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Tama syventéviksi opinnoiksi tarkoitettu ty6 on kolmas osa laajempaa tutkimuskokonaisuutta.
Tutkimuksen tavoitteena on kehittdé syopien diagnostiikkaa, seurantaa ja hoitoa.

Elimiston solut tarvitsevat proliferoituessaan endogeenisia polyamiinikasvutekijoita. Polyamiinit
ovat haihtuvia orgaanisia yhdisteitda (VOC), jotka tuoksuvat voimakkaasti. SyOopékudoksessa
soluproliferaatio on kiihtynyt ja ndin ollen myds polyamiinien synteesi héiriintynyt. T&ma johtaa
polyamiinien  pitoisuuksien  kasvuun  normaalisti ~ toimivaan  kudokseen  verrattuna.
Hajuominaisuutensa vuoksi polyamiineja voidaan pitdd potentiaalisina kasvainkudosten
markkerimolekyyleiné.

Tutkimushankkeen ensimmadisessd vaiheessa tutkittiin - ChemPro 100-kaasuanalysaattorin
(elektroninen nend) kykya tunnistaa polyamiineja kaasufaasista. Toisessa vaiheessa jatkettiin
ensimmaista vaihetta tutkimalla ChemPro 100:n polyamiinien tunnistamiskyvyn konsentraatiorajaa.
Taman liséksi toisessa vaiheessa tutkittiin ChemPro 100:n kykya erottaa hyvanlaatuinen
munuaiskudos pahanlaatuisesta ja munuaissyopéapotilaiden virtsan kemiallista spektrid. ChemPro
100:lla analysoidut ndytteet analysoitiin my6s kaasukromatografilla. Taméan tarkoituksena oli
varmentaa ChemPro 100:lla saadut mittausarvot ja selvittdd menetelmien kdytdnnén ongelmia.
Aiemman tutkimuksen térkein tulos on, ettd kaasukromatografilla tehdyissa mittauksissa osa
pahanlaatuisista virtsandytteista eroaa merkittavasti hyvéanlaatuisesta naytteesté.

Tutkimuksen kolmannesta vaiheesta, jota tdma tutkimusraportti késittelee, julkaistiin artikkeli,
Detection of smell print differences between nonmalignant and malignant prostate cells with an
electronic nose, kansainvalisesti tunnetussa Future Oncol lehdessda vuonna 2012. Tassé
tutkimusvaiheessa analysoimme ChemPro 100:n avulla kahta eturauhassolulinjaa ja yhté
virtsarakkosolulinjaa seké& niiden elatusnesteitd. Toinen eturauhassolulinja vastasi ominaisuuksiltaan
hyvanlaatuista eturauhaskudosta ja toinen eturauhassy®pédkudosta. Virtsarakkosolulinja vastasi
puolestaan virtsarakkosyopakudosta. Tutkimuksesta julkaistiin samana vuonna myo6s katsaus
Duodecim-lehdessé.



Tutkimuksen térkein tulos on, ettd ChemPro 100:n avulla kyettiin erottamaan normaalit
eturauhassolut syopésoluista. Erotuskyky oli 95 %:n luokkaa. Virtsarakkosyopasolut eivat sen
sijaan merkittavésti eronneet hyvanlaatuisista soluista. Analyysissé saatiin viitteitd siitd, ettd
sydpasolut muuttavat elatusnesteensd hajua. Tutkimuksen tulokset ovat merkittavat, silla kyseessa
on ensimmaéinen kerta, kun elektronisen nenén kayton on osoitettu olevan tehokas keino urologisten
syopasolujen tunnistamisessa. Elektronista nenaa kehittdmalld ja hyodyntamalla onkin mahdollista
saada halpa ja kajoamaton menetelm& ainakin eturauhassyovén diagnostiikkaan ja seulontaan.
Menetelma vaatii kuitenkin vield runsaasti kehitystyota.

Olemme l&pikayneet tata tutkimusraporttia varten aiemmin julkaistuja elektronista nendd koskevia
tutkimuksia, urologisia lehtia sekd hakeneet elektronista nendd koskevia tutkimuksia ja
tapausselostuksia MedlineOvid- ja PubMed -tietokannoista. Cochrane-katsauksia (urologiset
syovat) ja muita katsauksia on kayty 1api ajalta 2009-2013.
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1 JOHDANTO

Elimiston solut  tarvitsevat  endogeenisia  polyamiinikasvutekijoita proteiini-  ja
nukleiinihapposynteesissa. Taman vuoksi ne ovat valttaméattomid solun kasvulle ja normaalille
toiminnalle. Polyamiinit ovat volatiilisia eli haihtuvia orgaanisia yhdisteitd (VOC) ja ne tuoksuvat
voimakkaasti. Useissa erilaisissa tautitiloissa, kuten syovissd, autoimmuunisairauksissa, infektioissa
ja erilaisissa aivoihin liittyvissa sairauksissa, on havaittu muutoksia luonnollisten polyamiinien
pitoisuuksissa ja niiden metaboliaan liittyvien entsyymien toiminnassa. SyOpékudoksessa
soluproliferaatio on lisdantynyt ja polyamiinien synteesin saately hairiintynyt. Tamé johtaa

polyamiinien pitoisuuksien huomattavaan kasvuun kudoksissa. (Moinard ym. 2004.)

Potilailla, jotka sairastavat leukemiaa tai lymfoomaa tai joilla on histologisesti diagnosoitu kasvain,
on todettu elimistdssé olevan moninkertainen mééra polyamiineja. Suurentuneen polyamiiniméaran
on osoitettu heijastuvan myos virtsaan kohonneena polyamiinimadrédnd. Polyamiinitason on
puolestaan todettu laskevan lahelle normaalitasoa potilailla, joiden sy6pa on saatu ld&kehoidolla
remissioon seka potilailla, joilta sydpakasvain on Kirurgisesti poistettu. Onkin perusteltua ajatella,
ettd tutkimalla virtsaan erittyvien polyamiinien méérad, on mahdollista jo varhaisessa vaiheessa
tunnistaa sy0pékasvain. Jo vuonna 1971 Diane ym. esittivat timan hypoteesin virtsaan erittyvista
polyamiineista ja osoitti sen harvoja poikkeuksia lukuun ottamatta todeksi. Poikkeuksena olivat
keskushermoston syOpéaa sairastavat potilaat, joilla virtsan polyamiinipitoisuudet eivat merkittavasti
nousseet. (Russell ym. 1971.) SyoOpéasolut siis tuottavat suuria maarid polyamiineja. Tamé on
osoitettu erityisesti munuaisyovassd, rakkosyovasséd ja eturauhassyovassa (Koide ym. 1990).
Polyamiinien merkityksestd myds muissa syovissa on vahvaa naytt6d (Casero & Marton 2007).

Aikaisemmissa tutkimuksissa koirien on osoitettu tunnistavan muun muassa poikkeavia
ihomuutoksia, virtsarakkosyOp&a sairastavat virtsan hajun ja keuhkosyOp&d sairastavat
hengitysilman perusteella. (Ehmann ym. 2012, Williams & Pembroke 1989). Onkin epdilty, etta
syovilla on ominaishaju. On myos perusteltua ajatella, ettd polyamiinit ovat tuon hajun taustalla.
Dosentti Oksalan tutkimusryhmd on aiemmassa tutkimusvaiheessa osoittanut elektronisen nenén
kykenevan tunnistaa eri polyamiineja. Her&ékin ajatus siitd, etta elektronisen nenan avulla voisi olla

mahdollista objektiivisesti tunnistaa syopapotilas.



Kokonaisuudessaan tutkimus toteutetaan useammassa vaiheessa. Ensimmaéisessé vaiheessa tutkittiin
elektronisen nendn kykya tunnistaa eri polyamiineja ja toisessa vaiheessa tutkittiin elektronisen
nendn kykya erottaa hyvanlaatuinen munuaiskudos pahanlaatuisesta. Kolmannessa vaiheessa, jota
tdma tutkimusraportti késittelee, tutkittiin elektronisen nendn kykyé tunnistaa pahanlaatuiset
urologiset syopasolulinjat ja erottaa ne hyvanlaatuisista. Tutkimuskokonaisuus jatkuu edelleen.

Parhaillaan ovat k&ynnissé oikeiden syopapotilaiden virtsandytteiden tutkimukset.

