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Syovisséd sokerimetabolian on todettu muuttuvan. Tama saattaa vaikuttaa muun muassa syo-
pésolujen invaasiokykyyn ja migraatioon esimerkiksi hyaluronaanisynteesin kautta. Useissa
syOvissd on todettu muutoksia hyaluronaanimédirissd ja tdimén on osoitettu vaikuttavan syo-
vén ennusteeseen. SuusyOpd on maailmanlaajuisesti merkittdvd syopé ja sen hyaluronaani-
aineenvaihdunnasta tietoa on rajoitetusti, joten tillainen tutkimus on tirked.

Tutkimuksen tarkoitus oli selvittdd kuinka muutokset glukoosin saannissa ja tietyt solujen
nukleotidimetaboliaan vaikuttavat késittelyt muuntavat suusydpéasolujen UDP-sokereiden ja
hyaluronaanin tuotantoa ja miten ndmé muutokset edelleen sdételevit solujen migraatiota.

Tutkimuksessa kdytettiin kahta eri immortalisoitua kielen levyepiteelikarsinoomasolulinjaa:
SCC-9 ja SCC-25. Verrokkisoluina toimivat immortalisoidut ihon keratinosyytit, HACAT-
solut. UDP-sokerien mairittdmiseen kéytettiin HPLC:ti ja hyaluronaanimédaréa tarkasteltiin
ELSA:n avulla. Tulokset normalisoitiin totaaliproteiinimé&ériin, jotka médritettiin Pierce
BCA-kitilld. Tdmaén liséksi tarkasteltiin solujen migraatiota.

Hypoteesimme mukaisesti suurempi glukoosikonsentraatio kasvatusmediumissa vaikutti
positiivisesti solujen tuottamiin UDP-sokerikonsentraatioihin. Tdma heijastui myds hyalu-
ronaanimddriin: mitd korkeampi glukoosikonsentraatio sitd korkeampi hyaluronaanimééara.
Glukosamiinikaisittely, jonka tiedetdén vaikuttavan UDP-sokerimiériin, vaikutti kaikilla so-
lulinjoilla voimakkaimmin. Migraatioiden mielenkiintoisin tulos oli, ettd glukosamiinia saa-
dessaan, SCC-25-solujen migraatio hidastuu merkittavésti.

Tuloksemme vahvistavat aikaisempia tutkimuksia hyaluronaanin merkityksestd syovéssa.
Tamaén lisdksi tutkimuksemme osoitti, ettd HACAT-solut eivat toimi kontrollisoluina suun
limakalvon soluille niiden erilaisuuden takia. My0s tutkimuksessa kdytettyjen syopasolulin-
jojen vililld havaittiin eroja.
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It has been noticed that cancer cells have many differences in their sugar metabolism. This
might also affect hyaluronan (HA) synthesis and hence processes influenced by it, like cell’s
ability to invade and migrate. In many cancers, changes in the hyaluronan levels have been
noted and it has been confirmed that it can have an effect on the prognosis. Oral cancer is
notable cancer internationally and knowledge of its hyaluronan metabolism is limited so a
study like this is important.

The aim of the study was to determine how changes in the glucose availability, and certain
treatments effecting nucleotide metabolism modify oral cancer cells’ UDP-sugar pools and
hyaluronan production, and how these changes still regulate cell migration.

Two different immortalized oral squamous cell carcinoma cell lines were utilized in this
study: SCC-9 and SCC-25. They were compared to HACAT cells, which are immortalized
human keratinocytes. To detect the UDP-sugars, HPLC was used and the amount of hyalu-
ronan was measured using ELSA. The results were normalized to the amount of total protein,
which was determined by Pierce BCA. In addition, cell migration was observed.

According to our hypothesis higher glucose concentration in the cultivation medium had a
positive effect on UDP-sugar concentrations produced by the cells. Similar effect was no-
ticed also in the amount of hyaluronan: the higher the glucose concentration the higher the
amount of hyaluronan. Of treatments influencing UDP-sugar pools, glucosamine had the
strongest effect on every cell line studied. The most interesting result of the migrations was
that the migration of SCC-25 cells was significantly reduced when glucosamine was present.

Our results confirm already existing studies about the importance of hyaluronan in cancer.
In addition, our study points out that HACAT-cells are not functioning as proper controls to
the cells of oral mucosa because of their differences in sugar metabolism. There were differ-
ences noted between the cancer cell lines as well.
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1 JOHDANTO

Tutkimuksen tarkoituksena on selvittdd kuinka muutokset glukoosin saannissa ja tietyt so-
lujen nukleotidimetaboliaan vaikuttavat kdsittelyt muuntavat suusyopasolujen UDP-sokerei-
den ja hyaluronaanin tuotantoa ja miten nima muutokset edelleen sditelevét solujen migraa-
tiota. Tutkimuksen hypoteesina on, ettd suurempi glukoosikonsentraatio vaikuttaa suotui-
sasti solujen UDP-sokerimetaboliaan ja tdimén vilitykselld hyaluronaanisynteesiin sekd so-

lujen lisdéintyneeseen migraatioon.

Ty6 koostuu laboratorio-osasta ja kirjallisesta osasta. Laboratoriossa toteutettiin soluviljely
ja solujen késittelyt sekd aineisto ja menetelmit -kappaleessa ldpi kidydyt kokeelliset tyot.
Kirjallisessa osassa perehdytdén suusyopiin, sokerimetaboliaan, hyaluronaaniin ja hyaluro-

naanireseptoreihin, mitké ovat tyon kannalta keskeisié aihepiireja.

1.1 Suusyopi

Suusyovilld tarkoitetaan suuontelossa ja sen alueella esiintyvid syopid. Tavallisimmin se
esiintyy huulten ja kielen alueella, mutta sitd voi esiintyd missd tahansa suuontelossa tai nie-

lussa niin poskissa, ikenissa kuin suulaessakin.

Kuva 1. Levyepiteelikarsinooma kielessd. © Maria Siponen.



Suuontelossa esiintyvistd syOvistd tyypillisimpid ovat kielen levyepiteelikarsinoomat. Ne
kattavat noin 90% kaikista suuontelon sydvistd. Tamén liséksi suussa esiintyy myos muiden
syOpien metastaaseja ja rauhasepiteelisti perdisin olevia adenoomia kuten esimerkiksi syl-

kirauhaskasvaimia!l.

Limakalvojen ja kielen tutkiminen kuuluvat hammaslddkérin perustutkimukseen. Tutkimuk-
sen pohjalta voidaan puuttua poikkeaviin muutoksiin, joita ovat esimerkiksi valkoiset tai
punaiset laikut, syylaméaiset muutokset ja patit. Vuosittain suuontelon sydpétapauksia ilme-
nee Suomessa noin 2502, joista suurin osa on kielisyopid. Suusydvén diagnostiikassa olen-
naisena osana on patologisanatominen tutkimus, joka tehdéén edustavalta alueelta otetulle

koepalalle. Tarvittaessa koepaloja otetaan useampia eri kohdista.

Suusyovit ovat yleensd hyvin vdhéoireisia. Kipu ja tunnottomuus ovat usein mydhéisoireita.
Kliinisid tuntomerkkejd syoville ovat erytro- ja leukoplakiset muutokset. Aiemmin mainit-
tujen muutosten esiintyminen yhdessi on usein viite pahanlaatuisuudesta. Sy0pédn viittaava

muutos saattaa olla myds haavautunut, pullottava tai kyhmymainen.

1.1.1 Riskitekijat

Suusyovén riskid lisddvit monet tekijat, jotka esitellddn taulukossa 1. Niistd tarkeimpid ovat
alkoholi ja tupakka, jotka molemmat ovat karsinogeenisié aineita®. Alkoholilla on my®os li-
makalvoja kuivattava vaikutus. Alkoholin kdyton seurauksena sylkirauhasissa tapahtuu toi-
minnallisia ja morfologisia muutoksia. Esimerkiksi edelld mainitut suusyopdd aiheuttavat
tekijét vaikuttavat yhdessi kaytettynd synergisesti. Myos alkoholin metaboliatuotteen, ase-
taldehydin, tiedetddn olevan karsinogeeni. Néiden liséksi tirked tekijd on erityisesti Aasiassa

kiytettédva betelpahkindstd valmistettu mélli.**

Suunielun syOpien yleistyessé on kiinnitetty huomiota niissé esiintyviin HPV-viruksiin. Esi-
merkiksi HPV16-viruksista on olemassa alati vahvistuvaa niyttod sen osallisuudesta pdin ja

kaulan alueen sydpien etiologiassa.*>

UV-siteilyn vaikutuksesta suusyOpiin kuuluvaan huulisydpéén on myos vahvat viitteet. UV-

séteily pystyy aiheuttamaan muutoksia solussa vaurioittamalla esimerkiksi DNA:ta, joka voi



johtaa epdedullisiin mutaatioihin korjausmekanismien pettiessd. UV-siteily on jo aiemmin

yhdistetty selvisti esimerkiksi thosyopéén (Taulukko 1).

Tupakointi Auringon UV-siteily Immuunipuutokset
Purutupakka Séteily Proteesit?
Nuuskaus Virukset (HPV) Etnisyys?

Alkoholin viirinkaytto

Betel

Taulukko 1. Mukailtu taulukko suusyovin riskitekijoista*>S.

1.1.2 Hoito

Suusyopdd voidaan hoitaa leikkaamalla ja sddehoidolla. Hoito suunnitellaan yksilollisesti
potilaan tarpeen mukaan. Suuremmissa kasvaimissa kéytetdén hoitojen yhdistelmid ja pie-
nemmissd esimerkiksi pelkkéda kirurgiaa. Ladkehoito ei ole yksinddn riittdvd esimerkiksi
suun levyepiteelikarsinooman hoidossa, mutta sitd voidaan kéyttdd vain kirurgisen hoidon

ja sidehoidon tukena'.

Pienet kasvaimet voidaan poistaa pelkistddn leikkaamalla, mutta syovén edetessi ja kasva-
essa sekd metastasoidessa esimerkiksi kaulan alueen imusolmukkeisiin, poistetaan myos
imusolmukkeita kirurgisesti kauladissekaatiossa. Tdmin lisdksi hoitoa tdydennetddn usein
sddehoidolla.

Leikkaus on traumaattinen toimenpide, joka aiheuttaa potilaalle usein ongelmia tulevaisuu-
dessa, silld kasvainta poistettaessa on otettava selkeit ja riittdvén suuret marginaalit sen reu-
noilta. Koska kliinisesti voi olla mahdotonta ndhdi ero terveen kudoksen ja syopdkudoksen
vililld, syopdkudosta saattaa jaddad poistamatta liian pienelld marginaalilla ja timéd johtaa

syovin uusimiseen.

