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TIVISTELMA

Munasarjasyopaan liittyy suurin kuolleisuus kaikista gynekologisista syovista, silla syopa
diagnosoidaan yleensa levinneessa vaiheessa. Syovan aggressiivisen luonteen ja nykyisten
hoitojen tehottomuuden vuoksi uusien hoitomuotojen kehittaminen on tarkeaa. Tassa
prekliinisessa in  vivo -tutkimuksessa oli tarkoitus selvittdd munasarjasyovan
adenovirusvalitteisen veri- ja imusuonten kasvua estdvan geeniterapian sekd hoitoon
yhdistetyn kemoterapian mahdollisia sivuvaikutuksia. Tyossa selvitettiin hoitogeenien
biodistribuutio eli biologinen jakautuminen terveissd koe-eldimissa sekd geenihoitoannos,
jolla saavutetaan riittavan tehokas hoitovaste syopdkudoksen maardan vahentamiseksi ja
valtytaan merkittavilta hoidon aiheuttamilta sivuvaikutuksilta.

Tutkimusaineisto koostui 90 terveesta Wistar-kannan naarasrotasta. Geeninsiirtoihin
kaytettiin adenovirusvektoreita, jotka koodasivat sVEGFR2 ja sVEGFR3 hoitoproteiinien
tuottoa. Geeniterapiaa annettiin eldimille joko korkea (2x10'! vp) tai matala hoitoannos
(2x10"° vp) ja kemoterapiassa kaytettiin paklitakseli ja karboplatiini sytostatteja. Eldimistd 15
sai kokeen aloituspdivanda AdsVEGFR2:a ja AdsVEGFR3:a joko korkean tai matalan
hoitoannoksen. Geeniterapian ja kemoterapian yhteisvaikutuksia tutkittiin yhteensa 20
eldimelld, jotka saivat kokeen alussa AdsVEGFR2:a ja AdsVEGFR3:a korkean tai matalan
hoitoannoksen seka tasta viikon ja kahden viikon kuluttua kemoterapiaa. Pelkan
kemoterapian vaikutusta tutkittiin 15 eldimella. Kontrolliryhmissa 15 eldinta sai AdLacZ:aa ja
10 eldinta sai AdLacZ:aa seka kemoterapiaa viikon valein. Kokeen kesto oli nelja viikkoa.

Tutkimustulokset osoittivat AdsVEGFR2:n ja AdsVEGFR3:n kayttdon perustuvan
geeniterapian ja hoitoon yhdistetyn kemoterapian olevan turvallinen terveille koe-eldgimille
kdytettdessa  geenihoitoannosta 2x10%° vp. Adenovirusvidlitteisesti  tuotettujen
hoitoproteiinien biodistribuutio keskittyi odotetusti maksakudokseen, jossa niiden tuotto
tapahtuu, eikd hoidoista aiheutunut merkittdvia sivuvaikutuksia. Liukoisten VEGF-
reseptoreiden tuotto oli tehokkainta viikon kuluttua geenihoidosta ja kemoterapia pidensi
geenihoidon vaikutusaikaa elimistdssa. Tutkimuksessa saadut tulokset on hyva huomioida
arvioitaessa adenovirusvalitteisen geeniterapian turvallisuutta munasarjasyévan hoidossa ja
siirryttaessa kliinisiin hoitokokeisiin.
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1. JOHDANTO

Terapeuttisesta geeninsiirrosta  voidaan puhua, kun nukleiinihappoja vieddan
geeninkuljettimen avulla somaattisiin soluihin ja saadaan aikaan toivottu hoitovaikutus (YIa-
Herttuala ja Alitalo 2003). Geeniterapia perustuu geeninkuljettimen periméan
muokkaamiseen korvaamalla jokin geenialue halutun hoitoproteiinin tuottoa koodaavalla
siirtogeenilla. Vektori kulkeutuu kohdesoluun, jonka jakautumismekanismien avulla vektori
replikoituu ja sen perimdssa olevaa siirtogeenin koodaamaa hoitoproteiinia tuotetaan.
Kliinisia geeniterapiatutkimuksia on tehty useiden eri sairauksien hoidossa, naista
tutkimuksista 65 % on kliinisia syopatutkimuksia

(http://www.wiley.com//legacy/wileychi/genmed/clinical/).

Munasarjasyopatapauksista noin 90 % on tyypiltdan epiteliaalista munasarjasyopaa (Jemal
ym. 2010) ja sen esiintyvyys on runsainta post-menopausaalisilla 60—70-vuotiailla naisilla.
Munasarjasyévan luonteen vuoksi varhainen diagnosointi on harvinaista ja sairaus todetaan
useimmiten levinneessa vaiheessa, mikda heikentad huomattavasti taudista paranemisen
ennustetta. Laajoista leikkaus- ja kemoterapiahoidoista huolimatta levinneeseen
munasarjasyopaan liittyy erittdin suuri uusiutumisen riski ja uusiutuneen taudin
paranemisennuste on huono. Kemoterapian on osoitettu tehoavan hyvin munasarjasyépaan,
mutta ongelmana on ollut resistenssin kehittyminen sytostaatteja vastaan. Viime vuosina
syovan hoidon ja potilaiden ennusteen parantamiseksi ei ole tapahtunut merkittavaa
edistystd, nadin ollen geeniterapian mahdollisuudet syopahoitojen kehittamisessd ovat

potentiaaliset.

Angiogeneesi eli verisuonten uudismuodostuminen on syOpakasvaimen paaasiallinen keino
hankkia sen kasvulle valttamattomia ravinteita sekd happea (Folkman ja Shing 1992).
Angiogeneesi ja verisuonen endoteelikasvutekijat (vascular endothelial growth factor, VEGF)
ovat merkittdvia munasarjojen normaalin toiminnan, kuten follikkeleiden kasvun ja
keltarauhasen kehittymisen kannalta, mutta niilld on rooli my6s syovan kehittymisessa
(Artini ym. 2008). Angiogeneesia kontrolloidaan lukuisilla eri kasvu- ja sdatelytekijoilld, kuten

pro- ja antiangiogeenisilla molekyyleilld. Kasvaimessa ndiden saatelytekijéiden ilmentyminen



on hairiintynyt, mikd johtaa sen epdnormaaliin kasvuun. VEGF:n yli-ilmentymisen on
osoitettu liittyvdn munasarjasyévan kehittymiseen ja huonoon paranemisennusteeseen
(Sowter ym. 1997). Prekliiniset munasarjasydvan geeniterapiatutkimukset perustuvat muun
muassa liukoisten endoteelikasvutekijareseptoreiden (sVEGFR) avulla tapahtuvaan veri- ja

imusuonten kasvun estoon eli antiangio- ja antilymfangiogeneesiin.

[td-Suomen yliopistossa, Kuopion A.l. Virtanen -instituutissa molekulaarisen ladketieteen
tutkimusryhmassa on kehitetty ihmisen epiteliaalisen munasarjasyévan koe-eldainmalli, jossa
on tutkittu adenovirusvalitteistd antiangiogeenistd ja antilymfangiogeenista geeniterapiaa
(Sallinen ym. 2006). Naissda geeniterapiaan perustuvissa tutkimuksissa liukoisten VEGF-
reseptoreiden avulla estetadan veri- ja imusuonten endoteelisolujen pinnalla sijaitsevien
VEGF-reseptoreiden kautta tapahtuva syopakudoksen angiogeneesia ja lymfangiogeneesia
aktivoiva signaalinvalitys. Munasarjasyopakudoksen verisuonitusta ja kasvaimen maaraa on
onnistuttu vahentamaan immuunipuutteisessa nude-hiiressa AdsVEGFR1:n, AdsVEGFR2:n ja
AdsVEGFR3:n avulla (Sallinen ym. 2009). Tutkimuksessa AdsVEGFR2:n todettiin vahentdvan
askitesnesteen muodostumista ja kolmen liukoisen VEGF-reseptorin yhdistelmahoidon
todettiin olevan tehokkaampi syOpdkasvaimen maardan vahentamiseksi kuin kaytettdessa
naita yksindan. Tutkimukset ovat osoittaneet liukoisten VEGF-reseptoreiden kayton
pidentavan my0s munasarjasyopada sairastavien koe-eldinten elinikda yhdessa paklitakseli-

sytostaatin kanssa (Sopo ym. 2012).

Aiemmat tutkimustulokset munasarjasyovan geeniterapian kehittamiseksi ovat olleet
lupaavia. Tassa tutkimuksessa suoritettu munasarjasyovdan geeniterapian toksikologia- ja
biodistribuutiotutkimus liukoisten VEGF-reseptoreiden kayttoon ja tahan yhdistettyyn
kemoterapiaan perustuen on tiettdvasti ensimmadinen laaja tutkimus, jossa selvitetdaan
geeniterapian seka geeni- ja kemoterapian yhdistelmahoidon vaikutuksia terveisiin koe-
eldimiin. Tutkimuksen avulla saadaan tietoa virusvalitteisesti tuotettujen hoitoproteiinien
leviamisesta elimistoon, niiden ilmentymisajasta eri kudoksissa ja verenkierrossa seka
mahdollisista hoitojen sivuvaikutuksista. Tutkimuksessa pyritddn saamaan tietoa
geenihoitoannoksen suuruudesta, jolla saavutetaan riittdva hoitovaste mutta valtytaan

hoidon aiheuttamilta merkittavilta sivuvaikutuksilta.



2. KIRJALLISUUSKATSAUS

2.1. Munasarjasyopa

Munasarjasyopa on kehittyneissa maissa yleisin gynekologinen syopa. Maailmanlaajuisesti se
on naisten kuudenneksi yleisin syopd. Munasarjasyovan ilmaantuvuus on suurinta yli 65
vuotiailla naisilla, nuorilla sydpaa todetaan harvoin. Munasarjasyovan ilmaantuvuus kasvaa
40 ikdavuoden jalkeen (NORDCAN, Association of the Nordic Cancer Registries 2012). Vuonna
2010 Suomessa todettiin 463 uutta munasarjasyopatapausta ja kuolemia todettiin 356.
Taudin ilmaantuvuus oli 8.7 100 000 asukasta kohti (Suomen syoparekisteri 2012). USA:ssa
munasarjasyopaan ennustetaan vuoden 2012 aikana sairastuvan 22 280 naista ja ennustettu
kuolleisuus on 15500 naista (Siegel ym. 2012). Viimeisten 15 vuoden aikana

munasarjasyovan hoidossa ei ole tapahtunut merkittavaa kehitysta.

Munasarjasyovalta suojaavia tekijoitd ovat muun muassa yhdistelmaehkaisypillereiden
kayttd, raskaus ja imetys. Munasarjasyopda voidaan diagnosoida gynekologisella
tutkimuksella seka ultradanikuvantamisella. Tutkimukset ovat osoittaneet perimalla olevan
myos vaikutusta munasarjasyovan ilmaantuvuuteen, mutta perinnéllisten tautitapausten
madra on vahdinen liittyen vain noin 5-15 %:iin tautitapauksista (Boyd ym. 2000; Auranen
ym. 1996). Munasarjasyoville altistavista geenimuutoksista tunnetaan muun muassa BRCA1-
mutaatio, joka altistaa voimakkaasti myo6s rintasyovalle, taman mutaation kantajilla on 24-39
% sairastumisriski munasarjasyovalle (Eerola ym. 2002). My6s BRCA2-mutaation on todettu
altistavan perinndlliselle munasarjasyovalle sairastumisriskin ollessa 11 % taman
geenivirheen kantajalla (Antoniou ym. 2003). Munasarjasyovan perinnollisia mutaatioita
kantaville henkildille ja heidan sukulaisilleen on tdrkeda suorittaa vuosittainen

gynekologinen tutkimus mahdollisen syévan varhaisvaiheen havaitsemiseksi.

Munasarjasyopa todetaan levinneessa vaiheessa jopa 70 %:lla tautitapauksista, silla syévan
varhaisvaiheessa potilas voi olla tdysin oireeton. Syévan oireisiin ja diagnosointiin liittyy
kasvaimen lisaksi runsas askitesnesteen kertyminen vatsaonteloon, mikd aiheuttaa

turvotusta sekd maha- ja alaselkdkipua. Taudin edetessd ndiden oireiden lisdksi esiintyy
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muun muassa suoliston toiminnan hairiéita, tihentynytta virtsaamistarvetta, vasymysta ja

laihtumista.

Munasarjasyovan levinneisyydella on merkittava vaikutus taudin paranemisennusteeseen.
Ennuste potilaan elossa olemiselle viiden vuoden kuluttua sairauden diagnosoinnista on
taudin levinneisyysasteilla I ja 1l 71-90 %. Levinneessa sydvassa (asteet Ill ja IV) viiden vuoden
elossaoloennuste on 19-47 % (Heintz ym. 2006). Epiteliaalisen munasarjasyovan hoidossa
suoritetaan avoleikkaus, jolla pyritdaan kasvaimen taydelliseen poistoon tai sen
vahentdmiseen mahdollisimman tehokkaasti eli sytoreduktioon (debulking) (Suomalainen
Ladkariseura Duodecim 2012). Leikkauksessa potilaalta poistetaan kohtu, munasarjat,
vatsapaita, umpisuoli sekd lantion ja aortan alueen imusolmukkeet. Leikkaushoito voi riittaa
hoidoksi varhaisvaiheen sydvdssa, mutta useimmiten hoitoa seuraa solunsalpaajahoidot eli
kemoterapia. Solunsalpaajahoidoissa yleisessa kdaytossa ovat karboplatiinin ja paklitakselin
yhdistelmahoito  (McGuire ym. 1996). Vaihtoehtoisesti  paklitakselin  ohella
sytostaattihoitoihin voidaan kayttaa doketakselia. Hoidoissa potilaalle annetaan paklitakselia
175 mg/m® tai doketakselia 75 mg/m” ja karboplatiinia glomerulusfiltraation mukaan
kdyttden AUC-arvoa 5-6 mg/ml/min. Jos munasarjasy0pa uusiutuu alle puolen vuoden
kuluttua hoitojen aloittamisesta, on kyseessa karboplatiinille resistentti vaihe. Tall6in
potilasta hoidetaan toisen linjan sytostaateilla, kuten liposomaalisella doksorubisiinilla,
topotekaanilla tai gemsitabiinilla. Sytostaattihoitoihin liittyy usein hankalia sivuvaikutuksia

kuten luuydinsuppressio, neurotoksisuus seka pahoinvointi.

2.2. Geeniterapia ja geeninsiirrot

Geeniterapiassa nukleiinihappoja siirretdan yksilon somaattisiin soluihin, menetelmalla
pyritddn tuottamaan endogeenisid hoitoproteiineja ilman merkittdvia sivuvaikutuksia (Yla-
Herttuala ja Martin 2000). Geeninsiirroilla geneettistd materiaalia vieddaan soluihin
geeninkuljettimien eli vektoreiden avulla, jolloin niin sanottu siirtogeeni ilmentyy
kohdekudoksessa. Elimistdlle vieraat nukleiinihapot tuhoutuvat nopeasti nukleaasien

vaikutuksesta, joten ilman kantajamolekyylid tai geeninsiirtoon tarkoitettua vektoria
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vapaasti kuljetettavan siirtogeenin kulkeutuminen kohdesoluun on vahaista. Geeninsiirroissa
kaytettava siirtogeeni on taudin kannalta oleellinen geeni, jolla oletetaan olevan
terapeuttinen vaikutus taudin parantamiseksi (Yla-Herttuala ja Martin 2000). Geeniterapialla
saavutettavia etuja verrattuna perinteisiin hoitomenetelmiin on hoidon selektiivinen
kohdentuminen kohdekudokseen, minka avulla voidaan parantaa hoidon tehokkuutta ja
tarkkuutta. Systeemiseen verenkiertoon annosteltuna geeniterapian aiheuttamat
sivuvaikutukset ovat kuitenkin todenndkdisempia verrattaessa muihin annostelutapoihin

(esimerkiksi vatsaontelonsisdinen annostelutapa, i.p.) (Yla-Herttuala ja Alitalo 2003).

Ensimmainen geeninsiirtoon perustuva tutkimus tehtiin ihmiselle vuonna 1989
retrovirusvektorilla (Rosenberg ym. 1990). Ensimmainen Suomessa suoritettu geeninsiirto
tehtiin Kuopiossa vuonna 1995 pahanlaatuista glioomaa sairastavalle potilaalle (Yla-
Herttuala ym. 1996; Puumalainen ym. 1998). Geeniterapiaa on hyddynnetty muun muassa
gliooman, neurologisten sairauksien seka sydan- ja verisuonisairauksien hoidossa.
Geenihoitoa voidaan hyédyntda yhden geenivirheen aiheuttamien perinnéllisten sairauksien
hoitoon. Terapiamuodon mahdollisuuksia tutkitaan ja hyddynnetddan myods monitekijaisten
hankinnaisten sairauksien kuten erilaisten syopien, sydan- ja verisuonitautien, HIV-
infektioiden ja Parkinsonin taudin hoidossa (Yla-Herttuala 2009). Geenihoidon
mahdollisuuksia tutkitaan myds perinnéllisten sairauksien kuten hemofilian, kystisen
fibroosin ja vaikeiden immuunipuutesairauksien (severe combined immunodeficiency,

SCID/ADA) hoidossa (Verma ja Somia 1997).