Vaiheessa kolme tutkimuskohteiksi valikoitui kolme urologista solulinjaa: eturauhassydpésolulinja
LNCaP, virtsarakkosyopésolulinja 5637 (ATCC nro HTB-9), seka telomeraasi-immortalisoitu
uroteelilinja (EP-156T). Analysoimme siis ChemPro 100:n avulla kahta eturauhassolulinjaa ja yhta
virtsarakkosolulinjaa seké& niiden elatusnesteitd. Toinen eturauhassolulinja vastasi ominaisuuksiltaan
hyvanlaatuista eturauhaskudosta ja toinen eturauhassyopédkudosta. Virtsarakkosolulinja vastasi

puolestaan virtsarakkosydpakudosta.



2 TEOREETTINEN VIITEKEHYS JA AIEMPI TUTKIMUS

2.1 Elektroniset nenat tautidiagnostiikassa

Elimiston tiettyjen metabolisten muutosten tiedetddn olevan yhteydessa tyypillisiin hajuihin.
Elimiston tuottamat hajut siséltavat erilaisia volatiilisia orgaanisia yhdisteitd, joita voidaan havaita
ja mitata hengitysilmasta, hiesta ja muista ihmisen eritteista. Kokeet erityiskoulutetuilla koirilla ovat
osoittaneet, ettd koirat kykenevat haistamaan ja tunnistamaan erilaisia tautitiloja kuten sydvan,
hypoglykemian tai hyperglykemian. Vielédk&éan ei tarkasti tiedetd, mitd hajukomponentteja nama
koirat tunnistavat ja mitka hajun komponentit ovat yhteydessa kuhunkin sairauteen. Jos tiedettéisiin
ndma tautispesifiset hajukomponentit, olisi elektronisen hajuntunnistussysteemin kehitys
huomattavasti helpompaa. (Voss ym. 2013.)

Aiemmat tutkimukset ovat todistaneet, ettd mikro-organismit tuottavat monia volatiilisia eli
haihtuvia orgaanisia yhdisteitd (VOC), kuten polyamiineja, alkoholeja, alifaattisia happoja ja
hiilivetyja. Nailla kaikilla yhdisteill4 on todettu olevan luonteenomainen haju. Tamén vuoksi néita
yhdisteitd on mahdollista ké&yttd4 biomarkkereina tautidiagnostiikassa. (Turner ym. 2004.)

Kaasukromatografia-massaspektrometriaa kayttdmalla on jo vuosia pystytty identifioimaan ja
mittaamaan yksittaisi& molekyylejd hyvinkin suurella tarkkuudella. Vuonna 2004 Turner ym.
osoittivat kaasukromatografia-massaspektrometriaa kayttamallg, ettd esimerkiksi keuhkosyopaa tai
rintasy0péa sairastava potilas on mahdollista erottaa hengitysilmaa analysoimalla. Montuschi ym.
(2013) puolestaan osoittivat samanlaista menetelmaé kayttamalla, ettd useita volatiilisia orgaanisia
yhdisteitd pystytddn identifioimaan sekd terveiden ett4d hengityselinten sairautta sairastavien
ihmisten uloshengitysilmasta. Myds elektronisen nenédn avulla néit4 yhdisteitd (VOC) analysoimalla
tutkimusryhma pystyi erottelemaan astmaa, COPD:td ja keuhkosyopaa sairastavat potilaat toisistaan
ja terveistd verrokeista. Kaasukromatografia-massaspektrometria —menetelma on toki elektronista
nendd huomattavasti tarkempi, mutta silld on ongelmansa. Sitd ei ole suunniteltu erottelemaan
volatiilisten yhdisteiden seoksia, menetelm& on Kkallis, vie runsaasti aikaa ja naytteiden seka
mittausdatan analysointi on haastavaa. Tdmén vuoksi kaasukromatografia-massaspektrometria —

menetelma ei sovellu kliiniseen diagnostiikkaan. (Montuschi ym. 2013.)



Vuonna 1982 Persaud ja Dodd kehittivat ensimmainen elektronisen nendn. Tamén jalkeen ja
erityisesti viimeisen kahden vuosikymmenen aikana, elektronisen nendn kehitysty® on ollut nopeaa.
Elektronisen nenédn perusperiaate on matkia biologisen nendn toimintaa. Ne ovat k&dessé pidettavia,
kannettavia laitteita, joissa on joukko hajusensorikennoja. Kennot tunnistavat ilmassa olevia
haihtuvia molekyyleja ja laite tuottaa mittausdataa reaaliajassa. Kyseessd on ladhinna laadullinen

havainnointi, jossa molekyylejé pyritdan erottamaan toisistaan. (Turner ym. 2004.)

Elektronisen nendn toiminnassa on kolme vaihetta: (1) volatiilinen ainesosa kiinnittyy
hajusensoriin; (2) sensori aktivoituu ja tuottaa ainesosalle spesifisen signaalin; (3) laitteen useiden
hajusensorien tuottama tieto integroidaan ja tdman signaalitiedon perusteella eri ainesosat pystytdan
erottamaan toisistaan. Ihmisen hajuaistin ja keinotekoisen nendn valilla myds on tiettyja merkittavié
eroja. Jarjestelméat kykenevét erottamaan luonteeltaan erilaisia volatiilisia orgaanisia yhdisteité ja ne
ovat eri tavalla alttiita ympériston olosuhteille kuten ilmankosteudelle ja lampétilalle. IThmisen
hajuaisti on paljon monimutkaisempi jarjestelmé& kuin keinotekoinen nend. lhmisen nenén
hajuepiteeli ké&sittdd 10-100 miljoonaa hajureseptoria, joihin kiinnittyy lukematon maara
reseptoreille spesifisida yhdisteitd. Elektroniset nenat kykenevat puolestaan tunnistamaan ja
erottamaan myds ei-tuoksuvia kaasuja kuten hiilimonoksidin, mutta laitteen sensorit eivat ole yhta
herkkid monillekaan ihmisnenan tunnistamille yhdisteille. Elektroninen nend on ihmisnenéa
alttiimpi ympariston vaikutuksille. Sen tuottamaan dataan vaikuttavat muut ilmassa yhta aikaa

leijuvat haihtuvat yhdisteet, ilmankosteus ja lampdtila. (Montuschi ym. 2013.)

Jo vuosia sitten elektronisia nenid on kaytetty onnistuneesti laadunvalvonnassa muun muassa
elintarviketeollisuudessa ja farmasiassa sek& haitallisten kaasujen tunnistamisessa auto- ja
metalliteollisuudessa. Elektronisen nenan hyddyntdminen myos laéketieteen saralla on lisdantynyt
viime vuosina nopeasti. Elektronista nendd on kdytetty onnistuneesti ainakin bakteeri- ja
virtsatieinfektiodiagnostiikassa. Lis&ksi elektronisella nenélld hengitysilmaa analysoimalla on
tunnistettu skitsofrenia- ja diabetespotilaita seka astma- ja keuhkosyopapotilaita. VVoss ym. (2013)
osoittivat tutkimuksessaan elektronisen nendn kykenevédn tunnistaa munuaisten vajaatoimintaa
sairastavat terveistd potilaista 100 %:n erotuskyvylla. Elektroninen nend kykeni erottamaan myos
maksakirroosia ja alkoholiriippuvuutta sairastavat terveistd verrokeista. Sama tutkimusryhmé
osoitti, sydamen vajaatoiminnan aiheuttavan muutoksia elimiston metaboliaan ja sitd kautta
muutoksia hien koostumukseen ja volatiilisten yhdisteiden mé&ériin. Tutkimus osoitti elektronisen
nendn erottavan kompensaatiossa olevaa sydamen vajaatoimintaa sairastavat potilaat terveista
verrokeista 85 %:n tarkkuudella. (Voss ym. 2013.)
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Edelld mainitut tutkimustulokset antavat luotettavan todistuksen siitd, ettd elektroninen nend
kykenee tunnistamaan suuren osan metabolisista muutoksista ja sita kautta elimiston fysiologiset ja
patofysiologiset mekanismit. Onkin aiheellista olettaa, ettd elektronisen nendn avulla pystytdan
havaitsemaan tautitiloja. Kun viela huomioidaan syopakudoksen liséantynyt soluproliferaatio ja sita
kautta myo6s volatiilisten yhdisteiden suurentunut tuotto, sydvan erottaminen on varmasti jopa

herkempdd kuin monien muiden tautitilojen.