Siddehoitoa annettaessa pién- ja kaulan alueelle tulee huomioida sen vaikutukset my6s mui-
hin kudoksiin. Osa sddehoidon aiheuttamista ongelmista ilmenee l&hes vélittdmasti sidehoi-
don aloittamisen jdlkeen. Téllainen véliton seuraus hoidosta on esimerkiksi suun mukosiitti.
Myo6hemmin ilmenee esimerkiksi sddehoitoa péddn ja kaulan alueelle saaneen ihmisen syl-

jenerityksen huomattava heikkeneminen sylkirauhaskudoksen tuhoutumisen vuoksi. Tdma



vaikuttaa merkittidvisti suun terveyteen. Muutoksia tapahtuu myds luukudoksessa ja sen ve-
risuonissa, jotka vaurioituvat. Verisuonituksen heikentyminen johtaa helpommin nekroosiin
mahdollisten tulevien toimenpiteiden yhteydessé tai niiden jilkeen ja timé on otettava huo-

mioon suunniteltaessa toimenpiteitd sddehoidon jédlkeen.

1.2 Glukoosimetabolia syovissi

SyOpdsolujen metabolia on muuttunut. Tdmi ndkyy muun muassa niiden glukoosiaineen-
vaihdunnassa. Glukoosin sisddnotto soluihin on lisdéntynyt ja niiden solukalvolla ekspres-
soidaan enemmén glukoositransporttereita kuin terveessé kudoksessa. Solut tuottavat myds

enemman laktaattia ja siirtdvét sitd ympéristoonsa.

1.2.1 Glykolyysi

Glykolyysi on solujen tapa hankkia energiaa itselleen. Se voidaan jakaa kahteen vaiheeseen,
jonka ensimmadisessd vaiheessa energiaa investoidaan reaktioihin, ja toiseen vaiheeseen,
jossa energiaa tuotetaan (Kuva 2). Glykolyysissa solut hajottavat glukoosia erilaisten entsy-
maattisten reaktioiden kautta muodostaen adenosiinitrifosfaattia (ATP), joka on korkeaener-
ginen molekyyli, jota solut hyddyntévit energiaa vaativissa reaktioissa. Glykolyysissd muo-
dostuu ATP:n lisdksi myds kaksi pyruvaattimolekyylid, jotka jatkavat tarvittaessa edelleen

trikarboksyylihappokiertoon (TCA-sykli).

Glykolyysissi tarvitaan NAD"-molekyylin pelkistivda potentiaalia, kun glyseraldehydi-3-
fosfaattia muokataan entsymaattisesti 1,3-bifosfoglyseraatiksi. Koska syopdsolut kayttavét
padsadntoisesti glykolyysid energiansa hankintaan, tarvittavan NAD*:n mééra on suuri. Tar-
vittavan NAD*-molekyylin solut saavat joko TCA-syklistd, jos happea on saatavilla, tai pel-
kistamélld pyruvaatista laktaattia. Laktaattimdirdn onkin huomattu olevan korkeampi ver-
rattuna normaaliin kudokseen monissa syovissd mukaan lukien suun levyepiteelikarsinoo-
missa ja sen kasvu aiheuttaa myos ympariston happamoitumista’. Laktaattia siirretddn ym-
péristdon, josta sitd voidaan ottaa soluihin energian tuotantoa varten, mutta silld on myos
muita vaikutuksia kuten sdddelld solujen migraatiota hyaluronaanin ja CD44-reseptorien

kautta ja edistdd verisuonten kasvua®.

Aerobisella glykolyysilla eli ns. Warburgin efektilld tarkoitetaan esimerkiksi sydpésolujen

tapaa hyodyntid glykolyysid hapellisissa olosuhteissa’, vaikka TCA-sykli olisi mahdollinen.



TCA-syklin on huomattavasti energiatehokkaampi tapa tuottaa energiaa solun tarpeisiin.
Glykolyysi tuottaa 2 ATP-molekyylid kun taas TCA-sykli tuottaisi 32 ATP-molekyylid. Silti
syOpésolut suosivat aerobista glykolyysid. On esitetty, ettd solut kayttdisivéit glykolyysin vi-
lituotteita rakennusaineinaan muun muassa lisddntyneeseen solunjakautumiseen. Myos gly-
kolyysisté johtuva ekstrasellulaaritilan alentunut pH suosisi syOpdsoluja, jotka voivat adap-
toitua siithen toisin kuin normaalit solut, jotka tuhoutuvat nekroosin kautta tai tuhoavat it-
sensd kaspaasiaktiivisuuden lisddntymisen seurauksena apoptoosin kautta!® luoden kas-

vuedun sydpésoluille.

Glukoosin tarpeen kasvaessa soluissa on tapahduttava muutoksia, jotka mahdollistavat pa-
remman glukoosin kdyton tai saatavuuden solun tarpeita varten. Onkin huomattu, etti so-
luissa tapahtuu muutoksia glukoositransporttereissa, esimerkiksi GLUT1:ssd, jonka yli-il-
mentdminen on tavallinen muutos useissa syovissd mukaan lukien suun levyepiteelikarsi-
noomissa'!'2!13, Glukoosi-, 3-fosfoglyseraatti- ja 2-fosfoglyseraattikonsentraatioiden on huo-
mattu olevan matalampia suun levyepiteelikarsinoomissa verrattuna normaaliin kudokseen’.
Néami muutokset kielivdt glukoosin kdyton lisddntymisestd. Toisaalta syopdsolut voivat al-

kaa kdyttimaan laktaattia tai rasvahappoja energianlédhteendén.
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Kuva 2. Glykolyysi ja sen entsyymit.
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1.4 Pentoosifosfaattireitti

Kun glukoosia otetaan soluun, se fosforyloidaan glukoosi-6-fosfaatiksi eli se varataan solun
kayttoon. Glukoosi-6-fosfaatti ei ole ainoastaan glykolyysissi tarvittava vélituote, vaan se
toimii myds ldhtdaineena muissa metaboliareiteissd kuten esimerkiksi pentoosifofsaattirei-
tilla (PPP-reitti). PPP-reitin suosiminen on soluille hyddyllistd, silld pentoosifosfaattireitilld
tuotetaan solujen kéyttoon NADPH-molekyylejé, joita kédytetddn pelkistymisvoimana so-
luissa. Sitd tarvitaan muun muassa lipidi- ja nukleiinihapposynteesissd. PPP-reitilld tuote-
taan myds riboosi-5-fosfaattia, jota kdytetddan nukleotidi ja nukleiinihapposynteesissd. Naméa
molekyylit ovat tarkeitd solun jakautumisen ja metabolian kannalta, silld nukleotidit voivat
varastoida energiaa muodostamalla nukleosiditrifosfaatteja, joista tunnetuin lienee ATP.
Nukleotidit ovat osallisia myos solusignaloinnissa. Tutkimustulokset osoittavat, ettd adeno-
siinimonofosfaatin (AMP), guanosiinitrifosfaatin (GTP), guanosiinidifosfaatin (GDP) ja
guanosiinimonofosfaatin (GMP) miirit ovat merkittavésti koholla suun levyepiteelikarsi-

noomissa verrattuna normaaliin kudokseen’.

1.5 Heksosamiinibiosynteesireitti ja O-GlcNAc-modifikaatio

Pentoosifofaattireitin lisdksi toinen glykolyysin vilituotteita hyodyntiva biosynteesireitti on
heksosamiinibiosynteesireitti (HBS-reitti). Heksosamiinibiosynteesireitin 1dhtdaineena toi-
mii glykolyysin vélituote fruktoosi-6-fosfaatti ja sen lopputuotteena on uridiinidifosfaatti-
N-asetyyliglukosamiini (UDP-GIcNAc). Arviolta noin 2-5 % glukoosista menee HBS-rei-
tille tethden UDP-GlcNAc:sta yhden yleisimmistd UDP-sokereista. UDP-GIcNAc on tirked
aine hyaluronaanisynteesissé, silld se on toinen hyaluronaanin (HA) tuotossa tarvittavasta
sokerijohdannaisista. Tdémén lisdksi UDP-GlcNAc toimii prekursorina myds muille amino-
sokereille, joita vaaditaan glykoproteiini-, glykolipidi-, proteoglykaani- ja glukosaminogly-

kaanisynteesiin!4!?,

Glutamiini on HBS-reitin kannalta tdrked aminohappo, joka toimii reitin alussa amino-ryh-
mén luovuttajana. Reitin ensimmaéisen entsyymin glutamiini:fruktoosi-6-fosfaattitransami-
naasin (GFAT) aktiivisuutta sdddelldan monilla eri tavoilla, koska se vastaa HBS-reitille
padtyvistd glukoosista.!> Sadtelyyn vaikuttavat esimerkiksi fruktoosi-6-fosfaattikonsentraa-
tio, UDP-GIcNAc:n tuottama negatiivinen palautekytkentd! sekd proteiinikinaasi A:n fos-

forylaatio!”.
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Vapaat radikaalit voimistavat HBS-reittid. Tété tietoa vahvistaa se, ettd HBS-reitin aktiivi-
suus kasvaa monenlaisten solustressid aiheuttavien tekijoiden myotéd, koska glukoosia ote-
taan soluihin enemmin ja glukoosiméiérdan nousun on huomattu vaikuttavan my6s UDP-

GlcNACc:n maidrain sitd nostavasti.

1.5.1 O-GlcNAc-modifikaatio

O-GlcNAc-modifikaatio on proteiinien post-translationaalinen glykolysaation muoto, jota
tavataan sytoplasmassa ja tumassa. Modifikaatio muodostuu X-kromosomissa sijaitsevan
OGT-entsyymid eli O-linkattua N-asetyyliglukosamiinitransferaasientsyymid koodavan
geenin avulla. Entsyymi liittdd N-asetyyliglukosamiiniryhmin proteiiniin sen seriinin tai
treoniinin vapaaseen hydroksyyliryhméén O-f-glykosidisidoksella. Sidoksen ja samalla mo-
difikaation pilkkoo OGA-entsyymi. Modifioidut proteiinit ovat varsin dynaamisia, silld
OGT- ja OGA-entsyymit ovat aktiivisia liittiméén ja pilkkomaan N-asetyyliglukosamii-

nia. 1819202122

O-GIlcNAc-modifikaatiosykliin on todettu vaikuttavan niin solun ulkoiset kuin sisdisetkin
tekijéit. Ulkoisia tekijoitd ovat mm. insuliini ja korkea glukoosipitoisuus. Leukosyyteilld on
todettu antigeenien ja kemotaktisten aineiden vaikuttavan tuman sisdisten ja sytoplasmisten
O-GlcNAc-modifikoitujen proteiinien suhteeseen. Modifikoitujen proteiinien méaarét vaih-
televat my0s solusyklin aikana ja tistd voidaan péételld modifikaation olevan osa myds so-
lusyklid. Témén lisdksi se osallistuu myds translaation ja transkription sdételyyn sekd sig-

naalinvilitykseen. Modifikaatiota ilmenee mydos solun tukirangan rakenteissa.?!??

