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TIIVISTELMÄ
Tutkimuksen tausta ja tavoitteet
Syövän aiheuttamia luupuutoksia voidaan hoitaa rasvakudoksen kantasoluista (ASC, HFSC)
erilaistetulla luulla. Jotta tällaiset ASC:hin perustuvat hoidot olisivat turvallisia, on tärkeää tutkia
ASC-syöpäsolu-vuorovaikutuksia. Vuorovaikutusten tunteminen auttaa myös ymmärtämään syövän
mekanismeja ja voi siten mahdollistaa uudenlaisten syöpähoitojen kehittämisen. Syöpäsolujen
erittämien tekijöiden vaikutusta rasvakudoksen kantasolujen kasvuun ei ole aikaisemmin tutkittu ja
kantasolujen vaikutuksesta syöpään on hyvin ristiriitaisia tutkimustuloksia. Tämän tutkimuksen
tavoitteena oli selvittää, miten ihmisen rasvakudoksen kantasolut ja syöpäsolut vaikuttavat toistensa
kasvuun solujen erittämien liukoisten tekijöiden kautta.

Tutkimusmenetelmät
Altistusmedium (CM, conditioned medium) on mediumia, jossa soluja on viljelty ja joka sisältää
solujen erittämät liukoiset tekijät. CM:n käyttö mahdollistaa liukoisten tekijöiden vaikutuksen
tutkimisen. Tässä kokeessa soluja viljeltiin CM:ssa 9 päivää, minkä aikana solujen kasvua mitattiin
spektrofotometrisesti kaupallisella WST-1-reagenssilla, joka mittaa mitokondriaalista aktiivisuutta.
Kokeessa käytettiin eturauhas- ja munasarjasyöpäsoluja ja se toistettiin kolmesti eri henkilöistä
eristetyillä ASC:illa, jotta osoitettaisiin tulosten riippumattomuus yksilöiden välisestä vaihtelusta.
Tutkimus tehtiin sekä 100 % että 50 % altistusmediumilla annosvaikutuksen selvittämiseksi.

Tutkimustulokset
HFSC-CM:t inhiboivat huomattavasti LnCaP-eturauhassyöpäsolujen kasvua solujen omaan
altistusmediumiin (p < 0,0001) ja uuteen mediumiin verrattuna (p < 0,01) päätepisteessä. 100 %
HFSC-CM aktivoi hieman OVCAR-3-munasarjasyöpäsolujen kasvua vähintään kuudentena
päivänä omaan altistusmediumiin (p < 0,01) ja uuteen mediumiin (p < 0,05) verrattuna. LnCaP-CM
aktivoi rasvakudoksen kantasolujen kasvua vähintään toiseen omaan altistusmediumiin ja uuteen
mediumiin verrattuna kahdessa sarjassa päätepisteessä (p < 0,01). Myös OVCAR-3-CM näytti
tukevan rasvakudoksen kantasolujen kasvua joissakin toistoissa. Uusi medium tuki HFSC:en
kasvua yhtä hyvin tai paremmin kuin 50 % HFSC-CM, kun taas uuden mediumin ja 100 % HFSC-
CM:n välillä ei ollut johdonmukaisia eroja.

Johtopäätökset
HFSC:t erittävät jotakin LnCaP:n kasvua inhiboivaa tekijää, jota olisi hyödyllistä etsiä
jatkotutkimuksissa. LnCaP:t puolestaan erittävät jotakin HFSC:en kasvua aktivoivaa tekijää. Myös
OVCAR-3:t ja HFSC:t saattavat erittää toistensa kasvua aktivoivia tekijöitä, mutta asian
varmistamiseksi tarvittaisiin lisätutkimuksia. Mediumin vaihdon merkitystä HFSC:en kasvuun olisi
hyvä tutkia lisää, 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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LYHENTEET
A450 Absorbanssi 450 nm:ssä
Akt Seriini/treoniinikinaasi, joka on osallisena useissa signalointireiteissä
ASC Adipose stem cells, rasvakudoksen kantasolut

-SMA -smooth muscle actin, sileän lihaksen aktiini
bMSC Bone marrow mesenchymal stem cell, luuytimen mesenkymaalinen kantasolu
CAF Cancer-associated fibroblast, kasvaimen fibroblasti
CCL5 Chemokine (C-C motif) ligand 5, kemokiini(C-C-motiivi)ligandi 5
CM Conditioned medium, altistusmedium
CSC Cancer stem cell, syövän kantasolu
CXCR4 Chemokine (C-X-C motif) receptor 4, kemokiini(C-X-C-motiivi)reseptori 4
DKK-1 Dickkopf-related protein 1, DKK1 geenin koodaama proteiini
ECM Extracellular matrix, soluväliaine
EGF Epidermal growth factor, epidermaalikasvutekijä
EMT Epithelial-mesenchymal transition, epiteelimesenkyymitransitio
G0/G1 Solusyklin vaihe, jossa solu siirtyy lepotilasta jakautuvaan tilaan
G1 Solusyklin vaihe, jossa solu valmistautuu DNA:n replikaatioon
GVHD Graft versus host disease; käänteishyljintäsairaus
HFSC Human fat stem cell, ihmisen rasvakudoksen kantasolu
HSC Hematopoietic stem cell, hematopoieettinen kantasolu
hSDSC Human skin-derived stem cells, ihmisen ihoperäiset kantasolut
IL-6, IL-8 Interleukin 6 / 8, interleukiini 6 / 8
in vitro Laboratorio-olosuhteissa elävän organismin ulkopuolella tehty tutkimus
in vivo Elävässä organismissa tehty tutkimus
iPS Induced pluripotent stem cells, indusoidut pluripotentit kantasolut
LMWH Low-molecular-weight heparin, matalamolekyylipainoinen hepariini
LnCaP Prostate cancer cell line, eturauhassyöpäsolulinja
LPA Lysophophatidic acid, lysofosfatidihappo
MMP Matrix metalloproteinase, matriksin metalloproteaasi
MSC Mesenchymal stem cell, mesenkymaalinen kantasolu
OVCAR-3 Ovarian carcinoma cell line, munasarjasyöpäsolulinja
P Passage number, siirrostusluku
PBS Phosphate buffered saline, fosfaattipuskuroitu suolaliuos
PSA Prostate specific antigen, prostataspesifinen antigeeni
SDF-1 Stromal-derived factor 1, stroomasta peräisin oleva tekijä
SVF Stromal vascular fraction, sidekudos ja verisuonirakenteet
TGF- Transforming growth factor beta, transformoiva kasvutekijä beeta
VEGF Vascular endothelial growth factor, verisuonen endoteelikasvutekijä
WST-1 Reagenssi, joka muuttuu mitokondriaalisen entsyymin vaikutuksesta

vaaleanpunaisesta tummanpunaiseksi
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1. JOHDANTO
Kantasoluilla on paljon käyttömahdollisuuksia uusien hoitomuotojen kehittämisessä. Erityisesti

solu- ja kudosteknologian sovellukset ovat herättäneet kiinnostusta. Kantasoluja on eri tyyppejä:

alkion-, sikiön- ja aikuisen kantasolut sekä uusimpana indusoidut pluripotentit kantasolut. Aikuisen

kantasolujen erilaistumiskyky on rajoittuneempi kuin alkion kantasolujen, mutta niillä on muita

etuja: aikuisen kantasoluja on helposti saatavilla, niihin liittyy vähemmän eettisiä ongelmia ja

autologisten (samasta yksilöstä peräisin) solujen käyttö on mahdollista (Brignier & Gewirtz, 2010).

Yksi aikuisen kantasolujen tyyppi, hematopoieettiset kantasolut, on ollut kliinisessä käytössä jo

vuosikymmenien ajan. Myöhemmin on löydetty mesenkymaaliset kantasolut (MSC, mesenchymal

stem cells), joita on mm. luuytimessä 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 solulähde moniin

terapeuttisiin sovelluksiin mm. helpon saatavuuden vuoksi (Gimble ym., 2007). Suomessa on tehty

ensimmäisenä maailmassa potilaan omista ASC:ista luukappale, jolla on korvattu puuttuva pala

yläleuasta (Mesimäki ym., 2009). Tulevaisuudessa rasvakudoksen kantasolujen käyttö

todennäköisesti lisääntyy.

Kantasoluihin liittyvän syöpäriskin on ajateltu aikaisemmin liittyvän lähinnä alkion kantasoluihin

(Anisimov ym., 2010), mutta viime vuosina tehtyjen tutkimusten mukaan myös MSC:t kuten

rasvakudoksen kantasolut vaikuttavat syövän kehittymiseen ja kasvuun. Tutkimustulokset ovat

kuitenkin hyvin ristiriitaisia (Cousin ym., 2009; Klopp ym., 2010; Pinilla ym., 2009). ASC-

syöpäsolu-vuorovaikutuksia on tarpeellista tutkia, jotta ASC:ja voidaan käyttää turvallisesti

kliinisissä sovelluksissa. Vuorovaikutusten tunteminen auttaa myös ymmärtämään syövän

mekanismeja ja voi siten mahdollistaa uudenlaisten syöpähoitojen kehittämisen.

ASC-syöpäsolu-vuorovaikutuksia voi syntyä erityisesti syövissä, jotka muodostuvat rasvakudosten

lähelle, kuten munasarjasyövässä. Toinen vaihtoehto vuorovaikutusten syntymiseen on ASC:en

vieminen kehon ulkopuolelta. Näin voi tapahtua esimerkiksi silloin, kun korjataan syövän

aiheuttamia luupuutoksia ASC:ista ja biomateriaalista tehdyllä luulla. ASC:en erilaistaminen

luusoluiksi tehdään ennen kuin solut siirretään biomateriaalin kanssa kudokseen (Mesimäki ym.,

2009). Osa soluista saattaa kuitenkin jäädä erilaistumattomiksi ASC:ksi ja luupuutoksen paikalle on

voinut jäädä syöpäsoluja, jolloin ASC:t ja syöpäsolut ovat vuorovaikutuksessa. Lisäksi kaikki solut

eivät välttämättä kiinnity biomateriaaliin, jolloin ne voivat kulkeutua muualle kehoon, jossa voi olla

syöpäsoluja.
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ASC:en ja syöpäsolujen vuorovaikutusta on tutkittu paljon vähemmän kuin luuytimen

mesenkymaalisten kantasolujen (bMSC, bone marrow mesenchymal stem cells) ja syöpäsolujen

vuorovaikutusta (Mishra ym., 2009) ja tutkimukset ovat keskittyneet enemmän siihen, miten ASC:t

vaikuttavat syöpäsoluihin (Pinilla ym., 2009; Yu ym., 2008). Syöpäsolujen vaikutusta ASC:hin on

tutkittu vähemmän (Jotzu ym., 2010; Mishra ym., 2008). Tutkimusten vähäisyyden ja tulosten

ristiriitaisuuden takia aihetta on perusteltua tutkia lisää.
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2. KIRJALLISUUSKATSAUS

2.1. Kantasolut

Kantasolut määritellään soluiksi, jotka voivat erilaistua eri solutyypeiksi ja joilla on kyky uusiutua

kantasoluina (self-renewal). Niitä löytyy sekä alkiosta, sikiöstä että aikuisesta yksilöstä.

Hedelmöittyneen munasolun ensimmäiset solut ovat totipotentteja kantasoluja, jotka pystyvät

muodostamaan kokonaisen yksilön ja kaikki sen sisältämät kudokset. Lisäksi totipotentit kantasolut

muodostavat alkion ulkopuoliset kudokset kuten sikiökalvot ja istukan. Solujen totipotenttisuus

säilyy vain 4- tai 8-soluvaiheeseen asti. Tämän jälkeen kantasolut menettävät kykynsä kokonaisen

yksilön muodostamiseen, jolloin niistä tulee pluripotentteja alkion kantasoluja, jotka pystyvät

edelleen erilaistumaan kaikkien kolmen alkiokerroksen, ektodermin, mesodermin ja endodermin,

soluiksi, mutta ne eivät pysty muodostamaan kokonaista yksilöä. Aikuisesta yksilöstä löytyy

multipotentteja kantasoluja, jotka pystyvät erilaistumaan vain tiettyjen kudosten soluiksi (Brignier

& Gewirtz, 2010). Kantasolujen tyypit on esitelty kuvassa 2.1. Kantasolun jakautuessa

epäsymmetrisesti syntyy esiastesolu (progenitor cell) ja alkuperäisen kaltainen kantasolu.

Esiastesolu voi erilaistua yhdeksi tai useammaksi solutyypiksi, mutta siltä puuttuu kyky jakautua

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

Hematopoieettisten kantasolujen olemassaolo todistettiin hiirikokeilla vuonna 1961 (Till &

McCulloch, 1961). Muihin kuin hematopoieettisiin kantasoluihin liittyvä tutkimus on melko uutta.

Ensimmäinen ihmisen alkion kantasolulinja perustettiin vuonna 1998 (Thomson ym., 1998).

Kantasolulähteet eivät rajoitu pelkästään näihin vaan kantasoluja saadaan myös uudelleen

ohjelmoimalla jo erilaistunut solu takaisin kantasoluksi (iPS, induced pluripotent stem cell,

indusoitu pluripotentti kantasolu) (Takahashi & Yamanaka, 2006). Seuraavaksi on esitelty

tarkemmin erilaiset kantasolulähteet ja kantasolujen käyttömahdollisuudet.

2.1.1. Alkion kantasolut

Ensimmäiset 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 niillä on kyky jakautua kantasoluina

(self-renewal). Näillä soluilla on korkea telomeraasiaktiivisuus ja niitä voidaan viljellä

pitkäaikaisesti in vitro solujen säilyttäessä normaalin karyotyypin. Lisäksi solut ilmentävät tiettyjä

solun pintaproteiineja ja transkriptiotekijöitä (Oct-4, Nanog), joiden perusteella solut voidaan

tunnistaa (Hoffman & Carpenter, 2005). Yleensä solut eristetään 5-7 päivän ikäisen alkiorakkulan
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(blastokysta) sisäsolumassasta, mutta soluja on eristetty myös morulasta, blastomeerista ja

myöhäisvaiheen alkiosta (late-arrested embryo) (Skottman ym., 2007). Alkion kantasolujen

lähteenä käytetään hedelmöityshoidoista ylijääneitä alkioita, joiden käyttöön on kysytty

vanhempien lupa (Brignier & Gewirtz, 2010). Ihmisen alkion kantasolujen viljelyssä tarvitaan

tukisoluja (feeder cells), jotka tukevat kantasolujen kasvua ja pitävät ne erilaistumattomassa tilassa

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

Kuva 2.1. Hedelmöittyneestä munasolusta kehittyy alkio ja edelleen alkiorakkula (blastokysta), jonka sisäsolumassasta
voidaan eristää alkion kantasoluja. Aikuisessa yksilössä on aikuisen kantasoluja, joilla on rajoittuneempi
erilaistumiskyky. Aikuisen kantasoluista on esitelty vain joitakin tyyppejä. Kuva muokattu lähteestä http://www.adult-
stemcell-research.com/.

Alkion kantasoluja voidaan erilaistaa eri solutyypeiksi käyttämällä tiettyjä kasvutekijöitä ja

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

munuais-, hermo- sekä hematopoieettisiksi soluiksi (Rambhatla ym., 2003; Schuldiner ym., 2000;
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Thomson ym., 1998). Ihmisille käytettävien solujen täytyy olla täysin erilaistettuja, koska

erilaistumattomat kantasolut voivat aiheuttaa teratoomia. Teratoomat ovat pahanlaatuisia kasvaimia,

jotka muodostuvat pluripotenttien kantasolujen kontrolloimattomasta jakautumisesta ja ne sisältävät

kahdesta tai kolmesta alkiokerroksesta (germ layer) peräisin olevia solutyyppejä (Anisimov ym.,

2010).

Alkion kantasolujen käyttöön liittyy myös eettisiä ongelmia. Toiset katsovat elämän alkavan

hedelmöittymisestä, jolloin alkion tuhoamista pidetään tappamisena. Tämän vuoksi USA:ssa

rajoitettiin kantasolututkimusta tiukasti, mutta rajoitukset ovat sittemmin suurilta osin poistuneet tai

lieventyneet. Kantasolujen kannattajat puolustavat käyttöä sillä, että alkiot hävitettäisiin muutoin ja

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

2.1.2. Indusoidut pluripotentit kantasolut

Vuonna 2006 onnistuttiin tuottamaan kantasoluja ”keinotekoisesti” uudelleenohjelmoimalla

somaattinen solu takaisin pluripotentiksi kantasoluksi viemällä soluun retrovirustransfektiolla neljä

eri geeniä (Sox2, Oct4, Klf4 ja c-Myc; joista käytetään lyhennettä SOKM). Tämä kumosi aiemman

oletuksen, että kantasolun erilaistuminen on peruuttamaton tapahtuma (Takahashi & Yamanaka,

2006). Indusoidut pluripotentit kantasolut (iPS) ovat alkion kantasolujen kaltaisia: niillä on mm.

kyky erikoistua kaikiksi solutyypeiksi (Yu ym., 2007). Samankaltaisuuksista huolimatta geenien

ilmentymisessä ES:en ja iPS:en välillä on myös pieniä toistuvia eroja, jotka voivat olla

merkityksellisiä iPS:en kliinisessä käytössä. Esimerkiksi iPS:en erilaistumistehokkuus voi olla

erilainen kuin alkion kantasoluilla (Cox & Rizzino, 2010). Indusoituja pluripotentteja kantasoluja

on muodostettu mm. fibroblasteista, lymfosyyteistä ja keratinosyyteistä vaihtelevalla tehokkuudella

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

Uudelleenohjelmoinnissa voidaan käyttää erilaisia tapoja. Käytetyimmissä menetelmissä halutut

geenit viedään soluun virusvektoreilla, jotka integroituvat genomiin. Uudelleenohjelmointiin liittyy

kuitenkin monia ongelmia, kuten insertiomutageneesi. Uudelleenohjelmoinnin tarkkaa mekanismia

ei tunneta missään menetelmässä ja sen löytäminen veisi iPS-tutkimusta eteenpäin. 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

jakautumisstressistä. Viljeltäessä soluja pitempään CNV:en suhteellinen osuus solupopulaatiossa

pienenee, koska korkea CNV aiheuttaa soluille negatiivisen valintapaineen (Hussein ym., 2011).
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Uudelleenohjelmointi voidaan tehdä pluripotenssiasteelle tai aikuisen kantasoluasteelle saakka (Cox

& Rizzino, 2010), mutta myös suora transdifferentiaatio toiseksi solutyypiksi on mahdollinen:

ihmisen ja hiiren fibroblasteja on muunnettu suoraan toiminnallisiksi motorisiksi hermosoluiksi

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

Tavoitteena on, että tulevaisuudessa potilaan omia somaattisia soluja voidaan indusoida

kantasoluiksi ja edelleen erilaistaa soluterapioihin käytettäviksi (Yu ym., 2009). Indusoitujen

pluripotenttien kantasolujen etuna on, että ne ovat kudosyhteensopivia potilaan omien kudosten

kanssa ja niihin ei liity vastaavia eettisiä ongelmia kuin alkion kantasoluihin (Brignier & Gewirtz,

2010). Indusoituja pluripotentteja kantasoluja voidaan käyttää myös sairausmalleina ja

potilasspesifisissä toksikologisissa tutkimuksissa (Cox & Rizzino, 2010; Yu ym., 2009).

Indusoitujen pluripotenttien kantasolujen tutkimus on edennyt viime vuosina suurin harppauksin,

joten odotettavissa on suuria edistysaskeleita myös lähitulevaisuudessa.

2.1.3. Aikuisen kantasolut

Aikuisen kantasolut ovat eri kudoksista löytyviä monikykyisiä (multipotentteja) kantasoluja eli ne

kykenevät erilaistumaan vain tietyiksi solutyypeiksi toisin kuin alkion kantasolut. Tällaisista

kantasoluista on käytetty myös nimityksiä somaattiset kantasolut ja ei-embryonaaliset kantasolut

(Brignier & Gewirtz, 2010). Aluksi luultiin, että aikuisen kantasolujen erilaistumiskyky rajoittuu

vain siihen kudokseen, josta ne ovat peräisin, mutta myöhemmin erilaistumiskyvyn osoitettiin

olevan laajempi (Bunnell ym., 2008). Ensimmäisinä löydetyt aikuisen kantasolut olivat

hematopoieettisia kantasoluja (HSC, hematopoietic stem cell), joilla on kyky erilaistua kaikiksi

verisoluiksi (Till & McCulloch, 1961). Allogeenista (toiselta saman lajin yksilöltä saatavaa)

hematopoieettista kantasolusiirtoa (HSCT, hematopoietic stem cell transplantation) on sittemmin

käytetty lukuisten perinnöllisten ja hankittujen immunohematologisten sairauksien kuten leukemian

hoidossa (Brignier & Gewirtz, 2010).

Aikuisen kantasoluja on löydetty luuytimen lisäksi lähes kaikista kudoksista: verestä, aivoista,

munuaisista, suolen epiteelistä, ihosta, retinasta, lihaksista, haimasta ja maksasta (Porada ym., 2006;

Tarnowski & Sieron, 2006; Valtieri & Sorrentino, 2008). Kantasolujen tehtävänä elimistössä on

osallistua kudosten tasapainon (homeostaasin) ylläpitämiseen korvaamalla kuolleita tai

vahingoittuneita soluja sekä osallistumalla kudosten uudelleenmuokkaukseen (remodelling), mutta

toimintamekanismi on osittain epäselvä (Tarnowski & Sieron, 2006). Aikuisen kantasolujen yhtenä

tehtävänä on myös hematopoieesin (verisolujen muodostus) tukeminen (Klopp ym., 2010).
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Aikuisen kantasolut ovat hyvin potentiaalinen solulähde solu- ja kudosteknogisiin sovelluksiin,

koska ne ovat helposti eristettäviä autologisia (samasta yksilöstä peräisin olevia) soluja, jotka

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

Aluksi luultiin, että luuydin on ainoa mesenkymaalisten kantasolujen (mesenchymal stem cell,

MSC) lähde, mutta myöhemmin MSC:ja on löydetty 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, että fibroblastien

kaltaisia muovialustaan kiinnittyviä (plastic-adherent) soluja kutsutaan multipotenteiksi

mesenkymaalisen strooman soluiksi ja mesenkymaalisiksi kantasoluiksi kutsutaan tämän ryhmän

alaryhmää, joka täyttää seuraavan määritelmän (Horwitz ym., 2005): Mesenkymaaliset kantasolut

(1) kasvavat standardisoluviljelyolosuhteissa muoviin kiinnittyneinä, (2) ilmentävät

pintamolekyylejä CD105, CD73 ja CD90, mutta eivät ilmennä pintamolekyylejä CD45, CD34,

CD14/CD11b, CD79a/CD19 tai HLA-DR, (3) voivat erilaistua luu-, rasva- ja rustosoluiksi in vitro.

Eli termi ”mesenkymaalinen kantasolu” ei kerro, mistä kudoksesta solut ovat peräisin (Dominici

ym., 2006). Molemmista edellä mainituista termeistä voidaan kuitenkin käyttää lyhennettä MSC

(Horwitz ym., 2005), vaikkakin lyhenteellä voidaan viitata myös muihin sanoihin. Tässä tekstissä

lyhenne MSC tarkoittaa mesenkymaalisia kantasoluja.

Mesenkymaaliset kantasolut voivat olla immuunivastetta heikentäviä (immunosupressiivisia) ja

siksi niiden käyttöä useisiin autoimmuunitauteihin, kuten tyypin I diabetekseen, tutkitaan

parhaillaan. Kliinisissä kokeissa on annettu MSC:ja tyypin I diabeetikoille, joilla tauti on

diagnosoitu hiljattain, koska MSC:t voivat mahdollisesti estää jäljellä olevien haiman -solujen

tuhoutumisen. On myös ehdotettu, että MSC:ja voitaisiin käyttää siirteiden hyljinnän ja GVHD-

taudin (graft versus host disease) ehkäisyyn ja hoitoon. GVHD-tauti (käänteishyljintä) on yleinen

allogeenisen luuydinsiirron seuraus. Siinä siirteessä olevat toiminnallisest immuunisolut hyökkäävät

vastaanottajan kudoksia, erityisesti ihoa, ruoansulatuskanavaa ja maksaa, vastaan (Brignier &

Gewirtz, 2010). Eräässä kliinisessä tutkimuksessa leukemiapotilaille annettiin bMSC:ja yhdessä

HSC:en kanssa estämään GVHD-taudin puhkeamista. MSC:t estivät GVHD-taudin syntymistä,

mutta samalla ne lisäsivät leukemian uusiutumisriskiä (Ning ym., 2008). Luuytimen

mesenkymaalisia kantasoluja (bMSC, bone marrow MSC) on tutkittu enemmän kuin rasvakudoksen

MSC:ja, joiden potentiaali kliinisiin sovelluksiin on löydetty vasta myöhemmin (Strem ym., 2005).

Prockop (2010) on jakanut bMSC:ja hyödyntävät sovellukset kolmeen eri luokkaan bMSC:en

ominaisuuksien perusteella: 1) bMSC:t tukevat hematopoieesia, 2) bMSC:ja voidaan käyttää

kudosten korjaukseen, koska ne voivat erilaistua eri solutyypeiksi ja 3) bMSC:t muodostavat
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liukoisten tekijöiden ja solu-solu-kontaktien kautta hyvän mikroympäristön, joka voi olla

esimerkiksi immunosuppressiivinen tai solujen kasvua tukeva (Prockop ym., 2010). Samaa

luokittelua voi soveltaa myös rasvakudoksen kantasoluihin.

2.1.3.1 Rasvakudoksen kantasolut

Rasvakudoksen kantasoluista käytetään lyhennettä ASC (adipose stem cells) ja toisinaan myös

muita termejä, 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 pintamolekyyleiltään ja erilaistumiskyvyltään (Strem ym.,

2005; Zuk ym., 2002). Luuydintä voidaan kerätä paikallisanestesiassa vain 40 ml ja se sisältää

huomattavasti vähemmän kantasoluja kuin rasvakudoksesta normaalisti kerättävä 200 ml:n

lipoaspiraatti. Lisäksi ASC:t kasvavat nopeammin in vitro, mikä tekee niistä houkuttelevamman

vaihtoehdon kliinisiin sovelluksiin. ASC:n saanto on riippuvainen luovuttajan iästä, painoindeksistä

ja rasvakudoksen ottopaikasta (Strem ym., 2005).