2.2 Urologiset sydvat

2.2.1 Eturauhassy6véan ilmaantuvuus

Eturauhassydpa on maailmanlaajuisesti miesten toiseksi yleisin sydpa. Sen maailmanlaajuinen
ilmaantuvuus vuonna 2008 oli noin 900 000 ja kuolleisuus 258 000 tapausta vuodessa. (Cancer
Research UK.) Eturauhassyodpa on yleisin teollistuneissa lansimaissa, kuten Pohjoismaissa, Lansi-
Euroopassa ja Yhdysvalloissa, jossa se on tummaihoisilla yleisempi kuin valkoihoisilla. Vahiten
eturauhassyopéa esiintyy Japanissa ja Kiinassa. Tunnettuja riskitekijoita ovat runsas rasvan kaytto,
lihavuus, tupakointi, tulehdukselliset sairaudet ja beetakaroteeni. (Merril ym. 1997.)
Skandinaavisessa kaksostutkimuksessa osoitettiin ymparistotekijoilld olevan suurempi merkitys
eturauhassyovén kehittymisessa kuin perinndllisilla tekijoilla (Lichtenstein ym. 2002).

Suomessa eturauhassydpa on miesten yleisin syopéd. Vuonna 2005 todettiin 5539 uutta tapausta ja
eturauhassyovén ikéavakioitu ilmaantuvuus oli 100 tapausta 100 000:ta henked kohti. Samana
vuonna eturauhassydpaan kuoli 776 miestd. llmaantuvuuden ennustetaan olevan edelleen nousussa.
Myo6s kuolleisuudella mitattuna eturauhassyopa on miehilla yleisin syopd. Vuosittain

eturauhassyopéan kuolee Suomessa ldhes 800 miestd. (Suomen sydpérekisteri.)

Eturauhassyovan ennusteen kannalta tarkeimmat tekijat ovat kasvaimen levinneisyys, syOvén
erilaistumisaste ja kokonais-PSA-pitoisuus diagnoosihetkelld (Lu-Yao ym. 1997). Taudin varhainen
diagnosoiminen parantaa ennustetta. Ongelmana on kuitenkin se, ettd varhaisvaiheen
eturauhassyopd on usein hyvin oireeton ja tutkimusloydokset vahaisid. Nain ollen kliininen

diagnostiikka saattaa olla hankalaa.



Eturauhassydvan seulonta on jo pitkaan ollut kiistelty aihe. Eturauhassydpa tayttaa suuren joukon
seulonnalle asetettavia ehtoja. Silld on suuri kansanterveydellinen merkitys, varhaisvaiheen
eturauhassyopd on mahdollista hoitaa parantavasti, eikd taudille ole primaaripreventiota.
Eturauhassydville talla hetkelld olemassa olevia seulontamenetelmid ovat PSA-pitoisuuden
maéaritys, rektaalinen palpaatio ja transrektaalinen kaikututkimus. On todettu, ettd PSA-pitoisuutta
voidaan pitaa varsin elinspesifisena mutta ei syovélle spesifisend. Pitoisuus saattaa suurentua myos
eturauhasen  hyvénlaatuisessa liikakasvussa ja eturauhastulehduksessa. PSA-pitoisuuden
maéarittdminen ei siis ole riittdvan sensitiivinen eturauhassydvan seulonnassa. Tdmén vuoksi
rutiinimaista seulontaa eturauhassydvan loytdmiseksi ei voida toistaiseksi suositella. (Wolf ym.
1996.)

Voidaankin todeta, ettd eturauhassyovén seulontaan ja diagnostiikkaan tarvittaisiin uusia
sensitiivisempia menetelmid, koska varhainen diagnoosi on merkittavasti ennustetta parantava

tekija.

2.2.2. Virtsarakkosydvan ilmaantuvuus

Virtsarakkosyopd on maailman seitseménneksi yleisin syopd ja sen ilmaantuvuus on suurin
teollisuusmaissa. Tupakanpoltto ja ammattialtistus kemikaaleille (aromaattisille amiineille) ovat
rakkosyovalle altistavista vaaratekijoistd tarkeimmat. TyOperdiset syOpdd aiheuttavat aineet
(karsinogeenit), etupédéssa vériteollisuudessa kadytetyt aromaattiset amiinit, aiheuttavat jopa joka

neljannen rakkosyovistd maailmanlaajuisesti. (Blanco ym. 2007, Kirkali ym. 2005.)

Virtsarakkosyopd on Suomessa miesten neljanneksi ja naisten kahdeksanneksi yleisin syopa.
Vuonna 2009 todettiin 898 uutta tapausta, joista naisilla vajaa neljannes. Tautiin kuolee vuosittain
noin 230 potilasta. (Suomen syoparekisteri.) Uusiutumistaipumus on erittdin tyypillista virtsarakon
syovélle riippumatta levinneisyydestd tai erilaistumisasteesta. Suuresta uusiutumistaipumuksesta
johtuva jatkuvan seurannan ja hoidon tarve tekee rakkosyovéastd yhden kalleimmista syovista (Riley
ym. 1995).

Perustutkimuksina virtsarakkosyopdd epéiltdessd ovat virtsan tutkiminen verivirtsaisuuden

toteamiseksi ja virtsan irtosolututkimus. Namé& menetelmét ovat nopeita, edullisia ja potilaan
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kannalta helppoja, mutta ongelmana on, ettd niiden sensitiivisyys ja spesifisyys ovat huonoja.
Taman vuoksi virtsarakkosyopda epdiltdessd joudutaan usein tekemé&in rakon tahystys eli
kystoskopia. Kystoskopia on invasiivinen ja potilaalle ikdva tutkimus. Voidaankin todeta, etta
tilausta uudelle, edulliselle ja non-invasiiviselle diagnoosi- ja seulontamenetelmélle on todella

paljon.

2.3 Solulinjat

2.3.1 LNCaP-solulinja

LNCaP-solulinja on luotu eturauhasen adenokarsinooman metastaasista. Metastaasi on kasvanut
subclavikulaarisessa imusolmukkeessa. LNCaP-solut kasvatettiin valmistajan ohjeen mukaisesti
soluviljelyalustoilla (koko: 100x20 mm) 10 ml:ssa solujen elatusnestetta.

LNCaP-solut kasvavat helposti maljalla jakaantuen puolikiintedssé elatusaineessa. Namé solut ovat
erittain vastustuskykyisid ihmisen fibroblastien interferoneille ja niilla on huomattu olevan useiden
merkitsevien kromosomien osalta samanlainen karyotyyppi kuin miehella. LNCaP-soluissa on saatu
séilytettyd syopaa aiheuttavat ominaisuudet. Syovan muodostuskyvyn sdilymista testattiin hiirilla,
joilta oli poistettu kateenkorva. Kun hiiriin pistettiin LNCaP-solulinjan soluja, hiiret muodostivat
syovan pistoalueelle. Tutkimuksissa on myds todettu, ettd solujen toiminnalliset erot ovat séilyneet.
Sekd syOpékudoksen solut ettd viljellyt solulinjan solut tuottavat fosfataasihappoa. Né&iden
molempien solujen sytosolissa ja tumassa on todettu esiintyvan korkean affiniteetin
androgeenireseptoreja ja estrogeenireseptoreita. LNCaP-solulinjan solujen on my6ds todettu
reagoivan herkasti hormoneihin. Solumaljalla 5-alfa-dihydrotestosteroni muutti solujen kasvua ja

lisési fosfataasihapon eritysta. (Horoszewicz ym. 1983.)

Tutkittaessa ihmiselimiston  syopasoluja havaittiin, ettd sukupuoli vaikuttaa tuumorin
kehittymisnopeuteen. Tutkimuksissa todettiin  myods, ettd uros hiiret Kkehittivat tuumorin
aikaisemmin ja nopeammin kuin naaras hiiret. Hormonaalinen manipulointi osoitti, etta riippumatta
sukupuolesta, tuumorin kehittymisnopeus korreloi seerumin androgeenipitoisuuteen. Tuumorin
kasvunopeus on siis riippuvainen sukupuolesta ja kantajan hormonaalisesta tilasta. (Horoszewicz
ym. 1983.)
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LNCaP-solut ovat kromosomistoltaan poikkeavia. Niilld on tdydellinen ihmisen kromosomisto
sisaltden Y-kromosomin, mutta tdman lisdksi niillda on useita merkkikromosomeja. Niiden
karyotyyppi on taysin erilainen kuin aiemmin kéytetyissd Hela-soluissa. Hela-solut otettiin

virheellisesti tarkemmin méérittelemattomasta syopéasolulinjasta. (Horoszewicz ym. 1983.)

Koska LNCaP-solulinjan solut pohjautuvat ihmisen eturauhassyopasoluihin, soluilla on
tutkimuksen kannalta useita hyvid ominaisuuksia. Soluilla on tdysin sama morfologia. Liséksi
toiminnallisten erojen ja syopaominaisuuksien on todettu séilyneen hiirilla tehdyissé tutkimuksissa.
Soluviljelmissd, solujen elatusnesteessé ja hiirelle kehittyneessé tuumorikudoksessa ja plasmassa on
todettu esiintyvan eturauhaselle tyypillisid glykoproteiineja, kuten ihmisen eturauhasen
fosfataasihappoa ja eturauhasantigeenia. (Horoszewicz ym.1983.)

