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Témid syventdvien opintojen kirjallinen ty0 on osa dosentti Oksalan johtamaa tutkimusta, jossa
kehitetddn ionimobiliteettispektrometriaan perustuvaa laitetta sydpddiagnostiikkaa varten.
Tutkimme ChemPro 100 —laitteen kykya erottaa vesiliuoksesta polyamiineja. Polyamiinit ovat
solujen jakautumiseen ja energiankulutukseen assosioituvia molekyylejd, joiden pitoisuuksien on
kirjallisuudessa todettu nousevan maligniteettien yhteydessa.

Tutkimuksen yhteydessd on jo aiemmin todettu, etti ChemPro 100 kykenee tunnistamaan tutkittuja
polyamiineja kaasufaasista. Liséksi laitteella on tutkittu malignia munuaiskudosta ja erotettu
syopésolulinjoja hyvinlaatuisista soluista.

Téssd osatydsséd keskitymme mittausmenetelmén optimoimiseen polyamiiniliuosten erottelua varten.
Selvitimme, miten pH:n nostaminen 7:std 10:een vaikuttaa laitteen erotuskykyyn ja vertaamme
asetyloimattomien ja asetyloitujen polyamiinien detektiota. Aiemmat tutkimustulokset ovat
osoittaneet, ettd asetyloitujen polyamiinien pitoisuuksien muutokset ovat erityisen tunnusomaisia
maligniteeteille.

pH:n nostamisen havaittiin parantavan selvésti laitteen erotuskykyd veteen ndhden kaikkien
mitattujen  polyamiinien osalta. Asetylaatio ei itsessddn parantanut erottelukykyé.
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1 1JOHDANTO

1.1 Polyamiinit

1.1.1 Polyamiinit

Polyamiinit ovat kaikille elidille yhteisid orgaanisia molekyyleji, jotka tuotetaan aminohapoista.
Ryhmin nimen mukaisesti molekyyleissd on kaksi tai useampia aminoryhmié, jotka ovat osana
suoraa hiiliketjua. Thminen saa polyamiineja suoraan ravinnosta, kuten lihasta ja juustosta, mutta
suuren osan myds oman aineenvaihduntansa tuotteena. Ureasyklissd tuotetaan ornitiinia, ja siitd
edelleen soluissa suurempina pitoisuuksina esiintyvid putreskiinia, spermidiinid sekd spermiinid.
Soluista 10ytyy mitattavina pitoisuuksina myos kadaveriinia, jonka biosynteesi ei liity muihin
polyamiineihin, mutta jonka voidaan rakenteensa perusteella tulkita kuuluvan ryhméén. (Gerner

E.W. & Meyskens F.L. 2004)

1.1.2 Polyamiinit, mitoosi ja apoptoosi

Polyamiineilla on merkittdvd osa solujen kasvun, energian kdyton sekéd jakautumisen sddtelyssa.
Molekyylien siséltimdt aminoryhmit ovat fysiologisessa pH:ssa protonoituneina, joten
polyamiinien kokonaisvaraus on voimakkaasti positiivinen. Tdmén vuoksi polyamiinit sitoutuvat
voimakkaasti solunsisdisen DNA:n, RNA:n sekd proteiinien happamiin, negatiivisesti
varautuneisiin ryhmiin. Ndin ne péadsevdt vaikuttamaan suoraan nukleiinihapposynteesiin,
geeniekspressioon sekéd proteiinien toimintaan ja vilillisesti myds ionikanavien toimintaan sekd

ATP:n kiyttoon. (Childs A.C. et al 2003)

Koska suurin osa polyamiineista on sitoutuneena solun makromolekyyleihin, pienikin muutos solun
kokonaispolyamiinipitoisuudessa aiheuttaa suuren suhteellisen muutoksen vapaiden polyamiinien
konsentraatiossa. (Pegg A.E. 2009) Tdméa polyamiinipitoisuuksien nousu onkin solun luonnollinen

reaktio ympéroivistd kudoksista tuleviin proliferatiivisiin drsykkeisiin.

Riittdvan korkea polyamiinipitoisuus on valttimaton solun proteiini- sekd DNA-synteesin
normaalille toiminnalle. Pitoisuuksien on havaittu olevan pienimpia solusyklin Go-faasissa,
jonka jalkeen ne nousevat ja saavuttavat huippunsa Gi- sekd S-faasissa ja lahtevat jdlleen
laskuun. (Igarashi K. & Kashiwagi K. 2010) Polyamiinipitoisuuden voidaan siis katsoa sditelevin

osaltaan solusyklid ja mitoosin kdynnistymistd. (Bettuzzi et al 1999)
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Polyamiinien suhde apoptoosiin on monimutkaisempi. Apoptoosin kemiallisesta tai fysikaalisesta
syystd riippuen polyamiineja voidaan pitdd joko suojaavina tai herkistdvinid tekijoind. Vaikutus
vaihtelee my0s solutyypeittiin. (Igarashi K. & Kashiwagi K. 2010) Erityisen mielenkiintoinen on
havainto, jonka mukaan solun runsas polyamiinipitoisuus suojaisi tuumorinekroosifaktorin
aiheuttamalta solukuolemalta, mahdollisesti my6s maligniteetin yhteydessd. Varsinkin spermiinin

suojaavan vaikutuksen uskotaan perustuvan sen DNA:ta ja kromatiinia stabiloivaan vaikutukseen.

(Penning L.C. et al 1998, Tantini B. et al 2004)

1.1.3 Polyamiinit ja syopa
Polyamiinikonsentraatioiden yhteys kudoksen hyperplasiaan ja erityisesti maligniteetteihin on

kliinisesti mielenkiintoinen ja ollut jo vuosikymmenia kiivaan tutkimuksen kohteena.

Poikkeavasti jakautuvan kudoksen korkeaa polyamiinipitoisuutta voidaan pitdd joko maligniteetin
syynd tai seurauksena. Toisaalta epanormaalin korkea polyamiinipitoisuus solun jakautumissyklin
loppuvaiheessa lisdd epdvakaiden mitoosien esiintyvyyttd ja siten mutaatioriskid. Erityisesti
apoptoosikykynsd menettineissd syopdsoluissa mitoosiaktiviteetti kasvaa polyamiinipitoisuuden
mukana. Toisaalta sydpédsoluissa onkogeenien luenta johtaa polyamiinien synteesinopeutta
sddtelevien entsyymien pitoisuuksien epétasapainoon. Tdmén seurauksena polyamiinikonsentraatiot
nousevat, mikd on omiaan voimistamaan syopakudoksen nopean kasvun noidankehdi. (Casero R.A.

