelu onnistuu kohtalaisesti. LNCap-solujen haju
muuttuu jonkin verran 96 tunnin kohdalla.

Area Norm zZ-score
Dimensio PCA MDS PCA MDS PCA MDS
2 30 30 70 80 30 40
3 20 20 20 20 40 40
4 20 20 20 20 30 30
5 30 30 20 20 30 30
6 40 50 40 40 50 50
KA 28 30 34 36 36 38
EP, PCA Area
o w0
O 96
% T
o
@ 7
x 9o
EP, PCA Norm
O 7 0
& 96
- T
o
< T
o
¥ i‘:<>
EP, PCA z-score EP, MDS z-score
o
% . w0
7 Y w < 96
¢ o
7 © <
Y "
w w0 %
O 96 & ¢

Kuva 7. EP-156T-solujen hajuprofiilin erottelu O h ja 96 h kohdalla.
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Taulukko 5. EP-156T-solujen hajuprofiilin erottelu 0 ja 96 tunnin kohdalla DENSpm-annostelusta.
Virheluokitteluprosenttien keskiarvoksi saadaan 45 %, keskihajonnan ollessa suuri (vaihteluvali 30 — 60 %). MDS-Area
ja MDS-Norm epéonnistuivat. EP-156T-solujen haju ei oleellisesti muuttunut 96 tunnin kohdalla.

Area Norm Z-score
Dimensio PCA MDS PCA MDS PCA MDS
2 80 - 80 - 60 60
3 90 - 90 - 70 70
4 70 - 50 - 90 70
5 70 - 70 - 30 40
6 60 - 60 - 30 30
KA 60 - 60 - 30 30

Kummassakaan solulinjassa viljelynesteen hajuprofiili ei oleellisesti muuttunut 96 tunnin kohdalla.
LNCaP-solujen virheluokitteluprosentiksi saatiin 40 % (kuva 8, taulukko 6), ja EP-156T-solujen 54

%, vastaavasti (kuva 9, taulukko 7).
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Kuva 8. LNCaP-solujen viljelynesteen hajuprofiilin erottelu 0 h ja 96 tunnin kohdalla.
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Taulukko 6. LNCaP-solujen viljelynesteen hajuprofiilin erottelu 0 h ja 96 tunnin kohdalla. Virheluokitteluprosentiksi
saadaan 40 %, joten luokittelu onnistuu huonosti. LNCaP-solujen viljelynesteen haju ei oleellisesti muuttunut.

Area Norm zZ-score
Dimensio PCA MDS PCA MDS PCA MDS
2 50 50 50 50 30 40
3 50 50 40 60 50 40
4 70 70 60 70 30 30
5 20 50 10 10 30 40
6 30 30 20 10 30 40
KA 44 50 36 40 34 38
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Kuva 9. LNCaP-solujen viljelynesteen hajuprofiilin erottelu 0 h ja 96 tunnin kohdalla.
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Taulukko 7. EP-156T -solujen viljelynesteen hajuprofiilin erottelu 0 h ja 96 tunnin kohdalla. Virheluokitteluprosentiksi
saadaan 54 %, joten luokittelu onnistuu huonosti. MDS-Area epédonnistui. EP-156T -solujen viljelynesteen haju ei
oleellisesti muuttunut.

Area Norm Z-score
Dimensio PCA MDS PCA MDS PCA MDS
2 40 - 40 40 40 50
3 50 - 40 80 60 60
4 50 - 50 40 60 50
5 60 - 40 60 60 50
6 70 - 70 70 70 60
KA 54 - 48 58 58 52

Eturauhassyovan (LNCaP) sek& eturauhasen hyvanlaatuisen liikakasvun (EP-156T) solujen ja
niiden vijelynesteiden hajuprofiilit erosivat toisistaan merkitsevésti 0 h kohdalla. LNCaP-solujen
osalta luokittelu onnistui kohtuullisen hyvin (kuva 10, taulukko 8), ja EP-156T —solujen osalta

erinomaisesti (kuva 11, taulukko 9).
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Kuva 10. LNCaP-solujen ja niiden viljelynesteen hajuprofiilin erottelu 0 h kohdalla DENSpm-altistuksesta.
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Taulukko 8. LNCaP-solujen ja niiden viljelynesteen hajuprofiilin erottelu 0 h kohdalla DENSpm-altistuksesta.
Virheluokitteluprosentiksi saadaan 21 %. LNCaP-solujen ja niiden viljelynesteen hajuprofiilit eroavat toisistaan 0 h
kohdalla.

