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Syövissä sokerimetabolian on todettu muuttuvan. Tämä saattaa vaikuttaa muun muassa syö-
päsolujen invaasiokykyyn ja migraatioon esimerkiksi hyaluronaanisynteesin kautta. Useissa 
syövissä on todettu muutoksia hyaluronaanimäärissä ja tämän on osoitettu vaikuttavan syö-
vän ennusteeseen. Suusyöpä on maailmanlaajuisesti merkittävä syöpä ja sen hyaluronaani-
aineenvaihdunnasta tietoa on rajoitetusti, joten tällainen tutkimus on tärkeä. 
 
Tutkimuksen tarkoitus oli selvittää kuinka muutokset glukoosin saannissa ja tietyt solujen 
nukleotidimetaboliaan vaikuttavat käsittelyt muuntavat suusyöpäsolujen UDP-sokereiden ja 
hyaluronaanin tuotantoa ja miten nämä muutokset edelleen säätelevät solujen migraatiota. 
 
Tutkimuksessa käytettiin kahta eri immortalisoitua kielen levyepiteelikarsinoomasolulinjaa: 
SCC-9 ja SCC-25. Verrokkisoluina toimivat immortalisoidut ihon keratinosyytit, HACAT-
solut. UDP-sokerien määrittämiseen käytettiin HPLC:tä ja hyaluronaanimäärää tarkasteltiin 
ELSA:n avulla. Tulokset normalisoitiin totaaliproteiinimääriin, jotka määritettiin Pierce 
BCA-kitillä. Tämän lisäksi tarkasteltiin solujen migraatiota. 
 
Hypoteesimme mukaisesti suurempi glukoosikonsentraatio kasvatusmediumissa vaikutti 
positiivisesti solujen tuottamiin UDP-sokerikonsentraatioihin. Tämä heijastui myös hyalu-
ronaanimääriin: mitä korkeampi glukoosikonsentraatio sitä korkeampi hyaluronaanimäärä. 
Glukosamiinikäsittely, jonka tiedetään vaikuttavan UDP-sokerimääriin, vaikutti kaikilla so-
lulinjoilla voimakkaimmin. Migraatioiden mielenkiintoisin tulos oli, että glukosamiinia saa-
dessaan, SCC-25-solujen migraatio hidastuu merkittävästi. 
 
Tuloksemme vahvistavat aikaisempia tutkimuksia hyaluronaanin merkityksestä syövässä. 
Tämän lisäksi tutkimuksemme osoitti, että HACAT-solut eivät toimi kontrollisoluina suun 
limakalvon soluille niiden erilaisuuden takia. Myös tutkimuksessa käytettyjen syöpäsolulin-
jojen välillä 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 selvittää kuinka muutokset glukoosin saannissa ja tietyt so-

lujen nukleotidimetaboliaan vaikuttavat käsittelyt muuntavat suusyöpäsolujen UDP-sokerei-

den ja hyaluronaanin tuotantoa ja miten nämä muutokset edelleen säätelevät solujen migraa-

tiota. Tutkimuksen hypoteesina on, että suurempi glukoosikonsentraatio vaikuttaa suotui-

sasti solujen UDP-sokerimetaboliaan ja tämän välityksellä hyaluronaanisynteesiin sekä so-

lujen lisääntyneeseen migraatioon.  

 

Työ koostuu laboratorio-osasta ja kirjallisesta osasta. Laboratoriossa toteutettiin soluviljely 

ja solujen käsittelyt sekä aineisto ja menetelmät -kappaleessa läpi käydyt kokeelliset työt. 

Kirjallisessa osassa perehdytään suusyöpään, sokerimetaboliaan, hyaluronaaniin ja hyaluro-

naanireseptoreihin, mitkä ovat työn kannalta keskeisiä aihepiirejä. 

 

1.1 Suusyöpä 
 

Suusyövällä tarkoitetaan suuontelossa ja sen alueella esiintyviä syöpiä. Tavallisimmin se 

esiintyy huulten ja kielen alueella, mutta sitä voi esiintyä missä tahansa suuontelossa tai nie-

lussa niin poskissa, ikenissä kuin suulaessakin. 

 

 
Kuva 1. Levyepiteelikarsinooma kielessä. © Maria Siponen. 
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Suuontelossa esiintyvistä syövistä tyypillisimpiä ovat kielen levyepiteelikarsinoomat. Ne 

kattavat noin 90% kaikista suuontelon syövistä. Tämän lisäksi suussa esiintyy myös muiden 

syöpien metastaaseja ja rauhasepiteelistä peräisin olevia adenoomia kuten esimerkiksi syl-

kirauhaskasvaimia1. 

 

Limakalvojen ja kielen tutkiminen kuuluvat hammaslääkärin perustutkimukseen. Tutkimuk-

sen pohjalta voidaan puuttua poikkeaviin muutoksiin, joita ovat esimerkiksi valkoiset tai 

punaiset laikut, syylämäiset muutokset ja patit. Vuosittain suuontelon syöpätapauksia ilme-

nee Suomessa noin 2502, joista suurin osa on kielisyöpiä. Suusyövän diagnostiikassa olen-

naisena osana on patologisanatominen tutkimus, joka tehdään edustavalta alueelta otetulle 

koepalalle. Tarvittaessa koepaloja otetaan useampia eri kohdista. 

 

Suusyövät ovat yleensä hyvin vähäoireisia. Kipu ja tunnottomuus ovat usein myöhäisoireita. 

Kliinisiä tuntomerkkejä syövälle ovat erytro- ja leukoplakiset muutokset. Aiemmin mainit-

tujen muutosten esiintyminen yhdessä on usein viite pahanlaatuisuudesta. Syöpään viittaava 

muutos saattaa olla myös haavautunut, pullottava tai kyhmymäinen. 

 

1.1.1 Riskitekijät 
 

Suusyövän riskiä lisäävät monet tekijät, jotka esitellään taulukossa 1. Näistä tärkeimpiä ovat 

alkoholi ja tupakka, jotka molemmat ovat karsinogeenisiä aineita3. Alkoholilla on myös li-

makalvoja kuivattava vaikutus. Alkoholin käytön seurauksena sylkirauhasissa tapahtuu toi-

minnallisia ja morfologisia muutoksia. Esimerkiksi edellä mainitut suusyöpää aiheuttavat 

tekijät vaikuttavat yhdessä käytettynä synergisesti. Myös alkoholin metaboliatuotteen, ase-

taldehydin, tiedetään olevan karsinogeeni. Näiden lisäksi tärkeä tekijä on erityisesti Aasiassa 

käytettävä betelpähkinästä valmistettu mälli.456 

 

Suunielun syöpien yleistyessä on kiinnitetty huomiota niissä esiintyviin HPV-viruksiin. Esi-

merkiksi HPV16-viruksista on olemassa alati vahvistuvaa näyttöä sen osallisuudesta pään ja 

kaulan alueen syöpien etiologiassa.456 

 

UV-säteilyn vaikutuksesta suusyöpiin kuuluvaan huulisyöpään on myös vahvat viitteet. UV-

säteily pystyy aiheuttamaan muutoksia solussa vaurioittamalla esimerkiksi DNA:ta, joka voi 
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johtaa epäedullisiin mutaatioihin korjausmekanismien pettäessä. UV-säteily on jo aiemmin 

yhdistetty selvästi esimerkiksi ihosyöpään (Taulukko 1). 

 
Vakiintuneet Vahvasti viitteelliset Mahdolliset 

Tupakointi Auringon UV-säteily Immuunipuutokset 

Purutupakka Säteily Proteesit? 

Nuuskaus Virukset (HPV) Etnisyys? 

Alkoholin väärinkäyttö   

Betel   

Taulukko 1. Mukailtu taulukko suusyövän riskitekijöistä456. 
 
1.1.2 Hoito 
 

Suusyöpää voidaan hoitaa leikkaamalla ja sädehoidolla. Hoito suunnitellaan yksilöllisesti 

potilaan tarpeen mukaan. Suuremmissa kasvaimissa käytetään hoitojen yhdistelmiä ja pie-

nemmissä esimerkiksi pelkkää kirurgiaa. Lääkehoito ei ole yksinään riittävä esimerkiksi 

suun levyepiteelikarsinooman hoidossa, mutta sitä voidaan käyttää vain kirurgisen hoidon 

ja sädehoidon tukena1. 

 

Pienet kasvaimet voidaan poistaa pelkästään leikkaamalla, mutta syövän edetessä ja kasva-

essa sekä metastasoidessa esimerkiksi kaulan alueen imusolmukkeisiin, poistetaan myös 

imusolmukkeita kirurgisesti kauladissekaatiossa. Tämän lisäksi hoitoa täydennetään usein 

sädehoidolla.  

 

Leikkaus on traumaattinen toimenpide, joka aiheuttaa potilaalle usein ongelmia tulevaisuu-

dessa, sillä kasvainta poistettaessa on otettava selkeät ja riittävän suuret marginaalit sen reu-

noilta. Koska kliinisesti voi olla mahdotonta nähdä ero terveen kudoksen ja syöpäkudoksen 

välillä, syöpäkudosta saattaa jäädä poistamatta liian pienellä marginaalilla ja tämä johtaa 

syövän uusimiseen. 

 

Sädehoitoa annettaessa pään- ja kaulan alueelle tulee huomioida sen vaikutukset myös mui-

hin kudoksiin. Osa sädehoidon aiheuttamista ongelmista ilmenee lähes välittömästi sädehoi-

don aloittamisen jälkeen. Tällainen välitön seuraus hoidosta on esimerkiksi suun mukosiitti. 

Myöhemmin ilmenee esimerkiksi sädehoitoa pään ja kaulan alueelle saaneen ihmisen syl-

jenerityksen huomattava heikkeneminen sylkirauhaskudoksen tuhoutumisen vuoksi. Tämä 
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vaikuttaa merkittävästi suun terveyteen. Muutoksia tapahtuu myös luukudoksessa ja sen ve-

risuonissa, jotka vaurioituvat. Verisuonituksen heikentyminen johtaa helpommin nekroosiin 

mahdollisten tulevien toimenpiteiden yhteydessä tai niiden jälkeen ja tämä on otettava huo-

mioon suunniteltaessa toimenpiteitä sädehoidon jälkeen. 