O-GIcNAc:n méérdin voidaan vaikuttaa sitd muodostavan ja pilkkovan entsyymin kautta
esimerkiksi inhiboimalla ThiametG:n avulla OGA-entsyymid, jolloin O-GIcNAc:n médira
nousee ja tdimdn on huomattu olevan yhteydessd hyaluronaanituotantoon HAS3-entsyymin

vilitykselld?4.

1.6 Hyaluronaani

Hyaluronaani (HA) on tarked soluvéliaineen komponentti, joka on todettu osallistuvan mo-
niin tehtdviin. Sitd tavataan fysiologisessa pH:ssa negatiivisesti varautuneena ja sen ominai-
suuksiin kuuluu kyky sitoa nestettd. Varausta tasoittavat Na" -ionin kaltaiset positiiviset ka-

tionit, jotka selittivat myos vedensitomiskykyd. HA muodostaa solujen ympdérille 16yhdn
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matriksin ja siten helpottaa solujen liikkuvuutta ja osallistuu niiden kiinnittymiseen. Tésti
syystd HA:lla on tirked osa esimerkiksi haavojen parantumisessa ja sen molekyylipainon
ollessa pieni hyaluronaani stimuloi solujen kasvua ja indusoi verisuonten uudismuodos-

tusta.?’

Hyaluronaani on pitkd kymmenisté tuhansista disakkarideista polymeroitunut polysakkaridi,
joka kuuluu glukosaminoglukaaneihin. Hyaluronaani koostuu kahdesta eri sokeriosasta: N-
asetyyliglukosamiinista ja glukuronihaposta. HA on suuri molekyyli, jonka paino on noin
4000-8000 kDa?¢. Hyaluronaania syntetisoidaan muista glykosaminoglykaaneista poiketen
solukalvoilla olevien hyaluronaanisyntaasientsyymien vilitykselld solujen ulkopuolelle.

Synteesiin osallistuvat entsyymit ovat HAS1, HAS2 ja HAS3.

Hyaluronaanin hajoituksesta vastaavat hyaluronidaasientsyymit (HYALI1-4.) Liséksi on
osoitettu, ettdi myos vapaat happiradikaalit osallistuvat hyaluronaanin hajoitukseen?’.
HYALI ja -2 pilkkomat HA-kappaleet ovat eri mittaisia ja niiden vasteet soluille ovat eri-
laisia. HY AL2 pilkkoo HA:n pidempiketjuisiksi palasiksi ja HY AL1 pilkkoo muodostuneita
lyhyempia ketjuja edelleen lyhyemmiksi solun siséllé endolysosomaalisesti. Pilkotut pidem-
mét 4-16 sokeriparin ketjut osallistuvat inflammaatiosignalointiin, joka on tarkedd esimer-
kiksi joissain syovissd. Pienet 4—6 disakkaridin HA-ketjut pystyvit indusoimaan NF-kB-
signalointia ja metalloproteinaasiaktiivisuutta. Kun HY AL-aktiivisuus syovissé kasvaa, HA-
fragmentteja muodostuu niin paljon, ettd niitd ei ehditd ottaa solujen sisédn ja ne jadvat sig-

naloimaan solujen ulkopuolelle?®?.

CH, @
Ok !
7 C=0 O
3 OH i JC:O
O o HO o o
B4 B3 Q
o o] Bi—=4
NH <=0 © Ho o HO OH
C=0 ! CH2
i O \
cHs © o
GichNAC GlcA GicNAC GlcA

Kuva 3. Hyaluronaaniketjua.

1.6.1 Hyaluronaanisynteesi

Hyaluronaanisyntaasit ovat ominaisuuksiltaan erilaisia. HAS1- ja HAS2-entsyymit tuottavat
molekyylimassaltaan suurempaa hyaluronaaniketjua kuin HAS3-entsyymi*°. Monissa tutki-

muksissa on havaittu HAS-entsyymien mdardn muutoksia syOvissd. Osassa tutkimuksia



14

muutokset ndhddin mRNA-tasolla, mutta proteiinitasolla erityisesti HAS2-entsyymin maa-
rien on osoitettu kohonneen. Jos HAS2-entsyymin toimintaa héirittiin, todettiin sen aiheut-

tavan solujen migraation vahentymisté kielen levyepiteelikarsinoomassa®!.

Hyaluronaanisyntaasien aktiivisuus on riippuvainen ldahtdaineista eli N-asetyyliglukosamii-
nista ja glukuronihaposta®2, HASI tarvitsee hyaluronaania muodostaakseen suuremman pi-
toisuuden UDP-sokereita kuin HAS2 tai HAS3. Niistd HAS3:1la on suurin affiniteetti edelld
mainittuihin l1&htoaineisiin, joten kyseinen isoentsyymi pystyy tehokkaasti hyodyntiméan
ympéristonsé lahtdaineet. Myds glukoosilla on vaikutusta entsyymiaktiivisuuteen, silld kai-
kissa HAS-entsyymeissd huomattiin glukoosin puuttumisen vaikuttavan HA:n muodostuk-
seen. Kuitenkin pienelldkin mééralld glukoosia HAS2 ja HAS3-entsyymit pystyivit tuotta-
maan HA:ta solujensa pinnalle. Glukoosin vaikutus peilautuu HA-synteesiin ldhinnd UDP-

sokereiden kautta, silld niiden synteesi on riippuvainen solujen glukoositasoista?*°.

Suun punajikélé eli lichen planus (OLP) on krooninen limakalvosairaus. Sen tarkkaa synty-
mekanismia ei tunneta, mutta sen tiedetdéin olevan seurattava limakalvomuutos malignisoi-
tumisriskinsd vuoksi. Lichen planuksessa HAS1- ja HAS2-ekspressiot muuttuvat®®. Nor-
maalissa suuontelon limakalvon epiteelikudoksessa HAS1- ja HAS2-ekspressioita ei juuri
ndhdé basaalikerroksessa, vaan ne lokalisoituvat ldhinnd pinnallisiin kerroksiin, joissa ne
ilmenevit granulaarisina tai vesikkelimdisind, toisin kuin OLP:ssi, jossa edelld mainittuja
ilmentymismuotoja ei erotu selkedsti. Erityisesti HAS2-ekspressio korostuu pinnallisissa
kerroksissa normaaleissa néytteissd. Tutkimuksessa todettiin myds, ettd OLP:ssd HA:n vér-
jdytymisen intensiteetti on voimakkaampi basaalisessa solukerroksessa kontrolliin verrat-

tuna.’?

1.6.2 Hyaluronaani ja syopa

Aikaisemmat tutkimukset ovat osoittaneet, ettd hyaluronaanipitoisuudet muuttuvat erilai-
sissa karsinoomissa, lymfoomissa sekd melanosyyttisissd kasvaimissa ja hermoston kas-
vaimissa®’. Esimerkiksi rintasyovéssid hyaluronaanin médérd kasvaa ja HA-méérdn kasvun
tiedetddn olevan merkki pahanlaatuisuudesta. Varhaiset tutkimustulokset suun levyepiteeli-
karsinoomasta esittivit, ettd hyaluronaanin médrd viheni syovén edetessd, ja ettd HA-maa-
rdn viheneminen korreloisi pahanlaatuisuuteen. Jos levyepiteelissd ndhdddn syovén esias-
tetta, dysplasiaa, hyaluronaania tavataan jo kaikissa solukerroksissa toisin kuin terveessi

epiteelissd, jossa hyaluronaania ei ole uloimmissa solukerroksissa. 3334
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Kuten aiemmin todettiin: hyaluronaaniméérien on huomattu lisdéntyvén suun lichen planuk-
sessa, joka on seurattava, mahdollisesti sydpéddan johtava muutos suun limakalvoilla. Maarét
ovat koholla erityisesti basaalisolukerroksessa. Subepiteliaalisessa kudoksessa hyaluronaani

virjiytyi voimakkaasti niin lichen planus -néytteissd kuin kontrolleissakin??.

Hyaluronaania syntetisoivat entsyymit tuottavat pitkéketjuista hyaluronaania, jota kasvain-
solut voivat muokata oman toiminnan kannalta kdyttokelpoisempaan muotoon. On huo-
mattu, ettd kasvainsolut ilmentédvit hyaluronaania pilkkovia hyaluronidaasientsyymeji, jol-

loin syntyy verisuonten kasvua edistévia lyhytketjuista hyaluronaania®.

1.7 HA-reseptorit ja piin ja kaulan alueen levyepiteelikarsinoomat
1.7.1 CD44

CD44 on solukalvon glykoproteiini, joka koostuu ekstrasellulaarista, transmembraanisesta
ja sytoplasmisesta osasta. CD44 toimii adheesiomolekyylind hyaluronaanille ja monelle
muulle molekyylille soluvilitilassa ja se vélittdd signaaleja ohjaten solujen toimintaa ja ndin
osallistuu muun muassa solujen kasvuun, migraatioon ja proliferaatioon’!. Tiedetdén, ettd
CD44-ekspressiolla on merkitystd my0ds suusydvéssd. Suusydpésolulinjoilla on huomattu,
ettd kayttdmailla CD44-vasta-ainetta, joka estdd reseptorin toimintaa, suusyopdsolujen mig-
raatio vihenee?!. CD44-reseptori toimii monesti yhdessd Receptor for Hyaluronan Mediated
Motility —reseptorin eli RHAMM-reseptorin kanssa. Niiden interaktiot ovat usein yhdistetty

syopien malignisuuteen®.

CD44-reseptorin geeni koostuu 19 eksonista, joista 5 ensimmadistd ja 5 viimeistd eksonia
ovat pysyvid. Yleensd CD44:n standardimuotona (CD44s) pidetddn muotoa, josta puuttuu
eksonit 6—14 eli kaikki variantit. Varianttien ilmentymisessd on havaittu muutoksia mm.
suusyovissd. Proteiinitasolla CD44:44 ilmennetddn erilaisina variantteina, jotka ovat seu-
rausta erilaisista silmikoinneista. Varianteista saattaa puuttua joitain eksoneita tai niissé on

pistemdisid aminohappomuutoksia®63”.