Valkoisen rasvakudoksen biologisena tehtävänä on toimia energiavarastona ja lämpöä eristävänä

kerroksena, mutta sillä on osansa myös elimistön hormonaalisessa säätelyssä (Gimble ym., 2007).

Rasvakudosta voidaan eristää rasvaimulla tai neulabiopsialla (Bunnell ym., 2008). ASC:en

eristyksessä hienonnettu rasvakudos pestään ja pilkotaan entsymaattisesti kollagenaasilla, minkä

jälkeen sidekudos ja verisuonirakenteet (SVF, stromal vascular fraction) erotetaan sentrifugoimalla.

SVF on heterogeeninen solupopulaatio, joka sisältää verisoluja, fibroblasteja, perisyyttejä,

endoteelisoluja sekä adiposyyttien esiastesoluja, mutta ei rasvasoluja. Kaikki solut maljataan

muoviseen soluviljelypulloon, mutta vain ASC:t tarttuvat kasvualustaan (Gimble ym., 2007).

ASC:ja voidaan säilyttää pitkäaikaisesti nestetypessä (Bunnell ym., 2008) toisin kuin alkion

kantasoluja, mikä on suuri etu tutkimuskäytössä.

Rasvakudoksen kantasolut voidaan erilaistaa sytokiineillä, kasvutekijöillä ja muilla aineilla luu-,

rusto-, rasva-, luurankolihas- ja sydänlihassoluiksi (Rangappa ym., 2003; Strem ym., 2005). Myös

transdifferentiaatiosta hermosolujen suuntaan on näyttöä (Safford ym., 2002). Rasvakudoksen

kantasolut ovat jo kliinisessä käytössä Suomessa. Yhdistämällä ASC:ja biomateriaaliin on

valmistettu kudosteknologista luuta kasvon- ja kallon alueen luupuutoksiin (Mesimäki ym., 2009;

Thesleff ym., 2011). Kliinisissä kokeissa on tutkittu ASC:en käyttöä multippeliskleroosin,

maksakirroosin ja diabeetikkojen verenkierto-ongelmien hoitoon (www.clinicaltrials.gov).
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Kudosteknologisten sovellusten lisäksi ASC:ja voitaisiin käyttää kudosten korjaamiseen myös

sellaisenaan niiden useiden hyödyllisen ominaisuuksien ansiosta. Vaurioituneeseen tai sairaaseen

kudokseen kuljetetut solut voivat erittää sytokiinejä ja kasvutekijöitä, jotka stimuloivat kudoksen

omia kantasoluja uudistamaan kudosta. ASC:t voivat houkutella hapenpuutteessa olevaan

kudokseen mahdollisesti myös antioksidantteja, jotka poistaisivat kudoksesta vapautuneet toksiset

yhdisteet, jolloin solujen elinkykyisyys parantuisi (Gimble ym., 2007). ASC:t voivat myös itse

erilaistua verisuonia muodostaviksi endoteelisoluiksi (Fischer ym., 2009). Autologisten ASC:en

etuna on kudosyhteensopivuus potilaan omien kudosten kanssa, mutta tällaisten solujen käyttö ei

ole aina mahdollista. ASC:en on osoitettu olevan immuunivastetta heikentäviä (McIntosh ym.,

2006; Puissant ym., 2005), joten myös allogeenisten solujen käyttö voisi olla mahdollista.

Allogeenisia ASC:ja käyttämällä voitaisiin valmistaa hyllytuotteita ja soluja voitaisiin käyttää

laajemmalle potilasjoukolle ja huomattavasti halvemmalla kuin autologisia kantasoluja (Gimble

ym., 2007).

2.2. Syöpä

Syöpäkudos on hallitsemattomasti jakautuvaa kudosta ja sen syntyyn tarvitaan mutaatioita (pysyvä

muutos DNA:ssa) sekä kasvurajoitegeeneissä (tuumorisupressorigeeni) että esisyöpägeeneissä

(proto-onkogeeni) (Hanahan & Weinberg, 2000). Syövän syntyyn vaikuttavat useat eri tekijät,

mutta se on pohjimmiltaan geneettinen sairaus, joka aiheutuu perityistä tai hankituista mutaatioista

(Negrini ym., 2010). Siitä, missä solussa nämä mutaatiot tapahtuvat alun perin, ei ole varmuutta.

Solu voi olla kantasolu, erilaistunut solu vai jokin muu solu (Reya ym., 2001). Varsinaisten

syöpäsolujen lisäksi syövän syntyyn ja etenemiseen vaikuttaa myös kasvaimen mikroympäristö

(Hanna ym., 2009). Syövän tehokas hoito edellyttää, että näiden eri tekijöiden merkitys syövässä

tunnetaan.

Hanahan ja Weinberg esittivät vuonna 2000 kasvaimen kuusi tunnuspiirrettä, joita ovat

riippumattomuus kasvusignaaleista, epäherkkyys kasvua estäville signaaleille, apoptoosin

(solukuoleman) välttäminen, rajoittamaton jakautumispotentiaali, verisuonten muodostuminen,

tunkeutuminen kudokseen sekä etäpesäkkeiden muodostaminen (Kuva 2.2). Nämä piirteet ovat

yhteisiä useimmille syöpätyypeille, mutta mekanismi, jolla ne hankitaan ja piirteiden

kehittymisjärjestys voi vaihdella (Hanahan & Weinberg, 2000). Myöhempi tutkimus on osoittanut,

että näiden piirteiden joukkoon kuuluu myös tulehduksellinen ympäristö (Mantovani, 2009).
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Kuva 2.2. Hanahanin ja Weinbergin (2000) esittämät kasvaimen kuusi hankittua ominaispiirrettä. Suomennettu
lähteestä Hanahan & Weinberg, 2000.

Nykytiedon mukaan perinnöllisellä alttiudella on suuri merkitys syövän synnyssä. Syövän

tutkimuksessa tunnistettiin ensimmäisenä syövälle altistavat korkean esiintymisyleisyyden

(penetranssi) mutaatiot (rare high penetrance mutations), jotka ovat harvinaisia, mutta aiheuttavat

syövän suurelle osalle mutaation kantajista. Esimerkiksi hyvin tunnettu BRCA1-mutaatio altistaa

rinta- ja munasarjasyöville. Nykykäsityksen mukaan suurin osa syövistä syntyy useiden syövälle

altistavien matalan ja kohtalaisen penetranssin geenien yhteisvaikutuksesta (Cazier & Tomlinson,

2010; Fletcher & Houlston, 2010). Fletcher & Houlston (2010) nimittävät näitä geenejä yleisiksi

alttiusalleeleiksi (common susceptibility alleles) ja harvinaisiksi sairauksia aiheuttaviksi varianteiksi

eli geenimuunnoksiksi (rare disease-causing variants). Perinnölliseen syöpäalttiuteen vaikuttaa

myös suuremmat geneettiset muutokset kuten kopioluvun vaihtelu ja polymorfiset toistojaksot

(Cazier & Tomlinson, 2010).

2.2.1. Munasarjasyöpä

Munasarjasyöpä on maailmanlaajuisesti naisten kuudenneksi yleisin syöpä ja seitsemänneksi yleisin

syöpäkuolemien aiheuttaja. Vuonna 2000 munasarjasyöpään sairastui maailmassa arviolta yli

190 000 naista. Tämä syöpä on kaksi kertaa yleisempi kehittyneissä kuin kehittymättömissä maissa

(Pecorelli ym., 2003). Vuonna 2008 Suomessa todettiin noin 450 uutta munasarjasyöpätapausta,
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mikä oli 3,1 % kaikista naisten syövistä. Samana vuonna munasarjasyöpä oli Suomessa viidenneksi

yleisin syöpäkuolemien aiheuttaja, vaikka se oli esiintyvyystilastossa vasta sijalla 11 (Suomen

Syöpärekisteri). Munasarjasyövän aiheuttamien vähäisten oireiden ja luotettavien

seulontamenetelmien puutteen takia syöpä diagnosoidaan useimmilla potilailla vasta levinneessä

vaiheessa, minkä vuoksi ennuste on huono (Aletti ym., 2007). Suhteellinen elossaololuku viiden

vuoden kuluttua diagnoosista on Suomessa 49 % (Suomen Syöpärekisteri). Levinnyttä syöpää

sairastavista on elossa viiden vuoden kuluttua vain 30 %, kun taas paikallista syöpää sairastavilla

vastaava luku on 90 % (Cho & Shih, 2009), joten syövän varhainen diagnosointi parantaa ennustetta

huomattavasti. Munasarjasyöpä myös uusiutuu herkästi, vaikka primaarikasvain (ensimmäinen

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

Munasarjat sijaitsevat kohdun ja lantion sivuseinän välissä molemmin puolin kehoa.

Lisääntymisiässä niiden koko on noin 4 x 2 x 1 cm. Rakenteessa on kolme erilaista osaa: 1) suuria

soluja sisältävä porttiosa, 2) löyhästä sidekudoksesta muodotuva ydinosa, jossa on hermoja,

verisuonia ja imusuonia, sekä 3) tiivis kuoriosa, jossa on eri kehitysvaiheessa olevia munarakkuloita

eli follikkeleita sekä keltarauhasia. Munasarjojen tehtävänä on tuottaa hedelmöittymiskelpoisia

munasoluja sekä steroidihormoneja, jotka säätelevät kohdun limakalvossa tapahtuvia muutoksia

kuukautiskierron ja mahdollisen raskauden aikana. Munarakkuloissa kehittyy samaan aikaan

useampia munasoluja, joista suuri osa kuolee apoptoosin (ohjelmoitu solukuolema) kautta ja

yleensä yksi kehittyy kypsäksi munasoluksi, joka irrottuuaan kulkee munanjohdinta pitkin kohtuun

(Rutanen, 1999).

Munasarjasyöpä ei ole vain yksi syöpätyyppi vaan heterogeeninen syöpien ryhmä, joka jaetaan

alaluokkiin solutyypin ja erilaistumisasteen perusteella (Cho & Shih, 2009). Noin 90 %

primaarikasvaimista on epiteliaalista alkuperää eli karsinoomia. Usein munasarjasyövällä

tarkoitetaankin vain epiteliaalista munasarjasyöpää. Loput kasvaimet ovat peräisin sukusoluista tai

strooman soluista (Aletti ym., 2007; Kristensen & Tropé, 1997). Munasarjasyövät jaotellaan

morfologian perusteella neljään eri tyyppiin: seroosi, endometrioidi, musinoosi ja

kirkassolukarsinooma. Nämä tyypit muistuttavat vahvasti normaaleja epiteelityyppejä, joita löytyy

naisen sukuelinten alueelta (Cho & Shih, 2009).

Munasarjasyövän syntyä ei tunneta tarkasti, mutta syövän esiintyvyys on riippuvainen

ovulaatioiden määrästä. Fathallan (1971) esittämän ovulaatioteorian (incessant ovulation theory)

mukaan ovulaatiot lisäävät syöpäriskiä (Fathalla, 1971): Mitä useampia ovulaatioita tapahtuu, sitä

enemmän on myös haavan muodostumista ja paranemista, tulehdusta ja epiteelin uusiutumista,
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jotka voivat altistaa mutaatioiden kertymiselle ja solujen transformaatiolle (pahanlaatuiseksi

muuntuminen). Lapsettomuus, korkea ikä, varhain alkaneet kuukautiset ja myöhäiset vaihdevuodet

lisäävät syöpäriskiä, mikä sopii teoriaan (Godwin ym., 1993; Risch, 1998). Myös

hormonikorvaushoidon on todettu lisäävän riskiä sairastua munasarjasyöpään (Mørch ym., 2009).

Sitä vastoin useat raskaudet, imetys ja ehkäisypillerit laskevat syöpäriskiä (Risch, 1998).

Perinnöllisten syöpien osuus on 5 – 10 % tutkimuksesta riippuen (Rubin ym., 1998; Sarantaus ym.,

2001). Rintasyövälle altistavat BRCA1 ja BRCA2 -mutaatiot (breast cancer gene 1 and 2) altistavat

myös munasarjasyövälle (Sarantaus ym., 2001). Lisäksi myös HNPCC-mutaatioiden (hereditary

nonpolyposis colorectal cancer, perinnöllinen ei-polypoottinen paksusuolisyöpä) on todettu

altistavan munasarjasyövälle (Rubin ym., 1998).

Tässä työssä käytetty OVCAR-3-solulinja eristettiin alun perin askiitista eli vatsaonteloon

kertyneestä nesteestä, jossa oli munasarjan huonosti erilaistuneen adenokarsinooman soluja.

Adenokarsinoomaksi kutsutaan rauhasepiteelistä peräisin olevaa pahanlaatuista kasvainta. Solulinja

eristettiin vuonna 1982 kahdeksan kuukautta kemoterapian jälkeen. OVCAR-3:t kasvavat

yksikerrosviljelmänä, aiheuttavat kasvaimia immuunipuutoshiirissä ja sisältävät androgeeni- ja

estrogeenireseptoreita. Soluilla on epänormaali karyotyyppi, jossa on mm.

kaksoisminikromosomeja (double minute chromosomes) ja homogeenisesti värjäytyviä alueita

(HSR, homogenous staining region). OVCAR-3-solulinja soveltuu lääkeresistenssin tutkimiseen,

koska solut ovat resistenttejä tietyille syöpälääkkeille. Lisäksi solulinjalla voidaan tutkia hormonien

vaikutusta munasarjasyövässä (Hamilton ym., 1983).

2.2.2. Eturauhassyöpä

Eturauhassyöpä on Suomessa miesten yleisin syöpä ja toiseksi yleisin miesten syöpäkuolemien

aiheuttaja keuhkosyövän jälkeen (Suomen Syöpärekisteri). Eturauhassyöpä on myös

maailmanlaajuisesti miesten yleisin syöpä, jos ihosyöpiä ei huomioida (Bostwick ym., 2004).

Vuonna 2008 Suomessa diagnosoitiin eturauhassyöpä 4234 miehellä ja siihen kuoli 817

sairastunutta, mikä oli 14,3 % kaikista miesten syöpäkuolemista. Viiden vuoden suhteellinen

elossaololuku on 93 % eli syövän ennuste on hyvä (Suomen Syöpärekisteri). Eturauhassyövän

esiintyvyys on noussut 1950-luvulta lähtien ja nousu kiihtyi ennen vuotta 2005, mikä johtui PSA-

seulonnan (prostataspesifinen antigeeni) yleistymisestä. Tämän jälkeen diagnosoitujen syöpien

määrä on laskenut ja laskun odotetaan tasoittuvan (Finnish Cancer Registry, 2009).



20

Eturauhanen on miesten sukupuolirauhanen, joka koostuu välimuotoisesta, sentraalisesta ja

perifeerisestä vyöhykkeestä sekä fibromuskulaarisesta (side- ja lihaskudosta sisältävä) stroomasta.

Eturauhasen hyvänlaatuinen liikakasvu tapahtuu välimuotoisessa vyöhykkeessä, joka on noin

5 – 10 % eturauhasen painosta. Sitä vastoin syöpä saa alkunsa yleensä perifeeriseltä vyöhykkeeltä,

joka on noin 70 – 75 % normaalin rauhasen painosta. Eturauhassyöpä on hyvin heterogeeninen

syöpä morfologialtaan ja kliiniseltä käyttäytymiseltään (Scardino, 2000). Diagnosoiduissa

syöpätapauksissa on yleensä useita pieniä, erilaistumisasteeltaan erilaisia ja eri rauhasissa olevia

kasvaimia (Miller & Torkko, 2001). Androgeenireseptori(AR)-signaloinnilla on keskeinen rooli

eturauhassyövän ja sen hormoniresistenssin kehittymisessä sekä syövän uusiutumisessa (Tindall &

Rittmaster, 2008).

Useimmille miehille kehittyy ikääntyessä pieniä eturauhasen kasvaimia, joista ei välttämättä ole

kliinistä haittaa, jos ne pysyvät paikallisina. Siksi olisi tärkeää tietää, kannattaako syöpää hoitaa

aktiivisesti vai vain seurata sen kehittymistä (Scardino, 2000). Eturauhassyövän ennuste on hyvä,

jos se löydetään varhaisessa vaiheessa (Lukkarinen ym., 2007). PSA eli prostataspesifinen antigeeni

on eturauhasen epiteelisolujen tuottama proteiini (Scardino, 2000). Seulonnassa käytetään seerumin

PSA-pitoisuuden määritystä, koska PSA-pitoisuuden kasvaessa ja vapaan PSA:n osuuden

pienentyessä syövän todennäköisyys kasvaa (Lukkarinen ym., 2007). Eturauhassyövän kasvu on

yleensä androgeeneista riippuvaa, minkä vuoksi hoidossa pyritään estämään androgeenien vaikutus

antiandrogeeneilla tai niiden eritys kastraatiolla. Muita hoitokeinoja ovat kasvaimen leikkaus,

sädehoito ja joissakin tapauksissa pelkkä seuranta (Lukkarinen ym., 2007). Eturauhassyöpä

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

Monien ruoka-aineiden ja ympäristötekijöiden vaikutusta eturauhassyöpään on tutkittu (Scardino,

2000; Schaid, 2004). Riskitekijöitä ovat korkea ikä, afrikkalaistausta, positiivinen perhehistoria

(Schaid, 2004), lihavuus, runsas rasvan käyttö (Lukkarinen ym., 2007) sekä punaisen lihan syönti

(Platz & Helzlsouer, 2001). Eturauhassyövällä näyttää olevan vahva geneettinen tausta: syöpä

aiheutuu todennäköisesti useiden geenien yhteisvaikutuksesta toistensa ja/tai ympäristötekijöiden

kanssa (Schaid, 2004). Eturauhassyövistä on perinnöllisiä noin 2-3 % ja perheittäin esiintyviä eli

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

Tässä työssä käytetyt LnCaP-solut (myös LNCaP) ovat adenokarsinoomasoluja eli rauhasepiteelistä

peräisin olevia syöpäsoluja, jotka on eristetty imusolmukkeessa olevasta etäpesäkkeestä. Solut

kiinnittyvät alustaan heikosti, eivätkä ne muodosta yhtenäistä yksisolukerrosviljelmää. LnCaP:t

kasvavat nopeasti in vitro: niiden määrä kaksinkertaistuu noin 60 tunnissa. Näillä soluilla on
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normaalia enemmän kromosomeja, jopa 76 – 91. LnCaP:t muodostavat immuunipuutoshiirissä

kasvaimia, joissa solut säilyttävät toiminnallisuutensa. Kasvaimia muodostuu sekä naaras- että

uroshiirissä, mutta uroshiirissä nopeammin. LnCaP:t sisältävät androgeenireseptoreita ja niiden

kasvu on androgeeneista riippuvaa. Androgeenireseptorissa on pistemutaatio, jonka ansiosta

muutkin hormonit kuin androgeenit kiinnittyvät reseptoriin. LnCaP:sta on tehty useita alalinjoja,

esimerkiksi androgeeneista riippumaton linja LnCaP-r (Horoszewicz ym., 1983; Pousette ym.,

1997).

2.2.3. Kasvaimen mikroympäristö

Kasvain muodostuu syöpäsolujen lisäksi myös kasvaimen mikroympäristöstä, johon kuuluu mm.

kasvaimen strooma (tumor stroma) eli tukikudos (Hanna ym., 2009; Li ym., 2007). Kasvaimen

stroomaa on kutsuttu myös reaktiiviseksi stroomaksi (reactive stroma), jolla viitataan strooman

aktiiviseen rooliin syövän kehityksessä: stroomassa tapahtuu muutoksia soluväliaineen

komponenteissa, kasvutekijöiden ilmenemisessä ja strooman solujen ulkoasussa (fenotyyppi) sekä

proliferaatiossa (Rowley, 1998).

Kasvaimen mikroympäristö koostuu endoteelisoluista, perisyyteistä (endoteelin alapuolella olevia

sileitä lihassoluja), immuunijärjestelmän soluista, fibroblasteista/myofibroblasteista, sileistä

lihassoluista, rasva- ja gliasoluista sekä soluväliaineen (ECM, extracellular matrix) komponenteista

(Hanna ym., 2009; Li ym., 2007). Fibroblastit ovat sidekudossoluja ja myofibroblasteilla on piirteitä

sekä lihas- että sidekudossoluista. Mikroympäristöön kuuluvat myös solujen erittämät molekyylit

(extracellular molecules), kuten sytokiinit, kasvutekijät ja erilaiset entsyymit (Li ym., 2007).

Kasvaimeen liittyvät makrofagit (TAM, tumor-associated macrophage) ovat myös tärkeä osa

stroomaa (Mishra ym., 2009).

Mikroympäristö ei ole vain rakenteellinen tuki vaan sillä on ratkaiseva merkitys syövän kasvussa,

etäpesäkkeiden muodostumisessa sekä syöpähoidon tehokkuudessa (Hanna ym., 2009; Li ym.,

2007; Mishra ym., 2009). Strooman solut eivät ole kuitenkaan itsessään pahanlaatuisia, mutta

niiden toiminta ja ulkoasu (fenotyyppi) muuntuvat vuorovaikutuksessa toistensa ja syöpäsolujen

kanssa (Li ym., 2007). Kasvainta voidaan pitää monimutkaisena elimenä, jossa solut toimivat

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

Kasvaimen mikroympäristön soluista on tutkittu paljon erityisesti fibroblasteja, joilla näyttää olevan

suuri rooli syövän kehityksessä (Hanna ym., 2009; Mishra ym., 2009; Spaeth ym., 2009; Vered

ym., 2010). Fibroblastit ovat vallitseva solutyyppi normaalissa sidekudoksessa, jossa ne
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muokkaavat (remodelling) soluväliainetta tuottamalla ja hajottamalla sitä. Fibroblastit valmistavat

mm. kollageenia ja tyvikalvon komponentteja sekä soluväliainetta hajottavia entsyymejä, matriksin

metalloproteinaaseja (MMP, matrix metalloproteinase). Normaalissa kudoksessa fibroblasteilla on

merkittävä rooli haavan paranemisessa, jolloin ne aktivoiduttuaan tuottavat erilaisia haavan

paranemiselle tärkeitä komponentteja kuten kasvutekijöitä ja ECM-molekyylejä. Aktivoituneiden

fibroblastien arvellaan olevan lähtöisin kohdekudoksesta. Kudoksen korjautumisen jälkeen

aktivoituneiden fibroblastien määrä vähenee, mutta on epäselvää johtuuko tämä solujen

apoptoosista eli solukuolemasta vai solujen palaamisesta takaisin aktivoitumattomaan tilaan (Li

ym., 2007).

Fibroblastit ovat myös tuumorin strooman pääkomponentti. Kasvaimen fibroblastit (cancer-

associated fibroblasts, CAF) muistuttavat normaaliin haavan paranemiseen liittyviä aktivoituneita

fibroblasteja, mutta kasvaimen fibroblastit ovat pysyvästi aktivoituneita toisin kuin normaalit

fibroblastit (Li ym., 2007). Kasvaimen fibroblasti määritellään soluksi, joka ilmentää strooman

fibroblastin markkereita (esim. FSP, fibroblast specific protein), aggressiivisuuteen ja

invasiivisuuteen liittyviä eritettäviä proteiineja (esim. Tn-C, tenascin C), verisuonittumista edistäviä

tekijöitä (esim. VEGF, vascular endothelial growth factor, verisuonen endoteelikasvutekijä) ja

syövän kasvua edistäviä kasvutekijöitä (esim. IL-6, EGF) (Spaeth ym., 2009). CAF:n tärkeä

tunnuspiirre on -SMA:n ( -smooth muscle actin) ilmentäminen (Jeon ym., 2010; Li ym., 2007).

CAF:t siis tukevat syövän kasvua ja invaasiota tuottamiensa kasvutekijöiden, kemokiinien,

verisuonten muodostumista edistävien tekijöiden ja MMP:en avulla (Li ym., 2007). Kasvaimen

fibroblasteista käytetään myös nimityksiä TAF (tumor-associated fibroblast) (Spaeth ym., 2009) ja

aktivoituneet fibroblastit (activated fibroblasts) (Xouri & Christian, 2010). CAF:en suuri määrä

kasvaimessa liittyy huonoon ennusteeseen, mikä kertoo CAF:en merkityksestä syövän etenemisessä

(Shimoda ym., 2010). Myös MSC:t ilmentävät verisuonittumista ja solujen proliferaatiota edistäviä

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

CAF:n alkuperästä ei ole varmaa tutkimustietoa, mutta todennäköisesti ne eivät ole peräisin

kudoksessa olevista (tissue-resident) fibroblasteista (Li ym., 2007). Mahdollisia lähteitä ovat

epiteeli-mesenkyymitransitiota (EMT) läpikäyvät solut (Sarrió ym., 2008). CAF:t voisivat olla

peräisin myös luuytimen soluista (BMDC, bone marrow-derived cells) (Direkze ym., 2004), jotka

voisivat mahdollisesti fuusioitua perifeeristen tai syöpäsolujen kanssa (Li ym., 2007). Lisäksi on

näyttöä 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 syöpähoidot kohdistuvat varsinaisiin syöpäsoluihin, mutta nykytiedon perusteella

kasvaimen mikroympäristö voisi olla potentiaalisempi kohde (Hanna ym., 2009). Ongelmana on,

ettei vielä tiedetä tarkasti, miten mikroympäristön solut eroavat vastaavista normaaleista soluista,

joten mikroympäristölle spesifisten lääkkeiden kehittäminen on hankalaa (Li ym., 2007).

Verisuonten muodostumiseen (angiogeneesi) osallistuvat endoteelisolut olisivat hyvä

vaikutuskohde, koska niissä ei yleensä tapahdu mutaatioita, jolloin niille ei kehittyisi

lääkeresistenssiäkään (Boehm ym., 1997). Verisuonten muodostumista estäviä (antiangiogeenisia)

lääkkeitä tutkitaan parhaillaan. Vuonna 2004 FDA (Food and Drug Administration, Yhdysvaltain

lääke- ja elintarvikevirasto) hyväksyi käyttöön ensimmäisen tällaisen lääkkeen, bevasitsumabin

(Hanna ym., 2009). Yhdistelmähoidolla voitaisiin vaikuttaa samaan aikaan useisiin eri kohteisiin,

millä voitaisiin estää kasvainta kehittämästä lääkeresistenssiä aiheuttavia kompensoivia reittejä

(Blansfield ym., 2008). Yhdistelmähoidon tehokkuuden ansiosta voitaisiin myös käyttää pienempiä

lääkeannoksia, jolloin toksiset vaikutukset vähenisivät (Hanna ym., 2009). Hoidon yhtenä

ongelmana on, että lääkeaineiden tehokas kuljetus syöpäkudokseen on hankalaa kasvaimen

epänormaalin verenkierron vuoksi (Li ym., 2007).