& Marton L.J. 2007)

Yhdeksi selittdviksi tekijaksi on havaittu useissa syovissd muuntuva c-MY C-proto-onkogeeni, jolla
on suora vaikutus varsinkin ODC:n tuotantoon. Samoin jos transkriptiotekijdd koodaavat c-JUN tai
c-FOS muuntuvat, entsyymipitoisuudet nousevat. Liséksi on 16ydetty yksittdisid pistemutaatioita,

jotka vaikuttavat samalla tavalla. (Johnson L.R. & McCormack S.A. 1999)

1.1.4 Polyamiinien metabolia

Polyamiinit ovat ldhtdisin ornitiinista, joka on yksi ureasyklin vélituotteista. Ornitiinilla on kaksi
vaihtoehtoista reaktiotietd, joista toinen johtaa ornitiinidekarboksylaasi-entsyymin (ODC)
katalysoimana putreskiinin muodostumiseen (diamiini). Putreskiinista voidaan muodostaa
aminopropyylitransferaasin avulla irreversiibelisti spermidiini (triamiini) ja spermidiinistd edelleen
spermiinid (tetra-amiini). Osa ornitiinista reagoi karbamoyylifosfaatin kanssa muodostaen

sitrulliinia, joka on ureasyklin vilituote. (Gerner EW & Meyskens FL 2004)
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Solun polyamiinipitoisuutta sdddelldéin tarkasti moninkertaisen negatiivisen palautejdrjestelman
avulla, koska silld on useita suoria vaikutuksia solun kiyttdytymiseen. Kun solussa on runsaasti
polyamiineja, ne sitoutuvat suoraan DNA:han estimdidn ornitiinidekarboksylaasin (ODC) sekd
ornitiinidekarboksylaasiantitsyymin (OAZ) transkriptiota. ODC:n véhentyessd polyamiinisynteesi

hidastuu. OAZ pienentdd solun polyamiinikuormaa vihentdmalld soluunottoa ja synteesii. (Igarashi
K. & Kashiwagi K. 2010)

Solu voi reagoida polyamiinipitoisuuden nousuun myds lisddmaélld eritystoimintaa, jota varten
polyamiinit tdytyy asetyloida. Asetylointi on tarpeen, koska poolisten asetyyliryhmien liittiminen
tekee muuten hydrofobisista molekyyleistd hydrofiilisempia ja siten vdhentdd niiden erityksen
jélkeistd imeytymistd takaisin solumembraanin ldpi. Spermidiini-spermiiniasetyylitransferaasi-
entsyymi (SSAT) voi liittdd asetyyliryhmédn spermidiiniin ketjun ensimmaéiseen hiileen (N1),
spermiiniin ensimmaéiseen sekd viimeiseen hiileen (N1,N12) tai kumpaan tahansa putreskiinin

kahdesta hiilestd. (Casero R.A. & Pegg A.E. 1993)

Asetylaatioreaktioiden myotd syntyy Nl-asetyylispermidiinid, N1-asetyylispermiinid, N1,N12-
diasetyylispermiinid sekd asetyyliputreskiinia. Ndmd molekyylit eroavat asetyloimattomista
polyamiineista sekd kemialliselta luonteeltaan, ettd biologiselta rooliltaan. Asetylointi on
eritystoiminnan liséksi solujen ainut keino siirtdd muuten irreversiibelin synteesireaktion tasapainoa
ldahtéaineisiin pain. My6s molekyylien affiniteetti nukleiinihappoja sekd proteiineja kohtaan sekd
samalla vaikutus solun toimintaan muuttuu. Asetyloimattoman polyamiinikonsentraation noustessa
OAZ myos liséé asetylaatiosta vastaavan SSAT-entsyymin aktiivisuutta. (Casero R.A. & Pegg A E.
1993)



UREASYKLI

0
\ how
H ol
ORNITIINI

Hy
H
Oi)C
PUTRESKIINI
: < PAO
Hy S~ M \
H
N1-ASETYYLI-
SPERMIDIINI o
H
SPDS uM \/\/\E /\/\H JI\
SSAT- j
SPERMIDIINI
e \/\/\n /\/\:: H < PAO \
N1,N12-ASETYYLI-
SPERMIINI
SPMS ! ! i
l \]/ SN \/\/\n /\/\H <
0
SPERMIINI SSAT- j
H H
H N\/\/"\,/\/\“/\/\"‘ H
H H

Kuva 1. Polyamiinimetabolia. Lyhenteet: ODC = ornitiinidekarboksylaasi, SPDS = spermidiinisyntaasi, SPMS =
spermiinisyntaasi, PAO = polyamiinioksidaasi, SSAT = spermidiini/spermiiniasetyylitransferaasi



1.1.5 Polyamiinitutkimuksen historia

Tiedeyhteison kiinnostus polyamiineihin alkoi 60-luvun lopulla, kun rotan maksan regeneraation
sekd joidenkin syOpétyyppien yhteydessa todettiin kohonneita polyamiinipitoisuuksia. (Russell D.H.
& Snyder S.H. 1968) Pian pitoisuuksien havaittiin olevan koholla myds syOpépotilaiden virtsassa

(Russell D.H. et al 1971)

70-luvulla esitettiinkin ensimmaisid ajatuksia polyamiinien kéytostd diagnostisena vélineena.
Saman tutkimusryhmén havaintojen perusteella erityisesti asetyloituden polyamiinien pitoisuus on
syopédpotilailla ~ kohonnut ja  mitattavissa myds  virtsasta. Myohemmin  todettiin
polyamiinipitoisuuksien nousevan yleisesti hyperplastisissa ja neoplastisissa kudoksissa, kuten

prostatahyperplasiassa (Dunzendorfer U. & Russell D.H. 1978)