2.3. Vektorit

Geeninsiirroissa kaytetdaan seka pitka- ettad lyhytaikaisen geenin ilmentymisen aiheuttavia
geeninkuljettimia eli vektoreita. Virusvektorit voidaan tuottaa pakkaussoluissa joko suoralla
plasmiditransfektiolla tai niin, ettd viruksen rakenneosat tuotetaan pakkaussolun omasta
genomista ja tdhan rakenteeseen tuodaan osa geeninkuljettimesta (esimerkiksi siirtogeeni)
plasmidirakenteessa (Yla-Herttuala 2009). Yleisesti vektoreiden toiminta perustuu halutun
siirtogeenin sisaltdvan geeninkuljettimen kulkeutumiseen kohdesoluun, jossa siirtogeeni

joko integroituu isdntasolun genomiin tai jaa ekstrakromosomaaliseksi.
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Insertiomutageneesin  valttdmiseksi  geeninsiirtoihin ~ yleensd  valitaan  genomiin
integroitumattomia vektoreita, joilla saavutetaan lyhytaikainen hoitoproteiinin tuotto
(Hacein-Bey-Abina ym. 2003). Insertiomutageneesin riskind on siirtogeenin mahdollisuus
aktivoida jokin onkogeeni tai syopakasvaimen kasvua rajoittava geeni (Yla-Herttuala ym.

1996).

Hyvan vektorin ominaisuus on mahdollisuus tuottaa vektoria suurina tiittereina, jolloin
infektoivien eli toiminnallisten virusten maara on suuri (Hakkarainen ym. 2005). Tehokkaat
vektorit kohdentuvat spesifisesti tietyntyyppisiin kohdesoluihin ja niiden rakennetta voidaan
muokata geenitekniikan menetelmilla. Optimaalisella vektorilla saavutetaan kunkin
sairauden hoitoon parhaiten soveltuva siirtogeenin ilmentymisaika, eikd vektorin kaytto
geeninkuljettimena johda immuunivasteen aktivoitumiseen (Verma ja Somia 1997). Taysin
optimaalisesti toimivaa virusvektoria ei ole kuitenkaan onnistuttu tuottamaan tahan paivaan

mennessa.

Virusvektorit ovat yleisimmin kaytettyja geeninkuljettimia niiden geeninsiirtotehokkuuden
ansiosta. Ei-viraalisia geeninkuljettimia ovat muun muassa plasmidit, joiden ilmentymisaika
kestaa 1-2 viikkoa. Plasmidien kdyton heikkoutena on niiden heikko geeninsiirron tehokkuus.
Ndiden menetelmien etuna verrattuna virusvalitteiseen geeninsiirtoon on mahdollisuus
tuottaa geeninkuljettimia helposti suuria maaria. Menetelmien haittana on huono hoitojen
tehokkuus, mistd johtuen virusvektoreiden kaytt6 on huomattavasti suositumpaa

geeniterapiassa (Yla-Herttuala ja Alitalo 2003).

2.3.1. Virusvektorit

Virukset voidaan luokitella DNA- ja RNA-viruksiin, vaipallisiin ja vaipattomiin seka
integroituviin ja ei-integroituviin viruksiin (Hakkarainen ym. 2005). Geeniterapiassa
yleisimmin kdytetty geeninkuljetin on adenovirusvektori, jonka avulla saadaan
transduktoitua seka jakautuvat ettd ei-jakautuvat solut (Matthews ym. 2009). Lyhytaikaisen

geenin ilmentymisen aiheuttavien geeninkuljettimien avulla saavutetaan nopea, noin 1-2
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viikkoa kestdva hoitoproteiinin ilmentyminen (Connelly 2001). Lyhytaikaisen siirtogeenin
ilmentymisen aiheuttavia virusvektoreita ovat muun muassa adenovirusvektori, Herpes
simplex -virusvektori, Semliki Forest -viruksesta johdetut vektorit ja bakulovirusvektorit (Yla-
Herttuala 2009). Lyhytaikaisista, ei-integroituvista virusvektoreista adenovirus on

huomattavasti tehokkain ja eniten tutkittu.

Pitkaaikaisen geenin ilmentymisen aiheuttavat virusvektorit ovat joko isantdsolun genomiin
integroituvia, kuten retro- ja lentivirus tai ekstrakromosomaalisia, kuten adenoassosioitunut
virus (adeno associated virus, AAV) (Yla-Herttuala ja Martin 2000). Geeniterapialla
hoidettavan sairauden tyypista riippuen geeninkuljettimeksi voidaan valita joko pitka- tai

lyhytaikaisen siirtogeenin ilmentymisen aiheuttava virusvektori.

2.3.2. Adenovirus

Adenovirus kuuluu ikosahedraalisiin DNA-viruksiin ja sen kapsidi koostuu 240 heksonista ja
12 pentoni -emaksesta (Kuva 1) (Raty ym. 2008). Pentonit muodostavat kohdesolun pinnan
coxsackie-adenovirusreseptorin (CAR) tunnistavan osan (fiber ja knob). Virus on kooltaan 70-
100 nm ja kapsidin sisdlla on noin 50 kep kokoinen kaksijuosteinen lineaarinen DNA.
Adenoviruksella on vyli 50 tunnettua serotyyppid. Geeniterapiassa seka kliinisissa
tutkimuksissa hyodynnetaan viruksen serotyyppeja 2 ja 5 (Parks ym. 1999; Connelly 2001).
Villityypin adenovirus aiheuttaa ihmiselle muun muassa hengitystieinfektioita, maha-
suolisto-, virtsarakon- seka silmatulehdusta.

Knob
Penton base

Fiber

Kuva 1. Adenoviruksen rakenne koostuu heksoni ja pentoniemaksia sisaltavasta kapselista seka fiber
ja knob osista. Viruksen sisdlla on lineaarinen kaksijuosteinan DNA (Raty ym. 2008).
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Adenoviruksia voidaan tuottaa suuria tiittereitd, jolloin tehokkaasti toimivien ja suuren
geeninsiirron tehokkuuden omaavien viruspartikkeleiden maara on suuri. Adenovirusten
kdyton haittana ovat mahdolliset immunologiset ja tulehdusreaktiot (Thaci ym. 2011;
Newman ym. 1995). Adenovirukset tunnistavat ligandina toimivan fiber-proteiinin carboxy-
terminaalisella osalla kohdesolun pinnalla olevan CAR-reseptorin sekd o,fs3 ja a,fs —
integriinit (Hakkarainen ym. 2005). Sitouduttuaan solun pinnalle viruksen genomi kulkeutuu
solun sisdan reseptorivalitteiselld endosytoosilla (Kuva 2) (Bergelson ym. 1997). Solussa virus
kulkeutuu sytosoliin pH-gradientin ohjaamana ja kulkeutuu tumahuokosen lapi kohdesolun
tumaan. Kohdesolussa adenoviruksen genomi ei integroidu isdnnan genomiin, vaan pysyy

ekstrakromosomaalisena.

1. Kiinnittyminen 2. Virusvektorin
tunkeutuminen
% soluun

/

6. Hoitavan
@ proteiinin tuotto
©
/ e’
LX)
A, . 3.Virusvektorin 5. Lahetti-RNA:n
o o hajoaminen ja tuotto
A°A DNA:n

vapautuminen
— Sytoplasma

t

A >

Hoitogeeni Hiifa

4. DNA:n kulkeutu-
minen tumaan

Kuva 2. Adenovirusvidlitteinen geeninsiirto. 1. Adenovirusvektori tunnistaa kohdesolun pinnan CAR-
reseptorin fiber ja knob-proteiininsa avulla ja sitoutuu siihen. 2. Vektori siirtyy soluun
reseptorivalitteiselld endosytoosilla ja 3. hajoaa solulimassa, jolloin viruksen DNA vapautuu. 4.
Hoitogeenin sisaltdva DNA kulkeutuu kohdesolun tumaan, jossa se pysyy ekstrakromosomaalisena. 5.
Siirtogeenista tuotetaan mRNA:ta, joka kulkeutuu takaisin sytoplasmaan ja muodostaa taalla
hoitoproteiinia. Adenoviruksen hoitoproteiinin tuotto tapahtuu pddasiassa maksasoluissa.
(Hakkarainen ym. 2005).

Adenovirusvektorilla tuotetun siirtogeenin ilmentyminen kohdekudoksessa on tilapainen ja
kestdad 1-2 viikkoa (Yang ym. 1994). Adenoviruksen villityypin genomi koostuu viidestd
varhaisesta (early, E) transkriptiota sdatelevastd alueesta; E1A, E1B, E2, E3 ja E4 (Kuva 3)

seka viidestd myohaisesta (late, L) transkriptioalueesta L1-5 (Connelly 2001). Geeninsiirroissa
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kaytettdavat adenovirukset tuotetaan spesifisissa pakkaussoluissa. Valmistettavat virukset
ovat jakautumiskyvyttomia, silla niiden rakenteesta poistetaan viruksen jakautumista ja
lisddntymista sadatelevat geenialueet E1A tai E1B sekd E3 (Kuva 3) (Yla-Herttuala ja Martin
2000). El-geenialue korvataan halutulla hoitogeenilla ja sen ilmentymiseen tarvittavilla
sekvensseilld. Yleisesti adenovirusvektoreissa kaytetty promoottori on sytomegalovirus

(cytomegalovirus, CMV) (Tong ym. 1998).

51TR 3°ITR

E1A/B E2 E3

5°1TR 3'ITR
E2 >< E4 I
Hoitogeeni I
5'ITR 3'ITR

- Hoitogeeni | E2

Kuva 3. Adenovirusvektorin tuottaminen pakkaussoluissa. Geenin rakennetta muokataan poistamalla
geenin jakautumista saitelevat alueet E1A/B ja E3. E1l:n alueelle liitetdan CMV-promoottori ja
hoitogeenin tuottoa saateleva siirtogeenialue. Pakkaussoluja (esim. 293T HEK, human embryonic
kidney) transfektoimalla saadaan tuotettua hoitoproteiinin tuottoa koodaavia virusvektoreita. ITR,
inverted terminal repeat.

Adenovirusvalitteista geeniterapiaa hydédynnetdan ja tutkitaan useiden eri sairauksien, kuten
sydanlihasiskemian, sydamen vajaatoiminnan ja kardiomyopatian hoidossa (Yla-Herttuala ja
Martin 2000; Yla-Herttuala ja Alitalo 2003). Ongelma adenovirusvektoreiden kadytdssa on
elimiston virusvasta-aineiden tuotto ja immuunivasteen kehittyminen. Aktivoitunut
immuunipuolustus voi rajoittaa adenovirusvalitteisen geeniterapian uudelleenannostelua ja
toisen hoitokerran tehokkuutta (Bessis ym. 2004). Tutkimustuloksin on kuitenkin osoitettu
uusitun adenovirusvilitteisen geeniterapian olevan turvallinen, eika toistettu hoitokerta ole

aiheuttanut immuunireaktioita syopapotilailla (Santoso ym. 1995; Tolcher ym. 2006).

Kaytettdessa systeemiseen verenkiertoon kohdistettua adenovirusvalitteisen geeniterapian

annostelutapaa, hoitoproteiinin tuotto tapahtuu paaasiassa maksan hepatosyyteissa, joista
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tuotettu hoitoproteiini  siirtyy edelleen verenkiertoon. Adenovirukset poistetaan
verenkierrosta nopeasti verihiutaleiden avulla, joihin virus sitoutuu aiheuttaen
verihiutaleiden aktivoitumisen ja degranulaation, jolloin muun muassa sytokiineja vapautuu.
Lopulta paaasiassa maksan Kuppferin solut tuhoavat viruspartikkelit (Stone ym. 2007a). Tao
ym. (2001) osoittivat siirtogeenin tuoton tehokkuuden olevan heikkoa kadytettdessa matalaa
adenovirusannosta (1-3x10° vp), silla Kuppferin solut tuhoavat injisoidut viruspartikkelit.
Korkeammalla adenovirusannoksella (1x10* vp) siirtogeenin ilmentyminen hepatosyyteissa
oli tehokkaampaa, joten tutkimuksen tulosten perusteella voitiin paatellda Kuppferin solujen
saturoituvan suurella virusannoksella. Talléin maksan hepatosyytteihin tehokkaasti
paasevien toiminnallisten adenovirusten maara on suurempi ja saavutetaan tehokkaampi

siirtogeenin tuotto.

Adenoviruksen kaytdén tehokkuus geeniterapiassa ja viruksen kohdistuminen maksaan
perustuu pddasiassa CAR-reseptoreiden maaraan kohdekudoksessa, lisdksi
koagulaatiotekijoilla IX, X sekda komplementti-proteiinilla C4PB on merkitys viruksen
kohdistumisessa maksaan (Shayakhmetov ym. 2005). Syopasoluissa CAR-reseptoreiden
vahdinen maara voi heikentdad adenovirusvdlitteisen geeninsiirron tehokkuutta.
Geenihoitojen tehokkuuden parantamiseksi on tutkittu CAR-reseptoreiden ilmentymista ja
mahdollisuuksia niiden ilmentymisen tehostamiseksi sydpakudoksessa (Hemminki ym.
2003). Haasteena adenovirusvilitteisessa geeniterapiassa on siirtogeenin kohdentuminen,
silla syopasolujen lisdksi viruksen sitovia reseptoreita on myods terveiden solujen pinnalla
(Hakkarainen ym. 2005). Adenovirusvilitteisen geeniterapian on havaittu aiheuttavan
kudostoksisuutta hiirissa annosteltaessa viruksia verisuonensisadisesti. Tutkimuksen tulokset
osoittivat kuitenkin viruksen serotyypilla olevan merkittava vaikutus hoidon aiheuttamiin
sivuvaikutuksiin  ja  turvallisimmaksi geeninsiirtovektoriksi todettiin  geeninsiirroissa

yleisimmin kdyt6ssa oleva serotyypin 5 adenovirus (Stone ym. 2007b).
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2.4. Munasarjasyovan geeniterapia

Munasarjasyévan prekliinisissa geeniterapiatutkimuksissa geeninsiirrot on kohdennettu
kasvaimen alueelle yleisimmin intraperitoneaalista annostelutapaa kdyttden (Hasumi ym.
2002; Mahasreshti ym. 2001; Mahasreshti ym. 2003). Sybpakudos ja sen etdpesdkkeet
tavoitetaan mahdollisesti tehokkaammin annostelemalla geenihoito systeemiseen
verenkiertoon, taman elimistoon tehokkaasti levidvan annostelutavan haittana saattaa olla
sen aiheuttamat sivuvaikutukset eri kohdekudoksissa (Hiltunen ym. 2000). Munasarjasyévan
prekliinisissa  geeniterapiatutkimuksissa hyddynnetdan adenoviruksia, retroviruksia,

lentiviruksia ja adenoassosiatiivisia viruksia (Mahendra ym. 2005; Indraccolo ym. 2002).

Kaytettdessa virusvektorina AAV- tai adenovirusta, munasarjasyopakudoksen maaraa ja
askitesnesteen muodostumista on onnistuttu vahentamaan koe-eldimissa liukoisen
VEGFR1:n avulla (Mahasreshti ym. 2003; Takei ym. 2007). Wu ym. (2006) ovat osoittaneet
myos liukoisen VEGFR2:n vdhentdvan munasarjasyopakasvaimen maardaa annettaessa
geenihoitoa hiirelle verisuonensisaisesti. Tammela ym. (2008) osoittivat VEGFR3:n toiminnan
estamisen ehkdisevan angiogeeneesida ja uusien kapillaariverisuonten muodostumista
angiogeneesin koe-eldinmallissa.  Tutkimuksissa  adenovirusvalitteisen liukoisten
reseptoreiden sVEGFR1, sVEGFR2 ja sVEGFR3 toimintaan perustuvan geeniterapian todettiin
pienentdavan munasarjasyopdkasvainten kokoa kaytettdessa hiirtd munasarjasyévan koe-
eldinmallina (Sallinen ym. 2009). Sopo ym. (2012) osoittivat liukoisten VEGF-reseptoreiden
AdsVEGFR1, AdsVEGFR2 ja AdsVEGFR3 yhdistelmdageenihoidon ja tdahan yhdistetyn

paklitakseli-sytostaatin pidentdavan munasarjasyopaa sairastavien hiirten elinaikaa.

2.5. Geenihoitojen turvallisuus ja etiikka

Geeniterapiaan perustuvat uudet hoitomenetelmat koskevat vakavia sairauksia, jotka ovat
vailla tehokasta hoitomenetelmaa. Geenihoidot ituradan ja sukusoluihin ovat kiellettyja, silla
genomiin integroituvien siirtogeenien vaikutuksia geenien ilmentymiseen ei vield tunneta

riittavasti (Yla-Herttuala 2009). Geeniterapia on yleisesti hyvin siedetty hoitomuoto.
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Potilastutkimuksissa havaittuja sivuoireita ovat olleet kuume, suolisto-oireet, pahoinvointi
seka kipuoireet. Geenihoitoihin perustuvissa tutkimuksissa on tapahtunut vyksi
kuolemantapaus, kun ornitiini-transkarbamylaasientsyymin puutteesta karsivalle potilaalle
annettiin huomattavan suuri annos adenovirusvalitteista geenihoitoa (Lehrman 1999; Raper
ym. 2003). Adenovirusten kayttd geeniterapiassa on kuitenkin suhteellisen turvallista, silla
virus ei integroidu isannan genomiin ja silla saavutetaan tilapdinen siirtogeenin
ilmentyminen kohdekudoksessa. Syovan hoidon geeniterapiatutkimuksissa ei ole esiintynyt
geeniterapiasta aiheutuneita kuolemantapauksia kaytettdessa adenovirusta

geeninkuljettimena.

