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TIIVISTELMA

Tutkimuksen tausta ja tavoitteet

Syovédn aiheuttamia luupuutoksia voidaan hoitaa rasvakudoksen kantasoluista (ASC, HFSC)
erilaistetulla luulla. Jotta tillaiset ASC:hin perustuvat hoidot olisivat turvallisia, on tdrkedd tutkia
ASC-sydpisolu-vuorovaikutuksia. Vuorovaikutusten tunteminen auttaa myds ymmaértaiméédn syovan
mekanismeja ja voi siten mahdollistaa uudenlaisten syopédhoitojen kehittimisen. SyOpésolujen
erittimien tekijoiden vaikutusta rasvakudoksen kantasolujen kasvuun ei ole aikaisemmin tutkittu ja
kantasolujen vaikutuksesta sy0pddn on hyvin ristiriitaisia tutkimustuloksia. Tdmin tutkimuksen
tavoitteena oli selvittdd, miten ihmisen rasvakudoksen kantasolut ja syopésolut vaikuttavat toistensa
kasvuun solujen erittimien liukoisten tekijoiden kautta.

Tutkimusmenetelmét

Altistusmedium (CM, conditioned medium) on mediumia, jossa soluja on viljelty ja joka sisdltdd
solujen erittdmit liukoiset tekijit. CM:n kiayttd mahdollistaa liukoisten tekijoiden vaikutuksen
tutkimisen. Tdssd kokeessa soluja viljeltiin CM:ssa 9 pdivéad, minka aikana solujen kasvua mitattiin
spektrofotometrisesti kaupallisella WST-1-reagenssilla, joka mittaa mitokondriaalista aktiivisuutta.
Kokeessa kéytettiin eturauhas- ja munasarjasyOpésoluja ja se toistettiin kolmesti eri henkilGisti
eristetyilld ASC:illa, jotta osoitettaisiin tulosten riippumattomuus yksiloiden vélisestd vaihtelusta.
Tutkimus tehtiin sekd 100 % ettd 50 % altistusmediumilla annosvaikutuksen selvittdmiseksi.

Tutkimustulokset

HFSC-CM:t inhiboivat huomattavasti LnCaP-eturauhassyopisolujen kasvua solujen omaan
altistusmediumiin (p < 0,0001) ja uuteen mediumiin verrattuna (p < 0,01) péétepisteessd. 100 %
HFSC-CM aktivoi hieman OVCAR-3-munasarjasyopédsolujen kasvua vihintddn kuudentena
pdivdnd omaan altistusmediumiin (p < 0,01) ja uuteen mediumiin (p < 0,05) verrattuna. LnCaP-CM
aktivoi rasvakudoksen kantasolujen kasvua vihintdén toiseen omaan altistusmediumiin ja uuteen
mediumiin verrattuna kahdessa sarjassa pédtepisteessd (p < 0,01). Myds OVCAR-3-CM niytti
tukevan rasvakudoksen kantasolujen kasvua joissakin toistoissa. Uusi medium tuki HFSC:en
kasvua yhtd hyvin tai paremmin kuin 50 % HFSC-CM, kun taas uuden mediumin ja 100 % HFSC-
CM:n vilill4 ei ollut johdonmukaisia eroja.

Johtopaatokset

HFSC:t erittdviat jotakin LnCaP:n kasvua inhiboivaa tekijdd, jota olisi hyodyllistd etsid
jatkotutkimuksissa. LnCaP:t puolestaan erittavit jotakin HFSC:en kasvua aktivoivaa tekijdd. Myos
OVCAR-3:t ja HFSC:t saattavat erittdd toistensa kasvua aktivoivia tekijoitd, mutta asian
varmistamiseksi tarvittaisiin lisdtutkimuksia. Mediumin vaihdon merkitystd HFSC:en kasvuun olisi
hyva tutkia lisdd, koska 50 % HFSC-CM ei parantanut solujen kasvua uuteen mediumiin verrattuna.
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ABSTRACT

Background and aims

Bone deficits caused by cancer can be filled by bone derived from adipose stem cells (ASC, HFSC).
To be sure that this and other clinical applications based on adipose stem cells are safe, it is
important to study the interactions between adipose stem cells and cancer cells. Knowledge of these
interactions can also help to understand basic mechanisms of cancer and make developing new
cancer treatments possible. The effect of soluble factors secreted by cancer cells on proliferation of
adipose stem cells has not been studied. The results of studies of adipose stem cells effect on cancer
are very contradictory. The aim of this study was to study the effect of soluble factors secreted by
adipose stem cells and cancer cells on cell proliferation.

Methods

Conditioned medium (CM) is medium in which cells have been cultured and which contains soluble
factors secreted by cells. CM makes it possible to study the effect of these factors on other cells. In
this study, we used 100 % and 50 % conditioned medium to study dose-response effect. The
experiment continued 9 days during which cell proliferation was measured by spectrofotometer
with commercial WST-1 reagent which measures mitochondrial activity. The experiment was done
with prostate and ovarian cancer cells and it was reproduced three times with human fat stem cells
(HFSCs) isolated from different donors to prove that results are independent of individual variation.

Results

HFSC-CMs inhibited the proliferation of LnCaP prostate cancer cells compared to own CM
(p < 0.0001) and new medium (p < 0.01) at end point. 100 % HFSC-CM stimulated slightly
proliferation of OVCAR-3 ovarian cancer cells at least on day 6 compared to own CM (p < 0.01)
and new medium (p < 0.05). LnCaP-CM stimulated proliferation of HFSCs at least compared to
another own CM and new medium (p < 0.01) in two series at end point. Also OVCAR-3-CM
seemed to activate proliferation of HFSCs but the effect was not seen within all repetitions. New
medium stimulated growth of HFSCs as well as or better than 50 % own CM whereas differences
between new medium and 100 % own CM were not consistent between repetitions.

Conclusions

HFSCs secrete factors that inhibit the proliferation of LnCaPs, and it would be useful to find out
these factors with additional studies. LnCaPs secrete some factors that stimulate the growth of
HFSCs. Also OVCAR-3s and HFSCs may stimulate the proliferation of each other by secreted
factors but further studies would be needed to prove the claim. It would be useful to make further
studies of the effect of medium change on growth of HFSCs, because 50 % own CM did not
activate the growth of HFSCs compared to new medium.
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1. JOHDANTO

Kantasoluilla on paljon kéyttomahdollisuuksia uusien hoitomuotojen kehittdmisesséd. Erityisesti
solu- ja kudosteknologian sovellukset ovat herdttdneet kiinnostusta. Kantasoluja on eri tyyppeja:
alkion-, sikion- ja aikuisen kantasolut sekd uusimpana indusoidut pluripotentit kantasolut. Aikuisen
kantasolujen erilaistumiskyky on rajoittuneempi kuin alkion kantasolujen, mutta niilld on muita
etuja: aikuisen kantasoluja on helposti saatavilla, niihin liittyy vihemmaén eettisid ongelmia ja

autologisten (samasta yksilostd perdisin) solujen kdytté on mahdollista (Brignier & Gewirtz, 2010).

Yksi aikuisen kantasolujen tyyppi, hematopoieettiset kantasolut, on ollut kliinisessid kdytdssd jo
vuosikymmenien ajan. Mydhemmin on 1dydetty mesenkymaaliset kantasolut (MSC, mesenchymal
stem cells), joita on mm. luuytimessé ja rasvakudoksessa. MSC:issa on paljon potentiaalia, koska ne
voivat erilaistua moniksi eri solutyypeiksi, kuten luu-, rusto- ja rasvasoluiksi (Brignier & Gewirtz,
2010). Rasvakudoksen kantasolut (ASC, adipose stem cells) ovat potentiaalinen soluldhde moniin
terapeuttisiin sovelluksiin mm. helpon saatavuuden vuoksi (Gimble ym., 2007). Suomessa on tehty
ensimmadisend maailmassa potilaan omista ASC:ista luukappale, jolla on korvattu puuttuva pala
yldleuasta (Mesimdki ym., 2009). Tulevaisuudessa rasvakudoksen kantasolujen kaytto

todennékoisesti lisdéntyy.

Kantasoluihin liittyvén syopériskin on ajateltu aikaisemmin liittyvén ldhinnd alkion kantasoluihin
(Anisimov ym., 2010), mutta viime vuosina tehtyjen tutkimusten mukaan myds MSC:t kuten
rasvakudoksen kantasolut vaikuttavat syovin kehittymiseen ja kasvuun. Tutkimustulokset ovat
kuitenkin hyvin ristiriitaisia (Cousin ym., 2009; Klopp ym., 2010; Pinilla ym., 2009). ASC-
syopésolu-vuorovaikutuksia on tarpeellista tutkia, jotta ASC:ja voidaan kéyttdd turvallisesti
kliinisissd sovelluksissa. Vuorovaikutusten tunteminen auttaa myds ymmairtiméain syovin

mekanismeja ja voi siten mahdollistaa uudenlaisten syopédhoitojen kehittdmisen.

ASC-syoOpésolu-vuorovaikutuksia voi syntyéd erityisesti syovissd, jotka muodostuvat rasvakudosten
lahelle, kuten munasarjasyovéssd. Toinen vaihtoehto vuorovaikutusten syntymiseen on ASC:en
vieminen kehon ulkopuolelta. Néin voi tapahtua esimerkiksi silloin, kun korjataan sydvin
aitheuttamia luupuutoksia ASC:ista ja biomateriaalista tehdylld Iuulla. ASC:en erilaistaminen
luusoluiksi tehdddn ennen kuin solut siirretddn biomateriaalin kanssa kudokseen (Mesiméki ym.,
2009). Osa soluista saattaa kuitenkin jdédda erilaistumattomiksi ASC:ksi ja luupuutoksen paikalle on
voinut jaadéd syOpdsoluja, jolloin ASC:t ja sydpisolut ovat vuorovaikutuksessa. Lisdksi kaikki solut
eivit valttdmatta kiinnity biomateriaaliin, jolloin ne voivat kulkeutua muualle kehoon, jossa voi olla

syopdsoluja.



ASC:en ja syOpdsolujen vuorovaikutusta on tutkittu paljon vidhemmén kuin luuytimen
mesenkymaalisten kantasolujen (bMSC, bone marrow mesenchymal stem cells) ja syopdsolujen
vuorovaikutusta (Mishra ym., 2009) ja tutkimukset ovat keskittyneet enemmén siihen, miten ASC:t
vaikuttavat syopasoluihin (Pinilla ym., 2009; Yu ym., 2008). Sydpésolujen vaikutusta ASC:hin on
tutkittu vidhemmain (Jotzu ym., 2010; Mishra ym., 2008). Tutkimusten védhdisyyden ja tulosten

ristiriitaisuuden takia aihetta on perusteltua tutkia lisda.



2. KIRJALLISUUSKATSAUS
2.1. Kantasolut

Kantasolut mééritelldén soluiksi, jotka voivat erilaistua eri solutyypeiksi ja joilla on kyky uusiutua
kantasoluina (self-renewal). Niitd 10ytyy sekd alkiosta, sikiostd ettd aikuisesta yksilosta.
Hedelmoittyneen munasolun ensimmdiset solut ovat totipotentteja kantasoluja, jotka pystyvit
muodostamaan kokonaisen yksilon ja kaikki sen sisdltimét kudokset. Liséksi totipotentit kantasolut
muodostavat alkion ulkopuoliset kudokset kuten sikidkalvot ja istukan. Solujen totipotenttisuus
sdilyy vain 4- tai 8-soluvaiheeseen asti. Tdmaén jédlkeen kantasolut menettévit kykynsi kokonaisen
yksilon muodostamiseen, jolloin niistd tulee pluripotentteja alkion kantasoluja, jotka pystyvét
edelleen erilaistumaan kaikkien kolmen alkiokerroksen, ektodermin, mesodermin ja endodermin,
soluiksi, mutta ne eivdt pysty muodostamaan kokonaista yksilod. Aikuisesta yksilostd 16ytyy
multipotentteja kantasoluja, jotka pystyvét erilaistumaan vain tiettyjen kudosten soluiksi (Brignier
& Gewirtz, 2010). Kantasolujen tyypit on esitelty kuvassa 2.1. Kantasolun jakautuessa
epdsymmetrisesti syntyy esiastesolu (progenitor cell) ja alkuperdisen kaltainen kantasolu.
Esiastesolu voi erilaistua yhdeksi tai useammaksi solutyypiksi, mutta siltd puuttuu kyky jakautua

muuttumattomana (self-renewal) (Barlow & Treuner, 2005).

Hematopoieettisten kantasolujen olemassaolo todistettiin hiirikokeilla vuonna 1961 (Till &
McCulloch, 1961). Muihin kuin hematopoieettisiin kantasoluihin liittyvé tutkimus on melko uutta.
Ensimmadinen ihmisen alkion kantasolulinja perustettiin vuonna 1998 (Thomson ym., 1998).
Kantasoluldhteet eivit rajoitu pelkdstdéin ndihin vaan kantasoluja saadaan myds uudelleen
ohjelmoimalla jo erilaistunut solu takaisin kantasoluksi (iPS, induced pluripotent stem cell,
indusoitu pluripotentti kantasolu) (Takahashi & Yamanaka, 2006). Seuraavaksi on esitelty

tarkemmin erilaiset kantasoluldhteet ja kantasolujen kédyttomahdollisuudet.

2.1.1. Alkion kantasolut

Ensimmaiset ihmisen alkion kantasolulinjat perustettiin vuonna 1998 (Thomson ym., 1998).
Ihmisen alkion kantasolut (hES cells, hESC, human embryonic stem cells) ovat pluripotentteja eli
ne voivat erilaistua kaikiksi alkion kerroksiksi (germ layer) ja niilld on kyky jakautua kantasoluina
(self-renewal). Naéillda soluilla on korkea telomeraasiaktiivisuus ja niitd voidaan viljelld
pitkdaikaisesti in vitro solujen sdilyttdessd normaalin karyotyypin. Lisédksi solut ilmentévit tiettyja
solun pintaproteiineja ja transkriptiotekijoitd (Oct-4, Nanog), joiden perusteella solut voidaan

tunnistaa (Hoffman & Carpenter, 2005). Yleensd solut eristetdén 5-7 paivén ikdisen alkiorakkulan
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(blastokysta) sisdsolumassasta, mutta soluja on eristetty my0s morulasta, blastomeerista ja
myohdisvaiheen alkiosta (late-arrested embryo) (Skottman ym., 2007). Alkion kantasolujen
lahteend kéytetddn hedelmoityshoidoista ylijddneitd alkioita, joiden kéyttoon on kysytty
vanhempien lupa (Brignier & Gewirtz, 2010). Thmisen alkion kantasolujen viljelyssd tarvitaan
tukisoluja (feeder cells), jotka tukevat kantasolujen kasvua ja pitdvét ne erilaistumattomassa tilassa

(Brignier & Gewirtz, 2010), mutta niiden tarkkaa vaikutusmekanismia ei tunneta.

~
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Kuva 2.1. Hedelmoittyneestd munasolusta kehittyy alkio ja edelleen alkiorakkula (blastokysta), jonka sisdsolumassasta
voidaan eristdd alkion kantasoluja. Aikuisessa yksilossd on aikuisen kantasoluja, joilla on rajoittuneempi
erilaistumiskyky. Aikuisen kantasoluista on esitelty vain joitakin tyyppejd. Kuva muokattu lahteesti http://www.adult-
stemcell-research.com/.

Alkion kantasoluja voidaan erilaistaa eri solutyypeiksi kéyttdmallad tiettyjd kasvutekijoitd ja

soluviljelyolosuhteita. Thmisen alkion kantasoluja on erilaistettu mm. lihas-, rusto-, luu-, maksa-,

munuais-, hermo- sekd hematopoieettisiksi soluiksi (Rambhatla ym., 2003; Schuldiner ym., 2000;
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Thomson ym., 1998). Ihmisille kiytettdvien solujen tiytyy olla tdysin erilaistettuja, koska
erilaistumattomat kantasolut voivat aiheuttaa teratoomia. Teratoomat ovat pahanlaatuisia kasvaimia,
jotka muodostuvat pluripotenttien kantasolujen kontrolloimattomasta jakautumisesta ja ne sisaltdvit
kahdesta tai kolmesta alkiokerroksesta (germ layer) perdisin olevia solutyyppejd (Anisimov ym.,

2010).

Alkion kantasolujen kéyttoon liittyy myos eettisid ongelmia. Toiset katsovat eldmin alkavan
hedelmoittymisestd, jolloin alkion tuhoamista pidetddn tappamisena. Tdmén vuoksi USA:ssa
rajoitettiin kantasolututkimusta tiukasti, mutta rajoitukset ovat sittemmin suurilta osin poistuneet tai
lieventyneet. Kantasolujen kannattajat puolustavat kéyttoa sillé, ettd alkiot havitettdisiin muutoin ja

alkioiden luovuttajat ovat antaneet suostumuksensa alkioiden kadyttoon (Brignier & Gewirtz, 2010).

2.1.2. Indusoidut pluripotentit kantasolut

Vuonna 2006 onnistuttiin tuottamaan kantasoluja “keinotekoisesti” uudelleenohjelmoimalla
somaattinen solu takaisin pluripotentiksi kantasoluksi viemélld soluun retrovirustransfektiolla nelja
eri geenid (Sox2, Oct4, KIf4 ja c-Myc; joista kdytetddn lyhennettd SOKM). Tdmé kumosi aiemman
oletuksen, ettd kantasolun erilaistuminen on peruuttamaton tapahtuma (Takahashi & Yamanaka,
2006). Indusoidut pluripotentit kantasolut (iPS) ovat alkion kantasolujen kaltaisia: niilli on mm.
kyky erikoistua kaikiksi solutyypeiksi (Yu ym., 2007). Samankaltaisuuksista huolimatta geenien
ilmentymisessd ES:en ja i1PS:en vililli on myds pienid toistuvia eroja, jotka voivat olla
merkityksellisid iPS:en kliinisessd kdytossd. Esimerkiksi iPS:en erilaistumistehokkuus voi olla
erilainen kuin alkion kantasoluilla (Cox & Rizzino, 2010). Indusoituja pluripotentteja kantasoluja
on muodostettu mm. fibroblasteista, lymfosyyteistd ja keratinosyyteistd vaihtelevalla tehokkuudella

(Aasen ym., 2008; Hanna ym., 2008; Maherali & Hochedlinger, 2008).

Uudelleenohjelmoinnissa voidaan kéyttdd erilaisia tapoja. Kdytetyimmissd menetelmissd halutut
geenit viedddn soluun virusvektoreilla, jotka integroituvat genomiin. Uudelleenohjelmointiin liittyy
kuitenkin monia ongelmia, kuten insertiomutageneesi. Uudelleenohjelmoinnin tarkkaa mekanismia
el tunneta missddn menetelméssd ja sen l0ytdminen veisi iPS-tutkimusta eteenpédin. Suurimpana
ongelmana on uudelleenohjelmoinnin hitaus ja tehottomuus (Cox & Rizzino, 2010). Hussein ym.
(2011) tutkimuksen perusteella varhaisissa (early passage) uudelleenohjelmoiduissa soluissa on
paljon kopiolukumuutoksia (CNV, copy number variation), jotka saattavat johtua solujen
jakautumisstressistd. Viljeltdessd soluja pitempadn CNV:en suhteellinen osuus solupopulaatiossa

pienenee, koska korkea CNV aiheuttaa soluille negatiivisen valintapaineen (Hussein ym., 2011).
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Uudelleenohjelmointi voidaan tehda pluripotenssiasteelle tai aikuisen kantasoluasteelle saakka (Cox
& Rizzino, 2010), mutta my0s suora transdifferentiaatio toiseksi solutyypiksi on mahdollinen:
ithmisen ja hiiren fibroblasteja on muunnettu suoraan toiminnallisiksi motorisiksi hermosoluiksi

(iMN, induced motor neuron) (Son ym., 2011).

Tavoitteena on, ettd tulevaisuudessa potilaan omia somaattisia soluja voidaan indusoida
kantasoluiksi ja edelleen erilaistaa soluterapioihin kaytettdviksi (Yu ym., 2009). Indusoitujen
pluripotenttien kantasolujen etuna on, etti ne ovat kudosyhteensopivia potilaan omien kudosten
kanssa ja niihin ei liity vastaavia eettisid ongelmia kuin alkion kantasoluihin (Brignier & Gewirtz,
2010). Indusoituja pluripotentteja kantasoluja voidaan kayttdd my0s sairausmalleina ja
potilasspesifisissd toksikologisissa tutkimuksissa (Cox & Rizzino, 2010; Yu ym., 2009).
Indusoitujen pluripotenttien kantasolujen tutkimus on edennyt viime vuosina suurin harppauksin,

joten odotettavissa on suuria edistysaskeleita myds l&hitulevaisuudessa.

2.1.3. Aikuisen kantasolut

Aikuisen kantasolut ovat eri kudoksista 10ytyvid monikykyisid (multipotentteja) kantasoluja eli ne
kykenevit erilaistumaan vain tietyiksi solutyypeiksi toisin kuin alkion kantasolut. Téllaisista
kantasoluista on kéytetty myds nimityksid somaattiset kantasolut ja ei-embryonaaliset kantasolut
(Brignier & Gewirtz, 2010). Aluksi luultiin, ettd aikuisen kantasolujen erilaistumiskyky rajoittuu
vain sithen kudokseen, josta ne ovat perdisin, mutta myohemmin erilaistumiskyvyn osoitettiin
olevan laajempi (Bunnell ym., 2008). Ensimmadisind l0ydetyt aikuisen kantasolut olivat
hematopoieettisia kantasoluja (HSC, hematopoietic stem cell), joilla on kyky erilaistua kaikiksi
verisoluiksi (Till & McCulloch, 1961). Allogeenista (toiselta saman lajin yksiloltd saatavaa)
hematopoieettista kantasolusiirtoa (HSCT, hematopoietic stem cell transplantation) on sittemmin
kéaytetty lukuisten perinnéllisten ja hankittujen immunohematologisten sairauksien kuten leukemian

hoidossa (Brignier & Gewirtz, 2010).

Aikuisen kantasoluja on 10ydetty luuytimen lisdksi ldhes kaikista kudoksista: verestd, aivoista,
munuaisista, suolen epiteelisti, ihosta, retinasta, lihaksista, haimasta ja maksasta (Porada ym., 2006;
Tarnowski & Sieron, 2006; Valtieri & Sorrentino, 2008). Kantasolujen tehtdvind elimistossd on
osallistua kudosten tasapainon (homeostaasin) ylldpitdmiseen korvaamalla kuolleita tai
vahingoittuneita soluja sekd osallistumalla kudosten uudelleenmuokkaukseen (remodelling), mutta
toimintamekanismi on osittain epaselva (Tarnowski & Sieron, 2006). Aikuisen kantasolujen yhteni

tehtdavind on myds hematopoieesin (verisolujen muodostus) tukeminen (Klopp ym., 2010).
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Aikuisen kantasolut ovat hyvin potentiaalinen soluldhde solu- ja kudosteknogisiin sovelluksiin,
koska ne ovat helposti eristettdvid autologisia (samasta yksilostd perdisin olevia) soluja, jotka

kasvavat nopeasti in vitro ja kykenevit erilaistumaan useiksi eri solutyypeiksi (Strem ym., 2005).

Aluksi luultiin, ettd luuydin on ainoa mesenkymaalisten kantasolujen (mesenchymal stem cell,
MSC) ldhde, mutta myohemmin MSC:ja on 16ydetty monista muistakin kudoksista kuten rasvasta,
istukasta, lihaksesta, maksasta ja hampaista (Huang ym., 2008; Porada ym., 2006; Romanov ym.,
2005; Semenov ym., 2010; Strem ym., 2005). Horwitch ym. (2005) ehdottivat, ettd fibroblastien
kaltaisia muovialustaan kiinnittyvid (plastic-adherent) soluja kutsutaan multipotenteiksi
mesenkymaalisen strooman soluiksi ja mesenkymaalisiksi kantasoluiksi kutsutaan timén ryhmin
alaryhmad, joka tdyttdd seuraavan madritelmédn (Horwitz ym., 2005): Mesenkymaaliset kantasolut
(1) kasvavat standardisoluviljelyolosuhteissa ~ muoviin  kiinnittyneind, (2) ilmentivét
pintamolekyyleja CD105, CD73 ja CD90, mutta eivit ilmennd pintamolekyyleji CD45, CD34,
CD14/CDI11b, CD79a/CD19 tai HLA-DR, (3) voivat erilaistua luu-, rasva- ja rustosoluiksi in vitro.
Eli termi “mesenkymaalinen kantasolu” ei kerro, mistd kudoksesta solut ovat perdisin (Dominici
ym., 2006). Molemmista edelld mainituista termeistd voidaan kuitenkin kdyttda lyhennettda MSC
(Horwitz ym., 2005), vaikkakin lyhenteelld voidaan viitata myds muihin sanoihin. Tassé tekstissé

lyhenne MSC tarkoittaa mesenkymaalisia kantasoluja.

Mesenkymaaliset kantasolut voivat olla immuunivastetta heikentdvid (immunosupressiivisia) ja
siksi niiden kayttdd useisiin autoimmuunitauteihin, kuten tyypin [ diabetekseen, tutkitaan
parhaillaan. Kliinisissd kokeissa on annettu MSC:ja tyypin I diabeetikoille, joilla tauti on
diagnosoitu hiljattain, koska MSC:t voivat mahdollisesti estdd jdljelld olevien haiman B-solujen
tuhoutumisen. On myds ehdotettu, ettd MSC:ja voitaisiin kdyttdd siirteiden hyljinndn ja GVHD-
taudin (graft versus host disease) ehkéisyyn ja hoitoon. GVHD-tauti (kdinteishyljintd) on yleinen
allogeenisen luuydinsiirron seuraus. Siind siirteessd olevat toiminnallisest immuunisolut hyokkaavét
vastaanottajan kudoksia, erityisesti ihoa, ruoansulatuskanavaa ja maksaa, vastaan (Brignier &
Gewirtz, 2010). Erddssi kliinisessd tutkimuksessa leukemiapotilaille annettiin bMSC:ja yhdessa
HSC:en kanssa estamdin GVHD-taudin puhkeamista. MSC:t estivit GVHD-taudin syntymisti,
mutta samalla ne lisdsivdt leukemian uusiutumisriskida (Ning ym., 2008). Luuytimen
mesenkymaalisia kantasoluja (bMSC, bone marrow MSC) on tutkittu enemmaén kuin rasvakudoksen
MSC:ja, joiden potentiaali kliinisiin sovelluksiin on 10ydetty vasta myohemmin (Strem ym., 2005).
Prockop (2010) on jakanut bMSC:ja hyoddyntivit sovellukset kolmeen eri luokkaan bMSC:en
ominaisuuksien perusteella: 1) bMSC:t tukevat hematopoieesia, 2) bMSC:ja voidaan kayttdd

kudosten korjaukseen, koska ne voivat erilaistua eri solutyypeiksi ja 3) bMSC:t muodostavat
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liukoisten tekijoiden ja solu-solu-kontaktien kautta hyvdn mikroympiriston, joka voi olla
esimerkiksi immunosuppressiivinen tai solujen kasvua tukeva (Prockop ym., 2010). Samaa

luokittelua voi soveltaa myds rasvakudoksen kantasoluihin.

2.1.3.1 Rasvakudoksen kantasolut

Rasvakudoksen kantasoluista kédytetdén lyhennetti ASC (adipose stem cells) ja toisinaan myds
muita termejd, kuten ADSC (adipose-derived stromal cells), ADAS-solut (adipose-derived adult
stem cells) ja PLA-solut (processed lipoaspirate, prosessoitu lipoaspiraatti). Eri termien
merkityserot vaihtelevat jonkin verran (Gimble ym., 2007). Rasvakudoksen ja luuytimen MSC:t
ovat hyvin samankaltaisia esimerkiksi pintamolekyyleiltdén ja erilaistumiskyvyltdén (Strem ym.,
2005; Zuk ym., 2002). Luuydintd voidaan kerdtd paikallisanestesiassa vain 40 ml ja se sisdltda
huomattavasti vahemmain kantasoluja kuin rasvakudoksesta normaalisti kerdttivd 200 ml:n
lipoaspiraatti. Lisdksi ASC:t kasvavat nopeammin in vifro, mikd tekee niistd houkuttelevamman
vaihtoehdon kliinisiin sovelluksiin. ASC:n saanto on riippuvainen luovuttajan idsté, painoindeksisté

ja rasvakudoksen ottopaikasta (Strem ym., 2005).

Valkoisen rasvakudoksen biologisena tehtdvéni on toimia energiavarastona ja lampod eristdvina
kerroksena, mutta silld on osansa myds elimiston hormonaalisessa sdételyssd (Gimble ym., 2007).
Rasvakudosta voidaan eristdd rasvaimulla tai neulabiopsialla (Bunnell ym., 2008). ASC:en
eristyksessd hienonnettu rasvakudos pestdiin ja pilkotaan entsymaattisesti kollagenaasilla, minka
jélkeen sidekudos ja verisuonirakenteet (SVF, stromal vascular fraction) erotetaan sentrifugoimalla.
SVF on heterogeeninen solupopulaatio, joka sisdltdd verisoluja, fibroblasteja, perisyytteja,
endoteelisoluja sekd adiposyyttien esiastesoluja, mutta ei rasvasoluja. Kaikki solut maljataan
muoviseen soluviljelypulloon, mutta vain ASC:t tarttuvat kasvualustaan (Gimble ym., 2007).
ASC:ja voidaan sdilyttdd pitkdaikaisesti nestetypessd (Bunnell ym., 2008) toisin kuin alkion

kantasoluja, mika on suuri etu tutkimuskaytossa.