Asetyloitujen polyamiinien konsentraatioiden ndhtiin useissa syOvissd nousevan erityisen
voimakkaasti.  80-luvun  keskivaiheilla  kisitys asetyloitujen  polyamiinien kliinisestd
kayttokelpoisuudesta edelleen vahvistui, kun lymfoomapotilaiden virtsasta analysoitiin
kaasukromatografian avulla vapaiden polyamiinien lisdksi myos tdrkeimpié fysiologisia asetyloituja

muotoja. (van den Berg et al 1986)

Myohemmissd tutkimuksissa on osoitettu, ettd eri syOpétyypeille ei ole olemassa yhteistd
polyamiiniprofiilia, vaan sekd tuotanto ettd eritys vaihtelevat. Erityisesti rintasyovédn yhteydessé
tuumoriin liittyvid volatiilisia molekyyleja on etsitty virtsan lisdksi myds potilaiden

uloshengitysilmasta. (Matsumura K. et al 2010)

1.1.6 Polyamiinien kliininen potentiaali

Jo polyamiinitutkimuksen alkuajoista lédhtien on havaittu, etti polyamiinipitoisuudet muuttuvat
merkittdvasti myOds hoidon seurauksena. Mikidli kasvain onnistutaan poistamaan kirurgisesti
kokonaan, potilaan virtsan polyamiinipitoisuudet laskevat normaalitasolle. Sytostaattihoitoon eri
tyyppiset kasvaimet reagoivat eri tavoin. Joissakin tapauksissa polyamiinieritys alkaa vilittomésti
laskea ja esimerkiksi joissakin leukemiatapauksissa hoidon alussa havaitaan paradoksaalista
polyamiinipitoisuuksien nousua, kunnes ne hoidon tehotessa kdéntyvit laskuun. (Russell D.H. et al

1971) (Byun J.A. et al 2009)

Néihin havaintoihin perustuen voidaan polyamiinimittauksilla todeta olevan sekd diagnostista, etti

prognostista arvoa hoidon tehoa arvioitaessa.



1.2 Elektroniset neniit

Elektronisista nenistd puhuttaessa tarkoitetaan useilla eri toimintaperiaatteilla toimivia teknisid
sovelluksia, joilla pyritddn havaitsemaan ilmassa olevia volatiilisia (haihtuvia) molekyyleja.
Biologisen nenén tapaan havainnointi on ldhinnd laadullista kaasumaisien aineiden erottamista
toisistaan. Termind elektroninen nend” voi olla harhaanjohtava. Biologisen nenédn pitkélle
erikoistunut adaptaatio palvelee nisdkkéédn pdivittdiselle elamaélle tarkeitd tarkoitusperid kuten ruuan,
sen laadun tai muiden eldinten aistimista. Toisin sanoen merkityksettomit taustaclementit kuten
esimerkiksi ympériston ilmankosteus ei vaikuta aistimukseen, silld reseptoreita vesihdyrylle ei ole;
tamé olisi irrelevanttia informaatiota, silld sitd 10ytyy kaikkialta ympérdivissd ilmakehdssa.
Toisaalta kaasumaisten aineiden detektioon suunnitellut tekniset sovellukset eivit ensikddessé tatd
erotusta tee. Haasteelliseksi keinotekoisen haistamisen tekeekin juuri olennaisen ja halutun tiedon
saaminen runsaasti erilaisia komponentteja siséltivastd kaasuseoksesta. Tarkeitd kehityksen osa-
alueita sensoriikan lisdksi ovatkin analysoitavan ndytteen esikisittely ja standardointi sekd
raakainformaation jalkikasittely hajuaistiin liittyvid hermoverkkoja imitoiden. Jalkimmaéisten avulla
sensoreiden dataa voidaan vahvistaa ja kasitelld halutun komponentin osalta erotuskyvyn

parantamiseksi (Rock et al. 2007; Turner et al. 2004).

Kaikkea elektroniseen haistamiseen kehitettyd tekniikkaa luonnehtii yksi yhdistdvd piirre: Ne
mittaavat aineen ominaisuuksia, jotka analysoidaan kiinteédlld algoritmilla. Kuten ihmisnenad,
elektroninen vastine muodostaa hajusta profiilin, ’hajujéljen”, jota analysoidaan, verrataan aiemmin
varastoituihin profiileihin ja tunnistetaan. Analyysin perusteella néytteitd vertaillaan tdhtddmatta
aineen yhdisteiden tarkkaan identifikaatioon tai konsentraation méérittdmiseen. Kuten ihmisen
hajuasitin kohdalla, tuloksen tulee sisdltdd kohteen tunnistus (esim. omena vai appelsini?), todentaa
variaatioita (vertailla joukkoa) tai antaa ennustearvo néytteiden erojen perusteella (esim. nédytteen

pilaantumiseen korreloivan hajun intesiteetti) (Rock et al. 2007).

Keinotekoisen haistamisen kehitys alkoi Moncrieff’n julkisuuteen tuomasta ensimméisestd
kemiallisiin  kaasusensoreihin  perustuvasta instrumentista vuonna 1961. Téatd seurasi
kaasusensoriikkaan keskittyvid tutkimuksia, joissa pyrittiin kdyttdimddn hyviksi muun muassa
hajuaineiden elektrodilla tapahtuvia hapetuspelkistysreaktioita sekd hajuaineiden sédhkdjohtavuutta
(Pavlou et al. 2000). Tutkimusten tuloksena vuonna 1982 Persaud’n ja Doddin antoivat
keinotekoiseen haistamiseen tarkoitetulle teknologialle nykyisen suuntansa. Heidén ajatuksenaan oli

ihmisen hajuaistijirjestelméin simuloiminen sen eri vaiheissa, mukaan lukien néytteiden kasittely ja
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suodattaminen, biokemiallinen sensoriikka, jonka kanssa volatiiliset komponentit voivat reagoida
sekd sensoriikan tuottaman datan jalkikdsittely neuraalista konvergenssia mukaillen: syntyi

ensimmadinen varsinainen “elektroninen nend” (Persaud et al. 1982).