Virusvektoreiden kayton turvallisuus geeninkuljettimina perustuu niiden periman
muokkaamiseen. Viruksista poistetaan geenialueet, jotka saatelevat niiden kykya aiheuttaa
sairauksia ja mahdollistavat virusten lisdantymisen (Hakkarainen ym. 2005). Geenihoitoon
perustuvat tutkimukset ja geenihoidon kehittdminen ovat perusteltuja silloin, kun vakavaan
sairauteen ei ole olemassa tehokasta hoitoa (Vapalahti ym. 1997). Munasarjasyopa todetaan
potilailla usein levinneessa vaiheessa, jolloin syopakudos on levinnyt laajalti vatsaonteloon
seka elimiin. Uusiuduttuaan aggressiivinen munasarjasyopa on tappava, joten geenihoitojen
aiheuttamat sivuvaikutukset on vyleisesti hyvaksyttavampida hoidettaessa aggressiivista
syopaa kuin hoidettaessa hyvanlaatuista kasvainta. Hoitojen sivuvaikutusten vahentaminen

on oleellista kehitettdaessa uusia geenihoitomenetelmia (Gonin ja Gaillard 2004).

Geenimuunneltujen organismien kadyttdd Suomessa valvotaan geenitekniikkalailla, joka
edistdd geenitekniikan turvallisuutta ja sen kehittymistd eettisesti oikealla tavalla
(Geenitekniikkalaki 1995). Geenitekniikkaa ja prekliinisia geeniterapiatutkimuksia valvotaan
koe-eldinlautakuntien myoéntamien eldinkoelautakunnan hyvaksymien eldinkoelupien avulla
(ELLA-eldinkoelautakunta). Kliinisten vaiheiden geeniterapiatutkimuksia, geenilddkkeiden
valmistusta, testausta ja kokeellisten biologisten lddkkeiden kadytt0d saatelee puolestaan

laakelaki (Ladkelaki 1987).
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2.6. Angiogeneesi ja lymfangiogeneesi

Uusien verisuonten muodostumista olemassa olevaan kapillaariverisuonistoon kutsutaan
angiogeneesiksi (Folkman 1971) (Kuva 4). Angiogeneesiin perustuvia normaaleja fysiologisia
tapahtumia ovat muun muassa sikion kehittyminen, haavan paraneminen, luuston
kehittyminen, hiusten kasvu, kuukautiskierto, follikkeleiden kasvu ja keltarauhasen kehitys
(Risau 1997; Carmeliet 2003). Angiogeneesi liittyy myos useisiin patologisiin tautitiloihin ja
niiden kehittymiseen, kuten sokeritautiin liittyvan verkkokalvosairauden eli retinopatian
kehittymiseen (Risau 1997). Merkittdvin angiogeneesid aktivoiva tekija on kudoksen
hapenpuute eli hypoksia. Hapenpuutteen on osoitettu lisddavan angiogeneesia stimuloivan
pro-angiogeenisen kasvutekijan, hypoksiasta aktivoituvan kasvutekijan (hypoxia inducible
factor, HIF) maaraa. HIF aktivoi edelleen muita angiogeenisia kasvutekijoita kuten VEGF:a,
jolloin verisuonten uudismuodostus alkaa (Shweiki ym. 1992; Pugh ja Ratcliffe 2003; Fong

2008).

Angiogeneesia sdatelee solukalvoilla sijaitsevat tyrosiinikinaasireseptorit eli verisuonen
endoteelikasvutekijareseptorit (vascular endothelial growth factor receptor, VEGFR)
(Grunewald ym. 2010). VEGF:en ja naiden reseptoreiden lisdksi angiogeneesid saatelevat
lukuisat muut pro- ja antiangiogeeniset saately- ja kasvutekijat, kuten istukkakasvutekija
(placental growth factor, PIGF), verihiutalekasvutekija (platelet derived growth factor) ja
fibroblastikasvutekijat-1 ja -2 (fibroblast growth factor) (Burger 2011). My0os solukalvon Tiel-
ja Tie2-reseptoreihin sitoutuvat angiopoietiinit (Ang-1 ja Ang-2), transforming growth factor
a ja B, tumor necrosis factor a (TNF-a) sekd angiogeniini ovat angiogeneesia saatelevia
tekijoitd (Folkman ja Shing 1992; Suri ym. 1996; Risau 1997; Montero ym. 1998).
Uudisverisuonten muodostumista inhiboivat muun muassa angiostatiini, endostatiini,
trombospondiini ja platelet factor-4 seka liukoiset endoteelikasvutekijareseptorit sSVEGFR1,
SVEGFR2 ja sVEGFR3. Kuo ym. (2001) osoittivat adenovirusvilitteisen sVEGFR2:n ja
SVEGFR1:n estdvan verisuonten kasvua tehokkaammin kuin angio-, endostatiinit tai

neuropiliinit.
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Angiogeneesin ensimmaiseen vaiheeseen liittyy verisuonen laajeneminen eli vasodilataatio,
minka seurauksena suonen seinaman lapaisevyys eli permeabiliteetti lisaantyy (Conway ym.
2001). Lapadisevyyden lisddantyminen johtaa usein syovialle tyypillisen askitesnesteen
muodostumiseen. Verisuonen seindmassa olevalle Tie-2-reseptorille ligandina toimiva Ang-2
puolestaan viahentaa suonen seindman lapaisevyyttd (Thurston ym. 2000) ja Ang-1 stabiloi
muodostuvan verisuonen rakennetta (Thomas ja Augustin 2009). Uuden verisuonen syntyyn
liittyy myOs uusien suonten puhkeaminen (endothelial sprouting) (Kuva 4A), suonten vilisten
anastomoosien syntyminen (Kuva 4C) sekd non-sprouting angiogeneesi (intussusception),
jolloin olemassa oleva verisuoni jakautuu osiin transkapillaaristen véliseinien avulla (Risau
1997; Spannuth ym. 2008). ”“Endothelial sprouting” on yleisin uudisverisuonten
muodostumistapa kasvaimessa, jolloin suonen endoteelisolut aktivoituvat ja vaeltaa suonen
seindman ekstrasellulaariseen matriksiin. Solut erikoistuvat niin sanotuiksi tip- ja naita
seuraaviksi stalk-soluiksi, jotka muodostavat uuden verisuonen seindn aihiota (Karamysheva
2008). Verisuonen muodostumista ohjaa lukuisat eri kasvu- ja saatelytekijat, naista

merkittavin on angiogeneesia aktivoiva VEGF-A-gradientti (Gerhardt ym. 2003).

A Sprouting B Vasculogenic mimicry

Co-option

D  VEGF production Blood-vessel growth
Q)
VEGFO
o
O
Tumor R

Kuva 4. Syopakasvaimen uudisverisuonituksen kehittyminen kapillaariverisuonistosta. A) “Endothelial
sprouting”; Verisuonen endoteelisolut vaeltaa ekstrasellulaariseen matriksiin muodostaen suonen
"ulokkeen”. B) Aggressiivisiin kasvaimiin syntyy mikroverisuonia. C) Uudet verisuonet liittyvat
kasvutekijoiden ohjaamana jo olemassa oleviin kapillaariverisuoniin muodostaen verisuonten
yhdyskanavia eli anastomooseja. D) Kasvain tuottaa mm. VEGF- kasvutekijoita, jotka sdatelevat
uusien verisuonten muodostumista (Spannuth ym. 2008).
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Syopaan liittyy angiogeneesin aktivoituminen ja runsas uusien verisuonten muodostuminen
pro- ja antiangiogeenisten kasvutekijoiden toiminnan hairiintyessa (Hanahan ja Weinberg
2000). Angiogeneesilli on merkittdvda rooli 100-200 um:n kokoisten kasvainten
muodostumiselle seka niiden metastasoinnille. Diffuusioon perustuen kasvain saa lahelle
syntyvdsta verisuoniverkostosta solujen toiminnalle ja kasvulle valttamattomat ravinteet
seka happea (Folkman ym. 1989). Angiogeneesi aktivoituu, kun verisuonen seinama
vaurioituu paikallisesti. Tall6in suonen seindman endoteelisoluista vapautuu kasvutekijoita ja
sytokiineja, jotka aktivoivat verisuonen endoteelisoluja muuttumaan tip-soluiksi. Myds
luuytimen kantasolut aktivoituvat muodostamaan verisuonen aihiota (Eskens 2004).
Normaaliin verisuoniston rakenteeseen verrattuna syopakasvaimen verisuonet ovat hyvin
hauraita ja vuotavia, lisdksi niiden endoteelin rakenne on poikkeava ja suonet ovat
jarjestaytyneet epasaannollisesti (Baluk ym. 2005). Lisdantynyt kasvaimen verisuonitus ja
proangiogeenisten kasvutekijoiden maara viittaa yleisesti useiden eri sydpien edenneeseen
vaiheeseen sekd huonoon paranemisennusteeseen (Pasqualini ym. 2002). VEGF:en ja niiden
apureseptoreiden eli neuropiliinien (NRP-1 ja NRP-2) yli-ilmentyminen syopakasvaimessa on

havaittu myds munasarjasyopatutkimuksissa (Shen ym. 2000; Osada ym. 2006).

Imu- eli lymfasuonten avulla saddellddn kudosnesteiden ja imusolujen kulkeutumista seka
ravinnon rasvojen imeytymista (Tammela ja Alitalo 2010). Lymfangiogeneesilld on tarkea
merkitys syOpdkasvaimen kehittymiselle seka kasvaimen metastasoinnille. Useissa sy6vissa
imusolmukkeessa esiintyvda etdpesakettd pidetdan taudin ennustetta heikentdvana
indikaattorina (Sleeman ja Thiele 2009). Imusuonten seinissa on |6ysat solu-solu liitokset eika
niissa ole perisyyttejd, minkd ansiosta imusuonisto soveltuu paremmin syOpakasvaimen
metastasointiin kuin verisuonisto (Saharinen ym. 2004). sVEGFR3 oli ensimmadinen |6ydetty
imusuoniston toimintaa saateleva kasvutekijareseptori (Alitalo ym. 2005). sVEGFR3:een
sitoutuvat lymfangiogeneesia aktivoivat endoteelikasvutekijat VEGF-C ja VEGF-D (Kuva 5)
(Karpanen ja Alitalo 2008). Kasvutekijoiden ilmentymisen on todettu lisddantyvan useissa
kasvaimissa ja tulehdussoluissa, lisdksi niiden maaran on todettu korreloivan
imusolmukkeissa esiintyvien etdpesakkeiden maardn kanssa. SyOpakasvaimessa esiintyvan
imusuoniston tiheyden on osoitettu liittyvdan sydvan ennusteeseen ja levinneisyyteen (Li ym.

2009). Imusuonten kasvua aktivoivien sVEGFR2:n ja sSVEGFR3:n seka ndihin sitoutuvien VEGF-
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C:n ja VEGF-D:n maéaran on todettu lisdantyvdan myds munasarjasyovassa ja liittyvan syopaa

sairastavien huonoon paranemisennusteeseen (Klasa-Mazurkiewicz ym. 2011).

2.7. Verisuonen endoteelikasvutekijat (VEGF), Neuropiliinit (NRP) ja
istukkakasvutekija (PIGF)

Angiogeneesin  tarkeimpiin  aktivoijiin  kuuluu  VEGF-perheen  kasvutekijat ja
kasvutekijareseptorit (Kuva 5). Naiden kasvutekijoiden kautta soluun valittyy muun muassa
solun mitogeneesia, migraatiota, erilaistumista, verisuonen lapadisevyyttd ja endoteelisolujen
toimintaa sadatelevid signaaleja. VEGF:t ovat valttamattomia alkionkehityksen aikaisessa
verisuonten kehityksen saatelyssa eli vaskulogeneesissd seka uusien verisuonten
muodostumisessa eli angiogeneesissa (Olsson ym. 2006). VEGF-perheeseen kuuluu
angiogeeneesia ja lymfangiogeeneesia aktivoivia, glykoproteiineista koostuvia dimeerisia
kasvutekijoita, VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, parapoxviruksen VEGF-E (Takahashi ja
Shibuya 2005), kdaarmeen myrkyn VEGF-F seka PIGF-1 ja -2.
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Kuva 5. Verisuonen endoteelikasvutekijoiden (VEGF) ja niiden reseptoreiden (VEGFR)
soluunsignalointimekanismit  yksinkertaistettuna  kaaviona.  Akt, seriini-treoniini  kinaasi
(proteiinikinaasi B); BAD, Bcl-2-associated death promoter; Caspase9, apoptoosiin liittyva
kysteiinipeptidaasi; eNOS, endoteelin typpioksidisyntaasi; Grb2, kasvutekijareseptorin sitova proteiini
2; MAPK, mitogeeniaktivoitu proteiinikinaasi; MEK, MAPK kinaasi; NO, typpioksidi; NRP, neuropiliini;
PIP2, fosfatidyyli-inositoli (4,5)-bisfosfaatti; PIP3, fosfatidyyli-inositoli (3,4,5)-trifosfaatti; PI3K,
fosfatidyyli-inositoli-3-OH-kinaasi; PKC, proteiinikinaasi C; PICy, fosfolipaasi Cy; PIGF,
istukkakasvutekija; Ras, proteiiniperhe; Raf, proto-onkogeeni seriini/treoniini-proteiinikinaasi; Shc,
proteiiniperhe; Src, Src-tyrosiinikinaasi; VEGF, verisuonen endoteelin kasvutekija; VEGFR, verisuonen
endoteelikasvutekijareseptori.

VEGF-A:sta kdytetaan usein lyhennetta VEGF, kasvutekijasta on kaytetty myoés nimitysta
vascular permeability growth factor, silla kasvutekijan todettiin alun perin ilmentyvan
runsaasti kasvaimissa ja lisadvan niissa verisuonten lapdisevyytta (Senger ym. 1983). VEGF-A
on 45 kDa:n kokoinen glykoproteiini, jonka geeni koostuu kahdeksasta eksonista ja
seitsemadsta intronista. Vaihtoehtoisella silmukoinnilla kasvutekijan mRNA:ta muokkaamalla
saadaan seuraavat ihmisen tunnetut isoformit: VEGF-A 121, 145, 148, 162, 165, 183, 189 ja
206 (Houck ym. 1991). Nama isoformit ovat rakenteeltaan hiirelld yhden aminohapon verran
lyhyempia kuin ihmisen VEGF-A. Tutkituin isoformi on VEGF-A;¢s joka sitoutuu solun pinnan

hepariiniin muodostaen VEGFR2:een sitoutuvan kysteiinisidoksisen homodimeerirakenteen
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(Ferrara ja Henzel 1989). VEGF-A:n kaikki isoformit sitoutuvat VEGFR1:een sekd VEGFR2:een,
mutta niiden sitoutuminen on huomattavasti tehokkaampaa VEGFR1:een (Kuva 5). VEGF-A:n
signalointi tapahtuu paaasiassa VEGFR1:n ja VEGFR2:n kautta, mutta se sitoutuu myos NRP-

1l:een ja NRP-2:een.

VEGF-A on valttamaton kasvutekija muun muassa normaalin kehityksen, ovulaation,
kuukautiskierron, verenpaineen yllapidon ja raskauden ajan saatelyssa. Kasvutekijan avulla
saadellaan verisuonten vasodilataatiota ja niiden lapdisevyytta seka verisuonen
endoteelisolujen proliferaatiota ja migraatiota (Ferrara ym. 2003). VEFG-A:n mé&ardn on
todettu lisdantyvan huomattavasti hypoksiassa HIF:n aktivoimana, kun tdama kasvutekija
sitoutuu VEGF-A:n promoottorialueelle (Pugh ja Ratcliffe 2003). VEGF-A:n ilmentymista
saatelee hypoksian lisdksi erilaiset kasvutekijat, transformaatiot, p53 mutaatiot, estrogeeni,
kilpirauhasta stimuloiva hormoni ja typpioksidi (nitric oxide, NO) (Takahashi ja Shibuya
2005). Munasarjoissa VEGFA:n tuottoa stimuloivat gonadotropiini-hormonit eli follikkelia

stimuloiva hormoni, luteinisoiva hormoni seka estrogeeni (Gutman ym. 2008).

VEGF-B-kasvutekija sitoutuu ainoastaan VEGFR1l:een ja NRP-1 apureseptoriin (Kuva 5).
Ihmisessa esiintyvat VEGF-B:n isoformit ovat VEGF-Byg; ja VEGF-B4g¢, joista isoformi 167 on
yleisempi ja ilmentyy ldhes kaikissa kudoksissa (Olofsson ym. 1996). VEGF-B toimii ligandina
VEGFR1:lle sekd NRP-1:lle, sekd voi muodostaa heterodimeerirakenteen VEGF-A1g5:n kanssa
(Olofsson ym. 1996; Nash ym. 2006). VEGF-B ei sitoudu VEGFR2:een tai VEGFR3:een.
Sydanlihaksessa VEGF-B:n on todettu lisddavan angiogeneesia VEGFR1:n ja NRP-1:n

valityksella (Léahteenvuo ym. 2009).

VEGF-C:lla ja VEGF-D:lla on merkittava rooli syntyman jalkeisessa lymfangiogeneesissa
(Karkkdinen ym. 2004a). Kasvutekijat aktivoivat proliferaatiota, migraatiota ja
endoteelisolujen selviytymista (Tammela ym. 2005). Nama kasvutekijat signaloivat
pddasiassa VEGFR3:n kautta, mutta kasvutekijéiden muokatut rakenteet signaloivat myds
VEGFR2:n kautta (Kuva 5) (Joukov ym. 1996). Signalointi VEGFR3:n kautta tapahtuu VEGF-C:n
ja VEGF-D:n pitkien, epakypsien muotojen avulla. VEGF-C ja VEGF-D ovat aktiivisessa

muodossa vasta kun niiden rakennetta on muokattu proteolyyttisesti kasvutekijoéiden N- ja
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C-terminaaliosista noin 40 kDa kokoiseen rakenteeseen. Muokattujen, kypsien
kasvutekijoiden (merkitdan ANAC) soluunsignalointi tapahtuu VEGFR2:n kautta, johon niilla
on suurempi sitoutumisaffiniteetti kuin VEGFR3:een. Lyhyissad aktiivisissa muodoissa

kasvutekijat voivat signaloida myds VEGFR3:n kautta (Karamysheva 2008).