 

1.2 Glukoosimetabolia syövässä 
 

Syöpäsolujen metabolia on muuttunut. Tämä näkyy muun muassa niiden glukoosiaineen-

vaihdunnassa. Glukoosin sisäänotto soluihin on lisääntynyt ja niiden solukalvolla ekspres-

soidaan enemmän glukoositransporttereita kuin terveessä kudoksessa. Solut tuottavat myös 

enemmän laktaattia ja siirtävät sitä ympäristöönsä.  

 

1.2.1 Glykolyysi 
 

Glykolyysi on solujen tapa hankkia energiaa itselleen. Se voidaan jakaa kahteen vaiheeseen, 

jonka ensimmäisessä vaiheessa energiaa investoidaan reaktioihin, ja toiseen vaiheeseen, 

jossa energiaa tuotetaan (Kuva 2). Glykolyysissä solut hajottavat glukoosia erilaisten entsy-

maattisten reaktioiden kautta muodostaen adenosiinitrifosfaattia (ATP), joka on korkeaener-

ginen molekyyli, jota solut hyödyntävät energiaa vaativissa reaktioissa. Glykolyysissä muo-

dostuu ATP:n lisäksi myös kaksi pyruvaattimolekyyliä, jotka jatkavat tarvittaessa edelleen 

trikarboksyylihappokiertoon (TCA-sykli). 

 

Glykolyysissä tarvitaan NAD⁺-molekyylin pelkistävää potentiaalia, kun glyseraldehydi-3-

fosfaattia muokataan entsymaattisesti 1,3-bifosfoglyseraatiksi. Koska syöpäsolut käyttävät 

pääsääntöisesti glykolyysiä energiansa hankintaan, tarvittavan NAD⁺:n määrä on suuri. Tar-

vittavan NAD⁺-molekyylin solut saavat joko TCA-syklistä, jos happea on saatavilla, tai pel-

kistämällä pyruvaatista laktaattia. Laktaattimäärän onkin huomattu olevan korkeampi ver-

rattuna normaaliin kudokseen monissa syövissä mukaan lukien suun levyepiteelikarsinoo-

missa ja sen kasvu aiheuttaa myös ympäristön happamoitumista7. Laktaattia siirretään ym-

päristöön, josta sitä voidaan ottaa soluihin energian tuotantoa varten, mutta sillä on myös 

muita vaikutuksia kuten säädellä solujen migraatiota hyaluronaanin ja CD44-reseptorien 

kautta ja edistää verisuonten kasvua8. 

 

Aerobisella glykolyysillä eli ns. Warburgin efektillä tarkoitetaan esimerkiksi syöpäsolujen 

tapaa hyödyntää glykolyysiä hapellisissa olosuhteissa9, vaikka TCA-sykli olisi mahdollinen. 
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TCA-syklin on huomattavasti energiatehokkaampi tapa tuottaa energiaa solun tarpeisiin. 

Glykolyysi tuottaa 2 ATP-molekyyliä kun taas TCA-sykli tuottaisi 32 ATP-molekyyliä. Silti 

syöpäsolut suosivat aerobista glykolyysiä. On esitetty, että solut käyttäisivät glykolyysin vä-

lituotteita rakennusaineinaan muun muassa lisääntyneeseen solunjakautumiseen. Myös gly-

kolyysistä johtuva ekstrasellulaaritilan alentunut pH suosisi syöpäsoluja, jotka voivat adap-

toitua siihen toisin kuin normaalit solut, jotka tuhoutuvat nekroosin kautta tai tuhoavat it-

sensä kaspaasiaktiivisuuden lisääntymisen seurauksena apoptoosin kautta10 luoden kas-

vuedun syöpäsoluille. 

 

Glukoosin tarpeen kasvaessa soluissa on tapahduttava muutoksia, jotka mahdollistavat pa-

remman glukoosin käytön tai saatavuuden solun tarpeita varten. Onkin huomattu, että so-

luissa tapahtuu muutoksia glukoositransporttereissa, esimerkiksi GLUT1:ssä, jonka yli-il-

mentäminen on tavallinen muutos useissa syövissä mukaan lukien suun levyepiteelikarsi-

noomissa111213. Glukoosi-, 3-fosfoglyseraatti- ja 2-fosfoglyseraattikonsentraatioiden on huo-

mattu olevan matalampia suun levyepiteelikarsinoomissa verrattuna normaaliin kudokseen7. 

Nämä muutokset kielivät glukoosin käytön lisääntymisestä. Toisaalta syöpäsolut voivat al-

kaa käyttämään laktaattia tai rasvahappoja energianlähteenään. 
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Kuva 2. Glykolyysi ja sen entsyymit. 
  

Glukoosi

Glukoosi-6-
fosfaatti

Fruktoosi-6-
fosfaatti

Fruktoosi-1,6-
bifosfaatti

Pyruvaatti

Glyseraldehydi-3-
fosfaatti

Dihydroksiase-
tonifosfaatti

1,3-
bifosfoglyseraatti

3-fosfoglyseraatti

2-fosfoglyseraatti

Fosfoenolipyru-
vaatti

ATP

ADP

ATP

ADP

NAD+

NADH

2xADP

2xATP

2xADP

2xATP

Aldolaasi

Heksokinaasi

Fosfoheksoosi-isomeraasi

Fosfofruktokinaasi-1

Trioosifosfaatti-isomeraasi

Fosfoglyseraattikinaasi

Fosfoglyseraattimutaasi

Enolaasi

Pyruvaattikinaasi

Glyseraldehydi-3-fosfaattidehydrogenaasi

LaktaattiLaktaattidehydrogenaasi

NADH NAD+

PPP-reitti

HBS-reitti

TCA-sykli
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1.4 Pentoosifosfaattireitti 
 

Kun glukoosia otetaan soluun, se fosforyloidaan glukoosi-6-fosfaatiksi eli se varataan solun 

käyttöön. Glukoosi-6-fosfaatti ei ole ainoastaan glykolyysissä tarvittava välituote, vaan se 

toimii myös lähtöaineena muissa metaboliareiteissä kuten esimerkiksi pentoosifofsaattirei-

tillä (PPP-reitti). PPP-reitin suosiminen on soluille hyödyllistä, sillä pentoosifosfaattireitillä 

tuotetaan solujen käyttöön NADPH-molekyylejä, joita käytetään pelkistymisvoimana so-

luissa. Sitä tarvitaan muun muassa lipidi- ja nukleiinihapposynteesissä. PPP-reitillä tuote-

taan myös riboosi-5-fosfaattia, jota käytetään nukleotidi ja nukleiinihapposynteesissä. Nämä 

molekyylit ovat tärkeitä solun jakautumisen ja metabolian kannalta, sillä nukleotidit voivat 

varastoida energiaa muodostamalla nukleosiditrifosfaatteja, joista tunnetuin lienee ATP. 

Nukleotidit ovat osallisia myös solusignaloinnissa. Tutkimustulokset osoittavat, että adeno-

siinimonofosfaatin (AMP), guanosiinitrifosfaatin (GTP), guanosiinidifosfaatin (GDP) ja 

guanosiinimonofosfaatin (GMP) määrät ovat merkittävästi koholla suun levyepiteelikarsi-

noomissa verrattuna normaaliin kudokseen7. 

 

1.5 Heksosamiinibiosynteesireitti ja O-GlcNAc-modifikaatio 
 

Pentoosifofaattireitin lisäksi toinen glykolyysin välituotteita hyödyntävä biosynteesireitti on 

heksosamiinibiosynteesireitti (HBS-reitti). Heksosamiinibiosynteesireitin lähtöaineena toi-

mii glykolyysin välituote fruktoosi-6-fosfaatti ja sen lopputuotteena on uridiinidifosfaatti-

N-asetyyliglukosamiini (UDP-GlcNAc). Arviolta noin 2-5 % glukoosista menee HBS-rei-

tille tehden UDP-GlcNAc:sta yhden yleisimmistä UDP-sokereista. UDP-GlcNAc on tärkeä 

aine hyaluronaanisynteesissä, sillä se on toinen hyaluronaanin (HA) tuotossa tarvittavasta 

sokerijohdannaisista. Tämän lisäksi UDP-GlcNAc toimii prekursorina myös muille amino-

sokereille, joita vaaditaan glykoproteiini-, glykolipidi-, proteoglykaani- ja glukosaminogly-

kaanisynteesiin1415. 