Persaud’n ja Doddin innovaation jélkeen sensoriteknologian ja dataa kisittelevdn keinoédlyn nopea
kehitys on mahdollistanut useiden erilaisten tekniikoiden kehittimisen. Viime vuosina vanhaa
sensoriteknologiaa ei olekaan vain paranneltu vaan tdydennetty alalle tulleella, uudella teknologialla.
Eri periaatteilla toimivat sensorit ovat selektiivisid erilaisille ainetyypeille, miké tarjoaa laajemmat
mahdollisuudet haluttujen ominaisuuksien havaitsemiseen. 90-luvun alussa markkinoille tulivat
ensimmadiset kaupalliset sovellukset ja laitteille alettiin etsid kéyttokohteita erityisesti ruuan

laadunvalvonnassa, seké ladketieteellisessé tutkimuksessa (Rock et al. 2007; Turner et al. 2004).

1.2.1 Maligni kasvain voidaan havaita volatiileja aineita detektoimalla

Ajatus syoOville ominaisesta hajuprofiilista sai alkunsa vuonna 1989 The Lancetissa julkaistusta
tapauskertomuksesta, jossa potilas hakeutui terveydenhuollon piiriin lemmikkikoiran osoitettua
toistuvasti erityistd mielenkiintoa haistelemalla lopulta maligniksi melanoomaksi osoittautunutta
iholeesiota (Williams et al. 1989). Vuonna 2001 niinikd4in samassa lehdesséd julkaistiin toinen
tapauskertomus, jossa raportoitiin  potilaan labradorinnoutajan  osoittaneen  voimakasta
mielenkiintoa mydhemmin basalioomakarsinoomaksi diagnosoitua ihomuutosta kohtaan.

Kiinnostus lakkasi leesion poistamisen my&td (Church et al. 2001).

Anckdotaalisten tapausselostusten tueksi saatiin pian kokeellista niyttdd. Tutkimusasetelmissa
koiria koulutettiin jarjestelmillisesti erottamaan maligneja néytteitd terveistd verrokeista. Vuonna
2004 julkaistussa tutkimuksessa koulutetut koirat tunnistivat malignia rakkosyopdd sarastavien
potilaiden virtsandytteet verrokeista 41% onnistumisprosentilla, mikd oli merkittévi tulos puhtaan
sattuman laskennalliseen odotusarvoon (14%) ndhden (Willis et al. 2004). Vuonna 2006 McCulloch
ryhmineen ylsi jopa 88-99% sensitiivisyyteen ja spesifisyyteen koirakokeissa erotettaessa rinta- ja
keuhkosyopépotilaiden hengitysnéytteitd terveiden vastaavista (McCulloch et al. 2006). Tuloksia
tukee edelleen myo6s 2010 julkistettu kontrolloitu kaksoissokoutettu tutkimus, jossa
belgianpaimenkoira koulutettiin haistamaan prostatasyopd virtsandytteestd. Koira erotti syoviét

verrokeista 91%:n sensitiivisyydelld ja spesifisyydelld (Cornu et al. 2010). Vaikka tutkimustulokset
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ovat lupaavia, koirien kdyttd diagnostisena menetelmind laajemmassa mittakaavassa on tuskin

kaytannossd mahdollista sairaalaympéristoon soveltumattomuuden vuoksi.

Sekoittavien tekijoiden kattava hallinta on potilastapauksien kohdalla haasteellista, mikd on
aiheuttanut my0s kritiikkid koirakokeita kohtaan: esimerkiksi syovélle altistavat elintavat voisivat
aiheuttaa erotettavan ominaistuoksun, jolloin ”sydvén haju” olisi l1dhinna assosiatiivinen 16ydos eikd
varsinaisesti kasvainkudoksen aiheuttama (Leahy. 2004). Vuonna 2010 Matsumura ryhmineen
pyrki ddrimmdiisen tarkkaan, kontrolloituun tutkimusasetelmaan, jossa kéytettiin geneettisesti
identtisia laboratoriohiirid. Perifeeristen tuumorien istutukseen kéytettiin kahta erilaista
syopésolulinjaa, jotka muistuttavat ihmisen keuhkoadenokarsinoomaa morfologian, histopatologian
sekd molekylaaristen ominaisuuksien osalta. Kumpaakin syopidryhméd vastaan muodostettiin
kontrolliryhmé injisoimalla samasta kannasta perdisin oleviin yksildihin suolaliuosta. Kaksi ryhmaa
valjastettiin sensoriryhmiksi jompaakumpaa sydpévirtsaa kohtaan harjoittamalla hiirid sydpévirtsan
haistamisessa Y-labyrintissa. Myos virtsan volatiilien komponenttien tarkempi profilointi tehtiin
SPME (solid-phase-microextraction)- sekd GC-MS (gas cromatography-mass spectrometry)-
menetelmid hyvéksi kdyttden. Merkille pantavaa oli, ettd sensoriryhmit tunnistivat syOpavirtsat
myo0s ristiin toisen syOpdtyypin ryhmistd ilman erillistd koulutusta. Virtsan koostumusta
analysoidessa massaspektometrilla ja kaasukromatografilla ndytteille saatiin kuitenkin merkittavésti
erilaiset spektrit (Matsamura et al. 2010). Tdma4 voisi antaa aihetta olettaa, ettd néilld kasvaimilla on

jokin yhteinen vield madrittimaton merkittiva komponentti, joka aiheuttaa hiirille hajuaistimuksen.

Kaiken kaikkiaan tulokset tukevat oletusta, ettd aktiivinen syOpétauti aiheuttaa tunnistettavissa
olevan hajun méirityissd niytteissd tautitilalle ominaisen haihtuvien komponenttien profiilin
mukaan. Tiettyjen volatiilien komponenttien, kuten bentsaldehydin ja vanilliinin, yhteyttd erilaisiin
mikrobikasvustoihin on kuvattu 1800-luvulta ldhtien (Pavlou et al. 2000). Pddhuomio ladketieteen
sovelluksissa onkin keskittynyt bakteeri- ja sieni-infektioiden havaitsemiseen ja erottamiseen, joissa
elektronista nendi kéyttden tulokset voidaan parhaassa tapauksessa saada minuuteissa (Turner et al.
2004). Elektronisia nenid koskevissa katsauksissa syopadiagnostiikka on kuitenkin alkanut saada
huomiota enenevissd méérin ( Rock et al. 2007; Turner et al. 2004; Pavlou et al. 2000). Viime