Toiminnallisten erojen todettiin olevan yhtenevéiset myos ihmisen eturauhasenepiteelin eri linjojen
kanssa. Tama nahtiin siind, ettd LNCaP-solut reagoivat pahanlaatuisten eturauhassolujen tavoin
androgeeneille. Solujakautumista solumaljalla saatelee elatusnesteen dihydrotestosteroni (DHT).
Sen lisédksi DHT:lla on vaikutusta LNCaP-solujen androgeenin tuottoon. IImid on todennakdisesti
DHT:n aikaansaama itsendinen spesifinen vaikutus. Ndiden havaintojen perusteella ajatellaan, etta
juuri DHT on ratkaiseva tekijé eturauhassolun muuntumisessa pahanlaatuiseksi. (Horoszewicz ym.
1983.)

LNCaP-solulinjan soluissa todettiin esiintyvan spesifistd, korkean affiniteetin androgeenireseptoria
ja lisaksi erityista estrogeenireseptoria. Tama tarjosi molekulaarisen pohjan sille, ettd solulinjan
solut ovat morfologialtaan samanlaisia elimiston vastaavien solujen kanssa. (Horoszewicz ym.
1983.)

2.3.2 EP-156T solulinja

Ihmisen terveen kudoksen solut tuhoutuvat luonnollisesti ohjelmoidulla solukuolemalla, jota
kutsutaan apoptoosiksi. Tat& ennen solut jakautuvat useita kertoja. Solujen kasvun pysayttajaa on
kutsuttu jakautumisvanhenemiseksi ja sitd pidetddn yhtend solumuuttumista rajoittavana tekijané.
Siitd lahtien, kun DNA-syOpavirukset saatiin kehitettyd, on ollut mahdollista valmistaa

kuolemattomia soluviljelmid ihmisen normaaleista soluista ja primaarituumorin soluista. Useista
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kudoksista, mukaan lukien eturauhanen ja virtsarakko, onkin virusonkogeeni valmisteilla onnistuttu

valmistamaan kuolemattomia solulinjoja. (Kogan ym. 2006.)

Vaihtoehtoinen ja uusin menetelma normaalien solujen apoptoosin estamiseksi on infektoida solut
retroviruksella, johon on lisatty ihmisen telomeraasin katalyyttinen alayksikké hTERT. hTERT
aiheuttaa solujen kromosomien pdihin elongaatiota estden solukuoleman, joka normaalisti
primaarilla hyvénlaatuisella solulinjalla tapahtuisi. Tutkimuksissa huomattiin, ettd hTERT:n avulla
kuolemattomaksi tehdyt solut toimivat fysiologisesti samalla tavalla kuin normaalit ihmisen terveen

kudoksen solut. (Kogan ym. 2006.)

Eturauhasen epiteelisolulinjat luotiin neljasta erillisestd radikaali prostatektomialla saadusta
solulinjasta. Ne nimettiin EP-152, EP-153, EP-156 ja EP-157. Namé solulinjat infektoitiin hTERT-
retroviruksella, johon oli koodattu ihmisen kaanteinen telomeraasi transkiptaasi. Taman jélkeen
solulinjoja alettiin kutsua nimilla EP-152T, EP-153T, EP-156T ja EP-157T. Naistad linjoista
kuitenkin vain EP-156T onnistui niin, ettd sen solut jatkoivat jakautumistaan ja sitd pystyttiin
kéayttdmaan tutkimustyossa. (Kogan ym. 2006.)

EP-156T solulinja valittiin terveen primaarin epiteelisolulinjan sijasta, koska se vastaa paremmin
luminaalisia epiteelisoluja; soluissa on androgeenisia reseptoreita ja se tuottaa prostata spesifisista
antigeenia (PSA), kun sen sijaan primaarit epiteelisolut, kuten kaupallisesti saatavissa olevat
eturauhasepiteelisolut, eivat yleensd tuota androgeenireseptoreita eivatkd PSA:ta ja ovat basaalista

fenotyyppié.

Tutkimusryhman oli luonnollisesti varmistettava, ettd kuolemattomaksi tehdyt EP-156T solut
vastasivat ominaisuuksiltaan alkuperdisia eturauhassoluja. Tdma varmistus tehtiin vertaamalla
sytokeratiinien ja steroidireseptoreiden ilmaantuvuutta solulinjan solujen ja varsinaisten
eturauhassolujen valilla&. Eturauhasen syOpésolulinjoja kaytettiin lisdkontrollina. Tutkimuksissa
todettiin, ettd kuolemattomaksi tehdyt solulinjat erittivat aineita, jotka vastasivat eturauhasepiteelin
basaalista fenotyyppid. Loydettiin suuria maari& basaalisolujen merkkiaineita kuten sytokeratiini 5,
7, 14 ja p63 ja puolestaan vahaisia maaria luumenin solumerkkiaineita kuten sytokeratiini 8 ja 18.
Steroidireseptoreiden vastaavuutta tutkittiin Western Blot —menetelméall& arvioimalla estrogeeni-f3-
reseptorin esiintyvyytta. Se oli samanlainen kuin primaareilla epiteelisoluilla ja LNCaP-solulinjalla.
Néiden, eturauhaselle tyypillisten markkereiden ilmentymisen perusteella, tutkijat totesivat, etta

hTERT-retroviruksen avulla kuolemattomaksi tehdyt epiteelisolut vastaavat p&&osin basaalisten
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solujen fenotyyppid. EP-156T-solulinjan solut eivét pystyneet kdymaan lapi solun erilaistumista.
N&ma 10ydokset osoittavat, ettd solulinjan solut ovat séilyttdneet useita primaarin terveen
eturauhassolun ominaisuuksia, mutta eivét kaikkia. (Kogan ym. 2006.)

2.3.3 Solulinja 5637

Solulinja 5637 edusti tdssd tutkimuksessa virtsarakkosyopad. Solulinjasta tehtyja kaupallisia
solulinjoja kutsutaan myos nimilla ATCC ja HTB-9.

Fogh tutkimusryhmineen vuonna 1977 esitti artikkelissaan, ettd he olivat pystyneet viljelemaan 127
erilaista ihmisen sy6pasolulinjaa. Kunkin néista solulinjoista osoitettiin kehittdvén hiirelle sy6van,
kun niitd injektoitiin ihonalaisesti hiireen 1-20 miljoonaa yksikkdd. Solulinjoista 56 oli
karsinoomalinjoja, 14 sarkoomalinjoja ja 57 muita erilaisia sydpasolulinjoja. Yhden kuukauden
aikana pistamisesta 29 % solulinjoista muodosti 1 cm3 kokoisen tuumorin ja vastaavasti 41 %
kahden kuukauden aikana pistamisestd. Ndaiden syopien histopatologia oli samanlainen kuin
ihmisen kudoksilla kaikissa néisté tapauksista. (Fogh ym. 1977.)

Yksi ndistd Foghin  tutkimusryhmén kasvattamista  solulinjoista oli  kdyttdma&mme
virtsarakkosydpasolulinja 5637. Solulinja 5637 on gradus Il —solulinja ja se on virtsarakon
epiteelisolukkoa. Alun perin se on tehty 68-vuotiaalta kaukaasialaista alkuperdd olevalta ihmiseltd
resekoidusta virtsarakkosyovasta. (Fogh ym. 1977.)

Syopésolulinjaa 5637 tehdaan nykyaan myods kaupallisesti. Kaupallisen solulinjan internetsivuilta
I0ytyi tietoa solulinjan karyotyypista. Solulinjan karyotyypissa modaalinen kromosomimé&éra on 67
kromosomia. Vaihteluvéli on 59-71. 26 %:ssa tapauksista kantasolun kromosomiluku on 67.
Kaikissa ndissé solulinjan soluissa 14 merkkikromosomia olivat samanlaisia ja 8 oli muista
tuntemattomista kudoksista. Normaalia N13-kromosomia ei esiintynyt ja N21-kromosomia esiintyi
vain vahemmistossa solulinjoista. Ylimaaraisid markkereita 16ytyi vain véhemmistosta solukantoja.