VEGF-C on kooltaan noin 40 kep, sen on todettu olevan paaasiallinen lymfangiogeneesia
saateleva endoteelikasvutekija etenkin alkion kehityksessa (Karkkdinen ym. 2004b). VEGF-
C:n signaali valittyy VEGFR3:n kautta, se sitoutuu myds apureseptori NRP-2:een. VEGF-C
vaikuttaa verisuonten seindman ldpaisevyyteen signaloimalla soluun VEGFR2:n kautta
(Karkkainen ym. 2004a). VEGF-D:n rakenne muistuttaa 48 %:sti VEGF-C:ta ja on kooltaan 2
kep:n kokoinen kasvutekija, jota ilmennetdaan aikuisessa muun muassa verisuonten
endoteelilld sekda syddamessd, luurankolihaksessa, keuhkoissa ja suolessa (Roy ym. 2006).
VEGF-D osallistuu kasvaimen angiogeneesin seka lymfangiogeneesin saatelyyn, sen merkitys
lymfangiogeneesin indusoijana ei ole yhta suuri kuin VEGF-C:lla. VEGFD:lla on tarkea rooli

kasvaimen metastasoinnille (Stacker ym. 2001).

Neuropiliinit ovat solukalvolla olevia 130-140 kDa kokoisia glykoproteiineja. Ne toimivat
VEGF:en koreseptoreina, sitoutumalla muun muassa VEGFA:n yleisimpaan isoformiin
VEGFgs:een ja tehostaen tdaman signalointia VEGFR1:n kautta. Neuropiliinien rakenne
poikkeaa tyrosiinikinaasireseptoreiden rakenteesta silla niilld ei ole solunsisdista
signalointiosaa. NRP-1 toimii VEGFR1:n ja VEGFR2:n apureseptorina tehostaen naihin
sitoutuvien ligandien eli VEGF:en affiniteettia reseptoreihin (Soker ym. 1998). Tutkimuksissa
on havaittu, ettd VEGF-A saattaa signaloida soluun suoraan apureseptorinsa NRP-1:n kautta,
ilman sitoutumista sen varsinaisiin reseptoreihin VEGFR1:een tai VEGFR2:een (Hicklin ja Ellis,
2005). NRP-2 tehostaa VEGF-C:n ja VEGF-D:n sitoutumista VEGFR3:een ja toimii lahinna

lymfangiogeneesia aktivoivana apureseptorina (Karkkdinen ym. 2001).

PIGF on VEGF-perheeseen kuuluva kasvutekija, jota ilmennetdan istukassa koko raskauden
ajan. Kasvutekijastd on identifioitu neljd isoformia PIGF-1, PIGF-2, PIGF-3 ja PIGF-4, jotka
signaloivat soluun VEGFR1:n kautta. NRP-1 toimii myds ndiden kasvutekijoiden

apureseptorina (Kuva 5) (Yla-Herttuala ja Alitalo 2003). PIGF:en ilmentymisen on todettu
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lisdantyneen useissa patologisissa tautitiloissa, kuten ei-pienisoluisessa keuhkosyovassd,
kolorektaalisyovassa, sekda haavan paranemisessa (Roy ym. 2006). Raskausmyrkytyksen
aikana PIGF:n maardan on todettu vahentyvadn, ndin ollen raskauden aikana tapahtuneita
muutoksia PIGF:n maardassa voidaan kayttaa raskausmyrkytyksen kehittymisen

ennustamiseen (Ghosh ym. 2012; Bates ym. 2011)

2.8. Verisuonen endoteelikasvutekijareseptorit; VEGFR1, VEGFR2, VEGFR3

VEGF-reseptorit ovat tyrosiinikinaasireseptoreita, joiden kautta VEGF-kasvutekijat signaloivat
kohdesoluun. Angiogeneesia aktivoivia signaaleja valittavat padasiassa reseptorit VEGFR1 ja
VEGFR2, lymfangiogeneesia sdaatelee VEGFR3 (Kuva 5). VEGFR1 tunnetaan myds nimella fms-
like tyrosine kinase 1 (Flt-1) (Shibuya ym. 1990) ja VEGFR2 nimelld kinase insert domain
receptor (KDR) tai fetal liver kinase 1 (Flk-1) (Terman ym. 1992). VEGFR3 tunnetaan myos

nimella fms-like tyrosine kinase 4 (Flt-4) (Galland ym. 1992).

VEGFR:t ovat tyrosiinikinaasireseptoreita, joiden ekstrasellulaariosa koostuu seitsemasta
immunoglobuliinin (Ig) kaltaisesta osasta, transmembraaniosasta seka
tyrosiinikinaasiaktiivisuuden valittavasta 70 aminohapon kokoisesta intrasellulaarisesta
signaalin valittavasta karboksiterminaaliosasta (Shibuya ym. 1990). VEGF-reseptorit
muodostavat dimeerirakenteita, jolloin niiden ekstrasellulaariosan Ig-osat 4-7 ovat
sitoutuneena toisiinsa. Ligandin sitova ekstrasellulaarinen reseptorin osa sijaitsee VEGFR1:lla
ja VEGFR2:lla toisen ja kolmannen Ig-osan kohdalla (Barleon ym. 1997). VEGFR:t
muodostavat joko hetero- tai homodimeerirakenteita ligandin kiinnittymisen seurauksena,
jolloin tyrosiinireseptorin kinaasiaktiivisuus kaynnistyy ja reseptorin intrasellulaariset
tyrosiinitdahteet autofosforyloituvat. Solun sisdiset signalointimekanismit ja toisioldhetit
aktivoituvat edelleen fosforylaation seurauksena ja kuljettavat reseptoreiden valittaman
viestin soluun (Olsson ym. 2006). VEGFR2:n ja VEGFR3:n tyrosiinikinaasiosien rakenteet
muistuttavat 80 %:sti VEGFR1:n rakennetta. VEGFR3:n rakenne poikkeaa muista
reseptoreista viidennen ekstrasellulaarisen Ig-osan perusteella, jonka tilalla tassa

reseptorissa on rikkisilta (Kuva 5) (Olsson ym. 2006). Na&iden kaikkien
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endoteelikasvutekijareseptoreiden liukoisia muotoja esiintyy sekd normaaleissa etta

patologisissa tautitiloissa (Hicklin ja Ellis 2005; Maynard ym. 2005; Ebos ym. 2004).

VEGFR1 on 180 kDa kokoinen tyrosiinikinaasireseptori, joka toimii pdaasiassa VEGF-B:n
signaalia valittdvana reseptorina, myds VEGF-A ja PIGF signaloivat taman reseptorin kautta
(de Vries ym. 1992; Olofsson ym. 1996). Reseptorilla on merkittdava rooli syopakudoksen
kasvun saatelyssa, kasvaimen metastasoinnissa, fysiologisen angiogeneesin saatelyssa seka
yksilonkehityksessa (Hiratsuka ym. 1998). VEGFR1:n liukoisella muodolla sVEGFR1:lla ja sen
maaran kasvulla, sekd samanaikaisella PIGF:n maaran vahenemiselld raskauden aikana on
todettu olevan merkittava yhteys raskausmyrkytyksen muodostumiselle (Levine ym. 2004).
VEGFR1:a ilmennetddan myds dendriittisoluissa, osteoklasteissa, perisyyteissd, istukan
trofoblasteissa, makrofageissa, monosyyteissa ja hematopoieettisissa kantasoluissa (Zachary
ja Gliki 2001). VEGFR1 on angiogeneesin estdja varhaisessa kehitysvaiheessa, mutta
patologisiin olosuhteisiin liittyvassa angiogeneesissa silla on merkittdva rooli kasvaimen

kehittymisen saatelyssa (Fong ym. 1996; Shibuya 2006).

VEGFR2 on 200-230 kDa kokoinen reseptori, jonka kautta tarkein signaloiva angiogeeninen
kasvutekija on VEGF-A (Fuh ym. 1998; Takahashi ja Shibuya 2005). Reseptorin kautta soluun
signaloivat myods VEGF-C:n ja VEGF-D:n proteolyyttisesti muokatut, aktiiviset rakenteet
(ANAC) sekd VEGF-E ja VEGF-F. VEGFR2 osallistuu angiogeneesin, vaskulogeneesin ja
verisuonten lapdisevyyden saatelyyn. VEGFR2:n aktivaatio ja signalointi riippuvat myds sen
ilmentymisestd yhdessa VEGFR1:n kanssa (Autiero ym. 2003). VEGFR2:a ilmennetdan
runsaasti varhaisen alkionkehityksen aikana (Shalaby ym. 1995). Se on paaasiallinen VEGF-
A:n mitogeenisid, angiogeenisid ja suonen ldpdisevyytta aktivoivia signaaleja valittava
reseptori. Tutkimuksissa on havaittu, ettd VEGFR2 aktivoi lymfangiogeneesia VEGF-Aqg4:aa

indusoimalla (Nagy ym. 2002).

VEGFR3 on 195 kDa kokoinen reseptori, jonka kautta soluun signaloivat p&ddasiassa
lymfangiogeneesia saatelevat VEGF-C:n ja VEGF-D:n epakypsat eli pitkdt muokkaamattomat
rakenteet (Achen ym. 1998; Joukov ym. 1996). Reseptorin on osoitettu aktivoivan myos

angiogeneesia lahinna sikionkehityksen varhaisvaiheissa, silman verkkokalvon kehittyessa
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seka syopakasvaimissa. VEGFR3:a ilmennetdan runsaasti myos angiogeenisten sprouting:ien
yhteydessa uuden verisuonen muodostuessa (Tammela ym. 2008). Aikuisella VEGFR3:a
esiintyy [dhinnd vain imusuonten endoteelisolujen pinnalla (Kaipainen ym. 1995).
Tutkimuksissa on osoitettu, etta VEGFR3:n liukoisen muodon sVEGFR3-Ig:n yli-ilmentyminen

estad ihon alueen imusuoniston kehittymisen siirtogeenisilla hiirilla (Makinen ym. 2001).

2.8.1. VEGF-reseptoreiden soluunsignalointi

VEGF-reseptorit signaloivat soluun ligandin (VEGF, PIGF) kiinnittymisen seurauksena. Kun
kasvutekija kiinnittyy reseptorin ekstrasellulaariseen osaan, se dimerisoituu ja solunsisdisten
tyrosiinikinaasiosien autofosforylaatio kaynnistyy, mistda seuraa lukuisten toisiolahettien
aktivoituminen. Endoteelikasvutekijoiden  valityksellda ~ kohdesolussa  aktivoituvia
toisiolahettien signalointimekanismeja ei viela taysin tunneta. Tassa tydssa on esitetty vain

muutamia VEGF-reseptoreiden tunnetuimpia signalointireitteja.

VEGFR1:n autofosforylaation seurauksena aktivoituu muun muassa fosfolipaasi Cy
(phospholipase Cy, PLCy), jonka on todettu aktivoivan my0Os anti-apoptoottisen kinaasin
(anti-apoptotic kinase, Akt) p38-mitogen activated protein kinase -reitilla (MAPK) (Kuva 5)
(Takahashi ym. 1999; Takahashi ja Shibuya, 2005). Taman reseptorin signalointimekanismi
on vield huonosti tunnettu. Tutkimuksissa VEGF-A:n on todettu aiheuttavan suhteellisen
heikon VEGFR1:n tyrosiinikinaasiaktiivisuuden, kun taas kasvutekijan signaloidessa VEGFR2:n
kautta saavutetaan tehokkaampi vaste kohdesolussa (Autiero ym. 2003). Waltenberger ym.
(1994) osoittivat, ettd VEGF-A:lla on kuitenkin suurempi sitoutumisaffiniteetti VEGFR1:een
kuin VEGFR2:een.

VEGFR2:n proliferaatiota eli solujen kasvua aktivoiva signalointi soluun valittyy, kun
solunsisdinen  tyrosiinikinaasiosien  fosforylaatio  aktivoi  PLCyl:n Raf/Mek/Erk
signalointireitilld (Takahashi ym. 1999). Solun selviytymista ja migraatiota saatelevat signaalit
valittyvat PI3K/Akt:n ja fokaaliadheesio kinaasi-reitilld. Reseptori aktivoi myds MAPK, ca® ja

NO-signalointireitteja vaikuttaen verisuonen vasodilataatioon (Roy ym. 2006).
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VEGR3:n signalointimekanismeja ei ole vield tdysin selvitetty. Reseptorin C-terminaaliosasta
on identifioitu viisi tyrosiinin fosforylaatio osaa, joista Y1337:n tiedetaan sitoutuvan Shc:hen
ja Grb2:een, jotka aktivoivat edelleen proliferaatiota sekda migraatiota aktivoivan MAPK-
reitin (Shibuya ja Claesson-Welsh, 2006). VEGFR3:n toisioldhettina aktivoituu myos PI3K/Akt-

reitti, jonka kautta saddelldan solun selviytymista ja migraatiota (Roy ym. 2006).

2.9. Antiangio- ja antilymfangiogeneesi syovan hoidossa

Antiangiogeneesilla eli verisuonten kasvun estolla pyritdaan uusien verisuonten kasvun eli
angiogeneesin estoon. Antilymfangiogeneesilla tarkoitetaan imusuonten kasvun estoa.
Verisuoniston kasvua estamalla kasvaimen hapen- seka ravinnonsaanti saadaan estetty3,
jolloin kasvaimen kasvu ja kehittyminen estyy. Tutkimukset ovat osoittaneet, ettei
antiangiogeeneesiin perustuva geeniterapia vaikuta merkittavasti olemassa olevaan
verisuonistoon vaan ldhinnd vain uudisverisuonten syntymiseen (O'Reilly 2007).
Antiangiogeeninen ja antilymfangiogeeninen geeniterapia perustuu muun muassa
endoteelikasvutekijareseptoreiden liukoisten muotojen kayttoon. VEGF-reseptoreiden
liukoisilta (soluble) muodoilta puuttuu veri- ja imusuonen endoteelisolukalvon lapaiseva
transmembraaniosa seka intrasellulaariset tyrosiinikinaasiaktiivisuuden valittavat osat (Kuva
5). Liukoiset reseptorit eivat pysty valittamaan angiogeenisia tai lymfangiogeenisia signaaleja
endoteelisolujen sisaan, silla kasvutekijan reseptoriin sitoutumisen seurauksena solunsisdiset
toisioldhetit eivat aktivoidu (Kendall ja Thomas 1993). VEGF-reseptoreiden toiminta ja
kasvaimen veri- ja imusuoniverkoston kehittyminen pystytdaan siis estamaan liukoisten

reseptoreiden avulla (Takayama ym. 2000).

Terapiakdytt6oon on kehitetty useita VEGF:en toiminnan estoon perustuvia menetelmid,
kuten VEGF:ta tai VEGFR:ta neutralisoivat monoklonaaliset vasta-aineet, liukoiset VEGFR:t
seka tyrosiinikinaasi-inhibiittorit (Spannuth ym. 2008). Tutkimuksissa on osoitettu VEGF:den
ja niiden reseptoreiden toiminnan estamisen, mm. liukoisten VEGF-reseptoreiden (sVEGFR1,
SVEGFR2, sVEGFR3) tai VEGF-Trap:in avulla vahentdvdn munasarjasyopdkasvaimen

kehittymista seka askitesnesteen muodostumista (Byrne ym. 2003; Sallinen ym. 2009). Sopo
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ym. (2012) ovat todenneet antiangio- ja antilymfangiogeenisen geeniterapian pidentavan
ihmisen munasarjasyopaa sairastavien koe-eldinten elinikda AdsVEGFR1:n, AdsVEGFR2:n ja
AdsVEGFR3:n sekd paklitakseli-sytostaatin avulla. Bevacizumab eli Avastiini® on
ensimmainen USA:n Food and Drug Administration:in (FDA) vuonna 2004 kolorektaalisyovan
hoitoon hyvaksyma neutralisoiva monoklonaalinen vasta-aine (Hurwitz ym. 2004). Kliinisissa
syopatutkimuksissa on kehitteilla myds toinen antiangiogeeninen VEGF-ligandiin sitoutuva
tekija, VEGF-Trap (Aflibercept®), joka inaktivoi VEGFA:n, VEGFB:n ja PIGF:n toimintaa (Wang-
Gillam ym. 2011).

3. TUTKIMUKSEN TARKOITUS JA TAVOITTEET

Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdd adenovirusvilitteisen antiangiogeneesiin ja
antilymfangiogeneesiin eli veri- ja imusuonten kasvun estoon perustuvan geeniterapian
(AdsVEGFR2 ja AdsVEGFR3) ja kemoterapian (paklitakseli ja karboplatiini sytostaatit) seka
ndiden yhdistelmahoitojen mahdolliset toksikologiset vaikutukset terveessa koe-eldimessa.
Tutkimuksen avulla haluttiin saada kasitys adenovirusvalitteisesti tuotettujen hoitogeenien
jakautumisesta elimistdon eli niiden biodistribuutiosta. Tutkimuksessa selvitettiin hoitojen
mahdolliset sivuvaikutukset ja eldinten sietokyky hoidoille normaalin immuunipuolustuksen
omaavassa koe-eldimessa. Tulosten avulla oli tarkoitus selvittdd ne geenihoito- ja
sytostaattiannokset, joilla saavutetaan riittava hoitoproteiinien tuotto
munasarjasyopakudoksen antiangiogeenisen sekad antilymfangiogeenisen hoitovasteen
aikaansaamiseksi ja samalla valtytdaan merkittavalta kudostoksisuudelta. Antiangiogeenisen
adenovirusvalitteisen geeniterapian on todettu aiheuttavan maksatoksisuutta aiemmissa
tutkimuksissa (Mahasreshti ym. 2003), joten tdssd tutkimuksessa pyrittiin kiinnittamaan
erityista huomiota hoitojen kohdistumisesta maksakudoksiin. Tutkimuksessa pyrittiin
noudattamaan mahdollisimman tarkasti niitd menetelmia ja aikataulua, joita tullaan

hyodyntamaan jatkossa munasarjasyovan geeniterapiatutkimuksen kliinisissa vaiheissa.