vuosina aihetta kasitteleviéd tutkimustuloksia on julkaistu kiithtyneeseen tahtiin.
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Eniten syOpadiagnostiikkaa koskevaa tutkimustietoa on kertynyt keuhkosyovistd, missé elektronista
nendd on kaytetty tutkittavien uloshengitysilman analysoimiseen. Strategiat sydvén havaitsemiseksi
poikkeavat toisistaan tutkimusten vélilld. Toisaalta on tehty pohjaty6td potentiaalisten,
kasvainaktiivisuuteen viittaavien metaboliittien tuntemiseksi ja kiytetty dataa havaintolaitteiston
kokoonpanon muodostamista varten (Phillips et al. 2003), toisaalta on kéytetty ns. “musta laatikko”
-ldhestymistapaa, jossa keuhkosydpépotilaiden ja terveiden verrokkien ndytteiden hajuprofiileja on
tallennettu ja raakadataa kisittelemdlld luotu algoritmi profiilien jaottelemiseksi (Dragonieri et al.
2009; Machado et al. 2005). Tall6in menetelma on validoitu mittaamalla sokkoutetusti elektronisen
nendn harjoitusvaiheessa poissaolleiden sydpésairaiden ja verrokkien osajoukkoja.
Tutkimustulokset ovat olleet lupaavia, sydpédpotilaan ja terveen verrokin erottelussa on pdisty
padsdantoisesti padsty 80-90% herkkyys- ja 90-100% tarkkuusluokkaan. Keuhkosyopdd on myds
onnistuneesti erotettu muista kroonisista keuhkosairauksista (Dragonieri et al. 2009; D'Amico et al.
2010). Syovdn operatiiviseen hoitoon ohjattuja ja kirurgisen operaation ldpikdyneitd
keuhkosyopépotilaita tutkittaessa elektroninen nend erotteli leikkaamattomat leikatuista sekd
terveistd verrokeista (Di Natale et al. 2003). Tulosten perusteella on heriételty toiveita elektronisen

nenin kéyttdmisestd sekd syopdseulonnassa ettd hoidettujen seurannassa tulevaisuudessa.

Tutkimuskokonaisuutemme toisena osatydni on jo tutkittu elektronisen nenédn kiyttod malignien ja
ei-malignien eturauhassolujen erottamiseksi in vitro. Téstd saatiin lupaavia tuloksia, silld

menetelma tunnisti oikein 96,4 — 97,1% niytteistd, solulinjasta riippuen (Roine et al. 2012).

1.2.2 Polyamiinien detektio elektronisella nen:lla

Polyamiinitasojen on osoitettu aiemmin osoitettu merkittdvasti nousevan syOpépotilaan virtsassa
(Russell et al. 1971). Asetyloidun polyamiinin, N1,N12-diasetyylispermiinin, pitoisuus terveisiin
verrokeihin ndhden on herdttinyt erityistd mielenkiintoa, silld terveilld polyamiinin pitoisuus
virtsassa on tdysin mittaamattomissa sypépotilaiden merkittivistd polyamiinitasoista poiketen (van
den Berg et al. 1986). Tdmin pohjalta onkin kehitetty kaupallinen, diasetyylispermiini-spesifinen
vasta-ainekitti (ELISA), jolla polyamiinipitoisuuksia voi yksinkertaisella tavalla mitata potilailta,
joilla on normaali munuaisfunktio (Hiramatsu et al. 1998). Testilld on saatu lupaavia tuloksia
haima- (Yamaguchi et al. 2005), maksa- (Enjoji et al.2004), seki rinta- ja kolonsyovén (Hiramatsu

et al. 2005) diagnostiikassa.
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Dosentti Oksalan tutkimusryhmén aikaisempien tdiden perusteella ChemPro 100-kaasuanalysaattori
kykenee havaitsemaan tutkitut polyamiinit 0,1-0,001 molaarisista vesiliuoksista. Mikromolaariseen
erottelukykyyn ei olla pédsty, jolloin teoriassa terveiden ihmisten polyamiinit eivdt ole laitteella
havaittavissa (Inoue et al. 2005) mutta aiempien tutkimusten valossa syOpdd sairastavien

polyamiinipitoisuudet ovat laskennallisesti detektoitavalla tasolla (Russell et al. 1971, Dunzendorfer

et al. 1978).

1.3 Tutkimushypoteesit ja kemialliset perusteet niiden taustalla

Koejirjestelymme on osa tutkimuslinjaa, jonka tavoitteena on optimoida elektronisen nenén
polyamiinidetektiota. Herkkyyttd voidaan yrittdd parantaa muuttamalla laitteiston rakennetta,
mitattavien ndytteiden koostumusta, mittausolosuhteita tai mittaustulosten analysointimenetelmié.
Nyt keskityimme ldhinnd néytteiden koostumukseen ja osittain analysointimenetelmén parempaan
ymmairtidmiseen. Vertasimme keskenédén asetyloimattomien ja asetyloitujen polyamiinien detektiota
elektronisella nendlli. Nédiden jokaisen kohdalla selvitimme my0s néytteen happamuuden

vaikutusta herkkyyteen pH-arvoilla 7 ja 10.

Ensimmaéisen hypoteesimme mukaan asetylaatio lisdd polyamiinien volatiilisuutta. Tdmé perustuu
oletukseen, ettd polyamiinien asetylaatio vdhentdd vetysidoksia vesimolekyylien kanssa ja sen
myotd hydrofiilisyyttd. Fysiologisessa pH:ssa amiini on emédsmuodossa, eli silldi on vapaa
elektronipari, jolla se sitoo vesimolekyylin vetyatomia. Voimakkain vetysidos syntyy, kun vety on
perdisin hapelta (H20, R-OH) ja elektronipari polyamiinin tapaan typeltd. Télldin sidosenergia on
noin 29 kJ/mol.

Asetyyliryhmaén liittyessd polyamiinimolekyyliin, muuttuu aminoryhmé amidiryhmaéksi. Tdma voi
tapahtua spermidiinimolekyylin 1-positiossa tai spermiinimolekyylin 1-positiossa tai sekd 1-, ettd
12-positioissa olevien typpiatomien kohdalla. Tdméan additioreaktion yhteydessi typpiatomin vapaa
elektronipari  siirtyy karbonyyliryhmédn hapelle, jolloin syntyy kahtaisioni +N=C-O-.
Karbonyyliryhméin happi voi edelleen muodostaa vetysidoksia vesimolekyylien kanssa, jolloin

sidosenergiaksi muodostuu pienempi n. 21 kJ/mol.