Rasvakudoksen kantasolut voidaan erilaistaa sytokiineilld, kasvutekijoilld ja muilla aineilla luu-,
rusto-, rasva-, luurankolihas- ja sydénlihassoluiksi (Rangappa ym., 2003; Strem ym., 2005). My0s
transdifferentiaatiosta hermosolujen suuntaan on ndytt6d (Safford ym., 2002). Rasvakudoksen
kantasolut ovat jo kliinisessd kdytossd Suomessa. Yhdistamilld ASC:ja biomateriaaliin on
valmistettu kudosteknologista luuta kasvon- ja kallon alueen luupuutoksiin (Mesiméki ym., 2009;
Thesleff ym., 2011). Kliinisissd kokeissa on tutkittu ASC:en kayttéd multippeliskleroosin,

maksakirroosin ja diabeetikkojen verenkierto-ongelmien hoitoon (www.clinicaltrials.gov).
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Kudosteknologisten sovellusten lisdiksi ASC:ja voitaisiin kdyttdd kudosten korjaamiseen myds
sellaisenaan niiden useiden hyddyllisen ominaisuuksien ansiosta. Vaurioituneeseen tai sairaaseen
kudokseen kuljetetut solut voivat erittdd sytokiinejd ja kasvutekijoitd, jotka stimuloivat kudoksen
omia kantasoluja uudistamaan kudosta. ASC:t voivat houkutella hapenpuutteessa olevaan
kudokseen mahdollisesti my0s antioksidantteja, jotka poistaisivat kudoksesta vapautuneet toksiset
yhdisteet, jolloin solujen elinkykyisyys parantuisi (Gimble ym., 2007). ASC:t voivat myos itse
erilaistua verisuonia muodostaviksi endoteelisoluiksi (Fischer ym., 2009). Autologisten ASC:en
etuna on kudosyhteensopivuus potilaan omien kudosten kanssa, mutta tillaisten solujen kaytto ei
ole aina mahdollista. ASC:en on osoitettu olevan immuunivastetta heikentdvid (Mclntosh ym.,
2006; Puissant ym., 2005), joten my0s allogeenisten solujen kéyttd voisi olla mahdollista.
Allogeenisia ASC:ja kidyttdmélld voitaisiin valmistaa hyllytuotteita ja soluja voitaisiin kéyttia
laajemmalle potilasjoukolle ja huomattavasti halvemmalla kuin autologisia kantasoluja (Gimble

ym., 2007).

2.2. Syopd

Syopdkudos on hallitsemattomasti jakautuvaa kudosta ja sen syntyyn tarvitaan mutaatioita (pysyva
muutos DNA:ssa) sekd kasvurajoitegeeneissd (tuumorisupressorigeeni) ettd esisyopidgeeneissi
(proto-onkogeeni) (Hanahan & Weinberg, 2000). Sydvin syntyyn vaikuttavat useat eri tekijét,
mutta se on pohjimmiltaan geneettinen sairaus, joka aiheutuu perityisté tai hankituista mutaatioista
(Negrini ym., 2010). Siitd, missd solussa ndmd mutaatiot tapahtuvat alun perin, ei ole varmuutta.
Solu voi olla kantasolu, erilaistunut solu vai jokin muu solu (Reya ym., 2001). Varsinaisten
syopésolujen lisdksi sydvén syntyyn ja etenemiseen vaikuttaa myds kasvaimen mikroympéristd
(Hanna ym., 2009). Sy6vin tehokas hoito edellyttid, ettd nédiden eri tekijoiden merkitys syovissa

tunnetaan.

Hanahan ja Weinberg esittivit vuonna 2000 kasvaimen kuusi tunnuspiirrettd, joita ovat
riippumattomuus  kasvusignaaleista, epdherkkyys kasvua estdville signaaleille, apoptoosin
(solukuoleman) vilttiminen, rajoittamaton jakautumispotentiaali, verisuonten muodostuminen,
tunkeutuminen kudokseen sekd etdpesdkkeiden muodostaminen (Kuva 2.2). Ndméi piirteet ovat
yhteisid useimmille syOpétyypeille, mutta mekanismi, jolla ne hankitaan ja piirteiden
kehittymisjérjestys voi vaihdella (Hanahan & Weinberg, 2000). Mydhempi tutkimus on osoittanut,

ettd ndiden piirteiden joukkoon kuuluu my0s tulehduksellinen ympéristd (Mantovani, 2009).
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Kuva 2.2. Hanahanin ja Weinbergin (2000) esittimét kasvaimen kuusi hankittua ominaispiirrettd. Suomennettu
lahteestd Hanahan & Weinberg, 2000.

Nykytiedon mukaan perinndlliselld alttiudella on suuri merkitys syovdn synnyssd. Sydvén
tutkimuksessa tunnistettiin ensimmadisend syOvélle altistavat korkean esiintymisyleisyyden
(penetranssi) mutaatiot (rare high penetrance mutations), jotka ovat harvinaisia, mutta aiheuttavat
syovén suurelle osalle mutaation kantajista. Esimerkiksi hyvin tunnettu BRCA1-mutaatio altistaa
rinta- ja munasarjasyoville. Nykykésityksen mukaan suurin osa syOvistd syntyy useiden syodvélle
altistavien matalan ja kohtalaisen penetranssin geenien yhteisvaikutuksesta (Cazier & Tomlinson,
2010; Fletcher & Houlston, 2010). Fletcher & Houlston (2010) nimittdvét nditd geenejéd yleisiksi
alttiusalleeleiksi (common susceptibility alleles) ja harvinaisiksi sairauksia aiheuttaviksi varianteiksi
eli geenimuunnoksiksi (rare disease-causing variants). Perinndlliseen syOpdalttiuteen vaikuttaa
my0s suuremmat geneettiset muutokset kuten kopioluvun vaihtelu ja polymorfiset toistojaksot

(Cazier & Tomlinson, 2010).

2.2.1. Munasarjasyopa

MunasarjasyOpd on maailmanlaajuisesti naisten kuudenneksi yleisin syopi ja seitseminneksi yleisin
syopédkuolemien aiheuttaja. Vuonna 2000 munasarjasyOpddn sairastui maailmassa arviolta yli
190 000 naista. Tama syopa on kaksi kertaa yleisempi kehittyneissd kuin kehittyméttomissd maissa

(Pecorelli ym., 2003). Vuonna 2008 Suomessa todettiin noin 450 uutta munasarjasydpitapausta,
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miké oli 3,1 % kaikista naisten syovistd. Samana vuonna munasarjasyopa oli Suomessa viidenneksi
yleisin syOpédkuolemien aiheuttaja, vaikka se oli esiintyvyystilastossa vasta sijalla 11 (Suomen
Syopdrekisteri).  Munasarjasydvdn  aiheuttamien  véhiisten oireiden ja  luotettavien
seulontamenetelmien puutteen takia syopéd diagnosoidaan useimmilla potilailla vasta levinneessa
vaiheessa, minkd vuoksi ennuste on huono (Aletti ym., 2007). Suhteellinen elossaololuku viiden
vuoden kuluttua diagnoosista on Suomessa 49 % (Suomen Sydpérekisteri). Levinnyttd syopad
sairastavista on elossa viiden vuoden kuluttua vain 30 %, kun taas paikallista syopad sairastavilla
vastaava luku on 90 % (Cho & Shih, 2009), joten syovin varhainen diagnosointi parantaa ennustetta
huomattavasti. Munasarjasyopd myos uusiutuu herkésti, vaikka primaarikasvain (ensimmaéinen

kasvain) olisi reagoinut hoitoon hyvin (Kristensen & Tropé, 1997).

Munasarjat sijaitsevat kohdun ja lantion sivuseindn vilissi molemmin puolin kehoa.
Lisadntymisidssd niiden koko on noin 4 x 2 x 1 cm. Rakenteessa on kolme erilaista osaa: 1) suuria
soluja sisdltivd porttiosa, 2) loyhdstd sidekudoksesta muodotuva ydinosa, jossa on hermoja,
verisuonia ja imusuonia, seké 3) tiivis kuoriosa, jossa on eri kehitysvaiheessa olevia munarakkuloita
eli follikkeleita sekd keltarauhasia. Munasarjojen tehtdvdnd on tuottaa hedelmoittymiskelpoisia
munasoluja sekd steroidihormoneja, jotka séditelevdt kohdun limakalvossa tapahtuvia muutoksia
kuukautiskierron ja mahdollisen raskauden aikana. Munarakkuloissa kehittyy samaan aikaan
useampia munasoluja, joista suuri osa kuolee apoptoosin (ohjelmoitu solukuolema) kautta ja
yleensd yksi kehittyy kypsédksi munasoluksi, joka irrottuuaan kulkee munanjohdinta pitkin kohtuun

(Rutanen, 1999).

MunasarjasyOpa ei ole vain yksi syOpatyyppi vaan heterogeeninen syOpien ryhmd, joka jaetaan
alaluokkiin solutyypin ja erilaistumisasteen perusteella (Cho & Shih, 2009). Noin 90 %
primaarikasvaimista on epiteliaalista alkuperdd eli karsinoomia. Usein munasarjasyovélla
tarkoitetaankin vain epiteliaalista munasarjasyopdi. Loput kasvaimet ovat perdisin sukusoluista tai
strooman soluista (Aletti ym., 2007; Kristensen & Tropé, 1997). Munasarjasyovit jaotellaan
morfologian perusteella neljddn eri tyyppiin: seroosi, endometrioidi, musinoosi ja
kirkassolukarsinooma. Ndma tyypit muistuttavat vahvasti normaaleja epiteelityyppejd, joita 10ytyy

naisen sukuelinten alueelta (Cho & Shih, 2009).

Munasarjasyovian syntyd ei tunneta tarkasti, mutta sydvén esiintyvyys on riippuvainen
ovulaatioiden madristd. Fathallan (1971) esittimédn ovulaatioteorian (incessant ovulation theory)
mukaan ovulaatiot lisddvit syOpéariskid (Fathalla, 1971): Mitd useampia ovulaatioita tapahtuu, sitd

enemmén on myds haavan muodostumista ja paranemista, tulehdusta ja epiteelin uusiutumista,
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jotka voivat altistaa mutaatioiden kertymiselle ja solujen transformaatiolle (pahanlaatuiseksi
muuntuminen). Lapsettomuus, korkea ikd, varhain alkaneet kuukautiset ja myOhéiset vaihdevuodet
lisdadvdt syOpdriskid, mikd sopii teoriaan (Godwin ym., 1993; Risch, 1998). Myds
hormonikorvaushoidon on todettu lisddvén riskid sairastua munasarjasyopaan (Merch ym., 2009).
Sitd vastoin useat raskaudet, imetys ja ehkdisypillerit laskevat syopdriskid (Risch, 1998).
Perinnéllisten syopien osuus on 5 — 10 % tutkimuksesta riippuen (Rubin ym., 1998; Sarantaus ym.,
2001). Rintasydville altistavat BRCA1 ja BRCA2 -mutaatiot (breast cancer gene 1 and 2) altistavat
my0s munasarjasyoville (Sarantaus ym., 2001). Lisdksi myds HNPCC-mutaatioiden (hereditary
nonpolyposis colorectal cancer, perinn6llinen ei-polypoottinen paksusuolisydopd) on todettu

altistavan munasarjasyovélle (Rubin ym., 1998).

Téssd tyossd kaytetty OVCAR-3-solulinja eristettiin alun perin askiitista eli vatsaonteloon
kertyneestd nesteestd, jossa oli munasarjan huonosti erilaistuneen adenokarsinooman soluja.
Adenokarsinoomaksi kutsutaan rauhasepiteelistd perdisin olevaa pahanlaatuista kasvainta. Solulinja
eristettiin  vuonna 1982 kahdeksan kuukautta kemoterapian jidlkeen. OVCAR-3:t kasvavat
yksikerrosviljelminé, aiheuttavat kasvaimia immuunipuutoshiirissd ja sisdltdvit androgeeni- ja
estrogeenireseptoreita.  Soluilla ~ on  epdnormaali  karyotyyppi, jossa on  mm.
kaksoisminikromosomeja (double minute chromosomes) ja homogeenisesti virjaytyvid alueita
(HSR, homogenous staining region). OVCAR-3-solulinja soveltuu lddkeresistenssin tutkimiseen,
koska solut ovat resistenttejd tietyille syopélddkkeille. Liséksi solulinjalla voidaan tutkia hormonien

vaikutusta munasarjasyovassd (Hamilton ym., 1983).

2.2.2. Eturauhassyopa

Eturauhassyopd on Suomessa miesten yleisin syOpd ja toiseksi yleisin miesten sydpidkuolemien
aiheuttaja keuhkosyovdn jilkeen (Suomen SyoOpdrekisteri). Eturauhassyopd on myds
maailmanlaajuisesti miesten yleisin syopd, jos ihosyOpid ei huomioida (Bostwick ym., 2004).
Vuonna 2008 Suomessa diagnosoitiin eturauhassyopd 4234 miehelld ja sithen kuoli 817
sairastunutta, mikd oli 14,3 % kaikista miesten syOpédkuolemista. Viiden vuoden suhteellinen
elossaololuku on 93 % eli syévian ennuste on hyvd (Suomen Syopdrekisteri). Eturauhassyovian
esiintyvyys on noussut 1950-luvulta ldhtien ja nousu kiihtyi ennen vuotta 2005, mika johtui PSA-
seulonnan (prostataspesifinen antigeeni) yleistymisestd. Tamdn jidlkeen diagnosoitujen sydpien

miiré on laskenut ja laskun odotetaan tasoittuvan (Finnish Cancer Registry, 2009).
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Eturauhanen on miesten sukupuolirauhanen, joka koostuu vélimuotoisesta, sentraalisesta ja
perifeerisestd vyohykkeestd sekd fibromuskulaarisesta (side- ja lihaskudosta siséltdvé) stroomasta.
Eturauhasen hyvénlaatuinen liikakasvu tapahtuu vélimuotoisessa vydhykkeessd, joka on noin
5 — 10 % eturauhasen painosta. Sitd vastoin syOpé saa alkunsa yleensd perifeeriseltd vyohykkeelt,
joka on noin 70 — 75 % normaalin rauhasen painosta. Eturauhassyopd on hyvin heterogeeninen
syopd morfologialtaan ja kliiniseltd kayttdytymiseltddn (Scardino, 2000). Diagnosoiduissa
syOpétapauksissa on yleensd useita pienid, erilaistumisasteeltaan erilaisia ja eri rauhasissa olevia
kasvaimia (Miller & Torkko, 2001). Androgeenireseptori(AR)-signaloinnilla on keskeinen rooli
eturauhassydvén ja sen hormoniresistenssin kehittymisessd sekd syovan uusiutumisessa (Tindall &

Rittmaster, 2008).

Useimmille miehille kehittyy ikddntyessd pienid eturauhasen kasvaimia, joista ei vélttdmétti ole
kliinistd haittaa, jos ne pysyvit paikallisina. Siksi olisi tdrkedd tietdd, kannattaako syopédéd hoitaa
aktiivisesti vai vain seurata sen kehittymistd (Scardino, 2000). Eturauhassyovédn ennuste on hyvé,
jos se 10ydetédédn varhaisessa vaiheessa (Lukkarinen ym., 2007). PSA eli prostataspesifinen antigeeni
on eturauhasen epiteelisolujen tuottama proteiini (Scardino, 2000). Seulonnassa kiytetddn seerumin
PSA-pitoisuuden médritystd, koska PSA-pitoisuuden kasvaessa ja vapaan PSA:n osuuden
pienentyessd syovian todennédkoisyys kasvaa (Lukkarinen ym., 2007). Eturauhassydvian kasvu on
yleensd androgeeneista riippuvaa, minkd vuoksi hoidossa pyritddn estimadan androgeenien vaikutus
antiandrogeeneilla tai niiden eritys kastraatiolla. Muita hoitokeinoja ovat kasvaimen leikkaus,
sddehoito ja joissakin tapauksissa pelkkd seuranta (Lukkarinen ym., 2007). Eturauhassyopa

muodostaa etdpesikkeitd yleisimmin luustoon (Bostwick ym., 2004).

Monien ruoka-aineiden ja ymparistotekijoiden vaikutusta eturauhassydpddn on tutkittu (Scardino,
2000; Schaid, 2004). Riskitekijoitd ovat korkea ikd, afrikkalaistausta, positiivinen perhehistoria
(Schaid, 2004), lihavuus, runsas rasvan kéytté (Lukkarinen ym., 2007) sekéd punaisen lihan syonti
(Platz & Helzlsouer, 2001). Eturauhassyovilld ndyttdd olevan vahva geneettinen tausta: syopé
aiheutuu todenndkoisesti useiden geenien yhteisvaikutuksesta toistensa ja/tai ympadristotekijoiden
kanssa (Schaid, 2004). Eturauhassyovistd on perinndllisid noin 2-3 % ja perheittdin esiintyvid eli

familiaalisia noin 20 % (Lukkarinen ym., 2007).

Téssd tyossd kéytetyt LnCaP-solut (myds LNCaP) ovat adenokarsinoomasoluja eli rauhasepiteelistd
perdisin olevia syOpésoluja, jotka on eristetty imusolmukkeessa olevasta etipesikkeestd. Solut
kiinnittyvét alustaan heikosti, eivitkd ne muodosta yhtendistd yksisolukerrosviljelmii. LnCaP:t

kasvavat nopeasti in vitro: niiden méaidrd kaksinkertaistuu noin 60 tunnissa. Niilld soluilla on
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normaalia enemmén kromosomeja, jopa 76 — 91. LnCaP:t muodostavat immuunipuutoshiirissé
kasvaimia, joissa solut sdilyttdvit toiminnallisuutensa. Kasvaimia muodostuu sekd naaras- ettd
uroshiirissd, mutta uroshiirissi nopeammin. LnCaP:t sisdltivdt androgeenireseptoreita ja niiden
kasvu on androgeeneista riippuvaa. Androgeenireseptorissa on pistemutaatio, jonka ansiosta
muutkin hormonit kuin androgeenit kiinnittyvét reseptoriin. LnCaP:sta on tehty useita alalinjoja,
esimerkiksi androgeeneista riippumaton linja LnCaP-r (Horoszewicz ym., 1983; Pousette ym.,

1997).

2.2.3. Kasvaimen mikroymparisto

Kasvain muodostuu syopasolujen lisdksi myds kasvaimen mikroymparistostd, johon kuuluu mm.
kasvaimen strooma (tumor stroma) eli tukikudos (Hanna ym., 2009; Li ym., 2007). Kasvaimen
stroomaa on kutsuttu myo0s reaktiiviseksi stroomaksi (reactive stroma), jolla viitataan strooman
aktiiviseen rooliin sydvdn kehityksessd: stroomassa tapahtuu muutoksia soluvéliaineen
komponenteissa, kasvutekijoiden ilmenemisessd ja strooman solujen ulkoasussa (fenotyyppi) seké

proliferaatiossa (Rowley, 1998).

Kasvaimen mikroympdristd koostuu endoteelisoluista, perisyyteistd (endoteelin alapuolella olevia
sileitd lihassoluja), immuunijirjestelmdn soluista, fibroblasteista/myofibroblasteista, sileistd
lihassoluista, rasva- ja gliasoluista sekd soluviliaineen (ECM, extracellular matrix) komponenteista
(Hanna ym., 2009; Li ym., 2007). Fibroblastit ovat sidekudossoluja ja myofibroblasteilla on piirteiti
sekd lihas- ettd sidekudossoluista. Mikroympéristoon kuuluvat myds solujen erittdmét molekyylit
(extracellular molecules), kuten sytokiinit, kasvutekijdt ja erilaiset entsyymit (Li ym., 2007).
Kasvaimeen liittyvdt makrofagit (TAM, tumor-associated macrophage) ovat myods tdrked osa

stroomaa (Mishra ym., 2009).

Mikroympdristo ei ole vain rakenteellinen tuki vaan silld on ratkaiseva merkitys syovén kasvussa,
etdpesidkkeiden muodostumisessa sekd syopdhoidon tehokkuudessa (Hanna ym., 2009; Li ym.,
2007; Mishra ym., 2009). Strooman solut eivét ole kuitenkaan itsessddn pahanlaatuisia, mutta
niiden toiminta ja ulkoasu (fenotyyppi) muuntuvat vuorovaikutuksessa toistensa ja syopésolujen
kanssa (Li ym., 2007). Kasvainta voidaan pitdd monimutkaisena elimend, jossa solut toimivat

vuorovaikutuksessa toistensa ja erilaisten molekyylien kanssa (Hanna ym., 2009).

Kasvaimen mikroympériston soluista on tutkittu paljon erityisesti fibroblasteja, joilla ndyttdd olevan
suuri rooli syovin kehityksessd (Hanna ym., 2009; Mishra ym., 2009; Spaeth ym., 2009; Vered

ym., 2010). Fibroblastit ovat wvallitseva solutyyppi normaalissa sidekudoksessa, jossa ne
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muokkaavat (remodelling) soluviliainetta tuottamalla ja hajottamalla sitd. Fibroblastit valmistavat
mm. kollageenia ja tyvikalvon komponentteja sekd soluviliainetta hajottavia entsyymejd, matriksin
metalloproteinaaseja (MMP, matrix metalloproteinase). Normaalissa kudoksessa fibroblasteilla on
merkittivd rooli haavan paranemisessa, jolloin ne aktivoiduttuaan tuottavat erilaisia haavan
paranemiselle tirkeitd komponentteja kuten kasvutekijoitd ja ECM-molekyylejd. Aktivoituneiden
fibroblastien arvellaan olevan ldhtoisin kohdekudoksesta. Kudoksen korjautumisen jédlkeen
aktivoituneiden fibroblastien méddrd védhenee, mutta on epdselvdd johtuuko tidmad solujen
apoptoosista eli solukuolemasta vai solujen palaamisesta takaisin aktivoitumattomaan tilaan (Li

ym., 2007).

Fibroblastit ovat myds tuumorin strooman pddkomponentti. Kasvaimen fibroblastit (cancer-
associated fibroblasts, CAF) muistuttavat normaaliin haavan paranemiseen liittyvid aktivoituneita
fibroblasteja, mutta kasvaimen fibroblastit ovat pysyvisti aktivoituneita toisin kuin normaalit
fibroblastit (Li ym., 2007). Kasvaimen fibroblasti maéritellddn soluksi, joka ilmentdd strooman
fibroblastin markkereita (esim. FSP, fibroblast specific protein), aggressiivisuuteen ja
invasiivisuuteen liittyvid eritettdvid proteiineja (esim. Tn-C, tenascin C), verisuonittumista edistivia
tekijoitd (esim. VEGF, vascular endothelial growth factor, verisuonen endoteelikasvutekijd) ja
syovian kasvua edistidvid kasvutekijoitd (esim. IL-6, EGF) (Spaeth ym., 2009). CAF:n tirked
tunnuspiirre on a-SMA:n (a-smooth muscle actin) ilmentdminen (Jeon ym., 2010; Li ym., 2007).
CAF:t siis tukevat sydvian kasvua ja invaasiota tuottamiensa kasvutekijoiden, kemokiinien,
verisuonten muodostumista edistdvien tekijoiden ja MMP:en avulla (Li ym., 2007). Kasvaimen
fibroblasteista kdytetdin myos nimityksid TAF (tumor-associated fibroblast) (Spaeth ym., 2009) ja
aktivoituneet fibroblastit (activated fibroblasts) (Xouri & Christian, 2010). CAF:en suuri maard
kasvaimessa liittyy huonoon ennusteeseen, mika kertoo CAF:en merkityksestd syovén etenemisessa
(Shimoda ym., 2010). Myo6s MSC:t ilmentévit verisuonittumista ja solujen proliferaatiota edistivié

tekijoitd (Klopp ym., 2010) eli niilld on luonnostaan samoja ominaisuuksia kuin CAF:lla.

CAF:n alkuperéstd ei ole varmaa tutkimustietoa, mutta todennikoisesti ne eivit ole perdisin
kudoksessa olevista (tissue-resident) fibroblasteista (Li ym., 2007). Mahdollisia l4hteitd ovat
epiteeli-mesenkyymitransitiota (EMT) lapikdyvéat solut (Sarridé ym., 2008). CAF:t voisivat olla
perdisin myos luuytimen soluista (BMDC, bone marrow-derived cells) (Direkze ym., 2004), jotka
voisivat mahdollisesti fuusioitua perifeeristen tai syopésolujen kanssa (Li ym., 2007). Lisdksi on
ndyttod rasvakudoksen kantasolujen (Jeon ym., 2010; Jotzu ym., 2010) ja bMSC:en (Mishra ym.,

2008; Spaeth ym., 2009) muuntumisesta kasvaimen fibroblasteiksi. Viimeksi mainituista on
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kerrottu tarkemmin kappaleessa 2.3.3.1. Mesenkymaalisten kantasolujen muuntuminen kasvaimen

fibroblasteiksi.

Perinteiset syopdhoidot kohdistuvat varsinaisiin syOpésoluihin, mutta nykytiedon perusteella
kasvaimen mikroympéristd voisi olla potentiaalisempi kohde (Hanna ym., 2009). Ongelmana on,
ettei vield tiedetd tarkasti, miten mikroympériston solut eroavat vastaavista normaaleista soluista,
joten mikroympdristolle spesifisten lddkkeiden kehittdminen on hankalaa (Li ym., 2007).
Verisuonten muodostumiseen (angiogeneesi) osallistuvat endoteelisolut olisivat hyvé
vaikutuskohde, koska niissd ei yleensd tapahdu mutaatioita, jolloin niille ei kehittyisi
ladkeresistenssidkdidn (Boehm ym., 1997). Verisuonten muodostumista estivid (antiangiogeenisia)
ladkkeitd tutkitaan parhaillaan. Vuonna 2004 FDA (Food and Drug Administration, Yhdysvaltain
ladke- ja elintarvikevirasto) hyviksyi kdyttdon ensimmadisen tdllaisen lddkkeen, bevasitsumabin
(Hanna ym., 2009). Yhdistelmédhoidolla voitaisiin vaikuttaa samaan aikaan useisiin eri kohteisiin,
milld voitaisiin estdd kasvainta kehittimastd ladkeresistenssid aiheuttavia kompensoivia reitteja
(Blansfield ym., 2008). Yhdistelmidhoidon tehokkuuden ansiosta voitaisiin my0s kadyttdd pienempid
ladkeannoksia, jolloin toksiset vaikutukset véhenisivdt (Hanna ym., 2009). Hoidon yhtena
ongelmana on, ettd ldfkeaineiden tehokas kuljetus sydpdkudokseen on hankalaa kasvaimen

epanormaalin verenkierron vuoksi (Li ym., 2007).

2.2.4. Syovan kantasolut

Syoviéstd on kaksi erilaista mallia: Perinteisen mallin mukaan kasvaimen kaikilla sydpésoluilla on
suuri jakautumiskyky ja kyky muodostaa uusi kasvain. Sitd vastoin syovén kantasolumallin mukaan
kyky kasvaimen muodostamiseen ja ylldpitimiseen on vain hyvin pienelld solupopulaatiolla, joka
on nimetty syovin kantasoluiksi (cancer stem cells, CSC) (Reya ym., 2001). Ndmi mallit on
esitelty kuvassa 2.3. Sydvdn kantasoluista on myds uudempi malli: Ulkoisen sydvin
kantasolumallin (extrinsic CSC model) (ei kuvassa) mukaan kaikki kasvaimen solut kayttaytyvait
syovian kantasolun tavalla oikeanlaisessa mikroympdristossd eli kaikilla soluilla on kyky

tuumorigeneesiin eli kasvaimen muodostamiseen, jos ymparistd on oikea (Rosen & Jordan, 2009).