 

Glutamiini on HBS-reitin kannalta tärkeä aminohappo, joka toimii reitin alussa amino-ryh-

män luovuttajana. Reitin ensimmäisen entsyymin glutamiini:fruktoosi-6-fosfaattitransami-

naasin (GFAT) aktiivisuutta säädellään monilla eri tavoilla, koska se vastaa HBS-reitille 

päätyvästä glukoosista.15 Säätelyyn vaikuttavat esimerkiksi fruktoosi-6-fosfaattikonsentraa-

tio, UDP-GlcNAc:n tuottama negatiivinen palautekytkentä16 sekä proteiinikinaasi A:n fos-

forylaatio17. 
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Vapaat radikaalit voimistavat HBS-reittiä. Tätä tietoa vahvistaa se, että HBS-reitin aktiivi-

suus kasvaa monenlaisten solustressiä aiheuttavien tekijöiden myötä, koska glukoosia ote-

taan soluihin enemmän ja glukoosimäärän nousun on huomattu vaikuttavan myös UDP-

GlcNAc:n määrään sitä 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-entsyymiä eli O-linkattua N-asetyyliglukosamiinitransferaasientsyymiä koodavan 

geenin avulla. Entsyymi liittää N-asetyyliglukosamiiniryhmän proteiiniin sen seriinin tai 

treoniinin vapaaseen hydroksyyliryhmään O-b-glykosidisidoksella. Sidoksen ja samalla mo-

difikaation pilkkoo OGA-entsyymi. Modifioidut proteiinit ovat varsin dynaamisia, sillä 

OGT- ja OGA-entsyymit ovat aktiivisia liittämään ja pilkkomaan N-asetyyliglukosamii-

nia.1819202122 

 

O-GlcNAc-modifikaatiosykliin on todettu vaikuttavan niin solun ulkoiset kuin sisäisetkin 

tekijät. Ulkoisia tekijöitä ovat mm. insuliini ja korkea glukoosipitoisuus. Leukosyyteillä on 

todettu antigeenien ja kemotaktisten aineiden vaikuttavan tuman sisäisten ja sytoplasmisten 

O-GlcNAc-modifikoitujen proteiinien suhteeseen. Modifikoitujen proteiinien määrät vaih-

televat myös solusyklin aikana ja tästä voidaan päätellä modifikaation olevan osa myös so-

lusykliä. Tämän lisäksi se osallistuu myös translaation ja transkription säätelyyn sekä sig-

naalinvälitykseen. Modifikaatiota ilmenee myös solun tukirangan rakenteissa.2123  

 

O-GlcNAc:n määrään voidaan vaikuttaa sitä muodostavan ja pilkkovan entsyymin kautta 

esimerkiksi inhiboimalla ThiametG:n avulla OGA-entsyymiä, jolloin O-GlcNAc:n määrä 

nousee ja tämän on huomattu olevan yhteydessä hyaluronaanituotantoon HAS3-entsyymin 

välityksellä24. 

 

1.6 Hyaluronaani 
 

Hyaluronaani (HA) on tärkeä soluväliaineen komponentti, joka on todettu osallistuvan mo-

niin tehtäviin. Sitä tavataan fysiologisessa pH:ssa negatiivisesti varautuneena ja sen ominai-

suuksiin kuuluu kyky sitoa nestettä. Varausta tasoittavat Na+ -ionin kaltaiset positiiviset ka-

tionit, jotka selittävät myös vedensitomiskykyä. HA muodostaa solujen ympärille löyhän 
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matriksin ja siten helpottaa solujen liikkuvuutta ja osallistuu niiden kiinnittymiseen. Tästä 

syystä HA:lla on tärkeä osa esimerkiksi haavojen parantumisessa ja sen molekyylipainon 

ollessa pieni hyaluronaani stimuloi solujen kasvua ja indusoi verisuonten uudismuodos-

tusta.25 

 

Hyaluronaani on pitkä kymmenistä 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 kDa26. Hyaluronaania syntetisoidaan muista glykosaminoglykaaneista poiketen 

solukalvoilla olevien hyaluronaanisyntaasientsyymien välityksellä solujen ulkopuolelle. 

Synteesiin osallistuvat entsyymit ovat HAS1, HAS2 ja HAS3.  

 

Hyaluronaanin hajoituksesta vastaavat hyaluronidaasientsyymit (HYAL1-4.) Lisäksi on 

osoitettu, että myös vapaat happiradikaalit osallistuvat hyaluronaanin hajoitukseen27. 

HYAL1 ja -2 pilkkomat HA-kappaleet ovat eri mittaisia ja niiden vasteet soluille ovat eri-

laisia. HYAL2 pilkkoo HA:n pidempiketjuisiksi palasiksi ja HYAL1 pilkkoo muodostuneita 

lyhyempiä ketjuja edelleen lyhyemmiksi solun sisällä endolysosomaalisesti. Pilkotut pidem-

mät 4-16 sokeriparin ketjut osallistuvat inflammaatiosignalointiin, joka on tärkeää esimer-

kiksi joissain syövissä. Pienet 4—6 disakkaridin HA-ketjut pystyvät indusoimaan NF-kB-

signalointia ja metalloproteinaasiaktiivisuutta. Kun HYAL-aktiivisuus syövissä kasvaa, HA-

fragmentteja muodostuu niin paljon, että niitä ei ehditä ottaa solujen sisään ja ne jäävät sig-

naloimaan solujen ulkopuolelle2829.  

 

 
Kuva 3. Hyaluronaaniketjua. 

 

1.6.1 Hyaluronaanisynteesi 
 

Hyaluronaanisyntaasit ovat ominaisuuksiltaan erilaisia. HAS1- ja HAS2-entsyymit tuottavat 

molekyylimassaltaan suurempaa hyaluronaaniketjua kuin HAS3-entsyymi30. Monissa tutki-

muksissa on havaittu HAS-entsyymien määrän muutoksia syövissä. Osassa tutkimuksia 
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muutokset nähdään mRNA-tasolla, mutta proteiinitasolla erityisesti HAS2-entsyymin mää-

rien on osoitettu kohonneen. Jos HAS2-entsyymin toimintaa häirittiin, todettiin sen aiheut-

tavan solujen migraation vähentymistä kielen levyepiteelikarsinoomassa31. 

 

Hyaluronaanisyntaasien aktiivisuus on riippuvainen lähtöaineista eli N-asetyyliglukosamii-

nista ja glukuronihaposta32. HAS1 tarvitsee hyaluronaania muodostaakseen suuremman pi-

toisuuden UDP-sokereita kuin HAS2 tai HAS3. Näistä HAS3:lla on suurin affiniteetti edellä 

mainittuihin lähtöaineisiin, joten kyseinen isoentsyymi pystyy tehokkaasti hyödyntämään 

ympäristönsä lähtöaineet. Myös glukoosilla on vaikutusta entsyymiaktiivisuuteen, sillä kai-

kissa HAS-entsyymeissä huomattiin glukoosin puuttumisen vaikuttavan HA:n muodostuk-

seen. Kuitenkin pienelläkin määrällä glukoosia HAS2 ja HAS3-entsyymit pystyivät tuotta-

maan HA:ta solujensa pinnalle. Glukoosin vaikutus peilautuu HA-synteesiin lähinnä UDP-

sokereiden kautta, sillä niiden synteesi on riippuvainen solujen glukoositasoista3230. 

 

Suun punajäkälä eli lichen planus (OLP) on krooninen limakalvosairaus. Sen tarkkaa synty-

mekanismia ei tunneta, mutta sen tiedetään olevan seurattava limakalvomuutos malignisoi-

tumisriskinsä vuoksi. Lichen planuksessa HAS1- ja HAS2-ekspressiot muuttuvat33. Nor-

maalissa suuontelon limakalvon epiteelikudoksessa HAS1- ja HAS2-ekspressioita ei juuri 

nähdä basaalikerroksessa, vaan ne lokalisoituvat lähinnä pinnallisiin kerroksiin, joissa ne 

ilmenevät granulaarisina tai vesikkelimäisinä, toisin kuin OLP:ssä, jossa edellä mainittuja 

ilmentymismuotoja ei erotu selkeästi. Erityisesti HAS2-ekspressio korostuu pinnallisissa 

kerroksissa normaaleissa näytteissä. Tutkimuksessa todettiin myös, että OLP:ssä HA:n vär-

jäytymisen intensiteetti on voimakkaampi basaalisessa solukerroksessa kontrolliin verrat-

tuna.33 

 

1.6.2 Hyaluronaani ja syöpä 
 

Aikaisemmat tutkimukset ovat osoittaneet, että hyaluronaanipitoisuudet muuttuvat erilai-

sissa karsinoomissa, lymfoomissa sekä melanosyyttisissä kasvaimissa ja hermoston kas-

vaimissa29. Esimerkiksi rintasyövässä hyaluronaanin määrä kasvaa ja HA-määrän kasvun 

tiedetään olevan merkki pahanlaatuisuudesta. Varhaiset tutkimustulokset suun levyepiteeli-

karsinoomasta esittivät, että hyaluronaanin määrä väheni syövän edetessä, ja että HA-mää-

rän väheneminen korreloisi pahanlaatuisuuteen. Jos levyepiteelissä nähdään syövän esias-

tetta, dysplasiaa, hyaluronaania tavataan jo kaikissa solukerroksissa toisin kuin terveessä 

epiteelissä, jossa hyaluronaania ei ole uloimmissa solukerroksissa. 3334 
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Kuten aiemmin todettiin: hyaluronaanimäärien on huomattu lisääntyvän suun lichen planuk-

sessa, joka on seurattava, mahdollisesti syöpään johtava muutos suun limakalvoilla. Määrät 

ovat koholla erityisesti basaalisolukerroksessa. Subepiteliaalisessa kudoksessa hyaluronaani 

värjäytyi voimakkaasti niin lichen planus -näytteissä kuin kontrolleissakin33. 

 

Hyaluronaania syntetisoivat entsyymit tuottavat pitkäketjuista hyaluronaania, jota kasvain-

solut voivat muokata oman toiminnan kannalta käyttökelpoisempaan muotoon. On huo-

mattu, että kasvainsolut ilmentävät hyaluronaania pilkkovia hyaluronidaasientsyymejä, jol-

loin syntyy verisuonten kasvua edistäviä lyhytketjuista hyaluronaania25. 
 
1.7 HA-reseptorit ja pään ja kaulan alueen levyepiteelikarsinoomat 
 
1.7.1 CD44 
 

CD44 on solukalvon glykoproteiini, joka koostuu ekstrasellulaarista, transmembraanisesta 

ja sytoplasmisesta osasta. CD44 toimii adheesiomolekyylinä hyaluronaanille ja monelle 

muulle molekyylille soluvälitilassa ja se välittää signaaleja ohjaten solujen toimintaa ja näin 

osallistuu muun muassa solujen kasvuun, migraatioon ja proliferaatioon31. Tiedetään, että 

CD44-ekspressiolla on merkitystä myös suusyövässä. Suusyöpäsolulinjoilla on huomattu, 

että käyttämällä CD44-vasta-ainetta, joka estää reseptorin toimintaa, suusyöpäsolujen mig-

raatio vähenee31. CD44-reseptori toimii monesti yhdessä Receptor for Hyaluronan Mediated 

Motility –reseptorin eli RHAMM-reseptorin kanssa. Niiden interaktiot ovat usein yhdistetty 

syöpien malignisuuteen35. 