Jokaisessa solussa oli muutamaa poikkeusta lukuun ottamatta yksi Y-kromosomi. (LGC Standards.)
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2.4 Ongelmat nykytekniikassa

Kaasukromatografia-massaspektrometria -menetelmaan perustuvilla laitteilla on omat heikkoutensa.
Erityisesti haihtuvien yhdisteiden seoksien ja polyamiinien tutkiminen on haasteellista. Lisaksi
herkkyys heikkenee nopeasti aineen vahaisissa konsentraatioissa. Monimutkaisuuden, tulosten
saamisen hitauden ja kalliiden kustannusten takia se on diagnostisena menetelméana ké&ytannon
la&karin tyohon ja sairaalalaboratorioihin soveltumaton. (Wilson ym. 2011.) Vastaavasti, vaikka
koirien on osoitettu melko tarkastikin tunnistavan syopépotilas, on Kkoirien tuominen

sairaalaolosuhteisiin mahdotonta (Gordon ym. 2008).

Elektronisen nendn kehitystyota l4&ketieteen saralla on hidastanut se, ettd elektronisia nenia
koskevissa tutkimuksissa ympéri maailman on kéytetty useita erilaisia elektronisen nenan
prototyyppejd. Tutkimuksia, joissa naita eri laitteita olisi verrattu, on valitettavasti hyvin véahan.
Liséksi eri tutkimukset on tehty erilaisilla tutkimusprotokollilla erilaisissa tutkimusolosuhteissa ja
mittaustulosten késittelyssa on kaytetty erilaisia tiedonkasittelyohjelmia. Ndmé& asiat tekevat
tutkimustulosten vertaamisesta hankalaa ja osin epéluotettavaa. Jotta tulevaisuudessa pystytaan
maéarittdmaan, onko neoplastisten muutosten hajuprofiililla yleistettavissa olevia piirteitd, on
identtisilla mittalaitteilla ja tutkimusmenetelmilld tutkittava viela suuri méaara erilaisia

syopasolulinjoja ja elimiston eri kudoksia.

Aiempia tutkimuksia elektronisesta nenasta eturauhassyovén osalta ei ole julkaistu ja useat muut
elektronista nendad koskevat tutkimukset on tehty suhteellisen pienilld potilasmé&arilla. Jatkossa
tarvitaankin suuremman otoskoon prospektiivisia tutkimuksia, jotta saamme liséa tietoa ja
pystymme entisestdan kehittdméén tata menetelméé. Kuten kaasukromatografia-massaspektrometria
-menetelmén tuottaman datan analysointi, myds elektronisen nendn antaman mittausdatan
analysointi on suhteellisen monimutkaista ja vaatii osaamista. Sekin rajoittaa viela talla hetkella

elektronisen nendn kayttoa diagnostisena apuvalineend kaytannon tyossa.

Tutkimuksessamme saimme viitteitd siitd, ettd pH:n nosto parantaa elektronisen nenan erotuskykya.
Mittausolosuhteet, kuten ilmankosteus, pH, lampdtila ja analysoitavan nédytteen koko on jatkossa
standardisoitava, jotta saatuja tuloksia voidaan varmuudella verrata ja analysoida luotettavasti
(Turner ym. 2004). Suurin ongelma ChemPro 100:lle, jota t&ssa tutkimuksessa k&ytimme, on sen

alttius kosteudelle. Hoyrystyva vesi aiheuttaa elektroniselle nendlld héiriotd ja laite tarvitsee
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suhteellisen pitkén palautumisajan mittausten vélilla. Erilaisia hajusensorikennoja ja suodattimia
kayttamalla tatd ongelmaa on kuitenkin mahdollista véhentdd (Bartolazzi ym. 2010). On myds
mahdollista, ettd haihtuvien merkkiaineiden valilla tapahtuvat kemialliset reaktiot vaikuttavat
jossain maarin tutkittavan aineen hajuprofiiliin ja sitd kautta tuloksiin. Naitd mahdollisia reaktioita

ja niiden vaikutusta hajuun emme viel& taysin tunne.

2.5 Tutkimushypoteesit

Aiemmissa tutkimuksissa on todistettu, ettd syopakasvaimissa vilkastunut soluproliferaatio
heijastuu virtsaan kohonneena polyamiinipitoisuutena (Russell ym. 1971). Dosentti Oksalan
tutkimusryhmén aiempien toiden perusteella tieddmme ChemPro 100-kaasuanalysaattorin
kykenevén haistamaan polyamiinit 0,1-0,001 molaarisista vesiliuoksista ja pystyvan myds
erottamaan polyamiinit toisistaan. Elektroniselle nenélle tyypillisesti aineiden konsentraatio ei juuri
vaikuta erotuskykyyn. Tutkimusryhmén aiemman tutkimusvaiheen perusteella tieddmme myds, etté
pahanlaatuisen virtsan hajuprofiili eroaa merkittdvasti hyvénlaatuisesta virtsasta. Sen sijaan

hyvanlaatuisesta ja pahanlaatuisesta munuaiskudoksesta ei pystytty luotettavasti havaitsemaan eroa.
Tutkimuksen kolmannen vaiheen tarkoituksena oli selvittad, eroavatko solut ja niiden elatusnesteet
vedestd. Toiseksi tutkimme eroavatko solulinjat toisistaan ja kolmanneksi eroavatko solulinjat

vastaavista elatusnesteista.

Tutkimushypoteesina oli, ettd ChemProl00 kykenee erottelemaan hyvanlaatuiset solut

pahanlaatuisista soluista.
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3 MENETELMAT

3.1 ChemPro 100

Tutkimuksessa kaytettiin -~ Environics OY:n valmistamaa kaupallista ChemPro 100 -
kaasuanalysaattoria. Laite kytkettiin Windows UIP -ohjelmistoa hyddyntédvddn kannettavaan
tietokoneeseen. Laitteisto sallii kemiallisen spektrin tallentamisen reaaliajassa myo6hempéé
analysointia varten. ChemPro 100:n toiminta perustuu IMS-tekniikkaan (lon mobility sensor). IMS-
tekniikassa molekyylit erotellaan niiden massan ja varauksen mukaan ja lisaksi niiden liikkuvuuden

avulla. Molekyylin kykya liikkua ilmassa maarittavat mm. molekyylin koko ja muoto. (Kuva 1.)

IMS-laitteistossa molekyylit on ensin ionisoitava. Yleisin ionisaatioon kaytettdva tekija on

radioaktiivinen beetaséateilija, kuten 63Ni tai 241Am. Taman jalkeen ionit ohjataan virtausputkeen,
jossa ne kiihdytetdan heikon sdhkokentén avulla ja josta ne kulkevat kohti detektoria. lonien kulkua
haittaa torméily ympardivan ilman molekyylien kanssa, jolloin suuremmat ionit tormailevat
pienempid voimakkaammin. Tdman takia ionien erittely muodon ja koon mukaan mahdollistuu.
Laitteistossa on elektrodeja, jotka reagoivat positiivisesti tai negatiivisesti varautuneisiin
molekyyleihin. Nain saadaan tietoa molekyylien varauksista. Yhteen laskettu mitattu arvo antaa
informaatiota partikkelin luonteesta, mm. muodosta, koosta, konsentraatiosta, seka varauksesta.
(Réck ym. 2008.) Suomalainen tutkimusryhma Utriainen ym. (2003) on Kirjoittanut laitteesta

yksityiskohtaisen kuvauksen.

3.2 Naytteiden mittaaminen

Kaikki mitattavat nédytteet valmistettiin ensin sulattamalla ndyte ja sitten pipetoimalla tutkittavaa
naytettd 250 ul petrimaljalle suoraan nayteputkesta. Petrimaljalle pipetoitiin tdman liséksi 4,75 ml
steriilid vettd, jolloin kokonaistilavuudeksi saatiin 5 ml. Tdma tilavuus muodosti petrimaljalla ohuen
yhtendisen kerroksen taaten maksimaalisen haihtumis-pinta-alan. Teoriassa on mahdollista, etta
hypotoninen steriili vesi aiheuttaisi tutkittaville soluille hdiriota ja siten maksimoisi volatiilisten

yhdisteiden haihtumisen.
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Petrimalja peitettiin muovisella kannella, jossa oli kolme reikdé. Rei’ista kaksi olivat korvausilmalle
ja kolmanteen reikaan asetettiin 16 G laskimokanyyli. Injektioportista kanyylin ja muovisen Teflon
pillin avulla n&yteilma ohjattiin analysoitavaksi elektroniselle nendlle. (Kuva 2). Petrimalja
asetettiin 37C vesihauteeseen ja mittaukset suoritettiin laminaarivirtauskaapissa. Mittaus aloitettiin,
kun néyte alkoi hoyrystya kannen alla. Kukin mittaus kesti 15 minuuttia, jonka jélkeen
analysaattorin ilmanotto-osat kuivattiin ja analysaattorin annettiin haistella puhdasta ilmaa 10
minuuttia spektrin tasaantumiseksi. Tutkimuksen aiemmassa vaiheessa ndiden mittausaikojen
todettiin olevan riittavat sekd tuottamaan maksimaalinen signaali ettd palauttamaan elektroninen
nend perustilaan. Jokaista mittausta varten valmistettiin uusi petrimaljandyte. Aiemmassa vaiheessa

todistettiin my0s, ettei mittalaitteeseen j&& jadnnoksia ndytteiden mittaamisen yhteydessa.