2.2.4. Syövän kantasolut

Syövästä on kaksi erilaista mallia: Perinteisen mallin mukaan kasvaimen kaikilla syöpäsoluilla on

suuri jakautumiskyky ja kyky muodostaa uusi kasvain. Sitä vastoin syövän kantasolumallin mukaan

kyky kasvaimen muodostamiseen ja ylläpitämiseen on vain hyvin pienellä solupopulaatiolla, joka

on nimetty syövän kantasoluiksi (cancer stem cells, CSC) (Reya ym., 2001). Nämä mallit on

esitelty kuvassa 2.3. Syövän kantasoluista on myös uudempi malli: Ulkoisen syövän

kantasolumallin (extrinsic CSC model) (ei kuvassa) mukaan kaikki kasvaimen solut käyttäytyvät

syövän kantasolun tavalla oikeanlaisessa mikroympäristössä eli kaikilla soluilla on kyky

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

Syövän kantasoluilla ja kudosten normaaleilla kantasoluilla on monia yhteisiä piirteitä: molemmilla

on kyky jakautua erilaistumattomana (self-renewal) ja kyky muodostaa uusia, koostumukseltaan

heterogeenisia kudoksia. Eli molemmat solutyypit kykenevät 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 yksilön elinajan (Reya ym., 2001). Näyttää todennäköiseltä, että säätelyhäiriö

normaalien kantasolujen jakautumisessa johtaa syövän kantasolujen syntyyn. Monien onkogeenien

(syöpägeenien) on osoitettu myöhemmin olevan osallisena kantasolun jakautumisen säätelyssä (Al-

Hajj & Clarke, 2004).

Kuva 2.3. Syöpämallit. Kaksi erilaista syöpämallia (a ja b). Molemmissa malleissa solut ovat heterogeenisia
(keskenään erilaisia). Perinteisen syöpämallin (a) mukaan suurin osa syöpäsoluista kykenee muodostamaan uuden
kasvaimen, mutta syövän kantasolumallin (b) mukaan kyky uuden kasvaimen muodostamiseen on vain syövän
kantasoluilla (CSC). Alemmassa kuvassa (c) on esitetty lääkehoidon vaikuttavuus näissä malleissa. Jos tavalliset
syöpähoidot eivät tehoa syövän kantasoluihin, niin kasvain pienenee hoidon jälkeen, mutta uusiutuu pian (alempi nuoli).
Syövän kantasoluihin tehoava lääke poistaisi kasvaimelta kyvyn tuottaa uusia soluja, jolloin kasvain lopulta häviäisi
(ylempi nuoli) (Reya ym., 2001). Muokattu lähteestä Reya ym., 2001.

Normaali kantasolu olisi potentiaalinen syövän kantasolun lähde kahdesta syystä: Syöpäsolun

syntyminen kantasolusta vaatisi vähemmän mutaatioita kuin transformaatio erilaistuneesta solusta,

koska kantasolulla on jo valmiiksi syöpäsoluille olennainen suuri jakautumiskyky. Toiseksi

kantasolut ovat huomattavan pitkäikäisiä moniin muihin soluihin verrattuna, joten niillä on

suurempi todennäköisyys kerätä syövän syntyyn tarvittava määrä mutaatioita (Reya ym., 2001).

Syövän kantasolun alkuperästä ei ole varmaa tutkimustietoa. Todennäköisin alkuperä on normaali

kantasolu, mutta periaatteessa syövän kantasolu voi muodostua myös jakautumiskyvyltään

rajoittuneemmasta esiastesolusta (progenitor cell) tai jopa täysin erilaistuneesta solusta (Pardal ym.,

2003; Reya ym., 2001). Indusoitujen pluripotenttien kantasolujen muodostaminen osoittaa, että

erilaistunutkin solu voi muuttua takaisin kantasoluksi (Takahashi & Yamanaka, 2006).
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Syövän kantasolujen olemassaolo todistettiin ensimmäisenä akuutissa myeloidisessa leukemiassa

(Lapidot ym., 1994). Myöhemmin syövän kantasoluja on löydetty myös kiinteiden kudosten

syövistä, kuten rintasyövästä (Al-Hajj ym., 2003), aivosyövistä (Singh ym., 2003) sekä

munasarjasyövästä (Bapat ym., 2005). Syövän kantasolujen tutkimuksessa on käytetty paljon

xenotransplantaatiota, jossa ihmisen syöpäsoluja injektoidaan immuunipuutoshiireen. Joidenkin

tutkijoiden mukaan tämä tutkimusmalli ei ole kuitenkaan hyvä, koska nykyisen käsityksen mukaan

syövän etenemiseen vaikuttaa olennaisesti myös kasvaimen mikroympäristö (Bissell & Labarge,

2005) sekä immuunijärjestelmä (Mantovani, 2009), joita xenotransplantaatiomalli ei huomioi

(Rosen & Jordan, 2009). Lisäksi solut voivat vaurioitua merkittävissä määrin, kun kasvaimesta

erotellaan yksittäiset solut xenotransplantaatiota varten.

Perinteisten syöpähoitojen ajatellaan tehoavan jakautumiskyvyltään rajoittuneisiin syöpäsoluihin,

mikä johtaa kasvaimen pienenemiseen, mutta potilas ei kuitenkaan parane täysin, koska jäljelle

jäävät syövän kantasolut muodostavat uuden kasvaimen. Tehokkaiden hoitojen vaikutuskohteena

pitäisi olla ”normaalien” syöpäsolujen sijasta syövän kantasolut (Kuva 2.3). Tämä voitaisiin

toteuttaa tappamalla syövän kantasolut, erilaistamalla ne jakautumiskyvyttömiksi soluiksi tai

estämällä etäpesäkkeiden muodostus (Pardal ym., 2003). Hoitomenetelmien täytyisi kuitenkin olla

spesifisiä vain syövän kantasoluille; ne eivät saisi vaurioittaa kehon normaaleja kantasoluja, jotka

ovat hyvin samankaltaisia (Pardal ym., 2003). Erään leukemian tapauksessa onkin jo löydetty hoito,

jolla voidaan tuhota spesifisesti leukemian kantasolut normaalien HSC:en säästyessä (Guzman ym.,

2002).

Syövän kantasoluista on löydetty joitakin yhteisiä piirteitä, mutta ominaisuudet näyttävät olevan

hyvin riippuvaisia niissä olevista geneettisistä muutoksista, kasvaimen etenemisvaiheesta ja syövän

hoitoon käytetyistä lääkeaineista. Lisäksi on havaittu suuria potilaskohtaisia vaihteluita CSC:en

suhteellisissa määrissä ja pintamolekyyleissä, mikä edelleen vaikeuttaa syöpähoitojen kehittämistä

(Rosen & Jordan, 2009). Syövän kantasolut saattavat liittyä läheisesti epiteeli-

mesenkyymitransitioon (EMT), joka on oleellinen osa etäpesäkkeiden muodostumiseen liittyvää

invaasiota (kasvaimen tunkeutuminen ympäröivään kudokseen). EMT tarkoittaa prosessia, jossa

solun fenotyyppi (ilmiasu) muuntuu epiteliaalisesta mesenkymaaliseksi, jolloin solun liikkumiskyky

kasvaa. EMT on tärkeä esimerkiksi alkion kehityksessä ja haavan paranemisessa. Päinvastaista

prosessia kutsutaan mesenkyymiepiteelitransitioksi (MET) (Micalizzi ym., 2010). Kiinteiden

kasvainten invasiivisesta reunasta on löydetty soluja, jotka ilmentävät sekä EMT:oon että CSC:ihin

liittyviä markkereita tai ominaisuuksia. ”Syövän kantasolu” -tila voi olla vain joissakin
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olosuhteissa, kuten invaasiossa, ilmenevä väliaikainen tila (Pardal ym., 2003), mikä saattaa

aiheuttaa CSC-määrissä havaitut potilaskohtaiset erot.

2.3. Mesenkymaaliset kantasolut ja syöpä

Syövän kehittymiseen vaikuttavat useat eri tekijät, kuten edellä on kerrottu. Syöpään näyttää

liittyvän vahvasti myös mesenkymaaliset kantasolut (Jorgensen, 2009; Lin ym., 2010). Tätä teoriaa

tukee mm. Santamaria-Martínezin ym. (2009) tutkimus, jonka mukaan karsinoomassa (epiteelistä

peräisin oleva syöpätyyppi) on syövän kantasolujen lisäksi myös muita kantasoluja. He erottivat

tutkimuksessaan eturauhassyövän xenograftimallista sivupopulaation (SP, side population), jonka

solut tunnistettiin mesenkymaalisiksi kantasoluiksi eri menetelmillä (Santamaria-Martínez ym.,

2009).

MSC:illa on useita ominaisuuksia, jotka ovat hyödyllisiä kudosten normaalissa korjautumisessa,

kuten kasvutekijöiden tuotto ja verisuonten muodostumisen tukeminen. Näiden piirteiden ansiosta

MSC:illa on suuri potentiaali solu- ja kudosteknologiassa. Valitettavasti samojen ominaisuuksien

vuoksi MSC:t voivat myös tukea syövän kasvua, angiogeneesiä ja etäpesäkkeiden muodostumista

(Mishra ym., 2008; Valtieri & Sorrentino, 2008). MSC:en vaikutusta syöpään on tärkeää tutkia,

jotta MSC:ja voidaan käyttää turvallisesti kliinisissä hoidoissa ja jotta saadaan lisätietoa kasvaimen

strooman roolista syövän synnyssä (Klopp ym., 2010). Taulukkoon 2.1 on koottu MSC:en

ominaisuuksien hyötyjä ja haittoja solujen normaalin toiminnan, terapeuttisten sovellusten ja

syövän näkökulmista.

Mesenkymaaliset kantasolut voivat olla osallisena syövän kehittymisen ja kasvun eri vaiheissa:

MSC voi olla solu, josta syöpä saa alkunsa (syövän kantasolu) tai se voi toimia osana syövän

kasvua tukevaa mikroympäristöä tai se voi olla osallisena näissä molemmissa (Lazennec &

Jorgensen, 2008). Lin ym. (2008) syöpäteorian mukaan kasvaimen syntyyn tarvitaan kolmea eri

kantasolutyyppiä: Syöpä saa alkunsa syövän kantasoluista, mutta se tarvitsee kasvun tueksi myös

MSC:ja sekä EPC:ja (endothelial progenitor cells, endoteelisolujen esiastesoluja) verisuonten

muodostamista varten (Lin ym., 2008).

Kuvassa 2.4. on esitetty, millä tavoin MSC:t voivat vaikuttaa syöpään: MSC:t voivat vaikuttaa

sellaisenaan erittämiensä sytokiinien ja kasvutekijöiden kautta (Muehlberg ym., 2009) tai ne voivat

erilaistua kasvaimen fibroblasteiksi (CAF), jotka puolestaan erittävät erilaisia sytokiinejä (Jotzu

ym., 2010; Mishra ym., 2008). Vaikutuskohteena kasvaimessa ovat 1) kasvun/apoptoosin säätely,

2) angiogeneesi, 3) immuunijärjestelmä (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 yhteydestä syöpään ja sen merkityksestä MSC:ja hyödyntäviin kliinisiin

sovelluksiin.

Taulukko 2.1. MSC:en ominaisuuksien hyödyt ja haitat eri näkökulmista. Kaikki ominaisuudet, jotka ovat hyödyllisiä
elimistön normaalissa toiminnassa ja joita voidaan hyödyntää terapeuttisessa käytössä, voivat myös edistää syövän
syntyä tai kasvua.

Hyöty Haitta
Syövän syntyä
tukevat
ominaisuudet:
Pitkäikäisyys -MSC:t käytettävissä koko elinajan

kudosten korjaukseen
-Terapeuttinen käyttö: mahdollista
myös iäkkäille potilaille

-MSC:lla paljon aikaa kerätä mutaatioita
 kehittyminen syöpäsoluksi

todennäköisempää kuin normaalilla
solulla

Jakautumis-
potentiaali

-MSC:t jakautuvat tarpeen mukaan
-Terapeuttinen käyttö: solujen
määrää voidaan lisätä in vitro

-Syöpäsolujen tärkeä ominaisuus, joka
MSC:illa on jo valmiiksi

Syövän
kasvua
tukevat
ominaisuudet:
Liikkuminen
tiettyjä
tekijöitä
ilmentävään
paikkaan
(homing)

-MSC:t kulkeutuvat
kudosvauriopaikalle
-Terapeuttinen käyttö: MSC:t
kulkeutuvat itseohjautuvasti
kudosvauriopaikalle; syövän tai
muun sairauden geeniterapia

-Elimistön omien tai sinne vietyjen
MSC:en kulkeutuminen kasvaimeen

Verisuonten
muodostu-
misen
tukeminen

-Kudosvaurion luonnollinen
paraneminen
-Auttaa jossain määrin esim.
sydäninfarktissa (Askari ym., 2003)

-Mahdollistaa kasvaimen
verisuonittumisen, mikä on syövän
kasvun perusedellytys

Erilaistumis-
kyky

-Kudosvaurion luonnollinen
paraneminen
-Terapeuttinen käyttö: MSC:t
voidaan erilaistaa halutuksi
solutyypiksi

-MSC:t voivat erilaistua CAF:ksi tai
muiksi syövän kasvua tukeviksi soluiksi

Kasvu-
tekijöiden
tuotto

-Kudosvaurion luonnollinen
paraneminen
-Terapeuttinen käyttö: MSC:t
tukevat elimistön omien solujen
kasvua

-Syövän kasvun edistäminen

Immuno-
suppressiivi-
suus

-Terapeuttinen käyttö: mahdollistaa
allogeenisten solujen käytön;
MSC:ja voidaan käyttää
immunologisten häiriöiden hoidossa

-MSC:t estävät elimistön
immuunijärjestelmän hyökkäystä
kasvainta vastaan
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Kuva 2.4. Mesenkymaalisten kantasolujen vaikutukset syöpään yleisesti. MSC:t tai niistä erilaistuneet kasvaimen
fibroblastit voivat erittää kasvaimeen vaikuttavia kasvu- ym. tekijöitä (Muehlberg ym.,2009; Mishra ym., 2008).
Kasvaimessa vaikutus kohdistuu 1) proliferaation (kasvun) ja apoptoosin (solukuolema) säätelyyn, 2) angiogeneesiin, 3)
metastasointiin ja/tai 4) immuunijärjestelmään (Klopp ym.,2010; Bergfeld & DeClerck, 2010). Kuva muokattu lähteistä
Bergfeld & DeClerck (2010) ja http://www.bioscience.org/2005/v10/af/1668/figures.htm.

2.3.1. Mesenkymaaliset kantasolut syövän lähteenä

Mesenkymaaliset kantasolut olisivat potentiaalisia syövän kantasoluja niiden suuren

jakautumispotentiaalin ja pitkäikäisyyden vuoksi (Reya ym., 2001). Wang ym. (2005)

tutkimuksessa ihmisen bMSC:ista löytyi transformoitunut solupopulaatio, joka aiheutti syöpää

immuunipuutoshiirissä. Transformoituneiden solujen löytyminen on riski kliinisissä sovelluksissa

riippumatta siitä, ovatko solut olleet pahanlaatuisia jo luuytimessä vai muuntuneet vasta

soluviljelyssä (Wang ym., 2005).

Serakinci ym. (2004) löysivät ensimmäisiä todisteita MSC:en transformaatiosta soluviljelyn aikana.

Telomeraasi käänteiskopioijaentsyymin (hTERT, human telomerase reverse transcriptase) vieminen

bMSC:hin aiheutti solujen transformaation pitkäaikaisviljelyssä (Serakinci ym., 2004). Useissa

tutkimuksissa on sen jälkeen selvitetty, voivatko MSC:t muuntua pahanlaatuisiksi (transformoitua)

myös spontaanisti (Lazennec & Jorgensen, 2008). Rubio ym. (2005) tutkimuksessa ihmisen

rasvakudoksen kantasolut transformoituivat spontaanisti 4 – 5 kuukauden kuluttua solujen

eristämisestä (Rubio ym., 2005). Sama tutkimusryhmä osoitti kuitenkin myöhemmin, että

”transformoitunut” solulinja oli kontaminoitunut samassa laboratoriossa käsitellyllä

syöpäsolulinjalla eli ensimmäiset tulokset olivat virheellisiä (Garcia ym., 2010). Røsland ym.
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(2009) tutkimuksessa lähes puolet ihmisen bMSC-solulinjoista transformoitui spontaanisti

pitkäaikaisessa (5-106 vk) viljelyssä (Røsland ym., 2009). Kuitenkaan toisessa tutkimuksessa

pitkään viljellyistä ihmisen bMSC:ista ei löydetty mitään merkkejä kromosomimuutoksista tai

telomeraasiaktiivisuudesta (Bernardo ym., 2007). Jotkin syövät näyttävät olevan peräisin suoraan

mesenkymaalisista kantasoluista. Esimerkiksi Ewingin sarkooma, nuorten yleinen luukasvain, on

todennäköisesti peräisin bMSC:ista (Tirode ym., 2007).

2.3.2. Mesenkymaalisten kantasolujen liikkuminen ja hakeutuminen kasvaimiin

Kucerova ym. (2007) osoittivat ensimmäisen kerran, että ihmisen ASC:illa on kyky hakeutua

kasvainta kohti. Tutkimuksessa suurin osa hiiren laskimoon injektoiduista ASC:ista hakeutui

kasvaimiin, mutta soluja löytyi myös keuhkoista ja maksasta eli kasvaimiin hakeutuminen ei ollut

täysin spesifistä (Kucerova ym., 2007). Kliinisten hoitojen kannalta on tärkeää tietää MSC:en

mahdolliset sivuvaikutukset eri elimiin, koska soluja kulkeutuu myös muualle kuin syöpäkudokseen

(Lazennec & Jorgensen, 2008). Kantasolujen jakautumista eri elimiin on tutkittu myös terveillä

eläimillä. Paviaaneilla tehdyssä 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 erittää samanlaisia sytokiinejä kuin haava (Spaeth ym., 2008) eli MSC:ja houkutellaan

samoilla tavoilla näihin molempiin (Bergfeld & DeClerck, 2010). Lisäksi kasvaimen strooma on

hyvin samankaltainen paranevassa haavassa olevan granulaatiokudoksen (jyväiskudos,

sidekudostyyppi) kanssa (Dvorak, 1986). Edellä mainittujen seikkojen vuoksi Dvorak (1986) on

kutsunut syöpää ”haavaksi, joka ei koskaan parane”. Kidd ym. (2009) tutkimuksessa ihmisen ja

hiiren bMSC:t kulkeutuivat hiirissä spesifisesti sekä haavaan että kasvaimeen. Tutkimustulokset

olivat riippumattomia syöpätyypistä, bMSC:n alkuperästä (hiiri/ihminen) ja solujen antoreitistä

(Kidd ym., 2009).

MSC:en kulkeutuminen kudosvauriopaikalle on huonosti tunnettu, mutta oletettavasti se muistuttaa

valkosolujen vierimistä (leukocyte rolling) tulehduspaikalle, mikä puolestaan tunnetaan hyvin (Yagi

ym., 2010). Verenkierrossa kulkeva valkosolu sitoutuu ensin reseptoriensa (”homing receptors”)

avulla endoteeliin, minkä jälkeen kudoksesta erittyvät kemokiinit aktivoivat valkosolun integriinit,

mikä vahvistaa adheesiota. Seuraavaksi valkosolu kulkeutuu endoteelin läpi kudokseen

(ekstravasaatio) (Sackstein, 2005). Luuytimen MSC:n liikkumisen säätelyyn puolestaan osallistuvat
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integriinit (Steingen ym., 2008), soluväliaineen komponentit, kuten fibronektiini (Yagi ym., 2010),

bFGF (fibroblastikasvutekijä) (Schmidt ym., 2006), MMP:t (matriksin metalloproteaasit) (Steingen

ym., 2008), TLR- (Toll-like receptor, Tollin kaltainen reseptori) välitteinen liikkuminen (Tomchuck

ym., 2008) sekä SDF-1 (stromal derived factor 1) (Yagi ym., 2010). Solujen hakeutumisesta

tiettyyn paikkaan (esim. kudosvaurio tai syöpä) käytetään englanniksi termiä “homing”

(itseohjautuminen). Tällä tarkoitetaan prosessia, jossa solut vaeltavat paikkaan, jossa niitä tarvitaan

(Yagi ym., 2010).

Monissa tutkimuksissa on tullut esille SDF-1:n merkitys kantasolujen ja syövän välisessä

yhteydessä (Lin ym., 2010; Menon ym., 2007; Mishra ym., 2008). SDF-1 (stromal-derived factor

1), toiselta nimeltään CXCL12, (chemokine (C-X-C motif) ligand 12) on kemokiini, joka sitoutuu

lähinnä CXCR4-reseptoriin (chemokine (C-X-C motif) receptor 4). Kemokiinit ovat pieniä,

tulehdusta edistäviä (proinflammatorisia) sytokiinejä, jotka säätelevät solujen liikkumista

sitoutumalla solujen pinnalla oleviin G-proteiinireseptoreihin. CXCR4:n jälkeen on löydetty myös

toinen SDF-1-reseptori, CXCR7. SDF-1:ä on eri muotoja (isoformeja, samasta geenistä tuotettuja

eri proteiineja), joista -muoto on yleisin (Sun ym., 2010). SDF-1 ilmenee lukuisissa kudoksissa ja

se on osallisena tulehduksessa, infektiossa, kudosvauriossa, allergiassa, sydän- ja verisuonitaudeissa

ja syövässä (Rot & von Andrian, 2004). Esimerkiksi eräässä rotilla tehdyssä kokeessa SDF-1-

ekspressio nousi heti sydäninfarktin jälkeen ja ekspressio pysyi koholla 7 päivän ajan. Kokeessa

osoitettiin, että SDF-1 oli riittävä tekijä houkuttelemaan kantasolut hapenpuutteesta

vaurioituneeseen sydänlihakseen (Askari ym., 2003).

Sordi ym. (2005) kartoittivat ensimmäisenä bMSC:en liikkumiseen vaikuttavia

kemokiinireseptoreita ja niiden ligandeja. Heidän mukaansa SDF-1 ja CX3CL1 (Kemokiini (C-X3-

C motiivi) ligandi 1) ovat tärkeimmät bMSC:n liikkumista säätelevät tekijät (Sordi ym., 2005).

CXCR4/SDF-1-vuorovaikutuksen merkityksestä bMSC:en liikkumisessa on myös päinvastaisia

tuloksia: Erään tutkimuksen mukaan ihmisen bMSC:t eivät ekspressoi ollenkaan CXCR4-reseptoria

(Sackstein ym., 2008), kun taas toisen tutkimuksen mukaan bMSC:issa on kyseinen reseptori, mutta

solut eivät käytä sitä liikkumiseen (Ip ym., 2007). Ahmadian ym. (2010) kartoittivat ihmisen

bMSC:ista ja ASC:ista liikkumiselle tärkeitä kemokiinireseptoreita. Kaikkia tutkittuja reseptoreita

(CCR1, CXCR4, CCR7, CXCR6 ja CXCR3) ekspressoitiin enemmän ASC:issa kuin bMSC:issa

(Ahmadian Kia ym., 2010).

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

paksusuolisyöpäsolujen altistusmediumia (CM, conditioned medium) kohti ja CM-altistus nosti
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kantasoluissa erityisesti SDF-1:n ekspressiota. Tulostensa perusteella he esittivät, että bMSC:en

SDF-1-ekspressio aktivoituu kasvaimen tuottamien kemokiinien ansiosta ja sen jälkeen SDF-1

aktivoi autokriinisesti bMSC:en liikkumista kasvainta kohti. Tutkimuksessa osoitettiin myös in

vivo, että bMSC:t kulkeutuvat kasvaimen mikroympäristöön (Menon ym., 2007). Toisen

tutkimuksen mukaan bMSC:n liikkuminen syöpäsoluja kohti on olennaisesti riippuvainen

syöpäsolujen erittämästä MCP-1:stä (monocyte chemotactic protein-1), vaikkakin syöpäsolut

erittävät samalla myös SDF-1:tä (Dwyer ym., 2007). Myös Lin ym. (2010) mukaan SDF-1/CXCR4-

vuorovaikutus säätelee ASC:en liikkumista syöpäsoluja kohti, mutta ligandia ja reseptoria

ilmentävät eri solut kuin Menon ym. (2007) tutkimuksessa: Lin ym. (2010) tutkimuksessa

eturauhassyöpäsolujen erittämä SDF-1 houkutteli ASC:ja, jotka ilmensivät CXCR4:a (Lin ym.,

2010).

MSC:t voivat hakeutua kasvaimeen kuten edellä on kerrottu. Joissakin syöpätyypeissä, erityisesti

rintasyövässä, kasvaimen lähellä on jo luontaisesti paljon ASC:ja sisältävää rasvakudosta, joten

ASC:t ja syöpäsolut voivat olla helposti vuorovaikutuksessa (Muehlberg ym., 2009; Pinilla ym.,

2009). Luuytimen kantasoluihin verrattuna rasvakudoksen kantasolut sijaitsevat paljon lähempänä

rintasyöpäsoluja (Muehlberg ym., 2009). Myös munasarjojen lähellä on luontaisesti vatsaontelon

rasvakudosta, joka voi olla osallisena munasarjasyövässä.

2.3.3. Mesenkymaalisten kantasolujen aktivoiva vaikutus syöpään

Rasvakudoksen ja luuytimen kantasolujen on osoitettu tukevan syövän kasvua ja metastasointia

useissa eri tutkimuksissa, joista osassa on myös tunnistettu vaikutuksen välittäviä tekijöitä

(Karnoub ym., 2007; Menon ym., 2007; Muehlberg ym., 2009; Pinilla ym., 2009; Yu ym., 2008).

Kasvaimen ja MSC:en välillä 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 syöpää aktivoivasta vaikutuksesta on todisteita jo vuodelta 2003. Djouad ym. (2003)

tutkimuksessa syövän ilmaantuvuus (insidenssi) kohosi huomattavasti, kun B16-melanoomasolujen

kanssa injektoitiin myös hiiren bMSC:ja. Tämän arveltiin johtuvan bMSC:en

immunosuppressiivisesta (immuunijärjestelmää vaimentava) vaikutuksesta, mikä mahdollistaa

syövän kehittymisen (Djouad ym., 2003).