 

CD44-reseptorin geeni koostuu 19 eksonista, joista 5 ensimmäistä ja 5 viimeistä eksonia 

ovat pysyviä. Yleensä CD44:n standardimuotona (CD44s) pidetään muotoa, josta puuttuu 

eksonit 6—14 eli kaikki variantit. Varianttien ilmentymisessä on havaittu muutoksia mm. 

suusyövässä. Proteiinitasolla CD44:ää ilmennetään erilaisina variantteina, jotka ovat seu-

rausta erilaisista silmikoinneista. Varianteista saattaa puuttua joitain eksoneita tai niissä on 

pistemäisiä aminohappomuutoksia3637.  

 

CD44-proteiinin prosessoinnilla on todettu olevan tärkeä rooli sen toiminnassa. On todettu, 

että monissa syövissä kuten esimerkiksi rinta-, munasarja- ja paksusuolensyövässä CD44:n 

ekstrasellulaarinen osa pilkotaan pois.2838 Suusyövässä tutkimustulokset osoittavat, että tä-

hän prosessiin osallistuu ADAM-17-metalloproteinaasi. Kun ADAM-17-ekspressio on kor-



 16 

kea, on tavallisempaa, että kasvaimet lähettävät etäpesäkkeitä imusolmukkeisiin, koska me-

talloproteinaasi pilkkoo solujen ja HA:n välistä CD44-kiinnitystä. AMAD-17 vaikuttaa 

myös moniin kasvutekijöihin lisäten niiden aktiivisuutta ja sen oletetaan olevan yhteydessä 

myös syövän kehittymisessä.39 Vaikka CD44-määrät kohoavat usein syövässä, esimerkiksi 

syövän mahdollisessa esiasteessa lichen planuksessa ekspressiointensiteetti ja lokalisaatio 

ovat tutkimuksen mukaan lähes samat kuin normaaleissa kontrollinäytteissä33. 

 

1.7.1 CD44v3, -v6 ja -v10 
 

HSC-3-solut ovat suun levyepiteelikarsinoomasoluja, joilla tehdyt kokeet osoittivat, että 

tällä solulinjalla CD44v10 –variantilla on miltei kolminkertainen ilmentyminen verrattuna 

v3:een ja v6:een. CD44v10-variantti sisältää 14. eksonin, CD44v6 10. eksonin ja CD44v3 

7. eksonin muuntuvista kymmenestä eksonista. In vivo tutkimuksissa on huomattu tuumo-

rissa voimakkaasti ekspressoidun v10-muodon olevan yhteydessä sädehoidon tehottomuu-

teen ja metastasointiin40. Kaikkia CD44-reseptoreita ja kohdennetusti   CD44v3-, CD44v6- 

ja CD44v10-reseptoreita häirittäessä vasta-aineilla niin, että vasta-aine sitoutuu HA:ta sito-

vaan osaan reseptorissa sen ”blokaten”, v6-variantin toiminnan estäminen vaikutti eniten 

solujen kasvuun. Kokonaisuudessa kaikkiin CD44-reseptoreihin sitoutuva anti-CD44-vasta-

aine aiheutti suurimman, 50 %, hidastumisen kasvulle. Solujen vaste muuttui myös cisplatii-

nille, kemoterapialääkkeelle, edellä mainitulla käsittelyllä. Erityisesti CD44 v6-vasta-aineen 

käyttäminen vaikutti solujen reagointiin lääkkeelle heikentäen selkeästi niiden vastustusky-

kyä sille40.  

 

CD44v3 –variantin ekspressiossa on tutkimusten mukaan muutoksia suusyövässä. Erään tut-

kimuksen mukaan terveessä suun kudoksessa v3-varianttia ilmennetään selkeästi, mutta syö-

vässä sen ilmentäminen on vähentynyt41. Tämä löydös on ristiriidassa uudemman tutkimuk-

sen kanssa, jossa todetaan, että variantteja ekspressoidaan kyllä primaareissa syöpäleesi-

oissa, mutta erityisesti niiden metastaaseissa. Jos v3-variantin ekspressio oli korkea primaa-

rissa tuumorissa, oli tutkimuksen mukaan todennäköisempää, että tuumori lähettää metas-

taaseja40. 
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1.7.2 CD44v9 
 

CD44v9-variantti poikkeaa normaalista CD44-proteiinista, sillä variantissa on silmikoituna 

13. eksoni. Sen esiintyminen terveessä kielen epiteelissä rajoittuu pääasiassa basaali- ja oka-

solukerrokseen ja värjäys näkyy pääasiassa solun pinnalla. CD44v9-ekspressiota ei nähdä 

solujen tyvikalvon puoleisella membraanilla ja alla olevassa tukikudoksessa sitä ei havaita42. 

Kun CD44v9 vähenee kielen levyepiteelikarsinoomasoluissa, on todennäköisempää, että 

karsinooma metastasoi imusolmukkeisiin. Ekspressio vaihtelee eri tuumoreissa, mutta peri-

feerisen ekspression väheneminen tai puute on yhteydessä metastasointiin42. CD44v9 vaiku-

tuksia on tutkittu myös suun levyepiteelikarsinoomasolulinjoilla (OSCC) ja niissäkin on 

huomattu, että CD44v9 kohonnut ilmentäminen inhiboi OSCC-solujen invaasiota ja toisaalta 

CD44v9:n inhibitio lisää invaasiokykyä eri suusyöpäsolulinjoilla43. 

 

1.7.2 RHAMM 
 

RHAMM (Receptror for hyaluronan mediated motility eli reseptori hyaluronaanivälitteiselle 

liikkuvuudelle) on hyaluronaanireseptori. Sitä tavataan solujen sytoplasmassa lähinnä liit-

tyen sentrosomeihin ja solun tukirangassa eli sytoskeletonissa. Edellä mainitut ovat muun 

muassa aktiinista ja mikrotubuluksista muodostuvia rakenteita. Mikrotubuluksiin RHAMM 

liittyy aminoterminaalisesta päästä ja karboksyyliryhmä liittyy sentrosomeihin. Tumasukku-

lassa RHAMM-reseptorit ovat kiinnittyneenä sukkularihmaston säikeiden kärkiin. Interfaa-

sissa RHAMM-reseptorit sijaitsevat solun reunoilla. RHAMM voidaan kuljettaa ekstrasel-

lulaaritilaan tiettyjen molekyylien indusoimana. Kuljetus tapahtuu ns. epätyypillisen kulje-

tuksen kautta, jossa molekyylillä ei ole signaalipeptidiä eikä se ole riippuvainen endoplas-

misesta retikulumista tai Golgin laitteesta.354445 

 

RHAMM-reseptorin funktiot ovat erilaisia solunsisäisesti ja –ulkoisesti. Sen normaali so-

lunsisäinen funktio on esimerkiksi osallistuminen mitoosiin säätelemällä tumasukkulan 

eheyttä. Lisäksi yliekspressoituna se voi vaikuttaa genomin stabiilisuuteen, joka on huo-

mattu esimerkiksi multippelimyeloomassa46. On huomattu, että RHAMM-ekspressio on voi-

mistunut suun levyepiteelikarsinoomissa ja syöpäsolulinjoissa verrattuna ihmisen normaa-

leihin suun keratinosyyttisoluihin47. Solut käyttävät reseptoria apunaan liikkumiseen, jonka 

takia se on mielenkiintoinen molekyyli esimerkiksi, jos siihen voitaisiin kohdentaa jokin 

lääkeaine esimerkiksi suusyövän hoidossa, sillä RHAMM:in yliekspression vaikutukset yh-

distetään solujen kasvaneeseen proliferaatioon. 
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2 AINEISTO JA MENETELMÄT 
 

Tässä kappaleessa esitellään tutkimuksessa käytetyt solulinjat ja niiden viljelyyn, käsittelyi-

hin ja analysointiin tarvitut mediumit, reagenssit ja laitteistot. Tämän lisäksi käsitellään me-

netelmät, joita tutkimuksessa on käytetty sekä tilastotestit. 

 

2.1 Solulinjat ja –viljely 
 

Tutkimuksessa käytettiin 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 keratinosyyttejä. SCC-9- ja SCC-25-solut 

ovat molemmat kielen levyepiteelikarsinoomasoluja (Kuva 4). Ne ovat peräisin miespuoli-

silta henkilöiltä, SCC-25-solut ovat 70-vuotiaalta mieheltä kerättyjä ja SCC-9-solut ovat 25-

vuotiaalta. 

 

 
Kuva 4. SCC-25-solut vasemmalla ja SCC-9-solut oikealla. Solujen tumat on värjätty 

DAPI:lla ja aktiinisäikeet Alexa Fluor 594-phalloidiinilla. 

 

Molempia SCC-solulinjoja viljeltiin samassa kasvatusmediumissa. HaCaT-soluille oli oma 

kasvatusmediuminsa. Käytetyt mediumit ja niissä käytetyt lisäaineet on kuvattu oheisessa 

taulukossa (Taulukko 2). Soluja kasvatettiin inkubaatiokaapissa (Sanyo CO2 Incubator 

MCO-20AIC, Japan), jonka lämpötila 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-

roclone, Milano, 

Italia) 

 

500 ml 
  

Dulbecco’s modi-

fied Eagle medium 

(Gibco) 1:1 & 

Ham’s F-12 

(Lonza, Belgium) 

 500 ml 500 ml 

FBS (Fetal Bovine 

Serum) (HyClone) 
50 ml  50 ml 50 ml 

Penisilliini / Strep-

tomysiini (P/S) 

(Euroclone, Mi-

lano, Italia) 

5 ml  5 ml 

 

5 ml 

 

L-glutamiini 5 ml    

Hydrokortisoni  550	𝜇l  550	𝜇l 

Taulukko 2. Käytetyt solujen kasvatusmediumit. Mediumiin lisättyjen aineiden loppukon-

sentraatiot: FBS 10%, penisilliini/streptomysiini 50µg/ml, 50 U/ml, L-glutamiini 2 mM, 

hydrokortisoni 400 ng/ml. 