CD44-proteiinin prosessoinnilla on todettu olevan tirked rooli sen toiminnassa. On todettu,
ettd monissa syOvissa kuten esimerkiksi rinta-, munasarja- ja paksusuolensyovissd CD44:n
ekstrasellulaarinen osa pilkotaan pois.?®*® Suusy6véssa tutkimustulokset osoittavat, ettd ti-

hén prosessiin osallistuu ADAM-17-metalloproteinaasi. Kun ADAM-17-ekspressio on kor-
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kea, on tavallisempaa, ettd kasvaimet ldhettavét etdpesdkkeitd imusolmukkeisiin, koska me-
talloproteinaasi pilkkoo solujen ja HA:n vilistd CD44-kiinnitystd. AMAD-17 vaikuttaa
myos syovan kehittymisessd.>® Vaikka CD44-médrdt kohoavat usein syovissd, esimerkiksi
syovin mahdollisessa esiasteessa lichen planuksessa ekspressiointensiteetti ja lokalisaatio

ovat tutkimuksen mukaan lihes samat kuin normaaleissa kontrollindytteissi>>.

1.7.1 CD44v3, -v6 ja -v10

HSC-3-solut ovat suun levyepiteelikarsinoomasoluja, joilla tehdyt kokeet osoittivat, etté
talld solulinjalla CD44v10 —variantilla on miltei kolminkertainen ilmentyminen verrattuna
v3:een ja v6:een. CD44v10-variantti sisdltdd 14. eksonin, CD44v6 10. eksonin ja CD44v3
7. eksonin muuntuvista kymmenesté eksonista. /n vivo tutkimuksissa on huomattu tuumo-
rissa voimakkaasti ekspressoidun v10-muodon olevan yhteydessd sidehoidon tehottomuu-
teen ja metastasointiin*’. Kaikkia CD44-reseptoreita ja kohdennetusti CD44v3-, CD44v6-
ja CD44v10-reseptoreita héirittdessd vasta-aineilla niin, ettd vasta-aine sitoutuu HA:ta sito-
vaan osaan reseptorissa sen “blokaten”, v6-variantin toiminnan estiminen vaikutti eniten
solujen kasvuun. Kokonaisuudessa kaikkiin CD44-reseptoreihin sitoutuva anti-CD44-vasta-
aine aiheutti suurimman, 50 %, hidastumisen kasvulle. Solujen vaste muuttui myo0s cisplatii-
nille, kemoterapialddkkeelle, edelld mainitulla késittelyll. Erityisesti CD44 v6-vasta-aineen
kayttaminen vaikutti solujen reagointiin 1dékkeelle heikentéen selkedsti niiden vastustusky-

kyi sille®.

CD44v3 —variantin ekspressiossa on tutkimusten mukaan muutoksia suusydvéssa. Erdén tut-
kimuksen mukaan terveessd suun kudoksessa v3-varianttia ilmennetdin selkeésti, mutta syo-
vissd sen ilmentdminen on vahentynyt*!. Tama 16ydds on ristiriidassa uudemman tutkimuk-
sen kanssa, jossa todetaan, ettd variantteja ekspressoidaan kylld primaareissa syopileesi-
oissa, mutta erityisesti niiden metastaaseissa. Jos v3-variantin ekspressio oli korkea primaa-
rissa tuumorissa, oli tutkimuksen mukaan todenndkdisempid, ettd tuumori lahettdd metas-

taaseja*’.
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1.7.2 CD44v9

CD44v9-variantti poikkeaa normaalista CD44-proteiinista, silld variantissa on silmikoituna
13. eksoni. Sen esiintyminen terveessa kielen epiteelissd rajoittuu padasiassa basaali- ja oka-
solukerrokseen ja virjdys nidkyy pddasiassa solun pinnalla. CD44v9-ekspressiota ei nihda
solujen tyvikalvon puoleisella membraanilla ja alla olevassa tukikudoksessa sitd ei havaita®,
Kun CD44v9 vihenee kielen levyepiteelikarsinoomasoluissa, on todennidkdisempid, etté
karsinooma metastasoi imusolmukkeisiin. Ekspressio vaihtelee eri tuumoreissa, mutta peri-
feerisen ekspression viheneminen tai puute on yhteydessé metastasointiin®?, CD44v9 vaiku-
tuksia on tutkittu myds suun levyepiteelikarsinoomasolulinjoilla (OSCC) ja niissékin on
huomattu, ettd CD44v9 kohonnut ilmentdminen inhiboi OSCC-solujen invaasiota ja toisaalta

CD44v9:n inhibitio lisd invaasiokykya eri suusyopésolulinjoilla®.

1.7.2 RHAMM

RHAMM (Receptror for hyaluronan mediated motility eli reseptori hyaluronaanivilitteiselle
litkkkuvuudelle) on hyaluronaanireseptori. Sitd tavataan solujen sytoplasmassa ldhinna liit-
tyen sentrosomeihin ja solun tukirangassa eli sytoskeletonissa. Edelld mainitut ovat muun
muassa aktiinista ja mikrotubuluksista muodostuvia rakenteita. Mikrotubuluksiin RHAMM
liittyy aminoterminaalisesta péésté ja karboksyyliryhma liittyy sentrosomeihin. Tumasukku-
lassa RHAMM-reseptorit ovat kiinnittyneend sukkularihmaston sédikeiden kérkiin. Interfaa-
sissa RHAMM-reseptorit sijaitsevat solun reunoilla. RHAMM voidaan kuljettaa ekstrasel-
lulaaritilaan tiettyjen molekyylien indusoimana. Kuljetus tapahtuu ns. epatyypillisen kulje-
tuksen kautta, jossa molekyylilld ei ole signaalipeptidid eiké se ole riippuvainen endoplas-

misesta retikulumista tai Golgin laitteesta.?>444°

RHAMM-reseptorin funktiot ovat erilaisia solunsiséisesti ja —ulkoisesti. Sen normaali so-
lunsisdinen funktio on esimerkiksi osallistuminen mitoosiin sddtelemdlld tumasukkulan
cheyttd. Lisdksi yliekspressoituna se voi vaikuttaa genomin stabiilisuuteen, joka on huo-
mattu esimerkiksi multippelimyeloomassa*®. On huomattu, etti RHAMM-ekspressio on voi-
mistunut suun levyepiteelikarsinoomissa ja sydpésolulinjoissa verrattuna ihmisen normaa-
leihin suun keratinosyyttisoluihin*’. Solut kéyttévit reseptoria apunaan liikkumiseen, jonka
takia se on mielenkiintoinen molekyyli esimerkiksi, jos siithen voitaisiin kohdentaa jokin
ladkeaine esimerkiksi suusydvén hoidossa, silli RHAMM:in yliekspression vaikutukset yh-

distetdédn solujen kasvaneeseen proliferaatioon.
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2 AINEISTO JA MENETELMAT

Téssd kappaleessa esitelladn tutkimuksessa kdytetyt solulinjat ja niiden viljelyyn, kasittelyi-
hin ja analysointiin tarvitut mediumit, reagenssit ja laitteistot. Tdman liséksi késitellddn me-

netelmit, joita tutkimuksessa on kdytetty seki tilastotestit.

2.1 Solulinjat ja —viljely

Tutkimuksessa kéytettiin kolmea solulinjaa: HaCaT (CLS Cell Lines Service GmbH, Eppel-
heim, Saksa), SCC-9 ja SCC-25 (American Type Culture Collection, Manassas, VA, USA).
HaCaT-solut ovat immortalisoituja ihmisen ihon keratinosyyttejd. SCC-9- ja SCC-25-solut
ovat molemmat kielen levyepiteelikarsinoomasoluja (Kuva 4). Ne ovat perdisin miespuoli-
silta henkil6iltd, SCC-25-solut ovat 70-vuotiaalta miehelta kerattyjd ja SCC-9-solut ovat 25-

vuotiaalta.

Kuva 4. SCC-25-solut vasemmalla ja SCC-9-solut oikealla. Solujen tumat on vérjitty
DAPI:1la ja aktiinisdikeet Alexa Fluor 594-phalloidiinilla.

Molempia SCC-solulinjoja viljeltiin samassa kasvatusmediumissa. HaCaT-soluille oli oma
kasvatusmediuminsa. Kéytetyt mediumit ja niissd kédytetyt lisdaineet on kuvattu oheisessa
taulukossa (Taulukko 2). Soluja kasvatettiin inkubaatiokaapissa (Sanyo CO. Incubator

MCO-20AIC, Japan), jonka ldmpétila oli +37°C ja hiilidioksidipitoisuus 5,0 %.
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HaCaT SCC-9 SCC-25

Dulbecco’s modi-

fied Eagle medium
High Glucose (Eu-
500 ml
roclone, Milano,

Italia)

Dulbecco’s modi-
fied Eagle medium
(Gibco) 1:1 & 500 ml 500 ml
Ham’s F-12
(Lonza, Belgium)
FBS (Fetal Bovine
Serum) (HyClone)

50 ml 50 ml 50 ml

Penisilliini / Strep-
tomysiini (P/S

Y (®75) 5ml 5ml 5ml
(Euroclone, Mi-

lano, Italia)

L-glutamiini 5ml

Hydrokortisoni 550 ul 550 ul

Taulukko 2. Kiytetyt solujen kasvatusmediumit. Mediumiin lisdttyjen aineiden loppukon-
sentraatiot: FBS 10%, penisilliini/streptomysiini 50pg/ml, 50 U/ml, L-glutamiini 2 mM,
hydrokortisoni 400 ng/ml.

Solujen jako tapahtui seuraavasti: HaCaT-solujen vanha kasvatusmedium poistettiin, jonka
jélkeen pullo huuhdeltiin PBS:11d (Dulbeccos’s Phosphate Buffered Saline without Calcium
& magnesium, Euroclone, M1, Italy). Viikonlopun jilkeen HaCaT-solut olivat T75-pullossa,
jolloin kaytettiin 8ml PBS:&4. Viikolla soluja kasvatetaan T25-pullossa, johon lisdtédén 4ml

PBS:éaa.

PBS poistettiin ja pulloon liséttiin 1 ml/T25 tai 2 ml/T75 0,002 % EDTA-liuosta (Sigma, St.
Louis, MO, USA) ja pullo siirrettiin inkubaatiokaappiin noin viideksi minuutiksi. Tdméan
jélkeen pullo nostettiin takaisin laminaariin, jossa EDTA-liuos poistettiin ja soluille liséttiin
trypsiinid (Biochrom AG, Berlin, Germany) 0,5 ml/T25 tai 1 ml/T75. Trypsiinin lisddmisen
jélkeen solut siirrettiin takaisin inkubaatiokaappiin ja inkuboitiin noin 15 minuuttia, jonka

jélkeen tarkistettiin mikroskoopilla, ettd solut olivat varmasti irronneet alustastaan.
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Kun solut olivat irronneet, pulloon liséttiin 4,5 ml/T25 tai 9 ml/T75 kasvatusmediumia. Kas-
vatusmediumin lisdyksen jdlkeen neste suspensoitiin hyvin ja suspensiosta otettiin tarvitta-
essa 20 ul ndyte, josta solut laskettiin hemosytometrilld. Kasvatukseen solususpensiota otet-
tiin 0,5 ml/T25 tai 2 ml/T75. Kasvatusmediumia lisédttiin kasvatuspulloon 4,5 ml/T25 tai 13
ml/T75 niin, ettd totaalivolyymi oli Sml/15ml. Tdmén jélkeen solut siirrettiin inkubaa-

tiokaappiin kasvamaan noin 3-4 vuorokaudeksi.