Lisdksi polyamiinimolekyylit muodostavat wuseita dipoli-dipoli -sidoksia  ympérdivien
liuotinmolekyylien kanssa. Solvatoitumisen myo6td polyamiinin ympdrille kuitenkin muodostuu
noin kolmen molekyylikerroksen paksuinen kehd liuotinmolekyylejéd, tdssd tapauksessa vettd.
Voimakkuudeltaan dipoli-dipoli -sidokset ovat alle 10 kJ/mol ja jérjestymisen myo6td suurelta osin

kumoavat toisensa. Taméin vuoksi polyamiinimolekyylin hydrofiilisyys lopulta riippuu
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enimmikseen sen muodostamien vetysidosten lukuméérdstd sekd voimakkuudesta. Asetyloidut

polyamiinit ovat siis teoriassa paremmin haihtuvia ja potentiaalisesti otollisia markkereita.

Toisen hypoteesimme mukan pH:n nostaminen parantaa polyamiinien volatiilisuutta. Tdma
perustuu osittain samaan mekanismiin kuin asetylaationkin vaikutus. Fysiologisessa pH:ssa 7
polyamiinimolekyylien aminoryhmit ovat varauksensa mukaisesti alttiita muodostamaan edelld
mainittuja, haihtumista estdvid vetysidoksia ympardiviin vesimolekyyleihin. Kun pH:ta nostetaan,
protonoituvat aminoryhmait eikd niilld ole endd ylimédardistd elektroniparia. Tdmi vdhentdd koko
polyamiinimolekyylin hydrofiilisyyttd ja saattaa parantaa sen kulkeutumista elektronisen nenin

sensoreihin.

Naéistd keinoista huolimatta polyamiinit ovat hyvin hydrofiilisid yhdisteitd. Haihtumisprosessin
liséksi tdma voi hankaloittaa myos detektiota liian suuren ilman kosteuden yhteydessd. (Cohen

1998)

2 MENETELMAT

2.1 Vilineet ja materiaali

ChemPro 100:n toiminta perustuu IMS-tekniikkaan (Ion mobility sensor). IMS-tekniikka erottelee

molekyylit niiden massan, varauksen ja liikkuvuuden mukaan.

IMS-laitteistossa molekyylit ionisoidaan radioaktiivisen beetaséteilijan, kuten 63Ni tai 2*1Am
avulla. Tdmén jilkeen ionit ohjataan virtausputkeen, jossa ne kiithdytetdin heikon sdhkdkentdn
avulla kohti detektoria. Ioninen kulkua hidastaa tormiily ympéardivén ilman molekyylien kanssa,
jolloin suuremmat ionit tormdilevét pienempid voimakkaammin. Tdmé mahdollistaa ionien erittelyn
muodon ja koon mukaan. Laitteen elektrodit reagoivat molekyyleihin niiden varauksen mukaan.
Nédiden muuttujien avulla voidaan arvioida partikkelin luonnetta, mm. muotoa, kokoa,

konsentraatiota, seké varausta. (Rock et al. 2008)

Mittauksissamme kédytetyt polyamiinit olivat perdisin kahdelta toimittajalta. Asetyloimattomina
polyamiineina kéytettiin Sigma-Aldrich -yhtion valmisteita ja asetyloidut polyamiinit syntetisoitiin
yhteistyokumppaneidemme  laboratoriossa  Kuopion yliopistossa. Kaikkiaan tutkittaviin

molekyyleihin  kuuluivat putreskiini, spermidiini, spermiini, Nl-asetyylispermidiini, N1-
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asetyylispermiini ja NI1,N12-diasetyylinormospermiini. Niistd jokaisesta valmistettiin steriiliin
veteen konsentraatioltaan 1 mmol/l liuos. Liséksi spermidiinists, spermiinistd sekd asetyloiduista
muodoista valmistettiin toiset liuokset, joiden pH nostettiin NaOH:a kéyttden tasolle 10. Liséksi
myoOs steriilistd vedestd tehtiin mitattavat nidytteet sekd pH:ssa 7 ettd 10, jotta voitiin hallita
livottimen ominaisuuksien muuttuminen sekoittavana tekijind. Nidin saatiin yhteensd 13 liuosta,

joista jokaisesta mitattiin tulosten toistettavuuden varmistamiseksi kuusi néytetta.

2.2 Mittaaminen

Jokaista mittausta varten pipetoitiin Sml naytettd uudelle, tehdaspuhtaalle petrimeljalle. Petrimalja
peitettiin  tdmén jélkeen parafilmikalvolla, jonka Il&pi asetettiin kaksi 18G injektioneulaa
sisdlapimitaltaan 0,9mm sekd 16G laskimokanyyli siséldpimitaltaan 1,25mm. Injektioneulat
toimivat ilman sisdénvirtausreitteind ja ndytekammiosta virtaus jatkui edelleen kanyylin kautta
mittalaitteelle. Ndin kammion sisélle saatiin muodostumaan pyorteinen ilmavirtaus jonka mukana
sensoreille kulkeutui néytteestd mahdollisimman runsaasti volatiilisia yhdisteitd. Mittauslaite
kytkettiin datakaapelilla kannettavaan tietokoneeseen, johon oli asennettu Environicsin tarjoama
datankeruuohjelmisto. ChemPro 100 rekisterdi tiedon sensorien tilasta sekunnin vélein ja tétd 16-

kanavaista dataa keréttiin jatkuvasti jokaisen ndytteen mittauksen ajan.

Naytteet asetettiin 37-asteiseen vesihauteeseen 10 minuuttia ennen mittauksen aloitusta. Vesihaude
sekd ChemPro 100 -laitteisto pidettiin vetokaapissa, joten ldmpdtila ja ilmavirtaus pysyivét vakioina.
Mittauslaitteiston ilmoittama imuilman kosteus- sekd ldmpotilatieto kirjattiin muistiin ennen ja
jilkeen mittaustapahtuman. Né&in voitiin kontrolloida mittausolosuhteiden tasaisuutta ndiden
muuttujien osalta. Kutakin ndytettd mitattiin 15 minuutin ajan. Jokaisen néytteen jilkeen mittarin
suodatin ja putkisto kuivattiin, jottei niihin tiivistynyt vesi aiheuttanut virhettd seuraaviin
mittauksiin. Naytteiden vililld huoneilman annettiin virrata mittarin ldpi 10 minuutin ajan

mahdollisten sensoreihin jdéneiden residuaalien poistumiseksi.
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Kuva 2 Mittauslaitteisto: a) Vesihauteeseen sijoitettu pertimalja, jossa aukot korvausilmaa varten. b) ChemPro 100 -
laite. c) Tietokone, jossa asennettuna datankeruuohjelmisto.