Myös ASC:en on todettu edistävän syövän kasvua in vitro ja in vivo: Yu ym. (2008) injektoivat

keuhkosyöpä- ja glioomasoluja yhdessä ihmisen ASC:en kanssa hiiriin. ASC:en vaikutuksesta
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kasvaimet olivat suurempia, eläviä syöpäsoluja oli enemmän ja kuolleita syöpäsoluja vähemmän,

mikä johtui syöpäsolujen elinkykyisyyden (survival) tai jakautumisen (proliferation) kasvusta.

ASC:t erittivät useita angiogeneesiä eristäviä tekijöitä, mutta siitä huolimatta niillä ei ollut

vaikutusta kasvaimen verisuonittuneisuuteen. Tämän arveltiin johtuvan muun muassa siitä, että

ASC:t olivat kulkeutuneet pois kasvainalueelta ennen angiogeneesin alkamista (Yu ym., 2008). Tätä

teoriaa tukee Lin ym. (2010) tutkimus, jossa ihmisen ASC:illa havaittiin angiogeneesiä tukeva

vaikutus, kun solut injektoitiin hiiriin vasta viikko eturauhassyöpäsolujen (PC3) jälkeen. ASC:en

osoitettiin lisäävän verisuonittuneisuutta FGF2:n (fibroblast growth factor 2, basic) kautta (Lin ym.,

2010).

Zhang ym. (2009) tutkimuksessa osoitettiin, että ihon alle injektoidut hiiren ASC:t ja

rasvakudoksen endoteelisolut hakeutuivat verenkierron kautta kasvaimeen, jossa ASC:t liittyivät

osaksi stroomaa ja endoteelisolut osaksi verisuonistoa edistäen syövän kasvua ja verisuonittumista.

Syövän kasvu kiihtyi myös toisessa kokeessa, jossa hiiriin transplantoitiin pelkkää valkoista

rasvakudosta eli rasvakudoksen solut näyttävät hakeutuvan kasvaimiin ja tukevan niiden kasvua.

Kirjoittajien mukaan nämä havainnot voisivat osaltaan selittää, miksi lihavuus on yhteydessä

syövän nopeampaan kehittymiseen. Tutkimuksessa käytettiin rintasyöpä- (MDA-231),

eturauhassyöpä- (DU145), keuhkosyöpä- (LLC) ja Kaposin sarkooma (KS1767) solulinjoja (Zhang

ym., 2009).

Kuva 2.5. Syöpäsolun vuorovaikutus MSC:n ja CAF:n kanssa. Vuorovaikutus on usein kaksisuuntainen:
(1) Syöpäsolu saa MSC:t tuottamaan syöpäsoluun vaikuttavia tekijöitä kuten CCL5:tä (mustat nuolet) (Karnoub ym.,
2007; Pinilla ym., 2009). (2) Mishra ym. (2010) mallin mukaan syöpäsolun tuottamat tekijät saavat CAF:t tuottamaan
syöpäsolua aktivoivia tekijöitä (siniset nuolet). (3) Monissa tutkimuksissa on myös kuvattu, että syöpäsolun erittämät
tekijät, muuttavat MSC:t CAF:ksi, jotka puolestaan tuottavat syöpäsoluja aktivoivia tekijöitä, kuten SDF-1:ä (punaiset
nuolet) (Jeon ym., 2010; Mishra ym., 2008).



33

2.3.3.1. Mesenkymaalisten kantasolujen muuttuminen kasvaimen fibroblasteiksi

Kasvaimen fibroblastit (CAF) ovat tärkeä osa kasvaimen mikroympäristöä (Li ym., 2007), mutta

niiden alkuperästä ei ole kuitenkaan täyttä varmuutta (Mishra ym., 2009; Spaeth ym., 2009).

Kasvaimen fibroblasteista on kerrottu tarkemmin kappaleessa 2.2.3 Kasvaimen mikroympäristö.

MSC:t ovat useiden tutkimusten mukaan mahdollisia CAF-lähteitä (Bergfeld & DeClerck, 2010;

Jeon ym., 2010; Jotzu ym., 2010; Mishra ym., 2009). Mishra ym. (2010) teorian mukaan CAF:en ja

syöpäsolujen välillä vallitsee kaksisuuntainen vuorovaikutus, jossa syöpäsolujen erittämät tekijät

aktivoivat CAF:t tuottamaan syöpää edistäviä kemokiineja, jotka vaikuttavat syöpäsoluihin (Kuva

2.5). CAF:t edistävät syövän kasvua parakriinisten tekijöiden (mm. kemokiinien) avulla sekä

osallistumalla verisuonittumiseen, etäpesäkkeiden ja strooman rakenteen muodostamiseen (Kuva

2.4).

Kemokiinit näyttävät olevan solujen välisen vuorovaikutuksen kulmakivi, joka edistää useiden

syöpien pahanlaatuisuutta (Mishra ym., 2010). Muehlbergin ym. (2009), Karnoub´n ym. (2007) ja

Pinillan ym. (2009) tutkimukset vahvistavat tätä teoriaa. Näissä tutkimuksissa esiintyvien SDF-1:n

ja CCL5:n lisäksi on löydetty myös muita CAF-syöpäsolu-vuorovaikutukseen osallistuvia

kemokiineja, kuten CCL2, CCL7, CXCL8 ja CXCL14 (Mishra ym., 2010). SDF-1:stä ja CCL5:stä

on kerrottu tässä kappaleessa tarkemmin.

Mishra ym. (2008) osoittivat, että pitkäaikainen (30 vrk) altistus syöpäsolujen altistusmediumille

(CM, conditioned medium) muuttaa ihmisen bMSC:t CAF:n kaltaisiksi soluiksi. Tutkimuksessa

saatiin samanlaisia tuloksia sekä rintasyöpä-, haimasyöpä- että glioomasolujen altistusmediumeilla.

Monien CAF:in liittyvien geenien, kuten -SMA:n, vimentiinin ja fibroblastien pintaproteiinin

(FSP, fibroblast surface protein), ekspressio oli kohonnut muuntuneissa soluissa (Mishra ym.,

2008). Myös SDF-1:n, tärkeän syövän kasvun ja angiogeneesin tukijan, ekspressio kohosi (Mishra

ym., 2008; Orimo ym., 2005). Syöpäsolujen CM:ssä olleet bMSC:t tukivat syövän kasvua sekä in

vitro että in vivo; sitä vastoin käsittelemättömillä bMSC:illa syövän kasvua tukeva vaikutus oli

paljon pienempi. Kirjoittajat huomauttavat, ettei tuloksista voi kuitenkaan päätellä bMSC:en

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

Spaeth ym. (2009) saivat kokeistaan vastaavia tuloksia sekä in vitro että in vivo: Ihmisen bMSC:t

muuntuivat CAF:ksi pitkäaikaikaisessa viljelyssä (16 vrk) syöpäsolujen CM:ssa. In vivo -kokeessa

rinta-, munasarja- ja haimasyöpää sairastaviin hiiriin injektoidut bMSC:t muuntuivat CAF:ksi.

Lisäksi bMSC:en erittämän IL-6:n osoitettiin tukevan munasarjasyöpäsolujen (Skov-3)

varhaisvaiheen kasvua (Spaeth ym., 2009).
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Jeon ym. (2010) ja Jotzu ym. (2010) ovat osoittaneet, että bMSC:en lisäksi myös rasvakudoksen

kantasolut erilaistuvat CAF:ksi. Munasarjasyöpäsolujen erittämä 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 välittyy ainakin

Rho-kinaasi-, ERK-, fosfolipaasi C- (PLC) ja fosfoinositidi-3-kinaasi-reittien kautta. OVCAR-3- ja

Skov-3-munasarjasyöpäsolujen altistusmedium stimuloi hASC:t erittämään SDF-1:tä, VEGF:ä ja

muita angiogeenisiä tekijöitä sekä -SMA:a, jotka ovat kaikki CAF:lle ominaisia piirteitä (Jeon

ym., 2010). LPA:n on osoitettu olevan keskeinen tekijä munasarjasyövän kasvussa ja etenemisessä:

Munasarjasyöpäpotilaiden korkea LPA-pitoisuus askiitissa (vatsaonteloon kertyneessä nesteessä) on

yhteydessä huonoon ennusteeseen (Murph ym., 2009). Jeon ym. (2010) arvion mukaan ratkaiseva

tekijä syövän kehittymisessä on se, että LPA indusoi MSC:t tuottamaan VEGF:ä ja SDF-1:ä, joten

LPA olisi potentiaalinen kohdemolekyyli syövän kasvun ja angiogeneesin estämisessä.

SDF-1
Kappaleessa 2.3.2. (MSC:en liikkuminen ja hakeutuminen kasvaimiin) kerrottiin, että SDF-1 on

osallisena MSC:en houkuttelemisessa kasvaimiin. Sen lisäksi SDF-1 vaikuttaa monien tutkimusten

mukaan myös syövän kasvuun (Menon ym., 2007; Muehlberg ym., 2009; Orimo ym., 2005). SDF-1

sitoutuu CXCR4-reseptoriin, jonka kohonnut ekspressio syöpäsoluissa on yhteydessä huonoon

ennusteeseen monissa eri syöpätyypeissä (Balkwill, 2004). Tämä reseptori ilmenee sekä

syöpäsoluissa (Muehlberg ym., 2009; Orimo ym., 2005), ASC:issa (Lin ym., 2010) että bMSC:issa

(Menon ym., 2007; Sordi ym., 2005), joten SDF-1 vaikuttaa näihin kaikkiin soluihin. SDF-1:n rooli

syövässä on moninainen (Kuva 2.6): kasvaimen erittämä SDF-1 houkuttelee paikalle MSC:ja (Lin

ym., 2010) tai MSC:t liikkuvat kasvainta kohti niiden itse erittämänsä SDF-1:n avulla (Menon ym.,

2007). Lisäksi kasvaimen erittämä SDF-1 aktivoi MSC:n/CAF:n omaa SDF-tuottoa (Jotzu ym.,

2010; Muehlberg ym., 2009; Orimo ym., 2005), joka puolestaan aktivoi syöpäsolujen kasvua

(Mishra ym., 2008).

Orimon ym. (2005) mukaan CAF:en suotuisa vaikutus rintasyöpään johtuu suurelta osin juuri SDF-

1:stä. Tutkimuksessa SDF-1-ekspressio oli huomattavasti suurempi rintasyöpänäytteistä eristetyissä

CAF:issa kuin normaaleissa rintakudoksen fibroblasteissa. Kirjoittajien mukaan CAF:en tuottama

SDF-1 aktivoi rintasyövän kasvua kahdella tavalla. SDF-1 stimuloi syöpäsolujen kasvua CXCR4:n

kautta, kuten myös Muehlberg ym. (2009) on todennut. Toiseksi SDF-1 houkuttelee kasvaimeen

endoteelisolujen esiasteita (EPC, endothelial progenitor cells), mikä edistää angiogeneesiä. (Orimo

ym., 2005).
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Kuva 2.6. SDF-1 osallistuu MSC-syöpäsolu-vuorovaikutukseen monin eri tavoin: (1) ASC:en on todettu liikkuvan
syöpäsoluja kohti syöpäsolujen erittämän SDF-1:n vaikutuksesta (Lin ym., 2010), kun taas toisessa tutkimuksessa (2)
bMSC:t liikkuivat syöpäsoluja kohti niiden itsensä tuottaman SDF-1:n vaikutuksesta (Menon ym., 2007). (3)
Syöpäsolujen erittämät tekijät (3a) saavat aikaan bMSC:en (Mishra ym., 2008) ja ASC:en (Jeon ym.,2010; Jotzu ym.,
2010) muuttumisen CAF:ksi, jotka tuottavat SDF-1:ä, joka puolestaan vaikuttaa syöpäsoluihin (3b). (4) Etäpesäkkeitä
muodostuu ensisijaisesti paikkoihin, joista eritetään SDF-1:ä (Müller ym., 2001). Lisäksi ASC:en erittämän SDF-1:n on
osoitettu parantavan syöpäsolujen metastasointikykyä (Muehlberg ym. 2009).

Muehlbergin ym. (2009) tutkimuksessa ASC:t tukivat rintasyövän kasvua ja metastasointia.

Ihmisen soluilla tehdyssä kokeessa ASC:en injektio yhdessä rintasyöpäsolujen kanssa tuki

kasvaimen kehittymistä. Hiiren soluilla tehdyssä kokeessa ASC:t tuottivat vuorovaikutuksessa

CSC:en (4T1-solulinja) kanssa SDF-1:tä, joka aktivoi syöpäsoluja sitoutumalla niissä olevaan

CXCR4-reseptoriin. Hiiren ASC:en osoitettiin myös yhdistyvän kasvaimen verisuoniin ja

erilaistuvan endoteelisoluiksi, kun ne injektoitiin hiiriin yhdessä syövän kantasolujen (4T1) kanssa.

Vaihtoehtoisesti SDF-1 voi houkutella endoteelisolujen esiasteita (EPC). Kirjoittajat ehdottavat

tulostensa perusteella, että syöpä saa alkunsa syövän kantasoluista ja niiden vuorovaikutus

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

SDF-1:n on osoitettu vaikuttavan myös etäpesäkkeiden muodostumiseen. Müllerin ym. (2001) in

vivo -tutkimuksen mukaan SDF-1-CXCR4-vuorovaikutus säätelee oleellisesti sitä, mihin kasvain

muodostaa etäpesäkkeitä: ligandien (SDF-1 ja CCL21) ekspressio oli kohonnut paikoissa, joihin

etäpesäkkeet muodostuivat ensimmäisenä ja vastaavasti reseptorien (CXCR4 ja CCR7) ekspressio

oli kohonnut rintasyöpäsoluissa ja pahanlaatuisissa kasvaimissa (Müller ym., 2001). Vastaavia

tuloksia on saatu myös Ma´n ym. (2010) tutkimuksessa: Paksunsuolensyövässä suurin parantumista
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rajoittava ongelma on maksaan muodostuvat etäpesäkkeet. Niiden syntyminen johtuu

vuorovaikutuksesta syöpäsolujen CXCR4:n ja maksan endoteelisolujen ilmentämän SDF-1:n

välillä. Ma´n ym. (2010) tutkimuksessa osoitettiin, että matalamolekyylipainoinen hepariini

(LMWH, low-molecular-weight heparin) estää paksunsuolen syövän metastasointia maksaan

häiritsemällä kyseistä reseptori-ligandi-vuorovaikutusta. LMWH:ta käytetään syöpäpotilailla

estämään veritulppien muodostumista ja sen on havaittu vähentävän etäpesäkkeiden

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

CCL5
Sekä ASC:en että bMSC:en on osoitettu tukevan rintasyövän invaasiota ja metastasointia CCL5:n

kautta (Karnoub ym., 2007; Pinilla ym., 2009). CCL5:stä käytetään myös nimeä RANTES

(Regulated upon Activation Normal T-cell Expressed and Secreted), joka sille annettiin, kun tekijä

tunnistettiin ensimmäistä kertaa T-soluissa. Nykytiedon perusteella CCL5:tä erittävät

immuunisolujen lisäksi myös monet muut solut. Tämän tekijän yhtenä tehtävänä on houkutella

tulehdus- tai infektiopaikalle immuunijärjestelmän soluja (Appay & Rowland-Jones, 2001).

Kohonneen CCL5-pitoisuuden on näytetty liittyvän huonoon ennusteeseen vaiheen II (stage II)

rintasyöpäpotilailla (Yaal-Hahoshen ym., 2006). Kuitenkin CCL5:tä on ehdotettu myös adjuvantiksi

(tehosteaine) syövän immunoterapiaan (Lapteva & Huang, 2010) eli tämän tekijän vaikutuksista on

ristiriitaista tietoa.

Karnoub ym. (2007) kokeessa ihmisen bMSC:en yhdistäminen heikosti metastaattisiin

(etäpesäkkeitä muodostaviin) rintasyöpäsoluihin paransi huomattavasti syöpäsolujen

metastasointikykyä. Tutkimuksessa käytettiin xenograftimallia, jossa molempia solutyyppejä

injektoitiin yhtä aikaa hiiren ihon alle. Yhdellä tutkitulla linjalla (MDA-MB-231)

metastasointikyvyn paranemisen osoitettiin johtuvan CCL5:stä, jota bMSC:t tuottivat syöpäsolujen

vaikutuksesta. CCL5:n vaikutus välittyy syöpäsoluissa olevan CCR5-reseptorin kautta. Tuloksista

on huomioitava, että kokeessa käytetyistä neljästä syöpäsolulinjasta kolmessa (MDA-MB-435,

MCF/Ras, HMLER) metastasointia parantavana tekijänä oli todennäköisesti jokin muu kuin CCL5,

kirjoittajien arvioiden mukaan esimerkiksi VEGF tai IL-8 (Karnoub ym., 2007).

Karnoub´n ym. (2007) tutkimuksen jälkeen saatiin samankaltaisia tuloksia myös ihmisen ASC:illa:

Vuonna 2009 julkaistiin ensimmäinen tutkimus, jonka mukaan kudoksessa olevat (tissue-resident)

ASC:t edistävät rintasyöpäsolujen invaasiokykyä CCL5:n kautta. Tässä tutkimuksessa tehtiin in

vitro -kokeita, muun muassa solujen yhteisviljelmiä. Tutkimuksessa havaittiin lisäksi, että CCL5

aktivoi myös ASC:en autokriinistä MMP-9:n (matriksin metalloproteinaasi 9) tuottoa, mikä
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osaltaan edistää metastasointia (Pinilla ym., 2009). Sekä Karnoub´n ym. (2007) että Pinillan ym.

(2009) tulokset saatiin käyttämällä samaa syöpäsolulinjaa (MDA-MB-231). Luuytimen MSC:t

tarvitsivat CCL5:n ekspression aktivoimiseksi suoran kontaktin syöpäsoluihin (Karnoub ym.,

2007), kun taas ASC:illa aktivaatioon riitti pelkästään syöpäsolujen altistusmedium (Pinilla ym.,

2009). Pinilla ym. (2009) arvioivat tämän johtuvan bMSC:en ja ASC:en välisistä eroista. Myös

Muehlberg ym. (2009) ovat osoittaneet, että ASC:t tuottavat CCL5:tä syöpäsolujen vaikutuksesta,

mutta he eivät ole tutkineet CCL5:n vaikutuksia.

Jotzu ym. (2010) tutkimus ASC:en ja syövän vuorovaikutuksesta kokoaa osittain yhteen

aikaisempien tutkimusten tuloksia: Jotzu ym. (2010) in vitro -tutkimuksessa ihmisen ASC:t

erilaistuivat syöpää tukeviksi fibroblasteiksi (CAF) rintasyöpäsolujen altistusmediumissa.

Vaikutuksen välitti syöpäsolujen tuottama TGF- 1, joka signaloi ASC:issa Smad3:n kautta. CAF:t

ilmensivät enemmän sekä SDF-1:ä että CCL5:ä ja ne edistivät rintasyöpäsolujen (MDAMB231 ja

MCF-7) invaasiota in vitro eli erilaistuneet solut olivat toiminnallisesti CAF:n kaltaisia (Jotzu ym.,

2010).

Kantasolu-syöpäsolu-vuorovaikutuksen tutkimus on keskittynyt enemmän siihen, miten aikuisen

kantasolut vaikuttavat syöpäsoluihin, mutta edellä esitellyt tutkimukset ovat osoittaneet että myös

syöpäsolut vaikuttavat kantasoluihin: Syöpäsolut 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. syövän kasvua edistävien kemokiinien ekspressio (Jotzu ym., 2010;

Mishra ym., 2008).

2.3.4. Mesenkymaalisten kantasolujen inhiboiva vaikutus syöpään

Mesenkymaalisten kantasolujen ja syövän vuorovaikutuksesta on myös tutkimuksia, joiden mukaan

MSC:t estävät syöpää (Cousin ym., 2009; Khakoo ym., 2006; Otsu ym., 2009). MSC:en syöpää

inhiboivasta vaikutuksesta saatiin viitteitä jo vuonna 1999: Maestronin ym. (1999) tutkimuksessa

bMSC:t inhiboivat Lewisin keuhkosyöpäsolujen sekä B16-melanoomasolujen kasvua ja

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

Luuytimen MSC:t vaikuttavat inhiboivasti myös Kaposin sarkoomaan, joka on etenkin AIDS-

potilailla esiintyvä ihosyöpä. Kaposin sarkooma -mallissa verenkiertoon injektoidut ihmisen

bMSC:t hakeutuivat kasvaimeen ja estivät sen kasvua. Kirjoittajat osoittivat, että bMSC:t inhiboivat

Kaposin sarkoomasoluja suoran solukontaktin ja Akt-signaalireitin inaktivoinnin kautta. Khakoo

ym. ehdottavat, että MSC:ja voisi käyttää hoitona muihinkin syöpiin, joissa on säätelyhäiriö Akt-
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reitissä. Inhiboivaa vaikutusta ei nähty rinta- ja eturauhassyöpäsoluilla (Khakoo ym., 2006). Lu ym.

(2008) tutkimuksessa hiiren bMSC:t inhiboivat maksasyövän kasvua in vivo solusykliä

häiritsemällä: bMSC:t pysäyttivät syöpäsolujen solusyksin G0/G1-vaiheeseen ilman

immunosuppressiivista vaikutusta ja indusoivat solukuolemaa. MSC:t injektoitiin kokeessa

vatsaonteloon 0-10 päivää syöpäsoluinjektion jälkeen (Lu ym., 2008). Luuytimen MSC:en on

todettu inhiboivan myös paksunsuolen syövän kasvua (Ohlsson ym., 2003).

Otsu ym. (2009) todistivat ensimmäisinä, että bMSC:t voivat olla suurina pitoisuuksina sytotoksisia

muodostuville verisuonille. Tutkimuksessa rotan bMSC:t estivät angiogeneesiä ja inhiboivat siten

melanooman kasvua in vivo. In vitro -kokeen perusteella rotan bMSC:t muodostavat aukkoliitoksen

endoteelisolujen kanssa ja lisäävät happiradikaalien tuottoa, mikä johtaa endoteelisolujen

apoptoosiin ja verisuonien vaurioitumisen. Sytotoksinen vaikutus ilmeni vain suurilla bMSC-

pitoisuuksilla, mikä saattaa selittää erot tutkimuksiin, joissa bMSC:llä oli angiogeneesiä tukeva

vaikutus (Otsu ym., 2009). MSC:en on todettu estävän myös maksasyövän angiogeneesiä in vitro

(Li ym., 2010).

Myös ihmisen ihosta peräisin olevat kantasolut (hSDSC, human skin-derived stem cells) vaikuttivat

inhiboivasti syöpään (Pisati ym., 2007). Hiirillä tehdyssä kokeessa suoraan glioomaan injektoidut

kantasolut jakautuivat tasaisesti syöpäkudokseen, inhiboivat kasvua, vähensivät verisuonitiheyttä ja

invaasiokykyä. Kokonaisvaikutuksena koe-eläinten elinikä piteni. SDSC:t erilaistuivat osittain

perisyyteiksi, jotka erittivät paljon TGF- 1:ä ja vähän VEGF:ä, mikä mahdollisesti vaikutti

verisuonittuneisuuden ja invaasiokyvyn vähenemiseen. Kantasolujen osoitettiin hakeutuvan

glioomaan myös verenkiertoon injektoituna. Pisati ym. (2007) ehdottavat, että autologisia SDSC:ja

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

Myös ASC:en syöpää inhiboivasta vaikutuksesta on joitakin tutkimuksia: Ihmisen

primaarisolulinjan ASC:t estivät haimasyöpäsolujen kasvua ja indusoivat solukuolemaa sekä in

vitro että in vivo. ASC-CM inhiboi myös maksa-, paksusuoli- ja eturauhassyöpäsolujen kasvua in

vitro, mutta sillä ei ollut kuitenkaan vaikutusta rinta- ja kohdunkaulansyöpäsolujen kasvuun. ASC-

CM pysäytti solusyklin G1-vaiheeseen, mutta mediumista ei löydetty vaikutuksen välittävää tekijää.

Kirjoittajat ehdottavat, että ASC:t voivat inhiboida kasvua myös muokkaamalla kasvaimen

mikroympäristöä. In vivo -kokeessa hiirten haimasyöpäkasvaimiin injektoiduilla hASC:illa oli

vahvasti inhiboiva vaikutus: kasvaimet olivat selvästi pienempiä kuin kontrollikasvaimet. ASC:ja

ehdotetaankin hoidoksi haimasyöpään, johon ei tällä hetkellä ole parantavaa hoitoa (Cousin ym.,

2009).



39

Ihmisen ASC:t inhiboivat leukemiasolujen kasvua Zhu ym. (2009) tutkimuksessa in vitro ja in vivo.

Inhiboivan vaikutuksen osoitettiin johtuvan pääosin ASC:en erittämästä DKK-1:stä (dickkopf

homologi 1), Wnt-signaloinnin negatiivisesta säätelijästä. In vivo -kokeessa ASC:t ja leukemiasolut

kasvatettiin hiiren vatsassa kapillaareissa, joissa solut olivat kosketuksissa toisiinsa, mutta eivät

hiiren elimistöön. Kirjoittajat ehdottavat, että ASC:en sijasta syövän hoidossa olisi turvallisempaa

käyttää solujen erittämiä inhiboivia tekijöitä kuten DKK-1:tä, koska solujen vaikutuksesta syöpään

on tällä hetkellä niin ristiriitaisia tuloksia (Zhu ym., 2009).

Ihmisen rasvakudoksen lämpökäsiteltyjen (43°C, 45 min) MSC:en (heat shocked MSC, HS-MSC)

altistusmedium inhiboi karsinoomasolujen kasvua (mm. SKOV-3), in vitro ja vähensi lääkkeiden

takaisinkuljetusproteiinien (MDR1, multi-drug resistance gene) ilmenemistä. MSC:t edustivat

kokeessa kasvaimen strooman soluja. Kirjoittajat ehdottavat tulostensa perusteella, että

lämpökäsittely voisi parantaa kemoterapian tehoa estämällä lääkkeiden takaisinkuljetusta (Cho ym.,

2009).