Tutkittaessa munasarjasyovan geeniterapiaa ja liukoisia VEGF-reseptoreita, tutkimukset on

tehty aiemmin padaasiassa syopaa sairastavilla koe-eldimilld. Tehty tutkimus oli ensimmainen
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laaja turvallisuus- ja biodistribuutiotutkimus, jossa adenovirusvalitteista munasarjasydvan

geeniterapiaa seka tahan yhdistettya kemoterapiaa tutkittiin terveissa koe-eldimissa.

4. MATERIAALIT JA MENETELMAT

4.1. Eldimet

Tutkimuksessa kaytettiin 90 kpl Wistar-kannan (HsdHan:Wist) naarasrottia. Eldimet
hankittiin Sveitsistda Harlan Laboratories Inc., Fillinsdorf:Ita. Kokeen alkaessa eldimet olivat
9-13 viikon ikaisida, eldimet painoivat kokeen alkaessa 147-243 g. Eldimet pidettiin Ita-
Suomen  yliopistolla  Valtakunnallisen  koe-eldinkeskuksen  tiloissa  eristettyina
patogeenivapaassa ympadristossa. Koe-eldinhuone oli konventionaalitiloissa, huoneen
olosuhteet olivat vakioituja: lampotila 21+1 °C, suhteellinen kosteus 55+10 % RH,
ilmanvaihto 15 kertaa tunnissa, valorytmi 12/12 h; valoisa aika klo 7.00-19.00. Tutkimus
suoritettiin eldinkoelautakunnan hyvaksyman luvan mukaan (ESLH-2008-07202/Ym-23).
Eldaimilla oli saatavilla vetta ja ruokaa (pellettind Tekland 2016S) jatkuvasti. Ruoka, vesi ja
alustana ollut sahajauho olivat autoklavoituja. Eldgimet pidettiin tutkimuksen aikana viiden
rotan hakeissa. Jokaisessa aikapisteessa eldimet punnittiin ennen operaatiota mahdollisten
painonmuutosten havainnoimiseksi seka eldinten hyvinvoinnin seuraamiseksi. Eldimet
nukutettiin isofluraani-happi-nukutuksella (Isofluran Baxter inhalaatiohdyry, Baxter Medical
AB) geeninsiirtojen, sytostaattien annostuksen sekd verindytteenottojen ajaksi. Anestesia
aloitettiin annoksella: ilma 700-800 ml ja isofluraani 4-4,5 %. Eldimen nukahdettua
anestesiatasoa laskettiin yllapitoannokseen: ilma 400-500 ml ja isofluraani 2,3-2,5 %.
Operaatioiden jalkeen eldimet virkosivat anestesiasta omissa hakeissaan, minka jalkeen ne
siirrettiin viiden eldimen ryhmahakkeihin. Tutkimuksessa tehdyistd toimenpiteista ei
aiheutunut merkittdavaa kipua koe-eldimille, joten kipuladkitysta ei kaytetty. Eldimet
lopetettiin kokeen paattyessa kaasunukutuksella lopetuskammiossa 70 % hiilidioksidilla,
taman jalkeen otettiin verindytteet sydanpunktiolla ja eldinten kuolema varmistettiin

niskavenytyksella.
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4.2. Virusvektorit

Geeninsiirtoihin  kaytettiin Kuopiossa GMP-virusvektorilaboratoriossa (Biocenter Kuopio,
National Virus Vector Laborator) tuotettuja adenovirusvektoreita. Vektorit koodasivat
ihmisen sVEGF reseptori-2-lgG-fuusioproteiinia (AdsVEGFR2, tunnetaan myds nimella
AdskDR) (Roy ym. 2005) seka ihmisen sVEGF reseptori-3-lgG-fuusioproteiinia (AdsVEGFR3,
tunnetaan myods nimella AdsFlt-4) (Veikkola ym. 2001). Kontrollina kaytettiin LacZ:aa
koodaavaa adenovirusta (AdLacZ). Virusvektoreiden genomia oli muokattu poistamalla niista
solun jakautumista sadatelevat geenialueet E1-E3. Virusvektorit oli tuotettu human

embryonic kidney 293T -soluissa.

4.3. Geeniterapia

Geeninsiirroissa adenovirusmaara vakioitiin  viruspartikkeleiden lukumaaran mukaan
korkeaan sekda matalaan hoitoannokseen. Korkeana hoitoannoksena kaytettiin yksittaisen
liukoisen reseptorin (AdsVEGFR2 tai AdsVEGFR3) osalta annosta 1x10™! viruspartikkelia (vp)
sekd matalana hoitoannoksena 1x10™° vp:a. Geenihoidon kokonaisvirusannos oli siten eldinta
kohti suurella hoitoannoksella 2x10' vp tai matalalla hoitoannoksella 2x10™ vp.
Geenihoidoissa eldimiin injisoitiin 500 ul AdsVEGFR2:a (erdt 1066, 1084) ja 500 pl
AdsVEGFR3:a (erat 1024, 1084, 1120). Geeninsiirrot suoritettiin hantalaskimon kautta (iv.)
injektionopeudella noin 1 ml/min injisoitavan kokonaistilavuuden ollessa 1000 pl.
Tutkimukseen valittiin verisuonensisdinen annostelutapa, silla verisuonten vilityksella
virusvektorin levidaminen eri kudoksiin on tehokkainta ja ndain mahdolliset hoidon toksiset

vaikutukset saadaan oletettavasti parhaiten esiin.

4.4. Kemoterapia

Kemoterapiassa kaytettiin  kliinisessd munasarjasyovan hoidossa kaytdssa olevia

sytostaatteja ja hoidon annostelutavassa pyrittiin noudattamaan mahdollisimman hyvin
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kliinisia kaytantoja. Hoidoissa kaytettiin paklitakselia (Paclitaxel Hospira 6 mg/ml,
infuusiokonsentraatti, Hospira UK Limited, Englanti) seka karboplatiinia (Carboplatin Hospira
10 mg/ml, infuusiokonsentraatti, Hospira UK Limited, Englanti). Paklitakselia annettiin
eldimille 6 mg/kg ja karboplatiinia 40 mg/kg. Hoidoissa paklitakselia laimennettiin steriiliin
0,9 % NaCliiin suhteessa 1:3, karboplatiini annosteltiin laimentamattomana. Injektiot
suoritettiin 24 G:n kanyylilld injektionopeudella noin 1 ml/min hantalaskimoon (iv.),
annostelemalla ensin paklitakseli- ja sitten karboplatiini-sytostaatit.  Injisoitava

sytostaattimaara oli eldaimen painosta riippuen yhteensa noin 1000 pl.

4.5. Hoitoryhmat

Kokeen alussa eldimet jaettiin sattumanvaraisesti seitsemadan  hoitoryhmaan:
kontrolliryhmina toimivat AdLacZ (15 eldintd) seka AdLacZ ja kemoterapian eli paklitakseli ja
karboplatiini sytostaatit (10 eldintd) saaneet ryhmat | ja Il (Taulukko 1). Koe-eldimista 15 sai
AdsVEGFR2:a ja AdsVEGFR3:a matalan hoitoannoksen 1x10™° vp:a (ryhma lll) ja 15 eldinta
AdsVEGFR2:a ja AdsVEGFR3:a korkean hoitoannoksen 1x10™ vp:a (ryhma 1V). Kymmenen
eldintd sai AdsVEGFR2:a ja AdsVEGFR3:a matalan hoitoannoksen 1x10%° vp:a seka
paklitakseli ettd karboplatiini sytostaatit (ryhma V). Toiset 10 eldintd sai AdsVEGFR2:a ja
AdsVEGFR3:a korkean hoitoannoksen 1x10™ vp:a seka paklitakseli ja karboplatiini sytostaatit

(ryhma VI). Viisitoista eldinta sai ainoastaan kemoterapiahoidon (ryhma Vil).
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Taulukko 1. Tutkimuksen hoitoryhmat. Tutkimuksessa oli seitseman hoitoryhmaa (1-VII), joihin kuului
10-15 Wistar-rottaa. Eldimet saivat joko geeniterapiaa (AdsVEGFR2, AdsVEGFR3), geeniterapiaa ja
kemoterapiaa (paklitakseli ja karboplatiini sytostaatit) tai pelkdn kemoterapiahoidon.
Kontrolliryhmien eldimet saivat joko AdLacZ:aa tai AdLacZ:aa ja kemoterapiaa.

Ryhma | 1} 1} v \'} Vi Vil
n 15 10 15 15 10 10 15
Adenovirusvektori LacZ LacZ SVEGFR-2 sVEGFR-2 sVEGFR-2 SVEGFR-2 -

SVEGFR-3 sVEGFR-3  sVEGFR-3 SVEGFR-3

Kemoterapia - Paklitakseli - - Paklitakseli ~ Paklitakseli  Paklitakseli
Karboplatiini Karboplatiini Karboplatiini Karboplatiini
Virusvolume (pul) 500 500 500 500 500 500 -
Pitoisuus (vp)*/ vektori 1x10" 1x10" 1x10"° 1x10" 1x 10" 1x 10" -
Kemoterapia o\ jitakseli - 6 ; - 6 6 6
mg/kg
Karboplatiini - 40 - - 40 40 40

* vp, viruspartikkeli

4.6. Kokeen aikataulu

Kontrolliryhmdassa AdLacZ (ryhma 1) 15 eldintd sai kokeen aloituspaivana aikapisteessa 0
AdLacZ:aa 1x10™ vp:a. Aikapisteissa 3, 14 ja 28 paivaa lopetettiin viisi eldintd kunakin
paivana (Kuva 6). Toisessa kontrolliryhmassa (ryhma Il) 10 eldinta sai kokeen aloituspaivana
AdLacZ:aa 1x10™ vp:a sekd aikapisteissd 7 ja 14 paivaa paklitakseli- ja karboplatiini-
sytostaatit. Ryhmassa |l eldimistd lopetettiin viisi kappaletta aikapisteissa 14 ja 28 paivaa.

Kokeen pituus oli nelja viikkoa kaikissa hoitoryhmissa.

Geenihoitoryhmissa (ryhmat 1l ja 1V) 15 eldintd sai kokeen aloituspdivand AdsVEGFR2 ja
AdsVEGFR3 yhdistelmdgeenihoitoa korkean tai matalan hoitoannoksen. Kokeessa kaytetty
korkea geenihoitoannos oli 1x10™ vp:a ja matala hoitoannos 1x10%° vp:a yhden liukoisen
VEGF-reseptorin osalta. Paivind 3, 14 ja 28 lopetettiin viisi eldintd kussakin aikapisteessa.
Geenihoitoja sekd kemoterapiaa saaneissa hoitoryhmissa (ryhmat V ja VI) 10 eldinta sai
kokeen aloituspdivdana korkean tai matalan geenihoitoannoksen AdsVEGFR2 ja AdsVEGFR3

hoitogeeneja. Aikapisteissa 7 ja 14 pdaivaa naille eldimille annettiin kemoterapiahoito eli
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paklitakseli ja karboplatiini sytostaatit. Yhdistelmdhoidon saaneissa hoitoryhmissa lopetettiin
viisi elainta aikapisteissa 14 ja 28 paivaa.

Kemoterapiahoitoryhma (ryhma VII) toimi kokeessa kontrolliryhmana ryhmien | ja Il lisdksi.
Tdssa ryhmadssa 15 eldinta sai aikapisteessa 0 paivaa paklitakseli- ja karboplatiini-
sytostaatteja ja toisen hoitokerran samoja sytostaatteja aikapisteessa 7 paivaa. Aikapisteissa

3, 14 ja 28 paivaa lopetettiin viisi eldinta kussakin aikapisteessa.

] AdLacZ n=15
| | | | | |
I I I I | 1
(o] 3 7 14 21 28 pv
AdLacZ  Verindyte Verinayte Verinayte Verinayte Verinayte
Verindyte Lopetus (n=5) Lopetus (n=5) Lopetus (n=5)

Il AdLacZ + Paklitakseli ja Karboplatiini n=10

] 7 14 21 28 pv
AdlLacZ Paklitakseli Paklitakseli ja Verinayte Verinayte
Verinayte Karboplatiini Karboplatiini (n=5) Lopetus (n=5)

Verindyte Verindyte

Lopetus (n=5)

jaiv
AdsVEGFR2 + AdsVEGFR3 (korkea ja matala hoitoannos) n=15

0] 3 7 14 21 28 pv
AdsVEGFR2 Verindyte Verinayte Verinayte Verinayte Verinayte
AdsVEGFR3 Lopetus (n=5) Lopetus (n=5) Lopetus (n=5)

Verinayte
V ja Vi
AdsVEGFR2 + AdsVEGFR3 (korkea ja matala hoitoannos) seka Paklitakseli ja Karboplatiini
n=10
| | | |
| | I 1
0 7 14 21 28 pv
AdsVEGFR2 Paklitakseli Paklitakseli ja Verinayte Verinayte
AdsVEGFR3 Karboplatiini Karboplatiini (n=5) Lopetus (n=5)
Verinayte Verinayte Verinayte
Lopetus (n=5)
VIl Paklitakseli ja Karboplatiini n=15
| | | | | |
| | I I I 1
(o} 3 ¥ 14 21 28 pv
Paklitakseli ~ Verindyte Paklitakselija Verindyte Verindyte Verindyte
Karboplatiini Lopetus Karboplatiini (n=5) Lopetus (n=5) Lopetus (n=5)
Verinayte (n=5) Verinayte

Kuva 6. Hoitoryhmien V-VII kokeen aikataulu. Rotat saivat hoidon pdivdand 0 ja niiden vointia
seurattiin pisimmilldan neljan viikon ajan, eldaimia lopetettiin aikapisteissa 3 ja 14 paivaa ja niista
otettiin verinadytteet viidessa aikapisteessd. Kemoterapiaa saaneissa hoitoryhmissa eldimet saivat
sytostaatteja kaksi kertaa viikon valein.
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4.7. Naytteet

4.7.1. Verinadytteet

Kokeen aikana eldimistd otettiin verindytteitd hantalaskimosta liukoisten reseptoreiden
maaran analysoimiseksi seka kliinisen kemian ja hematologian analyyseihin aikapisteissa 0, 3,
7, 14, 21 ja 28 paivaa (ryhmat I, Ill, IV, VII) (Kuva 6). Hoitoryhmissd, joissa eldimet saivat
yhdistelmahoidon eli geeni- ja kemoterapiaa (ryhmat Il, V ja VI) verindytteitd otettiin
aikapisteissa 0, 7, 14, 21 ja 28 paivaa. Hepariiniverindytteet otettiin 24 G:n kanyylilla (BD,
Neoflon™) litiumhepariini-putkiin (BD, Microtainer®). Naytteiksi eldimist otettiin noin 1-2ml
laskimoverta. Verindytteen oton yhteydessa nadyteputkia kasiteltiin niiden valmistajan
ohjeiden mukaan kdantelemalld putkia 10 kertaa hepariinin sekoittumiseksi. Naytteet
sailytettiin jdissa ja niista erotettiin plasma sentrifugoimalla nayteputkia 3 min 2000 g.
Plasmandytteet sailytettiin jadkaapissa noin 8 asteessa ennen kliinisen kemian ja

hematologian analyyseja, jotka tehtiin 10 tunnin sisalla ndytteenotosta. ELISA:a varten
plasmandytteet sailytettiin -70 °C:ssa ja sulatettiin ennen analyysia. Hematologista

neutrofiilien sivelylaskentaa varten muutamasta eldimesta otettiin myos verindytteet K2E-

EDTA -verindyteputkiin (BD, Microtainer®). Analyysien jdlkeen plasmanadytteet sdilytettiin -70

°C:ssa mahdollisia jatkoanalyyseja varten.

4.7.2. Kudosndytteet

Eldinten lopetusten yhteydessa aikapisteissa 3, 14 ja 28 pdivaa otettiin kudosnaytteet
histologisia leikkeita, hoitoproteiinien biodistribuution selvittdmista seka mahdollisia
immunovarjayksia varten (Kuva 6). Kudosndytteet otettiin seuraavista elimista:
luurankolihas, vatsakalvo, munasarja, kohtu, haima, suoli, munuainen, sydanlihas, keuhko,
perna ja maksa. Biodistribuutiotutkimuksessa on tarkeda huomioida kudosnaytteiden steriili

kerddaminen  ristikontaminaatioiden  estdmiseksi, joten  kudosndytteet  otettiin
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kertakayttoisillda pinseteilld (Verdier ja Descotes 1999). Kudosndytteiden kerdaminen
aloitettiin kudoksista, joissa oletettavasti oli |6ydettavissa vahiten siirtogeeneja ja edeten

lopulta siirtogeeneja runsaimmin ilmentaviin kudoksiin (Imboden ym. 2003).

(]

Histologisten kudosnaytteiden lisdksi kudoksista otettiin nestetypessa (-196 ()
syvajaadytetyt ndytteet hoitoproteiinien kudoskohtaisen jakautumisen ja niiden mRNA-

maadrien kudoskohtaisen ilmentymisen arvioimiseksi. Syvadjaadytetyt kudosnaytteet
sdilytettiin  -70 °C:ssa QRT-PCR:aa varten. Kudoksista otettiin my6s isopentaani-

nestetyppindytteet mahdollisesti myO6hemmin valmistettavia  jddleikkeita  ja
immunovarjayksia  varten. Kudosleikkeet jaadytettiin  nestetypella  jadhdytetyssa

isopentaaniliuoksessa (2-metyylibutaani, Fluka Chemika) ja syvajaadytettiin nestetypessa

ennen sailytystd -70 °C:ssa.