Area Norm zZ-score
Dimensio PCA MDS PCA MDS PCA MDS
2 30 30 20 30 10 20
3 30 40 30 30 10 10
4 30 30 40 40 10 0
5 40 40 20 40 0 0
6 10 0 10 10 0 10
KA 28 28 24 30 6 8
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Kuva 11. EP-156T -solujen ja niiden viljelynesteen hajuprofiilin erottelu 0 h kohdalla DENSpm-altistuksesta.
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Taulukko 9. EP-156T -solujen ja niiden viljelynesteen hajuprofiilin erottelu 0 h kohdalla DENSpm-altistuksesta.
Virheluokitteluprosentiksi saadaan 1 %. EP-156T -solujen ja niiden viljelynesteen hajuprofiilit eroavat toisistaan 0 h

kohdalla.
Area Norm Z-score
Dimensio PCA MDS PCA MDS PCA MDS
2 0 0 0 0 10 20
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 0 - 0 0 0 0
6 0 - 0 0 0 0
KA 0 - 0 0 2 4

Sama vertailu toistettiin molemmilla solulinjoilla 96 h kohdalla. LNCaP-solujen ja niiden

viljelynesteen haju ei eronnut toisistaan 96 h DENSpm —kaésittelysta (kuva 12, taulukko 10). Sen

sijaan EP-156T-solujen ja niiden viljelynesteen haju erosivat toisistaan, erottelun onnistuessa

erinomaisesti (kuva 13, taulukko 11).
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Kuva 12. LNCaP-solujen ja niiden viljelynesteen hajuprofiilin erottelu 96 h kohdalla DENSpm-altistuksesta. Erottelu ei

onnistu.

Taulukko 10. LNCaP-solujen ja niiden viljelynesteen hajuprofiilin erottelu 96 h kohdalla DENSpm-altistuksesta.
Virheluokitteluprosentiksi saadaan 52 %. LNCaP -solujen ja niiden viljelynesteen hajuprofiilit eivat eroa toisistaan 96 h

kohdalla.

Area Norm Z-score
Dimensio PCA MDS PCA MDS PCA MDS
2 60 50 60 50 30 40
3 80 80 80 80 20 30
4 70 60 70 60 40 40
5 40 50 50 50 50 40
6 60 50 50 50 50 50
KA 62 58 62 58 38 32
EP, PCA Area
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Kuva 13. EP-156T-solujen ja niiden viljelynesteen hajuprofiilin erottelu 96 h kohdalla DENSpm-altistuksesta. Erottelu

onnistuu erinomaisesti
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Taulukko 11. EP-156-solujen ja niiden viljelynesteen hajuprofiilin erottelu 96 h kohdalla DENSpm-altistuksesta.
Virheluokitteluprosentiksi saadaan 4 %. EP-156T -solujen ja niiden viljelynesteen hajuprofiilit eroavat toisistaan 96 h
kohdalla.

Area Norm Z-score
Dimensio PCA MDS PCA MDS PCA MDS
2 0 - 0 0 0 0
3 10 - 10 0 0 0
4 10 - 0 0 0 0
5 0 - 0 0 10 0
6 10 - 10 10 10 10
KA 6 - 4 2 4 2