Syovén kantasoluilla ja kudosten normaaleilla kantasoluilla on monia yhteisié piirteitd: molemmilla
on kyky jakautua erilaistumattomana (self-renewal) ja kyky muodostaa uusia, koostumukseltaan
heterogeenisia kudoksia. Eli molemmat solutyypit kykenevit organogeneesiin (elimen
muodostamiseen), mutta muodostuvan kudoksen tyyppi on erilainen (Pardal ym., 2003; Reya ym.,

2001). Suuri jakautumiskyky on hyvin olennainen kantasolujen ominaisuus, koska kantasolut ovat
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olemassa koko yksilon elinajan (Reya ym., 2001). Nayttdd todenndkdiseltd, ettd sditelyhiirid
normaalien kantasolujen jakautumisessa johtaa sydvin kantasolujen syntyyn. Monien onkogeenien
(syOpédgeenien) on osoitettu my6hemmin olevan osallisena kantasolun jakautumisen séételyssd (Al-

Hajj & Clarke, 2004).
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Kuva 2.3. Syoépamallit. Kaksi erilaista syopamallia (a ja b). Molemmissa malleissa solut ovat heterogeenisia
(keskenddn erilaisia). Perinteisen syOpamallin (a) mukaan suurin osa sydpésoluista kykenee muodostamaan uuden
kasvaimen, mutta syovdn kantasolumallin (b) mukaan kyky uuden kasvaimen muodostamiseen on vain syovin
kantasoluilla (CSC). Alemmassa kuvassa (c) on esitetty lddkehoidon vaikuttavuus ndissd malleissa. Jos tavalliset
syopdhoidot eivit tehoa syovian kantasoluihin, niin kasvain pienenee hoidon jdlkeen, mutta uusiutuu pian (alempi nuoli).
Syovén kantasoluihin tehoava ladke poistaisi kasvaimelta kyvyn tuottaa uusia soluja, jolloin kasvain lopulta hévidisi
(ylempi nuoli) (Reya ym., 2001). Muokattu ldhteestd Reya ym., 2001.

Normaali kantasolu olisi potentiaalinen syovén kantasolun lihde kahdesta syystd: Sydpidsolun
syntyminen kantasolusta vaatisi vihemman mutaatioita kuin transformaatio erilaistuneesta solusta,
koska kantasolulla on jo valmiiksi syOpésoluille olennainen suuri jakautumiskyky. Toiseksi
kantasolut ovat huomattavan pitkdikdisid moniin muihin soluihin verrattuna, joten niilld on
suurempi todenndkoisyys kerdtd sydvin syntyyn tarvittava médrd mutaatioita (Reya ym., 2001).
Syovin kantasolun alkuperéstd ei ole varmaa tutkimustietoa. Todennédkoisin alkuperd on normaali
kantasolu, mutta periaatteessa syovdn kantasolu voi muodostua myds jakautumiskyvyltdin
rajoittuneemmasta esiastesolusta (progenitor cell) tai jopa tiysin erilaistuneesta solusta (Pardal ym.,
2003; Reya ym., 2001). Indusoitujen pluripotenttien kantasolujen muodostaminen osoittaa, ettd

erilaistunutkin solu voi muuttua takaisin kantasoluksi (Takahashi & Yamanaka, 2006).
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Syovén kantasolujen olemassaolo todistettiin ensimmdiisend akuutissa myeloidisessa leukemiassa
(Lapidot ym., 1994). Myohemmin sydvédn kantasoluja on Idydetty myods kiinteiden kudosten
syovistd, kuten rintasyovastd (Al-Hajj ym., 2003), aivosyovistd (Singh ym., 2003) seka
munasarjasyovéstd (Bapat ym., 2005). Sydvén kantasolujen tutkimuksessa on kéytetty paljon
xenotransplantaatiota, jossa ihmisen syodpdsoluja injektoidaan immuunipuutoshiireen. Joidenkin
tutkijoiden mukaan tdma tutkimusmalli ei ole kuitenkaan hyvé, koska nykyisen késityksen mukaan
syovin etenemiseen vaikuttaa olennaisesti myds kasvaimen mikroympéristd (Bissell & Labarge,
2005) sekd immuunijirjestelmd (Mantovani, 2009), joita xenotransplantaatiomalli ei huomioi
(Rosen & Jordan, 2009). Lisdksi solut voivat vaurioitua merkittdvissd madrin, kun kasvaimesta

erotellaan yksittdiset solut xenotransplantaatiota varten.

Perinteisten sydpdhoitojen ajatellaan tehoavan jakautumiskyvyltdén rajoittuneisiin sydpasoluihin,
mikd johtaa kasvaimen pienenemiseen, mutta potilas ei kuitenkaan parane tdysin, koska jéljelle
jaavit syovéan kantasolut muodostavat uuden kasvaimen. Tehokkaiden hoitojen vaikutuskohteena
pitdisi olla “normaalien” syOpésolujen sijasta sydvdan kantasolut (Kuva 2.3). Tdméd voitaisiin
toteuttaa tappamalla syOvédn kantasolut, erilaistamalla ne jakautumiskyvyttomiksi soluiksi tai
estamélld etdpesdkkeiden muodostus (Pardal ym., 2003). Hoitomenetelmien tdytyisi kuitenkin olla
spesifisid vain sydvén kantasoluille; ne eivét saisi vaurioittaa kehon normaaleja kantasoluja, jotka
ovat hyvin samankaltaisia (Pardal ym., 2003). Erdén leukemian tapauksessa onkin jo 16ydetty hoito,
jolla voidaan tuhota spesifisesti leukemian kantasolut normaalien HSC:en sdéstyessd (Guzman ym.,

2002).

Syovén kantasoluista on 10ydetty joitakin yhteisid piirteitd, mutta ominaisuudet niyttivit olevan
hyvin riippuvaisia niissd olevista geneettisistd muutoksista, kasvaimen etenemisvaiheesta ja syovén
hoitoon kiytetyistd lddkeaineista. Lisdksi on havaittu suuria potilaskohtaisia vaihteluita CSC:en
suhteellisissa miérissd ja pintamolekyyleissd, mikéd edelleen vaikeuttaa sydpédhoitojen kehittdmista
(Rosen & Jordan, 2009). Sydvidn kantasolut saattavat liittyd ldheisesti epiteeli-
mesenkyymitransitioon (EMT), joka on oleellinen osa etdpesidkkeiden muodostumiseen liittyvaa
invaasiota (kasvaimen tunkeutuminen ympérdivddn kudokseen). EMT tarkoittaa prosessia, jossa
solun fenotyyppi (ilmiasu) muuntuu epiteliaalisesta mesenkymaaliseksi, jolloin solun liikkumiskyky
kasvaa. EMT on tirked esimerkiksi alkion kehityksessd ja haavan paranemisessa. Pdinvastaista
prosessia kutsutaan mesenkyymiepiteelitransitioksi (MET) (Micalizzi ym., 2010). Kiinteiden
kasvainten invasiivisesta reunasta on l10ydetty soluja, jotka ilmentédvit sekd EMT:oon ettd CSC:ihin

liittyvid markkereita tai ominaisuuksia. “Sydvian kantasolu” -tila voi olla vain joissakin
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olosuhteissa, kuten invaasiossa, ilmenevd viliaikainen tila (Pardal ym., 2003), mikd saattaa

aitheuttaa CSC-maérisséd havaitut potilaskohtaiset erot.

2.3. Mesenkymaaliset kantasolut ja syopa

Syovédn kehittymiseen vaikuttavat useat eri tekijdt, kuten edelld on kerrottu. Sydpéddn ndyttda
liittyvdn vahvasti myds mesenkymaaliset kantasolut (Jorgensen, 2009; Lin ym., 2010). Tété teoriaa
tukee mm. Santamaria-Martinezin ym. (2009) tutkimus, jonka mukaan karsinoomassa (epiteelistd
perdisin oleva syOpétyyppi) on syévin kantasolujen lisdksi myods muita kantasoluja. He erottivat
tutkimuksessaan eturauhassydvin xenograftimallista sivupopulaation (SP, side population), jonka
solut tunnistettiin mesenkymaalisiksi kantasoluiksi eri menetelmilld (Santamaria-Martinez ym.,

2009).

MSC:illa on useita ominaisuuksia, jotka ovat hyddyllisid kudosten normaalissa korjautumisessa,
kuten kasvutekijoiden tuotto ja verisuonten muodostumisen tukeminen. Nédiden piirteiden ansiosta
MSC:illa on suuri potentiaali solu- ja kudosteknologiassa. Valitettavasti samojen ominaisuuksien
vuoksi MSC:t voivat my0s tukea syovin kasvua, angiogeneesid ja etdpesikkeiden muodostumista
(Mishra ym., 2008; Valtieri & Sorrentino, 2008). MSC:en vaikutusta syopdin on tdrkedi tutkia,
jotta MSC:ja voidaan kayttda turvallisesti kliinisissé hoidoissa ja jotta saadaan lisétietoa kasvaimen
strooman roolista syovdn synnyssd (Klopp ym., 2010). Taulukkoon 2.1 on koottu MSC:en
ominaisuuksien hyotyjd ja haittoja solujen normaalin toiminnan, terapeuttisten sovellusten ja

syovén ndkokulmista.

Mesenkymaaliset kantasolut voivat olla osallisena syovédn kehittymisen ja kasvun eri vaiheissa:
MSC voi olla solu, josta syopd saa alkunsa (syovédn kantasolu) tai se voi toimia osana sydvin
kasvua tukevaa mikroympéristdd tai se voi olla osallisena ndissdé molemmissa (Lazennec &
Jorgensen, 2008). Lin ym. (2008) syOpéteorian mukaan kasvaimen syntyyn tarvitaan kolmea eri
kantasolutyyppid: SyOpé saa alkunsa syovan kantasoluista, mutta se tarvitsee kasvun tueksi myds
MSC:ja sekd EPC:ja (endothelial progenitor cells, endoteelisolujen esiastesoluja) verisuonten

muodostamista varten (Lin ym., 2008).

Kuvassa 2.4. on esitetty, milld tavoin MSC:t voivat vaikuttaa syopddn: MSC:t voivat vaikuttaa
sellaisenaan erittimiensa sytokiinien ja kasvutekijoiden kautta (Muehlberg ym., 2009) tai ne voivat
erilaistua kasvaimen fibroblasteiksi (CAF), jotka puolestaan erittdvit erilaisia sytokiinejd (Jotzu
ym., 2010; Mishra ym., 2008). Vaikutuskohteena kasvaimessa ovat 1) kasvun/apoptoosin sditely,

2) angiogeneesi, 3) immuunijdrjestelmd (immunomodulaatio) ja 4) invaasio/metastasointi (Bergfeld
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& DeClerck, 2010; Klopp ym., 2010). Seuraavissa kappaleissa on kerrottu tarkemmin luuytimen ja
rasvakudoksen MSC:en yhteydestd syOpédédn ja sen merkityksesti MSC:ja hyddyntédviin kliinisiin
sovelluksiin.

Taulukko 2.1. MSC:en ominaisuuksien hyddyt ja haitat eri ndakokulmista. Kaikki ominaisuudet, jotka ovat hyodyllisia
elimiston normaalissa toiminnassa ja joita voidaan hyodyntdd terapeuttisessa kdytdsséd, voivat myds edistdd syovén

syntyd tai kasvua.

Hyoty Haitta
Syovin syntyi
tukevat
ominaisuudet:
Pitkiikadisyys -MSC:t kidytettavissd koko elinajan | -MSC:lla paljon aikaa kerédtd mutaatioita
kudosten korjaukseen —> kehittyminen syopasoluksi
-Terapeuttinen kéyttd: mahdollista | todenndkdisempéd kuin normaalilla
myo0s idkkaille potilaille solulla
Jakautumis- -MSC:t jakautuvat tarpeen mukaan | -Syopédsolujen tarked ominaisuus, joka
potentiaali -Terapeuttinen kéytto: solujen MSC:illa on jo valmiiksi
médrdd voidaan lisdta in vitro
Syovin
kasvua
tukevat
ominaisuudet:
Liikkuminen -MSC:t kulkeutuvat -Elimiston omien tai sinne vietyjen
tiettyja kudosvauriopaikalle MSC:en kulkeutuminen kasvaimeen
tekijoita -Terapeuttinen kayttd: MSC:t
ilmentéviin kulkeutuvat itseohjautuvasti
paikkaan kudosvauriopaikalle; syovén tai
(homing) muun sairauden geeniterapia
Verisuonten -Kudosvaurion luonnollinen -Mahdollistaa kasvaimen
muodostu- paraneminen verisuonittumisen, mikd on syovén
misen -Auttaa jossain médrin esim. kasvun perusedellytys
tukeminen syddninfarktissa (Askari ym., 2003)
Erilaistumis- -Kudosvaurion luonnollinen -MSC:t voivat erilaistua CAF:ksi tai
kyky paraneminen muiksi syovan kasvua tukeviksi soluiksi
-Terapeuttinen kaytto: MSC:t
voidaan erilaistaa halutuksi
solutyypiksi
Kasvu- -Kudosvaurion luonnollinen -Syovin kasvun edistdminen
tekijéiden paraneminen
tuotto -Terapeuttinen kéytto: MSC:t
tukevat elimiston omien solujen
kasvua
Immuno- -Terapeuttinen kdyttd: mahdollistaa | -MSC:t estdvit elimiston
suppressiivi- allogeenisten solujen kayton; immuunijérjestelmdn hyokkaysta
suus MSC:ja voidaan kayttdd kasvainta vastaan
immunologisten hdirididen hoidossa

27
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Kuva 2.4. Mesenkymaalisten kantasolujen vaikutukset syopddn yleisesti. MSC:t tai niistd erilaistuneet kasvaimen
fibroblastit voivat erittdd kasvaimeen vaikuttavia kasvu- ym. tekijoitd (Muehlberg ym.,2009; Mishra ym., 2008).
Kasvaimessa vaikutus kohdistuu 1) proliferaation (kasvun) ja apoptoosin (solukuolema) sddtelyyn, 2) angiogeneesiin, 3)
metastasointiin ja/tai 4) immuunijirjestelméién (Klopp ym.,2010; Bergfeld & DeClerck, 2010). Kuva muokattu ldhteistd
Bergfeld & DeClerck (2010) ja http://www.bioscience.org/2005/v10/af/1668/figures.htm.

2.3.1. Mesenkymaaliset kantasolut syovan lahteena

Mesenkymaaliset kantasolut olisivat potentiaalisia syovdn kantasoluja niiden suuren
jakautumispotentiaalin ja pitkdikdisyyden vuoksi (Reya ym., 2001). Wang ym. (2005)
tutkimuksessa ihmisen bMSC:ista 10ytyi transformoitunut solupopulaatio, joka aiheutti syopaa
immuunipuutoshiirissd. Transformoituneiden solujen 16ytyminen on riski kliinisissd sovelluksissa
riippumatta siitd, ovatko solut olleet pahanlaatuisia jo luuytimessd vai muuntuneet vasta

soluviljelyssd (Wang ym., 2005).

Serakinci ym. (2004) 16ysivit ensimmaisid todisteita MSC:en transformaatiosta soluviljelyn aikana.
Telomeraasi kédédnteiskopioijaentsyymin (hTERT, human telomerase reverse transcriptase) vieminen
bMSC:hin aiheutti solujen transformaation pitkdaikaisviljelyssd (Serakinci ym., 2004). Useissa
tutkimuksissa on sen jilkeen selvitetty, voivatko MSC:t muuntua pahanlaatuisiksi (transformoitua)
myo6s spontaanisti (Lazennec & Jorgensen, 2008). Rubio ym. (2005) tutkimuksessa ithmisen
rasvakudoksen kantasolut transformoituivat spontaanisti 4 — 5 kuukauden kuluttua solujen
eristimisestd (Rubio ym., 2005). Sama tutkimusryhméd osoitti kuitenkin mydhemmin, ettd
“transformoitunut”  solulinja  oli  kontaminoitunut samassa laboratoriossa  kisitellylld

syopisolulinjalla eli ensimmdiset tulokset olivat virheellisid (Garcia ym., 2010). Regsland ym.
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(2009) tutkimuksessa ldhes puolet ihmisen bMSC-solulinjoista transformoitui spontaanisti
pitkdaikaisessa (5-106 vk) viljelyssd (Resland ym., 2009). Kuitenkaan toisessa tutkimuksessa
pitkddn viljellyistd ithmisen bMSC:ista ei 10ydetty mitddn merkkejd kromosomimuutoksista tai
telomeraasiaktiivisuudesta (Bernardo ym., 2007). Jotkin syovét ndyttdvét olevan perdisin suoraan
mesenkymaalisista kantasoluista. Esimerkiksi Ewingin sarkooma, nuorten yleinen luukasvain, on

todenndkoisesti perdisin bMSC:ista (Tirode ym., 2007).

2.3.2. Mesenkymaalisten kantasolujen liikkuminen ja hakeutuminen kasvaimiin

Kucerova ym. (2007) osoittivat ensimmdisen kerran, etti ihmisen ASC:illa on kyky hakeutua
kasvainta kohti. Tutkimuksessa suurin osa hiiren laskimoon injektoiduista ASC:ista hakeutui
kasvaimiin, mutta soluja 10ytyi myos keuhkoista ja maksasta eli kasvaimiin hakeutuminen ei ollut
taysin spesifistd (Kucerova ym., 2007). Kliinisten hoitojen kannalta on tirkedd tietdid MSC:en
mahdolliset sivuvaikutukset eri elimiin, koska soluja kulkeutuu myods muualle kuin sydpiakudokseen
(Lazennec & Jorgensen, 2008). Kantasolujen jakautumista eri elimiin on tutkittu myos terveilld
eldimilla. Paviaaneilla tehdyssd kokeessa verenkiertoon injektoidut autologiset ja allogeeniset
bMSC:t kulkeutuivat moniin eri kudoksiin, kuten munuaisiin, maksaan, ihoon, keuhkoihin ja maha-

suolikanavaan (Devine ym., 2003).

Kasvaimen muodostuminen muistuttaa haavan paranemista: MSC:t hakeutuvat kasvaimiin, koska
kasvain erittdd samanlaisia sytokiinejd kuin haava (Spaeth ym., 2008) eli MSC:ja houkutellaan
samoilla tavoilla ndihin molempiin (Bergfeld & DeClerck, 2010). Lisdksi kasvaimen strooma on
hyvin samankaltainen paranevassa haavassa olevan granulaatiokudoksen (jyvéiskudos,
sidekudostyyppi) kanssa (Dvorak, 1986). Edelld mainittujen seikkojen vuoksi Dvorak (1986) on
kutsunut syOpédd “haavaksi, joka ei koskaan parane”. Kidd ym. (2009) tutkimuksessa ihmisen ja
hiiren bMSC:t kulkeutuivat hiirissd spesifisesti sekd haavaan ettd kasvaimeen. Tutkimustulokset
olivat riippumattomia syOpdtyypistd, bMSC:n alkuperéstd (hiiri/ihminen) ja solujen antoreitistd

(Kidd ym., 2009).

MSC:en kulkeutuminen kudosvauriopaikalle on huonosti tunnettu, mutta oletettavasti se muistuttaa
valkosolujen vierimistd (leukocyte rolling) tulehduspaikalle, mikd puolestaan tunnetaan hyvin (Yagi
ym., 2010). Verenkierrossa kulkeva valkosolu sitoutuu ensin reseptoriensa ("homing receptors”)
avulla endoteeliin, minkéd jilkeen kudoksesta erittyvit kemokiinit aktivoivat valkosolun integriinit,
mikd vahvistaa adheesiota. Seuraavaksi valkosolu kulkeutuu endoteelin ldpi kudokseen

(ekstravasaatio) (Sackstein, 2005). Luuytimen MSC:n liikkkumisen sddtelyyn puolestaan osallistuvat
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integriinit (Steingen ym., 2008), soluvéliaineen komponentit, kuten fibronektiini (Yagi ym., 2010),
bFGF (fibroblastikasvutekijd) (Schmidt ym., 2006), MMP:t (matriksin metalloproteaasit) (Steingen
ym., 2008), TLR- (Toll-like receptor, Tollin kaltainen reseptori) vélitteinen litkkuminen (Tomchuck
ym., 2008) sekd SDF-1 (stromal derived factor 1) (Yagi ym., 2010). Solujen hakeutumisesta
tiettyyn paikkaan (esim. kudosvaurio tai syopd) kéytetddn englanniksi termid ‘“homing”
(itseohjautuminen). Télla tarkoitetaan prosessia, jossa solut vaeltavat paikkaan, jossa niitd tarvitaan

(Yagi ym., 2010).

Monissa tutkimuksissa on tullut esille SDF-1:n merkitys kantasolujen ja syodvin vélisessd
yhteydessd (Lin ym., 2010; Menon ym., 2007; Mishra ym., 2008). SDF-1 (stromal-derived factor
1), toiselta nimeltddn CXCL12, (chemokine (C-X-C motif) ligand 12) on kemokiini, joka sitoutuu
lahinnd CXCR4-reseptoriin (chemokine (C-X-C motif) receptor 4). Kemokiinit ovat pienid,
tulehdusta edistdvid (proinflammatorisia) sytokiinejd, jotka séételevdt solujen liikkumista
sitoutumalla solujen pinnalla oleviin G-proteiinireseptoreihin. CXCR4:n jilkeen on 16ydetty myos
toinen SDF-1-reseptori, CXCR7. SDF-1:4 on eri muotoja (isoformeja, samasta geenistd tuotettuja
eri proteiineja), joista a-muoto on yleisin (Sun ym., 2010). SDF-1 ilmenee lukuisissa kudoksissa ja
se on osallisena tulehduksessa, infektiossa, kudosvauriossa, allergiassa, sydén- ja verisuonitaudeissa
ja syovissd (Rot & von Andrian, 2004). Esimerkiksi erddssd rotilla tehdyssd kokeessa SDF-1-
ekspressio nousi heti syddninfarktin jdlkeen ja ekspressio pysyi koholla 7 pdivan ajan. Kokeessa
osoitettiin, ettd SDF-1 oli riittdvd tekijd houkuttelemaan kantasolut hapenpuutteesta

vaurioituneeseen sydinlihakseen (Askari ym., 2003).

Sordi ym. (2005) Kkartoittivat ~ ensimmiisend = bMSC:en liikkumiseen vaikuttavia
kemokiinireseptoreita ja niiden ligandeja. Heiddn mukaansa SDF-1 ja CX3CL1 (Kemokiini (C-X3-
C motiivi) ligandi 1) ovat tirkeimmit bMSC:n liikkumista sdételevit tekijiat (Sordi ym., 2005).
CXCR4/SDF-1-vuorovaikutuksen merkityksestd bMSC:en liikkumisessa on myds pidinvastaisia
tuloksia: Erddn tutkimuksen mukaan ihmisen bMSC:t eivit ekspressoi ollenkaan CXCR4-reseptoria
(Sackstein ym., 2008), kun taas toisen tutkimuksen mukaan bMSC:issa on kyseinen reseptori, mutta
solut eivit kdytd sitd liikkumiseen (Ip ym., 2007). Ahmadian ym. (2010) kartoittivat ihmisen
bMSC:ista ja ASC:ista liikkkumiselle tirkeitd kemokiinireseptoreita. Kaikkia tutkittuja reseptoreita
(CCR1, CXCR4, CCR7, CXCR6 ja CXCR3) ekspressoitiin enemmén ASC:issa kuin bMSC:issa
(Ahmadian Kia ym., 2010).

Menon ym. (2007) tutkimuksessa rotan bMSC:t liikkuivat rinta-, eturauhas- ja

paksusuolisyOpésolujen altistusmediumia (CM, conditioned medium) kohti ja CM-altistus nosti
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kantasoluissa erityisesti SDF-1:n ekspressiota. Tulostensa perusteella he esittivit, ettd bMSC:en
SDF-1-ekspressio aktivoituu kasvaimen tuottamien kemokiinien ansiosta ja sen jdlkeen SDF-1
aktivoi autokriinisesti bMSC:en liikkkumista kasvainta kohti. Tutkimuksessa osoitettiin myds in
vivo, ettd bMSC:t kulkeutuvat kasvaimen mikroympéristoon (Menon ym., 2007). Toisen
tutkimuksen mukaan bMSC:n liikkuminen sydpésoluja kohti on olennaisesti riippuvainen
syopdsolujen erittdiméstd MCP-1:std (monocyte chemotactic protein-1), vaikkakin syOpésolut
erittdvit samalla myds SDF-1:td (Dwyer ym., 2007). My6s Lin ym. (2010) mukaan SDF-1/CXCR4-
vuorovaikutus siddtelee ASC:en litkkumista sydpédsoluja kohti, mutta ligandia ja reseptoria
ilmentdvat eri solut kuin Menon ym. (2007) tutkimuksessa: Lin ym. (2010) tutkimuksessa
eturauhassydpdsolujen erittdmd SDF-1 houkutteli ASC:ja, jotka ilmensivit CXCR4:a (Lin ym.,
2010).

MSC:t voivat hakeutua kasvaimeen kuten edelld on kerrottu. Joissakin syOpétyypeissd, erityisesti
rintasyovéssd, kasvaimen ldhelld on jo luontaisesti paljon ASC:ja sisdltdvdd rasvakudosta, joten
ASC:t ja syOpédsolut voivat olla helposti vuorovaikutuksessa (Muehlberg ym., 2009; Pinilla ym.,
2009). Luuytimen kantasoluihin verrattuna rasvakudoksen kantasolut sijaitsevat paljon ldhempéina
rintasyopisoluja (Muehlberg ym., 2009). Myds munasarjojen ldhelld on luontaisesti vatsaontelon

rasvakudosta, joka voi olla osallisena munasarjasyovéssa.

2.3.3. Mesenkymaalisten kantasolujen aktivoiva vaikutus syopaan

Rasvakudoksen ja luuytimen kantasolujen on osoitettu tukevan sydvidn kasvua ja metastasointia
useissa eri tutkimuksissa, joista osassa on myds tunnistettu vaikutuksen vdlittdvid tekijoitd
(Karnoub ym., 2007; Menon ym., 2007; Muehlberg ym., 2009; Pinilla ym., 2009; Yu ym., 2008).
Kasvaimen ja MSC:en vililld vallitsee kaksisuuntainen vuorovaikutus (Kuva 2.5): Kasvaimet
houkuttelevat MSC:ja ja saavat ne muuttumaan kasvaimen fibroblasteiksi, jotka vaikuttavat mm.

kasvaimen elinkykyyn (Bergfeld & DeClerck, 2010).

MSC:n syOpédd aktivoivasta vaikutuksesta on todisteita jo vuodelta 2003. Djouad ym. (2003)
tutkimuksessa syovén ilmaantuvuus (insidenssi) kohosi huomattavasti, kun B16-melanoomasolujen
kanssa injektoitiin  my0s  hiiren bMSC:ja. Tédmédn arveltiin  johtuvan bMSC:en
immunosuppressiivisesta (immuunijirjestelmdd vaimentava) vaikutuksesta, mikd mahdollistaa

syovin kehittymisen (Djouad ym., 2003).

Myds ASC:en on todettu edistdvdn syovan kasvua in vitro ja in vivo: Yu ym. (2008) injektoivat

keuhkosyopd- ja glioomasoluja yhdessd ihmisen ASC:en kanssa hiiriin. ASC:en vaikutuksesta
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kasvaimet olivat suurempia, eldvid syopdsoluja oli enemméin ja kuolleita syOpésoluja vihemman,
mikd johtui syOpésolujen elinkykyisyyden (survival) tai jakautumisen (proliferation) kasvusta.
ASC:t erittivdt useita angiogeneesid eristdvid tekijoitd, mutta siitd huolimatta niilld ei ollut
vaikutusta kasvaimen verisuonittuneisuuteen. Témén arveltiin johtuvan muun muassa siitd, ettd
ASC:t olivat kulkeutuneet pois kasvainalueelta ennen angiogeneesin alkamista (Yu ym., 2008). Téta
teoriaa tukee Lin ym. (2010) tutkimus, jossa ihmisen ASC:illa havaittiin angiogeneesid tukeva
vaikutus, kun solut injektoitiin hiiriin vasta viikko eturauhassydpésolujen (PC3) jilkeen. ASC:en
osoitettiin lisddvén verisuonittuneisuutta FGF2:n (fibroblast growth factor 2, basic) kautta (Lin ym.,

2010).

Zhang ym. (2009) tutkimuksessa osoitettiin, ettd ihon alle injektoidut hiiren ASC:t ja
rasvakudoksen endoteelisolut hakeutuivat verenkierron kautta kasvaimeen, jossa ASC:t liittyivét
osaksi stroomaa ja endoteelisolut osaksi verisuonistoa edistden sydvén kasvua ja verisuonittumista.
Syovan kasvu kiihtyi myos toisessa kokeessa, jossa hiiriin transplantoitiin pelkkdd valkoista
rasvakudosta eli rasvakudoksen solut ndyttdvédt hakeutuvan kasvaimiin ja tukevan niiden kasvua.
Kirjoittajien mukaan ndmi havainnot voisivat osaltaan selittdd, miksi lihavuus on yhteydessd
syovin nopeampaan kehittymiseen. Tutkimuksessa kéytettiin rintasyopd- (MDA-231),
eturauhassyopé- (DU145), keuhkosyopa- (LLC) ja Kaposin sarkooma (KS1767) solulinjoja (Zhang
ym., 2009).