4.8. Naytteiden analysointi

4.8.1. qRT-PCR

Real Time quantitative Reverse Transcription PCR:lla eli kvantitatiivisella RT-PCR:lla (qRT-
PCR) maaritettiin siirtogeenien sVEGFR2 ja sVEGFR3 ilmentyminen aikapisteissa 3, 14 ja 28
pdivaa seuraavista kudoksista: luurankolihas, munasarja, kohtu, munuainen, sydanlihas,
keuhko, perna ja maksa. qRT-PCR:aa ei tehty lopetuksen yhteydessa otetuille vatsakalvo-,
haima- ja suolinaytteille. Aiemmat tutkimukset ovat osoittaneet adenoviruksen kulkeutuvan
enimmadkseen maksakudokseen kaytettdessda verisuonensisdistda annostelutapaa, jolloin
myo6s hoitoproteiinin tuotto tapahtuu maksakudoksessa (Hiltunen ym. 2000; Tao ym. 2001).
Tutkimuksessa selvitettiin geeninsiirtojen onnistuminen seka siirtogeenien ilmentyminen eri

kudoksissa, eli adenoviruksen biodistribuutio.

Kokonais-RNA eristettiin 50-100 mg:sta kudosnadytettd 1 ml:ssa TRl Reagent-RNA -

eristysliuosta (Applied Biosystems). Munasarjakudosten osalta RNA eristettiin kudoksen
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pienen koon vuoksi 25-50 mg:sta naytettd 0,5 ml:ssa TRl Reagent -liuosta. Kudosnaytteet
homogenisoitiin steriileissa lyysaysputkissa (Precellys Lysing Kit; soft tissue CK14, hard tissue
CK28). Kudosnaytteet punnittiin ja lisattiin jailla sailytettaviin lyysausputkiin, joihin oli
pipetoitu 1 ml (tai 0,5 ml) TRI Reagent -liuosta. Kudokset homogenisoitiin Precellys 24 (EG-
RD-135) -homogenisaattorilla, 5000 rpm, 2x10 s, 10 s tauko. Mikali nadytteet eivat olleet
homogenisoituneet riittdavasti, niin edellinen ohjelma toistettiin naille naytteille.
Kontaminaatioiden estamiseksi kaikki tyovaiheet tehtiin steriileissa tydskentelyolosuhteissa
ja kudoksia kasiteltiin kertakayttoisilla pinseteilld seka veitsilla. RNA-pelletit liuotettiin

steriiliin DEPC-veteen ja ndytteiden RNA-pitoisuudet maaritettiin spektrofotometrisesti
(NanoDrop Spectrophotometer ND-1000). Eristetyt RNA-naytteet sailytettiin -70 °C:ssa. Eri

kudosnaytteista eristettyjen RNA-pitoisuuksien valilla oli havaittavissa jonkin verran
vaihtelua, nain ollen cDNA-synteesia varten valmistettiin naytteet, jotka sisalsivat 3 pg
eristettyd kokonais-RNA:ta. Naytteiden laimentamiseen ja RNA-maadrien tasaamiseen

kaytettiin ultrapuhdasta vetta.

Kokonais-RNA -ndytteet kasiteltiin DNaasil-entsyymilld (RQ1 RNase-Free DNase 1 U/ul,
Promega, Madison, WI) mahdollisesti naytteissd olevan DNA:n poistamiseksi. DNaasi-
kasittely tehtiin 3 pg:lle kokonais-RNA -naytettd valmistajan ohjeiden mukaan. RNA
kdaannettiin cDNA:ksi kdyttdaen kaupallista High Capacity RNA-to-cDNA Master Mix:ia (Applied
Biosystems, USA), joka sisdlsi random heksameereja sekd oligo-dT-alukkeita. Reaktioon
otettiin 0,5 pg kokonais-RNA:ta ja 4 ul High Capacity RNA-to-cDNA Master Mix:ia,
ndytetilavuus tdaydennettiin 20 pl:aan steriililla DEPC-vedella. Osalle naytteistd valmistettiin
my6s negatiiviset kontrollindaytteet mahdollisen kontaminoivan genomisen DNA:n
havaitsemiseksi kdyttamalla High Capacity RNA-to-cDNA Master Mix No-RT-control:ia, joka ei
sisdltanyt kaadnteiskopioijaentsyymia (RT). cDNA synteesiin kdytettiin PCR-laitetta (MJ

Research, PTC-200, Petit Thermal Cycler, Finnzymes) ja seuraavaa ohjelmaa: 1. vaihe,

alukkeiden kiinnittyminen: 5 min 25 °C; 2. vaihe, kdinteiskopioijaentsyymin ja alukkeiden
avulla muodostetaan yksijuosteinen cDNA kiyttden RNA:ta templaattina: 30 min 42 °C; 3.
vaihe, kdinteiskopioijaentsyymin denaturointi: 5 min 85 °C; 4. vaihe: sdilytys 4 °C. cDNA:sta

valmistettiin 1:5 laimennokset steriiliin DEPC-veteen qPCR:aa varten, jotta liilan suuri cDNA-
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maara ei inhiboisi analyysida. cDNA-ndytteet ja niistd valmistetut laimennokset sailytettiin -20

o
C:ssa.

Hoitogeenien ilmentyminen madaritettiin qPCR:lla (StepOnePlus Real-Time PCR, Applied
Biosystems) kayttden 20x TagMan Gene Expression Assay:ta, joka sisalsi sSVEGFR2:lle
alukeparin ja koettimen Hs00911704_m1 seka vastaavasti sVEGFR3:lle kaytettiin alukeparia
ja koetinta Hs01047680_m1 (Applied Biosystems, USA). Yhdessa reaktiossa kaytettiin 1 ul
20x TagMan Gene Expression Assay:ta seka 10 ul 2x TagMan Gene Expression Master Mix:ia,
cDNA-templaattia lisattiin 3 pl ja reaktiotilavuus taydennettiin 20 pl:aan lisaamalla 6 pl
steriilia DEPC-vetta. gPCR suoritettiin 96-kuoppalevylld standardiolosuhteissa (Taulukko 2).
Siirtogeenien  ilmentyminen  kudosndytteissda  selvitettiin  standardisuorien avulla
valmistamalla standardisuora sVEGFR2:lle eristamadlla DNA:ta sVEGFR2:a koodaavista
adenoviruksista ja valmistamalla tdstd laimennossuora. sVEGFR3:lle valmistettiin

standardisuora vastaavasti kayttaen sVEGFR3-plasmidia.

Taulukko 2. TagMan Gene Expression Assaylla suoritetun gPCR-ohjelman vaiheet
standardiolosuhteissa. Rottien kudosnaytteistd eristettiin RNA ja niistd valmistettiin cDNA-naytteet
gPCR:aa ja hoitogeenien (sVEGFR2, sVEGFR3) ilmentymisen maarittamista varten.

PCR (40 Sykli)

Vaihe UNG- Polymeraasin Denaturointi Alukkeiden liittyminen
inkubaatio aktivaatio ja pidentyminen

Lampétila °C 50 95 95 60

Aika (min:sek)  2:00 10:00 0:15 1:00

4.8.2. Enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA

Liukoisten endoteelikasvutekijareseptoreiden sVEGFR2 ja sVEGFR3 madaara verenkierrossa

madritettiin  kussakin aikapisteessd enzyme-linked immunosorbent assay:lla (ELISA)
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hoitoryhmissa IlI-VI. Analyysit tehtiin koe-eldimista otetuista plasmandytteistd aikapisteissa
0, 7, 14 ja 28 paivaa kaupallisella Quantikine, human sVEGFR2 ELISA -menetelmalld (R&D
Systems, Minneapolis MN). Analyysissd kaytettiin 96-kuoppalevya ja naytteet analysoitiin
kahtena rinnakkaisena. Kuoppalevyn pesuvaiheet suoritettin  Wellwash  4Mk2
automaattipesurilla (Labsystems). Naytteiden optiset tiheydet maaritettiin
spektrofotometrisesti aallonpituudella 450 nm sekd aallonpituuden korjauksella 540 nm
(Multiskan Ascent, Labsystems). Tulokset analysoitiin Multiskan Ascent -ohjelmalla
vahentamalla aallonpituudella 450 nm saaduista tuloksista 540 nm:lla saadut tulokset.

Naytteiden proteiinipitoisuudet maaritettiin standardisuoran avulla.

SsVEGFR3-hoitoproteiinin analysoiminen plasmandytteistd ei onnistunut kaupallisella
menetelmalld, silld sen havaittiin tunnistavan naytteistd myos rotan endogeenisen
SsVEGFR3:n. sVEGFR3-hoitoproteiinin  analysoimiseksi plasmanaytteistd rakensimme
"kotitekoisen" sandwich ELISA:n (Kuva 7). Menetelmaa ei saatu toimimaan, joten sVEGFR3-
proteiinin maarittaminen plasmanaytteista ei onnistunut. Menetelmassa 96-kuoppalevylle
sidottiin neljan eri valmistajan toimittamaa primaaristd sVEGFR3 vasta-ainetta seka
VEGFC:ta. Naytteena eli antigeenina kaytettiin VEGFR3-Fc-proteiinia, jonka tulisi sitoutua
primaariseen vasta-aineeseen spesifisesti eli levylle sidotun primaarisen vasta-aineen
maaradsta riippuen. Sekundaarivasta-aineina menetelmassa kaytettiin kahta vasta-ainetta,
jotka eivat kuitenkaan havainneet sitoutunutta proteiinia spesifisesti. Ongelma menetelman
kehittamisessa oli primaari- ja sekundaarivasta-aineiden aiheuttama suuri tausta
mittaustuloksissa, lisdksi saatujen tulosten avulla ei voitu maarittdaa tarkkaa primaariseen

vasta-aineeseen sitoutuneen VEGFR3-Fc-proteiinin maaraa.
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Substraatti
-> Virireaktio ja amplifikaatio
Sandwich ELISA Entsyymilinkattu *’X

sekundaarivasta-aine

{ %
4] 5]

Primaarinen (
vasta-aine

:

Kuva 7. Sandwich ELISA:n vaiheet. 1) Naytelevylle kiinnitetddn primaarinen vasta-aine. 2) Lisdtaan
nayte eli antigeeni, joka sitoutuu primaariseen vasta-aineeseen. 3) Lisdtdan antigeenin tunnistava
vasta-aine. 4) Lisatdan vasta-aineen Fc-rakenteeseen sitoutuva sekundaarivasta-aine, johon on
liitetty entsyymi. 5) Lisdtddn substraatti, johon entsyymi vaikuttaa aiheuttaen vérireaktion ja
maaritetdan naytteen absorbanssi.

Nayte (antigeeni)

4.8.3. Histologia

Eldinten lopetuksen yhteydessd otetuista kudosndytteistd valmistettiin histologiset
kudosleikkeet mahdollisten histologisten muutosten havaitsemiseksi. Kudosnaytteita
sailytettiin  kudosten fiksoimiseksi noin 4 mlissa 4 % paraformaldehydi (PFA) -
sakkaroosiliuoksessa nelja tuntia ja taman jalkeen vahintdan yon yli noin 4 ml:ssa 15 %
sakkaroosia. Kudosnaytteet kasiteltiin kuljetuskoneessa (Shandon Citadel 1000/2000,
Thermo Fisher Scientific, Englanti) ndytteissda olevan veden korvaamiseksi etanolilla.
Kudosnaytteisiin imeytettiin ksyleeni-liuotin, joka korvattiin lopulta parafiinilla. Kudokset
valettiin parafiiniin ja niistd valmistettiin 5 um histologiset leikkeet (Microtomi HM355,
Microm, Saksa) hematoksyliini-eosiinivarjaykseen. Hematoksyliini-eosiini varjatyt leikkeet

kuvattiin Provis AX70 -elektronimikroskoopilla (Olympus, Japani) ja kuvia kasiteltiin
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kuvanmuokkausohjelmalla Photoshop CS4 (Adobe). Histologiset kuvat analysoitiin patologin

toimesta.

4.8.4. Kliininen kemia ja hematologia

Aikapisteissa 0, 3, 7, 14, 21 ja 28 paivaa otetuista plasmandytteista analysoitiin
ndytteenottopdivana kliinisen kemian ja hematologian parametrit MoVet- laboratoriossa.
Analyyseissa naytteita oli aikapisteittdin n=5-15. Naytteiden maara vahentyi aikapisteissa 3

ja 14 paivaa viidellad naytteella kummassakin aikapisteessa eldinten lopetuksesta johtuen.

Hematologian osalta plasmandytteistd maaritettiin tdaydellinen verenkuva eli hemoglobiini
(HGB), hematokriitti (HCT), punasolut (RBC), valkosolut (WBC) ja punasoluindeksit:
punasolujen hemoglobiinin massa (MCH), punasolujen keskimaardinen hemoglobiinin
konsentraatio (hemoglobiinin maara litrassa punasoluja, MCHC), punasolujen keskitilavuus
(MCV), verihiutaleet (verihiutaleiden @ maaréd litrassa  verta, PLT).  Lisdksi
hepariiniverindytteistd maaritettiin  neutrofiilien osuus valkosoluista valkosolujen

erittelylaskennalla (B-Diff).

Kliinisen kemian parametreista maaritettiin maksan toiminnasta kertovat alkalinen fosfataasi
(AFOS) ja alaniiniaminotransferaasi (ALAT), munuaisten toiminnasta kertova kreatiniini
(Krea) seka yleisemmin kudosten toiminnasta kertova laktaattidehydrogenaasi (LDH).
Kohonneita LDH-arvoja voidaan havaita esimerkiksi akuutin sydaninfarktin, hemolyyttisten
tilojen tai syOpdsairauksien yhteydessda, mutta taman arvon nousu voi olla kudosldahteen

suhteen epaspesifinen.
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4.9. Tilastolliset menetelmat

Kliinisen kemian ja hematologian seka ELISA:n analyyseista saaduille tuloksille maaritettiin
keskiarvot, keskihajonnat (standard deviation, SD) seka keskiarvon keskivirhe (standard error
of mean, SEM) Excel-ohjelmalla (Microsoft Office). Tulokset ilmoitettiin keskiarvo+SEM -
muodossa. Eldinten painoissa  tapahtuneita muutoksia  arvioitiin kayttaen
sekamallimenetelmaa (IBM SPSS Statistics). Saatujen tulosten todettiin olevan merkitsevia
kun p<0,05. Tuloksia verrattiin viitearvoihin, jotka saatiin eldinten toimittajalta (Harlan 2011)

seka kirjallisuuslahteesta (Tucker 1997).

5. TULOKSET

5.1. Eldinten hyvinvointi ja painonkehitys

Eldinten hyvinvoinnissa tai niiden kayttaytymisessa ei havaittu kokeen aikana merkittavia
muutoksia. Eldimet selvisivat hyvin niille suoritetuista toimenpiteista ja verindytteiden otosta
seka virkosivat nopeasti anestesiasta. Muutamalla eldimellda havaittiin  hetkellista
huonovointisuutta valittomasti anestesiasta virkoamisen jalkeen, kun niille oli annettu
sytostaattihoitoja. Huonovointisuus havaittiin eldinten turkin pystyyn nousemisena seka
eldinten aktiivisuuden vahentymisend. Naiden eldinten vointi palasi normaaliksi puolen
tunnin sisalla hoitojen annostelun jalkeen. Useiden hantapistosten seurauksena kolmen
eldimen hannat tulehtuivat, mutta naita eldimia ei tarvinnut lopettaa tulehduksen
seurauksena ennen kokeen loppua. Lopetusten yhteydessa eldinten rinta- ja vatsaontelot

avattiin, eika eldaimilld havaittu sisaista verenvuotoa tai silmamaaraisia kudosmuutoksia.

Tutkimuksen alussa koe-eldimet painoivat 158-220 g (Taulukko 3). Kokeen aikana eldimet
punnittiin jokaisessa aikapisteessa 0, 3, 7, 14, 21, 28 pdaivad niiden hyvinvoinnin
seuraamiseksi (Kuva 8). Painonkehitys oli tasaista kaikissa hoitoryhmissa lukuunottamatta
geeniterapian matalan hoitoannoksen ja kemoterapian yhdistelmahoidon saanutta

hoitoryhma, jossa painonpudotus oli tilastollisesti merkitsevaa aikapisteissa 21 ja 28 paivaa
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(p<0,05). Tulokset koe-eldinten painonmuutoksista on esitetty myds aiemmin projektista

ilmestyneessa opinndytetydssa (Kokki, 2011).
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140 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 Paiva

=@=AdsVEGFR2+ AdsVEGFR3 (korkea- annos)
== AdsVEGFR2+ AdsVEGFR3 (matala- annos)
== AdsVEGFR2+ AdsVEGFR3 (korkea- annos)+ Kemoterapia
=>¢= AdsVEGFR2+ AdsVEGFR3 (matala- annos)+ Kemoterapia
== AdLacZ
=@-AdLacZ+ Kemoterapia

Kemoterapia

Kuva 8. Rottien painonkehitys kokeen aikana eri hoitoryhmissa (I-VII). Painojen muutosta tarkasteltiin
niiden rottien osalta, jotka lopetettiin aikapisteessa 28 paivaa (N=5). Painot ilmoitettiin hoitoryhmien
keskiarvoina kussakin aikapisteessa 0, 3, 7, 14, 21 ja 28 paivaa (Kokki, 2011).