SCC-solujen jako tapahtui kuten HaCaT-solujen, mutta eroja oli kasvatuspullojen koossa.
SCC-soluja kasvatettiin viikolla T75-pullossa ja viikonlopun yli solut kasvoivat T175-pul-
loissa. Mediumien ja liuosten méérd T75-pulloissa vastasi HaCaT-soluilla kdytettyjd mééaria.
T175-pulloa huuhdeltaessa PBS:114 sitd kaytettiin 12 ml. EDTA:ta liséttiin 5 ml ja trypsiinié

kaytettiin 3 ml. Kasvatusmediumia liséttiin niin, ettd pullon kokonaistilavuudeksi tuli 30 ml.

Kokeita varten soluja laitettiin seuraavasti:
- 6-kuoppalevylle SCC-soluja 200 000 solua/kaivo, HaCaT-soluja 175000 so-
lua/kaivo

- 24-kuoppalevylle SCC-soluja 80 000 solua/kaivo, HaCaT-soluja 70 000 solua/kaivo

2.2 Kisittelyt

Kokeissa kéytettiin seuraavia kasittelyjd: 25 mM Glukoosi 17,5 mM Glukoosi, 5 mM Glu-
koosi, 1 mM Glukosamiini, 20 mM Mannoosi ja 20 uM Thiamet G. Solulinjakohtaisten ka-

sittelymediumien valmistusohjeet ovat alla (Taulukko 3-5).

Kisittelyjen annettiin vaikuttaa soluilla 24 tuntia, jonka jilkeen néytteet keréttiin.
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25 mM Glc 17,5 mM Glc 5 mM Glc
Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (Euro- | 44 ml 44 ml 44 ml
clone, Milano, Italia)
FBS (Fetal Bovine Se-
rum) (HyClone) S5ml 5ml 5ml
Penisilliini/Strepto-
mysiini (P/S) (Euro- 0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml
clone, Milano, Italia)
1 M Glukoosi 1,25 ml 0,875 ml 0,250 ml

Taulukko 3. Glukoosikasittelyiden valmistus HaCaT-soluille. Mediumiin liséttyjen ainei-

den loppukonsentraatiot: FBS 10%, penisilliini/streptomysiini 50pg/ml, 50 U/ml.

25 mM Glc 17,5 mM Glc 5 mM Glc
Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (Euro- | 44 ml 44 ml 44 ml
clone, Milano, Italia)
Ham’s F-12 (Lonza,

44 ml 44 ml 44 ml
Belgium)
FBS (Fetal Bovine Se-

10 ml 10 ml 10 ml
rum) (HyClone)
Penisilliini/Strepto-
mysiini (P/S) (Euro- 1 ml 1 ml 1 ml
clone, Milano, Italia)
Hydrokortisoni 0,110 ml 0,110 ml 0,110 ml
1 M Glukoosi 2 ml 1,25 ml

Taulukko 4. Glukoosikisittelyiden valmistus SCC-soluille. Mediumiin liséttyjen aineiden
loppukonsentraatiot: FBS 10%, penisilliini/streptomysiini 50pg/ml, 50 U/ml, hydrokortisoni
400 ng/ml.
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1 mM GIcN 20 mM Man 20 uM TG

Solulinjan 17,5 mM

) 5ml 5ml 5ml
Glc-medium
200 mM Glu-

o 0,25 ml

kosamiini
1 M Mannoosi 0,100 ml
10mM Thiamet G 10ul

Taulukko 5. Késittelyt solujen omista 17,5 mM Glc-mediumeista valmistettuina.

2.3 UDP-sokerien uuttaminen ja puhdistus ENVI-Carb-patruunalla.

UDP-sokerieristystd varten késitellyt solut siirrettiin jdille. Soluja kasvatettiin UDP-sokeri-
kokeita varten 6-kuoppalevyilld, joista kasvatusmedium otettiin talteen HA-mairitystd var-

ten.

Kun medium on poistettu, lisattiin kuoppiin 1 ml PBS:44 varovasti kuopan reunan kautta,
jotta véltettdisiin irrottamasta soluja. Tdmin jélkeen PBS poistettiin kuopista. Huuhtelu tois-

tettiin kaksi kertaa.

Kuoppiin liséttiin 1 ml PBS:44 ja solut raaputettiin irti kdyttien steriilejd raaputtimia. Raa-
putettu solususpensio siirrettiin 15 ml muoviputkeen jddhauteelle, jonka jilkeen kuopat
huuhdeltiin vield 2*1 ml PBS:114 ja saatava suspensio yhdistettiin aikaisemman suspension

kanssa.

Solususpensio sentrifugoitiin (Heraecus® Sepatech, Megafuge® 1.0, Kendro Laboratory
Products) 2000 g:114 5 minuuttia. Tdmén jalkeen PBS poistettiin varoen solupellettii. Pelle-
tin paélle lisattiin 0,5 ml PBS:44 ja pelletti suspensoitiin sithen. Kun pelletti on suspensoitu,
sonikoitiin ndytettd (UP50H, Dr. Hielscher GmbH, Teltow, Saksa) 20 sekuntia asetuksilla

cycle 100 ja power 1. Sonikoinnin jélkeen putket siirrettiin jaille.

Sonikoidusta 0,5 ml nédytteestd otettiin 60 pl ndytettd Pierce BCA proteiinimééritystd varten,
jonka jilkeen siihen liséttiin 2 ml PBS:d4. Tédssd vaiheessa ndytteet voitiin tarvittaessa pa-
kastaa -20 °C:ssa. Néytteet sentrifugoitiin uudelleen (Eppendorf AG, Centrifuge 5810R) +4
°C:ssd 8000 g:11a 20 minuutin ajan. T4lld ajalla esikésiteltiin ENVI-CARB-pylvéit (Sigma).
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Pylvéiden (Supelclean ENVI-CARB SPE-tubes 3 ml, 0,25 g, 57088, Sigma, St. Louis, MO,
USA) esikésittely aloitettiin kokoamalla vakuumilaitteisto (Supelco, Visiprep™), johon

ENVI-Carb-pylviit liitettiin.

Pylvéit pestiin aluksi 3ml:11d 80 %:sta asetonitriilid (J.T.Baker, Center Valley, PA, USA)
kayttaméttd vakuumia. Asetonitriilin jalkeen pylvédiden ldpi valutettiin 2,8 ml 0,1 %:sta
trifluoroetikkahappoa (Fluka biochemika, St. Louis, MO, USA) vakuumin avulla. Viimei-
send ennen itse ndytettd pylvadt pestiin vield 2,8 ml:11d Milli Q —vettd. Pylvédt eivit saa

kuivua missddn vaiheessa niité kasiteltdessd, joten niihin jatettiin noin 1mm edellisti liuosta.

Néyte pipetoitiin esikésiteltyyn pylvédseen varoen mahdollista pellettid ja annettiin valua
pylvéén ldpi ilman vakuumia, jonka jdlkeen pylvditd pestiin seuraavilla puskureilla vakuu-
min kanssa: 2 ml Milli Q —vettd, jonka jdlkeen liséttiin 2 ml 25 %:lla asetonitriililld. Sen
jélkeen pylvéisiin lisdttiin vield 2 ml 50 mM trietyyliammoniumasetaattipuskuria (TEAA)
pH 7 (Sigma, St. Louis, MO, USA).

Patruunoissa olevat ndytteet eluoitiin 1,8 ml:11d 25 %:lla asetonitriililld 50 millimolaarisessa
TEAA-puskurissa. Niiden annettiin valua 1,5 ml Eppendorf-putkiin vélilld putkea vaihtaen.
Tyhjét patruunat héivitettiin ja UDP-sokerit sisdltavét eluaatit siirrettiin sentrifugaalihaihdut-
timeen (Thermo Electron Corporation, SPD131DDA-230) kiyttden asetuksia Run type:
Vacuum run 0,1, ei ldammitystd. Haihdutetut ndytteet sédilytettiin pakastettuina -20 °C:ssa

HPLC-analyysid varten.

2.4 HPLC

HPLC (High-performance liquid chromatography eli korkean erotuskyvyn nestekromato-
grafia) on erottelumenetelmi, jota kdytetddn tunnistamaan ja erottamaan edellisessd vai-
heessa puhdistetut nukleotidit ja nukleotidisokerit. Tdsséd tutkimuksessa keskityimme méaa-
rittdimadn solujen tuottamia UDP-sokeripitoisuuksia, joita voidaan maérittdd kayttdmalld

anioninvaihto-HPLC:t4.

Naytteet ajettiin HPLC:114 (Dionex, Thermo Fisher Scientific, ICS-3000 pumppuyksikko,
ICS detektori, Sunnyvale, CA, USA) kéyttden CarboPac™ PA1l column 4 x 250 mm
(Dionex, Sunnyvale, CA, USA) pylvisti. Laitteessa oli Gilson 234 —autoinjektori (Gilson,
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Middleton, WI, USA) ja systeemid ohjattiin Dionecin Chromeleon 6.80 ohjelmalla (Dionex,
Sunnyvale, CA, USA).

Naytteet liotettiin Milli Q —veteen (150ul).

Erottelupuskureina HPLC:ssd toimivat:

A) Milli Q —vesi

B) 1,3 M boorihappo, pH 7,5

C) 1,0 M natriumasetaatti, pH 7,0
D) 1,5 M boorihappo, pH 7,5

Pylvés tasapainotettiin 45 %/55 %/0 %/0 % (v/v/v/v) seoksella yllamainittuja puskureita.
Tasapainotuksen jélkeen ndytteet (100ul) injektoitiin pylvédédseen ja eluoitiin taulukon mu-

kaisella ohjelmalla (Taulukko 6).

TO 45 %/ 55 %/0 %/0 %
T23 31 %/42 %/22 %/ 5 %
T34 21 %/37 %/32 %/10 %
T40 9 %/34 %/37 %/20 %
T60 5 %/23 %/56 %/16 %
T68 17 %/19 %/63 %/1 %
T72 15 %/17 %/67 %/1 %
T76 13 %/ 7 %/80 %/0 %
T77 13 %/7 %/80 %/0 %
T78 45 %/55 %/0 %/0 %
T87 45 %/55 %/0 %/0%

Taulukko 6. HPLC-ohjelma.