Kuva 2.5. Syopidsolun vuorovaikutus MSC:n ja CAF:n kanssa. Vuorovaikutus on usein kaksisuuntainen:
(1) Syopiasolu saa MSC:t tuottamaan syOpasoluun vaikuttavia tekijoitd kuten CCL5:td (mustat nuolet) (Karnoub ym.,
2007; Pinilla ym., 2009). (2) Mishra ym. (2010) mallin mukaan sydpésolun tuottamat tekijat saavat CAF:t tuottamaan
syoOpésolua aktivoivia tekijoitd (siniset nuolet). (3) Monissa tutkimuksissa on myds kuvattu, ettd syOpdsolun erittimat
tekijat, muuttavat MSC:t CAF:ksi, jotka puolestaan tuottavat sydpasoluja aktivoivia tekijoitd, kuten SDF-1:4 (punaiset
nuolet) (Jeon ym., 2010; Mishra ym., 2008).
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2.3.3.1. Mesenkymaalisten kantasolujen muuttuminen kasvaimen fibroblasteiksi

Kasvaimen fibroblastit (CAF) ovat tirked osa kasvaimen mikroympéristéd (Li ym., 2007), mutta
niiden alkuperdstd ei ole kuitenkaan tiyttd varmuutta (Mishra ym., 2009; Spaeth ym., 2009).
Kasvaimen fibroblasteista on kerrottu tarkemmin kappaleessa 2.2.3 Kasvaimen mikroymparisto.
MSC:t ovat useiden tutkimusten mukaan mahdollisia CAF-léhteitd (Bergfeld & DeClerck, 2010;
Jeon ym., 2010; Jotzu ym., 2010; Mishra ym., 2009). Mishra ym. (2010) teorian mukaan CAF:en ja
syopdsolujen vililld vallitsee kaksisuuntainen vuorovaikutus, jossa syOpdsolujen erittimét tekijat
aktivoivat CAF:t tuottamaan syOpéé edistdvid kemokiineja, jotka vaikuttavat syopdsoluihin (Kuva
2.5). CAF:t edistdvdat syovdn kasvua parakriinisten tekijéiden (mm. kemokiinien) avulla seké
osallistumalla verisuonittumiseen, etdpesdkkeiden ja strooman rakenteen muodostamiseen (Kuva

2.4).

Kemokiinit ndyttaviat olevan solujen vilisen vuorovaikutuksen kulmakivi, joka edistdd useiden
syopien pahanlaatuisuutta (Mishra ym., 2010). Muehlbergin ym. (2009), Karnoub'n ym. (2007) ja
Pinillan ym. (2009) tutkimukset vahvistavat tdtd teoriaa. Naissd tutkimuksissa esiintyvien SDF-1:n
ja CCLS5:n lisdksi on l0ydetty myos muita CAF-sydpisolu-vuorovaikutukseen osallistuvia
kemokiineja, kuten CCL2, CCL7, CXCLS8 ja CXCL14 (Mishra ym., 2010). SDF-1:std ja CCL5:sta

on kerrottu tdssd kappaleessa tarkemmin.

Mishra ym. (2008) osoittivat, ettd pitkdaikainen (30 vrk) altistus syOpdsolujen altistusmediumille
(CM, conditioned medium) muuttaa ihmisen bMSC:t CAF:n kaltaisiksi soluiksi. Tutkimuksessa
saatiin samanlaisia tuloksia sekéd rintasydpi-, haimasydpa- ettd glioomasolujen altistusmediumeilla.
Monien CAF:in liittyvien geenien, kuten o-SMA:n, vimentiinin ja fibroblastien pintaproteiinin
(FSP, fibroblast surface protein), ekspressio oli kohonnut muuntuneissa soluissa (Mishra ym.,
2008). Myos SDF-1:n, tirkedn syovén kasvun ja angiogeneesin tukijan, ekspressio kohosi (Mishra
ym., 2008; Orimo ym., 2005). Syopésolujen CM:ssd olleet bMSC:t tukivat sydvéin kasvua sekd in
vitro ettd in vivo; sitd vastoin késitteleméttomilldi bMSC:illa syovidn kasvua tukeva vaikutus oli
paljon pienempi. Kirjoittajat huomauttavat, ettei tuloksista voi kuitenkaan péaitelld bMSC:en

muuntuvan CAF:ksi my6s in vivo (Mishra ym., 2008).

Spaeth ym. (2009) saivat kokeistaan vastaavia tuloksia seki in vitro etti in vivo: Thmisen bMSC:t
muuntuivat CAF:ksi pitkdaikaikaisessa viljelyssd (16 vrk) syopdsolujen CM:ssa. In vivo -kokeessa
rinta-, munasarja- ja haimasyOopdd sairastaviin hiiriin injektoidut bMSC:t muuntuivat CAF:ksi.
Lisdksi bMSC:en erittdimidn IL-6:n osoitettiin tukevan munasarjasydpédsolujen (Skov-3)

varhaisvaiheen kasvua (Spaeth ym., 2009).
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Jeon ym. (2010) ja Jotzu ym. (2010) ovat osoittaneet, ettd bMSC:en lisdksi my0s rasvakudoksen
kantasolut erilaistuvat CAF:ksi. Munasarjasyopdsolujen erittiméd lysofosfatidihappo (LPA,
lysophophatidic acid) indusoi ihmisen ASC:en erilaistumisen CAF:ksi monien eri signaalireittien
kautta (Jeon ym., 2010). Jeon ym. (2010) tutkimuksen mukaan LPA:n vaikutus vilittyy ainakin
Rho-kinaasi-, ERK-, fosfolipaasi C- (PLC) ja fosfoinositidi-3-kinaasi-reittien kautta. OVCAR-3- ja
Skov-3-munasarjasyOpésolujen altistusmedium stimuloi hASC:t erittdmidin SDF-1:td, VEGF:4 ja
muita angiogeenisid tekijoitd sekd a-SMA:a, jotka ovat kaikki CAF:lle ominaisia piirteitd (Jeon
ym., 2010). LPA:n on osoitettu olevan keskeinen tekijd munasarjasyovin kasvussa ja etenemisessi:
Munasarjasyopapotilaiden korkea LPA-pitoisuus askiitissa (vatsaonteloon kertyneessd nesteessé) on
yhteydessd huonoon ennusteeseen (Murph ym., 2009). Jeon ym. (2010) arvion mukaan ratkaiseva
tekijd syovén kehittymisessd on se, ettd LPA indusoi MSC:t tuottamaan VEGF:4 ja SDF-1:4, joten

LPA olisi potentiaalinen kohdemolekyyli sydvin kasvun ja angiogeneesin estdmisessé.

SDF-1

Kappaleessa 2.3.2. (MSC:en liikkkuminen ja hakeutuminen kasvaimiin) kerrottiin, ettd SDF-1 on
osallisena MSC:en houkuttelemisessa kasvaimiin. Sen lisdksi SDF-1 vaikuttaa monien tutkimusten
mukaan myds syovin kasvuun (Menon ym., 2007; Muehlberg ym., 2009; Orimo ym., 2005). SDF-1
sitoutuu CXCR4-reseptoriin, jonka kohonnut ekspressio syOpédsoluissa on yhteydessd huonoon
ennusteeseen monissa eri syOpdtyypeissd (Balkwill, 2004). Tdmid reseptori ilmenee sekéd
syopésoluissa (Muehlberg ym., 2009; Orimo ym., 2005), ASC:issa (Lin ym., 2010) ettd bMSC:issa
(Menon ym., 2007; Sordi ym., 2005), joten SDF-1 vaikuttaa niihin kaikkiin soluihin. SDF-1:n rooli
syovidssd on moninainen (Kuva 2.6): kasvaimen erittimd SDF-1 houkuttelee paikalle MSC:ja (Lin
ym., 2010) tai MSC:t liikkuvat kasvainta kohti niiden itse erittimdnsd SDF-1:n avulla (Menon ym.,
2007). Lisdksi kasvaimen erittdmid SDF-1 aktivoi MSC:n/CAF:n omaa SDF-tuottoa (Jotzu ym.,
2010; Muehlberg ym., 2009; Orimo ym., 2005), joka puolestaan aktivoi sydpidsolujen kasvua
(Mishra ym., 2008).

Orimon ym. (2005) mukaan CAF:en suotuisa vaikutus rintasyépddn johtuu suurelta osin juuri SDF-
1:std. Tutkimuksessa SDF-1-ekspressio oli huomattavasti suurempi rintasyOpandytteistd eristetyissé
CAF:issa kuin normaaleissa rintakudoksen fibroblasteissa. Kirjoittajien mukaan CAF:en tuottama
SDF-1 aktivoi rintasyovén kasvua kahdella tavalla. SDF-1 stimuloi sydpasolujen kasvua CXCR4:n
kautta, kuten myds Muehlberg ym. (2009) on todennut. Toiseksi SDF-1 houkuttelee kasvaimeen
endoteelisolujen esiasteita (EPC, endothelial progenitor cells), mikd edistdd angiogeneesid. (Orimo

ym., 2005).
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Kuva 2.6. SDF-1 osallistuu MSC-syopésolu-vuorovaikutukseen monin eri tavoin: (1) ASC:en on todettu liikkkuvan
syopasoluja kohti sydpésolujen erittdméan SDF-1:n vaikutuksesta (Lin ym., 2010), kun taas toisessa tutkimuksessa (2)
bMSC:t liikkuivat syOpdsoluja kohti niiden itsensd tuottaman SDF-1:n vaikutuksesta (Menon ym., 2007). (3)
Syopésolujen erittdmét tekijit (3a) saavat aikaan bMSC:en (Mishra ym., 2008) ja ASC:en (Jeon ym.,2010; Jotzu ym.,
2010) muuttumisen CAF:ksi, jotka tuottavat SDF-1:4, joka puolestaan vaikuttaa sySpésoluihin (3b). (4) Etépesdkkeitd
muodostuu ensisijaisesti paikkoihin, joista eritetd&an SDF-1:4 (Miiller ym., 2001). Liséksi ASC:en erittimédn SDF-1:n on
osoitettu parantavan syopasolujen metastasointikykyé (Muehlberg ym. 2009).

Muehlbergin ym. (2009) tutkimuksessa ASC:t tukivat rintasyOvén kasvua ja metastasointia.
Ihmisen soluilla tehdyssd kokeessa ASC:en injektio yhdessd rintasydpésolujen kanssa tuki
kasvaimen kehittymistd. Hiiren soluilla tehdyssd kokeessa ASC:t tuottivat vuorovaikutuksessa
CSC:en (4T1-solulinja) kanssa SDF-1:td, joka aktivoi syOpdsoluja sitoutumalla niissd olevaan
CXCR4-reseptoriin. Hiiren ASC:en osoitettiin myods yhdistyvdn kasvaimen verisuoniin ja
erilaistuvan endoteelisoluiksi, kun ne injektoitiin hiiriin yhdessd syovén kantasolujen (4T1) kanssa.
Vaihtoehtoisesti SDF-1 voi houkutella endoteelisolujen esiasteita (EPC). Kirjoittajat ehdottavat
tulostensa perusteella, ettd syOpd saa alkunsa sydvian kantasoluista ja niiden vuorovaikutus

kudoksessa olevien normaalien kantasolujen kanssa tukee syovén kasvua (Muehlberg ym., 2009).

SDF-1:n on osoitettu vaikuttavan myds etidpesidkkeiden muodostumiseen. Miillerin ym. (2001) in
vivo -tutkimuksen mukaan SDF-1-CXCR4-vuorovaikutus siitelee oleellisesti sitd, mihin kasvain
muodostaa etdpesikkeitd: ligandien (SDF-1 ja CCL21) ekspressio oli kohonnut paikoissa, joihin
etdpesikkeet muodostuivat ensimmadisend ja vastaavasti reseptorien (CXCR4 ja CCR7) ekspressio
oli kohonnut rintasyopésoluissa ja pahanlaatuisissa kasvaimissa (Miiller ym., 2001). Vastaavia

tuloksia on saatu myods Ma'n ym. (2010) tutkimuksessa: Paksunsuolensydvéssd suurin parantumista
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rajoittava ongelma on maksaan muodostuvat etdpesdkkeet. Niiden syntyminen johtuu
vuorovaikutuksesta syOpdsolujen CXCR4:n ja maksan endoteelisolujen ilmentimidn SDF-1:n
vililla. Ma'n ym. (2010) tutkimuksessa osoitettiin, ettd matalamolekyylipainoinen hepariini
(LMWH, low-molecular-weight heparin) estdd paksunsuolen sydvin metastasointia maksaan
hiiritsemalld kyseistd reseptori-ligandi-vuorovaikutusta. LMWH:ta kéytetddn sydpépotilailla
estimddn veritulppien muodostumista ja sen on havaittu védhentdvin etidpesidkkeiden

muodostumista, mutta syytd siihen ei ole tiedetty (Ma ym., 2010).

CCL5

Sekd ASC:en ettd bMSC:en on osoitettu tukevan rintasydvin invaasiota ja metastasointia CCL5:n
kautta (Karnoub ym., 2007; Pinilla ym., 2009). CCLS5:std kéytetdin myds nimed RANTES
(Regulated upon Activation Normal T-cell Expressed and Secreted), joka sille annettiin, kun tekijé
tunnistettiin - ensimmdistd kertaa T-soluissa. Nykytiedon perusteella CCLS5:td erittdvét
immuunisolujen lisdksi my0s monet muut solut. Taémédn tekijan yhtend tehtdvind on houkutella
tulehdus- tai infektiopaikalle immuunijirjestelmén soluja (Appay & Rowland-Jones, 2001).
Kohonneen CCL5-pitoisuuden on néytetty liittyvdn huonoon ennusteeseen vaiheen II (stage II)
rintasydpépotilailla (Yaal-Hahoshen ym., 2006). Kuitenkin CCL5:t4 on ehdotettu myds adjuvantiksi
(tehosteaine) syovdn immunoterapiaan (Lapteva & Huang, 2010) eli tdimén tekijan vaikutuksista on

ristiriitaista tietoa.

Karnoub ym. (2007) kokeessa ihmisen bMSC:en yhdistdminen heikosti metastaattisiin
(etdpesdkkeitdi  muodostaviin)  rintasyOpdsoluihin  paransi  huomattavasti  syOpdsolujen
metastasointikykyd. Tutkimuksessa kiytettiin xenograftimallia, jossa molempia solutyyppeji
injektoitiin  yhtd aikaa hiiren ihon alle. Yhdelld tutkitulla linjalla (MDA-MB-231)
metastasointikyvyn paranemisen osoitettiin johtuvan CCL5:sté, jota bMSC:t tuottivat syopdsolujen
vaikutuksesta. CCL5:n vaikutus vilittyy syopésoluissa olevan CCRS5-reseptorin kautta. Tuloksista
on huomioitava, ettd kokeessa kiytetyistd neljdstd syopdsolulinjasta kolmessa (MDA-MB-435,
MCF/Ras, HMLER) metastasointia parantavana tekijand oli todenndkdisesti jokin muu kuin CCLS,
kirjoittajien arvioiden mukaan esimerkiksi VEGF tai IL-8 (Karnoub ym., 2007).

Karnoub'n ym. (2007) tutkimuksen jélkeen saatiin samankaltaisia tuloksia my06s ihmisen ASC:illa:
Vuonna 2009 julkaistiin ensimméinen tutkimus, jonka mukaan kudoksessa olevat (tissue-resident)
ASC:t edistdavit rintasyopdsolujen invaasiokykyd CCL5:n kautta. Tdssd tutkimuksessa tehtiin in
vitro -kokeita, muun muassa solujen yhteisviljelmid. Tutkimuksessa havaittiin lisdksi, ettd CCL5

aktivoi my0s ASC:en autokriinistdi MMP-9:n (matriksin metalloproteinaasi 9) tuottoa, mikéa
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osaltaan edistdd metastasointia (Pinilla ym., 2009). Sekd Karnoub'n ym. (2007) ettd Pinillan ym.
(2009) tulokset saatiin kayttimélld samaa syOpisolulinjaa (MDA-MB-231). Luuytimen MSC:t
tarvitsivat CCL5:n ekspression aktivoimiseksi suoran kontaktin syOpdsoluithin (Karnoub ym.,
2007), kun taas ASC:illa aktivaatioon riitti pelkdstddn sydpésolujen altistusmedium (Pinilla ym.,
2009). Pinilla ym. (2009) arvioivat timédn johtuvan bMSC:en ja ASC:en vilisistd eroista. Myos
Muehlberg ym. (2009) ovat osoittaneet, ettd ASC:t tuottavat CCLS5:td syopédsolujen vaikutuksesta,

mutta he eivit ole tutkineet CCL5:n vaikutuksia.

Jotzu ym. (2010) tutkimus ASC:en ja sydvdn vuorovaikutuksesta kokoaa osittain yhteen
aikaisempien tutkimusten tuloksia: Jotzu ym. (2010) in vitro -tutkimuksessa ihmisen ASC:t
erilaistuivat syopdd tukeviksi fibroblasteiksi (CAF) rintasyopdsolujen altistusmediumissa.
Vaikutuksen vilitti syopésolujen tuottama TGF-B1, joka signaloi ASC:issa Smad3:n kautta. CAF:t
ilmensivdt enemman sekd SDF-1:4 ettd CCL5:4 ja ne edistivit rintasyopasolujen (MDAMB231 ja
MCF-7) invaasiota in vitro eli erilaistuneet solut olivat toiminnallisesti CAF:n kaltaisia (Jotzu ym.,

2010).

Kantasolu-sydpasolu-vuorovaikutuksen tutkimus on keskittynyt enemmin sithen, miten aikuisen
kantasolut vaikuttavat syopdsoluihin, mutta edelld esitellyt tutkimukset ovat osoittaneet ettd myds
syopdsolut vaikuttavat kantasoluihin: Sydpésolut houkuttelevat MSC:ja (Lin ym., 2010) ja
indusoivat MSC:issa CAF-fenotyypin (Jeon ym., 2010; Jotzu ym., 2010; Mishra ym., 2008; Spaeth
ym., 2009), johon kuuluu mm. syovén kasvua edistidvien kemokiinien ekspressio (Jotzu ym., 2010;

Mishra ym., 2008).

2.3.4. Mesenkymaalisten kantasolujen inhiboiva vaikutus syopaan

Mesenkymaalisten kantasolujen ja syovén vuorovaikutuksesta on my0s tutkimuksia, joiden mukaan
MSC:t estidvit syopdd (Cousin ym., 2009; Khakoo ym., 2006; Otsu ym., 2009). MSC:en syopda
inhiboivasta vaikutuksesta saatiin viitteitd jo vuonna 1999: Maestronin ym. (1999) tutkimuksessa
bMSC:t inhiboivat Lewisin keuhkosydpésolujen sekd Bl6-melanoomasolujen kasvua ja

metastasointia, kun syopisolut ja bMSC:t injektoitiin hiiriin suhteessa 1:1.

Luuytimen MSC:t vaikuttavat inhiboivasti myds Kaposin sarkoomaan, joka on etenkin AIDS-
potilailla esiintyvd ihosyOpd. Kaposin sarkooma -mallissa verenkiertoon injektoidut ihmisen
bMSC:t hakeutuivat kasvaimeen ja estivit sen kasvua. Kirjoittajat osoittivat, ettd bMSC:t inhiboivat
Kaposin sarkoomasoluja suoran solukontaktin ja Akt-signaalireitin inaktivoinnin kautta. Khakoo

ym. ehdottavat, ettdi MSC:ja voisi kdyttdd hoitona muihinkin sydpiin, joissa on sdételyhdirio Akt-

37



reitissd. Inhiboivaa vaikutusta ei néhty rinta- ja eturauhassyopasoluilla (Khakoo ym., 2006). Lu ym.
(2008) tutkimuksessa hiiren bMSC:t inhiboivat maksasyovian kasvua in vivo solusyklid
héiritsemilld:  bMSC:t  pyséyttivdit  syOpdsolujen  solusyksin ~ GO/Gl-vaiheeseen ilman
immunosuppressiivista vaikutusta ja indusoivat solukuolemaa. MSC:t injektoitiin kokeessa
vatsaonteloon 0-10 piivdd sydpisoluinjektion jilkeen (Lu ym., 2008). Luuytimen MSC:en on

todettu inhiboivan myds paksunsuolen sydvan kasvua (Ohlsson ym., 2003).

Otsu ym. (2009) todistivat ensimmdising, ettd bMSC:t voivat olla suurina pitoisuuksina sytotoksisia
muodostuville verisuonille. Tutkimuksessa rotan bMSC:t estivdt angiogeneesid ja inhiboivat siten
melanooman kasvua in vivo. In vitro -kokeen perusteella rotan bMSC:t muodostavat aukkoliitoksen
endoteelisolujen kanssa ja lisddvét happiradikaalien tuottoa, mikd johtaa endoteelisolujen
apoptoosiin ja verisuonien vaurioitumisen. Sytotoksinen vaikutus ilmeni vain suurilla bMSC-
pitoisuuksilla, mikd saattaa selittdd erot tutkimuksiin, joissa bMSC:lI4 oli angiogeneesid tukeva
vaikutus (Otsu ym., 2009). MSC:en on todettu estdvidn myds maksasydvin angiogeneesid in vitro

(Li ym., 2010).

My®0s ithmisen ihosta perdisin olevat kantasolut (hRSDSC, human skin-derived stem cells) vaikuttivat
inhiboivasti sy0padan (Pisati ym., 2007). Hiirilla tehdyssd kokeessa suoraan glioomaan injektoidut
kantasolut jakautuivat tasaisesti syopakudokseen, inhiboivat kasvua, vdhensivit verisuonitiheytta ja
invaasiokykyéd. Kokonaisvaikutuksena koe-eldinten elinikd piteni. SDSC:t erilaistuivat osittain
perisyyteiksi, jotka erittivit paljon TGF-Bl1:4 ja vdhdn VEGF:4, mikd mahdollisesti vaikutti
verisuonittuneisuuden ja invaasiokyvyn vidhenemiseen. Kantasolujen osoitettiin hakeutuvan
glioomaan myds verenkiertoon injektoituna. Pisati ym. (2007) ehdottavat, ettd autologisia SDSC:ja

voisi kdyttdd gliooman hoitoon (Pisati ym., 2007).

My6s ASC:en syopdd inhiboivasta vaikutuksesta on joitakin tutkimuksia: IThmisen
primaarisolulinjan ASC:t estivdt haimasydpésolujen kasvua ja indusoivat solukuolemaa sekid in
vitro ettd in vivo. ASC-CM inhiboi my6s maksa-, paksusuoli- ja eturauhassyOpésolujen kasvua in
vitro, mutta silld ei ollut kuitenkaan vaikutusta rinta- ja kohdunkaulansy6pasolujen kasvuun. ASC-
CM pysiytti solusyklin G1-vaiheeseen, mutta mediumista ei ldydetty vaikutuksen vélittdvaa tekijaa.
Kirjoittajat ehdottavat, ettdi ASC:t voivat inhiboida kasvua myds muokkaamalla kasvaimen
mikroympéristdd. In vivo -kokeessa hiirten haimasyopikasvaimiin injektoiduilla hASC:illa oli
vahvasti inhiboiva vaikutus: kasvaimet olivat selvésti pienempid kuin kontrollikasvaimet. ASC:ja
ehdotetaankin hoidoksi haimasydpéén, johon ei tilld hetkelld ole parantavaa hoitoa (Cousin ym.,

2009).
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Ihmisen ASC:t inhiboivat leukemiasolujen kasvua Zhu ym. (2009) tutkimuksessa in vitro ja in vivo.
Inhiboivan vaikutuksen osoitettiin johtuvan péddosin ASC:en erittdmdstdi DKK-1:std (dickkopf
homologi 1), Wnt-signaloinnin negatiivisesta sdételijastd. In vivo -kokeessa ASC:t ja leukemiasolut
kasvatettiin hiiren vatsassa kapillaareissa, joissa solut olivat kosketuksissa toisiinsa, mutta eivét
hiiren elimistoon. Kirjoittajat ehdottavat, ettd ASC:en sijasta syovan hoidossa olisi turvallisempaa
kayttdd solujen erittdmid inhiboivia tekijoitd kuten DKK-1:t4, koska solujen vaikutuksesta syopéaan

on tilla hetkelld niin ristiriitaisia tuloksia (Zhu ym., 2009).

Thmisen rasvakudoksen ldmpdokasiteltyjen (43°C, 45 min) MSC:en (heat shocked MSC, HS-MSC)
altistusmedium inhiboi karsinoomasolujen kasvua (mm. SKOV-3), in vitro ja vihensi lddkkeiden
takaisinkuljetusproteiinien (MDRI1, multi-drug resistance gene) ilmenemistd. MSC:t edustivat
kokeessa kasvaimen strooman soluja. Kirjoittajat ehdottavat tulostensa perusteella, ettd

lampokasittely voisi parantaa kemoterapian tehoa estdméllé ladkkeiden takaisinkuljetusta (Cho ym.,

2009).

2.3.5. Tutkimustulosten ristiriitaisuus

Mesenkymaalisten kantasolujen ja sydvdn vilistd yhteyttd on tutkittu paljon viimeisen viiden
vuoden aikana, mutta silti aiheesta ei ole muodostunut yksiselitteistd kuvaa (Klopp ym., 2010).
Tutkimustulokset ovat keskenddn hyvin ristiriitaisia, kuten edelld on kuvattu. Toisten tutkimusten
mukaan MSC:t edistdvit syovén kehittymistd ja metastasointia (Karnoub ym., 2007; Muehlberg
ym., 2009; Yu ym., 2008), kun taas toisten tutkimusten mukaan asia on pdinvastoin (Cousin ym.,

2009; Khakoo ym., 2006; Otsu ym., 2009).

Klopp ym. (2010) ovat analysoineet aiheesta tehtyjd tutkimuksia. Heiddn mukaansa erot voivat
johtua kéytettyjen syopamallien eroista, MSC:en heterogeenisyydestd, kdytetystda MSC:en méérasta
tai injektioajankohdasta, kiytetystd koe-eldimestd tai muusta vield tuntemattomasta tekijasta (Klopp
ym., 2010). Vaihtelua tuloksiin voivat aiheuttaa my6s MSC:en eristystapa, siirrostuskertojen mairé
(Cousin ym., 2009), MSC:en alkuperd, kdytetty syOpdsolutyyppi ja eldinkanta sekd eldinten
immuunipuolustuksen tila (Djouad ym., 2006). Tutkimuksissa on kiytetty usein hiirid, joiden
immuunijdrjestelmd on vajavainen. Talloin tutkimuksessa ei voida huomioida MSC:en
immunosuppressiivista vaikutusta, joka voi helpottaa syovan syntyd (Zhu ym., 2009). MSC:en
toimintaa terapeuttisissa sovelluksissa on haastavaa tutkia, kun niiden normaaliakaan toimintaa

esimerkiksi haavan paranemisessa ei tunneta yksityiskohtaisesti (Klopp ym., 2010). Tutkimusta
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vaikeuttaa olennaisesti myds se, ettd MSC:en ja sydpidsolujen vilinen vuorovaikutus on hyvin

monimutkainen ja MSC:t eivit ole kovin tarkasti madriteltyjd soluja (Bergfeld & DeClerck, 2010).

Myo6s saman tutkimuksen sisdlld on saatu ristiriitaisia tuloksia. Ramasamy ym. (2007) saivat in
vivo- ja in vitro -kokeissa tdysin pdinvastaisia tuloksia: Solujen yhteisviljelmissd bMSC:t inhiboivat
annosriippuvaisesti  sekd  hematopoieettisia  (leukemiasoluja) ettd  ei-hematopoieettisia
syopdsolulinjoja. Kuitenkin in vivo -kokeissa bMSC:lla oli aktivoiva vaikutus: syovan kehittyminen
oli nopeampaa NOD/SCID-hiirissd (nonobese diabetic / severe combined immunodeficiency,
diabeettinen, ei-ylipainoinen immuunipuutosta sairastava), jotka saivat leukemiasolujen liséksi
my0s bMSC:ja (Ramasamy ym., 2007). Syovdn tiedetdin olevan hyvin heterogeeninen tauti
(Hanahan & Weinberg, 2000), joten ei ole kummallista, ettd tulokset ovat vaihdelleet jopa saman
syOpétyypin solulinjojen vililld: esimerkiksi Karnoub'n ym. (2007) tutkimuksessa bMSC:en kasvua

edistidvidd vaikutusta ei havaittu kaikilla tutkituilla rintasy&pésolulinjoilla.

MSC:illa on havaittu sekd sydpidsolujen kasvua aktivoivia ettd inhiboivia vaikutuksia, mutta
joissakin tutkimuksissa MSC:en ei ole havaittu vaikuttavan merkittdvisti kumpaankaan suuntaan:
Komarovan ym. (2006) munasarjasyovin xenograftimallissa bMSC:lla ei ollut merkittdvad
vaikutusta syodpdkudoksen mddrddn, kun soluja injektoitiin hiirten vatsaonteloon kolmesti

syopésolujen transplantaation jilkeen (Komarova ym., 2006).

Yksi merkittdvd tutkimustuloksiin vaikuttava tekijd on kantasolujen suuri heterogeenisyys.
Kudosperiiset (tissue-derived) kantasolut, kuten ASC:t, ovat todennédkdisesti oleellisesti erilaisia
kuin bMSC:t, joita on tutkittu eniten. MSC:issa on myos yksiloiden vilisid geneettisid ja
epigeneettisid eroja sekd ympdaristostd johtuvaa vaihtelua (Klopp ym., 2010). Lisdksi MSC:t eivét
ole kovin tarkasti mddriteltyjd soluja (Bergfeld & DeClerck, 2010), joten tulevaisuudessa olisi hyva
16ytdd pintaproteiineja, joiden avulla voitaisiin tunnistaa homogeenisempi solupopulaatio (Klopp
ym., 2010). Myods ASC:en eristyspaikan on todettu vaikuttavan solujen ominaisuuksiin:
ihonalaiskudoksesta eristetyilldi ASC:illa on suurempi erilaistumistehokkuus kuin vatsaontelon
rasvasta eristetyilld (Toyoda ym., 2009). Solujen ominaisuuksiin vaikuttaa myds luovuttajan iké

(Bunnell ym., 2008).