Taulukko 3. Rottien painonkehitys kokeen aikana eri hoitoryhmisséa (I-VIl) aikapisteissa 0, 7, 14, 21 ja
28 paivaa, N=5 rottaa/hoitoryhma. Tulokset ilmoitettiin muodossa painojen keskiarvoxSEM. Tulosten
todettiin olevan tilastollisesti merkitsevia, kun p<0,05 (merkitty *).

Hoitoryhma Aikapiste (paiva)

0 |7 14 21 | 28
AdsVEGFR-2 + AdsVEGFR-3 (korkea-annos)
KeskiarvoSEM |172+412 |182+416 [189+19 [200+18 [211+19
AdsVEGFR-2 + AdsVEGFR-3 (matala-annos)
Keskiarvo+SEM |186+10 [193+13 [202+10 [208+11 [213+15
AdsVEGFR-2 + AdsVEGFR-3 (korkea-annos) + Kemoterapia
Keskiarvo+SEM |158+6 |167+2  [169+6 [17249 [18218
AdsVEGFR-2 + AdsVEGFR-3 (matala-annos) + Kemoterapia
KeskiarvoSEM 120715 [213+16 |204+18 [193+17* | 198+16*
AdLacZ
KeskiarvoSEM |188+17 [195+18 | 19746 [219+23 [221+22
AdLacZ + Kemoterapia
KeskiarvoSEM |183+18 |187+417 [187+12 |186+11 [189+12
Kemoterapia
Keskiarvo+SEM 180£18 182417 |182+17 |195%20 |207+20
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5.2. AdsVEGFR2 ja AdsVEGFR3 hoitogeenien ilmentyminen kudosnaytteissa

Siirtogeenien AdsVEGFR2 ja AdsVEGFR3 kudoskohtainen ilmentyminen eri aikapisteissa
madritettiin gRT-PCR:lla eli kvantitatiivisella kddnteistranskriptiopolymeraasiketjureaktiolla.
Analyysit tehtiin seuraavista eldinten lopetuksen yhteydessa otetuista kudosnaytteista:

luurankolihas, munasarja, kohtu, munuainen, sydanlihas, keuhko, perna ja maksa.

gRT-PCR:n herkkyysrajaksi sSVEGFR2 ja sVEGFR3 hoitogeenien ilmentymisessd maaritettiin
standardisuoran avulla 10 mRNA kopiota, ndin ollen menetelmalld pystyttiin maarittamaan
positiiviseksi ne naytteet, joissa hoitogeenid ilmennettiin tdita enemman. Naytteet, joissa
hoitogeenin ilmentyminen jai alle menetelman herkkyysrajan merkittiin ei havaittu (not
detected, ND). Osalle naytteistda valmistetuissa kaadnteistranskriptaasia sisaltdmattomissa
negatiivikontrollindytteissa ei ilmennetty kumpaakaan hoitogeenia, tama tulos osoittaa etta
positiiviseksi hoitogeenien osalta analysoidut naytteet todella ilmentavat hoitogeeneja, eika
positiivinen tulos ole perdisin mahdollisesti naytteeseen jadneestd kontaminoivasta
genomisesta DNA:sta. Kontrollina toimineissa hoitoryhmissa eli kemoterapia, AdLacZ seka

AdLacZ ja kemoterapia hoitogeeneja ei odotetusti ilmennetty missdan aikapisteessa.

SsVEGFR2-hoitogeenia ilmennettiin maksa- ja pernakudoksissa. Hoitogeenia ei ilmennetty
keuhko-, munuais-, sydan-, luurankolihas-, munasarja- ja kohtunaytteissa (Taulukko 4).
Hoitogeenia ilmennettiin useimpien eldinten maksa- ja pernakudoksissa kolme paivaa
geeninsiirron jalkeen kaikissa geeninsiirron saaneissa hoitoryhmissa. Yleisesti kokeen aikana
SsVEGFR2-hoitogeenia ilmennettiin useamman eldimen kudosnaytteissa kun ne olivat saaneet
korkean geenihoitoannoksen verrattuna ilmentymiseen matalan geenihoitoannoksen
saaneissa ryhmissa. Siirtogeenin ilmentyminen oli vahdisempaa matalan geenihoitoannoksen
saaneissa hoitoryhmissa kuin korkean geenihoitoannoksen saaneissa hoitoryhmissa
aikapisteessa 28 paivaa (Taulukko 4). Kemoterapian ja geeniterapian matalan annoksen
yhdistelmahoidon saaneessa hoitoryhmassa sVEGFR2-hoitogeenia ilmennettiin kahden
eldimen maksanadytteessd aikapisteessa 28 paivdad, mutta pelkdn geeniterapian matalan
annoksen saaneessa hoitoryhmadssa hoitogeenia ei ilmennetty tassa aikapisteessa. Korkean

geenihoitoannoksen sekd kemoterapian saaneessa hoitoryhmdssd ei havaittu ettd
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kemoterapialla olisi vaikutusta hoitogeenin pidentyneeseen ilmentymiseen. Kemoterapia ei
pidentanyt hoitogeenin ilmentymista pernakudoksissa, sen sijaan korkea geenihoitoannos
lisdsi hoitogeenia ilmentdvien ndytteiden maaraa kaikissa aikapisteissa matalaan

hoitoannokseen verrattuna.

Taulukko 4. sVEGFR2-hoitogeenin ilmentyminen rottien kudosndytteissa aikapisteissa 3, 14 ja 28
paivaa gRT-PCR:lla analysoituna. Imentyminen maaritettiin niissa hoitoryhmissa, joissa eldimet saivat
geeniterapiaa tai geeni- ja kemoterapian yhdistelmahoidon. Kun kudoksen ei havaittu ilmentavan
hoitogeenia, tulos merkittiin not detected (ND). Tulokset on ilmoitettu muodossa; hoitogeenia
ilmentavien naytteiden maara/ analysoitujen naytteiden maara.

Hoito Paiva | Maksa | Perna | Keuhkot | Munuaiset | Sydan | Luurankolihas | Munasarjat | Kohtu
AdsVEGFR2+ | 3 5/5 | 5/5 ND ND ND ND ND ND
AdsVEGFR3 5/5 | 3/5 ND ND ND ND ND ND

(matala-annos) 14 / /

+ Kemoterapia | 28 2/4 ND ND ND ND ND ND ND
AdsVEGFR2+ | 3 5/5 | 5/5 ND ND ND ND ND ND
AdsVEGFR3

(korkea-annos) | 14 | 4/4 | 3/4 ND ND ND ND ND ND

*+Kemoterapia | 59 | 4/5 | 3/5 ND ND ND ND ND ND
AdsVEGFR2+ | 3 5/5 | 5/5 ND ND ND ND ND ND
AdsVEGFR3 | 14 | 4/5 | 2/5 ND ND ND ND ND ND

(matala-annos) | g | \p | 15 | ND ND ND ND ND ND
maermeT || 9 5/5 | 5/5 ND ND ND ND ND ND
AdsVEGFR3 | 14 | 4/4 | 3/4 ND ND ND ND ND ND

(korkea-annos)

28 | 4/5 | 5/5 ND ND ND ND ND ND

SsVEGFR3-hoitogeenia ilmennettiin yleisesti useamman koe-eldimen kudosnadytteissa
sVEGFR2-hoitogeenin ilmentymiseen verrattuna (Taulukko 5). sVEGFR3:a ilmennettiin
useimmissa maksa-, keuhko- ja sydankudoksissa, lisdaksi hoitogeenia ilmennettiin perna-,
luurankolihas- ja munasarjakudoksissa. Analysoiduissa munuais- ja kohtunaytteissa sVEGFR3-
hoitogeenia ei ilmennetty missddn hoitoryhmassa tai aikapisteessa. sVEGFR3:a ilmennettiin
useimpien eldinten kudosnaytteissa aikapisteessa 3 paivaa geeninsiirtojen jalkeen kaikissa
hoitoryhmissd, eikd geenihoitoannoksen suuruudella ndyttdnyt olevan vaikutusta
ilmentymiseen  tdssd  aikapisteessd. Kemoterapia pidensi  sVEGFR3-hoitogeenin

ilmentymisaikaa maksa- ja munasarjakudoksissa, silla geeni- ja kemoterapian

47



yhdistelmahoidon saaneissa hoitoryhmissa siirtogeenia ilmennettiin vield aikapisteessa 28
pdivda ja pelkan geenihoidon saaneissa ryhmissa hoitogeenida ei ilmennetty tassa

aikapisteessa.

Kaikissa  hoitoryhmissd  sVEGFR3-hoitogeenid  ilmennettiin  pernakudosnaytteissa
aikapisteessa 3 padivaa. Myohemmissa aikapisteissa  hoitogeenia ilmennettiin
pernakudoksessa ainoastaan korkean  geenihoitoannoksen  ja kemoterapian
yhdistelmahoidon saaneessa hoitoryhmassa aikapisteessa 14 pdivaa (Taulukko 5).
Keuhkokudoksissa pelkdn geeniterapian saaneissa hoitoryhmissd hoitogeenia ilmennettiin
kaikissa aikapisteissa, kun taas geeni- ja kemoterapian yhdistelmahoidon saaneissa ryhmissa
siirtogeenia ilmennettiin harvempien eldinten kudosnaytteissa aikapisteen 3 paivaa jalkeen.
Sydan- ja luurankolihasnaytteissa sVEGFR3-hoitogeenia ilmennettiin useammissa naytteissa
niissa hoitoryhmissa, joissa eldimet saivat korkean geenihoitoannoksen verrattuna
ilmentymiseen matalan geenihoitoannoksen saaneissa hoitoryhmissa.
Luurankolihasnaytteissa kemo- ja geeniterapian yhdistelmahoidon saaneissa hoitoryhmissa
hoitogeenin ilmentyminen vdhentyi aikapisteen 3 paivaa jalkeen eika hoitogeenia ilmennetty
enda aikapisteessa 28 padivaa. Munasarjakudoksissa sVEGFR3-hoitogeenida ilmennettiin
kaikissa aikapisteissa geeni- ja kemoterapian yhdistelmahoidon saaneissa ryhmissa, mutta
pelkdan geeniterapian saaneissa hoitoryhmissa hoitogeenia ei ilmennetty aikapisteessa 28

paivaa.
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Taulukko 5. sVEGFR3-hoitogeenin ilmentyminen rottien kudosnaytteissa aikapisteissa 3, 14 ja 28
paivaa gRT-PCR:lla analysoituna. Imentyminen maaritettiin niissa hoitoryhmissa, joissa eldimet saivat
geeniterapiaa tai geeni- ja kemoterapian yhdistelmahoidon. Kun kudoksen ei havaittu ilmentavan
hoitogeenid, tulos merkittiin not detected (ND). Tulokset on ilmoitettu muodossa; hoitogeenia

ilmentavien naytteiden maara/ analysoitujen naytteiden maara.

Hoito Paivda | Maksa | Perna | Keuhkot | Munuaiset | Syddn | Luurankolihas | Munasarjat | Kohtu
AdsVEGFR2+ 3 5/5 5/5 5/5 ND 1/5 1/2 5/5 ND
AdsVEGFR3 14 3/5 | ND ND ND 2/5 ND 1/5 ND
(matala-annos)
+ Kemoterapia | 28 1/4 ND ND ND 1/3 ND 1/4 ND
AdsVEGFR2+ 3 5/5 5/5 5/5 ND 3/5 3/5 4/4 ND
AdsVEGFR3
(korkea-annos) | 14 | 3/4 | 3/4 | 2/4 ND 4/4 1/5 2/4 ND
+Kemoterapia | g 1/5 | ND ND ND 3/5 ND 3/3 ND
AdsVEGFR2+ 3 5/5 5/5 5/5 ND 1/5 1/2 5/5 ND
AdsVEGFR3 14 1/5 ND 2/5 ND 3/5 1/4 2/5 ND
(matala-annos) | 28 ND ND 5/5 ND 1/5 1/5 ND ND
AdsVEGFR2+ 3 5/5 5/5 5/5 ND 3/5 3/5 4/4 ND
AdsVEGFR3 14 ND ND 2/3 ND 4/4 1/4 1/4 ND
(korkea-annos)
28 ND ND 3/4 ND 3/5 1/5 ND ND

5.3. sVEGFR2 ja sVEGFR3 hoitoproteiinien pitoisuus verenkierrossa

Viikon kuluttua geeninsiirroista eli aikapisteessa 7 pdivda sVEGFR2-proteiinia oli

verenkierrossa 1271+346 pg/ml korkean geenihoitoannoksen saaneessa hoitoryhmassa
(Kuva 9). Samassa aikapisteessd matalan geenihoitoannoksen saaneessa ryhmassa
hoitoproteiinin pitoisuus verenkierrossa oli 717+378 pg/ml. Geenihoitoryhmissa sVEGFR2-
hoitoproteiinin pitoisuus jdi alle maaritysrajan aikapisteissa 0, 14 ja 28 paivaa.

AdsVEGFR2+AdsVEGFR3 (korkea-annos)+kemoterapia -hoitoryhmassa sVEGFR2-
hoitoproteiinin pitoisuus oli viikon kuluttua geeninsiirrosta 750+337 pg/ml (aikapiste 7
paivaa), minka jalkeen paivdan 14 mennessa proteiinipitoisuus laski 591+257 pg/ml:aan.
AdsVEGFR2+AdsVEGFR3 (matala-annos)+kemoterapia -hoitoryhmassa sVEGFR2-
hoitoproteiinin pitoisuus oli aikapisteessd 7 paivaa 6724282 pg/ml. Tassd hoitoryhmassa

SVEGFR2-proteiinipitoisuus oli suurin aikapisteessa 14 paivaa 875+39 pg/ml. Aikapisteeseen
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28 paivaa mennessa sekd kemo- ettd geeniterapian saaneissa hoitoryhmissa sVEGFR2-
proteiinipitoisuus verenkierrossa laski alle detektiorajan. Kontrollinaytteina analysoitujen eli
terveiden hoitamattomien eldinten plasmandytteet olivat negatiivisia hoitoproteiinin
suhteen aikapisteessa 0 paivaa. Kontrollindytteista saatu negatiivinen tulos osoittaa, etta

kaytetty menetelma ei detektoi eldimen endogeenista liukoista VEGFR2-proteiinia.

1800 #— AdsVEGFR2+ AdsVEGFR3
(korkea annos)
1600 T —B— AdsVEGFR2+ AdsVEGFR3
1400 (matala-annos)
AdsVEGFR2+ AdsVEGFR3
(&l 1200 A (korkea annos)+ kemoterapia
™ /\ == AdsVEGFR2+ AdsVEGFR3
G) £ 1000 (matala annos)+ kemoterapia
w < / ¥ \
> & goo _—A
7} p e \
600 \\\ \
400 / I \\ \
200
0 / \ \
0 7 14 28 Paiva

Kuva 9. sVEGFR2-hoitoproteiinin pitoisuus verenkierrossa eri aikapisteissa. Hoitoproteiinin pitoisuus
madritettiin geeniterapiaa (AdsVEGFR2+AdsVEGFR3) tai geeni- ja kemoterapiaa (paklitakseli ja
karboplatiini sytostaatit) saaneiden rottien plasmanaytteistd ELISA-menetelmallad aikapisteissa 0, 7,
14 ja 28 paivaa. Tulokset on esitetty hoitoproteiinin pitoisuutena plasmandytteessd (pg/ml)
aikapisteittain (keskiarvo)* SEM (N=4-15).

sVEGFR3-hoitoproteiinin pitoisuutta verenkierrossa ei voitu maarittda (4.8.2. Enzyme-linked
immunosorbent assay, ELISA).
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5.4. Histologia

Histologiset leikkeet valmistettiin luurankolihas-, vatsakalvo-, munasarja-, kohtu-, haima-,
suoli-, munuainen-, sydanlihas-, keuhko-, perna- ja maksanaytteista. Histologian tulokset on

esitetty jo aiemmin tutkimuksesta valmistuneessa pro gradu-tutkielmassa (Kokki 2011).

Kudosmuutokset nayttivat kohdistuvan paaasiassa keuhko- ja maksakudoksiin. Muiden
kudosten histologinen rakenne oli pddosin normaali. Kahta eldinta lukuun ottamatta
kudoksen regeneraatiota tai verenvuotoa havaittiin vain adenoviruksen (geenihoito tai

AdLacZ) ja sytostaatit saaneilla eldaimilla aikapisteissa 14 ja 28 paivaa (Taulukko 6).