2.3.5. Tutkimustulosten ristiriitaisuus

Mesenkymaalisten kantasolujen ja syövän välistä yhteyttä on tutkittu paljon viimeisen viiden

vuoden aikana, mutta silti aiheesta ei ole muodostunut yksiselitteistä kuvaa (Klopp ym., 2010).

Tutkimustulokset ovat keskenään hyvin ristiriitaisia, kuten edellä on kuvattu. Toisten tutkimusten

mukaan MSC:t edistävät syövän kehittymistä ja metastasointia (Karnoub ym., 2007; Muehlberg

ym., 2009; Yu ym., 2008), kun taas toisten tutkimusten mukaan asia on päinvastoin (Cousin ym.,

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

Klopp ym. (2010) ovat analysoineet aiheesta tehtyjä tutkimuksia. Heidän mukaansa erot voivat

johtua käytettyjen syöpämallien eroista, MSC:en heterogeenisyydestä, käytetystä MSC:en määrästä

tai injektioajankohdasta, käytetystä koe-eläimestä tai muusta vielä tuntemattomasta tekijästä (Klopp

ym., 2010). Vaihtelua tuloksiin voivat aiheuttaa myös MSC:en eristystapa, siirrostuskertojen määrä

(Cousin ym., 2009), MSC:en alkuperä, käytetty syöpäsolutyyppi ja eläinkanta sekä eläinten

immuunipuolustuksen tila (Djouad ym., 2006). Tutkimuksissa on käytetty usein hiiriä, joiden

immuunijärjestelmä on vajavainen. Tällöin tutkimuksessa ei voida huomioida MSC:en

immunosuppressiivista vaikutusta, joka voi helpottaa syövän syntyä (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 myös se, että MSC:en ja syöpäsolujen välinen vuorovaikutus on hyvin

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

Myös saman tutkimuksen sisällä on saatu ristiriitaisia tuloksia. Ramasamy ym. (2007) saivat in

vivo- ja in vitro -kokeissa täysin päinvastaisia tuloksia: Solujen yhteisviljelmissä bMSC:t inhiboivat

annosriippuvaisesti sekä hematopoieettisia (leukemiasoluja) että ei-hematopoieettisia

syöpäsolulinjoja. Kuitenkin in vivo -kokeissa bMSC:lla oli aktivoiva vaikutus: syövän kehittyminen

oli nopeampaa NOD/SCID-hiirissä (nonobese diabetic / severe combined immunodeficiency,

diabeettinen, ei-ylipainoinen immuunipuutosta sairastava), jotka saivat leukemiasolujen lisäksi

myös bMSC:ja (Ramasamy ym., 2007). Syövän tiedetään olevan hyvin heterogeeninen tauti

(Hanahan & Weinberg, 2000), joten ei ole kummallista, että tulokset ovat vaihdelleet jopa saman

syöpätyypin solulinjojen välillä: esimerkiksi Karnoub´n ym. (2007) tutkimuksessa bMSC:en kasvua

edistävää vaikutusta ei havaittu kaikilla tutkituilla rintasyöpäsolulinjoilla.

MSC:illa on havaittu sekä syöpäsolujen kasvua aktivoivia että inhiboivia vaikutuksia, mutta

joissakin tutkimuksissa MSC:en ei ole havaittu vaikuttavan merkittävästi kumpaankaan suuntaan:

Komarovan ym. (2006) munasarjasyövän xenograftimallissa bMSC:lla ei ollut merkittävää

vaikutusta syöpäkudoksen määrään, kun soluja injektoitiin hiirten vatsaonteloon kolmesti

syöpäsolujen transplantaation jälkeen (Komarova ym., 2006).

Yksi merkittävä tutkimustuloksiin vaikuttava tekijä on kantasolujen suuri heterogeenisyys.

Kudosperäiset (tissue-derived) kantasolut, kuten ASC:t, ovat todennäköisesti oleellisesti erilaisia

kuin bMSC:t, joita on tutkittu eniten. MSC:issa on myös yksilöiden välisiä geneettisiä ja

epigeneettisiä eroja sekä ympäristöstä johtuvaa vaihtelua (Klopp ym., 2010). Lisäksi MSC:t eivät

ole kovin tarkasti määriteltyjä soluja (Bergfeld & DeClerck, 2010), joten tulevaisuudessa olisi hyvä

löytää pintaproteiineja, joiden avulla voitaisiin tunnistaa homogeenisempi solupopulaatio (Klopp

ym., 2010). Myös ASC:en eristyspaikan on todettu vaikuttavan solujen ominaisuuksiin:

ihonalaiskudoksesta eristetyillä ASC:illa on suurempi erilaistumistehokkuus kuin vatsaontelon

rasvasta eristetyillä (Toyoda ym., 2009). Solujen ominaisuuksiin vaikuttaa myös luovuttajan ikä

(Bunnell ym., 2008).

ASC:issa itsessään olevien erojen lisäksi niihin vaikuttavat myös soluviljelystä johtuvat tekijät,

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

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

ominaisuuksien eroavaisuuksia, mikä voi selittää heidän tutkimuksensa eroja muihin vastaaviin

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

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

Soluviljelmä voi myös kontaminoitua (pilaantua) laboratoriossa toisilla soluilla, mikä voi johtaa

harhaanjohtaviin tuloksiin: MSC:en transformoitumisesta raportoineet Rubio ym. (2005) osoittivat

jälkeenpäin, että ”pahanlaatuiset” MSC:t olivat itse asiassa kontaminoituneet samoissa tiloissa

käsitellyillä syöpäsoluillla (Garcia ym., 2010). Klopp ym. (2010) korostavat tästä syystä solujen

genotyypin määrittämisen tärkeyttä.

Klopp ym. (2010) analyysin perusteella tutkimuksissa, joissa MSC:ja on ollut paljon suhteessa

syöpäsolujen määrään, on yleensä saatu kasvua tukevia tuloksia. Kuitenkin myös pienillä MSC-

määrillä on saatu kasvua tukevia tuloksia (Yu ym., 2008). Djouad ym. (2006) kokeessa alkion

kantasoluista erilaistettujen MSC:en vaikutus syövän kasvuun oli vahvasti riippuvainen MSC-

syöpäsolusuhteesta: Kun hiiren MSC:ja injektoitiin yhdessä hiiren syöpäsolujen (Renca) kanssa

syngeenisiin hiiriin suhteessa 1:1 – 1:1000, syövän insidenssi (ilmaantuvuus) säilyi samana

verrattuna pelkkään syöpäsoluinjektioon, mutta syövän puhkeaminen aikaistui. Yllättävästi tietyllä

solusuhteella (1:100) syöpää ei muodostunut ollenkaan. Kun MSC:ja oli suhteessa paljon (10:1),

niin syövän puhkeaminen aikaistui ja insidenssi kasvoi kaksinkertaiseksi. Kirjoittajat arvelevat, että

syövän aikaisempi puhkeaminen johtuu MSC:en immunosuppressiivisuudesta. Huomionarvoista

on, että tutkimuksessa käytetyt MSC:t olivat alkioperäisiä (Djouad ym., 2006).

Klopp ym. arvioivat että lisääntynyt kasvainmassa ei johdu välttämättä pelkästään syöpäsolujen

jakautumisesta vaan se voi johtua myös MSC:en tai näiden molempien solutyyppien

jakautumisesta. Tämän vuoksi MSC:en syövän kasvua ”edistävää” vaikutusta pitäisi tulkita

varovaisesti (Klopp ym., 2010). He perustelevat väitettä omalla tutkimuksellaan, jossa MSC:t

lisääntyivät in vivo syöpäsolujen läsnä ollessa, mutta eivät yksinään (Studeny ym., 2002).

Tuloksia tulkittaessa on huomioitava myös millaista tutkimusmallia on käytetty, koska eri mallit

mittaavat eri asioita: Kantasolujen injektointi yhdessä syöpäsolujen kanssa mittaa vaikutusta syövän

puhkeamiseen, kun taas injektointi olemassa olevaan kasvaimeen mittaa vaikutusta syövän kasvuun

(Cousin ym., 2009). Klopp ym. (2010) mukaan tutkimuksen tulosten kannalta ratkaiseva tekijä

saattaa olla ajankohta, jolloin MSC:t injektoidaan kasvaimeen: Lähes kaikissa heidän

analysoimissaan tutkimuksissa, joissa MSC:illa oli syövän kasvua tukeva vaikutus, MSC:t

injektoitiin koe-eläimiin yhdessä syöpäsolujen kanssa (co-injection). MSC:t saattavat avustaa

syövän puhkeamisen alkuvaiheessa (initiaatio) tarvittavia prosesseja, kuten angiogeneesiä (Klopp

ym., 2010).
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Tutkimuksissa, joissa MSC:en on todettu inhiboivan syöpäsolujen kasvua, syöpäsolujen ja MSC:en

suora solukontakti syövän puhkeamisen aikaan on ollut vähäistä. Näin tapahtuu esimerkiksi silloin,

kun MSC:t injektoidaan suoraan olemassa olevaan kasvaimeen (Klopp ym., 2010). Tätä teoriaa

tukee Kucerova ym. (2007) tutkimus, jossa kasvaimia muodostui, kun ASC:ja injektoitiin yhdessä

syöpäsolujen kanssa, mutta ei silloin kun ASC:t injektoitiin laskimoon. Kirjoittajien mukaan

laskimoon injektoituja kantasoluja tulee kasvaimen lähelle niin vähän, etteivät ne riitä tukemaan sen

kasvua (Kucerova ym., 2007). Edellä esitettyihin pääsääntöihin on myös joitakin poikkeuksia: Lin

ym. (2010) tutkimuksessa ASC:illa oli angiogeneesiä aktivoiva vaikutus, vaikka ne injektoitiin

hiiriin viikko syöpäsolujen jälkeen ja toisessa tutkimuksessa bMSC:illa oli inhiboiva vaikutus,

vaikka ne injektoitiin yhdessä syöpäsolujen kanssa (Maestroni ym., 1999).

2.3.6. Tutkimustulosten merkitys kliinisissä sovelluksissa

MSC:illa on suuri potentiaali kudosteknologisissa sovelluksissa, joita on jo toteutettukin

luupuutosten hoidossa (Mesimäki ym., 2009). Solujen turvallisuus kliinisessä käytössä on kuitenkin

varmistettava ennen niiden laajaa käyttöä. MSC:ja voidaan käyttää tulevaisuudessa myös

uudenlaisissa syöpähoidoissa, joilla voi olla paljon mahdollisuuksia, mutta ennen sitä on

selvitettävä, miten MSC:t hakeutuvat kasvaimiin ja vaikuttavat syövän kehittymiseen ja kasvuun

(Spaeth ym., 2009). MSC:ja voidaan käyttää myös apuna diagnostisessa kuvantamisessa

selvittämään kasvaimen levinneisyyttä tai muokattujen MSC:en sijaintia kudoksessa (Kosztowski

ym., 2009).

MSC:lla on luontaisesti kyky hakeutua kasvaimeen, minkä vuoksi niitä voisi käyttää

kantasoluvälitteisessä geeniterapiassa kuljettamaan erilaisia lääkkeitä syöpäkudokseen (Aboody

ym., 2008). MSC:ja voidaan käyttää kuljettajana kemoterapeuttisille tai immunoterapeuttisille

aineille, viruksille (Kosztowski ym., 2009) tai itsemurhageenille, joka aiheuttaisi myös MSC:n

kuoleman itsemurhageenin toiminnan jälkeen (Klopp ym., 2010). Jorgensen ym. (2009) on kutsunut

tällaisia 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 sitä on vaikea hoitaa nykyisin keinoin

(Kosztowski ym., 2009). MSC:illa on kyky hakeutua glioomaan ja ne pystyvät ylittämään veri-

aivoesteen (Nakamizo ym., 2005), mikä on perinteisillä lääkkeillä hyvin rajoitettua.

Kantasoluun voidaan viedä geeni, jonka tuote muuttaa elimistössä olevan lääkkeen esimuodon

(prodrug) aktiiviseen muotoon. Lääkkeen vaikutus saadaan näin kohdistettua vain syöpäkudokseen
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kantasolujen hakeutuessa sinne ja näin myös sivuvaikutuksia tulee paljon vähemmän (Kosztowski

ym., 2009). Kucerova ym. (2007) geeniterapiamallissa ihmisen ASC:hin vietiin itsemurhageeni

(sytosiinideaminaasi), joka muutti lääkkeen esimuodon (5-fluorosytosiini) vaikuttavaan, jakautuvia

soluja tappavaan muotoon. Muokatut ASC:t inhiboivat huomattavasti paksunsuolensyövän kasvua

5-fluorosytosiiniä saaneissa hiirissä, kun solut injektoitiin ihon alle tai laskimoon. Kasvain ei

kuitenkaan hävinnyt kokonaan yhdestäkään hiirestä, joten hoidon olisi oltava pitkäkestoista tai se

olisi yhdistettävä toiseen hoitoon. Muokkaamattomilla ASC:illa itsessään oli lievästi syövän kasvua

tukeva vaikutus, mutta kirjoittajat uskovat, että itsemurhageenin inhiboiva vaikutus kumoaa sen

(Kucerova ym., 2007). Geeniterapiassa ei ole siis välttämättä merkitystä sillä, miten kantasolut

itsessään vaikuttavat syöpäsoluihin.

MSC:en geneettisessä muokkauksessa on huomioitava mahdolliset haittavaikutukset. Muokatut

kantasolulinjat voivat muuttua pahanlaatuisiksi eri tavoin: 1) Solulinjan immortalisointiin

(muokataan solulinja loputtomasti jakautuvaksi) käytettävä geeni voi transformoida solulinjan,

2) siirretty geeni voi liittyä väärään kohtaan tai 3) muokattu kantasolu voi fuusioitua elimistön oman

solun kanssa (Aboody ym., 2008).

MSC:ja voidaan käyttää kuljettamaan myös onkolyyttisiä viruksia, jotka tappavat syöpäsoluja

(Sonabend ym., 2008) tai ne voidaan muokata tuottamaan immuunijärjestelmää aktivoivia

sytokiinejä (Kosztowski ym., 2009). Nakamura ym. (2004) teki ensimmäisiä tutkimuksia gliooman

hoidosta muokatuilla MSC:illa: Luuytimen MSC:t muokattiin tuottamaan IL-2:a ja näiden solujen

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

Jos MSC:t aiheuttavat tutkimusten mukaan syöpää, kuinka hyvin tuloksia voi soveltaa ihmisiin?

Bergfeld ym. (2010) pohtivat, onko ihmisen elimistössä itsessään niin suuri määrä luuytimen

MSC:ja, että niillä olisi vaikutusta syöpäsoluihin. Kudosteknologisten sovellusten kannalta tärkeä

kysymys on, säilyykö kantasolujen mahdollinen kyky tukea syöpää myös solujen erilaistuttua

(Bergfeld & DeClerck, 2010). Jos MSC:t tukevat syövän kasvua, niin syöpähoidon tavoitteena olisi

estää MSC:en ja syöpäsolujen välinen vuorovaikutus (Klopp ym., 2010). Ongelmana on kuitenkin

hoidon oikea ajoitus, koska Klopp ym. (2010) analyysin perusteella MSC:t tukevat syövän kasvua

puhkeamisvaiheessa ja estävät sen kasvua myöhemmässä vaiheessa (Klopp ym., 2010).
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3. TUTKIMUKSEN TAVOITTEET
Tutkimuksen tavoitteena oli selvittää, miten ihmisen rasvakudoksen kantasolut (hASC) ja

syöpäsolut vaikuttavat toistensa kasvuun solujen erittämien liukoisten tekijöiden kautta. Kahta eri

altistusmediumpitoisuutta käyttämällä selvitettiin, onko vaikutus annosriippuvainen. Tavoitteena oli

myös tutkia, onko vaikutus riippuvainen syöpätyypistä tai yksilökohtaisesta vaihtelusta

rasvakudoksen kantasolulinjojissa.
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4. MATERIAALIT JA MENETELMÄT

4.1. Rasvakudoksen kantasolujen eristys

Rasvakudoksen kantasolut eristettiin leikkauksen yhteydessä naisilta kerätystä ihonalaisrasvasta.

ASC:en käytölle on eettisen toimikunnan puoltava lausunto (R03058). Tässä työssä käytettiin

kolmea eri kantasolulinjaa, jotka ovat peräisin eri potilaista. HFSC:t (ASC:t) eristettiin Tampereen

yliopiston Biolääketieteellisen teknologian yksikössä (IBT) kuvan 4.1. mukaisesti. Näyte pestiin

DPBS:llä (Dulbecco´s Phosphate Buffered Saline, Lonza) ja pieneksi pilkottu rasvakudos käsiteltiin

kollagenaasilla (1,5 mg/ml, tyyppi I, Invitrogen, Paisley, Scotland, UK), jotta HFSC:t saatiin

erilleen muusta kudoksesta. Kollagenaasikäsittely tehtiin vesihauteessa +37 C:ssa, 60 – 90 min,

välillä sekoittaen. Tämän jälkeen näyte sentrifugoitiin (600 g, 10 min kaikissa sentrifugoinneissa),

jolloin sidekudos ja verisuonirakenteteet (SVF, stromal vascular fraction) muodostivat pelletin, joka

sisälsi myös rasvakudoksen kantasolut. Päällä ollut rasvakerros poistettiin ja pelletti suodatettiin

100 µm filtterin läpi falcon-putkiin ja sentrifugoitiin uudelleen. Sitten pelletissä olleet punasolut

lyysattiin sekoittamalla siihen 1 ml vettä ja sen jälkeen mediumia. Seuraavaksi näyte sentrifugoitiin

uudelleen, pelletti suspensoitiin mediumiin ja suodatettiin uudelleen. Solut siirrettiin mediumissa

soluviljelypulloihin ja niitä kasvatettiin inkubaattorissa +37 C:ssa. Vain rasvakudoksen kantasolut

kiinnittyivät muovialustaan muiden solujen jäädessä mediumiin. Seuraavana päivänä HFSC:t

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

4.2. Solulinjojen ylläpito

Tutkimuksessa käytettiin 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 määrä). Käytetyt syöpäsolulinjat OVCAR-3 (P32 – 38)

ja LnCaP (P27 – 31) saatiin Tampereen yliopiston lääketieteen laitokselta. Soluja viljeltiin

DMEM/F-12 -mediumisssa (Dulbecco's Modified Eagle Medium, GIBCO, Invitrogen), jossa oli

10 til-% naudan sikiön seerumia (Fetal Bovine Serum Gold, PAA), 1 til-% GlutaMAXTM (GIBCO

Invitrogen) ja 50 U/ml penisilliiniä ja streptomysiiniä (Lonza). Tätä mediumia käytettiin kokeessa

myös kontrollina (uusi medium) ja solujen maljauksessa. Soluja kasvatettiin CO2-inkubaattorissa

soluviljelyolosuhteissa (37 °C, 5 % CO2). Solut siirrostettiin, kun pullot olivat lähes 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 µm

nylon-suodattimella (BD Falcon) ennen siirrostusta ja maljausta, jotta viljelmissä olisi vain

yksittäisiä soluja.
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Kuva 4.1. Rasvakudoksen kantasolujen eristys. Ensin näyte pestään hyvin DPBS:llä, minkä jälkeen kudos hajotetaan
kollagenaasikäsittelyllä. Seuraavaksi näytteestä erotetaan sentrifugoimalla rasvasolut (pinnalla) ja ASC:t sisältävä
sidekudos ja verisuonirakenteet (SVF). Punasolut lyysataan ja pellettiä pestään, sentrifugoidaan ja suodatetaan vielä
ennen solujen siirtämistä kasvualustalle, johon vain ASC:t kiinnittyvät. Kuva muokattu lähteestä Gimble ym. (2007).

4.3. Altistusmediumin tuotto

Tutkimusta varten soluviljelypulloista kerättiin soluilla ollutta mediumia, josta on myöhemmin

käytetty nimitystä altistusmedium tai CM (conditioned medium). Soluviljelypulloista kerätty CM,

jossa soluja oli viljelty kaksi vuorokautta, suodatettiin ruiskusuodattimella (32 mm suodatin, jossa

0,8/0,2 µm Supor®-kalvo, Pall Acrodisc PF) mahdollisten solujen poistamiseksi. Samalla kerralla

kerätty CM-erä sekoitettiin mediumin tasalaatuisuuden parantamiseksi. Suodatettu CM säilytettiin

-80°C:ssa, kunnes se käytettiin kokeeseen. Koesarjaa varten sulatettu CM säilytettiin +4 °C:ssa

koesarjan ajan. 50 % CM valmistettiin laimentamalla 100 % CM uudella mediumilla 1:1. Uuden

mediumin koostumus kuvattiin edellisessä kappaleessa (4.2).

4.4. Esikoe

Koesarjoja varten määritettiin optimaalinen solutiheys kuoppalevyllä kullekin solulinjalle. Soluja

pitää olla kuopassa riittävästi, jotta kasvuerot voidaan määrittää käytettävällä mittausmenetelmällä.

Kuopat eivät kuitenkaan saa olla liian täysiä koesarjan lopussa, koska konfluenteissa viljelmissä

solut irtoavat helposti kasvualustastaan ja kasvueroja ei pystytä havaitsemaan. Optimaalisen

solutiheyden määritys tehtiin ensin 96-kuoppalevyillä, mutta solut kasvoivat huonosti pienissä

kuopissa. (Tämän koesarjan solumääriä tai tuloksia ei ole esitetty) Sen jälkeen määritys tehtiin 48-

kuoppalevyllä. Jokaista solulinjaa kasvatettiin eri solumääriä kuoppaa kohden; käytetyt solumäärät

ovat taulukossa 4.1. Soluja viljeltiin kontrollimediumissa ja rinnakkaisia kuoppia oli kuusi. Solut

maljattiin levyille ja mediumit vaihdettiin ensimmäisenä, kolmantena ja kuudentena päivänä.

WST-1-mittaukset tehtiin samoina päivinä ja lisäksi yhdeksäntenä päivänä. Mittauksessa käytettiin

kahta eri inkubointiaikaa WST-1:lle, 1 ja 4 tuntia. Yhden tunnin mittauksen jälkeen näytteet

siirrettiin takaisin inkubaattoriin ja uusi mittaus tehtiin kolmen tunnin kuluttua samoille näytteille.
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Taulukko 4.1. Solulinjat ja solumäärät optimaalisen solutiheyden määrityksessä 48-kuoppalevyllä. Koesarjaan valittu
määrä on lihavoitu.
Solulinja Solua / kuoppa

HFSC 24/08 5 000 ja 10 000
OVCAR-3 5 000, 7 000 ja 10 000
LnCaP 5 000, 7 000 ja 10 000

4.5. Kasvukoe

Solut maljattiin 48-kuoppalevyille uudessa mediumissa. Solumäärät valittiin optimointikokeen

(esikokeen) tulosten perusteella; määrät on merkitty taulukkoon 4.1. Syöpäsoluja viljeltiin kokeessa

viidessä ja HFSC:ja seitsemässä eri mediumissa, jotka on merkitty taulukkoon 4.2. Rinnakkaisia

kuoppia oli kuusi. Kokeen alussa kaikki solut maljattiin uudessa mediumissa ja medium vaihdettiin

koesarjassa käytettävään mediumiin seuraavana päivänä. Mediumin vaihdot ja WST-1-mittaukset

tehtiin ensimmäisenä, kolmantena ja kuudentena päivänä sekä WST-1-mittaus myös yhdeksäntenä

päivänä. WST-1-mittauksessa käytettiin neljän tunnin inkubointiaikaa optimointikokeen perusteella.

Taulukko 4.2.Koesarjoissa solulinjoilla käytetyt mediumit.
Solulinja Käytetyt 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-väriaineeksi, jonka pitoisuus

voidaan mitata spektrofotometrisesti. Elävien solujen määrä kuopassa on suoraan verrannollinen

entsyymin kokonaisaktiivisuuteen ja siten myös muodostuvan väriaineen määrään.

Ennen WST-1-mittausta medium poistettiin, solut pestiin 400 µl:lla DPBS:ä (Dulbecco´s Phosphate

Buffered Saline, Lonza) ja reaktiota varten pipetoitiin 200 µl DPBS ja 20 µl PreMix WST-1 /

kuoppa. Taustanäytteitä (blanko) oli kolme. Niiden tarkoituksena oli WST-1:n ja mitattavan

liuoksen tausta-absorbanssin selvittäminen. Tätä varten pipetoitiin tyhjiin kuoppiin DPBS ja

WST-1. Näytteitä inkuboitiin WST-1-reagenssin lisäyksen jälkeen yksi ja/tai neljä tuntia sarjasta

riippuen soluviljelyolosuhteissa (37 °C, 5 % CO2), minkä jälkeen mitattiin absorbanssi

aallonpituudella    450 nm (A450).
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4.7. Kuvaajat

Solujen kasvua kuvaava arvo saatiin vähentämällä absorbanssiarvosta taustanäytteiden keskiarvo.

Rinnakkaisista näytteistä laskettiin keskiarvot ja -hajonnat, joiden perusteella tehtiin solujen

kasvukuvaajat (viivadiagrammit). Kuvaajissa jätettiin huomiotta arvot, jotka poikkesivat

huomattavasti muista rinnakkaisista arvoista. Keskiarvoja laskettaessa huomioitiin vähintään 3,

yleensä 4 – 6, arvoa. Jokaisesta solulinjasta tehtiin sarjakohtaiset kuvaajat ja osa päätepisteen

(9. päivä) tuloksista esitettiin pylväsdiagrammilla selkeyden vuoksi. Saman sarjan toistoista tehtiin

keskiarvokuvaaja (OVCAR-3 ja LnCaP), elleivät hajonnat kasvaneet kohtuuttoman suuriksi

(HFSC). HFSC-toistot esitettiin erikseen ja mediumkohtaisesti. Kuvaajissa käytettiin solujen kasvua

kuvaavia arvoja sellaisenaan (OVCAR-3 ja LnCaP) tai suhteutettuna ensimmäisen vuorokauden

uuteen mediumiin (HFSC), riippuen siitä kumpi antoi paremman tuloksen. HFSC-toistojen välinen

vaihtelu johtui yksilökohtaisista eroista solulinjoissa. Syöpäsoluilla vastaavaa vaihtelua ei ollut,

koska toistot tehtiin samalla solulinjalla.