 

Solujen jako tapahtui seuraavasti: HaCaT-solujen vanha kasvatusmedium poistettiin, jonka 

jälkeen pullo huuhdeltiin PBS:llä (Dulbeccos’s Phosphate Buffered Saline without Calcium 

& magnesium, Euroclone, MI, Italy). Viikonlopun jälkeen HaCaT-solut olivat T75-pullossa, 

jolloin käytettiin 8ml PBS:ää. Viikolla soluja kasvatetaan T25-pullossa, johon lisätään 4ml 

PBS:ää. 

 

PBS poistettiin ja pulloon lisättiin 1 ml/T25 tai 2 ml/T75 0,002 % EDTA-liuosta (Sigma, St. 

Louis, MO, USA) ja pullo siirrettiin inkubaatiokaappiin noin viideksi minuutiksi. Tämän 

jälkeen pullo nostettiin takaisin laminaariin, jossa EDTA-liuos poistettiin ja soluille lisättiin 

trypsiiniä (Biochrom AG, Berlin, Germany) 0,5 ml/T25 tai 1 ml/T75. Trypsiinin lisäämisen 

jälkeen solut siirrettiin takaisin inkubaatiokaappiin ja inkuboitiin noin 15 minuuttia, jonka 

jälkeen tarkistettiin mikroskoopilla, että solut olivat varmasti irronneet alustastaan. 
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Kun solut olivat irronneet, pulloon lisättiin 4,5 ml/T25 tai 9 ml/T75 kasvatusmediumia. Kas-

vatusmediumin lisäyksen jälkeen neste suspensoitiin hyvin ja suspensiosta otettiin tarvitta-

essa 20	𝜇l näyte, josta solut laskettiin hemosytometrillä. Kasvatukseen solususpensiota otet-

tiin 0,5 ml/T25 tai 2 ml/T75. Kasvatusmediumia lisättiin kasvatuspulloon 4,5 ml/T25 tai 13 

ml/T75 niin, että totaalivolyymi oli 5ml/15ml. Tämän jälkeen 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 määrä T75-pulloissa vastasi HaCaT-soluilla käytettyjä määriä. 

T175-pulloa huuhdeltaessa PBS:llä sitä käytettiin 12 ml. EDTA:ta lisättiin 5 ml ja trypsiiniä 

käytettiin 3 ml. Kasvatusmediumia lisättiin niin, että pullon kokonaistilavuudeksi tuli 30 ml. 

 

Kokeita varten soluja laitettiin seuraavasti: 

- 6-kuoppalevylle SCC-soluja 200 000 solua/kaivo, HaCaT-soluja 175 000 so-

lua/kaivo 

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

 

2.2 Käsittelyt 
 

Kokeissa käytettiin seuraavia käsittelyjä: 25 mM Glukoosi 17,5 mM Glukoosi, 5 mM Glu-

koosi, 1 mM Glukosamiini, 20 mM Mannoosi ja 20	𝜇M Thiamet G. Solulinjakohtaisten kä-

sittelymediumien valmistusohjeet ovat alla (Taulukko 3-5). 

 

Käsittelyjen annettiin vaikuttaa soluilla 24 tuntia, jonka jälkeen näytteet kerättiin. 
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 25 mM Glc 17,5 mM Glc 5 mM Glc 

Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium (Euro-

clone, Milano, Italia) 

44 ml 44 ml 44 ml 

FBS (Fetal Bovine Se-

rum) (HyClone) 
5 ml 5 ml 5 ml 

Penisilliini/Strepto-

mysiini (P/S) (Euro-

clone, Milano, Italia) 

0,5 ml 0,5 ml 0,5 ml 

1 M Glukoosi  1,25 ml 0,875 ml 0,250 ml 

Taulukko 3. Glukoosikäsittelyiden valmistus HaCaT-soluille. Mediumiin lisättyjen ainei-

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

 

 25 mM Glc 17,5 mM Glc 5 mM Glc 

Dulbecco’s modified 

Eagle’s medium (Euro-

clone, Milano, Italia) 

44 ml 44 ml 44 ml 

Ham’s F-12 (Lonza, 

Belgium) 
44 ml 44 ml 44 ml 

FBS (Fetal Bovine Se-

rum) (HyClone) 
10 ml 10 ml 10 ml 

Penisilliini/Strepto-

mysiini (P/S) (Euro-

clone, Milano, Italia) 

1 ml 1 ml 1 ml 

Hydrokortisoni 0,110 ml 0,110 ml 0,110 ml 

1 M Glukoosi  2 ml 1,25 ml  

Taulukko 4. Glukoosikäsittelyiden valmistus SCC-soluille. Mediumiin lisättyjen aineiden 

loppukonsentraatiot: FBS 10%, penisilliini/streptomysiini 50µg/ml, 50 U/ml, hydrokortisoni 

400 ng/ml. 
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 1 mM GlcN 20 mM Man 20	𝜇M TG 

Solulinjan 17,5 mM 

Glc-medium 
5 ml 5 ml 5 ml 

200 mM Glu-

kosamiini  
0,25 ml   

1 M Mannoosi   0,100 ml  

10mM Thiamet G    10µl 

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

 

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

UDP-sokerieristystä varten käsitellyt solut siirrettiin jäille. Soluja kasvatettiin UDP-sokeri-

kokeita varten 6-kuoppalevyillä, joista kasvatusmedium otettiin talteen HA-määritystä var-

ten. 

 

Kun medium on poistettu, lisättiin kuoppiin 1 ml PBS:ää varovasti kuopan reunan kautta, 

jotta vältettäisiin irrottamasta soluja. Tämän jälkeen PBS poistettiin kuopista. Huuhtelu tois-

tettiin kaksi kertaa. 

 

Kuoppiin lisättiin 1 ml PBS:ää ja solut raaputettiin irti käyttäen steriilejä raaputtimia. Raa-

putettu solususpensio siirrettiin 15 ml muoviputkeen jäähauteelle, jonka jälkeen kuopat 

huuhdeltiin vielä 2*1 ml PBS:llä ja saatava suspensio yhdistettiin aikaisemman suspension 

kanssa. 

 

Solususpensio sentrifugoitiin (Heraeus® Sepatech, Megafuge® 1.0, Kendro Laboratory 

Products) 2000 g:llä 5 minuuttia. Tämän jälkeen PBS poistettiin varoen solupellettiä. Pelle-

tin päälle lisättiin 0,5 ml PBS:ää ja pelletti suspensoitiin siihen. Kun pelletti on suspensoitu, 

sonikoitiin näytettä (UP50H, Dr. Hielscher GmbH, Teltow, Saksa) 20 sekuntia asetuksilla 

cycle 100 ja power 1. Sonikoinnin jälkeen putket siirrettiin jäille. 

 

Sonikoidusta 0,5 ml näytteestä otettiin 60 µl näytettä Pierce BCA proteiinimääritystä varten, 

jonka jälkeen siihen lisättiin 2 ml PBS:ää. Tässä vaiheessa näytteet voitiin tarvittaessa pa-

kastaa -20 ᵒC:ssa. Näytteet sentrifugoitiin uudelleen (Eppendorf AG, Centrifuge 5810R) +4 

°C:ssä 8000 g:llä 20 minuutin ajan. Tällä ajalla esikäsiteltiin ENVI-CARB-pylväät (Sigma). 
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Pylväiden (Supelclean ENVI-CARB SPE-tubes 3 ml, 0,25 g, 57088, Sigma, St. Louis, MO, 

USA) esikäsittely aloitettiin kokoamalla vakuumilaitteisto (Supelco, Visiprep™), johon 

ENVI-Carb-pylväät liitettiin.  

 

Pylväät pestiin aluksi 3ml:llä 80 %:sta asetonitriiliä (J.T.Baker, Center Valley, PA, USA) 

käyttämättä vakuumia. Asetonitriilin jälkeen pylväiden läpi valutettiin 2,8 ml 0,1 %:sta 

trifluoroetikkahappoa (Fluka biochemika, St. Louis, MO, USA) vakuumin avulla. Viimei-

senä ennen itse näytettä pylväät pestiin vielä 2,8 ml:llä Milli Q –vettä. Pylväät eivät saa 

kuivua missään vaiheessa niitä käsiteltäessä, joten niihin jätettiin noin 1mm edellistä liuosta. 

 

Näyte pipetoitiin esikäsiteltyyn pylvääseen varoen mahdollista pellettiä ja annettiin valua 

pylvään läpi ilman vakuumia, jonka jälkeen pylväitä pestiin seuraavilla puskureilla vakuu-

min kanssa: 2 ml Milli Q –vettä, jonka jälkeen lisättiin 2 ml 25 %:lla asetonitriilillä. Sen 

jälkeen pylväisiin lisättiin vielä 2 ml 50 mM trietyyliammoniumasetaattipuskuria (TEAA) 

pH 7 (Sigma, St. Louis, MO, USA). 

 

Patruunoissa olevat näytteet eluoitiin 1,8 ml:llä 25 %:lla asetonitriilillä 50 millimolaarisessa 

TEAA-puskurissa. Niiden annettiin valua 1,5 ml Eppendorf-putkiin välillä putkea vaihtaen. 

Tyhjät patruunat hävitettiin ja UDP-sokerit sisältävät eluaatit siirrettiin sentrifugaalihaihdut-

timeen (Thermo Electron Corporation, SPD131DDA-230) käyttäen asetuksia Run type: 

Vacuum run 0,1, ei lämmitystä. Haihdutetut näytteet säilytettiin pakastettuina -20 ᵒC:ssa 

HPLC-analyysiä varten. 