Imuilmandytteen keruuta seurattiin laitteen trendindytéltd pyrkien ajoittamaan kemiallinen profiili
hetkeen, jolloin kaikista kennoista mitattu signaali saavutti ns. "plateau”-vaiheen. Tamé hetki
pystyttiin ajoittamaan myos raakadatasta etsien signaalien maksimi. Tama mittausjakson korkein
absoluuttinen arvo valittiin edustamaan kyseistd ndytettd myohemmaéssa analyysissd. Jokainen
solundyte mitattiin ainoastaan kerran, mutta kustakin solujen kanssa olleesta elatusnesteesté tehtiin

4 mittausta.

Laite analysoi imuilman hiukkasten massan ja varauksen ja ilmoittaa keraamisissa kennoissa (16
kpl) ja kaasujen havaitsemiseen tarkoitetuissa erillisissa puolijohdekennoissa (2 kpl) sahkokentan
yllapitdmiseen tarvittavan virran (pA), joka muuttuu hiukkasten koon ja varauksen mukaan.
Jokaisen néaytteen hajuprofiili voitiin tdman jéalkeen ilmaista 18 reaaliluvun sarjana. Kahdella
kanavalla ndist4 18 kanavasta ei ollut vastaavuutta mittausten kanssa, joten ndiden kanavien antama
data jatettiin pois analyysista ja siten lopulliseen analyysiin kaytettiin 16 kanavaa. Mittauskertojen

valilla anturi altistettiin isopropanolia sisdltavalle naytteelle, joka puhdisti mittauskennot.

3.3. Mittaustulosten analysointi:

Saatava 16-kanavainen aineisto analysoitiin kayttden datan muunnokseen ja prosessointiin Matlab-
ohjelmistoa (Mathworks, Natick, MA). 16-kanavaisen tilan visualisointi vaatii prosessointia. Se
tehtiin principal component-analyysin (PCA) avulla. Siind suuresta maarastd parametreja saatiin
esille ne, jotka edustivat tutkittavan aineen aiheuttamia muutoksia (data reduction). Periaatteena oli,

ettd aineistosta vahennettiin pois ne kanavat, jotka eivét korreloineet lainkaan mitattavan ndytteen
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konsentraation kanssa ja toisaalta ne kanavat, jotka korreloivat voimakkaasti toistensa kanssa eli
eivat siséltaneet lisdinformaatiota. Taman jalkeen néaytteiden valinen ero madaritettiin maarittamalla
ns. Mahalonbis-etaisyys (MD) ja data esitettiin 2-uloitteisessa ns. kaanonisessa kuvaajassa, jossa
merkittédva erona pidetddn MD>3. (Gendron ym. 2007, Lee & Verleysen 2007.) Tdmé& mittausdatan
matemaattinen analysointi suoritettiin Tampereen teknillisessa yliopistossa.

Namé edella mainitut analyysimenetelmat tarjosivat kaksi erilaista mittausdatan tarkastelu
mahdollisuutta. Tulokset pystyttiin visualisoimaan ja luokittelemaan. Ennen datan analyysid se
normalisoitiin. Tam& korosti elektronisen nendn tuottamaa hajuprofiilia ja véhensi mahdollista
virhettd tuloksissa. 16-kanavaisen aineiston absoluuttiset arvot muodostivat summan, jonka
perusteella jokainen nayte luokiteltiin. 16-ulotteisen tilan visualisointi edellytti data reductionia.
PCA on lineaarinen projektio, jossa moniulotteinen data esitetdén 2-uloitteisessa tilassa siten, etta
datan maksimaalinen variaatio sailyy. MDS (multidimension scaling) puolestaan siirtdd datan
pienempédéan ulottuvuuteen siten, ettd pisteiden valiset etéisyydet uudessa ulottuvuudessa ovat
mahdollisimman samanlaiset kuin alkuperédisessd. MDS mahdollistaa my6s non-lineaariset
muutokset. Datan visualisoimiseksi se siirrettiin 2-ulotteiseksi Sammon mapping —menetelmaélla.
Akselit kuvissa 3-7 ovat suuntia jotka optimaalisesti séilyttdvat data-pisteiden etdisyyden. (Lee &
Verleysen 2007.)

Kuva 1. ChemPro100 -elektroninen nena. Kuva 2. Mittauskammio.
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3.4 Aineisto

Tutkimuksen alussa tutkimme elektronisen nendn johdonmukaisuutta mittaamalla uudelleen
polyamiineista aiemmin mitattu putreskiini-sarja. Tamén teimme sen vuoksi, ettd oli herannyt huoli
ChemPro 100:1la aiemmin mitattujen ja toisessa vaiheessa mitattujen vesikontrollien suuresta
erosta. Mittasimme myds spermiini-sarjan suuremmalla konsentraatiolla (ImM). Tutkimme néin,
paraneeko elektronisen nenén erotuskyky suuremmalla konsentraatiolla. Lisaksi saimme Kuopiosta
professori Jouko Vepsaldisen syntetisoimia asetyloituja polyamiineja (asetyloitu N1-spermidiini).
Asetyloituneita polyamiineja ei 10ydy mistddn kaupallisena ja ne ovat nimenomaan syOvéssa
virtsaan erittyvid aineita. Tutkimme haisevatko syovélle ominaiset huomattavan volatiilit
asetyloidut polyamiinit erityisesti ja kykeneekd kone erottamaan asetyloidut polyamiinit ei-
asetyloiduista. Koska aiemmissa tutkimuksissa on saatu viitteita siitd, ettd polyamiinit haihtuvat
voimakkaammin pH:n noustessa, testasimme my6s pH:n vaikutuksen erotuskykyyn. Tutkimme

parantaako pH:n nosto erotuskykya nostamalla pH:n 7:std 10:een eli selvésti eméksiseksi.

Loppuvuodesta 2010 teimme viljeltyja sydpésolulinjoja koskevat mittaukset. Mittasimme kolmen
eri solulinjan hajuprofiilit ja selvitimme ChemPro 100:n kykyd erottaa ne toisistaan.
Tutkimuskohteiksi  valikoitui  kolme urologista solulinjaa: Eturauhasen adenokarsinooma
syopasolulinja (LNCaP), joka vastasi ominaisuuksiltaan pahanlaatuista eturauhassydpékudosta
(Horoszewicz ym. 1983), telomeraasi-immortalisoitu eturauhasen uroepiteelisolulilinja (EP_156T),
joka vastasi hyvénlaatuista eturauhaskudosta (Kogan ym. 2006), sekad virtsarakkosyopasolulinja
S5637 (ATCC nro HTB-9), joka vastasi virtsarakkosyopakudosta (Fogh ym. 1977). Tutkimuksessa

analysoimme elektronisen nenédn avulla néitd kolmea solulinjaa ja niiden elatusnesteité.

Analysoimme 13 mittausta LNCaP-solulinjan soluista, 4 mittausta solujen kanssa olleesta
elatusnesteestda ja 8 mittausta puhtaasta elatusnesteestd. EP-156T- ja S5637-solulinjoista
molemmista analysoimme 15 solumittausta, 4 mittausta solujen kanssa olleesta elatusnesteesta ja 8
mittausta puhtaasta elatusnesteestd. Liséksi teimme 37 mittausta kontrollindytteend toimineesta
puhtaasta neutraalista vedesta (pH7).
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4 TULOKSET

Tassé tutkimuksessa pyrittiin saamaan vastaus kolmeen kysymykseen. Ensinnadkin, kykeneeko
elektroninen nend erottamaan solu- ja elatusnestendytteet puhtaasta vedestd. Toiseksi, eroavatko
tutkittavat solulinjat toisistaan ja, kykeneekd elektroninen nend erottamaan pahanlaatuisen
eturauhassyopésolu- (LNCaP), virtsarakkosyopasolu- (S5637) ja hyvénlaatuisen eturauhassolulinjan
(EP-156T) toisistaan. Lis&ksi tutkittiin, vaikuttavatko solut elatusnesteensd hajuun. T&t4 asiaa
tutkittiin vertaamalla solundytteitd elatusnesteeseen, jossa soluja oli kasvatettu, sekd vertaamalla
soluja inkubaattorissa olevaan puhtaaseen elatusnesteeseen. Téaté tutkittiin sen takia, ettd pystyttiin
varmistamaan, etteivat erot solulinjojen Vvélilla johtuneet mahdollisista solundytteiden

elatusnestejadmisté.
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Kuva 3: Elektronisen nendn 16-kanavainen kemiallinen spektri ja nédytteiden eroaminen eri kanavilla.
Kuvasta nihdadn, ettd lahestulkoon kaikilla kanavilla on jonkin verran eroa solulinjojen valilla. Taman

perusteella ndyttdisi silté, ettd jokaisella solulinjalla on omanlaisensa hajuprofiili.