ASC:issa itsessddn olevien erojen lisdksi nithin vaikuttavat myds soluviljelystd johtuvat tekijit,

kuten mediumin koostumus, siirrostuskertojen miéird ja soluviljelmien konfluenssi (solutiheys)

(Klopp ym., 2010). Cousin ym. (2009) korostavat primiirisolujen ja siirrostettujen solujen

ominaisuuksien eroavaisuuksia, mikd voi selittdd heiddn tutkimuksensa eroja muihin vastaaviin

tutkimuksiin (Kucerova ym., 2007; Muehlberg ym., 2009; Yu ym., 2008). ASC:en replikaatio- ja
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erilaistumispotentiaalin sekd fenotyypin on osoitettu muuttuvan soluviljelyn aikana riippuen

CD34:n ilmentymisestéd (Suga ym., 2009).

Soluviljelmd voi myds kontaminoitua (pilaantua) laboratoriossa toisilla soluilla, mikd voi johtaa
harhaanjohtaviin tuloksiin: MSC:en transformoitumisesta raportoineet Rubio ym. (2005) osoittivat
jilkeenpdin, ettd “pahanlaatuiset” MSC:t olivat itse asiassa kontaminoituneet samoissa tiloissa
kasitellyilld syopédsoluillla (Garcia ym., 2010). Klopp ym. (2010) korostavat tdstd syystid solujen

genotyypin médrittdmisen tirkeytta.

Klopp ym. (2010) analyysin perusteella tutkimuksissa, joissa MSC:ja on ollut paljon suhteessa
syopdsolujen midrddn, on yleensd saatu kasvua tukevia tuloksia. Kuitenkin myds pienilldi MSC-
madrilld on saatu kasvua tukevia tuloksia (Yu ym., 2008). Djouad ym. (2006) kokeessa alkion
kantasoluista erilaistettujen MSC:en vaikutus sydvin kasvuun oli vahvasti riippuvainen MSC-
syopésolusuhteesta: Kun hiiren MSC:ja injektoitiin yhdessd hiiren sydpdsolujen (Renca) kanssa
syngeenisiin hiiriin suhteessa 1:1 — 1:1000, sydvin insidenssi (ilmaantuvuus) sdilyi samana
verrattuna pelkkddn syopdsoluinjektioon, mutta syovén puhkeaminen aikaistui. Yllattavasti tietylld
solusuhteella (1:100) syopdd ei muodostunut ollenkaan. Kun MSC:ja oli suhteessa paljon (10:1),
niin syovin puhkeaminen aikaistui ja insidenssi kasvoi kaksinkertaiseksi. Kirjoittajat arvelevat, ettd
syovin aikaisempi puhkeaminen johtuu MSC:en immunosuppressiivisuudesta. Huomionarvoista

on, ettd tutkimuksessa kdytetyt MSC:t olivat alkioperdisid (Djouad ym., 2006).

Klopp ym. arvioivat ettd lisddntynyt kasvainmassa ei johdu vilttdméttd pelkdstddn syOpésolujen
jakautumisesta vaan se voi johtua myds MSC:en tai ndiden molempien solutyyppien
jakautumisesta. Taméin vuoksi MSC:en syovin kasvua edistdvdd” vaikutusta pitéisi tulkita
varovaisesti (Klopp ym., 2010). He perustelevat véitettd omalla tutkimuksellaan, jossa MSC:t

lisdéntyivét in vivo sydpiasolujen 1dsné ollessa, mutta eivit yksindédn (Studeny ym., 2002).

Tuloksia tulkittaessa on huomioitava myds millaista tutkimusmallia on kéytetty, koska eri mallit
mittaavat eri asioita: Kantasolujen injektointi yhdessa sydpésolujen kanssa mittaa vaikutusta syovin
puhkeamiseen, kun taas injektointi olemassa olevaan kasvaimeen mittaa vaikutusta syovin kasvuun
(Cousin ym., 2009). Klopp ym. (2010) mukaan tutkimuksen tulosten kannalta ratkaiseva tekija
saattaa olla ajankohta, jolloin MSC:t injektoidaan kasvaimeen: Liahes kaikissa heidédn
analysoimissaan tutkimuksissa, joissa MSC:illa oli sydvdn kasvua tukeva vaikutus, MSC:t
injektoitiin koe-eldimiin yhdessd syoOpdsolujen kanssa (co-injection). MSC:t saattavat avustaa
syovdn puhkeamisen alkuvaiheessa (initiaatio) tarvittavia prosesseja, kuten angiogeneesid (Klopp
ym., 2010).
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Tutkimuksissa, joissa MSC:en on todettu inhiboivan sydpasolujen kasvua, syopasolujen ja MSC:en
suora solukontakti syovén puhkeamisen aikaan on ollut vihéistd. Néin tapahtuu esimerkiksi silloin,
kun MSC:t injektoidaan suoraan olemassa olevaan kasvaimeen (Klopp ym., 2010). Tatd teoriaa
tukee Kucerova ym. (2007) tutkimus, jossa kasvaimia muodostui, kun ASC:ja injektoitiin yhdessi
syopésolujen kanssa, mutta ei silloin kun ASC:t injektoitiin laskimoon. Kirjoittajien mukaan
laskimoon injektoituja kantasoluja tulee kasvaimen l&helle niin vdhén, etteivit ne riitd tukemaan sen
kasvua (Kucerova ym., 2007). Edelld esitettyihin pddsdéntoihin on myds joitakin poikkeuksia: Lin
ym. (2010) tutkimuksessa ASC:illa oli angiogeneesid aktivoiva vaikutus, vaikka ne injektoitiin
hiiriin viikko syOpdsolujen jdlkeen ja toisessa tutkimuksessa bMSC:illa oli inhiboiva vaikutus,

vaikka ne injektoitiin yhdessa syOpésolujen kanssa (Maestroni ym., 1999).

2.3.6. Tutkimustulosten merkitys kliinisissa sovelluksissa

MSC:illa on suuri potentiaali kudosteknologisissa sovelluksissa, joita on jo toteutettukin
luupuutosten hoidossa (Mesimiki ym., 2009). Solujen turvallisuus kliinisessa kdytossd on kuitenkin
varmistettava ennen niiden laajaa kidyttod. MSC:ja voidaan kéyttdd tulevaisuudessa myos
uudenlaisissa sydpdhoidoissa, joilla voi olla paljon mahdollisuuksia, mutta ennen sitd on
selvitettdvd, miten MSC:t hakeutuvat kasvaimiin ja vaikuttavat syovédn kehittymiseen ja kasvuun
(Spaeth ym., 2009). MSC:a voidaan kéyttid myds apuna diagnostisessa kuvantamisessa
selvittimédn kasvaimen levinneisyyttd tai muokattujen MSC:en sijaintia kudoksessa (Kosztowski

ym., 2009).

MSC:lla on luontaisesti kyky hakeutua kasvaimeen, minkd vuoksi niitd voisi kayttda
kantasoluvilitteisessd geeniterapiassa kuljettamaan erilaisia lddkkeitd syopikudokseen (Aboody
ym., 2008). MSC:ja voidaan kayttdd kuljettajana kemoterapeuttisille tai immunoterapeuttisille
aineille, viruksille (Kosztowski ym., 2009) tai itsemurhageenille, joka aiheuttaisi myds MSC:n
kuoleman itsemurhageenin toiminnan jdlkeen (Klopp ym., 2010). Jorgensen ym. (2009) on kutsunut
tdllaisia MSC:ja kuvaavasti Troijan hevosiksi. Muokatut solut voitaisiin injektoida verenkiertoon tai
suoraan kohdekudokseen (Chamberlain ym., 2007). MSC:en mahdollisuuksia on tutkittu paljon
erityisesti gliooman hoidossa, koska sen ennuste on huono ja sitd on vaikea hoitaa nykyisin keinoin
(Kosztowski ym., 2009). MSC:illa on kyky hakeutua glioomaan ja ne pystyvit ylittdimian veri-

aivoesteen (Nakamizo ym., 2005), mikd on perinteisilld 14ékkeilld hyvin rajoitettua.

Kantasoluun voidaan viedd geeni, jonka tuote muuttaa elimistossd olevan lddkkeen esimuodon

(prodrug) aktiiviseen muotoon. Ladkkeen vaikutus saadaan néin kohdistettua vain sydpiakudokseen
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kantasolujen hakeutuessa sinne ja ndin myos sivuvaikutuksia tulee paljon vihemmaén (Kosztowski
ym., 2009). Kucerova ym. (2007) geeniterapiamallissa ihmisen ASC:hin vietiin itsemurhageeni
(sytosiinideaminaasi), joka muutti lafkkeen esimuodon (5-fluorosytosiini) vaikuttavaan, jakautuvia
soluja tappavaan muotoon. Muokatut ASC:t inhiboivat huomattavasti paksunsuolensydvén kasvua
5-fluorosytosiinid saaneissa hiirissd, kun solut injektoitiin ihon alle tai laskimoon. Kasvain ei
kuitenkaan hivinnyt kokonaan yhdestékddn hiirestd, joten hoidon olisi oltava pitkékestoista tai se
olisi yhdistettdva toiseen hoitoon. Muokkaamattomilla ASC:illa itsessdén oli lievisti sydvén kasvua
tukeva vaikutus, mutta kirjoittajat uskovat, ettd itsemurhageenin inhiboiva vaikutus kumoaa sen
(Kucerova ym., 2007). Geeniterapiassa ei ole siis vélttdmattd merkitystd silld, miten kantasolut

itsessddn vaikuttavat syopasoluihin.

MSC:en geneettisessd muokkauksessa on huomioitava mahdolliset haittavaikutukset. Muokatut
kantasolulinjat voivat muuttua pahanlaatuisiksi eri tavoin: 1) Solulinjan immortalisointiin
(muokataan solulinja loputtomasti jakautuvaksi) kéytettivd geeni voi transformoida solulinjan,
2) siirretty geeni voi liittyd vadrdan kohtaan tai 3) muokattu kantasolu voi fuusioitua elimiston oman

solun kanssa (Aboody ym., 2008).

MSC:ja voidaan kdyttdd kuljettamaan my0s onkolyyttisid viruksia, jotka tappavat sydpésoluja
(Sonabend ym., 2008) tai ne voidaan muokata tuottamaan immuunijirjestelmdd aktivoivia
sytokiinejd (Kosztowski ym., 2009). Nakamura ym. (2004) teki ensimmaisié tutkimuksia gliooman
hoidosta muokatuilla MSC:illa: Luuytimen MSC:t muokattiin tuottamaan IL-2:a ja nédiden solujen

implantaatio rottien glioomaan houkutteli paikalle valkosoluja (Nakamura ym., 2004).

Jos MSC:t aiheuttavat tutkimusten mukaan syopdd, kuinka hyvin tuloksia voi soveltaa ithmisiin?
Bergfeld ym. (2010) pohtivat, onko ithmisen elimistdssd itsessddn niin suuri madrd luuytimen
MSC:ja, ettd niilld olisi vaikutusta syopasoluihin. Kudosteknologisten sovellusten kannalta tirkeé
kysymys on, sdilyykd kantasolujen mahdollinen kyky tukea sy6pdd myds solujen erilaistuttua
(Bergfeld & DeClerck, 2010). Jos MSC:t tukevat syovan kasvua, niin sydpdhoidon tavoitteena olisi
estdd MSC:en ja syOpésolujen vélinen vuorovaikutus (Klopp ym., 2010). Ongelmana on kuitenkin
hoidon oikea ajoitus, koska Klopp ym. (2010) analyysin perusteella MSC:t tukevat sy6vén kasvua

puhkeamisvaiheessa ja estdvit sen kasvua myohemmaéssé vaiheessa (Klopp ym., 2010).
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3. TUTKIMUKSEN TAVOITTEET

Tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd, miten ihmisen rasvakudoksen kantasolut (hASC) ja
syopésolut vaikuttavat toistensa kasvuun solujen erittdimien liukoisten tekijoiden kautta. Kahta eri
altistusmediumpitoisuutta kayttdmailld selvitettiin, onko vaikutus annosriippuvainen. Tavoitteena oli
myo6s tutkia, onko vaikutus riippuvainen syOpidtyypistd tai yksilokohtaisesta vaihtelusta

rasvakudoksen kantasolulinjojissa.
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4. MATERIAALIT JA MENETELMAT

4.1. Rasvakudoksen kantasolujen eristys

Rasvakudoksen kantasolut eristettiin leikkauksen yhteydessd naisilta kerédtystd ihonalaisrasvasta.
ASC:en kiytolle on eettisen toimikunnan puoltava lausunto (R03058). Téssd tydssd kiytettiin
kolmea eri kantasolulinjaa, jotka ovat perdisin eri potilaista. HFSC:t (ASC:t) eristettiin Tampereen
yliopiston Biolddketieteellisen teknologian yksikdssd (IBT) kuvan 4.1. mukaisesti. Ndyte pestiin
DPBS:114 (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Lonza) ja pieneksi pilkottu rasvakudos kasiteltiin
kollagenaasilla (1,5 mg/ml, tyyppi I, Invitrogen, Paisley, Scotland, UK), jotta HFSC:t saatiin
erilleen muusta kudoksesta. Kollagenaasikésittely tehtiin vesihauteessa +37 °C:ssa, 60 — 90 min,
valilld sekoittaen. Tamén jilkeen ndyte sentrifugoitiin (600 g, 10 min kaikissa sentrifugoinneissa),
jolloin sidekudos ja verisuonirakenteteet (SVF, stromal vascular fraction) muodostivat pelletin, joka
sisdlsi myos rasvakudoksen kantasolut. Péélld ollut rasvakerros poistettiin ja pelletti suodatettiin
100 um filtterin ldpi falcon-putkiin ja sentrifugoitiin uudelleen. Sitten pelletissd olleet punasolut
lyysattiin sekoittamalla sithen 1 ml vetti ja sen jilkeen mediumia. Seuraavaksi niyte sentrifugoitiin
uudelleen, pelletti suspensoitiin mediumiin ja suodatettiin uudelleen. Solut siirrettiin mediumissa
soluviljelypulloihin ja niitd kasvatettiin inkubaattorissa +37°C:ssa. Vain rasvakudoksen kantasolut
kiinnittyivdt muovialustaan muiden solujen jdddessd mediumiin. Seuraavana pdivind HFSC:t

pestiin DPBS:114 ja solujen kasvattamista jatkettiin kohdan 4.2. mukaisesti.

4.2. Solulinjojen yllédpito

Tutkimuksessa kéytettiin kolmea ihmisen rasvakudoksen kantasolulinjaa (HFSC, human fat stem
cell), HFSC 24/08 (P2 OVCAR-3:n kanssa ja P3 LnCaP:n kanssa), HFSC 9/09 (P4) ja HFSC 10/09
(P2) (P, passage number, siirrostuskertojen miird). Kaytetyt syopédsolulinjat OVCAR-3 (P32 — 38)
ja LnCaP (P27 — 31) saatiin Tampereen yliopiston lddketieteen laitokselta. Soluja viljeltiin
DMEM/F-12 -mediumisssa (Dulbecco's Modified Eagle Medium, GIBCO, Invitrogen), jossa oli
10 til-% naudan sikién seerumia (Fetal Bovine Serum Gold, PAA), 1 til-% GlutaMAX™ (GIBCO
Invitrogen) ja 50 U/ml penisilliinid ja streptomysiinid (Lonza). Tétd mediumia kiytettiin kokeessa
myo6s kontrollina (uusi medium) ja solujen maljauksessa. Soluja kasvatettiin CO,-inkubaattorissa
soluviljelyolosuhteissa (37 °C, 5 % CO). Solut siirrostettiin, kun pullot olivat ldhes konfluentteja.
HFSC:t siirrostettiin suhteessa 1:2, LnCaP:t suhteessa 1:8 — 1:12 ja OVCAR-3:t suhteessa 1:4 — 1:8.
LnCaP:t muodostivat konfluenteissa kohdissa soluaggregaatteja, jotka suodatettiin pois 40 um
nylon-suodattimella (BD Falcon) ennen siirrostusta ja maljausta, jotta viljelmissd olisi vain

yksittéisid soluja.
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Kuva 4.1. Rasvakudoksen kantasolujen eristys. Ensin ndyte pestddn hyvin DPBS:114, minké jilkeen kudos hajotetaan
kollagenaasikasittelylld. Seuraavaksi ndytteestd erotetaan sentrifugoimalla rasvasolut (pinnalla) ja ASC:t sisdltavd
sidekudos ja verisuonirakenteet (SVF). Punasolut lyysataan ja pellettid pestddn, sentrifugoidaan ja suodatetaan vield
ennen solujen siirtdmistd kasvualustalle, johon vain ASC:t kiinnittyvit. Kuva muokattu ldhteestd Gimble ym. (2007).

4.3. Altistusmediumin tuotto

Tutkimusta varten soluviljelypulloista kerittiin soluilla ollutta mediumia, josta on mydhemmin
kiytetty nimitysté altistusmedium tai CM (conditioned medium). Soluviljelypulloista kerdtty CM,
jossa soluja oli viljelty kaksi vuorokautta, suodatettiin ruiskusuodattimella (32 mm suodatin, jossa
0,8/0,2 um Supor®-kalvo, Pall Acrodisc PF) mahdollisten solujen poistamiseksi. Samalla kerralla
keratty CM-erd sekoitettiin mediumin tasalaatuisuuden parantamiseksi. Suodatettu CM séilytettiin
-80°C:ssa, kunnes se kéaytettiin kokeeseen. Koesarjaa varten sulatettu CM siilytettiin +4 °C:ssa
koesarjan ajan. 50 % CM valmistettiin laimentamalla 100 % CM uudella mediumilla 1:1. Uuden

mediumin koostumus kuvattiin edellisessd kappaleessa (4.2).

4.4. Esikoe

Koesarjoja varten madritettiin optimaalinen solutiheys kuoppalevylld kullekin solulinjalle. Soluja
pitdd olla kuopassa riittdvésti, jotta kasvuerot voidaan méadrittdd kédytettdvalld mittausmenetelmalla.
Kuopat eivit kuitenkaan saa olla liian tiysid koesarjan lopussa, koska konfluenteissa viljelmissa
solut irtoavat helposti kasvualustastaan ja kasvueroja ei pystytd havaitsemaan. Optimaalisen
solutiheyden maédritys tehtiin ensin 96-kuoppalevyilld, mutta solut kasvoivat huonosti pienissd
kuopissa. (Tdmén koesarjan soluméérid tai tuloksia ei ole esitetty) Sen jilkeen méiiritys tehtiin 48-
kuoppalevylld. Jokaista solulinjaa kasvatettiin eri soluméérid kuoppaa kohden; kiytetyt soluméérét
ovat taulukossa 4.1. Soluja viljeltiin kontrollimediumissa ja rinnakkaisia kuoppia oli kuusi. Solut
maljattiin levyille ja mediumit vaihdettiin ensimmadisend, kolmantena ja kuudentena pdivéna.
WST-1-mittaukset tehtiin samoina péivind ja lisdksi yhdeksintend pdivani. Mittauksessa kdytettiin
kahta eri inkubointiaikaa WST-1:lle, 1 ja 4 tuntia. Yhden tunnin mittauksen jidlkeen naytteet

siirrettiin takaisin inkubaattoriin ja uusi mittaus tehtiin kolmen tunnin kuluttua samoille néytteille.
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Taulukko 4.1. Solulinjat ja soluméérit optimaalisen solutiheyden méirityksessd 48-kuoppalevylld. Koesarjaan valittu
médrd on lihavoitu.

Solulinja Solua / kuoppa
HFSC 24/08 5000 ja 10 000
OVCAR-3 5000, 7 000 ja 10 000
LnCaP 5000, 7 000 ja 10 000

4.5. Kasvukoe

Solut maljattiin 48-kuoppalevyille uudessa mediumissa. Solumadidrét valittiin optimointikokeen
(esikokeen) tulosten perusteella; madrit on merkitty taulukkoon 4.1. Sydpiasoluja viljeltiin kokeessa
viidessd ja HFSC:ja seitsemdssd eri mediumissa, jotka on merkitty taulukkoon 4.2. Rinnakkaisia
kuoppia oli kuusi. Kokeen alussa kaikki solut maljattiin uudessa mediumissa ja medium vaihdettiin
koesarjassa kéytettivddn mediumiin seuraavana paivinid. Mediumin vaihdot ja WST-1-mittaukset
tehtiin ensimmaisend, kolmantena ja kuudentena péivand sekd WST-1-mittaus my06s yhdekséntena

paivand. WST-1-mittauksessa kdytettiin neljan tunnin inkubointiaikaa optimointikokeen perusteella.

Taulukko 4.2.Koesarjoissa solulinjoilla kiytetyt mediumit.

Solulinja Kéytetyt mediumit

HFSC Uusi, 100 % ja 50 % HFSC-CM, 100 % ja 50 % OVCAR-3-CM, 100 % ja 50 % LnCaP-CM
OVCAR-3 Uusi, 100 % ja 50 % HFSC-CM, 100 % ja 50 % OVCAR-3-CM

LnCaP Uusi, 100 % ja 50 % HFSC-CM, 100 % ja 50 % LnCaP-CM

4.6. Proliferaatiomittaus

Solujen proliferaatiota mitattiin kokeessa kaupallisella reagenssilla (Premix WST-1 Cell
Proliferation Assay System, Takara Bio). Mitokondriaalinen sukkinaatti-tetrazolium-reduktaasi
muuttaa vaaleanpunaisen WST-1:n tummanpunaiseksi formazan-viriaineeksi, jonka pitoisuus
voidaan mitata spektrofotometrisesti. Eldvien solujen miird kuopassa on suoraan verrannollinen

entsyymin kokonaisaktiivisuuteen ja siten myds muodostuvan vériaineen maaraén.

Ennen WST-1-mittausta medium poistettiin, solut pestiin 400 pl:1la DPBS:4 (Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline, Lonza) ja reaktiota varten pipetoitiin 200 pl DPBS ja 20 pl PreMix WST-1 /
kuoppa. Taustandytteitd (blanko) oli kolme. Niiden tarkoituksena oli WST-1:n ja mitattavan
liuoksen tausta-absorbanssin selvittiminen. T&td varten pipetoitiin tyhjiin kuoppiin DPBS ja
WST-1. Naytteitd inkuboitiin WST-1-reagenssin lisdyksen jélkeen yksi ja/tai neljd tuntia sarjasta
riippuen soluviljelyolosuhteissa (37 °C, 5 % CO,), minkd jilkeen mitattiin absorbanssi

aallonpituudella 450 nm (A4so).
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4.7. Kuvaajat

Solujen kasvua kuvaava arvo saatiin vihentdmalld absorbanssiarvosta taustandytteiden keskiarvo.
Rinnakkaisista niytteistd laskettiin keskiarvot ja -hajonnat, joiden perusteella tehtiin solujen
kasvukuvaajat (viivadiagrammit). Kuvaajissa jatettiin huomiotta arvot, jotka poikkesivat
huomattavasti muista rinnakkaisista arvoista. Keskiarvoja laskettaessa huomioitiin védhintdén 3,
yleensd 4 — 6, arvoa. Jokaisesta solulinjasta tehtiin sarjakohtaiset kuvaajat ja osa paitepisteen
(9. péivé) tuloksista esitettiin pylvdsdiagrammilla selkeyden vuoksi. Saman sarjan toistoista tehtiin
keskiarvokuvaaja (OVCAR-3 ja LnCaP), elleivdt hajonnat kasvaneet kohtuuttoman suuriksi
(HFSC). HFSC-toistot esitettiin erikseen ja mediumkohtaisesti. Kuvaajissa kéytettiin solujen kasvua
kuvaavia arvoja sellaisenaan (OVCAR-3 ja LnCaP) tai suhteutettuna ensimmaéisen vuorokauden
uuteen mediumiin (HFSC), riippuen siitd kumpi antoi paremman tuloksen. HFSC-toistojen vélinen
vaihtelu johtui yksilokohtaisista eroista solulinjoissa. Sydpdsoluilla vastaavaa vaihtelua ei ollut,

koska toistot tehtiin samalla solulinjalla.

4.8. Tilastollinen analyysi

Tilastollinen analyysi tehtiin kdyttden Studentin f-testid. Verrattavat otokset olivat toisistaan
riippumattomia, joten testin tyypiksi valittiin kahden riippumaton otoksen f-testi, jossa otosten
varianssit oletetaan yhtd suuriksi (two sample equal variance). Testattavien arvojen oletettiin

noudattavan kaksisuuntaista normaalijakaumaa.

Jokaisen koesarjan kaikkia mediumeja verrattiin keskendin kaikissa aikapisteissd. Tulosten
tulkinnassa verrattiin p-arvoja kuvaajiin ja tutkittiin, toistuiko tilastollisesti merkittdvéd ero sarjan
muissa aikapisteissd ja rinnakkaisissa sarjoissa. Tulos tulkittiin tilastollisesti merkittdvéksi, jos p-

arvo oli pienempi kuin 0,05.
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5. TULOKSET

Kokeessa tutkittiin solujen kasvueroja omassa ja toisten solujen altistusmediumeissa sekd uudessa
mediumissa (kontrolli). Soluja viljeltiin 48-kuoppalevyilld yhdeksdn pdivdd ja niiden kasvua

mitattiin WST-1-reagenssin avulla spektrofotometrisesti.

5.1. Esikokeen tulokset

HFSC 24/08 -solujen tulokset esikokeesta ovat kuvassa 5.1. Solut kasvoivat kokeen loppuun asti
vain 5000 solun niytteissd. 10 000 solun néytteissd solujen médrd laski kuudennen péivén jélkeen,
mikd johtui todennékoisesti solujen irtoamisesta konfluenteiksi (solut peittivdt koko pinta-alan)
kasvaneissa kuopissa. Erot WST-1:n yhden ja neljan tunnin inkubointiaikojen vililld olivat
samansuuntaiset. OVCAR-3-solujen esikokeen tulokset ovat kuvassa 5.2. Solut kasvoivat tasaisesti
kaikissa ndytteissd, eikd kasvussa ollut suuria eroja soluméiirien ja inkubointiaikojen vililla.
LnCaP-solujen esikokeen tulokset ovat kuvassa 5.3. 7000 ja 10 000 solun nidytteiden vililld oli
hyvin pieni ero, mutta 15 000 solun niytteisséd solut kasvoivat selvisti enemmaén. Ero nékyi etenkin
pidemmallda WST-1:n inkubointiajalla. Esikokeen perusteella solumiiriksi valittiin HFSC:lle 5000

solua/kuoppa ja molemmille syopésolulinjoille 10 000 solua/kuoppa.

5.2. Solujen kasvu altistusmediumeissa
5.2.1. Rasvakudoksen kantasolut

Rasvakudoksen kantasoluilla tulokset olivat hieman vaihtelevia. Yksittdisten sarjojen tulokset on
esitetty kuvassa 5.4, kukin sarja erikseen. Selkeyden vuoksi kokeen péétepisteen (9. pdivd) tulokset
on esitetty pylvidsdiagrammilla kuvassa 5.5. Sarjoista on kiytetty myShemmin nimityksid A-D

kuvien 5.4 ja 5.5 mukaan.

Sarjojen vertailemiseksi tuloksista tehtiin suhteutetut kuvaajat, joissa solujen kasvu suhteutettiin
ensimmadisen pdivan uuteen mediumiin ja toistot samalla mediumilla yhdistettiin samaan kuvaajaan
(Kuvat 5.6 — 5.9). Suhteutuksessa HFSC-linjojen viliset erot olivat pienemmait kuin
absorbanssiarvoista lasketuista keskiarvoissa (keskiarvokuvaajia ei ole esitetty), koska
absorbanssiarvoissa oli sarjojen vililld paljon vaihtelua. Kasvukuvaajat ovat pddosin nousevia,

mutta muutamassa tapauksessa solujen kasvu hiipui 6. ja 9. pdivan vélilld (Kuva 5.4).
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Kuva 5.1. HFSC 24/08:n kasvu eri soluméiérilld ja WST-1:n inkubointiajoilla. Solujen kasvu on absorbanssi 450 nm:ssé

vihennettyné taustaniytteen absorbanssilla.
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Kuva 5.2. OVCAR-3:n kasvu eri soluméiérilld ja WST-1:n inkubointiajoilla. Solujen kasvu on absorbanssi 450 nm:ssd

véhennettynd taustandytteelld.
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Kuva 5.3. LnCaP:n kasvu eri solumiirilld ja WST-1:n inkubointiajoilla. Solujen kasvu on absorbanssi 450 nm:ssé

vihennettyné taustaniytteen absorbanssilla.
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Kuva 5.4. HFSC:en kasvu eri mediumeissa eri sarjoissa. Solujen kasvu on absorbanssi 450 nm:ssd vidhennettynd
taustandytteen absorbanssilla. Eri mediumien viliset tilastollisesti merkittivét p-arvot eri aikapisteissi ovat liitteessa 3.
Kuvaajiin on merkitty selkeyden vuoksi vain HFSC-CM:en ja OVCAR-3-CM:en sekd HFSC-CM:en ja LnCaP-CM:en
véliset tilastollisesti merkittdvét erot, jos ko. mediumilla on ero molempiin (100 % ja 50 %) verrattaviin mediumeihin
kyseisessd pisteessd. Poikkeuksena sarja D, johon on merkitty, mihin mediumiin verrattuna ero on tilastollisesti
merkittdva. Kuvaajien laskusta syntyvid merkittdvia arvoja ei ole huomioitu.