4.8. Tilastollinen analyysi

Tilastollinen analyysi tehtiin käyttäen Studentin t-testiä. Verrattavat otokset olivat toisistaan

riippumattomia, joten testin tyypiksi valittiin kahden riippumaton otoksen t-testi, jossa otosten

varianssit oletetaan yhtä suuriksi (two sample equal variance). Testattavien arvojen oletettiin

noudattavan kaksisuuntaista normaalijakaumaa.

Jokaisen koesarjan kaikkia mediumeja verrattiin keskenään kaikissa aikapisteissä. Tulosten

tulkinnassa verrattiin p-arvoja kuvaajiin ja tutkittiin, toistuiko tilastollisesti merkittävä ero sarjan

muissa aikapisteissä ja rinnakkaisissa sarjoissa. Tulos tulkittiin tilastollisesti merkittäväksi, jos p-

arvo oli pienempi kuin 0,05.
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5. TULOKSET
Kokeessa tutkittiin solujen kasvueroja omassa ja toisten solujen altistusmediumeissa sekä uudessa

mediumissa (kontrolli). Soluja viljeltiin 48-kuoppalevyillä yhdeksän päivää 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 näytteissä. 10 000 solun näytteissä solujen määrä laski kuudennen päivän jälkeen,

mikä johtui todennäköisesti solujen irtoamisesta konfluenteiksi (solut peittivät koko pinta-alan)

kasvaneissa kuopissa. Erot WST-1:n yhden ja neljän tunnin inkubointiaikojen välillä olivat

samansuuntaiset. OVCAR-3-solujen esikokeen tulokset ovat kuvassa 5.2. Solut kasvoivat tasaisesti

kaikissa näytteissä, eikä kasvussa ollut suuria eroja solumäärien ja inkubointiaikojen välillä.

LnCaP-solujen esikokeen tulokset ovat kuvassa 5.3. 7000 ja 10 000 solun näytteiden välillä oli

hyvin pieni ero, mutta 15 000 solun näytteissä solut kasvoivat selvästi enemmän. Ero näkyi etenkin

pidemmällä WST-1:n inkubointiajalla. Esikokeen perusteella solumääriksi valittiin HFSC:lle 5000

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

5.2. Solujen kasvu altistusmediumeissa

5.2.1. Rasvakudoksen kantasolut

Rasvakudoksen kantasoluilla tulokset olivat hieman vaihtelevia. Yksittäisten sarjojen tulokset on

esitetty kuvassa 5.4, kukin sarja erikseen. Selkeyden vuoksi kokeen päätepisteen (9. päivä) tulokset

on esitetty pylväsdiagrammilla kuvassa 5.5. Sarjoista on käytetty myöhemmin nimityksiä A-D

kuvien 5.4 ja 5.5 mukaan.

Sarjojen vertailemiseksi tuloksista tehtiin suhteutetut kuvaajat, joissa solujen kasvu suhteutettiin

ensimmäisen päivän uuteen mediumiin ja toistot samalla mediumilla yhdistettiin samaan kuvaajaan

(Kuvat 5.6 – 5.9). Suhteutuksessa HFSC-linjojen väliset erot olivat pienemmät kuin

absorbanssiarvoista lasketuista keskiarvoissa (keskiarvokuvaajia ei ole esitetty), koska

absorbanssiarvoissa oli sarjojen välillä paljon vaihtelua. Kasvukuvaajat ovat pääosin nousevia,

mutta muutamassa tapauksessa solujen kasvu hiipui 6. ja 9. päivän välillä (Kuva 5.4).
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Kuva 5.1. HFSC 24/08:n kasvu eri solumäärillä ja WST-1:n inkubointiajoilla. Solujen kasvu on absorbanssi 450 nm:ssä
vähennettynä taustanäytteen absorbanssilla.
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Kuva 5.2. OVCAR-3:n kasvu eri solumäärillä ja WST-1:n inkubointiajoilla. Solujen kasvu on absorbanssi 450 nm:ssä
vähennettynä taustanäytteellä.
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Kuva 5.3. LnCaP:n kasvu eri solumäärillä ja WST-1:n inkubointiajoilla. Solujen kasvu on absorbanssi 450 nm:ssä
vähennettynä taustanäytteen absorbanssilla.
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Kuva 5.4. HFSC:en kasvu eri mediumeissa eri sarjoissa. Solujen kasvu on absorbanssi 450 nm:ssä vähennettynä
taustanäytteen absorbanssilla. Eri mediumien väliset tilastollisesti merkittävät p-arvot eri aikapisteissä ovat liitteessä 3.
Kuvaajiin on merkitty selkeyden vuoksi vain HFSC-CM:en ja OVCAR-3-CM:en sekä HFSC-CM:en ja LnCaP-CM:en
väliset tilastollisesti merkittävät erot, jos ko. mediumilla on ero molempiin (100 % ja 50 %) verrattaviin mediumeihin
kyseisessä pisteessä. Poikkeuksena sarja D, johon on merkitty, mihin mediumiin verrattuna ero on tilastollisesti
merkittävä. Kuvaajien laskusta syntyviä merkittäviä 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 päätepisteessä eli 9. päivänä. Kuvaajiin on merkitty tilastollisesti
merkittävät erot mediumien välillä lukuun ottamatta mediumeja, joissa solujen määrä ei ole kasvanut 6. ja 9. päivän
välillä.  * 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 ensimmäisen
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 ensimmäisen
vuorokauden uuteen mediumiin. HFSC 24/08-CM A ja B ovat käytännössä 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 yhtä hyvin tai huonommin

kuin uudessa mediumissa. Uuden mediumin ja HFSC-CM:en keskinäinen järjestys vaihteli sarjojen

kesken ja myös sarjojen sisällä eri aikapisteissä. 100 % HFSC-CM:n ja uuden mediumin välillä ei

ollut johdonmukaisia eroja, mutta 50 % HFSC-CM oli kolmessa sarjassa (A, B, C) tilastollisesti

merkittävästi huonompi (p < 0,05) kuin uusi medium kahdessa aikapisteessä. Ero olisi voinut olla

tilastollisesti merkittävä myös neljännessä sarjassa (D) ellei solujen kasvu uudessa mediumissa olisi

hiipunut viimeisten aikapisteiden välillä (Kuva 5.4). 50 % ja 100 % oman altistusmediumin

järjestys vaihteli hieman sarjojen välillä, mutta 100 % HFSC-CM tuki solujen kasvua kuvaajien

perusteella vähän paremmin. 100 % HFSC-CM oli tilastollisesti merkittävästi parempi kuin 50 %

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

Yllättävästi saman solulinjan (HFSC 24/08, A- ja B-sarjat) kasvu eri sarjoissa vaihteli: 50 % ja

100 % HFSC-CM:n paremmuusjärjestys vaihteli samoin kuin uuden ja 100 % HFSC-CM:n

järjestys. Vaihtelua oli myös kasvunopeudessa: sarjassa B (HFSC 24/08) solujen suhteellinen kasvu

uudessa mediumissa oli voimakkaampaa kuin sarjassa A (HFSC 24/08), vaikka absoluuttisilla

arvoilla mitattuna sarjojen järjestys oli päinvastainen (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
ensimmäisen vuorokauden uuteen mediumiin.

Kuvaajien perusteella OVCAR-3-CM stimuloi solujen kasvua keskimäärin 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. päivänä, mutta 50 % HFSC-CM

oli samassa pisteessä huonompi kuin OVCAR-3-CM:t (p < 0,05). Kahdessa muussa sarjassa

OVCAR-3-CM:t olivat tilastollisesti merkittävästi parempia kuin HFSC-CM:t useassa pisteessä:

Sarjassa C molempien OVCAR-3-CM:en ero HFSC-CM:ihin oli tilastollisesti merkittävä 6. päivänä

(p < 0,05/0,01) ja 50 % HFSC-CM:iin verrattuna myös 9. päivänä(p < 0,01). Sarjassa D oli joitakin

tilastollisesti merkittäviä (p < 0,05) eroja OVCAR-3- ja HFSC-altistusmediumien välillä 3. ja 6.

päivänä ja eroja olisi voinut olla enemmänkin, ellei osa soluista olisi kuollut 6. päivän jälkeen.

100 % ja 50 % OVCAR-3-CM:en välillä ei ollut tilastollisesti merkittävää eroa.

OVCAR-3-CM oli kuvaajien perusteella yhtä hyvä 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. päivä), mikä näkyi myös suhteellisen kasvun kuvaajassa (Kuva 5.8, sininen kuvaaja). Tässä

sarjassa kuudennen päivän absorbanssiarvot OVCAR-3-CM:ssa olivat jopa kaksinkertaiset uuteen

mediumiin verrattuna, mutta erot tasoittuivat päätepisteessä solujen kuollessa OVCAR-3-CM:ssa.

Muissa sarjoissa OVCAR-3-CM:n ja uuden mediumin välillä ei ollut vastaavia eroja, vaikkakin

eroja löytyi yksittäisistä pisteistä.
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Kuva 5.9. HFSC 24/08, 9/09 ja 10/09:n suhteellinen kasvu LnCaP-altistusmediumissa. Suhteutus on tehty ensimmäisen
vuorokauden uuteen mediumiin.

LnCaP-altistusmediumeista toinen tai molemmat stimuloivat HFSC:en kasvua kaikissa koesarjoissa

verrattuna uuteen mediumiin ja omaan altistusmediumiin. Erot näkyivät selkeästi vasta kokeen

lopussa ja ne olivat selvempiä kahdessa koesarjassa (C ja D) (Kuva 5.4). Sarjassa D osa soluista

kuoli ennen päätepistettä, mikä vaikeuttaa tulosten analysointia. Päätepisteessä 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 merkittäviä jo 6. päivänä

(p < 0,05). Sarjoissa C ja D LnCaP-CM:t olivat selvästi parempia myös uuteen mediumiin

verrattuna vähintään päätepisteessä (p < 0,01).

Kuvaajien perusteella 100 % LnCaP-CM oli sarjoissa C ja D parempi kuin 50 % LnCaP-CM, kun

taas sarjassa B mediumien järjestys oli päinvastainen (Kuva 5.4). Ero oli kaikissa sarjoissa

tilastollisesti merkittävä yhdessä aikapisteessä (p < 0,01). Solujen suhteutettu kasvu LnCaP-CM:ssa

(Kuva 5.9) oli kuudenteen päivään asti samaa suuruusluokkaa, mutta sen jälkeen erot kasvoivat

kasvun kiihtyessä sarjoissa B ja C.

Eri HFSC-linjojen morfologia (Kuva 5.10) vaihteli pitkänomaisista soluista (esim. HFSC 10/09)

”levinneisiin” soluihin (HFSC 24/08). Morfologia vaihteli myös samalla solulinjalla solujen

vanhetessa (HFSC 24/08 P2 ja P3). Solulinjojen välillä ja sisällä tapahtuva morfologian vaihtelu

tiedetään jo ennestään tyypilliseksi rasvakudoksen kantasoluille. Eri mediumeissa kasvaneissa

HFSC-soluissa ei näkynyt merkittäviä 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 µm.

Kuva 5.11. HFSC 24/08:n kasvu eri mediumeissa päätepisteessä. Kuvien keskellä näkyvät mustat alueet
johtuvat mikroskoopin valon käyttäytymisestä kuoppalevyillä. Mittajana 500 µm.
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5.2.2. Munasarjasyöpäsolut

OVCAR-3-sarjojen tulokset ovat kuvassa 5.12. Kuvaaja on keskiarvo kolmen sarjan tuloksista.

Yksittäisten toistojen kuvaajat ovat hyvin samankaltaisia lukuun ottamatta yhtä sarjaa (HFSC

24/08-CM), jossa solujen kasvu 50 % HFSC-CM:ssa hiipui selvästi koesarjan lopussa (Liite 1).

Kuvaajissa ei näy suuria eroja mediumien välillä eikä niitä ole mikroskooppikuvissakaan (Kuva

5.13). Tilastollisessa analyysissä löytyi joitakin tilastollisesti merkittäviä eroja (p < 0,05 tai

p < 0,01).
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Kuva 5.12. OVCAR-3:n kasvu eri mediumeissa. Kuvaaja on kolmen sarjan keskiarvo. Solujen kasvu: A 450 nm, josta
on vähennetty taustanäytteen absorbanssi. Päätepisteen arvot on esitetty lisäksi pylväskuvaajassa oikealla. Tähdellä
merkityt arvot ovat vähintään yhtä pieniä kaikissa kolmessa sarjassa. Yhdeksäntenä päivänä 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 päivänä tilastollisesti merkittävästi parempi kuin uusi medium ja

OVCAR-3-CM:t kaikissa sarjoissa (p < 0,01, poikkeuksena yhdessä tapauksessa p < 0,05, Liite 1).

Kahdessa sarjassa ero oli tilastollisesti merkittävä toiseen omaan altistusmediumiin verrattuna myös

päätepisteessä (HFSC 24/08- ja 9/09-CM, p < 0,05). Vaikka 100 % HFSC-CM:lla havaittiin lievä

kasvua tukeva vaikutus, niin 50 % HFSC-CM ei ollut yhdessäkään pisteessä tilastollisesti

merkittävästi parempi kuin muut mediumit. Päinvastoin 50 % HFSC-CM oli parissa pisteessä

tilastollisesti merkittävästi huonompi kuin OVCAR-3-CM (esim. 50 % HFSC 10/09-CM, 6. päivä,

p < 0,01).

Kuvaajissa huomattavin ero sarjojen välillä oli solujen kasvun hiipuminen HFSC-CM:ssa 6. päivän

jälkeen yhdessä sarjassa (HFSC 24/08-CM, Liite 1). 50 % HFSC-CM:ssa kasvun hidastuminen oli
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hyvin selvä ja tilastollisesti merkittävä (p < 0,05 vs. muut mediumit), kun taas 100 % HFSC-

CM:ssa kasvun hidastuminen oli lievempää.

Uusi medium oli kuvaajien perusteella parempi kuin oma altistusmedium (OVCAR-3-CM)

jokaisessa sarjassa päätepisteessä. Ero oli tilastollisesti merkittävä vähintään toiseen OVCAR-3-

CM:iin verrattuna kahdessa sarjassa (HFSC 24/08 ja 9/09, p < 0,05). 100 % ja 50 % OVCAR-3-

CM:n välillä ei ollut eroja. Mikroskooppikuvista nähdään, että solut kasvoivat rykelminä ja niihin

kertyi vakuoleita konfluenssin kasvaessa (Kuvat 5.13 ja 5.14).

Kuva 5.13. OVCAR-3:n kasvu eri mediumeissa kokeen päätepisteessä. Konfluenssissa ei ole suuria eroja. Mittajana
250 µm.

Kuva 5.14. OVCAR-3:n kasvu kasvu uudessa mediumissa kokeen kuluessa. Kuvissa näkyvät mustat alueet
johtuvat valon käyttäytymisestä solujen kasvualustana olevalla kuoppalevyllä. Mittajana 500 µm.



59

5.2.3. Eturauhassyöpäsolut

LnCaP-sarjojen tulokset ovat kuvassa 5.15. Kuvaaja on keskiarvo kolmen sarjan tuloksista.

Yksittäisten toistojen kuvaajat ovat hyvin samankaltaisia ja ne ovat liitteessä 2. Tilastollisesti

merkittävät p-arvot löytyvät liitteestä 3. Molemmat HFSC-CM:t inhiboivat huomattavasti LnCaP:n

kasvua verrattuna uuteen mediumiin ja omaan altistusmediumiin. Absorbanssiarvojen perusteella

LnCaP-soluja oli päätepisteessä omassa altistusmediussa 2-3 kertaa enemmän kuin HFSC-CM:issa.

HFSC-CM:t olivat tilastollisesti merkittävästi huonompia kuin LnCaP-CM:t kaikissa sarjoissa

9. päivänä (p < 0,0001) ja 6. päivänä (p < 0,01) lukuun ottamatta yhtä sarjaa (HFSC 10/09), jossa

50 % HFSC-CM:n ero LnCaP-CM:iin ei ollut tilastollisesti merkittävä vielä kuudentena päivänä.

Jotkut eroista olivat tilastollisesti merkittäviä (p < 0,01) jo 3. päivänä, vaikka eroa ei näy kuvaajassa.

LnCaP

0 2 4 6 8 10
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4
Uusi

100% HFSC-CM
  .50 % HFSC-CM

50 % LnCaP-CM

100 % LnCaP-CM

** *** ****

Vuorokausi

So
lu

je
n 

ka
sv

u 
(A

45
0)

     Vuorokausi 9

0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

**

**
*

*** ****
So

lu
je

n 
ka

sv
u 

(A
45

0)

Kuva 5.15. LnCaP:n kasvu eri mediumeissa: kolmen koesarjan keskiarvo. Solujen kasvu: A 450 nm, josta on
vähennetty taustanäytteen absorbanssi. Kasvukuvaajaan on merkitty vain HFSC-CM:n ja LnCaP-CM:n väliset ja erot,
jotka koskevat sekä 100 % että 50 % LnCaP-CM:a ja ovat vähintään yhtä merkittäviä kaikissa kolmessa sarjassa.
Poikkeuksena yhdessä sarjassa 50 % HFSC-CM:n ero LnCaP-CM:hin ei ollut tilastollisesti merkittävä 6. päivänä.
Kasvukuvaajassa:
6. päivä: * vs. uusi medium ja ** vs. LnCaP-CM:t.   9. päivä: ** vs. uusi medium ja **** vs. LnCaP-CM:t.
Pylväskuvaajaan on merkitty kaikkien mediumien väliset tilastollisesti merkittävät erot päätepisteessä.
* p < 0,05;  ** p < 0,01;  *** p < 0,001  **** p < 0,0001.

HFSC-CM:t inhiboivat solujen kasvua tilastollisesti merkittävästi myös uuteen mediumiin

verrattuna kaikissa sarjoissa päätepisteessä (p < 0,01) ja kahdessa sarjassa myös 6. päivänä

(p < 0,05). Kuvaajan perusteella 100 % HFSC-CM inhiboi solujen kasvua hieman enemmän kuin

50 % HFSC-CM. Ero oli kaikissa sarjoissa tilastollisesti merkittävä vähintään päätepisteessä

(p < 0,01).

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

merkittävä lukuun ottamatta yhtä sarjaa (HFSC 24/08), jossa 50 % oma altistusmedium oli
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päätepisteessä yhtä hyvä (Liite 2). Kuvaajien perusteella 50 % LnCaP-CM aktivoi solujen kasvua

paremmin kuin 100 % LnCaP-CM päätepisteessä. Ero oli tilastollisesti merkittävä (p < 0,05) yhtä

sarjaa (HFSC 10/09-CM) lukuun ottamatta.

Kasvuerot eri mediumeissa olivat suuria ja keskihajonnat pieniä, etenkin pienemmillä

absorbanssiarvoilla. Eri mediumeissa kasvaneissa soluissa oli selviä eroja myös

mikroskooppikuvissa: HFSC-CM:ssa kasvaneita soluja oli selvästi vähemmän ja solut olivat

morfologialtaan erilaisia (Kuva 5.16).

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 pienemmästä
kuvasta. Eri mediumeissa kasvaneissa soluissa on selvät erot konfluenssissa ja morfologiassa, etenkin 6. ja 9. päivän
kuvissa. Uudessa mediumissa ja LnCaP-CM:ssa soluja on selvästi enemmän kuin HFSC-CM:ssa.  Mittajana 250 µm.
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6. POHDINTA

6.1. Esikoe

Esikokeessa määritettiin sopiva solumäärä kuoppaa kohden. Soluja on oltava riittävästi, koska ne

tarvitsevat kasvaakseen signaaleja toisilta soluilta, mutta niitä ei saa olla niin paljoa, että kuopat

kasvavat täyteen. Silloin solujen kasvu pysähtyy ja ne voivat irrota kasvualustastaan. Normaaleilla

soluilla kontakti-inhibiitio rajoittaa solujen kasvua ja solut voivat muodostaa vain 1-solukerroksen,

mutta syöpäsoluilta tämä ominaisuus puuttuu ja ne voivat kasvaa päällekkäin useammassa

kerroksessa (Takai ym., 2008).

HFSC-soluilla kasvukuvaaja laski kuudennen päivän jälkeen 10 000 solun kuopissa (Kuva 5.1).

Soluja oli ilmeisesti niin paljon, että kuopat kasvoivat konfluenteiksi ja solut alkoivat irrota. 10 000

solua/kuoppa oli liian suuri solumäärä, joten kasvukoetta varten valittiin määräksi 5000

solua/kuoppa. OVCAR-3 soluilla kasvussa ei ollut suuria eroja solumäärien välillä (Kuva 5.2).

Kasvukokeeseen valittiin solumääräksi 10 000 solua/kuoppa, jotta soluilla olisi varmasti tilaa

kasvaa kokeen loppuun asti. Myös LnCaP-soluille valittiin solumääräksi 10 000 solua/kuoppa

(Kuva 5.3). 15 000 solun kuopissa saatiin selvästi suurempia absorbanssiarvoja kuin pienemmillä

solumäärillä, joten 10 000 solulla pitäisi olla riittävästi tilaa kasvaa.

Erot absorbanssiarvoissa olivat kaikilla solulinjoilla suhteessa samanlaiset 1h ja 4h kuvaajissa. 1h

inkubointiajalla absorbanssiarvot jäivät melko pieniksi, jolloin erojen havaitseminen on vaikeaa.

Kasvukokeeseen valittiin inkubointiajaksi 4h, siitä huolimatta että pidempi inkubointiaika suurentaa

keskihajontoja.

6.2. Kasvukoe

Tämän tutkimuksen kaltaisista kokeista on saatu aiemmin ristiriitaisia tuloksia. ASC-CM:n on

todettu kiihdyttävän rintasyöpä- (Pinilla ym., 2009), keuhkosyöpä- ja glioomasolujen kasvua (Yu

ym., 2008), mutta toisissa tutkimuksissa ASC-CM:n vaikutus on ollut inhiboiva joidenkin

epiteliaalista alkuperää olevien syöpäsolujen (haima, maksa, paksusuoli ja eturauhanen) (Cousin

ym., 2009) ja leukemiasolujen (Zhu ym., 2009) kasvuun. Joissakin tapauksissa ASC-CM:lla ei ole

ollut mitään vaikutusta rinta- ja kohdunkaulasyöpäsolujen kasvuun (Cousin ym., 2009). Tällaisten

havaintojen perusteella ASC-syöpäsolu-vuorovaikutus saattaa olla riippuvainen syöpätyypistä.

Cousin ym. (2009) tutkimuksessa ASC-CM:n vaikutus eri syöpätyyppeihin oli erilainen, vaikka

koeasetelma oli sama, joten erilaiset tutkimustulokset eivät ole riippuvaisia pelkästään kokeen
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tekijästä. Tässäkin tutkimuksessa eri syöpäsolutyypit käyttäytyivät eri tavoin. Kuvassa 6.1 on

yksinkertaistettu kaavio tutkimuksen tuloksista.

Kuva 6.1. Yksinkertaistettu kaaviokuva tutkimuksen tuloksista. Solujen erittämien liukoisten tekijöiden kasvua
aktivoiva vaikutus on merkitty +-merkillä ja inhiboiva vaikutus – -merkillä. HFSC:t ja OVCAR-3:t saattavat erittää
toistensa kasvua tukevia tekijöitä. Epävarmuutta on kuvattu kysymysmerkillä. HFSC:t inhiboivat selvästi LnCaP-
solujen kasvua; LnCaP:t puolestaan tukivat jonkin verran HFSC:en kasvua.

Vertailtaessa tämän tutkimuksen tuloksia muihin tutkimuksiin on huomioitava, että syöpäsolujen

jakautumisen (proliferaatio) kasvu ja syövän kasvu (tumor growth) ovat kaksi eri asiaa: syövän

kasvu on proliferaation lisäksi riippuvainen mm. angiogeneesistä, 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 vähemmän tutkimuksia.

6.2.1. Suhteutetut kuvaajat

Paras vaihtoehto yksittäisten sarjojen vertailemiseksi on absorbanssiarvojen perusteella tehty

keskiarvokuvaaja. Tässä tutkimuksessa keskiarvokuvaajat tehtiin LnCaP- ja OVCAR-3-sarjoista.

HFSC-sarjoissa oli niin paljon vaihtelua, että keskiarvokuvaajan tekeminen ei ollut järkevää vaan

sarjoja vertailtiin suhteuttamalla absorbanssiarvot ensimmäisen päivän arvoihin. Suhteutus

mahdollistaa sarjojen välisen vertailun, jos absoluuttisissa arvoissa on paljon vaihtelua. HFSC:n

tapauksessa suhteuttamalla ei saatu yhteneviä kuvaajia, mutta tulos oli kuitenkin parempi kuin

keskiarvokuvaajissa (joita ei ole esitetty). Suhteutus oli kuitenkin hieman ongelmallinen, koska

ensimmäisen päivän absorbanssiarvot olivat hyvin pieniä (0,007; 0,008; 0,018 ja 0,023). Pienillä

arvoilla mittausepätarkkuus aiheuttaa helpommin vaihtelua, joka kertautuu suhteutuksessa, etenkin
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sarjan loppupäässä. Luotettavien päätelmien tekemiseksi tulosten tulkinnassa on hyvä tarkastella

myös alkuperäisiä kuvaajia suhteutettujen tai keskiarvokuvaajien lisäksi. Esimerkiksi HFSC-

linjoilla suhteutetut ja alkuperäiset 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). Myös HFSC:en kasvussa OVCAR-

3-CM:ssa oli 2 – 3-kertaisia eroja absoluuttisissa arvoissa, mutta suhteutut arvot olivat hyvin lähellä

toisiaan (Kuvat 5.4 ja 5.8).

6.3. Altistusmediumkokeet

Altistusmediumkokeilla (conditioned medium, CM) tutkitaan solujen erittämien liukoisten

tekijöiden vaikutusta solujen kasvuun ja ne ovat usein ensimmäinen koetyyppi, jolla tutkitaan

solujen välisiä vuorovaikutuksia (Cousin ym., 2009; Pinilla ym., 2009). Altistusmediumin

valmistuksessa solut käyttävät osan mediumin ravinteista ja ne erittävät mediumiin liukoisia

tekijöitä.

Solut tarvitsevat kasvaakseen ravinteiden lisäksi myös viestejä toisilta soluilta. Solujen erittämien

liukoisten tekijöiden vaikutus voi olla aktivoiva tai inhiboiva. Ravinteet ja solujen erittämät tekijät

yhdessä määräävät solujen kasvunopeuden. Tätä on havainnollistettu kuvassa 6.2. Ravinteiden ja

liukoisten tekijöiden suhteellinen merkitys kasvulle voi vaihdella mm. solutyypin, solujen

kasvuvaiheen ja solutiheyden mukaan. Kasvuun vaikuttaa myös lämpötila, happipitoisuus ym.

tekijät, jotka olivat tässä kokeessa muuttumattomia.