Pylvéain erottelemat UDP-sokerit detektoitiin 254 nm allonpituudella ja niiden tuottamat pii-
kit tunnistettiin retentioaikojen perusteella. Pitoisuudet laskettiin kdyttdmalld standardisuo-

raa, joka saatiin ajamalla tunnettu maaré jokaista tunnistettavaa ainetta.
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12,0~ 19MIX WVL:254 nm

Absorbance [mAU]

2,0 ——— 77— T[T
15,0 30,0 40,0 50,0 60,0 70,0 80,0
Retention Time [min]

Kuva 5. Tyypillinen HPLC-tulos. Néaytteend kéytetty standardiseosta, jossa on 19 eri
nukleotidié ja nukleotidisokeria. Tydn kannalta kiinnostavien UDP-sokereiden piikit identi-

fioitu.

2.5 ELSA

ELSA (enzyme-linked sorbent assay) on menetelmi, jota kdytetddn méérittdmaan hyaluro-
naanipitoisuus kerétyistd mediumniytteistd. Menetelmd perustuu hyaluronaania sitovan
HABR-koettimen (Hyaluronan binding region) ja biotinoidun bHABR:in sitoman hyaluro-
naanin osoitukseen. Streptavidiini-peroksidaasi-substraatti —reaktio auttaa havaitsemaan
HA:n.

Menetelma aloitettiin pinoittamalla levyt HABR-liuoksella (1pg/ml), jonka laimennus on 12
ul HABR + 12 ml 50 mM NA>COs-puskuria pH 9,5. Valmistettua liuosta pipetoitiin 100 pl
Nunc MaxiSorp® 96-kuoppalevyyn monikanavapipetilld. Tdmén jélkeen levya inkuboitiin
37 °C:ssi kaksi tuntia, jonka aikana HABR kiinnittyi levyyn.

Inkuboinnin jélkeen kuopat pestiin 3*3 min 200 pl 0,5 % Tween-PBS —liuoksella. Pesut
suoritettiin Labsystemsin pesurilla (Labsystems Multidrop 831, Finland) ja jokaisen pesun
jélkeen edellinen pesuliuos kaadettiin pois ja kopistetaan kuivaksi paperipyyhettd vasten.

Pesua tehostettiin kdyttdmélld jokaisen pesun aikana tasoravistelijaa.

Kun kuopat on pesty pinnoituksen jélkeen, estettiin epdspesifinen sitoutuminen 1 % BSA-
PBS:114. Jokaiseen kuoppaan liséttiin 250 ul 1 % BSA-PBS:d4 ja levyéd inkuboitiin 1 tunti
37 °C:ssa. Epéspesifid sitoutumista halutaan estdd, jotta kuoppiin lisdttavit HA-ndyte ja
bHABR sitoutuisivat vain HABR:iin eivétkd esimerkiksi kuopan pohjaan. Inkuboinnin jal-
keen suoritettiin samanlainen pesu kuin ensimmadisenkin inkuboinnin jidlkeen. Téten saatuja

levyjéd voidaan tarvittaessa sdilyttdd pakastettuina -20 °C:ssa.
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Seuraavaksi kuoppiin liséttiin laimennetut HA-ndytteet, jotka ovat 6-kuoppalevyilld kasva-
neiden solujen kasvatusmediumit. Laimennokseen kaytettiin 1 % BSA-PBS-liuosta niin, etti

lopputilavuus oli 350 pl. Laimennokset eri solulinjoilla olivat seuraavat (Taulukko 7):

Solulinja HaCaT SCC-9 SCC-25
Laimennussuhde 1:30 1:10 1:60

Taulukko 7. HA-niytteiden laimennus.

Hyaluronaanistandardien (10 pg/ml, ProVisc®, Algon Laboratories, Fort Worth, TX, USA)
valmistus (Taulukko 8):

Vililaimennus: 10 pl 10 pg/ml HA + 1 % BSA-PBS.

HA-pitoisuus (ng/ml) HA (pb) 1 % BSA-PBS (ul)
50 (vélilaimennos) 100 pl 500 ng/ml 900

35 700 pul 50 ng/ml 300

25 715 ul 35 ng/ml 285

15 600 pl 25 ng/ml 400

10 665 pul 15 ng/ml 335

5 500 pl 10 ng/ml 500

2,5 500 pl 5 ng/ml 500

1 400 pl 2,5 ng/ml 600

0 - -

Taulukko 8. Hyaluronaanistandardien valmistus.

Naéytteitd ja standardeja pipetoitiin 100ul 96-kuoppalevylle suunnitelman mukaan ja niistd
tehtiin kolme rinnakkaismééritystd. Levyd Inkuboitiin 37 °C:ssa tunti, jonka jélkeen suori-

tettiin levyn pesu 3*3 min 200 ul 0,5 % Tween-PBS:114 kuten aiemminkin.

Témin jdlkeen valmistettiin bHABR-livos (1pg/ml) lisddmaélld 12 ul bHABR-stock:ia 12
ml:dén 1 % BSA-PBS:i4, joka liséttiin levyille. Levyjd inkuboitiin tunti 37 °C:ssa, jonka
jélkeen levy pestiin kuten aiemmin. Juuri ennen kéytt6d valmistettiin 1:20 000 (1 pl+20 ml)
Horse Radish Peroxidase in Streptavidin PBS:ssd (Vector Laboratories, Inc., Burlingame,
CA, USA), jota pipetoitiin 100 pl kuoppiin ja inkuboitiin tunti 37 °C:ssa. Levy pestiin jélleen

samalla tavalla kuin aikaisemmin.
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Pesujen aikana valmistettiin substraatti-kromogeeniliuos laimentamalla 0,5 % TMB
(3,3°,5,5’-tetrametyylibentsediini) substraattipuskurilla 1. Substraattipuskurissa oli 0,1 M
natriumasetaattia, 1,5 mM sitruunahappoa, 0,005 % H>O> pH 6,0 ja MilliQ-vettd. Valmis-
tettua liuosta pipetoitiin 100 pl kuoppiin ja inkuboitiin huoneen ldmmaosséd pimedssé folion
alla 25 minuuttia kunnes vérireaktio tapahtui. Inkuboinnin jdkeen kuoppiin lisdttiin 50 pl 2
M H>SOy4, joka pysdytti virinmuodostusreaktion. Tdmain jidlkeen mitattiin absorbanssi kuop-
palevylukijalla (Labsystems iEMS Reader MF) 450 nm:114.

2.6 Pierce BCA Proteiiniméiritys

Sekda UDP-sokerit ettd HA-tulokset normalisoitiin totaaliproteiinimédriin. Nama niytteet ke-
rittiin sonikoidusta solususpensiosta ja maéritettiin kdyttden Piercen BCA-proteiini mééritys
kittid. Tétéd varten valmistettiin WR-reagenssia 200 pl kaivoa kohden sekoittamalla reagens-
sia A ja reagenssia B suhteessa 1:50 kitin ohjeen mukaisesti. Standardi (Protein Standard
200 mg BSA/ml, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) laimennettiin proteiinindytteen

kanssa samaan puskuriin, PBS:ddn, oheisen taulukon mukaisesti (Taulukko 9).

Proteiinipitoisuus (pg/pl) Laimennus

2 pg/ul 2 ul (200 mg/ml) + 198 ul
1,5 pg/ul 45 ul (2 pg/ul) + 15 pl

1 pg/ul 60 pul (2 pg/ul) + 60 pl
0,5 pg/ul 60 pul ed. + 60 ul

0,25 pg/pl 60 pul ed. + 60 ul

0,125 pg/ul 30 uled. + 30 ul

0 60 ul puskuria

Taulukko 9. Pierce BCA proteiinistandardin laimennus.

Naytettd pipetoitiin kuoppiin 25 pl. Kun néytteet oli pipetoitu kuoppiin, liséttiin 200 ul val-
mistettua WR-reagenssia. Tdmén jélkeen kuoppalevyid inkuboitiin 37 °C:ssd puoli tuntia.
Inkuboinnin jélkeen mitattiin absorbanssi kuoppalevylukijalla (Labsystems iEMS Reader

MF) aallonpituudella 540 nm.
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2.7 Migraatiot

Migraatiot suoritettiin solulinjasta huolimatta samalla tavalla kaikille kolmelle kéytdssé ol-

leelle solulinjalle.

HaCaT-soluja laitettiin 70 000 solua/kuoppa ja SCC-soluja laitettiin 80 000 solua/kuoppa.
Soluja pipetoitiin niin, ettd saatiin kuusi rinnakkaista néytettd jokaisesta eri késittelystd. Té-

mén jilkeen solut siirrettiin kiinnittyméén ja kasvamaan inkubaattoriin kahdeksi vuorokau-
deksi.

Inkuboinnin jélkeen tarkistettiin mikroskoopilla (Olympus CK 2, Olympus Optical Co., Ja-
pan), ettd solut olivat kiinnittyneet kuoppiin. Tdmaén jilkeen tehtiin ristinmuotoiset haavat
kuoppien pohjiin 1 ml pipetinkdrked apuna kdyttden. Haavan tekemisen jélkeen kasvatus-
medium imettiin pois Pasteur-pipetilld. Jokaiseen kuoppaan liséttiin kasittelyt (25 mM Glc,
17,5 mM Gle, 5 mM Glc, 1 mM GIcN, 20 mM Man ja 20 uM TG (400 ul)) omille riveillensa.
Glukosamiini-, mannoosi- ja TG-kisittelyt valmistettiin juuri ennen migraatiokokeiden

aloittamista.

Kisittelyjen jilkeen haavat kuvattiin (Nikon Digital Sight DS-L1, Nikon Corporation, Ja-
pan). Kuvauksen jilkeen solut siirrettiin inkubaattoriin ja annettiin kasvaa 24 tuntia. Tamén

jélkeen solut kuvattiin uudelleen ja havitettiin.