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001.
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Kuva 5.5. HFSC:en kasvu eri mediumeissa kokeen paitepisteessé eli 9. pdivand. Kuvaajiin on merkitty tilastollisesti
merkittdvit erot mediumien vililld lukuun ottamatta mediumeja, joissa solujen maéiré ei ole kasvanut 6. ja 9. péivin
vililld. * p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.
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Kuva 5.6. HFSC 24/08, 9/09 ja 10/09:n suhteellinen kasvu uudessa mediumissa. Suhteutus on tehty ensimmaéisen
vuorokauden uuteen mediumiin.
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Kuva 5.7. HFSC 24/08, 9/09 ja 10/09:n suhteellinen kasvu omassa altistusmediumissa. Suhteutus on tehty ensimmaéisen
vuorokauden uuteen mediumiin. HFSC 24/08-CM A ja B ovat kdytinndssd samaa mediumia, mutta kyseiset sarjat
tehtiin kahteen kertaan.

HFSC:en suhteellinen kasvu uudessa mediumissa oli samaa luokkaa eri sarjoissa, paitsi sarjassa B
hieman voimakkaampaa (Kuva 5.6, musta kuvaaja). Kasvu omassa altistusmediumissa oli hyvin
vaihtelevaa (Kuva 5.7). HFSC:t kasvoivat omassa altistusmediumissa yhtd hyvin tai huonommin
kuin uudessa mediumissa. Uuden mediumin ja HFSC-CM:en keskindinen jérjestys vaihteli sarjojen
kesken ja myds sarjojen sisélld eri aikapisteissd. 100 % HFSC-CM:n ja uuden mediumin vélilla ei
ollut johdonmukaisia eroja, mutta 50 % HFSC-CM oli kolmessa sarjassa (A, B, C) tilastollisesti
merkittavasti huonompi (p < 0,05) kuin uusi medium kahdessa aikapisteessd. Ero olisi voinut olla
tilastollisesti merkittdvd my0s neljdnnessé sarjassa (D) ellei solujen kasvu uudessa mediumissa olisi
hiipunut viimeisten aikapisteiden vililld (Kuva 5.4). 50 % ja 100 % oman altistusmediumin
jérjestys vaihteli hieman sarjojen vililld, mutta 100 % HFSC-CM tuki solujen kasvua kuvaajien
perusteella vdahdn paremmin. 100 % HFSC-CM oli tilastollisesti merkittdvasti parempi kuin 50 %

HFSC-CM kolmessa sarjassa (A, C, D) 6. tai 9. pdivéna (p < 0,05).

Yllattavasti saman solulinjan (HFSC 24/08, A- ja B-sarjat) kasvu eri sarjoissa vaihteli: 50 % ja
100 % HFSC-CM:n paremmuusjérjestys vaihteli samoin kuin uuden ja 100 % HFSC-CM:n
jarjestys. Vaihtelua oli myds kasvunopeudessa: sarjassa B (HFSC 24/08) solujen suhteellinen kasvu
uudessa mediumissa oli voimakkaampaa kuin sarjassa A (HFSC 24/08), vaikka absoluuttisilla
arvoilla mitattuna sarjojen jérjestys oli pdinvastainen (Kuvat 5.4 ja 5.6).
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Kuva 5.8. HFSC 24/08, 9/09 ja 10/09:n suhteellinen kasvu OVCAR-3-altistusmediumissa. Suhteutus on tehty
ensimmaéisen vuorokauden uuteen mediumiin.

Kuvaajien perusteella OVCAR-3-CM stimuloi solujen kasvua keskiméirin paremmin kuin HFSC-
CM (Kuva 5.4). Laskevat kuvaajat vaikeuttavat kuitenkin tulkintaa. Sarjassa A 100 % HFSC-CM
oli poikkeuksellisesti parempi kuin OVCAR-3-CM:t (p < 0,05) 6. pdivédnd, mutta 50 % HFSC-CM
oli samassa pisteessd huonompi kuin OVCAR-3-CM:t (p < 0,05). Kahdessa muussa sarjassa
OVCAR-3-CM:t olivat tilastollisesti merkittdvésti parempia kuin HFSC-CM:t useassa pisteessa:
Sarjassa C molempien OVCAR-3-CM:en ero HFSC-CM:ihin oli tilastollisesti merkittdva 6. pdivina
(p <0,05/0,01) ja 50 % HFSC-CM:iin verrattuna myos 9. paivini(p < 0,01). Sarjassa D oli joitakin
tilastollisesti merkittivid (p < 0,05) eroja OVCAR-3- ja HFSC-altistusmediumien vililld 3. ja 6.
pdivdnd ja eroja olisi voinut olla enemmainkin, ellei osa soluista olisi kuollut 6. pdivdn jilkeen.

100 % ja 50 % OVCAR-3-CM:en vililla ei ollut tilastollisesti merkittidvid eroa.

OVCAR-3-CM oli kuvaajien perusteella yhtd hyvé tai parempi kuin uusi medium (Kuva 5.4), mutta
laskevat OVCAR-3-CM-kuvaajat C- ja D-sarjoissa vaikeuttavat tulosten tulkintaa. OVCAR-3-
CM:n kasvua tukeva vaikutus uuteen mediumiin verrattuna oli hyvin voimakas sarjassa C (p < 0,01;
3. ja 6. pdivd), mikd ndkyi mydSs suhteellisen kasvun kuvaajassa (Kuva 5.8, sininen kuvaaja). Tassé
sarjassa kuudennen pdivdn absorbanssiarvot OVCAR-3-CM:ssa olivat jopa kaksinkertaiset uuteen
mediumiin verrattuna, mutta erot tasoittuivat péétepisteessid solujen kuollessa OVCAR-3-CM:ssa.
Muissa sarjoissa OVCAR-3-CM:n ja uuden mediumin valilld ei ollut vastaavia eroja, vaikkakin

eroja 10ytyi yksittdisistd pisteista.
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Kuva 5.9. HFSC 24/08, 9/09 ja 10/09:n suhteellinen kasvu LnCaP-altistusmediumissa. Suhteutus on tehty ensimmaéisen
vuorokauden uuteen mediumiin.

LnCaP-altistusmediumeista toinen tai molemmat stimuloivat HFSC:en kasvua kaikissa koesarjoissa
verrattuna uuteen mediumiin ja omaan altistusmediumiin. Erot nédkyivit selkeédsti vasta kokeen
lopussa ja ne olivat selvempid kahdessa koesarjassa (C ja D) (Kuva 5.4). Sarjassa D osa soluista
kuoli ennen péitepistettd, mikéd vaikeuttaa tulosten analysointia. Padtepisteessd LnCaP-CM:t olivat
parempia kuin HFSC-CM:t seuraavasti: sarjassa B 100 % HFSC-CM:iin verrattuna (p < 0,01),
sarjassa C molempiin HFSC-CM:iin verrattuina (p < 0,001) ja sarjassa D 50 % HFSC-CM:iin
verrattuna (p < 0,01). Jokaisessa sarjassa osa eroista oli tilastollisesti merkittidvid jo 6. pdivina
(p < 0,05). Sarjoissa C ja D LnCaP-CM:t olivat selvisti parempia myds uuteen mediumiin

verrattuna vahintdan paitepisteessa (p < 0,01).

Kuvaajien perusteella 100 % LnCaP-CM oli sarjoissa C ja D parempi kuin 50 % LnCaP-CM, kun
taas sarjassa B mediumien jérjestys oli pdinvastainen (Kuva 5.4). Ero oli kaikissa sarjoissa
tilastollisesti merkittdva yhdessé aikapisteessd (p < 0,01). Solujen suhteutettu kasvu LnCaP-CM:ssa
(Kuva 5.9) oli kuudenteen pdivéddn asti samaa suuruusluokkaa, mutta sen jélkeen erot kasvoivat

kasvun kiihtyessé sarjoissa B ja C.

Eri HFSC-linjojen morfologia (Kuva 5.10) vaihteli pitkdnomaisista soluista (esim. HFSC 10/09)
”levinneisiin” soluihin (HFSC 24/08). Morfologia vaihteli my0s samalla solulinjalla solujen
vanhetessa (HFSC 24/08 P2 ja P3). Solulinjojen vililld ja sisélli tapahtuva morfologian vaihtelu
tiedetddn jo ennestdéin tyypilliseksi rasvakudoksen kantasoluille. Eri mediumeissa kasvaneissa

HFSC-soluissa ei ndkynyt merkittdvid eroja (Kuva 5.11)
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Kuva 5.10. Eri HFSC-linjojen morfologiat. HFSC 24/08: vasemmalla P2 ja oikealla P3. Mittajana 500 pm.

-
Kuva 5.11. HFSC 24/08:n kasvu eri mediumeissa pédtepisteessd. Kuvien keskelld nékyvit mustat alueet
johtuvat mikroskoopin valon kayttaytymisestd kuoppalevyilld. Mittajana 500 um.
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5.2.2. Munasarjasyopasolut

OVCAR-3-sarjojen tulokset ovat kuvassa 5.12. Kuvaaja on keskiarvo kolmen sarjan tuloksista.
Yksittdisten toistojen kuvaajat ovat hyvin samankaltaisia lukuun ottamatta yhtd sarjaa (HFSC
24/08-CM), jossa solujen kasvu 50 % HFSC-CM:ssa hiipui selvisti koesarjan lopussa (Liite 1).
Kuvaajissa ei ndy suuria eroja mediumien vililld eikd niitd ole mikroskooppikuvissakaan (Kuva
5.13). Tilastollisessa analyysissd 10ytyi joitakin tilastollisesti merkittdvid eroja (p < 0,05 tai

p <0,01).

OVCAR-3 Vuorokausi 9
0.08 0.08
— —e— Uusi
S ~m— 100 % HFSC-CM '::S,
J:r 0.06- —=— 50 % HFSC-CM S 0.06- T F
- 100 % OVCAR-3-CM Py 5 :I: :I:
> 50 % OVCAR-3-CM i S
S L S
n T /\ " | || || a
ks 0.04 /,;% T L 0.04 1
c c
2 ‘ 92
3 0.02 T 3 0.02- = =
[e) [°)
v %{/ »
0.00——— ‘ ‘ ‘ 0.00-
0 2 4 6 8 10
Vuorokausi

Kuva 5.12. OVCAR-3:n kasvu eri mediumeissa. Kuvaaja on kolmen sarjan keskiarvo. Solujen kasvu: A 450 nm, josta
on vihennetty taustaniytteen absorbanssi. Péddtepisteen arvot on esitetty lisdksi pylvdskuvaajassa oikealla. Téhdelld
merkityt arvot ovat vahintdén yhtd pienid kaikissa kolmessa sarjassa. Yhdeksdntend pdiviné ei ole tilastollisia eroja,
jotka toistuisivat kaikissa sarjoissa.

*p < 0,05 vs. uusi medium

** p <0,01 vs. OVCAR-3-CM:t

100 % HFSC-CM oli kuudentena péivina tilastollisesti merkittdvésti parempi kuin uusi medium ja
OVCAR-3-CM:t kaikissa sarjoissa (p < 0,01, poikkeuksena yhdessi tapauksessa p < 0,05, Liite 1).
Kahdessa sarjassa ero oli tilastollisesti merkittidva toiseen omaan altistusmediumiin verrattuna myos
paitepisteessd (HFSC 24/08- ja 9/09-CM, p < 0,05). Vaikka 100 % HFSC-CM:lla havaittiin lieva
kasvua tukeva vaikutus, niin 50 % HFSC-CM ei ollut yhdessidkddn pisteessd tilastollisesti
merkittdvasti parempi kuin muut mediumit. Pdinvastoin 50 % HFSC-CM oli parissa pisteessi
tilastollisesti merkittdvésti huonompi kuin OVCAR-3-CM (esim. 50 % HFSC 10/09-CM, 6. pdivi,
p <0,01).

Kuvaajissa huomattavin ero sarjojen vélilld oli solujen kasvun hiipuminen HFSC-CM:ssa 6. pdivin

jéilkeen yhdessé sarjassa (HFSC 24/08-CM, Liite 1). 50 % HFSC-CM:ssa kasvun hidastuminen oli
57



hyvin selvi ja tilastollisesti merkittivd (p < 0,05 vs. muut mediumit), kun taas 100 % HFSC-

CM:ssa kasvun hidastuminen oli lievempéa.

Uusi medium oli kuvaajien perusteella parempi kuin oma altistusmedium (OVCAR-3-CM)
jokaisessa sarjassa pddtepisteessd. Ero oli tilastollisesti merkittdva vdhintddn toiseen OVCAR-3-
CM:iin verrattuna kahdessa sarjassa (HFSC 24/08 ja 9/09, p < 0,05). 100 % ja 50 % OVCAR-3-
CM:n vililld ei ollut eroja. Mikroskooppikuvista ndhdéan, ettd solut kasvoivat rykelminé ja niihin

kertyi vakuoleita konfluenssin kasvaessa (Kuvat 5.13 ja 5.14).

~Uusi 100 % HFSC-CM 100 % OVCAR-3-CM

Kuva 5.13. OVCAR-3:n kasvu eri mediumeissa kokeen paétepisteessa. Konfluenssissa ei ole suuria eoa. Mittaaa
250 pm.

,‘:,\“!\ ; 3 BT A T ;
Kuva 5.14. OVCAR-3:n kasvu kasvu uudessa mediumissa kokeen kuluessa. Kuvissa ndkyvit mustat alueet
johtuvat valon kéyttdytymisesti solujen kasvualustana olevalla kuoppalevylla. Mittajana 500 pm.
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5.2.3. Eturauhassyopasolut

LnCaP-sarjojen tulokset ovat kuvassa 5.15. Kuvaaja on keskiarvo kolmen sarjan tuloksista.
Yksittdisten toistojen kuvaajat ovat hyvin samankaltaisia ja ne ovat liitteessd 2. Tilastollisesti
merkittdvat p-arvot 10ytyvat liitteestd 3. Molemmat HFSC-CM:t inhiboivat huomattavasti LnCaP:n
kasvua verrattuna uuteen mediumiin ja omaan altistusmediumiin. Absorbanssiarvojen perusteella
LnCaP-soluja oli paitepisteessd omassa altistusmediussa 2-3 kertaa enemmain kuin HFSC-CM :issa.
HFSC-CM:t olivat tilastollisesti merkittdvésti huonompia kuin LnCaP-CM:t kaikissa sarjoissa
9. paivdni (p < 0,0001) ja 6. pédivini (p < 0,01) lukuun ottamatta yhtd sarjaa (HFSC 10/09), jossa
50 % HFSC-CM:n ero LnCaP-CM:iin ei ollut tilastollisesti merkittdvd vield kuudentena paivana.

Jotkut eroista olivat tilastollisesti merkittdvid (p < 0,01) jo 3. pdivédnd, vaikka eroa ei ndy kuvaajassa.
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Kuva 5.15. LnCaP:n kasvu eri mediumeissa: kolmen koesarjan keskiarvo. Solujen kasvu: A 450 nm, josta on
vahennetty taustandytteen absorbanssi. Kasvukuvaajaan on merkitty vain HFSC-CM:n ja LnCaP-CM:n viliset ja erot,
jotka koskevat sekd 100 % ettd 50 % LnCaP-CM:a ja ovat véhintddn yhtd merkittdvid kaikissa kolmessa sarjassa.
Poikkeuksena yhdessd sarjassa 50 % HFSC-CM:n ero LnCaP-CM:hin ei ollut tilastollisesti merkittdva 6. péivéna.
Kasvukuvaajassa:

6. pdiva: * vs. uusi medium ja ** vs. LnCaP-CM:t. 9. pdivé: ** vs. uusi medium ja **** vs. LnCaP-CM:t.
Pylvaskuvaajaan on merkitty kaikkien mediumien viéliset tilastollisesti merkittavit erot padtepisteessa.

*p<0,05; **p<0,01; ¥**p<0,001 ****p<0,0001.

HFSC-CM:t inhiboivat solujen kasvua tilastollisesti merkittdvésti myods uuteen mediumiin
verrattuna kaikissa sarjoissa pddtepisteessd (p < 0,01) ja kahdessa sarjassa my0s 6. pdivdna
(p < 0,05). Kuvaajan perusteella 100 % HFSC-CM inhiboi solujen kasvua hieman enemmaén kuin
50 % HFSC-CM. Ero oli kaikissa sarjoissa tilastollisesti merkittivd vdhintddn péétepisteessa

(p<0,01).

Uusi medium stimuloi LnCaP:n kasvua parhaiten. Ero muihin mediumeihin oli tilastollisesti

merkittdvd lukuun ottamatta yhtd sarjaa (HFSC 24/08), jossa 50 % oma altistusmedium oli
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paitepisteessd yhtd hyvi (Liite 2). Kuvaajien perusteella 50 % LnCaP-CM aktivoi solujen kasvua
paremmin kuin 100 % LnCaP-CM péitepisteessd. Ero oli tilastollisesti merkittdva (p < 0,05) yhtd
sarjaa (HFSC 10/09-CM) lukuun ottamatta.

Kasvuerot eri mediumeissa olivat suuria ja keskihajonnat pienid, etenkin pienemmillé
absorbanssiarvoilla. Eri mediumeissa kasvaneissa soluissa oli selvid eroja myo0s
mikroskooppikuvissa: HFSC-CM:ssa kasvaneita soluja oli selvidsti vihemmin ja solut olivat

morfologialtaan erilaisia (Kuva 5.16).

Uusi 100 % LnCaP-CM 100 % HFSC-CM

1 vrk

3 vrk

09 vrk

Kuva 5.16. LnCaP:n kasvu eri mediumeissa CM-kokeessa. 1 vrk:n kuva on uudesta mediumista ja kuva on sama
kaikissa sarakkeissa. Uudesta mediumista (3 vrk) oleva kuva on huonolaatuinen, koska se on suurennettu pienemmaésta
kuvasta. Eri mediumeissa kasvaneissa soluissa on selvit erot konfluenssissa ja morfologiassa, etenkin 6. ja 9. pdivian
kuvissa. Uudessa mediumissa ja LnCaP-CM:ssa soluja on selvisti enemmén kuin HFSC-CM:ssa. Mittajana 250 pm.
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6. POHDINTA
6.1. Esikoe

Esikokeessa maédiritettiin sopiva solumdird kuoppaa kohden. Soluja on oltava riittévésti, koska ne
tarvitsevat kasvaakseen signaaleja toisilta soluilta, mutta niitd ei saa olla niin paljoa, ettd kuopat
kasvavat tayteen. Silloin solujen kasvu pysédhtyy ja ne voivat irrota kasvualustastaan. Normaaleilla
soluilla kontakti-inhibiitio rajoittaa solujen kasvua ja solut voivat muodostaa vain 1-solukerroksen,
mutta syOpisoluilta tdiméd ominaisuus puuttuu ja ne voivat kasvaa piillekkdin useammassa

kerroksessa (Takai ym., 2008).

HFSC-soluilla kasvukuvaaja laski kuudennen péivan jilkeen 10 000 solun kuopissa (Kuva 5.1).
Soluja oli ilmeisesti niin paljon, ettd kuopat kasvoivat konfluenteiksi ja solut alkoivat irrota. 10 000
solua/kuoppa oli lilan suuri solumiird, joten kasvukoetta varten wvalittiin méédrdksi 5000
solua/kuoppa. OVCAR-3 soluilla kasvussa ei ollut suuria eroja solumiirien vélilld (Kuva 5.2).
Kasvukokeeseen wvalittiin solumédrdksi 10 000 solua/kuoppa, jotta soluilla olisi varmasti tilaa
kasvaa kokeen loppuun asti. Myds LnCaP-soluille valittiin solumdardksi 10 000 solua/kuoppa
(Kuva 5.3). 15 000 solun kuopissa saatiin selvdsti suurempia absorbanssiarvoja kuin pienemmilld

solumaéadrilld, joten 10 000 solulla pitiisi olla riittdvisti tilaa kasvaa.

Erot absorbanssiarvoissa olivat kaikilla solulinjoilla suhteessa samanlaiset 1h ja 4h kuvaajissa. 1h
inkubointiajalla absorbanssiarvot jdivdt melko pieniksi, jolloin erojen havaitseminen on vaikeaa.
Kasvukokeeseen valittiin inkubointiajaksi 4h, siitd huolimatta ettd pidempi inkubointiaika suurentaa

keskihajontoja.

6.2. Kasvukoe

Tédmidn tutkimuksen kaltaisista kokeista on saatu aiemmin ristiriitaisia tuloksia. ASC-CM:n on
todettu kiithdyttdvan rintasyopa- (Pinilla ym., 2009), keuhkosyoOpéa- ja glioomasolujen kasvua (Yu
ym., 2008), mutta toisissa tutkimuksissa ASC-CM:n vaikutus on ollut inhiboiva joidenkin
epiteliaalista alkuperdd olevien syOpdsolujen (haima, maksa, paksusuoli ja eturauhanen) (Cousin
ym., 2009) ja leukemiasolujen (Zhu ym., 2009) kasvuun. Joissakin tapauksissa ASC-CM:lla ei ole
ollut mitdén vaikutusta rinta- ja kohdunkaulasyopasolujen kasvuun (Cousin ym., 2009). Tallaisten
havaintojen perusteella ASC-syopidsolu-vuorovaikutus saattaa olla riippuvainen syOpéatyypisté.
Cousin ym. (2009) tutkimuksessa ASC-CM:n vaikutus eri syOpityyppeihin oli erilainen, vaikka

koeasetelma oli sama, joten erilaiset tutkimustulokset eivdt ole riippuvaisia pelkdstddn kokeen
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tekijastd. Tassdkin tutkimuksessa eri syOpidsolutyypit kdyttdytyivdt eri tavoin. Kuvassa 6.1 on

yksinkertaistettu kaavio tutkimuksen tuloksista.

2

+7?
+7?
‘+\

Kuva 6.1. Yksinkertaistettu kaaviokuva tutkimuksen tuloksista. Solujen erittimien liukoisten tekijoiden kasvua
aktivoiva vaikutus on merkitty +-merkilld ja inhiboiva vaikutus — -merkilld. HFSC:t ja OVCAR-3:t saattavat erittaa
toistensa kasvua tukevia tekijoitd. Epdvarmuutta on kuvattu kysymysmerkilld. HFSC:t inhiboivat selvisti LnCaP-
solujen kasvua; LnCaP:t puolestaan tukivat jonkin verran HFSC:en kasvua.

Vertailtaessa tdimédn tutkimuksen tuloksia muihin tutkimuksiin on huomioitava, ettd syopasolujen
jakautumisen (proliferaatio) kasvu ja syovin kasvu (tumor growth) ovat kaksi eri asiaa: syovén
kasvu on proliferaation lisdksi riippuvainen mm. angiogeneesisti, metastasoinnista ja
immunomodulaatiosta, kuten kuvassa 2.4 on esitetty. Monissa tutkimuksissa on tutkittu
kantasolujen vaikutusta angiogeneesiin (Lin ym., 2010) ja metastasointiin (Muehlberg ym., 2009;

Pinilla ym., 2009), mutta vaikutuksesta proliferaatioon on vihemmain tutkimuksia.

6.2.1. Suhteutetut kuvaajat

Paras vaihtoehto yksittdisten sarjojen vertailemiseksi on absorbanssiarvojen perusteella tehty
keskiarvokuvaaja. Téssd tutkimuksessa keskiarvokuvaajat tehtiin LnCaP- ja OVCAR-3-sarjoista.
HFSC-sarjoissa oli niin paljon vaihtelua, ettd keskiarvokuvaajan tekeminen ei ollut jarkevdi vaan
sarjoja vertailtiin suhteuttamalla absorbanssiarvot ensimmdisen péivdn arvoihin. Suhteutus
mahdollistaa sarjojen vélisen vertailun, jos absoluuttisissa arvoissa on paljon vaihtelua. HFSC:n
tapauksessa suhteuttamalla ei saatu yhtenevid kuvaajia, mutta tulos oli kuitenkin parempi kuin
keskiarvokuvaajissa (joita ei ole esitetty). Suhteutus oli kuitenkin hieman ongelmallinen, koska
ensimmadisen pdivin absorbanssiarvot olivat hyvin pienid (0,007; 0,008; 0,018 ja 0,023). Pienilld

arvoilla mittausepétarkkuus aiheuttaa helpommin vaihtelua, joka kertautuu suhteutuksessa, etenkin
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sarjan loppupééssd. Luotettavien padtelmien tekemiseksi tulosten tulkinnassa on hyvi tarkastella
myo6s alkuperdisid kuvaajia suhteutettujen tai keskiarvokuvaajien lisdksi. Esimerkiksi HFSC-
linjoilla suhteutetut ja alkuperdiset kuvaajat olivat hyvin erilaisia: HFSC 9/09:t kasvoivat LnCaP-
CM:ssa absorbanssiarvojen perusteella parhaiten, mutta suhteutettujen arvojen perusteella
huonoiten muihin HFSC-linjoihin verrattuna (Kuvat 5.4 ja 5.9). Myos HFSC:en kasvussa OVCAR-
3-CM:ssa oli 2 — 3-kertaisia eroja absoluuttisissa arvoissa, mutta suhteutut arvot olivat hyvin ldhelld

toisiaan (Kuvat 5.4 ja 5.8).

6.3. Altistusmediumkokeet

Altistusmediumkokeilla (conditioned medium, CM) tutkitaan solujen erittimien liukoisten
tekijoiden vaikutusta solujen kasvuun ja ne ovat usein ensimméinen koetyyppi, jolla tutkitaan
solujen vilisid vuorovaikutuksia (Cousin ym., 2009; Pinilla ym., 2009). Altistusmediumin
valmistuksessa solut kiyttdvdt osan mediumin ravinteista ja ne erittivdt mediumiin liukoisia

tekijoiti.

Solut tarvitsevat kasvaakseen ravinteiden lisiksi myds viestejd toisilta soluilta. Solujen erittimien
liukoisten tekijéiden vaikutus voi olla aktivoiva tai inhiboiva. Ravinteet ja solujen erittimat tekijét
yhdessd méadrdivit solujen kasvunopeuden. Tdtd on havainnollistettu kuvassa 6.2. Ravinteiden ja
liukoisten tekijoiden suhteellinen merkitys kasvulle voi vaihdella mm. solutyypin, solujen
kasvuvaiheen ja solutiheyden mukaan. Kasvuun vaikuttaa myds ldmpdtila, happipitoisuus ym.

tekijat, jotka olivat tdssd kokeessa muuttumattomia.

Ravinteet

+++++++++
+++++++++

............................ [ > Solujen kasvu

Solujen erittamat

tekijat
oottt +-+
B S e S

Kuva 6.2. Solujen kasvuun vaikuttavat tekijat. Solu tarvitsee kasvuunsa ravinteita ja muiden solujen erittdmia tekijoita.
Naéiden osatekijoiden suhde voi vaihdella. Soluja viljeltdessd solujen erittdmien tekijoiden mééra kasvaa ja ravinteiden
maiéra vihenee, mitd on kuvattu nuolella ja katkoviivoilla. Néin tapahtuu esimerkiksi altistusmediumin valmistuksessa.
Solujen erittdmait tekijit voivat vaikuttaa kasvuun aktivoivasti tai inhiboivasti, mitd on kuvattu plus- ja miinusmerkeilla.
Ravinteet vaikuttavat kasvuun aktivoivasti, mitd on kuvattu plusmerkeilla.
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Tassd kokeessa kéytettiin sekd 100 % ettd 50 % altistusmediumia, jotta voitaisiin arvioida
altistusmediumin annosvaikutusta solujen kasvuun. Solujen vasteen riippuvuus liukoisen tekijén
pitoisuudesta vaihtelee. Kuvassa 6.3 on annos-vaste-kdyrén yleinen muoto, joka voi vaihdella
loivasta jyrkkkéadn. Lisdksi kynnyspitoisuus ja maksimivaste vaihtelevat. Kasvuun vaikuttavan
tekijdn pitoisuus CM:ssa voi olla missd tahansa kohdassa kéyrélld: pitoisuus voi olla
kynnyspitoisuuden alapuolella, jolloin tekijin vaikutus ei ndy kokeessa tai pitoisuus voi olla
maksimipitoisuuden yldpuolella, jolloin 50 % ja 100 % CM:n vililld ei vilttdméttd nidhdé eroa.
50 % ja 100 % CM:n vaikutus voi siis olla ldhes sama tai hyvin erilainen riippuen vaikuttavien
tekijoiden pitoisuuksista. Kahta erilaista CM-pitoisuutta kiyttdmilld voidaan myds selvittda,
johtuuko altistusmediumin kasvua inhiboiva vaikutus vain ravinteiden puutteesta. Esimerkiksi
LnCaP-soluilla 50 % HFSC-CM:n inhiboiva vaikutus oli 1dhes yhtd suuri kuin 100 % HFSC-

CM:lla, joten vaikutus ei voinut johtua ravinteiden puutteesta.