Kuva 6.2. Solujen kasvuun vaikuttavat tekijät. Solu tarvitsee kasvuunsa ravinteita ja muiden solujen erittämiä tekijöitä.
Näiden osatekijöiden suhde voi vaihdella. Soluja viljeltäessä solujen erittämien tekijöiden määrä kasvaa ja ravinteiden
määrä vähenee, mitä on kuvattu nuolella ja katkoviivoilla. Näin tapahtuu esimerkiksi altistusmediumin valmistuksessa.
Solujen erittämät tekijät voivat vaikuttaa kasvuun aktivoivasti tai inhiboivasti, mitä on kuvattu plus- ja miinusmerkeillä.
Ravinteet vaikuttavat kasvuun aktivoivasti, mitä on kuvattu plusmerkeillä.
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Tässä kokeessa käytettiin sekä 100 % että 50 % altistusmediumia, jotta voitaisiin arvioida

altistusmediumin annosvaikutusta solujen kasvuun. Solujen vasteen riippuvuus liukoisen tekijän

pitoisuudesta vaihtelee. Kuvassa 6.3 on annos-vaste-käyrän yleinen muoto, joka voi vaihdella

loivasta jyrkkkään. Lisäksi kynnyspitoisuus ja maksimivaste vaihtelevat. Kasvuun vaikuttavan

tekijän pitoisuus CM:ssa voi olla missä tahansa kohdassa käyrällä: pitoisuus voi olla

kynnyspitoisuuden alapuolella, jolloin tekijän vaikutus ei näy kokeessa tai pitoisuus voi olla

maksimipitoisuuden yläpuolella, jolloin 50 % ja 100 % CM:n välillä ei välttämättä nähdä eroa.

50 % ja 100 % CM:n vaikutus voi siis olla lähes sama tai hyvin erilainen riippuen vaikuttavien

tekijöiden pitoisuuksista. Kahta erilaista CM-pitoisuutta käyttämällä voidaan myös selvittää,

johtuuko altistusmediumin kasvua inhiboiva vaikutus vain ravinteiden puutteesta. Esimerkiksi

LnCaP-soluilla 50 % HFSC-CM:n inhiboiva vaikutus oli lähes yhtä suuri kuin 100 % HFSC-

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

Kuva 6.3. Annos-vaste-kuvaajan yleinen muoto. Vaaka-akselilla on tietyn tekijän konsentraatio ja pystyakselilla sen
aiheuttama vaste solussa. Tätä voidaan soveltaa CM:ssa olevien liukoisten tekijöiden vaikutukseen solujen kasvuun. A
on konsentraation kynnyspitoisuus (threshold), jolla vaste nähdään. Jos tekijän konsentraatio on A:ta pienempi, tekijän
vaikutus ei näy. B on konsentraatio, joka aiheuttaa maksimivasteen. Konsentraarion kasvattaminen B:tä suuremmaksi ei
nosta vastetta.

Altistusmediumin pohjana on käytetty normaalia mediumia (Mishra ym., 2008; Pinilla ym., 2009),

kuten tässäkin, mutta joissakin tutkimuksissa CM on valmistettu seerumittomaan mediumiin (Jotzu

ym., 2010; Spaeth ym., 2009) tai seerumi on lisätty vasta jälkikäteen (Yu ym., 2008).

Altistusmediumin valmistusaika on ollut useissa tutkimuksissa sama kuin tässä eli kaksi

vuorokautta (Jeon ym., 2010; Pinilla ym., 2009; Spaeth ym., 2009; Yu ym., 2008), mutta myös

lyhyempiä (12 h) (Menon ym., 2007) ja pidempiä (3 vrk) (Muehlberg ym., 2009) aikoja on käytetty.

Altistusmediumin keräyksen jälkeen solut on eroteltu useissa tutkimuksissa sentrifugoimalla ja sen

jälkeisellä suodatuksella (Jeon ym., 2010; Pinilla ym., 2009), vaikka solujen poistamiseen

mediumista riittää pelkkä suodatuskin, jota käytettiin tässä tutkimuksessa.
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Altistusmediumin käytössä on huomioitava useita tekijöitä. Tässä kokeessa altistusmedium kerättiin

soluviljelypulloista, joiden konfluenssi ja siten myös ravinteiden ja liukoisten tekijöiden pitoisuus

keräyserien välillä vaihteli. Tämän vaikutusta pyrittiin pienentämään poolaamalla yhteen sarjaan

käytetty altistusmedium, jolloin altistusmediumin koostumus oli sama ainakin sarjan sisällä. Jos koe

toistettaisiin, niin vaihtelua voisi vähentää keräämällä mediumia vain konfluenssiltaan samanlaisista

pulloista tai poolaamalla CM siten, että sen koostumus olisi vakio. Osassa tutkimuksista CM:n

tuotossa käytetty konfluenssi on määritelty (Spaeth ym., 2009), kun taas osassa ei ole (Pinilla ym.,

2009).

Keräyksen jälkeen CM suodatettiin 0,8/0,2 µm suodattimen läpi. Periaatteessa kaikkien liukoisten

tekijöiden pitäisi läpäistä suodatin, mutta tekijät ovat voineet muodostaa esimerkiksi aggregaatteeja,

jotka eivät läpäise suodatinta. CM pakastettiin -80 °C:een keräyksen jälkeen ja sulatettiin ennen

käyttöä. Pakastuksen ja sulatuksen ei pitäisi vaikuttaa altistusmediumiin, mutta niiden vaikutusta

voisi osittain kompensoida pakastamalla myös uuden mediumin. Kirjallisuuskatsauksen viitteistä ei

löydy mainintaa pakastuksen vaikutuksesta altistusmediumiin.

Tämän 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), mikä on huomattavasti lyhyempi kuin tässä tutkimuksessa käytetty 9 vuorokautta. Edellä

mainituissa tutkimuksissa solujen kasvua on tutkittu laskemalla elävät solut käsin tai laitteiden

avulla. Tällä tavoin on mahdollista saada tarkempaa tietoa solujen määrästä kuin WST-1-

reagenssilla. Jälkimmäinen on kuitenkin huomattavasti helpompi ja vähemmän aikaa vievä

menetelmä. Todennäköisesti em. tutkimuksissa on maljattu alussa melko paljon soluja, jolloin

solujen kasvu käynnistyy nopeammin ja erot solumäärissä ovat havaittavissa jo parissa päivässä.

Tässä tutkimuksessa soluja maljattiin niin vähän, että solut eivät olleet juuri kasvaneet kolmanteen

päivään mennessä eikä mittauksissa havaittu kasvueroja.

Oikean vertailumediumin valinta on tärkeää tulosten luotettavuuden kannalta. ASC-CM:n

vaikutusta syöpäsolujen kasvuun on verrattu uuteen mediumiin (Pinilla ym., 2009; Yu ym., 2008)

tai solujen omaan altistusmediumiin sekä bMSC-CM:iin (Cousin ym., 2009). Solujen oma

altistusmedium on parempi vertailukohde kuin uusi medium, koska siitä puuttuu ravinteita samoin

kuin tutkittavasta mediumista, mutta uutta mediumia on hyvä käyttää kontrollina. Jos vertailussa

käytettäisiin vain uutta mediumia ja solut kasvaisivat tutkittavassa CM:ssa huonommin kuin

uudessa, niin ei voitaisi tietää, johtuisiko ”inhiboiva” vaikutus vain CM:n pienemmästä

ravinnepitoisuudesta. Pinilla ym. (2009) käyttivät tällaista koeasetelmaa, mutta tulkintaongelmaa ei



66

tullut, koska ASC-CM kiihdytti syöpäsolujen kasvua. Yu ym. (2008) kokeessa seerumi lisättiin

CM:iin vasta sen valmistuksen jälkeen, jolloin ravinnepitoisuuden kannalta sitä oli järkevää verrata

uuteen mediumiin eikä solujen omaan altistusmediumiin.

Kokeissa, joissa on tutkittu CM:n vaikutusta solujen kasvuun, on tutkittu vain ASC-CM:n

vaikutusta syöpäsolujen kasvuun, ei syöpäsolujen CM:n vaikutusta ASC:en kasvuun (Cousin ym.,

2009; Pinilla ym., 2009; Yu ym., 2008). Syöpäsolujen CM:n vaikutusta ASC:hin on kuitenkin

tutkittu kokeissa, joissa on selvitetty ASC:en muuntumista syövän kasvua tukeviksi fibroblasteiksi

(CAF) (Jeon ym., 2010). CM-kokeilla on selvitetty myös indusoituvien sytokiinien ilmenemistä:

syöpäsoluja ja kantasoluja on kasvatettu toistensa CM:ssa ja verrattu solujen sytokiiniekspressiota

tavallisessa mediumissa kasvatettujen solujen ekspressioon (Karnoub ym., 2007; Pinilla ym., 2009).

Tällaista koeasetelmaa voisi käyttää mahdollisissa jatkokokeissa, jotta saataisiin selville sekä

solujen normaalisti tuottamat että indusoituvat tekijät. Yu ym. (2008) ja Pinilla ym. (2009)

tutkimuksissa tehtiin CM-kokeiden yhteydessä solujen yhteisviljelmiä tai in vivo -kokeita, jotka

olisivat luonnollisia jatkokokeita tässä tutkimuksessa.

CM-kokeilla voidaan tutkia hallitusti solujen vaikutusta toisiinsa, mutta näissä kokeissa on myös

monia puutteita. Ensinnäkään koeasetelma ei vastaa todellista solujen vuorovaikutusta in vivo.

Kokeessa on tavallaan erotettu keinotekoisesti vuorovaikutuksen toinen puoli. Toiseksi CM-

kokeessa ei voida huomioida solukontaktin merkitystä. Kolmas huomioitava seikka on, että monien

tekijöiden tuotto on toisten solujen indusoimaa, eikä tämänkaltaisessa CM-kokeessa nähdä

indusoituvien tekijöiden vaikutusta solujen kasvuun. Indusoituvien tekijöiden tärkeys syöpäsolu-

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 yhtä hyvin tai paremmin kuin oma altistusmedium,

mikä oli hieman yllättävä tulos (Kuva 5.4). 50 % HFSC-CM oli useassa sarjassa ja aikapisteessä

huonompi kuin uusi medium (p < 0,05). Yleisen soluviljelykäytännön mukaan mediumista

vaihdetaan vain puolet koko mediumin sijasta, jos halutaan tukea solujen kasvua. Tällä tavoin

voidaan yhdistää molemmat solujen kasvua tukevat tekijät: uudesta mediumista tulevat ravinteet ja

toisten solujen tuottamat liukoiset tekijät. Tämän oletuksen perusteella solujen pitäisi kasvaa

paremmin 50 % HFSC-CM:ssa kuin uudessa mediumissa, mutta näin ei ollut yhdessäkään
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koesarjassa. Mediumien vaikutuksesta solujen kasvuun voisi tehdä jatkotutkimuksia, joissa ei

käytettäisi solujen omaa altistusmediumia vaan medium vaihdettaisiin puoliksi, kokonaan tai sitä ei

vaihdettaisi ollenkaan. Tällainen koeasetelma vastaisi parhaiten normaalia soluviljelykäytäntöä.

Lisäksi 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 välillä. Näin on

tapahtunut vain 100 % HFSC-CM:lla ja OVCAR-3-CM:lla. Näissä tapauksissa solut ovat kasvaneet

parhaiten ko. mediumeissa 3. ja 6. päivän välillä eli eksponentiaalisen kasvun vaihe on

todennäköisesti ollut jo ennen 6:tta päivää. Kuopat ovat todennäköisesti kasvaneet konfluenteiksi

6. päivän jälkeen, jolloin osa soluista on irronnut pohjasta ja kuollut, mikä voi aiheuttaa

päätepisteen pienemmät absorbanssiarvot. Myös esikokeessa saatiin samankaltaisia laskevia

kuvaajia 10 000 solun kuopissa (Kuva 5.1), mikä johtui todennäköisesti samasta syystä. Tämän

takia päätepisteen tuloksia on syytä tulkita varovaisesti. Tarkastelemalla vain päätepisteen arvoja

voidaan päätyä harhaanjohtaviin tulkintoihin solujen kasvusta kyseisissä mediumeissa. Jos laskevat

kuvaajat johtuvat kasvutilan puutteesta, kyseiset mediumit voivat stimuloida solujen kasvua, vaikka

eroja ei nähdä päätepisteessä. Jos kasvukoe toistettaisiin, niin HFSC-sarjoissa voisi käyttää

pienempää solumäärää, esimerkiksi 4000 solua/kuoppa 5000 solun sijasta tai lyhyempää aikaväliä.

Syöpäsoluilla kasvukuvaajat eivät laske yhdessäkään sarjassa. Mikroskooppikuvien perusteella

(Kuvat 5.14 ja 5.16) syöpäsoluviljelmät olivat hyvin konfluentteja päätepisteessä. Syöpäsoluille on

ominaista, että ne jatkavat kasvuaan myös konfluentissa viljelmässä, koska niiltä puuttuu kontakti-

inhibiitio (Takai ym., 2008).

Laskevat kuvaajat voivat johtua myös siitä, että käytettävällä mittausmenetelmällä ei pystytä

havaitsemaan pieniä kasvueroja. Tulokset vääristyvät, jos jossakin aikapisteessä mitataan liian suuri

tai pieni arvo. Mittausmenetelmän epätarkkuus vaikuttaa etenkin sarjan alkupäässä erojen ollessa

pieniä. Esimerkiksi HFSC 10/09 -sarjassa (Kuva 5.4) lähes kaikki kuvaajat laskevat kahden

ensimmäisen aikapisteen välillä, mikä johtuu todennäköisesti pienistä absorbanssieroista.

Reagenssin käyttöohjeessa ei kerrota, kuinka pieniä solumääriä ja eroja menetelmällä pystytään

määrittämään, mutta reagenssi on tarkoitettu nimenomaan elävien solujen tunnistamiseen ja

proliferaatiomittauksiin (WST-1 reagenssin käyttöohje, Takara).

Rasvakudoksen kantasolujen (HFSC) kasvussa on normaalisti eroja eri potilaista eristettyjen

linjojen välillä ja samankin linjan kasvunopeus vaihtelee, mikä näkyi tässäkin tutkimuksessa.

HFSC:en absorbanssiarvojen keskiarvot uudessa mediumissa kokeen päätepisteessä olivat 0,024
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(10/09); 0,040 (24/08 B); 0,041 (9/09) ja 0,072 (24/08 A) eli pienimmän ja suurimman arvon välillä

oli kolminkertainen ero. Syöpäsolulinjoilla vastaavat arvot uudessa mediumissa kokeen

päätepisteessä olivat OVCAR-3:lla 0,058; 0,062 ja 0,063 sekä LnCaP:lla 0,290; 0,310 ja 0,429 eli

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

HFSC 24/08 -linjalla saatiin 9. päivänä uudessa mediumissa kaksi eri arvoa 0,072 (P2, sarja A) ja

0,040 (P3, sarja B) eli samankin solulinjan kasvunopeus vaihtelee. Kuitenkin solulinjojen

paremmuusjärjestys suhteellisessa kasvussa oli päinvastainen, mikä johtui todennäköisesti B-sarjan

hyvin pienestä absorbanssiarvosta ensimmäisenä päivänä (B-sarjassa 0,007 ja A-sarjassa 0,023).

Myös 50 % ja  100 % HFSC-CM:n järjestys vaihteli. Eri-ikäisissä soluissa oli nähtävissä pieniä

eroja morfologiassakin (Kuva 5.10): Nuoremmat solut (HFSC 24/08, P2) olivat levinneempiä kuin

vanhemmat (HFSC 24/08, P3), mutta ero saattoi johtua myös konfluenssista. HFSC:en kasvu usein

hidastuu siirrostuskertojen määrän kasvaessa, mikä voisi olla tässä selittävänä tekijänä. Kyseinen

HFSC 24/08 -linja on yleensä kasvanut heikosti.

Cousin ym. (2009) mukaan ASC:n siirrostuskertojen lukumäärällä on suuri vaikutus ASC:en

ominaisuuksiin. Siirrostuskertojen määrän vaikutus HFSC:illa on erilainen kuin syöpäsoluilla ja

alkion kantasoluilla. Jälkimmäiset jakautuvat periaatteessa loputtomasti, koska niillä on korkea

telomeraasiaktiivisuus (Hoffman & Carpenter, 2005). On epäselvää, säilyykö HFSC:en

telomeraasiaktiivisuus vai häviääkö se vai onko sitä ylipäänsä ollenkaan (Gimble ym., 2007). Suga

ym. (2009) ovat osoittaneet, että ASC:en replikaatiopotentiaali ja fenotyyppi muuntuvat soluviljelyn

aikana (Suga ym., 2009). HFSC-solujen tutkimuskäytössä solujen siirrostusluku pyritään pitämään

pienempänä kuin 7. Kliinisissä sovelluksissa käytetään tätä nuorempia soluja (P 2 – 5), eikä solujen

siirrostusta ole tarkoitus jatkaa pidemmälle. Jos solujen ominaisuudet muuttuvat siirrostusluvun

kasvaessa, se on huomioitava tutkimuksien suunnittelussa ja vertailussa.

6.4.2. Rasvakudoksen kantasolut syöpäsolujen altistusmediumissa

OVCAR-3-CM tuki HFSC:en kasvua HFSC-CM:iin verrattuna tilastollisesti merkittävästi kaikissa

sarjoissa useammassa aikapisteessä (p < 0,05 tai p < 0,01), mutta tulosten tulkintaa vaikeuttaa

6. päivän jälkeiset solukuolemat, joita tapahtui kaikilla HFSC-linjoilla (Kuva 5.4). Laskevista

kuvaajista kerrottiin tarkemmin edellisessä kappaleessa 6.4.1. OVCAR-3-CM:n kasvua tukeva

vaikutus oli hyvin selkeä sarjassa C ja näkyvissä myös sarjassa D, kun taas sarjassa A tällaista

havaintoa ei voinut tehdä (Kuva 5.4). Jos solumäärien oletetaan kasvavan aikapisteiden välillä, niin

eroja nähtäisiin todennäköisesti useammassa pisteessä. Tulosten perusteella OVCAR-3-solut
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saattavat erittää jotakin HFSC:en kasvua aktivoivaa tekijää. Tulkinta on kuitenkin epävarma, koska

eri sarjojen tulokset eivät olleet täysin samansuuntaisia.

LnCaP-CM:t tukivat HFSC:en kasvua päätepisteessä sarjoissa C ja D uuteen mediumiin (p < 0,01)

ja vähintään toiseen HFSC-CM:iin (p < 0,01 tai p < 0,001) verrattuna sekä sarjassa B 100 % HFSC-

CM:iin verrattuna (p < 0,01) (Kuva 5.4). Sen perusteella jokin LnCaP:n erittämä tekijä tukee

HFSC:en kasvua. Tätä puoltaa erityisesti se, että LnCaP-CM tuki kasvua uutta mediumia

paremmin, vaikka siinä on vähemmän ravinteita kuin uudessa mediumissa.

LnCaP-CM:n kasvua tukeva vaikutus näkyi siis selvimmin kahdessa koesarjassa (C ja D), joissa

50 % ja 100 % LnCaP-CM:n vaikutus oli suunnilleen sama ja selvästi parempi kuin uudella

mediumilla (p < 0,01 uuteen mediumiin verrattuna) (Kuva 5.4). Sarjassa B (HFSC 24/08) LnCaP-

CM:n (myöhemmin tästä erästä on käytetty nimitystä LnCaP-CM-1) aktivoiva vaikutus omaan

CM:iin ja uuteen mediumiin verrattuna oli selvästi pienempi: 100 % ja 50 % LnCaP-CM-1 ei ollut

tilastollisesti merkittävästi uutta mediumia parempi yhdessäkään aikapisteessä. Toisin sanoen

LnCaP-CM-1:n vaikutus oli lähempänä uutta mediumia kuin muiden LnCaP-CM-erien. Looginen

selitys tälle olisi, että LnCaP-CM-1:ssä olisi vähemmän LnCaP:en tuottamia (aktivoivia) tekijöitä

eli CM-erä olisi tuotettu pienemmällä solumäärällä.

LnCaP-CM-1:n vaikutus erosi muista LnCaP-CM-eristä myös LnCaP-soluilla: LnCaP-CM-1 ei

inhiboinut LnCaP:en kasvua yhtä voimakkaasti uuteen mediumiin verrattuna kuin muut LnCaP-

CM-erät (Liite 2, LnCaP ja HFSC 24/08). Tämä voisi johtua siitä, että LnCaP-CM-1:ssa oli

enemmän ravinteita tai vähemmän LnCaP:n tuottamia (inhiboivia) tekijöitä eli CM olisi tuotettu

pienemmällä solumäärällä. LnCaP-CM-1:n vaikutus oli siis sekä HFSC 24/08- ja LnCaP-soluilla

enemmän uuden mediumin kaltainen, joten todennäköisesti kyseinen erä oli tuotettu pienemmällä

solumäärällä. Se on hyvin mahdollista, koska soluviljelmien konfluenssia ei kontrolloitu CM:n

tuottovaiheessa ja kuhunkin koesarjaan käytettiin eri CM-erää. Konfluenssin merkitystä on pohdittu

enemmän kappaleessa 6.3 Altistusmediumkokeet.

HFSC:ja hyödyntävien kudosteknologisten hoitojen antaminen LnCaP-tyyppistä eturauhassyöpää

sairastaneille voisi tämän tutkimuksen perusteella olla riskialtista, koska LnCaP:n aktivoiva

vaikutus HFSC:en kasvuun voi lisätä syöpäriskiä. Luupuutoksen hoidossa HFSC:en aktiivinen

jakautuminen luupuutosalueella voisi myös viedä tilaa kehittyvältä luukudokselta. Myös OVCAR-

3:n erittämät tekijät saattavat tulosten perusteella tukea HFSC:en kasvua, joten HFSC:in

perustuvien hoitojen antaminen OVCAR-3-tyyppistä munasarjasyöpää sairastaneille voisi olla

riskialtista.
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Syöpäsolujen altistusmediumin vaikutusta MSC:hin on selvitetty monissa tutkimuksissa, mutta

näissä ei ole tutkittu vaikutusta kasvuun, vaan MSC:n liikkumista (Menon ym., 2007) ja solujen

erittämiä tekijöitä (Jeon ym., 2010; Menon ym., 2007) sekä MSC:en muuntumista CAF:ksi (Jeon

ym., 2010; Jotzu ym., 2010; Spaeth ym., 2009). Menon ym. (2007) tutkivat LnCaP-CM:n ja muiden

syöpätyyppien CM:n vaikutusta rotan bMSC:hin. Heidän tulostensa mukaan LnCaP-CM:ssa olevat

kemokiinit aktivoivat rotan bMSC:issa SDF-1-ekspression, joka aktivoi bMSC:en liikkumista

syöpäsoluja kohti. Kirjoittajien esittämän mallin mukaan SDF-1 saattaa aktivoida myös bMSC:en

proliferaatiota ja elinkykyisyyden parantumista, mutta näitä ei kuitenkaan tutkittu (Menon ym.,

2007). Menon ym. (2007) tutkimuksen perusteella jatkotutkimuksissa voitaisiin selvittää 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 syövän kasvua tukeviksi fibroblasteiksi (CAF) syöpäsolujen CM:ssa on useita

tutkimuksia, mutta näitä ei ole perusteltua verrata tähän tutkimukseen, koska solujen kasvu ja

muuntuminen toiseksi solutyypiksi ovat kaksi eri asiaa. CAF-tutkimuksissa CM-altistus on osassa

tutkimuksista ollut melko pitkä, 16 – 30 vrk (Mishra ym., 2008; Spaeth ym., 2009), mutta Jotzu ym.

(2010) tutkimuksessa ASC:t muuntuivat jo 4 vrk:ssa CAF:ksi rintasyöpäsyöpäsolujen

altistusmediumissa. Sen perusteella ASC:t ovat voineet tässäkin tutkimuksessa muuntua CAF:ksi,

mutta sen selvittämiseksi olisi pitänyt tutkia vähintään geeni- ja proteiini-ilmentymistä. Jos ASC:t

olisivat muuntuneet CAF:ksi, niin koe ei mittaisi enää ASC:en kasvua, mitä tässä tutkitaan.

Jatkotutkimuksissa voitaisiin varmistaa esimerkiksi pintaproteiinitutkimuksilla, että solut ovat

ASC:ja myös kokeen lopussa.

6.5. Munasarjasyöpäsolut

100 % HFSC-CM oli kaikissa sarjoissa 6. päivänä tilastollisesti merkittävästi parempi kuin muut

mediumit (p < 0,01 vs. OVCAR-3-CM:t). Kuitenkin puolet tilastollisesti merkittävistä eroista hävisi

9. päivään mennessä eikä kasvua tukevaa vaikutusta näkynyt 50 % HFSC-CM:lla, joka muistutti

koostumukseltaan 100 % HFSC-CM:a. Kahdessa sarjassa 100 % HFSC-CM oli parempi kuin

solujen oma altistusmedium myös 9. päivänä (HFSC 24/08-CM ja 9/09, p < 0,05/0,01/0,001). Yksi

selitys sille, että 100 % HFSC-CM:n erot muihin mediumeihin häviävät kuudennen päivän jälkeen

on se, että solujen kasvu tässä mediumissa oli voimakkainta ennen 6:tta päivää ja alkoi jo hidastua

6. päivän jälkeen. Tällainen ilmiö näkyi kahdessa sarjassa (HFSC 24/08-CM ja -9/09-CM).

Tulosten perusteella jokin HFSC:en erittämä tekijä saattaa tukea OVCAR-3-solujen kasvua.
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Aktivoivaa tekijää saattoi olla vain vähän, koska kasvua tukeva vaikutus ei näkynyt 50 % HFSC-

CM:ssa.

Mielenkiintoinen havainto on, että solujen kasvu hidastui huomattavasti 50 % HFSC-CM:ssa

kuudennen päivän jälkeen yhdessä sarjassa (HFSC 24/08-CM, Liite 1). Myös 100 % HFSC-CM:ssa

havaittiin pientä kasvun hidastumista. Periaatteessa 50 % HFSC-CM:n olisi pitänyt olla vähintään

yhtä hyvä kuin 100 % HFSC-CM:n ja uuden mediumin, koska se koostuu edellä mainituista. Tämä

poikkeama jää selittämättömäksi.