2.3 Datan analysointi

Tietokoneohjelmiston kerddami mittaustadata keréttiin matriisiksi, josta eroteltiin jatkoanalyysid
varten kunkin mittauksen signaalimaksimit. Data analysoitiin multi-dimensional scaling -
menetelmalld, jolla 16-ulotteinen mittausdata saatiin redusoitua 2-ulotteiseen avaruuteen
pisteparvikuvaajiksi. Dimensioreduktion toteuttamisessa hyodynnettiin Sammon Mapping (MDS)-

sekd Primary Component Analysis (PCA) —menetelmia.

3 TULOKSET

Tilastollinen analyysi tehtiin neljdssd osassa. Asetyloimattomia ja asetyloituja polyamiineja

verrattiin kumpiakin omina ryhminéén vesindytteisiin sekd pH:ssa 7 ettd pH:ssa 10.

Kunkin ryhmén osalta suoritettiin dimensioreduktio MDS:n ja PCA:n avulla. Nédiden avulla
muutettiin  16-ulotteinen data esitettdviksi 2-ulotteisena pisteparvikuviona, jonka pohjalta
muodostettiin -~ kunkin molekyylin erottamiseksi lineaarinen erotusfunktio. Funktioiden

erottelukykyd mitattiin Leave-One-Out —ristivalidoinnin avulla.

Tulokset saatettiin konfuusiomatriisin muotoon (esimerkki 1).



Predicted MDS

14

Predicted PCA
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Esimerkki 1

Kunkin molekyylin osalta médritettiin erottelukyky veden suhteen, jotta pH:n muutoksen vaikutusta

voidaan arvioida (taulukko 1). Taulukosta ilmenee kuinka usein laite erotti polyamiinimolekyylin

onnistuneesti vedesta.

pH7
MDS PCA
Spermidiini 100.0%  100.0%
Spermiini 83.3% 83.3%
AcSpermidiini 71.4% 66.7%
AcSpermiini 14.3% 14.3%
DiAcNorSpermiini 85.7% 83.3%

Taulukko 1

pH10
MDS PCA
Spermidiini 100.0%  100.0%
Spermiini 100.0%  100.0%
AcSpermidiini 100.0%  100.0%
AcSpermiini 100.0%  100.0%
DiAcNorSpermiini 100.0%  100.0%
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Alla olevat pisteparvikuviot havainnollistavat pH:n muutoksen positiivisen vaikutuksen

menetelmin erottelukykyyn.

pH7
Sammon Mapping
0.067 o
O
0.04 ¢
o * *  VesipH7
0.02¢
X Spermidiini
X % X
Or X
X O Spermiini
-0.02¢ # x %
-0.04 : : :
-0.1 0 0.1 0.2

Kuvaaja 1 pH:ssa 7 spermidiini erottuu hyvin omaksi pisteparvekseen. Spermiinin ja veden mittaustulosten vililla
on merkittivaa paallekkaisyytta.

pH10
Sammon Mapping
0.08
0.06
B ¥ Vesi pH 10
0.04+
0.02+ X Spermidiini
X
O X
of ¥ B
* 8} X O  Spermiini
AN ><
-0.02+ "
* X
-0.04 : ' '

-01  -0.05 0 005 01 015 02 025

Kuvaaja 2 pH:ssa 10 myds spermiini ja vesi erottuvat omiksi pisteparvikseen. Tiassa kuvaajassa jokainen aine on
erotettavissa lineaarisen funktion avulla.
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pH7
Sammon Mapping
0.06
0.04F
£ A
0.02r Bl O X VesipH7
of DEAT
'\\ %% >< . . .
0.02} K X X X AcSpermidiini
* * / K X
-0.04
O % O AcSpermiini
-0.06+ O ’
-0.08 DiAcNorSpermine
'01 B ><
-0.12— . . .
-0.05 0 0.05 0.1

Kuvaaja 3 pH:ssa 7 asetyylipolyamiinit eivit N1,N12-diasetyylispermiinid lukuunottamatta erotu omiksi
ryhmikseen.

pH10
Sammon Mapping
01r
¥
*
o051 N ¥ VesipH 10
>< /N O
T X AcSpermidini
X o O
-0.05t O (O AcSpermiini
01} O DiAcNorSpermine
O
-0.15L— : : :
-0.1 -0.05 0 0.05

Kuvaaja 4 pH:ssa 10 asetyylipolyamiinitkin voidaan erottaa lineaaristen funktioiden avulla sekd vedesta ettd
toisistaan.
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4 POHDINTA

Tutkimuksemme tidrkeimpédnd havaintona voidaan pitdd sitd, ettd korkeammassa pH:ssa ChemPro
100 erotti kaikki polyamiinit paremmin vedestd. Sekd asetyloimattomat ettd asetyloidut polyamiinit

erottuivat 100% oikein.

Dimensioreduktion osalta multidimensional scaling (MDS) antoi odotetusti
primaarikomponenttianalyysia (PCA) paremmat tulokset. MDS:n yhteydessd projektion
médrittelevit vektorit haetaan matemaattisesti erotuskyvyn optimoimiseksi, kun PCA:ssa vektorit

puolestaan valitaan datan valmiiden ulottuvuuksien joukosta.

pH:n noston vaikutukset erottelukykyyn olivat selvit. pH:ssa 7 mitatuista polyamiineista ainoastaan
spermidiini tunnistetaan 100% oikein. Spermiini sekd NI1,N12-diasetyylinormospermiini
tunnistetaan vield kohtuullisen tarkasti ja menetelmilld on yli 80% osumatarkkuus. Heikoimmat
tulokset saatiin N1-asetyylispermiinin osalta. Se tunnistettiin useimmiten védrin. pH:ssa 10 kaikki

ndytteet onnistuttiin erottamaan vedestd 100% tarkkuudella sekd MDS:éd ettd PCA:ta kiyttden.