Vaste N

>
A B Konsentraatio

Kuva 6.3. Annos-vaste-kuvaajan yleinen muoto. Vaaka-akselilla on tietyn tekijin konsentraatio ja pystyakselilla sen
aiheuttama vaste solussa. Tétd voidaan soveltaa CM:ssa olevien liukoisten tekijoiden vaikutukseen solujen kasvuun. A
on konsentraation kynnyspitoisuus (threshold), jolla vaste ndhddén. Jos tekijan konsentraatio on A:ta pienempi, tekijan
vaikutus ei ndy. B on konsentraatio, joka aiheuttaa maksimivasteen. Konsentraarion kasvattaminen B:td suuremmaksi ei
nosta vastetta.

Altistusmediumin pohjana on kéytetty normaalia mediumia (Mishra ym., 2008; Pinilla ym., 2009),
kuten tissdkin, mutta joissakin tutkimuksissa CM on valmistettu seerumittomaan mediumiin (Jotzu
ym., 2010; Spaeth ym., 2009) tai seerumi on lisdtty vasta jdlkikdteen (Yu ym., 2008).
Altistusmediumin valmistusaika on ollut useissa tutkimuksissa sama kuin tissd eli kaksi
vuorokautta (Jeon ym., 2010; Pinilla ym., 2009; Spaeth ym., 2009; Yu ym., 2008), mutta myds
lyhyempid (12 h) (Menon ym., 2007) ja pidempia (3 vrk) (Muehlberg ym., 2009) aikoja on kéytetty.
Altistusmediumin kerdyksen jélkeen solut on eroteltu useissa tutkimuksissa sentrifugoimalla ja sen
jélkeiselld suodatuksella (Jeon ym., 2010; Pinilla ym., 2009), vaikka solujen poistamiseen

mediumista riittdd pelkkd suodatuskin, jota kaytettiin tissd tutkimuksessa.
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Altistusmediumin kaytdssd on huomioitava useita tekijoitd. Tassd kokeessa altistusmedium keréttiin
soluviljelypulloista, joiden konfluenssi ja siten my0s ravinteiden ja liukoisten tekijéiden pitoisuus
kerdyserien vililld vaihteli. Tdmén vaikutusta pyrittiin pienentdiméin poolaamalla yhteen sarjaan
kéytetty altistusmedium, jolloin altistusmediumin koostumus oli sama ainakin sarjan sisélld. Jos koe
toistettaisiin, niin vaihtelua voisi vihentdd kerddamalla mediumia vain konfluenssiltaan samanlaisista
pulloista tai poolaamalla CM siten, ettd sen koostumus olisi vakio. Osassa tutkimuksista CM:n
tuotossa kiytetty konfluenssi on méiritelty (Spaeth ym., 2009), kun taas osassa ei ole (Pinilla ym.,

2009).

Kerdyksen jilkeen CM suodatettiin 0,8/0,2 um suodattimen ldpi. Periaatteessa kaikkien liukoisten
tekijoiden pitéisi ldpaistd suodatin, mutta tekijit ovat voineet muodostaa esimerkiksi aggregaatteeja,
jotka eivit lapdise suodatinta. CM pakastettiin -80 °C:een kerdyksen jélkeen ja sulatettiin ennen
kéyttod. Pakastuksen ja sulatuksen ei pitdisi vaikuttaa altistusmediumiin, mutta niiden vaikutusta
voisi osittain kompensoida pakastamalla my6s uuden mediumin. Kirjallisuuskatsauksen viitteisté ei

16ydy mainintaa pakastuksen vaikutuksesta altistusmediumiin.

Tédmin tutkimuksen kaltaisissa tutkimuksissa, joissa on tutkittu CM:n vaikutusta kasvuun, solujen
altistusaika CM:ssa on ollut vain 2 — 4 vuorokautta (Cousin ym., 2009; Pinilla ym., 2009; Yu ym.,
2008), mikd on huomattavasti lyhyempi kuin tissd tutkimuksessa kiytetty 9 vuorokautta. Edelld
mainituissa tutkimuksissa solujen kasvua on tutkittu laskemalla eldvét solut kisin tai laitteiden
avulla. Talla tavoin on mahdollista saada tarkempaa tietoa solujen médrdstd kuin WST-1-
reagenssilla. Jalkimmdinen on kuitenkin huomattavasti helpompi ja vdhemmén aikaa vieva
menetelmd. Todennédkoisesti em. tutkimuksissa on maljattu alussa melko paljon soluja, jolloin
solujen kasvu kédynnistyy nopeammin ja erot soluméddrissd ovat havaittavissa jo parissa padivissi.
Téssé tutkimuksessa soluja maljattiin niin vihén, ettd solut eivit olleet juuri kasvaneet kolmanteen

pdivddn mennessd eikd mittauksissa havaittu kasvueroja.

Oikean vertailumediumin valinta on tidrkedd tulosten luotettavuuden kannalta. ASC-CM:n
vaikutusta sydpéasolujen kasvuun on verrattu uuteen mediumiin (Pinilla ym., 2009; Yu ym., 2008)
tai solujen omaan altistusmediumiin sekd bMSC-CM:iin (Cousin ym., 2009). Solujen oma
altistusmedium on parempi vertailukohde kuin uusi medium, koska siitd puuttuu ravinteita samoin
kuin tutkittavasta mediumista, mutta uutta mediumia on hyvi kéyttdd kontrollina. Jos vertailussa
kiytettdisiin vain uutta mediumia ja solut kasvaisivat tutkittavassa CM:ssa huonommin kuin
uudessa, niin ei voitaisi tietdd, johtuisiko ”inhiboiva” vaikutus vain CM:n pienemmastd

ravinnepitoisuudesta. Pinilla ym. (2009) kayttivét téllaista koeasetelmaa, mutta tulkintaongelmaa ei
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tullut, koska ASC-CM kiihdytti syopdsolujen kasvua. Yu ym. (2008) kokeessa seerumi liséttiin
CM:iin vasta sen valmistuksen jédlkeen, jolloin ravinnepitoisuuden kannalta sitéd oli jirkevaa verrata

uuteen mediumiin eikd solujen omaan altistusmediumiin.

Kokeissa, joissa on tutkittu CM:n vaikutusta solujen kasvuun, on tutkittu vain ASC-CM:n
vaikutusta sydpéasolujen kasvuun, ei syopasolujen CM:n vaikutusta ASC:en kasvuun (Cousin ym.,
2009; Pinilla ym., 2009; Yu ym., 2008). SyoOpédsolujen CM:n vaikutusta ASC:hin on kuitenkin
tutkittu kokeissa, joissa on selvitetty ASC:en muuntumista syovéin kasvua tukeviksi fibroblasteiksi
(CAF) (Jeon ym., 2010). CM-kokeilla on selvitetty myos indusoituvien sytokiinien ilmenemista:
syopisoluja ja kantasoluja on kasvatettu toistensa CM:ssa ja verrattu solujen sytokiiniekspressiota
tavallisessa mediumissa kasvatettujen solujen ekspressioon (Karnoub ym., 2007; Pinilla ym., 2009).
Téllaista koeasetelmaa voisi kéyttdd mahdollisissa jatkokokeissa, jotta saataisiin selville sekd
solujen normaalisti tuottamat ettd indusoituvat tekijit. Yu ym. (2008) ja Pinilla ym. (2009)
tutkimuksissa tehtiin CM-kokeiden yhteydessd solujen yhteisviljelmid tai in vivo -kokeita, jotka

olisivat luonnollisia jatkokokeita téssé tutkimuksessa.

CM-kokeilla voidaan tutkia hallitusti solujen vaikutusta toisiinsa, mutta ndissd kokeissa on my0s
monia puutteita. Ensinndkddn koeasetelma ei vastaa todellista solujen vuorovaikutusta in vivo.
Kokeessa on tavallaan erotettu keinotekoisesti vuorovaikutuksen toinen puoli. Toiseksi CM-
kokeessa ei voida huomioida solukontaktin merkitystd. Kolmas huomioitava seikka on, ettd monien
tekijoiden tuotto on toisten solujen indusoimaa, eikd tdménkaltaisessa CM-kokeessa nédhda
indusoituvien tekijoiden vaikutusta solujen kasvuun. Indusoituvien tekijoiden tirkeys syOpdsolu-
MSC-vuorovaikutuksessa on todettu useassa tutkimuksessa (Jeon ym., 2010; Menon ym., 2007;

Muehlberg ym., 2009).

6.4. Rasvakudoksen kantasolut
6.4.1. Rasvakudoksen kantasolut omassa altistusmediumissa

HFSC:illa uusi medium tuki solujen kasvua yhtd hyvin tai paremmin kuin oma altistusmedium,
miké oli hieman yllattdva tulos (Kuva 5.4). 50 % HFSC-CM oli useassa sarjassa ja aikapisteessé
huonompi kuin uusi medium (p < 0,05). Yleisen soluviljelykdytinnon mukaan mediumista
vaihdetaan vain puolet koko mediumin sijasta, jos halutaan tukea solujen kasvua. Télld tavoin
voidaan yhdistdd molemmat solujen kasvua tukevat tekijat: uudesta mediumista tulevat ravinteet ja
toisten solujen tuottamat liukoiset tekijit. Tdmadn oletuksen perusteella solujen pitdisi kasvaa
paremmin 50 % HFSC-CM:ssa kuin uudessa mediumissa, mutta ndin ei ollut yhdessidkddn

66



koesarjassa. Mediumien vaikutuksesta solujen kasvuun voisi tehdd jatkotutkimuksia, joissa ei
kaytettdisi solujen omaa altistusmediumia vaan medium vaihdettaisiin puoliksi, kokonaan tai sitd ei
vaihdettaisi ollenkaan. Téllainen koeasetelma vastaisi parhaiten normaalia soluviljelykdytintoa.
Liséksi voitaisiin tutkia, miten kasvuun vaikutta, jos mediumista vaihdetaan muu osuus kuin puolet,

esimerkiksi 25 % tai 75 %.

Osa HFSC:en kasvukuvaajista (5 kuvaajaa) laskee kahden viimeisen aikapisteen vililld. Ndin on
tapahtunut vain 100 % HFSC-CM:lla ja OVCAR-3-CM:lla. Niissé tapauksissa solut ovat kasvaneet
parhaiten ko. mediumeissa 3. ja 6. pdivian vililld eli eksponentiaalisen kasvun vaihe on
todennékoisesti ollut jo ennen 6:tta paivdd. Kuopat ovat todennikdisesti kasvaneet konfluenteiksi
6. pdivan jilkeen, jolloin osa soluista on irronnut pohjasta ja kuollut, mikd voi aiheuttaa
paitepisteen pienemmit absorbanssiarvot. MyoOs esikokeessa saatiin samankaltaisia laskevia
kuvaajia 10 000 solun kuopissa (Kuva 5.1), mikd johtui todenndkdisesti samasta syystd. Tdmén
takia paitepisteen tuloksia on syytd tulkita varovaisesti. Tarkastelemalla vain paitepisteen arvoja
voidaan padtyd harhaanjohtaviin tulkintoihin solujen kasvusta kyseisissd mediumeissa. Jos laskevat
kuvaajat johtuvat kasvutilan puutteesta, kyseiset mediumit voivat stimuloida solujen kasvua, vaikka
eroja ei nidhdid péaitepisteessd. Jos kasvukoe toistettaisiin, niin HFSC-sarjoissa voisi kayttda
pienempii solumédrii, esimerkiksi 4000 solua/kuoppa 5000 solun sijasta tai lyhyempaa aikavalia.
Syopéasoluilla kasvukuvaajat eivit laske yhdessdkddn sarjassa. Mikroskooppikuvien perusteella
(Kuvat 5.14 ja 5.16) syOpédsoluviljelmaét olivat hyvin konfluentteja paétepisteessd. Sydpasoluille on

ominaista, ettd ne jatkavat kasvuaan myds konfluentissa viljelmissd, koska niiltd puuttuu kontakti-

inhibiitio (Takai ym., 2008).

Laskevat kuvaajat voivat johtua myos siitd, ettd kaytettdvdlld mittausmenetelmadlld ei pystytd
havaitsemaan pienid kasvueroja. Tulokset vadristyvit, jos jossakin aikapisteessd mitataan liian suuri
tai pieni arvo. Mittausmenetelmén epitarkkuus vaikuttaa etenkin sarjan alkupdissd erojen ollessa
pienid. Esimerkiksi HFSC 10/09 -sarjassa (Kuva 5.4) ldhes kaikki kuvaajat laskevat kahden
ensimmadisen aikapisteen vélilli, mikd johtuu todenndkdisesti pienistd absorbanssieroista.
Reagenssin kéyttoohjeessa ei kerrota, kuinka pienid soluméérid ja eroja menetelmilld pystytddn
madrittdimadan, mutta reagenssi on tarkoitettu nimenomaan eldvien solujen tunnistamiseen ja

proliferaatiomittauksiin (WST-1 reagenssin kdyttdohje, Takara).

Rasvakudoksen kantasolujen (HFSC) kasvussa on normaalisti eroja eri potilaista eristettyjen
linjojen vélilld ja samankin linjan kasvunopeus vaihtelee, mikd nédkyi tdssdkin tutkimuksessa.

HFSC:en absorbanssiarvojen keskiarvot uudessa mediumissa kokeen paitepisteessd olivat 0,024

67



(10/09); 0,040 (24/08 B); 0,041 (9/09) ja 0,072 (24/08 A) eli pienimmén ja suurimman arvon valilla
oli kolminkertainen ero. Syd&pdsolulinjoilla vastaavat arvot uudessa mediumissa kokeen
paitepisteessd olivat OVCAR-3:11a 0,058; 0,062 ja 0,063 sekd LnCaP:lla 0,290; 0,310 ja 0,429 eli

kasvussa ei ollut vastavaa solulinjan sisdistd vaihtelua kuin HFSC:lla.

HFSC 24/08 -linjalla saatiin 9. pdivanad uudessa mediumissa kaksi eri arvoa 0,072 (P2, sarja A) ja
0,040 (P3, sarja B) eli samankin solulinjan kasvunopeus vaihtelee. Kuitenkin solulinjojen
paremmuusjérjestys suhteellisessa kasvussa oli pdinvastainen, mika johtui todennikdisesti B-sarjan
hyvin pienestd absorbanssiarvosta ensimmadisend pdivind (B-sarjassa 0,007 ja A-sarjassa 0,023).
Myds 50 % ja 100 % HFSC-CM:n jdrjestys vaihteli. Eri-ikdisissd soluissa oli ndhtivissad pienid
eroja morfologiassakin (Kuva 5.10): Nuoremmat solut (HFSC 24/08, P2) olivat levinneempia kuin
vanhemmat (HFSC 24/08, P3), mutta ero saattoi johtua myds konfluenssista. HFSC:en kasvu usein
hidastuu siirrostuskertojen méaridn kasvaessa, mikéd voisi olla tissé selittivénd tekijand. Kyseinen

HFSC 24/08 -linja on yleensa kasvanut heikosti.

Cousin ym. (2009) mukaan ASC:n siirrostuskertojen lukuméérédlli on suuri vaikutus ASC:en
ominaisuuksiin. Siirrostuskertojen méairdn vaikutus HFSC:illa on erilainen kuin sydpédsoluilla ja
alkion kantasoluilla. Jialkimmdiset jakautuvat periaatteessa loputtomasti, koska niilld on korkea
telomeraasiaktiivisuus (Hoffman & Carpenter, 2005). On epiaselvdd, sdilyyko HFSC:en
telomeraasiaktiivisuus vai hdviddko se vai onko sitd ylipddnsé ollenkaan (Gimble ym., 2007). Suga
ym. (2009) ovat osoittaneet, ettd ASC:en replikaatiopotentiaali ja fenotyyppi muuntuvat soluviljelyn
aikana (Suga ym., 2009). HFSC-solujen tutkimuskdytdsséd solujen siirrostusluku pyritddn pitiméaén
pienempind kuin 7. Kliinisissd sovelluksissa kédytetddn titd nuorempia soluja (P 2 — 5), eiké solujen
siirrostusta ole tarkoitus jatkaa pidemmaille. Jos solujen ominaisuudet muuttuvat siirrostusluvun

kasvaessa, se on huomioitava tutkimuksien suunnittelussa ja vertailussa.

6.4.2. Rasvakudoksen kantasolut syopasolujen altistusmediumissa

OVCAR-3-CM tuki HFSC:en kasvua HFSC-CM:iin verrattuna tilastollisesti merkittdvésti kaikissa
sarjoissa useammassa aikapisteessd (p < 0,05 tai p < 0,01), mutta tulosten tulkintaa vaikeuttaa
6. paivin jilkeiset solukuolemat, joita tapahtui kaikilla HFSC-linjoilla (Kuva 5.4). Laskevista
kuvaajista kerrottiin tarkemmin edellisessd kappaleessa 6.4.1. OVCAR-3-CM:n kasvua tukeva
vaikutus oli hyvin selked sarjassa C ja ndkyvissd my0s sarjassa D, kun taas sarjassa A téllaista
havaintoa ei voinut tehdd (Kuva 5.4). Jos soluméérien oletetaan kasvavan aikapisteiden vililld, niin

eroja ndhtdisiin todenndkodisesti useammassa pisteessd. Tulosten perusteella OVCAR-3-solut
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saattavat erittdd jotakin HFSC:en kasvua aktivoivaa tekijai. Tulkinta on kuitenkin epdvarma, koska

eri sarjojen tulokset eivit olleet tdysin samansuuntaisia.

LnCaP-CM:t tukivat HFSC:en kasvua pédtepisteessd sarjoissa C ja D uuteen mediumiin (p < 0,01)
ja véhintddn toiseen HFSC-CM:iin (p < 0,01 tai p < 0,001) verrattuna seki sarjassa B 100 % HFSC-
CM:iin verrattuna (p < 0,01) (Kuva 5.4). Sen perusteella jokin LnCaP:n erittima tekijd tukee
HFSC:en kasvua. Tétd puoltaa erityisesti se, ettd LnCaP-CM tuki kasvua uutta mediumia

paremmin, vaikka siind on vihemmaén ravinteita kuin uudessa mediumissa.

LnCaP-CM:n kasvua tukeva vaikutus nékyi siis selvimmin kahdessa koesarjassa (C ja D), joissa
50 % ja 100 % LnCaP-CM:n vaikutus oli suunnilleen sama ja selvidsti parempi kuin uudella
mediumilla (p < 0,01 uuteen mediumiin verrattuna) (Kuva 5.4). Sarjassa B (HFSC 24/08) LnCaP-
CM:n (my6hemmin téstd erdstd on kiytetty nimitystd LnCaP-CM-1) aktivoiva vaikutus omaan
CM:iin ja uuteen mediumiin verrattuna oli selvésti pienempi: 100 % ja 50 % LnCaP-CM-1 ei ollut
tilastollisesti merkittdvésti uutta mediumia parempi yhdessidkddn aikapisteessd. Toisin sanoen
LnCaP-CM-1:n vaikutus oli ldhempénd uutta mediumia kuin muiden LnCaP-CM-erien. Looginen
selitys télle olisi, ettd LnCaP-CM-1:ssd olisi vihemmén LnCaP:en tuottamia (aktivoivia) tekijoitd

eli CM-erd olisi tuotettu pienemmaélld soluméarilla.

LnCaP-CM-1:n vaikutus erosi muista LnCaP-CM-eristdi myds LnCaP-soluilla: LnCaP-CM-1 ei
inhiboinut LnCaP:en kasvua yhtd voimakkaasti uuteen mediumiin verrattuna kuin muut LnCaP-
CM-erit (Liite 2, LnCaP ja HFSC 24/08). Tdma voisi johtua siitd, ettd LnCaP-CM-1:ssa oli
enemmaén ravinteita tai vihemmin LnCaP:n tuottamia (inhiboivia) tekijoitd eli CM olisi tuotettu
pienemmalld soluméérilld. LnCaP-CM-1:n vaikutus oli siis sekd HFSC 24/08- ja LnCaP-soluilla
enemmaén uuden mediumin kaltainen, joten todennidkdisesti kyseinen erd oli tuotettu pienemmalld
soluméérélla. Se on hyvin mahdollista, koska soluviljelmien konfluenssia ei kontrolloitu CM:n
tuottovaiheessa ja kuhunkin koesarjaan kiytettiin eri CM-erdd. Konfluenssin merkitystd on pohdittu

enemman kappaleessa 6.3 Altistusmediumkokeet.

HFSC:ja hyodyntidvien kudosteknologisten hoitojen antaminen LnCaP-tyyppistd eturauhassyopii
sairastaneille voisi tdmén tutkimuksen perusteella olla riskialtista, koska LnCaP:n aktivoiva
vaikutus HFSC:en kasvuun voi lisdtd syopariskid. Luupuutoksen hoidossa HFSC:en aktiivinen
jakautuminen luupuutosalueella voisi myds vieda tilaa kehittyvéltd luukudokselta. Myds OVCAR-
3:n erittdmit tekijit saattavat tulosten perusteella tukea HFSC:en kasvua, joten HFSC:in
perustuvien hoitojen antaminen OVCAR-3-tyyppistd munasarjasyopdd sairastaneille voisi olla
riskialtista.
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Syopésolujen altistusmediumin vaikutusta MSC:hin on selvitetty monissa tutkimuksissa, mutta
ndissd ei ole tutkittu vaikutusta kasvuun, vaan MSC:n liitkkumista (Menon ym., 2007) ja solujen
erittimid tekijoitd (Jeon ym., 2010; Menon ym., 2007) sekd MSC:en muuntumista CAF:ksi (Jeon
ym., 2010; Jotzu ym., 2010; Spaeth ym., 2009). Menon ym. (2007) tutkivat LnCaP-CM:n ja muiden
syopatyyppien CM:n vaikutusta rotan bMSC:hin. Heidén tulostensa mukaan LnCaP-CM:ssa olevat
kemokiinit aktivoivat rotan bMSC:issa SDF-1-ekspression, joka aktivoi bMSC:en liikkumista
syopésoluja kohti. Kirjoittajien esittdimin mallin mukaan SDF-1 saattaa aktivoida myds bMSC:en
proliferaatiota ja elinkykyisyyden parantumista, mutta niitd ei kuitenkaan tutkittu (Menon ym.,
2007). Menon ym. (2007) tutkimuksen perusteella jatkotutkimuksissa voitaisiin selvittdd LnCaP-
CM:n vaikutusta HFSC:en SDF-1-eritykseen.

ASC:en (Jeon ym., 2010; Jotzu ym., 2010) ja bMSC:en (Mishra ym., 2009; Spaeth ym., 2009)
muuntumisesta syovin kasvua tukeviksi fibroblasteiksi (CAF) sydpédsolujen CM:ssa on useita
tutkimuksia, mutta nditd ei ole perusteltua verrata tdhin tutkimukseen, koska solujen kasvu ja
muuntuminen toiseksi solutyypiksi ovat kaksi eri asiaa. CAF-tutkimuksissa CM-altistus on osassa
tutkimuksista ollut melko pitkd, 16 — 30 vrk (Mishra ym., 2008; Spaeth ym., 2009), mutta Jotzu ym.
(2010) tutkimuksessa ASC:t muuntuivat jo 4 vrkissa CAF:ksi rintasyOpédsyOpésolujen
altistusmediumissa. Sen perusteella ASC:t ovat voineet tdssikin tutkimuksessa muuntua CAF:ksi,
mutta sen selvittimiseksi olisi pitdnyt tutkia vdhintddn geeni- ja proteiini-ilmentymistd. Jos ASC:t
olisivat muuntuneet CAF:ksi, niin koe ei mittaisi endd ASC:en kasvua, mitd tdssd tutkitaan.
Jatkotutkimuksissa voitaisiin varmistaa esimerkiksi pintaproteiinitutkimuksilla, ettd solut ovat

ASC:ja myo6s kokeen lopussa.

6.5. Munasarjasyopasolut

100 % HFSC-CM oli kaikissa sarjoissa 6. pdivand tilastollisesti merkittavésti parempi kuin muut
mediumit (p < 0,01 vs. OVCAR-3-CM:t). Kuitenkin puolet tilastollisesti merkittdvistd eroista havisi
9. pdivddn mennessi eikd kasvua tukevaa vaikutusta nikynyt 50 % HFSC-CM:lla, joka muistutti
koostumukseltaan 100 % HFSC-CM:a. Kahdessa sarjassa 100 % HFSC-CM oli parempi kuin
solujen oma altistusmedium myds 9. pdivand (HFSC 24/08-CM ja 9/09, p < 0,05/0,01/0,001). Yksi
selitys sille, ettd 100 % HFSC-CM:n erot muihin mediumeihin hidvidvat kuudennen péivin jilkeen
on se, ettd solujen kasvu tdssd mediumissa oli voimakkainta ennen 6:tta pdivéa ja alkoi jo hidastua
6. pdivan jidlkeen. Téllainen ilmid ndkyi kahdessa sarjassa (HFSC 24/08-CM ja -9/09-CM).

Tulosten perusteella jokin HFSC:en erittimd tekijd saattaa tukea OVCAR-3-solujen kasvua.
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Aktivoivaa tekijad saattoi olla vain vihén, koska kasvua tukeva vaikutus ei nikynyt 50 % HFSC-

CM:ssa.

Mielenkiintoinen havainto on, ettd solujen kasvu hidastui huomattavasti 50 % HFSC-CM:ssa
kuudennen péivin jalkeen yhdessa sarjassa (HFSC 24/08-CM, Liite 1). My6s 100 % HFSC-CM:ssa
havaittiin pientd kasvun hidastumista. Periaatteessa 50 % HFSC-CM:n olisi pitdnyt olla vdhintdin
yhtéd hyvé kuin 100 % HFSC-CM:n ja uuden mediumin, koska se koostuu edelld mainituista. Tama

poikkeama jaa selittdmattomaksi.

Cho ym. (2009) ovat tehneet hyvin samankaltaisen tutkimuksen, jossa ASC-CM:lla oli lievisti
inhiboiva vaikutus SKOV-3- ja OVCAR-3-munasarjasyopdsolujen kasvuun ja CM:a tuottavien
solujen (ASC) lampokésittely (43 °C, 45 min) tehosti huomattavasti inhiboivaa vaikutusta (Cho
ym., 2009). Sama vaikutus ndkyi myds MCF-7- ja MDA-MB-231-rintasyopéasoluilla, mutta CM:illa
ei ollut vaikutusta kontrolleina kéytettyjen fibroblastien kasvuun. Lapsiveden MSC:en
altistusmediumilla (amniotic fluid-derived MSCs, AFSC) inhiboiva vaikutus oli hieman suurempi.

Cho ym. (2009) tulokset eivét tue tdmin tutkimuksen tuloksia.

Cho ym. (2009) mittasivat solujen proliferaatiota WST-1-reagenssilla toistaen kokeen kolmesti,
kuten téssdkin tutkimuksessa tehtiin. Solut olivat myos samanikiisid (Cholla P3-P5, meilld P2-P4).
Muut parametrit poikkesivat tissd kdytetyistd: Cho ym. (2009) mittasivat kasvua vain kolme paivéa
ja CM:n tuotossa solut olivat pohjamediumissa vain yhden péivén, kun téssé tutkimuksessa aika oli
kaksi pdivdd. Chon ym. (2009) tutkimuksessa ASC-CM inhiboi lievdsti OVCAR-3:en kasvua.
Téssd tutkimuksessa ei tehty sellaisia havaintoja, paitsi yhdessd sarjassa (HFSC 10/09-CM) 50 %
HFSC-CM inhiboi OVCAR-3:n kasvua 100 % omaan altistusmediumiin (OVCAR-3-CM)
verrattuna kolmantena (p < 0,05) ja kuudentena (p < 0,01) pdivdand. Myos 100 % HFSC-CM:n
vaikutus oli 3. pdivédnd inhiboiva 100 % OVCAR-3-CM:iin verrattuna (p < 0,05), vaikka 6. pdivani
sen vaikutus oli pdinvastoin aktivoiva (p < 0,01). Etenkin 3. pdivdn absorbanssiarvot olivat sen

verran pienid, ettd tuloksiin on syytd suhtautua varauksella.