Ensimmaiseen tutkimuskysymykseen, pystyykd elektroninen nend erottamaan solu- ja
elatusnestendytteet vedestd, saatiin selvd vastaus. Vesindytemittauksista 15/15 erosi solulinja- ja
elatusnestendytemittauksista. Elektroninen nend kykeni siis erottamaan kaikki vesinaytteet solu- ja
elatusnestenaytteistd (Kuva 4). Lineaarisella diskriminantti luokituksella MCRs (misclassification
rates) luvut olivat 1,4-1,7%. Samasta kuvasta nahdaan, ettd LNCaP-solulinja eroaa muista
solulinjoista selvésti. Sen sijaan EP-156T- ja S5637-solujen valille ei saatu tilastollisesti
merkittdvaa eroavaisuutta. Tutkimustulokset visualisoitiin Sammon Mapping —menetelmalld, jotta

tulokset saatiin havainnollisempaan muotoon.
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Kuva 4: Solu- ja elastunestenaytteiden eroaminen vedestd (Sammon mapping). Kuvasta ndhdaan, etté vesi-
néyte eroaa muista kahta outlier-tapausta lukuunottamatta. LNCaP-ndyte eroaa seka vedestd ettd muista

solulinjoista.

4.1 Eturauhassolulinja

Tutkimuksessa osoitettiin, ettd pahanlaatuiset eturauhassyopasolut (LNCaP) eroavat muista
solulinjoista MCRs lukujen ollessa 2,9-3,6 %. 12/13 LNCaP-solundytteistd erosi muista
solulinjoista (Kuva 5). Erotuskyky oli 95 %:n luokkaa. Sen sijaan hyvanlaatuiselle
eturauhassolulinjalle ja virtsarakkosyopéasolulinjalle ei saatu tilastollisesti merkittdvaa eroa

tutkimuksissa (Kuva 5).
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Kuva 5: Eri solulinjojen eroaminen toisistaan (Sammon Mapping). LNCaP-solundytteistd 12/13 eroaa

muista solulinjoista. EP-1567 ja S5637 eivat eroa toisistaan.
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EP-156T-solulinjan elatusneste erosi solunéytteistda (MCR: 5,3 %). Sen sijaan LNCaP-solulinjan
elatusneste ei merkittavasti eronnut. Puhtaan elatusnesteen hajuprofiili puolestaan erosi
merkittavasti solunaytteistd (Kuvat 6 ja 7). MCRs LNCaP-soluilla oli 23,8-25,6 % ja EP-156T-
soluilla 0.0-0.9 %. Taman eron aiheuttaa mahdollisesti yksittdinen outlier, joka on paéllekkain
puhtaan elatusnesteen kanssa. Namé tulokset antavat viitteen siité, ettd LNCaP ja EP-156T solut

muuttavat elatusnesteensa hajuprofiilia.
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Kuva 6: LNCaP-solujen eroaminen niiden puhtaasta elatusnesteestd (Sammon mapping). Kuvasta ndhdaan,
ettd LNCaP- solut eroavat merkittavasti puhtaasta elatusnesteestd (MCRs 23,8-25,6 %).
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Kuva 7: EP-156T-solujen eroaminen niiden puhtaasta elatusnesteesta (Sammon mapping). Kuvasta ndhdaan,
ettd EP-156T solut eroavat merkittavésti puhtaasta elatusnesteestd (MCRs 0,0-0,9 %).
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4.2 Virtsarakkosolulinja

S5637-solulinjan solundytteet eivat tdman tutkimuksen mittauksissa eronneet hyvénlaatuisista
eturauhassoluista eli EP-156T-soluista (Kuva 5). Pahanlaatuisista LNCaP-eturauhassydpasoluista se
kuitenkin erosi merkittavasti (Kuva 5). S5637-solulinja erosi myos selvasti puhtaasta vedesta (Kuva
4), mutta ei puhtaasta elatusnesteesta (Kuva 8). Tdmé osoittaa, etté jostakin syystd S5637-solut eivét
vaikuttaneet elatusnesteensa hajuprofiiliin samalla tavalla kuin eturauhaskudoksen solut.
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Kuva 8: S5637-solujen eroaminen niiden puhtaasta elatusnesteestd (Sammon mapping). Kuvasta nahdaan,

ettd solut ja niiden puhdas elatusneste eivat merkittavasti eroa toisistaan.

Tutkimuksen térkeimpéand 16ydoksena on, ettd elektronisen nendn avulla pystytddn erottamaan
hyvanlaatuiset eturauhassolut pahanlaatuisista eturauhassydpasoluista. Erotuskyky on 95 %:n
luokkaa. Uskommekin, ettd elektronista nen&é kehittdmalla, sitd voidaan tulevaisuudessa hyodyntaa
eturauhassyovén diagnostiikassa ja hoitovasteen seurannassa. Lisdksi analyysissa saatiin viitteitd
siitd, ettd eturauhassyopasolut muuttavat elatusnesteensa hajua. Sen sijaan virtsarakkosolulinja ei

merkittavasti eronnut muista solulinjoista.
Varsinaisten tutkimustulosten ohella saatiin varmistettua, ettd asetyloidut polyamiinit erottuvat

vedestd asetyloitumattomia paremmin (Kuva 9). Liséksi saatiin viitteitd siitd, ettd pH:n nosto

parantaa erotuskykyéa (Kuva 10).
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Kuva 9: Asetyloitujen ja asetyloitumattomien polyamiinien eroaminen toisistaan. Punaisella viivalla

piirrettynd ovat asetyloidut polyamiinit. Sinisella viivalla asetyloitumattomat. Kuviosta nahdaén, etta tietyilla

kanavilla asetyloidut polyamiinit tuoksuvat voimakkaammin
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Kuva 10: pH:n vaikutus erotuskykyyn. Korkeammalla pH:lla volatiilisten aineiden haihtuminen lisdantyy ja

siten aineiden tuoksuvuus paranee.
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5 POHDINTA

5.1 Tutkimusmenetelman arviointi

Aiempien tutkimusten perusteella tiedetaan, etta viljellyilla sydpdasoluilla on yksilollinen hajuprofiili
(Bartolazzi ym. 2010, Gendron ym. 2007). Useimmissa elektronista nenda koskevissa tutkimuksissa
on kuitenkin analysoitu melko pienia ndytemaarid, eika tutkimuksissa ole analysoitu tai kontrolloitu
solujen vaikutusta elatusnesteeseen. Bartolazzi ym. (2010) kontrolloivat tutkimuksessaan
elatusnesteen vaikutuksen hajuprofiiliin. Tutkimusryhmd myods tehokkaasti vahensi IMCell-
laitteelle ominaista kosteusongelmaa kayttdmalla Nafion (Perma Pure LLC, NJ, USA) suodattimia.
Suodattimien kayttd paransi myos erotuskykyd. Tamén tutkimuksen tavoitteena oli tuottaa
samanlainen laadukas tutkimus urologisista syOpéasolulinjoista ja kayttdd mittaustulosten

analysoimisessa kehittyneitd matemaattisia metodeja.

Taman tutkimuksen tulokset saavutettiin hyvin valvotuissa olosuhteissa ja ne antavat viitteen siita,
ettd pahanlaatuisten solujen hajuprofiili eroaa hyvanlaatuisista, ja ettd eri solulinjojen solut on
tietyilla rajoituksilla mahdollista erottaa toisistaan kayttdmaéll& elektronista nenda. Solut nayttavéat
my06s muuttavan elatusnesteensé hajuprofiilia. Tamé nékyy tuloksissa siing, etté solujen kanssa ollut
elatusneste eroaa merkittavasti puhtaasta elatusnesteestd ja solujen kanssa olleen elatusnesteen
hajuprofiili on siirtynyt kohti solujen hajuprofiilia. Vaikka virtsarakkosolulinjalla muutokset eivét
olleetkaan yhtd merkittavid, ilmi6 on silti nahtavissa kaikilla kolmella solulinjalla. T&mé& puolestaan
viittaa siihen, ettei ilmi6 ole spesifista syovélle. On muistettava, ettd solujen kanssa olleesta
elatusnesteestd tehtiin varsin vahan mittauksia. Tama estad tekemasté lopullista johtopaatosta tasta

I0ydoksesta.