 

2.4 HPLC 
 

HPLC (High-performance liquid chromatography eli korkean erotuskyvyn nestekromato-

grafia) on erottelumenetelmä, jota käytetään tunnistamaan ja erottamaan edellisessä vai-

heessa puhdistetut nukleotidit ja nukleotidisokerit. Tässä tutkimuksessa keskityimme mää-

rittämään solujen tuottamia UDP-sokeripitoisuuksia, joita voidaan määrittää käyttämällä 

anioninvaihto-HPLC:tä. 

 

Näytteet ajettiin HPLC:llä (Dionex, Thermo Fisher Scientific, ICS-3000 pumppuyksikkö, 

ICS detektori, Sunnyvale, CA, USA) käyttäen CarboPac™ PA1 column 4 x 250 mm 

(Dionex, Sunnyvale, CA, USA) pylvästä. Laitteessa oli Gilson 234 –autoinjektori (Gilson, 
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Middleton, WI, USA) ja systeemiä ohjattiin Dionecin Chromeleon 6.80 ohjelmalla (Dionex, 

Sunnyvale, CA, USA). 

 

Näytteet liotettiin Milli Q –veteen (150µl). 

 

Erottelupuskureina HPLC:ssä 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 

 

Pylväs tasapainotettiin 45 %/55 %/0 %/0 % (v/v/v/v) seoksella yllämainittuja puskureita. 

Tasapainotuksen jälkeen näytteet (100µl) injektoitiin pylvääseen ja eluoitiin taulukon mu-

kaisella ohjelmalla (Taulukko 6). 
 

T0 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. 

 

Pylvään erottelemat UDP-sokerit detektoitiin 254 nm allonpituudella ja niiden tuottamat pii-

kit tunnistettiin retentioaikojen perusteella. Pitoisuudet laskettiin käyttämällä standardisuo-

raa, joka saatiin ajamalla tunnettu määrä jokaista tunnistettavaa ainetta. 
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Kuva 5. Tyypillinen HPLC-tulos. Näytteenä käytetty standardiseosta, jossa on 19 eri 

nukleotidiä ja nukleotidisokeria. Työn kannalta kiinnostavien UDP-sokereiden piikit identi-

fioitu. 

 

2.5 ELSA 
 

ELSA (enzyme-linked sorbent assay) on menetelmä, jota käytetään määrittämään hyaluro-

naanipitoisuus kerätyistä mediumnäytteistä. Menetelmä perustuu hyaluronaania sitovan 

HABR-koettimen (Hyaluronan binding region) ja biotinoidun bHABR:in sitoman hyaluro-

naanin osoitukseen. Streptavidiini-peroksidaasi-substraatti –reaktio auttaa havaitsemaan 

HA:n. 

 

Menetelmä aloitettiin pinoittamalla levyt HABR-liuoksella (1µg/ml), jonka laimennus on 12 

µl HABR + 12 ml 50 mM NA2CO3-puskuria pH 9,5. Valmistettua liuosta pipetoitiin 100 µl 

Nunc MaxiSorp® 96-kuoppalevyyn monikanavapipetillä. Tämän jälkeen levyä inkuboitiin 

37 °C:ssä kaksi tuntia, jonka aikana HABR kiinnittyi levyyn. 

 

Inkuboinnin jälkeen kuopat pestiin 3*3 min 200 µl 0,5 % Tween-PBS –liuoksella. Pesut 

suoritettiin Labsystemsin pesurilla (Labsystems Multidrop 831, Finland) ja jokaisen pesun 

jälkeen edellinen pesuliuos kaadettiin pois ja kopistetaan kuivaksi paperipyyhettä vasten. 

Pesua tehostettiin käyttämällä jokaisen pesun aikana tasoravistelijaa. 

 

Kun kuopat on pesty pinnoituksen jälkeen, estettiin epäspesifinen sitoutuminen 1 % BSA-

PBS:llä. Jokaiseen kuoppaan lisättiin 250 µl 1 % BSA-PBS:ää ja levyä inkuboitiin 1 tunti 

37 °C:ssa. Epäspesifiä sitoutumista halutaan estää, jotta kuoppiin lisättävät HA-näyte ja 

bHABR sitoutuisivat vain HABR:iin eivätkä esimerkiksi kuopan pohjaan. Inkuboinnin jäl-

keen suoritettiin samanlainen pesu kuin ensimmäisenkin inkuboinnin jälkeen. Täten saatuja 

levyjä voidaan tarvittaessa säilyttää pakastettuina -20 ᵒC:ssa. 
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Seuraavaksi kuoppiin lisättiin laimennetut HA-näytteet, jotka ovat 6-kuoppalevyillä kasva-

neiden solujen kasvatusmediumit. Laimennokseen käytettiin 1 % BSA-PBS-liuosta niin, että 

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

 

Solulinja HaCaT SCC-9 SCC-25 

Laimennussuhde 1:30 1:10 1:60 

Taulukko 7. HA-näytteiden laimennus. 

 

Hyaluronaanistandardien (10 µg/ml, ProVisc®, Algon Laboratories, Fort Worth, TX, USA) 

valmistus (Taulukko 8): 

 

Välilaimennus: 10 µl 10 µg/ml HA + 1 % BSA-PBS. 

 

HA-pitoisuus (ng/ml) HA (µl) 1 % BSA-PBS (µl) 

50 (välilaimennos) 100 µl 500 ng/ml 900 

35 700 µl 50 ng/ml 300 

25 715 µl 35 ng/ml 285 

15 600 µl 25 ng/ml 400 

10 665 µl 15 ng/ml 335 

5 500 µl 10 ng/ml 500 

2,5 500 µl 5 ng/ml 500 

1 400 µl 2,5 ng/ml 600 

0 - - 

Taulukko 8. Hyaluronaanistandardien valmistus. 

 

Näytteitä ja standardeja pipetoitiin 100µl 96-kuoppalevylle suunnitelman mukaan ja niistä 

tehtiin kolme rinnakkaismääritystä. Levyä Inkuboitiin 37 °C:ssa tunti, jonka jälkeen suori-

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

 

Tämän jälkeen valmistettiin bHABR-liuos (1µg/ml) lisäämällä 12 µl bHABR-stock:ia 12 

ml:ään 1 % BSA-PBS:ää, joka lisättiin levyille. Levyjä inkuboitiin tunti 37 °C:ssa, jonka 

jälkeen levy pestiin kuten aiemmin. Juuri ennen käyttöä valmistettiin 1:20 000 (1 µl+20 ml) 

Horse Radish Peroxidase in Streptavidin PBS:ssä (Vector Laboratories, Inc., Burlingame, 

CA, USA), jota pipetoitiin 100 µl kuoppiin ja inkuboitiin tunti 37 °C:ssa. Levy pestiin jälleen 

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 % H2O2 pH 6,0 ja MilliQ-vettä. Valmis-

tettua liuosta pipetoitiin 100 µl kuoppiin ja inkuboitiin huoneen lämmössä pimeässä folion 

alla 25 minuuttia kunnes värireaktio tapahtui. Inkuboinnin jäkeen kuoppiin lisättiin 50 µl 2 

M H2SO4, joka pysäytti värinmuodostusreaktion. Tämän jälkeen mitattiin absorbanssi kuop-

palevylukijalla (Labsystems iEMS Reader MF) 450 nm:llä. 

 

2.6 Pierce BCA Proteiinimääritys 
 

Sekä UDP-sokerit että HA-tulokset normalisoitiin totaaliproteiinimääriin. Nämä näytteet ke-

rättiin sonikoidusta solususpensiosta ja määritettiin käyttäen Piercen BCA-proteiini määritys 

kittiä. Tätä varten valmistettiin WR-reagenssia 200 µl 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 proteiininäytteen 

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

 

Proteiinipitoisuus (µg/µl) Laimennus 

2 µg/µl 2 µl (200 mg/ml) + 198 µl 

1,5 µg/µl 45 µl (2 µg/µl) + 15 µl 

1 µg/µl 60 µl (2 µg/µl) + 60 µl 

0,5 µg/µl 60 µl ed. + 60 µl 

0,25 µg/µl 60 µl ed. + 60 µl 

0,125 µg/µl 30 µl ed. + 30 µl 

0 60 µl puskuria 

                    Taulukko 9. Pierce BCA proteiinistandardin laimennus. 

 

Näytettä pipetoitiin kuoppiin 25 µl. Kun näytteet oli pipetoitu kuoppiin, lisättiin 200 µl val-

mistettua WR-reagenssia. Tämän jälkeen kuoppalevyä inkuboitiin 37 °C:ssä puoli tuntia. 

Inkuboinnin jälkeen 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 käytössä ol-

leelle solulinjalle. 

 

HaCaT-soluja laitettiin 70 000 solua/kuoppa ja SCC-soluja laitettiin 80 000 solua/kuoppa. 

Soluja pipetoitiin niin, että saatiin kuusi rinnakkaista näytettä jokaisesta eri käsittelystä. Tä-

män jälkeen solut siirrettiin kiinnittymään ja kasvamaan inkubaattoriin kahdeksi vuorokau-

deksi. 

 

Inkuboinnin jälkeen tarkistettiin mikroskoopilla (Olympus CK 2, Olympus Optical Co., Ja-

pan), että solut olivat kiinnittyneet kuoppiin. Tämän jälkeen tehtiin ristinmuotoiset haavat 

kuoppien pohjiin 1 ml pipetinkärkeä apuna käyttäen. Haavan tekemisen jälkeen kasvatus-

medium imettiin pois Pasteur-pipetillä. Jokaiseen kuoppaan lisättiin käsittelyt (25 mM Glc, 

17,5 mM Glc, 5 mM Glc, 1 mM GlcN, 20 mM Man ja 20	𝜇M TG (400	𝜇l)) omille riveillensä. 

Glukosamiini-, mannoosi- ja TG-käsittelyt valmistettiin juuri ennen migraatiokokeiden 

aloittamista. 