Cho ym. (2009) tekivat WST-késittelyn samoin kuin tdssé silld erolla, ettd he sekoittivat WST-1:n
suoraan mediumiin eikd PBS:d4dn, kuten tidssd. Mediumin kayttd6 WST-1-mittauksessa, varsinkin
CM-kokeessa, on ongelmallista: kaikki mittaukset pitéisi suorittaa samassa liuoksessa, jotta siitd
johtuva tausta-absorbanssi olisi kaikissa néytteissd sama. Jos tutkittava medium vaihdetaan
inkuboinnin ajaksi esimerkiksi uuteen mediumiin, tulokset voivat vairistyd. Toinen vaihtoehto on
tehdd jokaiselle kiytetylle mediumille omat taustandytteet. Se ei olisi ollut téssd tutkimuksessa
mahdollista, koska taustandytteitd olisi tarvittu useita ja WST-1 on kallis reagenssi. Tamin takia
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mittaukset tehtiin PBS:ssd. Solut eldvit PBS:ssd huonommin kuin mediumissa, mutta sen ei pitdisi

vaikuttaa vield 4 tunnin inkuboinnin aikana.

Munasarjasyopisolujen ja ASC:en vaikutusta toistensa kasvuun on hankala analysoida aiheesta
julkaistujen tutkimusten vihyyden vuoksi. Spaeth ym. (2009) kokeessa bMSC-CM tuki SKOV-3-
munasarjasyopasolujen kasvua CM-kokeessa, solujen yhteisviljelmissd ja in vivo. Tamin
tutkimuksen perusteella ASC-CM néyttdéd tukevan jonkin verran OVCAR-3-munasarjasyopésolujen
kasvua. ASC:t ja bMSC:t sekd munasarjasyopédsolut ovat melko samankaltaisia keskendén, mutta
kuitenkin niin erilaisia, ettei Spaeth ym. (2009) tutkimusta kannata verrata tdhdn tutkimukseen.

Vertailu olisi jarkevéa, jos molemmissa tutkimuksissa olisi jokin yhteinen solutyyppi.

Pasquet ym. (2010) tutkivat munasarjasyopépotilaiden askiitin soluja, jotka muistuttivat bMSC:ja ja
ASC:ja. He kayttivat ndistd soluista nimitystd “hospicells”. Kokeiden tulokset olivat
mielenkiintoisia: in vitro -kokeissa (yhteisviljelmét ja CM-altistuskokeet) kyseisilld soluilla ei ollut
vaikutusta OVCAR-3-, SKOV-3- ja IGROV-1-munasarjasyopésolujen kasvuun, mutta in vivo -
kokeissa ndmd solut tukivat kasvaimen kasvua erilaisissa xenograftimalleissa, joissa solut
injektoitiin  hiiriin ennen, jdlkeen tai yhdessd syOpédsoluinjektion kanssa. Kasvu johtui
todennékoisesti  kyseisten solujen angiogeneesid tukevasta vaikutuksesta: kasvaimet olivat
verisuonittuneempia askiitin soluja (hospicells) saaneissa hiirissd kuin kontrolleissa (Pasquet ym.,

2010).

Riippumatta siitd, olivatko Pasquet ym. (2010) tutkimat solut ASC:ja vai eivit, tutkimus kuvaa
hyvin in vitro ja in vivo -kokeiden tulosten eroavaisuuksia. /n vitro -kokeiden negatiivisten tulosten
perusteella ei voida pditelld, ettd myos in vivo -tulokset olisivat negatiivisia. Toisaalta in vitro -
kokeiden positiiviset tulokset ndhddidn todenndkdisesti my0ds in vivo. Kudostasolla tapahtuvia
ilmioditd, kuten angiogeneesid ja metastasointia, on hankala tutkia CM-kokeilla, mutta niilld voidaan
kuitenkin selvittdd ndihin ilmidihin liittyvien tekijéiden tuottoa. Esimerkiksi Pinilla ym. (2009)
tutkivat CM-kokeilla sydpidsolujen invaasiota lisddvan CCL5:n tuottoa ASC:ista. CM-kokeilla ei
pystytd tutkimaan kaikkia in vivo tapahtuvia ilmiditd, mutta ne ovat kuitenkin hyvd ldhtdkohta

monimutkaisemmille ja kalliimmille in vitro ja in vivo -tutkimuksille.
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6.6. Eturauhassyodpasolut

LnCap-soluilla oli selvdat kasvuerot eri mediumeissa: 100 % ja 50 % HFSC-CM inhiboi
merkittavasti LnCaP-solujen kasvua verrattuna uuteen mediumiin ja omaan altistusmediumiin
(p < 0,01 péitepisteessd kaikissa sarjoissa). Vaikutus ei voinut johtua pelkdstdan HFSC-CM:n
pienemmastd ravinnepitoisuudesta, koska 50 % HFSC-CM:lla oli ldhes yhtd suuri inhiboiva
vaikutus kuin 100 % HFSC-CM:lla. Ravinnepitoisuuden vaikutus oli kuitenkin johdonmukainen:
50 % HFSC-CM:n inhiboiva vaikutus oli kaikissa sarjoissa tilastollisesti merkittdvésti pienempi
vahintddn paitepisteessd, vaikkakaan ero 100 % HFSC-CM:iin ei ollut absorbanssiarvoissa kovin
suuri (Liite 2). Tutkimuksen perusteella jokin HFSC:en erittdmd liukoinen tekijd inhiboi
voimakkaasti LnCaP:en kasvua. Tulosten luotettavuutta lisdd se, ettd tulos oli hyvin samanlainen
kaikissa kolmessa sarjassa ja hajonnat sekd p-arvot olivat pienid. Kasvuerot olivat selvisti
ndhtdvissd myods mikroskooppikuvissa (Kuva 5.16). Morfologiassakin oli eroja, mutta erot voivat

johtua my0s konfluenssin vaikutuksesta.

Seuraava vaihe olisi selvittdd, mikéd/mitkd tekijat HFSC-CM:ssa inhiboivat kasvua. Ensimmaiisend
kannattaisi tutkia tekij6ité, joiden on jo todettu inhiboivan syopésolujen kasvua, kuten DKK-1 (Zhu
ym., 2009). Kasvua inhiboivia tekijoitd on 16ydetty vihemmén kuin kasvua aktivoiva tekijoita,
joten tehtdvd ei ole mahdoton. Potentiaalisten inhibiittoreiden 16ydyttyd niiden vaikutusta voisi
tutkia lisddmailld uuteen mediumiin kyseistd tekijdd tai poistamalla tekijd vasta-aineiden avulla
HFSC-CM:sta, kuten Spaeth ym. (2009) ovat tehneet. /n vitro -kokeiden jilkeen tehtdisiin solujen

yhteisviljelmid (co-culture), joilla voitaisiin tutkia paremmin solujen vuorovaikutusta.

HFSC:en inhiboiva vaikutus LnCaP-eturauhassyopdsoluihin on kliiniseltd kannalta hyvin
mielenkiintoinen. Jatkotutkimusten avulla voitaisiin selvittdd, voisiko HFSC:ja kayttdd LnCaP-
tyyppisen eturauhassyovédn hoidossa samoin kuin Cousin ym. (2009) ovat ehdottaneet HFSC:ja
haimasyovén hoitoon. Kynnys haimasydvin hoitamiseen kantasoluilla olisi kuitenkin matalampi,
koska sen ennuste on paljon huonompi kuin eturauhassyévén (Suomen syopérekisteri). Helpommin
toteutettava ja mahdollisesti turvallisempi vaihtoehto olisi kdyttdd HFSC:en erittimiéd inhiboivia
tekijoitd eturauhassydvan hoidossa, kuten Zhu ym. (2009) ovat ehdottaneet ASC:en erittdmii
DKK-1:4 leukemian hoitoon. Téméan tutkimuksen perusteella ei kuitenkaan vield kannata pohtia
uusia syOvdn hoitomuotoja, vaikka mahdollisuus onkin houkutteleva. ASC:ja hyodyntdvid
kudosteknologisia hoitoja voisi timén tuloksen perusteella tehdd LnCaP-tyyppistd eturauhassyopaid
sairastaneille, mutta LnCaP:en aktivoiva vaikutus ASC:en kasvuun (josta kerrottiin kappaleessa

6.4.2) voisi puolestaan olla riskitekija.
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LnCaP:t kasvoivat absorbanssiarvojen perusteella selvisti nopeammin kuin HFSC:t ja OVCAR-3:t.
LnCaP:t ovat luontaisesti hyvin nopeasti kasvavia soluja; niiden madra kaksinkertaistuu 60 tunnissa
in vitro (Horoszewicz ym., 1983). Nopea kasvu ilmenee myos ndistd tuloksista. Solujen ylldpidossa
kéytettiin hyvin pienid jakosuhteita (jopa 1:12), kun taas vdhin hitaammin kasvaville OVCAR-3:lle

kiytettiin suurempaa jakosuhdetta.

Uusi medium tuki LnCaP:en kasvua selvésti paremmin kuin 100 % LnCaP-CM; uudessa
mediumissa oli kokeen paitepisteessd karkeasti kaksi kertaa enemmain soluja kuin 100 % LnCaP-
CM:ssa (Kuva 5.15 ja Liite 2). LnCaP:en kasvu uudessa mediumissa erottui selkedsti muista
mediumeista vasta 6. pdivin jilkeen. HFSC:lla ja OVCAR-3:lla oman 100 % CM:n ja uuden
mediumin vililld ei ollut vastaavanlaista merkittdvai eroa. Yksi mahdollinen selitys on, ettd LnCaP-
CM:sta oli kulunut enemmin ravinteita kuin muista CM:sta. Tdma olisi loogista, koska nopeasti
kasvavat solut kuluttavat enemmaén ravinteita. Kappaleessa 6.4.2. kerrottiin, ettd LnCaP-CM-1-erdn
tuotossa (sarjassa LnCaP ja HFSC 24/08) kéytettiin todennédkoisesti pienempad solumiérad, minka
vuoksi sekd 100 % ettd 50 % LnCaP-CM-1:n vaikutus oli ldhempénd uutta mediumia. On siis
todenndkoistd, ettd LnCaP-CM:n “inhiboiva” vaikutus uuteen mediumiin verrattuna johtui sen

pienemmasta ravinnepitoisuudesta.

50 % LnCaP-CM:n vaikutus vaihteli sarjakohtaisesti (Liite 2), kun taas muiden mediumien vaikutus
oli samansuuntainen kaikissa sarjoissa. 50 % LnCaP-CM:n kasvua tukeva vaikutus oli kuin 100 %
LnCaP-CM:lla tai uudella mediumilla tai ndiden vaililld, mutta kuitenkin kaikissa suurempi kuin
100 % LnCaP-CM:lla. Keskiarvokuvaajassa (Kuva 5.15) tdmé vaihtelu ei ndy eli se antaa hieman
harhaanjohtavan kuvan 50 % LnCaP-CM:n vaikutuksesta. Tdmé havainnollistaa sité, ettd tulosten

tulkinnassa on katsottava my0s alkuperdisia kuvaajia.

Uusimman ASC:a ja eturauhassyopdd késittelevdn tutkimuksen mukaan ASC:t tukevat
eturauhassyovian kasvua (Prantl ym., 2010). Kasvaimet olivat suurempia immuunipuutoshiirissa,
joihin oli injektoitu MDA PCa 118b -eturauhassydpédsolujen kanssa myds ASC:ja. Vihreélld
fluoresoivalla proteiinilla (GFP, green fluorescent protein) leimatut ASC:t integroituivat kasvaimen
verisuonistoon ja ilmensivét endoteelisolujen markkereita. Kyseessd on ensimmdiinen in vivo -
tutkimus, jossa osoitetaan ASC:en tukevan eturauhassyOvén kasvua, kun syOpésolut injektoidaan
yhdessd ASC:en kanssa hiiriin (Prantl ym., 2010). Prantl ym. (2010) eivit kuitenkaan tutkineet
ASC:en vaikutusta pelkistddn syOpdsolujen proliferaatioon, joten tuloksia ei voi verrata tihin
tutkimukseen. ASC:en eturauhassyovian kasvua tukevasta vaikutuksesta on muitakin tuloksia:

Zhang ym. (2009) tutkimuksessa hiiren ASC:t tukivat eturauhassyovin kasvua xenograftimallissa,
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jossa hiiren ASC:ja injektoitiin hiiriin paivittdin 6 viikon ajan DU145-sy6pdsoluinjektion jilkeen ja
eri kohtaan kuin sydpdsolut. Lin ym. (2010) tekivit vastaavan tutkimuksen, jossa ihmisen ASC:ja
injektoitiin hiiriin viikko PC-3-eturauhassyOpdsoluinjektion jilkeen. ASC:ja saaneissa hiirisséd
kasvaimet olivat suurempia ja paremmin verisuonittuneita. Kirjoittajien mukaan kasvu, johtui

ASC:en verisuonittumista tukevasta vaikutuksesta (Lin ym., 2010).

Cousin ym. (2009) tutkimuksessa ASC-CM sitd vastoin inhiboi PC-3-eturauhassydpdsolujen
kasvua, mikd on samansuuntainen tulos tdman tutkimuksen kanssa silld erolla, ettd tdssd kdytettiin
eri solutyyppid (LnCaP). LnCaP:en kasvu on hormoniriippuvaista (Horoszewicz ym., 1983) toisin
kuin PC-3:n (Zhang & Waxman, 2010), milld voi olla vaikutusta tuloksiin. Jatkotutkimuksissa voisi

kokeilla hormoneista riippumatonta LnCaP-r-linjaa.

Cousin ym. (2009) ja edelld mainittu Lin ym. (2010) Kkéayttivit molemmat PC-3-
eturauhassydpésoluja, mutta he saivat pdinvastaiset tulokset ASC:en vaikutuksesta PC-3-soluihin.
Selittdvina tekijand voi olla, ettd Cousin ym. (2009) koe oli in vitro ja Lin ym. (2010) koe in vivo.
Periaatteessa ASC:en vaikutus syévian kasvuun in vivo voi olla positiivinen, vaikka niiden suora
vaikutus sydpdsolujen kasvuun olisi inhiboiva, jos ASC:t aktivoivat sydvdn kasvua muiden

tekijoiden, kuten angiogeneesin, kautta (Kuva 2.4).

6.7. Virhelahteet

Tutkimuksessa oli useita mahdollisia virheldhteitd. Ensinndkddn CM:n koostumus ei ollut vakio.
Asiaa kisiteltiin tarkemmin kappaleessa 6.3 Altistusmediumkokeet. Kokeessa oli myos paljon
pipetointeja, jotka lisddvit virheiden mahdollisuutta. Osa soluista saattoi irrota PBS-pesussa, joka
tehtiin ennen WST-1-reagenssin pipetointia. Solut voivat irrota alustastaan myds mediumin vaihdon
yhteydessd. Solujen irtoaminen pesussa ja mediumin vaihdossa oli ongelma erityisesti LnCaP-
soluilla: ensimmaéisessd testisarjassa (jonka tuloksia ei ole esitetty) LnCaP:en irtoamisherkkyytti ei
tiedetty ja pesut tehtiin normaalisti ja absorbanssiarvot olivat ldhes nollia, vaikka soluja oli ennen
pesuja paljon. Seuraavissa sarjoissa pipetoinnit tehtiin niille soluille erityisen varovaisesti
irtoamisen estdmiseksi. Mikroskopoinnin perusteella pieni osa LnCaP-soluista ldhti kuitenkin
pesuliuoksen mukana pois, minkd johdosta mittaustulokset saattavat olla todellista pienemmit.
Mielenkiintoista on, ettd solujen irtoamisesta huolimatta LnCaP:n hajonnat olivat hyvin pienet

verrattuna muihin solulinjoihin.

Kokeessa kadytettiin useita rinnakkaisia kuoppia (6 kuoppaa / mittauspiste / medium) tulosten
luotettavuuden lisddmiseksi. Joissakin HFSC-sarjoissa kolmannen pdivdn mittausarvot olivat

75



pienempid kuin ensimmaéisen eli mittausmenetelmissd ndyttdd olevan epdtarkkuutta. Tuloksia
kisiteltdessd selkedsti poikkeavat arvot jatettiin pois. Melko usein poikkeavat arvot tulivat levyn
reunakuopista. [lmeisesti valon kéyttdytyminen reunakuopissa eroaa sen verran muista kuopista,
ettd se vaikuttaa tuloksiin. Muissakin WST-1-reagenssilla tehdyissd kokeissa on havaittu
menetelmédn aiheuttamaa vaihtelua (Lindroos, 2009). Cho ym. (2009) kiyttivdt yhden tunnin
inkubointiaikaa WST-1-mittauksissa, mikd voi osittain selittdd pienet hajonnat tuloksissa. Téassékin
tutkimuksessa saatiin 1 h inkubointiajalla pienempid hajontoja. Mahdollisissa jatkotutkimuksissa
voitaisiin pohtia vaihtoehtoisten mittausmenetelmien kéyttod. WST-1-reagenssin luotettavuuteen

ndhden se on suhteellisen kallis, joten muiden menetelmien kayttiminen olisi perusteltua.
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7. JOHTOPAATOKSET

Tamén tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd, miten ihmisen rasvakudoksen kantasolujen (HFSC) ja
syopdsolujen (OVCAR-3-munasarjasyopésolut ja LnCaP-eturauhassyopasolut) erittdmait liukoiset
tekijat vaikuttavat solujen kasvuun ja vaikutuksen annosriippuvaisuus. Menetelmédnd kiytettiin
altistusmediumkokeita, joissa soluilla ollut medium, joka sisilsi solujen erittimait liukoiset tekijét,
siirrettiin tutkittaville soluille, joiden kasvua mitattiin spektrofotometrisesti WST-1-reagenssilla.
Mesenkymaalisten kantasolujen vaikuksesta syOpddn on saatu hyvin ristiriitaisia tuloksia eri
tutkimuksissa (Klopp ym., 2010) ja tdminkin tutkimuksen tulokset ovat osittain yhtenevid ja

osittain ristiriidassa aiempien tutkimuksien kanssa.

OVCAR-3-CM tuki rasvakudoksen kantasolujen kasvua uuteen mediumiin ja omaan
altistusmediumiin verrattuna useammassa pisteessd, mutta sarjojen valilld oli kuitenkin eroa. Osaa
paitepisteen arvoista ei voinut analysoida solukuolemien vuoksi, joten analysoitavia arvoja ei ollut
riittdvasti luotettavien pddtelmien tueksi. Tulosten perusteella OVCAR-3-solut saattavat erittdé
jotakin HFSC:en kasvua aktivoivaa tekijdd, mutta asian varmistamiseksi tarvittaisiin

lisatutkimuksia.

LnCaP-CM aktivoi HFSC:en kasvua péitepisteessd kaikissa sarjoissa védhintdéin toiseen omaan
altistusmediumiin verrattuna (p < 0,01) ja kahdessa sarjassa my0s uuteen mediumiin verrattuna
(p < 0,01). Sen perusteella LnCaP:t erittdvit jotakin HFSC:en kasvua tukevaa tekijad. LnCaP:n
aktivoiva vaikutus HFSC:en kasvuun voi lisdtd syOpériskid hoidettaessa LnCaP-tyyppistd syopdi
sairastaneita HFSC:hin perustuvilla hoidoilla. Sy&pidsolujen altistusmediumin vaikutuksesta

HFSC:en kasvuun in vitro ei 16ydy aikaisempia tutkimuksia, joihin tuloksia voisi verrata.

HFSC:t kasvoivat ylléttdvasti uudessa mediumissa yhtd hyvin tai paremmin kuin omassa 50 %
altistusmediumissa. Tulos on ristiriidassa HFSC:en soluviljelykiytintdjen kanssa: solujen oletetaan
kasvavan paremmin, jos vaihdetaan koko mediumin sijasta vain puolet, mutta timén tutkimuksen
perusteella koko mediumin vaihto tukisi solujen kasvua paremmin. Mediumin vaihdon vaikutusta
kasvuun voisi tutkia lisdd. Uudella mediumilla ja 100 % HFSC-CM:lla ei ollut johdonmukaisia
eroja. 50 % ja 100 % HFSC-CM:n jirjestys vaihteli hieman sarjojen vililld, mutta 100 % HFSC-
CM oli kuvaajien perusteella keskimddrin parempi, joissakin pisteissdé myos tilastollisesti
merkittavasti (p < 0,05). Eri HFSC-linjoilla havaittiin kasvueroja ja samankin solulinjan

kasvunopeus vaihteli, miké tiedettiin jo ennestdéin HFSC:en luontaiseksi ominaisuudeksi.

77



100 % HFSC-CM:lla oli lievésti aktivoiva vaikutus OVCAR-3-munasarjasyopasolujen kasvuun
omaan altistusmediumiin (p < 0,01; 6. pdivd) ja uuteen mediumiin (p < 0,05; 6. pdivd) verrattuna
kaikissa sarjoissa. Osa eroista kuitenkin hévisi padtepisteeseen mennessi, eikd aktivoivaa vaikutusta
ndhty 50 % HFSC-CM:lla yhdessékidn pisteessd. Tulosten perusteella HFSC:t saattavat erittdé
jotakin OVCAR-3:en kasvua tukevaa tekijdd, mutta paiatelmin tueksi tarvittaisiin lisdtutkimuksia.
Tulos on pdinvastainen kuin Cho ym. (2009) tutkimuksessa, jossa ASC-CM:lla oli lievisti
inhiboiva vaikutus SKOV-3- ja OVCAR-3-munasarjasydpéasolujen kasvuun (Cho ym., 2009).

HFSC-CM inhiboi LnCaP-eturauhassydpédsolujen kasvua tilastollisesti merkittdvasti uuteen
mediumiin (p < 0,01 pédidtepisteessd) ja omaan altistusmediumiin verrattuna (p < 0,0001
paitepisteessd) kaikissa koesarjoissa. Inhiboiva vaikutus oli ldhes yhtd suuri myds 50 % HFSC-
CM:lla, joten jokin HFSC:en erittimé liukoinen tekijd inhiboi LnCaP:en kasvua. Tulokset saavat
tukea Cousin ym. (2009) tutkimuksesta, jossa ASC-CM inhiboi PC-3-eturauhassyOpésolujen
kasvua. Toisissa tutkimuksissa on saatu pdinvastoin viitteitd ASC:en eturauhassyopédd tukevasta
vaikutuksesta in vivo, kun ASC:t injektoidaan yhdesséd syOpédsolujen kanssa tai mydhemmin hiiriin
(Lin ym., 2010; Prantl ym., 2010), mutta ndissd ei ole tutkittu ASC:en suoraa vaikutusta
syopdsolujen kasvuun. Jatkotutkimukset ovat aiheellisia ja niissd voitaisiin tehdd solujen
yhteisviljelmid ja selvittdd inhiboiva(t) tekijé(t). Tulokset houkuttelevat pohtimaan myds HFSC:en
kayttod eturauhassyOvén hoidossa, mutta tdmédn tutkimuksen perusteella ei kannata tehdd niin
pitkdlle menevid johtopddtoksid. Tulosten perusteella yksi LnCaP-CM-erd oli todennidkdisesti
tuotettu pienemmalld solumédrilla ja se sisdlsi siten vihemmin liukoisia tekijoitd, joiden vaikutusta
tassd tutkittiin. Altistusmediumin koostumuksen paremmalla kontrolloinnilla sarjojen viliset erot

olisivat luultavasti olleet pienempid.
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LITTEET

Liite 1. OVCAR-3-sarjojen toistot. Kuvaajiin on merkitty selkeyden vuoksi vain HFSC-CM:n ja
OVCAR-3-CM:n viliset erot, jotka ovat tilastollisesti merkittdvid molempiin (50 % ja 100 %)
OVCAR-3-altistusmediumeihin verrattuna. * p <0,05; ** p <0,01
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Liite 2. LnCaP-sarjojen toistot. Kuvaajiin on merkitty selkeyden vuoksi vain HFSC-CM:n ja
LnCaP-CM:n viliset erot, jotka ovat tilastollisesti merkittdvid molempiin verrattaviin (50 % ja

100 %) mediumeihin nédhden. Joissakin kohdissa on tarkennettu, mihin mediumiin p-arvo viittaa.
** p <0,01; ¥** p<0,001; ****p<0,0001; *****p<0,00001
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Liite 3. P-arvotaulukot. Taulukkoihin on merkitty vain tilastollisesti merkittdvat p-arvot (p < 0,05).
Tummennetut arvot ovat tilastollisesti merkittdvid kaikissa toistoissa samassa pisteessd samassa
paremmuusjérjestyksessd. Vasempaan sarakkeeseen on merkitty mediumit, joiden vélistd eroa on
verrattu. Mediumien nimistd on jdtetty selkeyden vuoksi pois CM- ja %-merkinnit. Arvot on
merkitty sarja- (A — D) ja vuorokausikohtaisesti (3 — 9).

n.d. = not detected, arvoa ei ole mitattu.

HFSC:t eri mediumeissa.

A B C D
HFSC 24/08 ja OVCAR-3-CM HFSC 24/08 ja LnCaP-CM HFSC 10/09 HFSC 9/09

Medium / vuorokausi 3 6 9 3 6 9 3 6 9 3 6 9
Uusi - HFSC100 0,0030 | 1,1E-05 0,0043 | 0,0005

Uusi - HFSC50 0,0090 0,0193 | 0,0480 | 0,0448 0,0253 | 0,0004

HFSC100 - HFSC50 0,0169 | 0,0013 0,0317 | 0,0123 | 0,0077 | 0,0288 0,0182 | 0,0325 | 0,0153

Uusi - OVCAR100 n.d. n.d. n.d. 0,0036 | 0,0018

Uusi - OVCAR50 0,0219 n.d. n.d. n.d. 0,0086 0,0425

HFSC100 - OVCAR100 0,0108 | 2,8E-05| n.d. n.d. n.d. 0,0036 0,0068

HFSC100 - OVCAR50 0,0039 | 0,0001 n.d. n.d. n.d. 0,0247 | 0,0314 0,0001

HFSC50 - OVCAR100 0,0078 | 0,0109 | 0,0443 n.d. n.d. n.d. 0,0012 | 0,0008 | 0,0026 0,0025

HFSC50 - OVCAR50 0,0081 | 0,0214 n.d. n.d. n.d. 0,0027 | 0,0002 | 0,0002 | 0,0112
OVCAR100 - OVCAR50 n.d. n.d. n.d. 0,0006

Uusi - LnCaP100 n.d. n.d. n.d. 0,0155 | 0,0354 | 0,0007 | 0,0006 0,0023
Uusi - LnCaP50 n.d. n.d. n.d. 0,0038 0,0064 0,0042
HFSC100 - LnCaP100 n.d. n.d. n.d. 0,0132 | 0,0033 0,0002 | 4,2E-07

HFSC100 - LnCaP50 n.d. n.d. n.d. 0,0341 | 2,8E-05 0,0007 | 0,0021

HFSC50 - LnCaP100 n.d. n.d. n.d. 0,0062 | 0,0035 | 1,3E-06 | 1,4E-06 | 0,0293 | 0,0011
HFSC50 - LnCaP50 n.d. n.d. n.d. 0,0076 4,0E-06 0,0016
LnCaP100 - LnCaP50 n.d. n.d. n.d. 0,0056 0,0050 0,0004
OVCAR-3:t eri mediumeissa.

HFSC 24/08-CM HFSC 10/09-CM HFSC 9/09-CM

Medium / vuorokausi 3 6 9 3 6 9 3 6 9

Uusi - HFSC100 0,0025 0,0057 | 0,0229 0,0135

Uusi - HFSC50 0,0007 0,0135 | 0,0250

HFSC100 - HFSC50 0,0392 | 0,0210 | 0,0005 1,1E-05 0,0121

Uusi - OVCAR100 0,0361 | 0,0062 0,0105 0,0281

Uusi - OVCARS50 0,0152

HFSC100 - OVCAR100 0,0031 0,0125 | 0,0057 0,0015 | 0,0161

HFSC100 - OVCAR50 0,0002 | 0,0174 0,0063 0,0004

HFSC50 - OVCAR100 0,0060 | 0,0343 | 0,0098

HFSC50 - OVCARS50 0,0057 0,0110 0,0016

OVCAR100 - OVCARS50 | 0,0310
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LnCaP:t eri mediumeissa.

HFSC 24/08-CM HFSC 10/09-CM HFSC 9/09-CM

Medium / vuorokausi 3 6 9 3 6 9 6 9

Uusi - HFSC100 0,0442 | 0,0008 | 2,1E-05 0,0002 | 0,0001 1,7E-07
Uusi - HFSC50 0,0188 | 0,0024 0,0269 | 0,0004 0,0001
HFSC100 - HFSC50 0,0275 | 0,0162 | 0,0003 0,0013 | 0,0011 0,0027
Uusi - LnCaP100 0,0335 0,0375 | 0,0040 1,5E-06
Uusi - LnCaP50 0,0058 0,0010 0,0164 0,0204
HFSC100 - LnCaP100 7,1E-06 | 1,4E-06 0,0038 | 5,5E-07 0,0024 | 1,5E-05
HFSC100 - LnCaP50 0,0042 | 1,4E-06 | 4,0E-05 | 0,0032 | 0,0094 | 6,8E-06 0,0001 | 3,5E-05
HFSC50 - LnCaP100 0,0220 | 2,0E-05 | 4,0E-06 1,6E-05 0,0001 | 1,1E-05
HFSC50 - LnCaP50 7,0E-07 | 6,9E-05 | 0,0020 6,9E-05 7,2E-06 | 1,2E-05
LnCaP100 - LnCaP50 | 0,0030 | 0,0024 | 0,0283 | 0,0009 0,0005 | 0,0009
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