2.8 Tilastotestit

Tilastotesteind kéytettiin student’s t-testid tai yksisuuntaista monivarianssianalyysid
(ANOVA) ja post Hoc —testind Dunnettin testid. ANOV A:aa kéytettiin UDP-sokeridatalle,
hyaluronaaniméérille ja migraatioille, kun vertailtiin kéasittelyjen vaikutuksia. Eri solulinjoja
vertailtaessa kéytettiin Student’s t-testid. Tilastotestit ja taulukot piirrettiin kdyttden Graph-
Pad Prism —ohjelman windows-versiota 5.03 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA).
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3 TULOKSET

Tutkimuksen tavoitteena oli tutkia erilaisten tekijoiden vaikutusta UDP-sokeri- ja hyaluro-
naanisynteesiin sekd migraatioon kolmella eri solulinjalla. Tutkimuksessa kéytettiin seuraa-
via késittelyja: 25 mM Glukoosi 17,5 mM Glukoosi, 5 mM Glukoosi, 20 mM Mannoosi, 1
mM Glukosamiini ja 20 pM Thiamet G, joka vaikuttaa OGA-entsyymid inhiboiden nostaen
O-GIcNAc:in maiarda. Tarkasteltavia UDP-sokereita oli viisi: UDP-GIcNAc, UDP-Glc,
UDP-GIcUA, UDP-GalNAc ja UDP-Gal.

Tulokset osoittavat, ettd kasittelyt vaikuttivat HaCaT-, SCC-9- ja SCC-25-soluihin. Kaikissa
solulinjoissa UDP-GlcNAc ja UDP-GalNAc saivat tilastollisen merkitsevyyden glukosamii-
nikasittelyssd. Glukosamiinin todettiin lisddvén huomattavasti UDP-GIcNAc- ja UDP-Gal-
NAc-tasoja. Toisaalta huomattiin, ettd glukosamiinikésittely vdhentdi selkedsti UDP-Glc:n

ja UDP-Gal:in tuottoa kautta solulinjojen.

Kasvava glukoosikonsentraatio ndyttdd vaikuttavan hypoteesimme mukaan nostaen UDP-
sokeritasoja glukoosin saatavuuden kasvaessa. Ndin ollen 5 mM:ssa glukoosissa kasvaneet
solut tuottavat vihemmén UDP-sokereita kuin kontrolli tai 25 mM:ssa glukoosikésittelyssa

kasvaneet solut.

3.1 UDP-sokerit (HPLC)

3.1.1 Vaikutukset HaCaT-soluihin

Kisittelyiden vaikutus HaCaT-soluille ndkyy tilastollisesti merkittdvénd glukosamiinin vai-
kutuksena UDP-sokerien tuottoon. Glukosamiini lisdd merkittdvasti UDP-GIcNAc:in ja

UDP-GalNAc:in tuotantoa ja vihentdd UDP-Glc:n ja UDP-Gal:n tuotantoa.

Tilastollisesti merkittéviksi osoittautui myos 5 mM glukoosikésittelyn vahentidva vaikutus
UDP-Glc:n méériin. Huomioitavaa on myds, ettd HaCaT-solut eivit tuottaneet detektoitavia

miirid UDP-Gal:ia SmM glukoosikisittelyssd (Kuva 6).
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3.1.2 Vaikutukset SCC-9-soluihin

SCC-9-soluilla kasittelyista tilastollisesti merkittavié olivat glukosamiinin UDP-GlcNAc:in
tuottamista lisddva vaikutus. Glukosamiini lisdsi my6s UDP-GalNAc:in tuottoa. Glukoosin
vaikutus menee hypoteesin mukaan: kasvava glukoosikonsentraatio lisési eri UDP-sokerei-

den tuottoa (Kuva 7).

3.1.3 Vaikutukset SCC-25-soluihin

Kuten muillakin tutkituilla solulinjoilla tilastollisesti merkittaviksi késittelyiksi SCC-25-so-
luilla osoittautui glukosamiinin lisddva vaikutus UDP-GIcNAc- ja UDP-GalNAc-tasoihin.
Muilla kasittelyilld ei saatu tilastollista merkitystd. SCC-25-solulinjalla kasvava glukoo-

sikonsentraatio liséé tasaisesti eri UDP-sokereiden tuotantotasoja (Kuva 8).

3.1.4 Mannoosin ja Thiamet G:n vaikutukset

Thiamet G —késittely ndyttéisi lievésti nostavan kaikkia UDP-sokeritasoja SCC-25-soluilla.

Mannoosilla néyttdisi olevan laskeva vaikutus UDP-GlcNAc-, UDP-GalNAc- ja UDP-
GlcUA-tasoihin HaCaT- ja SCC-9-soluilla, mutta pdinvastainen vaikutus SCC-25-soluilla.
UDP-Glc:n ja UDP-Gal:in tuotanto kasvaa mannoosikasittelyssa SCC-25-soluilla toisin kuin
SCC-9-soluilla (Kuvat 6-8).
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Kuva 6. Muutokset HaCaT-solujen UDP-sokerimédirissé eri késittelyjen seurauksena. Kont-
rollina toimii 17,5 mM glukoosikaésittely. Tilastollinen merkittavyys on laskettu kdyttamalla
yksisuuntaista varianssianalyysia (ANOVA) ja Dunnettin monivertailutestia (*p<0,05,

**p<0,01, ***p<0,001). n=2-3 (tilastollisen merkittdvyyden saaneiden n=3) ja pylvés kuvaa

keskiarvoa. £SEM.



UDP-GlcNAc SCC-9
1000+ *
900' l
507
Q-

800+
T00-
S © &
,_\¢$ ;,'¢'$ L‘&b IS¢
& \ﬁ\‘ l"‘v;

98-

100+

% kontrollista

UDP-GalNAc SCC-9

1200
10001
8001
600{
1507
100
50
0_

b}@h@‘-‘%i;}@ ¥
™y

*

._|

% kontrol lista
% kontroll

% kontrollista

32

UDP-Gle SCC-9
2504

=
S
i

UDP-Gal SCC-9

UDP-GlcUA SCC-9

Y
=
<

-
S
el

% kontrollista

=
I

\("u,"

Kuva 7. Muutokset SCC-9-solujen UDP-sokerimédrissé eri kisittelyjen seurauksena. Kont-

rollina toimii 17,5 mM glukoosikaésittely. Tilastollinen merkittavyys on laskettu kéyttamalla

yksisuuntaista varianssianalyysia (ANOVA) ja Dunnettin monivertailutestid (*p<0,05).

n=2-3 (tilastollisen merkittdvyyden saaneiden n=3) ja pylvis kuvaa keskiarvoa. £SEM.
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Kuva 8. MuutoksetSCC-25-solujen UDP-sokerimiérissé eri kisittelyjen seurauksena. Kont-
rollina toimii 17,5 mM glukoosikaésittely. Tilastollinen merkittavyys on laskettu kdyttamalla
yksisuuntaista varianssianalyysia (ANOVA) ja Dunnettin monivertailutestid (**p<0,01).

n=2-3 (tilastollisen merkittdvyyden saaneiden n=3) ja pylvis kuvaa keskiarvoa. £SEM.
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3.2 HaCaT vs SCC-9 vs SCC-25

HaCaT-solut ovat ihon keratinosyyttejd ja SCC-9- ja SCC-25-solut ovat kielen levyepiteeli-

syopidsoluja. HaCaT-solut toimivat tutkimuksessa kontrollisoluina kielisydpésoluille.

SCC- ja HaCaT-solujen kontrollindytteiden vilill4 tilastollisesti merkitsevid eroja ilmeni tar-
kemmin tarkastelluissa UDP-sokereissa vain UDP-GIcNAc:ssa. Tilastollisen merkitsevyy-
den saivat HaCaT vs SCC-25 ja SCC-9 vs SCC-25 (Kuva 9).

UDP-GlcNAc UDP-Glc
1000
= 8004
E
o 600-
= 4007
=
= 2004
M S 5
o~ - J_.-\'.-f
,Q;'i}“ ,,_-:C.-(' R
UDP-GIcUA
10004
§ 800+
;_‘:; 600
=
S 4007
=
= 2004
ﬂ_
o
Q'Jr

Kuva 9. HaCaT-, SCC-9- ja SCC-25-solujen 17,5 mM glukoosikontrollindytteiden valilla
ilmenevit erot UDP-sokerimédrissd. Tilastollinen merkittdvyys on laskettu kdyttdmalla yk-
sisuuntaista varianssianalyysia (ANOVA) ja Tukeyn testid, n = 2-3 (tilastollisen merkitta-

vyyden saaneiden n=3). Pylvés kuvaa keskiarvoa. =SEM.
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3.3 Hyaluronaaniméirit (ELSA)

HaCaT-soluilla kasittelyt vaikuttivat odotetulla tavalla HA-méériin. Kasvava glukoosikon-
sentraatio ndyttiisi lisddvin hyaluronaanitasoja; 5 mM glukoosilla hyaluronaanin tuotanto
on vdhdisempéd ja glukoosikonsentraation kasvaessa hyaluronaanimairit nousevat. Man-
noosikasittely néyttdisi vahentdvin, Thiamet G:114 ei ollut juuri vaikutusta ja glukosamiini

lisdsi hyaluronaaniméérdd voimakkaasti. Kontrollina toimi 17,5 mM glukoosi (Kuva 10 a).

SCC-9-soluilla kasvava glukoosikonsentraatio toteutti samaa kaavaa kuin HaCaT-solut: kun
glukoosipitoisuus nousi, hyaluronaania tuotettiin enemmaéan. Mannoosi vaikutti selvisti va-
hentden, Thiamet G:114 ei ollut juuri vaikutusta ja glukosamiini lisdsi hyaluronaanimaéraa ja

sai tilastollisen merkittdvyyden. Kontrollina toimi 17,5 mM glukoosi (Kuva 10 b).

SCC-25-soluilla glukoosin mdirdn muutokset eivét vaikuttaneet selvdsti hyaluronaanin
muodostukseen. Mannoosin ja Thiamet G:n vaikutus oli lievésti nostava, mutta glukosamii-

nikésittely aiheutti selkedn nousun hyaluronaanitasoissa (Kuva 10 c).

Vertailtaessa kolmen solulinjan 17,5 mM glukoosikontrollia huomattiin, ettd SCC-25-solut
tuottivat selkedsti eniten hyaluronaania, kun taas HaCaT- ja SCC-9-solulinjojen valilla ei

ollut merkittiavia eroa.

Tulokset viittaavat siihen, ettd sydpésolut tuottaisivat enemmén hyaluronaania kuin kerati-

nosyytit (Kuva 10 d).
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Kuva 10. HaCaT-, SCC-9- ja SCC-25-solujen tuottamat hyaluronaaniméérit eri késittelyjen

vélill4. Kontrollina toimii 17,5 mM glukoosikésittely. Tilastollinen merkittdvyys on laskettu

kayttamélld yksisuuntaista varianssianalyysia (ANOVA) ja Dunnettin monivertailutestid

(*p<0,05, ***p<0,001) n=3. Pylvds kuvaa keskiarvoa. Vertailussa d) kdytettiin Tukeyn

post-Hoc testid. £SEM.
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3.4 Migraatiot

HaCaT-solulinjalla 5 mM:n glukoosikasittelyn hidastava vaikutus nikyi selkeésti ja sai ti-
lastollisen merkittdvyyden. Muut késittelyt eivdt sanottavasti vaikuta HaCaT-soluihin (Kuva
11 a).