 

Käsittelyjen jälkeen haavat kuvattiin (Nikon Digital Sight DS-L1, Nikon Corporation, Ja-

pan). Kuvauksen jälkeen solut siirrettiin inkubaattoriin ja annettiin kasvaa 24 tuntia. Tämän 

jälkeen solut kuvattiin uudelleen ja hävitettiin. 

 

2.8 Tilastotestit 
 

Tilastotesteinä käytettiin student’s t-testiä tai yksisuuntaista monivarianssianalyysiä 

(ANOVA) ja post Hoc –testinä Dunnettin testiä. ANOVA:aa käytettiin UDP-sokeridatalle, 

hyaluronaanimäärille ja migraatioille, kun vertailtiin käsittelyjen vaikutuksia. Eri solulinjoja 

vertailtaessa käytettiin Student’s t-testiä. Tilastotestit ja taulukot piirrettiin käyttäen 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 tekijöiden vaikutusta UDP-sokeri- ja hyaluro-

naanisynteesiin sekä migraatioon kolmella eri solulinjalla. Tutkimuksessa käytettiin seuraa-

via käsittelyjä: 25 mM Glukoosi 17,5 mM Glukoosi, 5 mM Glukoosi, 20 mM Mannoosi, 1 

mM Glukosamiini ja 20 µM Thiamet G, joka vaikuttaa OGA-entsyymiä inhiboiden nostaen 

O-GlcNAc:in määrää. Tarkasteltavia UDP-sokereita oli viisi: UDP-GlcNAc, UDP-Glc, 

UDP-GlcUA, UDP-GalNAc ja UDP-Gal. 

 

Tulokset osoittavat, että käsittelyt vaikuttivat HaCaT-, SCC-9- ja SCC-25-soluihin. Kaikissa 

solulinjoissa UDP-GlcNAc ja UDP-GalNAc saivat tilastollisen merkitsevyyden glukosamii-

nikäsittelyssä. Glukosamiinin todettiin lisäävän huomattavasti UDP-GlcNAc- ja UDP-Gal-

NAc-tasoja. Toisaalta huomattiin, että glukosamiinikäsittely vähentää selkeästi UDP-Glc:n 

ja UDP-Gal:in tuottoa kautta solulinjojen. 

 

Kasvava glukoosikonsentraatio näyttää vaikuttavan hypoteesimme mukaan nostaen UDP-

sokeritasoja glukoosin saatavuuden kasvaessa. Näin ollen 5 mM:ssa glukoosissa kasvaneet 

solut tuottavat vähemmän UDP-sokereita kuin kontrolli tai 25 mM:ssa glukoosikäsittelyssä 

kasvaneet solut. 

 

3.1 UDP-sokerit (HPLC) 
 

3.1.1 Vaikutukset HaCaT-soluihin 
 

Käsittelyiden vaikutus HaCaT-soluille näkyy tilastollisesti merkittävänä glukosamiinin vai-

kutuksena UDP-sokerien tuottoon. Glukosamiini lisää merkittävästi UDP-GlcNAc:in ja 

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

 

Tilastollisesti merkittäväksi osoittautui myös 5 mM glukoosikäsittelyn vähentävä vaikutus 

UDP-Glc:n määriin. Huomioitavaa on myös, että HaCaT-solut eivät tuottaneet detektoitavia 

määriä UDP-Gal:ia 5mM glukoosikäsittelyssä (Kuva 6). 
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3.1.2 Vaikutukset SCC-9-soluihin 
 

SCC-9-soluilla käsittelyistä tilastollisesti merkittäviä olivat glukosamiinin UDP-GlcNAc:in 

tuottamista lisäävä vaikutus. Glukosamiini lisäsi myös UDP-GalNAc:in tuottoa. Glukoosin 

vaikutus menee hypoteesin mukaan: kasvava glukoosikonsentraatio lisäsi eri UDP-sokerei-

den tuottoa (Kuva 7). 

 

3.1.3 Vaikutukset SCC-25-soluihin 
 

Kuten muillakin tutkituilla solulinjoilla tilastollisesti merkittäviksi käsittelyiksi SCC-25-so-

luilla osoittautui glukosamiinin lisäävä vaikutus UDP-GlcNAc- ja UDP-GalNAc-tasoihin. 

Muilla käsittelyillä ei saatu tilastollista merkitystä. SCC-25-solulinjalla kasvava glukoo-

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

 

3.1.4 Mannoosin ja Thiamet G:n vaikutukset 
 

Thiamet G –käsittely näyttäisi lievästi nostavan kaikkia UDP-sokeritasoja SCC-25-soluilla. 

 

Mannoosilla näyttäisi olevan laskeva vaikutus UDP-GlcNAc-, UDP-GalNAc- ja UDP-

GlcUA-tasoihin HaCaT- ja SCC-9-soluilla, mutta päinvastainen vaikutus SCC-25-soluilla. 

UDP-Glc:n ja UDP-Gal:in tuotanto kasvaa mannoosikäsittelyssä SCC-25-soluilla toisin kuin 

SCC-9-soluilla (Kuvat 6-8). 
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Kuva 6. Muutokset HaCaT-solujen UDP-sokerimäärissä eri käsittelyjen seurauksena. Kont-

rollina toimii 17,5 mM glukoosikäsittely. Tilastollinen merkittävyys on laskettu käyttämällä 

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

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

keskiarvoa. ±SEM.  
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Kuva 7. Muutokset SCC-9-solujen UDP-sokerimäärissä eri käsittelyjen seurauksena. Kont-

rollina toimii 17,5 mM glukoosikäsittely. Tilastollinen merkittävyys on laskettu käyttämällä 

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

n=2-3 (tilastollisen merkittävyyden saaneiden n=3) ja pylväs kuvaa keskiarvoa. ±SEM.  
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Kuva 8. MuutoksetSCC-25-solujen UDP-sokerimäärissä eri käsittelyjen seurauksena. Kont-

rollina toimii 17,5 mM glukoosikäsittely. Tilastollinen merkittävyys on laskettu käyttämällä 

yksisuuntaista varianssianalyysia (ANOVA) ja Dunnettin monivertailutestiä (**p<0,01). 

n=2-3 (tilastollisen merkittävyyden saaneiden n=3) ja pylväs kuvaa keskiarvoa. ±SEM.  
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3.2 HaCaT vs SCC-9 vs SCC-25 
 

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

syöpäsoluja. HaCaT-solut toimivat tutkimuksessa kontrollisoluina kielisyöpäsoluille. 

 

SCC- ja HaCaT-solujen kontrollinäytteiden välillä tilastollisesti merkitseviä eroja ilmeni tar-

kemmin tarkastelluissa UDP-sokereissa vain UDP-GlcNAc:ssa. Tilastollisen merkitsevyy-

den saivat HaCaT vs SCC-25 ja SCC-9 vs SCC-25 (Kuva 9). 

 

 
Kuva 9. HaCaT-, SCC-9- ja SCC-25-solujen 17,5 mM glukoosikontrollinäytteiden välillä 

ilmenevät erot UDP-sokerimäärissä. Tilastollinen merkittävyys on laskettu käyttämällä yk-

sisuuntaista varianssianalyysia (ANOVA) ja Tukeyn testiä, n = 2-3 (tilastollisen merkittä-

vyyden saaneiden n=3). Pylväs kuvaa keskiarvoa. ±SEM. 
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3.3 Hyaluronaanimäärät (ELSA) 
 

HaCaT-soluilla käsittelyt vaikuttivat odotetulla tavalla HA-määriin. Kasvava glukoosikon-

sentraatio näyttäisi lisäävän hyaluronaanitasoja; 5 mM glukoosilla hyaluronaanin tuotanto 

on vähäisempää ja glukoosikonsentraation kasvaessa hyaluronaanimäärät nousevat. Man-

noosikäsittely näyttäisi vähentävän, Thiamet G:llä ei ollut juuri vaikutusta ja glukosamiini 

lisäsi hyaluronaanimäärää 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 enemmän. Mannoosi vaikutti selvästi vä-

hentäen, Thiamet G:llä ei ollut juuri vaikutusta ja glukosamiini lisäsi hyaluronaanimäärää ja 

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

 

SCC-25-soluilla glukoosin määrän muutokset eivät vaikuttaneet selvästi hyaluronaanin 

muodostukseen. Mannoosin ja Thiamet G:n vaikutus oli lievästi nostava, mutta glukosamii-

nikäsittely aiheutti selkeän nousun hyaluronaanitasoissa (Kuva 10 c). 

 

Vertailtaessa kolmen solulinjan 17,5 mM glukoosikontrollia huomattiin, että SCC-25-solut 

tuottivat selkeästi eniten hyaluronaania, kun taas HaCaT- ja SCC-9-solulinjojen välillä ei 

ollut merkittävää eroa. 

 

Tulokset viittaavat siihen, että syöpäsolut tuottaisivat enemmän hyaluronaania kuin kerati-

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

välillä. Kontrollina toimii 17,5 mM glukoosikäsittely. Tilastollinen merkittävyys on laskettu 

käyttämällä yksisuuntaista varianssianalyysia (ANOVA) ja Dunnettin monivertailutestiä 

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

post-Hoc testiä. ±SEM.  
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3.4 Migraatiot 
 

HaCaT-solulinjalla 5 mM:n glukoosikäsittelyn hidastava vaikutus näkyi selkeästi ja sai ti-

lastollisen merkittävyyden. Muut käsittelyt eivät sanottavasti vaikuta HaCaT-soluihin (Kuva 

11 a). 

 

SCC-9-soluilla 5 mM glukoosi- ja mannoosikäsittelyt näyttäisivät hidastavan migraatiota 

verrattuna 17,5 mM glukoosikontrolliin. Mannoosin migraatiota laskeva vaikutus näkyi sel-

keimmin (Kuva 11 b). 