Tuloksia tulkittaessa on otettava huomioon mahdollisia néytteisiin ja polyamiinipitoisuuksiin
vaikuttavia tekijoitd. Aiemmissa tutkimuksissa on saatu viitteita siitd, ettd polyamiinien pitoisuuteen
virtsassa voivat vaikuttaa ainakin ruokavalio, k&ytetyt ladkkeet ja inflammaatio (Russell ym. 1971).
Varmuudella ei tiedetd, erittyvatkd markkerimolekyyleind toimivat polyamiinit virtsaan oikeilla
syopapotilailla suoraan syopékudoksesta, tassé tapauksessa eturauhasesta ja virtsarakosta. Toinen
mahdollisuus on, ettd ne eritetddn verestd munuaisten glomerulusfiltraation avulla. Jalkimmaisessa

tapauksessa my6s munuaisfunktiolla saattaa olla merkityst4 virtsan polyamiinipitoisuuksiin ja sita
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kautta hajuprofiiliin. Jatkossa onkin tutkittava lisdd myds terveiden ihmisten virtsaa normaalin

polyamiinitason maarittamiseksi.

On myos mahdollista, ettd primaarikasvaimen hajuprofiiliin vaikuttavat kasvainsolujen ohella
elimiston muut solut, kudosnesteet ja veri. Taméan vuoksi ei varmuudelle tiedetd, kuinka hyvin
viljellyt, huomattavasti yksinkertaistetut, soluviljelmat vastaavat oikean syodpakudoksen
hajuprofiilia. Jatkossa on myo0s tutkittava, kuinka hyvin sydpakudoksen hajuprofiili valittyy

virtsaan.

Tutkimuksen tulokset ovat joka tapauksessa merkittdvat. Kyseessd on ensimmdinen kerta, kun
elektronisen nendn k&yton on osoitettu olevan tehokas keino urologisten sydpésolujen

tunnistamisessa.

5.2 Johtopaatokset

Tassa tutkimuksessa osoitettiin, ettd hyvanlaatuisella ja pahanlaatuisella eturauhassolulinjalla on
erilainen hajuprofiili. Elektronisen nendn avulla on siis mahdollista erottaa normaalit
eturauhassolut sydpésoluista. Virtsarakkosyopéasolulinja ei sen sijaan merkittavasti eronnut muista
solulinjoista. Lisdksi tutkimuksessa osoitettiin, ettd ndma tulokset eivdat ole erilaisten
elatusnesteiden tai elatusnestejadmien aiheuttamaa harhaa. Saatiin myo6s viitteita siitd, ettd solut
muuttavat elatusnesteensé hajua. Tarvitaan vield lisdd tutkimuksia, jotta selvidd, voidaanko néita

tuloksia hyddyntaa kliinisessa diagnostiikassa ja kdytannon ladkarin tyossa.

5.3 Tulevaisuuden ndkymat

Varsinaisten tutkimustulosten liséksi saatiin viitteitd siitd, ettd pH:n nosto parantaa erotuskykya, ja
ettd asetyloidut polyamiinit erottuvat vedestid asetyloitumattomia paremmin. Nen&-menetelman
kehityksen kannalta onkin olennaista 10ytéa erotuskyvyn kannalta optimaaliset mittausolosuhteet.
Oleellista on my6s optimoida ja identifioida kéytettdvat sensorit ja mittausprotokollat seka
eliminoida mahdolliset virheldhteet kuten ilmankosteus. Kéyttdmamme ChemPro 100 on varsin
altis ilmankosteudelle. Markkinoilla on kuitenkin saatavilla uusia elektronisia nenid, jotka eivét ole
yhté alttiita kosteudelle, ja joiden erotuskyky on parempi. Tulevaisuuden tutkimuksissa olisi

hyodyllistd kayttaa tallaista uutta laitteistoa.
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Elektronisen nendn tuottaman datan analysointi on suhteellisen monimutkaista ja vaatii osaamista.
Se rajoittaa vield télla hetkell& osaltaan elektronisen nenédn laajempaa kayttoa. Elektronisen nenan
hyodyntdminen kédytdnnén tyossd edellyttdd myds analysointimenetelmad, joka pystyy
hajusensorien suuresta datamadrastd tuottamaan nopeasti, minuuteissa, selkedd ja ymméarrettavaa
dataa. (Turner ym. 2004.) Menetelmd onkin tulevaisuudessa validoitava ja kehitettdva
mahdollisimman yksinkertaiseksi. Ensisijaisen térkedd on standardisoitu ja maaratietoinen
tutkimustyd. Kaytettdvien laitteiden hajusensoreiden herkkyyden ja tarkkuuden sekd pitkan
aikavélin stabiiliuden parantaminen sekd ympériston vaikutusten identifioiminen on valttdmatonta.
(Montuschi ym. 2013.) Vasta tdman jalkeen elektronisen nendn roolia ja kustannushyotyé

eturauhassyovén seulonnassa, diagnostiikassa ja hoidossa voidaan lopullisesti arvioida.

Elektronisen nendn kayttd kéytdnnon laéketieteessa on siis vield vahdistd ja suhteellisen uutta.
Esimerkiksi keuhkosairauksien diagnostiikassa erilaiset laboratoriostandardisoidut
uloshengitysilman kerdysmenetelmat ja keratyn ilman analysoiminen elektronisella nendlld on jo
mahdollista, mutta menetelmaé ei kuitenkaan ole viel& maailmanlaajuisesti hyvéksytty, eika otettu
kayttoon. (Montuschi ym. 2013.)

Elektroninen nend —menetelméll&d on kaikesta huolimatta valtava potentiaali. Sitd on mahdollista
hyodyntaé laajasti ladketieteen saralla. Diagnostiikan liséksi sen avulla on mahdollista saada lis&a
tietoa monien sairauksien patofysiologisista ja etiologisista tekijoistd aina molekyylitasolle asti.
Tata tietoa voidaan puolestaan kayttdd hyodyksi uusien laékkeiden ja uusien hoitomuotojen

kehitystyossa. (Montuschi ym. 2013.)

Uskommekin jo t&ssd vaiheessa, ettd elektroninen nené on tulevaisuuden nouseva non-invasiivinen
diagnostinen tyokalu ja, ettd elektroninen nend tulee parantamaan sydpdpotilaan hoitoa usealla
tavalla. Non-invasiivisena tydvalineend se helpottaa diagnostiikan lisaksi sydvan ja hoitovasteen
seurantaa. Ennustamme, ettd 5-10 vuoden péasta tdmé tutkimusalue Kkehittyy siten, etté
eturauhassyOpd ja my0s muita syopid voidaan luotettavasti tunnistaa k&dessa pidettavéalla

elektronisella nenalla.
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Tulevaisuudessa tutkimusta jatketaan analysoimalla oikeiden syOpépotilaiden virtsaa.
Syopévirtsatutkimuksen lisaksi suunnitelmissa on laajentaa syopésolulinjoja koskevaa tutkimusta.
Itd&-Suomen Yliopiston kanssa suunnitellussa projektissa on tarkoitus selvittdd urologisten
syopalinjojen polyamiinipitoisuuksia ja metaboliaa tarkemmin kayttden aineita, joilla polyamiinien
eritystd stimuloidaan ja kataboliaa estetddn. On myos tutkittava, pystyyko tallaista kasittelya
kayttamalla ja tutkimusolosuhteet (pH, kosteudenpoisto, CO2, lampdtila) optimoimalla
parantamaan ChemPron erotuskykya ja |6ydetd&dnko hajuprofiilista polyamiineille tyypillisia
piirteitd. Lisaksi on pyrittdva identifioimaan spesifiset molekyylit, jotka aiheuttavat muutokset
elatusnesteiden hajuun ja aiheuttavat erot solulinjojen hajuprofiileissa. Erityisen mielenkiintoinen
tutkimuskohde on syovélle spesifiset asetyloituneet polyamiinit. Naytteitd l&ahetetddn myos Ita-
Suomen Yliopistoon kaasukromatografia-massaspektrometriaan polyamiinipitoisuuksien tarkkaa

maéaritysté varten. N&in paastaan tulevaisuudessa vertaamaan eri menetelmillé saatuja tuloksia.
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