SCC-9-soluilla 5 mM glukoosi- ja mannoosikisittelyt ndyttdisivit hidastavan migraatiota
verrattuna 17,5 mM glukoosikontrolliin. Mannoosin migraatiota laskeva vaikutus nékyi sel-

keimmin (Kuva 11 b).

SCC-25-solujen migraatio ei hidastunut 5 mM glukoosikésittelyssd. Mielenkiintoista oli,
ettd 25 mM glukoosikésittely hidasti migraatiota hieman. Thiamet G ja erityisesti glu-

kosamiini néyttdisivét hidastavan migraatiota.

Mielenkiintoista oli, ettd glukosamiini hidastaa solulinjan migraatiota selkeésti, vaikka glu-
kosamiinin tiedetdén vaikuttavan hyaluronaanisynteesiin liséten sitd ja hyaluronaanin vai-

kuttavan migraatioon oletettavasti sitd edistévasti (Kuva 11 c).

Vertailtaessa soluja 17,5 mM:n glukoosikontrollikisittelyssd kdy ilmi, ettd HaCaT-solulin-
jan migraationopeus on huomattavasti suurempi kuin SCC-solulinjojen. Téstd syystd

HaCaT-soluja ei voida kayttdd kontrollina migraatioissa.

Nayttdisi my0s, ettd kielen levyepiteelisydpdsolulinjoista SCC-25-solulinja migroisi SCC-
9:4d enemmén. Tilastollinen merkittdvyys on saatu vertailemalla HaCaT- ja SCC-25-solu-
linjoja (Kuva 11 d).
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Kuva 11. HaCaT-, SCC-9- ja SCC-25-solujen migraatioerot eri kisittelyjen vélilla. Tilas-

tollinen merkittivyys on laskettu kiyttdmalld yksisuuntaista varianssianalyysia (ANOVA)
ja Dunnettin monivertailutestid (*p<0,05, ***p<0,001) HaCaT n=4, SCC-9 n=2, SCC-25
n=3. Tilastotestit on tehty vain HaCaT- ja SCC-25-solulinjoille. Pylvés kuvaa keskiarvoa.

+SEM.
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4 TULOSTEN TARKASTELU JA POHDINTA

Tutkimustulokset osoittavat, ettd suurempi glukoosikonsentraatio kasvatusmediumissa vai-
kutti positiivisesti solujen tuottamiin UDP-sokerikonsentraatioithin. Tdma heijastui myos
hyaluronaaniméériin: mitd korkeampi glukoosikonsentraatio sitd korkeampi hyaluronaa-
nimadrd. Glukosamiinikdsittely, jonka tiedetdén vaikuttavan UDP-sokeriméddriin, vaikutti
kaikilla solulinjoilla voimakkaimmin. Ndma havainnot tukevat tutkimukselle asetettua hy-

poteesia.

Tuloksemme vahvistavat my0s aikaisempia tutkimuksia hyaluronaanin merkityksestd syo-
vassd. Tadman lisdksi tutkimuksemme osoitti, ettd HACAT-solut eivit toimi kontrollisoluina
suun limakalvon soluille niiden erilaisuuden takia. Tutkimuksessa kdytettyjen syopasolulin-

jojen vililld havaittiin myds eroja.

Seuraavaksi kasitellddan tutkimuksen kannalta keskeisimpid ja mielenkiintoisimpia havain-

toja ja niihin liittyvid pohdintoja.

4.1 UDP-sokerit

UDP-sokerit ovat tirkeitd aktiivisia monosakkarideja, jotka toimivat solujen sokerijohdan-
naisten rakenneosina. Niitd muodostetaan glykolyysin vélituotteista, joten niiden muodostus
on riippuvaista glukoosista. Sydpasolujen muuttuneen glukoosimetabolian vuoksi glukoo-
sitransporttereita ilmennetddn usein enemmaédn solukalvolla takaamaan solun glukoosin

saanti tarpeen lisdénnyttya.

Kéayttdimiemme HaCaT-solujen optimaalinen glukoosikonsentraatio soluviljelyssd on 25
mM, joka saattaa vaikuttaa vertailuun, silld SCC-solujen glukoosioptimi on 17,5 mM glu-
koosi ja 17,5 mM glukoosia kéaytettiin tdsséd tutkimuksessa myds HaCaT-soluilla késittely-

mediumissa.

Kun HaCaT-soluilla oli saatavilla vdhin glukoosia (5 mM), ndyttéa siltd, ettd UDP-glukoo-
sin HPLC:114 havaittava mairé oli vdhdisempi ja sitd oli kdytetty UDP-GlcUA:n valmistuk-
seen. Koska glukoosia ei ollut saatavilla, UDP-glukoosin kdyttd kohdennettiin UDP-

GlcUA:n tuottoon eikd niinkddn mahdollisen varastosokerin, glykogeenin, muodostukseen,
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jota voidaan valmistaa UDP-glukoosista. Toisaalta matalassa glukoosikonsentraatiossa syo-

péasolutkaan eivit kédyttdneet glukoosia juurikaan UDP-glukoosin tuottoon.

My0s glukosamiinikdsittelyssdé UDP-glukoosia detektoitiin vdhdn ja tuotanto painottui
UDP-GIcNAc:iin ja UDP-GIcUA:han, jotka ovat hyaluronaanin substraatteja. Tama UDP-
glukoosin védhdisempi detektointi selittyy glukosamiinilla silld, ettd se on spesifisti HBS-
reittiin vaikuttava aminosokeri. Toisaalta huomioitavaa on, ettd glukosamiinikasittely ei kui-
tenkaan johtanut migraation lisdéintymiseen HaCaT-soluilla, vaikka se lisdékin suoraan

hyaluronaanin substraatteja.

4.2 Hyaluronaanimaéirit, -reseptorit ja -syntaasit

SCC-25-solujen tulos oli mielenkiintoinen. Niille 5 mM glukoosikasittely ei vaikuttanut hi-
dastavasti hyaluronaanin tuottoon, vaan ne tuottivat 5 mM glukoosissa jopa enemmin hyalu-
ronaania kuin kontrollissa. SmM glukoosi ei mydskdin hidastanut niin selkeédsti SCC-solu-
jen migraatiota toisin kuin se hidasti HaCaT-soluja. Solujen kesken on siis mité ilmeisimmin
eroja hyaluronaania tuottavien entsyymien ekspression ja / tai aktiivisuuden vélilld. Olisi

mielenkiintoista tietdd miten solut ilmentdvit eri HAS-entsyymeja.

Toisaalta merkitystd voi olla myds hyaluronaanireseptorien ilmentdmiselld. Namé ovat
osana hyaluronaanivilitteistd solujen migraatiota, silld on todettu, ettd esimerkiksi
RHAMM-reseptoria ilmennetdin useissa suun levyepiteelikarsinoomissa ja on ylossdddelty
kaikissa Yamanon tutkimuksessa kéytetyissa solulinjoissa*’. Solut kédyttivit RHAMM-re-
septoria apunaan litkkumiseen, jonka takia se on mielenkiintoinen molekyyli esimerkiksi,
jos siihen voitaisiin kohdentaa jokin lddkeaine esimerkiksi suusyovin hoidossa, silld

RHAMM:in yliekspression vaikutukset yhdistetéén solujen kasvaneeseen proliferaatioon.

Olisi mielenkiintoista tietdd miten késittelyt vaikuttaisivat solujen invasiivisyyteen, silld jos
olettamus hyaluronaanimdiran kasvun vaikutuksesta migraation tai invasiivisyyden lisddmi-
seen pitee, voisi selittyd osin my0s se miksi SCC-solut tuottavat hyaluronaania enemmaén

alhaisessa glukoosikonsentraatiossa.



41

4.3 Migraatiot

Kuten aiemmin todettiin hyaluronaanilla voi olla migraatiota lisddva tai vihentdvé vaikutus,
mutta hyaluronaaniketjun pituudella voi olla myds roolia migraatioissa. Toisaalta suuri
méérd hyaluronaania saattaa aiheuttaa liian tiukan matriksin ja haitata télld tavalla migraa-

tiota. Oletimme, ettd kasvava hyaluronaanimééra vaikuttaa migraatioon sitd edistavésti.

Koska kdyttimdmme koejérjestelma ei ole herkkad lyhytketjuiselle hyaluronaanille, hyaluro-
naania saatettiin tuottaa vieldkin enemmin. Saattaa olla, ettd keskipitké- ja pitkdketjuinen
hyaluronaani lisddvét migraatiota, mutta lyhyemmat hidastavat tai toimivat héiritsevésti
migraatiossa. Solut voivat ilmentdd myos eri mairid eri hyaluronaanisyntaaseja. HAS1 ja
HAS?2 tuottavat pidempid hyaluronaaniketjuja ja HAS3 lyhyempié. Toisaalta tutkimukset
ovat osoittaneet lyhytketjuisen hyaluronaanin olevan tarked osa angiogeneesii eli verisuon-

ten kasvua, joka on vélttimattomyys myds kasvaimelle sen kasvaessa.

Télla hetkelld hyaluronaania ja sen ilmentymisti suusyovéssé on tutkittu suhteellisen vihan
in vivo —néytteissd. Tutkimuksia 16ytyy CD44-reseptorista ja HAS2-entsyymista seki yksis-
tddn HA:sta suusydvissd. Aikaisemman tiedon valossa olisi hyva tutkia my0ds esimerkiksi
HASI- ja HAS2-entsyymien ilmentymistd, HYAL1- ja HY AL2-entsyymien ilmentymisti
ja HA:ta ja korreloida niitd keskenién ja arvioida niiden vaikutusta syopain. Glukosamiini-
kasittelyissd kaikki solut tuottivat paljon hyaluronaania, joka todettiin kdyttien ELSA:aa.
HaCaT- ja SCC-9-solut eivét kuitenkaan migroineet 17,5 mM glukoosikontrollista huomat-
tavasti poiketen. SCC-25-solujen migraatio sen sijaan hidastui merkittévisti. Miksi migraa-
tio hidastuu? Tehdyn tutkimuksen perusteella sitd on vaikea sanoa ja lisdd tutkimuksia ai-
heesta vaadittaisiin. Voivatko korkeat hyaluronaanipitoisuudet hidastaa migraatiota tai vai-
kuttaako eri hyaluronaanisyntaasien tuottamat eri mittaiset hyaluronaaniketjut sithen? Miten
kéaytetyt solulinjat ilmentédvét eri hyaluronaanisyntaaseja? Selittyyko tdllda SCC-25-solujen

kayttaytyminen migraatiokokeissa?
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