7 JOHTOPAATOKSET

Keskeinen tulos oli, ettd eturauhassyodpasolujen (LNCaP) ja eturauhasen hyvénlaatuisen liikakasvun
solujen (EP-156T) hajuprofiilit erosivat toisistaan. Syovalla siis vaikuttaa olevan sille ominainen
haju. Polyamiinien merkitys hajuun jaa kuitenkin epéselvaksi, silla erottelu onnistui hyvélla
tarkkuudella sekéd lahtdtilanteessa ettd 96 tuntia DENSpm-annostelun jalkeen. LNCaP-solujen
hajuprofiilit erosivat toisistaan 0 ja 96 tunnin kohdalla hieman, mik& voisi mahdollisesti selittyé
DENSpm:n aiheuttamilla apoptoottisilla muutoksilla. Samaa ei havaittu EP-156T-soluissa.
Kummankaan solulinjan kohdalla ero viljelynesteen (medium) hajuun ei ollut merkittava 0 tai 96
tunnin kohdalla. Hyvanlaatuisen eturauhasen liikakasvun (EP-156T) solujen haju eroaa
merkittévasti niiden viljelynesteen hajusta seké 0 ettd 96 tunnin kohdalla. LNCaP-solujen ja niiden
mediumin ero O tunnin kohdalla oli kohtalainen, mutta 96 tunnin kohdalla eroa ei en&a havaittu.
Kaiken kaikkiaan tdssd tutkimuksessa DENSpm:n vaikutus solujen hajuun polyamiinien

ulospumppausta kiihdyttavéana tekijana jaa toteamatta.

8 POHDINTA

Tutkimus lahti siitd olettamuksesta, ettd DENSpm saisi syOpésoluissa tehokkaasti aikaan

polyamiinien asetyloimisen ja ulospumppauksen. Taman olisi kuulunut nakyéd selke&n& erona
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syopasolujen ja niiden mediumin hajuissa 96 tunnin jélkeen (mutta ei vield 0 tunnin kohdalla).
Syopasolujen (LNCaP) ja niiden mediumin hajussa ei kuitenkaan havaittu eroa 96 tunnin kohdalla.
Eturauhasen hyvénlaatuisen liikakasvun (EP-156T) solujen ja niiden mediumin hajuissa sen sijaan
havaittiin merkittdvd ero sekd O tunnin ettd 96 tunnin kohdalla. DENSpm-lisdys ei selita tata
havaintoa, koska ero havaittiin jo 0 tunnin kohdalla. LNCaP-solujen haju muuttui kohtalaisesti 96
tunnin kohdalla DENSpm-lisdyksestd, vaikka solujen ja niiden mediumin hajussa ei ollut eroa.
DENSpm ei siis oletetulla tavalla tehostanut LNCaP-soluissa polyamiinien ulospumppausta, ja

polyamiinit eivat voi selittdd muutosta LNCaP-solujen hajuprofiilissa 96 tunnin kohdalla.

Erot LNCaP-solujen hajussa 0 ja 96 tunnin kohdalla saattavat selittya DENSpm:n apoptoottisilla
vaikutuksilla. Eturauhassyopasolujen on havaittu lopettavan kasvunsa tai ajautuvan apoptoosiin in
vitro, kun ne on Kasitelty synteettisilla polyamiinianalogeilla, kuten DENSpm. Polyamiinianalogit
inhiboivat solun kasvua luultavasti kaynnistamélla antitsyymin saatelemédn ODC:n hajotuksen. Ne
pienentavét solujen polyamiinipitoisuutta védhentdmalla niiden synteesid ja lisadmallad niiden
ulospumppausta, seka lisadvat solun oksidatiivista stressid saaden aikaan vetyperoksidin (H202)
tuotannon. Niiden on havaittu aikaansaavan apoptoosia useissa eri syodpatyypeissd. Tarkat
mekanismit joilla polyamiinianalogit aikaansaavat apoptoosin, ovat kuitenkin vield puutteellisesti

ymmérrettyja.

Eturauhassyopasolut ovat ilmeisesti herkempid DENSpm:n vaikutuksille kuin eturauhasen
hyvanlaatuisen liikakasvun solut, vaikka molemmissa solutyypeissa polyamiinien kokonaistuotanto
on suurentunut. Toisin kuin eturauhasen hyvénlaatuisessa liikakasvussa, eturauhassoluja leimaa
matala spermiinipitoisuus. DENSpm alentaa spermiinin maarééd entisestadn, saamalla aikaan
spermiinin  asetylaation ja pumppauksen ulos solusta. Solu ei siedd ndin matalia
spermiinipitoisuuksia ja ajautuu apoptoosiin. DENSpm nayttaakin vaikuttavan eturauhassoluihin
(LNCaP) ensisijaisesti sytostaatin tavoin. Téllaista vaikutusta ei havaittu eturauhasen

hyvanlaatuisen liikakasvun (EP-156T) soluissa.
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