Cho ym. (2009) ovat tehneet hyvin samankaltaisen tutkimuksen, jossa ASC-CM:lla oli lievästi

inhiboiva vaikutus SKOV-3- ja OVCAR-3-munasarjasyöpäsolujen kasvuun ja CM:a tuottavien

solujen (ASC) lämpökäsittely (43 °C, 45 min) tehosti huomattavasti inhiboivaa vaikutusta (Cho

ym., 2009). Sama vaikutus näkyi myös MCF-7- ja MDA-MB-231-rintasyöpäsoluilla, mutta CM:illa

ei ollut vaikutusta kontrolleina käytettyjen fibroblastien kasvuun. Lapsiveden MSC:en

altistusmediumilla (amniotic fluid-derived MSCs, AFSC) inhiboiva vaikutus oli hieman suurempi.

Cho ym. (2009) tulokset eivät tue tämän tutkimuksen tuloksia.

Cho ym. (2009) mittasivat solujen proliferaatiota WST-1-reagenssilla toistaen kokeen kolmesti,

kuten tässäkin tutkimuksessa tehtiin. Solut olivat myös samanikäisiä (Cholla P3-P5, meillä P2-P4).

Muut parametrit poikkesivat tässä käytetyistä: Cho ym. (2009) mittasivat kasvua vain kolme päivää

ja CM:n tuotossa solut olivat pohjamediumissa vain yhden päivän, kun tässä tutkimuksessa aika oli

kaksi päivää. Chon ym. (2009) tutkimuksessa ASC-CM inhiboi lievästi OVCAR-3:en kasvua.

Tässä tutkimuksessa ei tehty sellaisia havaintoja, paitsi yhdessä 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) päivänä. Myös 100 % HFSC-CM:n

vaikutus oli 3. päivänä inhiboiva 100 % OVCAR-3-CM:iin verrattuna (p < 0,05), vaikka 6. päivänä

sen vaikutus oli päinvastoin aktivoiva (p < 0,01). Etenkin 3. päivän absorbanssiarvot olivat sen

verran pieniä, että tuloksiin on syytä suhtautua varauksella.

Cho ym. (2009) tekivät WST-käsittelyn samoin kuin tässä sillä erolla, että he sekoittivat WST-1:n

suoraan mediumiin eikä PBS:ään, kuten tässä. Mediumin käyttö WST-1-mittauksessa, varsinkin

CM-kokeessa, on ongelmallista: kaikki mittaukset pitäisi suorittaa samassa liuoksessa, jotta siitä

johtuva tausta-absorbanssi olisi kaikissa näytteissä sama. Jos tutkittava medium vaihdetaan

inkuboinnin ajaksi esimerkiksi uuteen mediumiin, tulokset voivat vääristyä. Toinen vaihtoehto on

tehdä jokaiselle käytetylle mediumille omat taustanäytteet. Se ei olisi ollut tässä tutkimuksessa

mahdollista, koska taustanäytteitä olisi tarvittu useita ja WST-1 on kallis reagenssi. Tämän takia
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mittaukset tehtiin PBS:ssä. Solut elävät PBS:ssä huonommin kuin mediumissa, mutta sen ei pitäisi

vaikuttaa vielä 4 tunnin inkuboinnin aikana.

Munasarjasyöpäsolujen ja ASC:en vaikutusta toistensa kasvuun on hankala analysoida aiheesta

julkaistujen tutkimusten vähyyden vuoksi. Spaeth ym. (2009) kokeessa bMSC-CM tuki SKOV-3-

munasarjasyöpäsolujen kasvua CM-kokeessa, solujen yhteisviljelmissä ja in vivo. Tämän

tutkimuksen perusteella ASC-CM näyttää tukevan jonkin verran OVCAR-3-munasarjasyöpäsolujen

kasvua. ASC:t ja bMSC:t sekä munasarjasyöpäsolut ovat melko samankaltaisia keskenään, mutta

kuitenkin niin erilaisia, ettei Spaeth ym. (2009) tutkimusta kannata verrata tähän tutkimukseen.

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

Pasquet ym. (2010) tutkivat munasarjasyöpäpotilaiden askiitin soluja, jotka muistuttivat bMSC:ja ja

ASC:ja. He käyttivät näistä soluista nimitystä ”hospicells”. Kokeiden tulokset olivat

mielenkiintoisia: in vitro -kokeissa (yhteisviljelmät ja CM-altistuskokeet) kyseisillä soluilla ei ollut

vaikutusta OVCAR-3-, SKOV-3- ja IGROV-1-munasarjasyöpäsolujen kasvuun, mutta in vivo -

kokeissa nämä solut tukivat kasvaimen kasvua erilaisissa xenograftimalleissa, joissa solut

injektoitiin hiiriin ennen, jälkeen tai yhdessä syöpäsoluinjektion kanssa. Kasvu johtui

todennäköisesti kyseisten solujen angiogeneesiä tukevasta vaikutuksesta: kasvaimet olivat

verisuonittuneempia askiitin soluja (hospicells) saaneissa hiirissä kuin kontrolleissa (Pasquet ym.,

2010).

Riippumatta siitä, olivatko Pasquet ym. (2010) tutkimat solut ASC:ja vai eivät, tutkimus kuvaa

hyvin in vitro ja in vivo -kokeiden tulosten eroavaisuuksia. In vitro -kokeiden negatiivisten tulosten

perusteella ei voida päätellä, että myös in vivo -tulokset olisivat negatiivisia. Toisaalta in vitro -

kokeiden positiiviset tulokset nähdään todennäköisesti myös in vivo. Kudostasolla tapahtuvia

ilmiöitä, kuten angiogeneesiä ja metastasointia, on hankala tutkia CM-kokeilla, mutta niillä voidaan

kuitenkin selvittää näihin ilmiöihin liittyvien tekijöiden tuottoa. Esimerkiksi Pinilla ym. (2009)

tutkivat CM-kokeilla syöpäsolujen invaasiota lisäävän CCL5:n tuottoa ASC:ista. CM-kokeilla ei

pystytä tutkimaan kaikkia in vivo tapahtuvia ilmiöitä, mutta ne ovat kuitenkin hyvä lähtökohta

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

LnCap-soluilla oli selvät kasvuerot eri mediumeissa: 100 % ja 50 % HFSC-CM inhiboi

merkittävästi LnCaP-solujen kasvua verrattuna uuteen mediumiin ja omaan altistusmediumiin

(p < 0,01 päätepisteessä kaikissa sarjoissa). Vaikutus ei voinut johtua pelkästään HFSC-CM:n

pienemmästä ravinnepitoisuudesta, koska 50 % HFSC-CM:lla oli lähes yhtä suuri inhiboiva

vaikutus kuin 100 % HFSC-CM:lla. Ravinnepitoisuuden vaikutus oli kuitenkin johdonmukainen:

50 % HFSC-CM:n inhiboiva vaikutus oli kaikissa sarjoissa tilastollisesti merkittävästi pienempi

vähintään päätepisteessä, vaikkakaan ero 100 % HFSC-CM:iin ei ollut absorbanssiarvoissa kovin

suuri (Liite 2). Tutkimuksen perusteella jokin HFSC:en erittämä liukoinen tekijä inhiboi

voimakkaasti LnCaP:en kasvua. Tulosten luotettavuutta lisää se, että tulos oli hyvin samanlainen

kaikissa kolmessa sarjassa ja hajonnat sekä p-arvot olivat pieniä. Kasvuerot olivat selvästi

nähtävissä myös mikroskooppikuvissa (Kuva 5.16). Morfologiassakin oli eroja, mutta erot voivat

johtua myös konfluenssin vaikutuksesta.

Seuraava vaihe olisi selvittää, mikä/mitkä tekijät HFSC-CM:ssa inhiboivat kasvua. Ensimmäisenä

kannattaisi tutkia tekijöitä, joiden on jo todettu inhiboivan syöpäsolujen kasvua, kuten DKK-1 (Zhu

ym., 2009). Kasvua inhiboivia tekijöitä on löydetty vähemmän kuin kasvua aktivoiva tekijöitä,

joten tehtävä ei ole mahdoton. Potentiaalisten inhibiittoreiden löydyttyä niiden vaikutusta voisi

tutkia lisäämällä uuteen mediumiin kyseistä tekijää tai poistamalla tekijä vasta-aineiden avulla

HFSC-CM:sta, kuten Spaeth ym. (2009) ovat tehneet. In vitro -kokeiden jälkeen tehtäisiin solujen

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

HFSC:en inhiboiva vaikutus LnCaP-eturauhassyöpäsoluihin on kliiniseltä kannalta hyvin

mielenkiintoinen. Jatkotutkimusten avulla voitaisiin selvittää, voisiko HFSC:ja käyttää LnCaP-

tyyppisen eturauhassyövän hoidossa samoin kuin Cousin ym. (2009) ovat ehdottaneet HFSC:ja

haimasyövän hoitoon. Kynnys haimasyövän hoitamiseen kantasoluilla olisi kuitenkin matalampi,

koska sen ennuste on paljon huonompi kuin eturauhassyövän (Suomen syöpärekisteri). Helpommin

toteutettava ja mahdollisesti turvallisempi vaihtoehto olisi käyttää HFSC:en erittämiä inhiboivia

tekijöitä eturauhassyövän hoidossa, kuten Zhu ym. (2009) ovat ehdottaneet ASC:en erittämää

DKK-1:ä leukemian hoitoon. Tämän tutkimuksen perusteella ei kuitenkaan vielä kannata pohtia

uusia syövän hoitomuotoja, vaikka mahdollisuus onkin houkutteleva. ASC:ja hyödyntäviä

kudosteknologisia hoitoja voisi tämän tuloksen perusteella tehdä LnCaP-tyyppistä eturauhassyöpää

sairastaneille, mutta LnCaP:en aktivoiva vaikutus ASC:en kasvuun (josta kerrottiin kappaleessa

6.4.2) voisi puolestaan olla riskitekijä.
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LnCaP:t kasvoivat absorbanssiarvojen perusteella selvästi nopeammin kuin HFSC:t ja OVCAR-3:t.

LnCaP:t ovat luontaisesti hyvin nopeasti kasvavia soluja; niiden määrä kaksinkertaistuu 60 tunnissa

in vitro (Horoszewicz ym., 1983). Nopea kasvu ilmenee myös näistä tuloksista. Solujen ylläpidossa

käytettiin hyvin pieniä jakosuhteita (jopa 1:12), kun taas vähän hitaammin kasvaville OVCAR-3:lle

käytettiin suurempaa jakosuhdetta.

Uusi medium tuki LnCaP:en kasvua selvästi paremmin kuin 100 % LnCaP-CM; uudessa

mediumissa oli kokeen päätepisteessä karkeasti kaksi kertaa enemmän soluja kuin 100 % LnCaP-

CM:ssa (Kuva 5.15 ja Liite 2). LnCaP:en kasvu uudessa mediumissa erottui selkeästi muista

mediumeista vasta 6. päivän jälkeen. HFSC:lla ja OVCAR-3:lla oman 100 % CM:n ja uuden

mediumin välillä ei ollut vastaavanlaista merkittävää eroa. Yksi mahdollinen selitys on, että LnCaP-

CM:sta oli kulunut enemmän ravinteita kuin muista CM:sta. Tämä olisi loogista, koska nopeasti

kasvavat solut kuluttavat enemmän ravinteita. Kappaleessa 6.4.2. kerrottiin, että LnCaP-CM-1-erän

tuotossa (sarjassa LnCaP ja HFSC 24/08) käytettiin todennäköisesti pienempää solumäärää, minkä

vuoksi sekä 100 % että 50 % LnCaP-CM-1:n vaikutus oli lähempänä uutta mediumia. On siis

todennäköistä, että LnCaP-CM:n ”inhiboiva” vaikutus uuteen mediumiin verrattuna johtui sen

pienemmästä 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 näiden välillä, mutta kuitenkin kaikissa suurempi kuin

100 % LnCaP-CM:lla. Keskiarvokuvaajassa (Kuva 5.15) tämä vaihtelu ei näy eli se antaa hieman

harhaanjohtavan kuvan 50 % LnCaP-CM:n vaikutuksesta. Tämä havainnollistaa sitä, että tulosten

tulkinnassa on katsottava myös alkuperäisiä kuvaajia.

Uusimman ASC:ja ja eturauhassyöpää käsittelevän tutkimuksen mukaan ASC:t tukevat

eturauhassyövän kasvua (Prantl ym., 2010). Kasvaimet olivat suurempia immuunipuutoshiirissä,

joihin oli injektoitu MDA PCa 118b -eturauhassyöpäsolujen kanssa myös ASC:ja. Vihreällä

fluoresoivalla proteiinilla (GFP, green fluorescent protein) leimatut ASC:t integroituivat kasvaimen

verisuonistoon ja ilmensivät endoteelisolujen markkereita. Kyseessä on ensimmäinen in vivo -

tutkimus, jossa osoitetaan ASC:en tukevan eturauhassyövän kasvua, kun syöpäsolut injektoidaan

yhdessä ASC:en kanssa hiiriin (Prantl ym., 2010). Prantl ym. (2010) eivät kuitenkaan tutkineet

ASC:en vaikutusta pelkästään syöpäsolujen proliferaatioon, joten tuloksia ei voi verrata tähän

tutkimukseen. ASC:en eturauhassyövän kasvua tukevasta vaikutuksesta on muitakin tuloksia:

Zhang ym. (2009) tutkimuksessa hiiren ASC:t tukivat eturauhassyövän kasvua xenograftimallissa,
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jossa hiiren ASC:ja injektoitiin hiiriin päivittäin 6 viikon ajan DU145-syöpäsoluinjektion jälkeen ja

eri kohtaan kuin syöpäsolut. Lin ym. (2010) tekivät vastaavan tutkimuksen, jossa ihmisen ASC:ja

injektoitiin hiiriin viikko PC-3-eturauhassyöpäsoluinjektion jälkeen. ASC:ja saaneissa hiirissä

kasvaimet olivat suurempia ja paremmin verisuonittuneita. Kirjoittajien mukaan kasvu, johtui

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

Cousin ym. (2009) tutkimuksessa ASC-CM sitä vastoin inhiboi PC-3-eturauhassyöpäsolujen

kasvua, mikä on samansuuntainen tulos tämän tutkimuksen kanssa sillä erolla, että tässä käytettiin

eri solutyyppiä (LnCaP). LnCaP:en kasvu on hormoniriippuvaista (Horoszewicz ym., 1983) toisin

kuin PC-3:n (Zhang & Waxman, 2010), millä voi olla vaikutusta tuloksiin. Jatkotutkimuksissa voisi

kokeilla hormoneista riippumatonta LnCaP-r-linjaa.

Cousin ym. (2009) ja edellä mainittu Lin ym. (2010) käyttivät molemmat PC-3-

eturauhassyöpäsoluja, mutta he saivat päinvastaiset tulokset ASC:en vaikutuksesta PC-3-soluihin.

Selittävänä tekijänä voi olla, että Cousin ym. (2009) koe oli in vitro ja Lin ym. (2010) koe in vivo.

Periaatteessa ASC:en vaikutus syövän kasvuun in vivo voi olla positiivinen, vaikka niiden suora

vaikutus syöpäsolujen kasvuun olisi inhiboiva, jos ASC:t aktivoivat syövän kasvua muiden

tekijöiden, kuten angiogeneesin, kautta (Kuva 2.4).

6.7. Virhelähteet

Tutkimuksessa oli useita mahdollisia virhelähteitä. Ensinnäkään CM:n koostumus ei ollut vakio.

Asiaa käsiteltiin tarkemmin kappaleessa 6.3 Altistusmediumkokeet. Kokeessa oli myös paljon

pipetointeja, jotka lisäävät virheiden mahdollisuutta. Osa soluista saattoi irrota PBS-pesussa, joka

tehtiin ennen WST-1-reagenssin pipetointia. Solut voivat irrota alustastaan myös mediumin vaihdon

yhteydessä. Solujen irtoaminen pesussa ja mediumin vaihdossa oli ongelma erityisesti LnCaP-

soluilla: ensimmäisessä testisarjassa (jonka tuloksia ei ole esitetty) LnCaP:en irtoamisherkkyyttä ei

tiedetty ja pesut tehtiin normaalisti ja absorbanssiarvot olivat lähes nollia, vaikka soluja oli ennen

pesuja paljon. Seuraavissa sarjoissa pipetoinnit tehtiin näille soluille erityisen varovaisesti

irtoamisen estämiseksi. Mikroskopoinnin perusteella pieni osa LnCaP-soluista lähti kuitenkin

pesuliuoksen mukana pois, minkä johdosta mittaustulokset saattavat olla todellista pienemmät.

Mielenkiintoista on, että solujen irtoamisesta huolimatta LnCaP:n hajonnat olivat hyvin pienet

verrattuna muihin solulinjoihin.

Kokeessa käytettiin useita rinnakkaisia kuoppia (6 kuoppaa / mittauspiste / medium) tulosten

luotettavuuden lisäämiseksi. Joissakin HFSC-sarjoissa kolmannen päivän mittausarvot olivat
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pienempiä kuin ensimmäisen eli mittausmenetelmässä näyttää olevan epätarkkuutta. Tuloksia

käsiteltäessä selkeästi poikkeavat arvot jätettiin pois. Melko usein poikkeavat arvot tulivat levyn

reunakuopista. Ilmeisesti valon käyttäytyminen reunakuopissa eroaa sen verran muista kuopista,

että se vaikuttaa tuloksiin. Muissakin WST-1-reagenssilla tehdyissä kokeissa on havaittu

menetelmän aiheuttamaa vaihtelua (Lindroos, 2009). Cho ym. (2009) käyttivät yhden tunnin

inkubointiaikaa WST-1-mittauksissa, mikä voi osittain selittää pienet hajonnat tuloksissa. Tässäkin

tutkimuksessa saatiin 1 h inkubointiajalla pienempiä hajontoja. Mahdollisissa jatkotutkimuksissa

voitaisiin pohtia vaihtoehtoisten mittausmenetelmien käyttöä. WST-1-reagenssin luotettavuuteen

nähden se on suhteellisen kallis, joten muiden menetelmien käyttäminen olisi perusteltua.
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7. JOHTOPÄÄTÖKSET

Tämän tutkimuksen tavoitteena oli selvittää, miten ihmisen rasvakudoksen kantasolujen (HFSC) ja

syöpäsolujen (OVCAR-3-munasarjasyöpäsolut ja LnCaP-eturauhassyöpäsolut) erittämät liukoiset

tekijät vaikuttavat solujen kasvuun ja vaikutuksen annosriippuvaisuus. Menetelmänä käytettiin

altistusmediumkokeita, joissa soluilla ollut medium, joka sisälsi solujen erittämät liukoiset tekijät,

siirrettiin tutkittaville soluille, joiden kasvua mitattiin spektrofotometrisesti WST-1-reagenssilla.

Mesenkymaalisten kantasolujen vaikuksesta syöpään on saatu hyvin ristiriitaisia tuloksia eri

tutkimuksissa (Klopp ym., 2010) ja tämänkin tutkimuksen tulokset ovat osittain yhteneviä ja

osittain ristiriidassa aiempien tutkimuksien kanssa.

OVCAR-3-CM tuki rasvakudoksen kantasolujen kasvua uuteen mediumiin ja omaan

altistusmediumiin verrattuna useammassa pisteessä, mutta sarjojen välillä oli kuitenkin eroa. Osaa

päätepisteen arvoista ei voinut analysoida solukuolemien vuoksi, joten analysoitavia arvoja ei ollut

riittävästi luotettavien päätelmien tueksi. Tulosten perusteella OVCAR-3-solut saattavat erittää

jotakin HFSC:en kasvua aktivoivaa tekijää, mutta asian varmistamiseksi tarvittaisiin

lisätutkimuksia.

LnCaP-CM aktivoi HFSC:en kasvua päätepisteessä kaikissa sarjoissa vähintään toiseen omaan

altistusmediumiin verrattuna (p < 0,01) ja kahdessa sarjassa myös uuteen mediumiin verrattuna

(p < 0,01). Sen perusteella LnCaP:t erittävät jotakin HFSC:en kasvua tukevaa tekijää. LnCaP:n

aktivoiva vaikutus HFSC:en kasvuun voi lisätä syöpäriskiä hoidettaessa LnCaP-tyyppistä syöpää

sairastaneita HFSC:hin perustuvilla hoidoilla. Syöpäsolujen altistusmediumin vaikutuksesta

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

HFSC:t kasvoivat yllättävästi uudessa mediumissa yhtä hyvin tai paremmin kuin omassa 50 %

altistusmediumissa. Tulos on ristiriidassa HFSC:en soluviljelykäytäntöjen kanssa: solujen oletetaan

kasvavan paremmin, jos vaihdetaan koko mediumin sijasta vain puolet, mutta tämän tutkimuksen

perusteella koko mediumin vaihto tukisi solujen kasvua paremmin. Mediumin vaihdon vaikutusta

kasvuun voisi tutkia lisää. Uudella mediumilla ja 100 % HFSC-CM:lla ei ollut johdonmukaisia

eroja. 50 % ja 100 % HFSC-CM:n järjestys vaihteli hieman sarjojen välillä, mutta 100 % HFSC-

CM oli kuvaajien perusteella keskimäärin parempi, joissakin pisteissä myös tilastollisesti

merkittävästi (p < 0,05). Eri HFSC-linjoilla havaittiin kasvueroja ja samankin solulinjan

kasvunopeus vaihteli, mikä tiedettiin jo ennestään HFSC:en luontaiseksi ominaisuudeksi.
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100 % HFSC-CM:lla oli lievästi aktivoiva vaikutus OVCAR-3-munasarjasyöpäsolujen kasvuun

omaan altistusmediumiin (p < 0,01; 6. päivä) ja uuteen mediumiin (p < 0,05; 6. päivä) verrattuna

kaikissa sarjoissa. Osa eroista kuitenkin hävisi päätepisteeseen mennessä, eikä aktivoivaa vaikutusta

nähty 50 % HFSC-CM:lla yhdessäkään pisteessä. Tulosten perusteella HFSC:t saattavat erittää

jotakin OVCAR-3:en kasvua tukevaa tekijää, mutta päätelmän tueksi tarvittaisiin lisätutkimuksia.

Tulos on päinvastainen kuin Cho ym. (2009) tutkimuksessa, jossa ASC-CM:lla oli lievästi

inhiboiva vaikutus SKOV-3- ja OVCAR-3-munasarjasyöpäsolujen kasvuun (Cho ym., 2009).

HFSC-CM inhiboi LnCaP-eturauhassyöpäsolujen kasvua tilastollisesti merkittävästi uuteen

mediumiin (p < 0,01 päätepisteessä) ja omaan altistusmediumiin verrattuna (p < 0,0001

päätepisteessä) kaikissa koesarjoissa. Inhiboiva vaikutus oli lähes yhtä suuri myös 50 % HFSC-

CM:lla, joten jokin HFSC:en erittämä liukoinen tekijä inhiboi LnCaP:en kasvua. Tulokset saavat

tukea Cousin ym. (2009) tutkimuksesta, jossa ASC-CM inhiboi PC-3-eturauhassyöpäsolujen

kasvua. Toisissa tutkimuksissa on saatu päinvastoin viitteitä ASC:en eturauhassyöpää tukevasta

vaikutuksesta in vivo, kun ASC:t injektoidaan yhdessä syöpäsolujen kanssa tai myöhemmin hiiriin

(Lin ym., 2010; Prantl ym., 2010), mutta näissä ei ole tutkittu ASC:en suoraa vaikutusta

syöpäsolujen kasvuun. Jatkotutkimukset ovat aiheellisia ja niissä voitaisiin tehdä solujen

yhteisviljelmiä ja selvittää inhiboiva(t) tekijä(t). Tulokset houkuttelevat pohtimaan myös HFSC:en

käyttöä eturauhassyövän hoidossa, mutta tämän tutkimuksen perusteella ei kannata tehdä niin

pitkälle meneviä johtopäätöksiä. Tulosten perusteella yksi LnCaP-CM-erä oli todennäköisesti

tuotettu pienemmällä solumäärällä ja se sisälsi siten vähemmän liukoisia tekijöitä, joiden vaikutusta

tässä tutkittiin. Altistusmediumin koostumuksen paremmalla kontrolloinnilla sarjojen väliset erot

olisivat luultavasti olleet pienempiä.
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LIITTEET
Liite 1. OVCAR-3-sarjojen toistot. Kuvaajiin on merkitty selkeyden vuoksi vain HFSC-CM:n ja
OVCAR-3-CM:n väliset erot, jotka ovat tilastollisesti merkittäviä 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 väliset erot, jotka ovat tilastollisesti merkittäviä molempiin verrattaviin (50 % ja
100 %) mediumeihin nähden. Joissakin kohdissa on tarkennettu, mihin mediumiin p-arvo viittaa.
** p < 0,01; *** p < 0,001;  **** p < 0,0001;  ***** p < 0,00001

Uusi
100 % HFSC-CM

100 % LnCaP-CM
50 % LnCaP-CM

50 % HFSC-CM

LnCaP ja HFSC 24/08-CM

0 2 4 6 8 10
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

******** ****
*****

Vuorokausi

So
lu

je
n 

ka
sv

u

LnCaP ja HFSC 10/09-CM

0 2 4 6 8 10
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

*************(LnCaP50)

Vuorokausi

So
lu

je
n 

ka
sv

u

LnCaP ja HFSC 9/09-CM

0 2 4 6 8 10
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

**
******* ****

(HFSC50)

Vuorokausi

So
lu

je
n 

ka
sv

u



90

Liite 3. P-arvotaulukot. Taulukkoihin on merkitty vain tilastollisesti merkittävät p-arvot (p < 0,05).
Tummennetut arvot ovat tilastollisesti merkittäviä kaikissa toistoissa samassa pisteessä samassa
paremmuusjärjestyksessä. Vasempaan sarakkeeseen on merkitty mediumit, joiden välistä eroa on
verrattu. Mediumien nimistä on jätetty selkeyden vuoksi pois CM- ja %-merkinnät. 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 - OVCAR50 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 - OVCAR50 0,0057 0,0110 0,0016
OVCAR100 - OVCAR50 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 3 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