Asetylaatio ei itsessddn ndyttinyt parantavan polyamiinien detektiota. pH:ssa 7 asetyylipolyamiinit
erottuivat vedestd asetyloimattomia heikommin, mutta pH:ssa 10 ryhmien vilille ei syntynyt eroja.
Koska malignin kudoksen polyamiinituotanto painottuu asetyloituihin muotoihin, on nédytteen pH:n

nostaminen tdmén havainnon pohjalta kliinisesti perusteltua.

Tutkimuksessa havaitun eron voisi hypoteesimme mukaisesti selittid polyamiinien parempi
haihtuvuus. Lisddntyneen volatiliteetin  voidaan ajatella lisddvidn mitattavien aineiden
konsentraatiota kennostossa, vdhentdvin satunnaisvirheen vaikutusta ja teoriassa parantavan
erottelukykyd. Toisaalta on otettava huomioon, ettd pH:n muutos vaikuttaa mahdollisesti my0s
ChemPro 100:n kykyyn havaita yksittdisid molekyylejd avaruudellisen muodon ja varauksen

muuttuessa. Tdmén vuoksi kokonaisvaikutus eri polyamiinienkin kohdalla voi olla erilainen.

Erottelukyvyn paraneminen pH:ta nostamalla puhtaassa polyamiinilioksessa antaa toki vain
viitteellistd tietoa. Tulos voi olla tyystin erilainen mitattaessa monimutkaisempia seoksia, kuten
virtsaa. pH:n muutoksen vaikutus ulottuu kaikkiin liuoksen komponentteihin, jolloin
merkityksettomien taustaeclementtien voimistunut detektio voi peittdd alleen toivotut

mittaushavainnot.

Lihtokohtaisesti syopétautiin olennaisesti liittyvén volatiilin komponentin tarkka tunnistaminen ja
tahdn liittyvien kasvainsolukon mekanismien tunteminen on kliiniseen kéytt6on tarkoitetun
menetelmédn arvioinnin kannalta hyvin oleellista. Periaatteessa elektroninen nend voi sokkona

erottaa ryhmid toisistaan sopivalla algoritmilla, mutta tdlloin tuloksia sekoittavia elementtejd ei
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voida arvioida. Ei tiedetd, minkd ominaisuuden suhteen laite todellisuudessa ryhmiit erottelee.
Seulonnassa potilasmateriaali on hyvin heterogeenisté, hajuprofiilin haettu ominaisuus (syopd vai ei
syOpdd) voi peittyd taustaeclementteihin (elintavat, muut sairaudet) tai potilas voi saada véirdn

luokittelun syopdpopulaatioon assosioituvien sekoittavien piirteiden vuoksi.

Viimeaikaiset tutkimustulokset ovat jo osoittaneet, ettid elektroniset nenét erottavat onnistuneesti
syOpdpotilaita terveistd verrokeista edelld mainitulla 1dhestymistavalla, jossa laitteiston erotuskyvyn
oletetaan perustuvan haetulle ominaisuudelle ilman tarkkaa tietoa todellisesta luokitteluperusteesta.
Tami tuottaa hankaluuksia, silld mittausvirheitd aiheuttavia elementtejd, kuten mittausolosuhteiden
ja potilaan muiden ominaisuuksien vaikutusta ei voida arvioida. Toistaiseksi taustalla olevia
todellisia ”syovén hajun aiheuttajia”, luokitteluun vaikuttavia haihtuvien komponenttien muutoksia
on tutkittu vain vdhén. Luokitteluun vaikuttavia taustatekijoitd tutkimalla menetelmédd voidaan
kehittdd kaikissa detektion vaiheissa: vakioimalla mittausolosuhteita optimaalisiksi, muokkaamalla
laitteiston tekniikkaa halutun ominaisuuden havaitsemiseksi sekd parantamalla datan
analyysimenetelmid. Kirjallisuudessa laajasti kiinnostusta herdttdnyt polyamiinien mahdollinen
kdyttd syopidseulonnassa on hyvd ldhtokohta polyamiinihypoteesin testaukselle myos

keinotekoiseen haistamiseen perustuvassa diagnostiikassa.

Tyomme antaa alustavia tuloksia pH:n vaikutuksen hyoddyntdmisesta IMS-teknologiaan
perustuvassa syopaddiagnostiikassa. Tutkimustulosta voidaan pitdd ldhtokohtana lisidtutkimuksille
ndytteiden esikésittelyd koskevien menetelmien parantamiseksi. Oletuksena on, ettd polyamiinit
voisivat toimia keinotekoisessa haistamisessa ainakin osana todellista syovén luokitteluperustetta.
Polyamiinien todellista roolia IMS-teknologiaan keinotekoiseen haistamiseen perustuvassa
luokittelussa biologisissa néytteissd, kuten virtsassa, ei toki vield tiedetd. Tdmin selvittimiseksi
voisi tutkia, luokitteleeko ChemPro 100 terveiden verrokeiden virtsanidytteet syodpdndytteiksi jos
virtsandytteisiin lisdtddn synteettisid polyamiineja. Lisdksi pH:n muutosten vaikutusta suoraan
potilas- ja verrokkindytteiden luokitteluun tulisi tutkia edelleen. Yksi mahdollinen tutkimuslinja
olisi my0s laitteiston sensoriikan kehittdminen polyamiinispesifisemmaéksi, jolloin tieto toimisi

omana osana syopéprofiilin luokittelualgoritmia.

Eri pH-arvoissa suoritettujen mittausten datan yhdistdmisti analyysivaiheessa voidaan pitdd yhtend
mielenkiintoisena mahdollisuutena. Mittaukset tuottivat pH:sta riippuen merkittavéasti erilaista dataa
ja molemmilla kokeilluilla pH-arvoilla oli polyamiinien erottamisen suhteen omat etunsa. Tdmén
havainnon hyddyntiminen menetelmén herkkyyden ja tarkkuuden parantamiseksi sekd varsinkin

polyamiinien erottamiseksi toisistaan vaatii myds osaltaan jatkotutkimuksia.
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