 

SCC-25-solujen migraatio ei hidastunut 5 mM glukoosikäsittelyssä. Mielenkiintoista oli, 

että 25 mM glukoosikäsittely hidasti migraatiota hieman. Thiamet G ja erityisesti glu-

kosamiini näyttäisivät hidastavan migraatiota.  

 

Mielenkiintoista oli, että glukosamiini hidastaa solulinjan migraatiota selkeästi, vaikka glu-

kosamiinin tiedetään vaikuttavan hyaluronaanisynteesiin lisäten sitä ja hyaluronaanin vai-

kuttavan migraatioon oletettavasti sitä edistävästi (Kuva 11 c). 

 

Vertailtaessa soluja 17,5 mM:n glukoosikontrollikäsittelyssä käy ilmi, että HaCaT-solulin-

jan migraationopeus on huomattavasti suurempi kuin SCC-solulinjojen. Tästä syystä 

HaCaT-soluja ei voida käyttää kontrollina migraatioissa.  

 

Näyttäisi myös, että kielen levyepiteelisyöpäsolulinjoista SCC-25-solulinja migroisi SCC-

9:ää enemmän. Tilastollinen merkittävyys 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 käsittelyjen välillä. Tilas-

tollinen merkittävyys on laskettu käyttämällä yksisuuntaista varianssianalyysia (ANOVA) 

ja Dunnettin monivertailutestiä (*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. Pylväs kuvaa keskiarvoa. 

±SEM. 
  



 39 

4 TULOSTEN TARKASTELU JA POHDINTA 
 

Tutkimustulokset osoittavat, että suurempi glukoosikonsentraatio kasvatusmediumissa vai-

kutti positiivisesti solujen tuottamiin UDP-sokerikonsentraatioihin. Tämä heijastui myös 

hyaluronaanimääriin: mitä korkeampi glukoosikonsentraatio sitä korkeampi hyaluronaa-

nimäärä. Glukosamiinikäsittely, jonka tiedetään vaikuttavan UDP-sokerimääriin, vaikutti 

kaikilla solulinjoilla voimakkaimmin. Nämä havainnot tukevat tutkimukselle asetettua hy-

poteesia. 

 

Tuloksemme vahvistavat myös aikaisempia tutkimuksia hyaluronaanin merkityksestä syö-

vässä. Tämän lisäksi tutkimuksemme osoitti, että HACAT-solut eivät toimi kontrollisoluina 

suun limakalvon soluille niiden erilaisuuden takia. Tutkimuksessa käytettyjen syöpäsolulin-

jojen välillä havaittiin myös eroja. 

 

Seuraavaksi käsitellään tutkimuksen kannalta keskeisimpiä ja mielenkiintoisimpia havain-

toja ja niihin liittyviä pohdintoja. 

 

4.1 UDP-sokerit 
 

UDP-sokerit ovat tärkeitä aktiivisia monosakkarideja, jotka toimivat solujen sokerijohdan-

naisten rakenneosina. Niitä muodostetaan glykolyysin välituotteista, joten niiden muodostus 

on riippuvaista glukoosista. Syöpäsolujen muuttuneen glukoosimetabolian vuoksi glukoo-

sitransporttereita ilmennetään usein enemmän solukalvolla takaamaan solun glukoosin 

saanti tarpeen lisäännyttyä. 

 

Käyttämiemme HaCaT-solujen optimaalinen glukoosikonsentraatio soluviljelyssä on 25 

mM, joka saattaa vaikuttaa vertailuun, sillä SCC-solujen glukoosioptimi on 17,5 mM glu-

koosi ja 17,5 mM glukoosia käytettiin tässä tutkimuksessa myös HaCaT-soluilla käsittely-

mediumissa. 

 

Kun HaCaT-soluilla oli saatavilla vähän glukoosia (5 mM), näyttää siltä, että UDP-glukoo-

sin HPLC:llä havaittava määrä oli vähäisempi ja sitä oli käytetty UDP-GlcUA:n valmistuk-

seen. Koska glukoosia ei ollut saatavilla, UDP-glukoosin käyttö kohdennettiin UDP-

GlcUA:n tuottoon eikä niinkään mahdollisen varastosokerin, glykogeenin, muodostukseen, 
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jota voidaan valmistaa UDP-glukoosista. Toisaalta matalassa glukoosikonsentraatiossa syö-

päsolutkaan eivät käyttäneet glukoosia juurikaan UDP-glukoosin tuottoon. 

 

Myös glukosamiinikäsittelyssä UDP-glukoosia detektoitiin vähän ja tuotanto painottui 

UDP-GlcNAc:iin ja UDP-GlcUA:han, jotka ovat hyaluronaanin substraatteja. Tämä UDP-

glukoosin vähäisempi detektointi selittyy glukosamiinilla sillä, että se on spesifisti HBS-

reittiin vaikuttava aminosokeri. Toisaalta huomioitavaa on, että glukosamiinikäsittely ei kui-

tenkaan johtanut migraation lisääntymiseen HaCaT-soluilla, vaikka se lisääkin suoraan 

hyaluronaanin substraatteja.  

 

4.2 Hyaluronaanimäärät, -reseptorit ja -syntaasit 
 

SCC-25-solujen tulos oli mielenkiintoinen. Niille 5 mM glukoosikäsittely ei vaikuttanut hi-

dastavasti hyaluronaanin tuottoon, vaan ne tuottivat 5 mM glukoosissa jopa enemmän hyalu-

ronaania kuin kontrollissa. 5mM glukoosi ei myöskään hidastanut niin selkeästi SCC-solu-

jen migraatiota toisin kuin se hidasti HaCaT-soluja. Solujen kesken on siis mitä ilmeisimmin 

eroja hyaluronaania tuottavien entsyymien ekspression ja / tai aktiivisuuden välillä. Olisi 

mielenkiintoista tietää miten solut ilmentävät eri HAS-entsyymejä. 

 

Toisaalta merkitystä voi olla myös hyaluronaanireseptorien ilmentämisellä. Nämä ovat 

osana hyaluronaanivälitteistä solujen migraatiota, sillä on todettu, että esimerkiksi 

RHAMM-reseptoria ilmennetään useissa suun levyepiteelikarsinoomissa ja on ylössäädelty 

kaikissa Yamanon tutkimuksessa käytetyissä solulinjoissa47. Solut käyttävät RHAMM-re-

septoria apunaan liikkumiseen, jonka takia se on mielenkiintoinen molekyyli esimerkiksi, 

jos siihen voitaisiin kohdentaa jokin lääkeaine esimerkiksi suusyövän hoidossa, sillä 

RHAMM:in yliekspression vaikutukset yhdistetään solujen kasvaneeseen proliferaatioon. 

 

Olisi mielenkiintoista tietää miten käsittelyt vaikuttaisivat solujen invasiivisyyteen, sillä jos 

olettamus hyaluronaanimäärän kasvun vaikutuksesta migraation tai invasiivisyyden lisäämi-

seen pätee, voisi selittyä osin myös se miksi SCC-solut tuottavat hyaluronaania enemmän 

alhaisessa glukoosikonsentraatiossa.  
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4.3 Migraatiot 
 

Kuten aiemmin todettiin hyaluronaanilla voi olla migraatiota lisäävä tai vähentävä vaikutus, 

mutta hyaluronaaniketjun pituudella voi olla myös roolia migraatioissa. Toisaalta suuri 

määrä hyaluronaania saattaa aiheuttaa liian tiukan matriksin ja haitata tällä tavalla migraa-

tiota. Oletimme, että kasvava hyaluronaanimäärä vaikuttaa migraatioon sitä edistävästi.  

 

Koska käyttämämme koejärjestelmä ei ole herkkä lyhytketjuiselle hyaluronaanille, hyaluro-

naania saatettiin tuottaa vieläkin enemmän. Saattaa olla, että keskipitkä- ja pitkäketjuinen 

hyaluronaani lisäävät migraatiota, mutta lyhyemmät hidastavat tai toimivat häiritsevästi 

migraatiossa. Solut voivat ilmentää myös eri määriä eri hyaluronaanisyntaaseja. HAS1 ja 

HAS2 tuottavat pidempiä hyaluronaaniketjuja ja HAS3 lyhyempiä. Toisaalta tutkimukset 

ovat osoittaneet lyhytketjuisen hyaluronaanin olevan tärkeä osa angiogeneesiä eli verisuon-

ten kasvua, joka on välttämättömyys myös kasvaimelle sen kasvaessa. 

 

Tällä hetkellä hyaluronaania ja sen ilmentymistä suusyövässä on tutkittu suhteellisen vähän 

in vivo –näytteissä. Tutkimuksia löytyy CD44-reseptorista ja HAS2-entsyymistä sekä yksis-

tään HA:sta suusyövässä. Aikaisemman tiedon valossa olisi hyvä tutkia myös esimerkiksi 

HAS1- ja HAS2-entsyymien ilmentymistä, HYAL1- ja HYAL2-entsyymien ilmentymistä 

ja HA:ta ja korreloida niitä keskenään ja arvioida niiden vaikutusta syöpään. Glukosamiini-

käsittelyissä kaikki solut tuottivat paljon hyaluronaania, joka todettiin käyttäen ELSA:aa. 

HaCaT- ja SCC-9-solut eivät kuitenkaan migroineet 17,5 mM glukoosikontrollista huomat-

tavasti poiketen. SCC-25-solujen migraatio sen sijaan hidastui merkittävästi. Miksi migraa-

tio hidastuu? Tehdyn tutkimuksen perusteella sitä on vaikea sanoa ja lisää tutkimuksia ai-

heesta vaadittaisiin. Voivatko korkeat hyaluronaanipitoisuudet hidastaa migraatiota tai vai-

kuttaako eri hyaluronaanisyntaasien tuottamat eri mittaiset hyaluronaaniketjut siihen? Miten 

käytetyt solulinjat ilmentävät eri hyaluronaanisyntaaseja? Selittyykö tällä SCC-25-solujen 

käyttäytyminen migraatiokokeissa? 
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