Tdssa tyossa keskityttiin @ maksa- ja keuhkokudosmuutosten analysoimiseen, silla
adenoviruksen tiedetdan kulkeutuvan elimistdssa pddasiassa maksaan (Alemany ja Curiel
2001; Hakkarainen ym. 2005). Havaitut kudosmuutokset olivat kohtalaisia tai lievia ja niita
havaittiin pddasiassa koko kudosnaytteessad aikapisteissa 14 ja 28 paivaa. Aikapisteessa 3
pdivaa ei havaittu histologisia kudosmuutoksia. Muutokset oli havaittavissa kudoksen
regeneraationa, jolloin nahtavissa voi olla solujen tumakoon ja niiden muodon muutoksia
seka nukleolien suurenemista. Havaitut maksan kudosmuutokset aiheutuivat
todennakoisesti maksan hepatosyyttien lapi kulkevien ladkeaineiden aiheuttamasta
rasituksesta. Kontrollina toimineiden, hoitoja saamattomien eldinten keuhko- ja
maksandytteet olivat normaalit (Kuva 10A ja B). Myoskdan kontrolliryhmdna toimineen
AdLacZ-hoitoryhman kudosndytteista ei [6ydetty poikkeavuuksia (Kuva 10C ja D, Taulukko 6).
AdLacZ ja kemoterapia -hoitoryhmadssa havaittiin  maksan lievad tai kohtalaista
regeneraatiota kuudella koe-eldimelld (60 % ryhman eldimistd) (Kuva 10F, Taulukko 6).
Kemoterapiaa saaneessa ryhmassa ei havaittu histologisia kudosmuutoksia. Korkean
geenihoitoannoksen saaneessa ryhmassa yhden koe-eldimen keuhkokudosnaytteessa (Kuva
10G) ja yhdessda munasarjakudosnadytteessa havaittiin lievda verenvuotoa. Verenvuotoa
pidetdan epdspesifisend muutoksena, joten varmuudella ei voi sanoa johtuiko muutos
annetusta hoidosta vai liittyikd se eldinten lopetukseen. Matalan geenihoitoannoksen

saaneiden eldinten keuhko- ja maksakudokset olivat normaalit.
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Geenihoidon matalan annoksen ja kemoterapiaa saaneessa ryhmadssa (ryhma V) havaittiin
keuhkoodeemaa seka verenvuotoa yhdelld koe-eldimella aikapisteessa 28 paivaa (Kuva 10l).
Odeema aiheutuu usein sydidmen vajaatoiminnasta. Sytostaattihoitojen ei tiedeta
aiheuttavan sydanmuutoksia, joten havaittu muutos voi aiheutua geeniterapiasta
(Elektroninen Pharmaca Fennica 2010). Koska 6deemaa havaittiin ainoastaan yhdellad koe-
eldimelld, muutoksen perusteella ei voi sanoa onko geeniterapialla ja keuhkoddeeman
kehittymiselld yhteys toisiinsa. Samassa hoitoryhméssa (ryhmé V) aikapisteessd 28 paivaa
havaittiin myos lievdad maksakudoksen regeneraatiota yhdelld koe-eldimelld (Kuva 10J).
Korkean geenihoitoannoksen sekd kemoterapiaa saaneessa hoitoryhmassa havaittiin lievaa
maksakudoksen regeneraatiota 53 %:lla koe-eldimista aikapisteissa 14 ja 28 pdivaa (Kuva
10L), sen sijaan hoitoryhman keuhkokudosleikkeet ndyttivdt normaaleilta (Kuva 10K).
Geenihoidon aiheuttamat kudosmuutokset ovat epdspesifisid, joten varmuudella ei voi

sanoa johtuuko muutokset tasta hoidosta vai ovatko ne lopetukseen liittyvia.

Taulukko 6. Histologiset kudosmuutokset eri hoitoryhmissa. Rottien kudosleikkeistd valmistettuja
histologisia naytteitd tarkasteltiin kaikissa hoitoryhmissa seka kontrolliryhmissa (ryhmat I-VII). N=
havaittujen kudosmuutosten lukumaara.

Hoitoryhma Kudos Kudosmuutos N
| (AdLacZ) - - -
Il (AdLacZ+Kemoterapia) maksa lievda/kohtalainen

regeneraatio
Il Geeniterapia (matala-annos) - -

IV Geeniterapia (korkea-annos) munasarja verenvuoto 1
keuhko 1
V Geeniterapia keuhko odeema,verenvuoto 1
(matala-annos)+Kemoterapia maksa lieva regeneraatio 1
maksa verenvuoto 1
VI Geeniterapia maksa lieva regeneraatio 8

(korkea-annos)+Kemoterapia
VIl Kemoterapia - = -
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Kuva 10. Hematoksyliini-eosiini varjatyt histologiset keuhko- ja maksakudosndytteet x20 ja x10
suurennoksilla. A-E, H ja K, ei kudosmuutoksia; F, kohtalainen maksan regeneraatio (AdLacZ ja
kemoterapia -hoitoryhma); G, keuhkokudoksen verenvuotoa (geeniterapian korkea hoitoannos); |,
keuhko6deema ja verenvuotoa (geeniterapian matala hoitoannos ja kemoterapia -hoitoryhma); J ja
L, lievd maksan regeneraatio (geeniterapian matala hoitoannos seka geeniterapian korkea
hoitoannos ja kemoterapia -hoitoryhmat) (Kokki 2011).
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5.5. Kliininen kemia ja hematologia

ALAT-arvojen perusteella AdsVEGFR2 ja AdsVEGFR3 geeniterapia oli hyvin siedetty ja
seuranta-ajan lopussa arvot olivat samalla tasolla kuin Iahtétilanteessa (Kuva 11). ALAT-arvot
nousivat ohimenevasti viikon kuluttua geeninsiirrosta hoitoryhmissa AdLacZ seka AdLacZ ja

kemoterapia (ryhmat | ja ll).

u/I m Viitearvo
250 B AdsR2, AdsR3 (korkea-annos)
B AdsR2, AdsR3 (matala-annos)

T B AdsR2, AdsR3 (korkea-annos) + Kemoterapia
200 B AdsR2, AdsR3 (matala-annos) + Kemoterapia
H AdlLacz
150  AdLacZ+ Kemoterapia

B Kemoterapia

100 [

50

0 3 7 14 21 28 Pdiva

Kuva 11. Rottien maksan alaniiniaminotransferaasi (ALAT) pitoisuudet veressd geeniterapialla,
kemoterapialla tai ndiden yhdistelmahoidolla hoidetuissa ryhmissa seka kontrolliryhmissa (AdLacZ,
kemoterapia). AdsR2=AdsVEGFR2 geeniterapia, AdsR3=AdsVEGFR3 geeniterapia. Tulokset ilmoitettu
keskiarvoina aikapisteittaint SEM.

Kontrollina toimineissa AdLacZ (ryhma 1) sekd AdLacZ ja kemoterapia-ryhmissa (ryhma Il)
havaittiin AFOS-arvon valiaikainen nousu 3 paivaa AdLacZ:n injisoinnin jalkeen. AFOS-arvo
laski nadissa hoitoryhmissa paivan 3 jalkeen ja palautui lahtotasolle seuranta-ajan loppuun
mennessa (Kuva 12). Aikapisteessd 7 pdivaa geeniterapian korkean hoitoannoksen (ryhma
IV) seka geeniterapian korkean annoksen ja kemoterapian (ryhma VI) saaneissa

hoitoryhmissd AFOS-arvot nousivat valiaikaisesti. Arvot kuitenkin palasivat lahtotasolle

aikapisteeseen 28 paivaa mennessa.
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u/I m Viitearvo
250 B AdsR2, AdsR3 (korkea-annos)
B AdsR2, AdsR3 (matala-annos)
B AdsR2, AdsR3 (korkea-annos) + Kemoterapia
200 B AdsR2, AdsR3 (matala-annos) + Kemoterapia
B Adlacz
E AdLacZ+ Kemoterapia
150 m Kemoterapia
100
50
0
0 3 7 14 21 28  Paiva

Kuva 12. Rottien alkaalinen fosfataasi (AFOS) pitoisuudet verenkierrossa geeniterapialla,
kemoterapialla tai ndiden yhdistelmahoidolla hoidetuissa ryhmissa seka kontrolliryhmissa (AdLacZ,
kemoterapia). AdsR2=AdsVEGFR2 geeniterapia, AdsR3=AdsVEGFR3 geeniterapia. Tulokset ilmoitettu
keskiarvoina aikapisteittaint SEM.

Munuaistoiminnan markkerin eli kreatiniinin (KREA) arvot pysyivat normaalialueella koko

seuranta-ajan kaikissa hoitoryhmissa (Kuva 13).

M Viitearvo B AdsR2, AdsR3 (korkea-annos)
B AdsR2, AdsR3 (matala-annos) B AdsR2, AdsR3 (korkea-annos) + Kemoterapia
pmol/| B AdsR2, AdsR3 (matala-annos) + Kemoterapia M AdlLacZ
50 i AdLacZ+ Kemoterapia B Kemoterapia
40
30
20
10
0
0 3 7 14 21 28 Pdiva

Kuva 13. Rottien kreatiniini (KREA) pitoisuudet verenkierrossa geeniterapialla, kemoterapialla tai
ndiden yhdistelmdhoidolla hoidetuissa ryhmissa sekd kontrolliryhmissa (AdLacZ, kemoterapia).
AdsR2=AdsVEGFR2 geeniterapia, AdsR3=AdsVEGFR3 geeniterapia. Tulokset ilmoitettu keskiarvoina
aikapisteittdint SEM.
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LDH-arvoissa oli havaittavissa vaihtelua kaikissa hoitoryhmissa jo kokeen alussa paivana 0,

kun eldimet eivat olleet saaneet hoitoja (Kuva 14). Sama vaihtelu arvossa jatkui koko

seuranta-ajan. Seuranta-ajan lopussa korkeimmat LDH-arvot havaittiin kemoterapiaa

saaneessa kontrolliryhmdassa (ryhma Vil).

u/i
1000

800

600

400

200

H Viitearvo
B AdsR2, AdsR3 (matala-annos)

B AdsR2, AdsR3 (korkea-annos)
B AdsR2, AdsR3 (korkea-annos) + Kemoterapia

B AdsR2, AdsR3 (matala-annos) + Kemoterapia B AdlLacZ

 AdLacZ+ Kemoterapia

H Kemoterapia

14

21

28 paiva

Kuva 14. Rottien laktaattidehydrogenaasi (LDH) pitoisuudet veressd geeniterapialla, kemoterapialla
tai ndiden yhdistelmahoidolla hoidetuissa ryhmissa seka kontrolliryhmissd (AdLacZ, kemoterapia).
AdsR2=AdsVEGFR2 geeniterapia, AdsR3=AdsVEGFR3 geeniterapia. Tulokset ilmoitettu keskiarvoina
aikapisteittdint SEM.

Adenovirusvalitteinen geeniterapia aiheutti lievaa leukosytoosia eli lisasi valkosolujen

maaraa aikapisteessa 3 ja 7 pdivaa geeninsiirron jalkeen (Kuva 15). Muutos oli selvimmin

nahtdvissa korkean geenihoitoannoksen saaneessa hoitoryhmassa (ryhma V) 7 paivaa

geenihoidon jalkeen, jonka jalkeen valkosolujen maara kaantyi laskuun. Kemoterapia vahensi

valkosolujen maaraa eli aiheutti odotetusti leukopeniaa.
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W Viitearvo B AdsR2, AdsR3 (korkea-annos)
B AdsR2, AdsR3 (matala-annos) B AdsR2, AdsR3 (korkea-annos) + Kemoterapia
x10°/L B AdsR2, AdsR3 (matala-annos) + Kemoterapia  ® AdlLacZ
15  AdLacZ+ Kemoterapia H Kemoterapia
10
5
0
0 3 7 14 21 28 PpiHiva

Kuva 15. Valkosolujen maara verenkierrossa geeniterapian, kemoterapian tai naiden
yhdistelmdhoidon  saaneissa  ryhmissd sekd  kontrolliryhmissd  (AdLacZ, kemoterapia).
AdsR2=AdsVEGFR2 geeniterapia, AdsR3=AdsVEGFR3 geeniterapia. Tulokset ilmoitettu keskiarvoina
aikapisteittdint SEM.

Neutrofiilien % -osuus laskettiin kdsilaskennalla EDTA-sivelyndytteistd (Kuva 16).
Neutrofiilien osuus terveessa hoitamattomassa eldimessda maaritettiin vain geeniterapian
(korkea-annos) ja kemoterapian saaneessa hoitoryhméassa. Kemoterapia-hoitoryhmassa
neutrofiilien osuutta ei madritetty aikapisteessda 14 pdivaa. Neutrofiilien osuus laski
aikapisteeseen 21 pdivda mennessa verrattuna solujen osuuteen aikapisteessa 7 paivaa, tata
muutosta pidetdadn normaalina kemoterapian sivuvaikutuksena. Geeniterapian korkean
hoitoannoksen ja kemoterapian saaneessa hoitoryhmassa (ryhma VI) havaittiin neutrofiilien
osuuden kasvu viikon kuluttua geeniterapiasta (Kuva 16), tdmad muutos havaittiin myos
valkosolujen kokonaismaarityksessa (Kuva 15). Kaksi viikkoa geenihoidon jalkeen seka viikko
kemoterapiahoidon jdlkeen neutrofiilien osuus oli lahtotasolla kaikissa analysoiduissa

hoitoryhmissa.
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% MW Viitearvo
35 B AdsR2, AdsR3 (korkea-annos) + Kemoterapia
B AdsR2, AdsR3 (matala-annos) + Kemoterapia
= AdLacZ+ Kemoterapia

[ |
25 Kemoterapia

20
15
10
5
0

Pdiva

30

Kuva 16. Neutrofiilien % -osuus kaikista valkosoluista geeni- ja kemoterapian yhdistelmahoidon,
AdLacZ:aa ja kemoterapiaa seka pelkdan kemoterapian saaneissa hoitoryhmissa. Osuus maaritettiin
kasilaskennalla aikapisteissa 0, 7, 14 ja 21 padivaa. AdsR2=AdsVEGFR2 geeniterapia,
AdsR3=AdsVEGFR3 geeniterapia. Tulokset ilmoitettu keskiarvoina aikapisteittaint SEM.

Kaikissa kemoterapiaa saaneissa hoitoryhmissa (ryhmat V, VI, VII) punasolujen maaran
havaittiin vahentyvdan kahden viikon kuluttua ensimmadisestda kemoterapiahoitokerrasta
(Kuva 17). Pelkdn geeniterapian saaneissa hoitoryhmissa (ryhmat Ill ja IV) punasolujen maara

pysyi lahtotasolla koko seuranta-ajan riippumatta geenihoitoannoksen suuruudesta.

10%2/L W Viitearvo B AdsR2, AdsR3 (korkea-annos)
10 B AdsR2, AdsR3 (matala-annos) B AdsR2, AdsR3 (korkea-annos) + Kemoterapia
B AdsR2, AdsR3 (matala-annos) + Kemoterapia ® AdlacZ
m AdLacZ+ Kemoterapia B Kemoterapia
8 -
6
4
2
0

0 3 7 14 21 28 Ppiivi

Kuva 17. Punasolujen maard rottien verenkierrossa geeniterapian, kemoterapian tai ndiden
yhdistelmdhoidon  saaneissa  ryhmissd  sekd  kontrolliryhmissd  (AdLacZ, kemoterapia).
AdsR2=AdsVEGFR2 geeniterapia, AdsR3=AdsVEGFR3 geeniterapia. Tulokset ilmoitettu keskiarvoina
aikapisteittdint SEM.
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Geeniterapian korkean tai matalan hoitoannoksen saaneissa ryhmissa (ryhmat Il ja V)
hemoglobiini ja hematokriitti olivat normaalialueella koko seuranta-ajan (Kuva 18 ja 19).
AdLacZ:aa saaneessa hoitoryhmassa (ryhma 1) arvoissa havaitut vaihtelut olivat samanlaiset
kuin geeniterapiaa saaneissa hoitoryhmissd, ndin ollen muutokset eivat todennakdisesti
aiheutuneet kadytetyistd hoitogeeneistd. Kemoterapiaa saaneissa ryhmissa (ryhmat V, Vi, VII)
hemoglobiinin ja hematokriitin arvot laskivat aikapisteestd 14 pdivaa lahtien. Pelkan
kemoterapian saaneessa hoitoryhmdassa hemoglobiinin ja hematokriitin arvot palautuivat
normaalitasolle pdivadan 28 mennessd, kun taas geeni- ja kemoterapian yhdistelmahoidon

saaneissa ryhmissa arvot jaivat hieman matalemmiksi [ahtétasoon verrattuna.

/l M Viitearvo B AdsR2, AdsR3 (korkea-annos)
g B AdsR2, AdsR3 (matala-annos) B AdsR2, AdsR3 (korkea-annos) + Kemoterapia
200 B AdsR2, AdsR3 (matala-annos) + Kemoterapia B AdLacZ
m AdLacZ+ Kemoterapia B Kemoterapia

150
100

50

0

0 3 7 14 21 28 Paiva

Kuva 18. Rottien hemoglobiini pitoisuus verenkierrossa geeniterapian, kemoterapian tai naiden
yhdistelmdhoidon  saaneissa ryhmissd  sekd  kontrolliryhmissd  (AdLacZ, kemoterapia).
AdsR2=AdsVEGFR2 geeniterapia, AdsR3=AdsVEGFR3 geeniterapia. Tulokset ilmoitettu keskiarvoina
aikapisteittdint SEM.
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W Viitearvo B AdsR2, AdsR3 (korkea-annos)
% B AdsR2, AdsR3 (matala-annos) B AdsR2, AdsR3 (korkea-annos) + Kemoterapia
? M AdsR2, AdsR3 (matala-annos) + Kemoterapia ™ AdlLacZ

50,0 —| B AdLacZ+ Kemoterapia B Kemoterapia

40,0

30,0

20,0

10,0

0 3 7 14 21 28 Paiva

Kuva 19. Rottien veren hematokriitti -arvot eri aikapisteissa geeniterapian, kemoterapian tai naiden
yhdistelmdhoidon  saaneissa  ryhmissd sekd  kontrolliryhmissa  (AdLacZ, kemoterapia).
AdsR2=AdsVEGFR2 geeniterapia, AdsR3=AdsVEGFR3 geeniterapia. Tulokset ilmoitettu keskiarvoina
aikapisteittdint SEM.

Verihiutaleiden maardssa havaittiin  normaalia vaihtelua kaikissa hoitoryhmissa koko
seuranta-ajan (Kuva 20). Kemoterapiaa saaneissa hoitoryhmissa (ryhmat V, VI, VII) havaittiin

valiaikaista verihiutaleiden maaran laskua kahden viikon kuluttua hoidosta.

x10°/L W Viitearvo B AdsR2, AdsR3 (korkea-annos)
B AdsR2, AdsR3 (matala-annos) B AdsR2, AdsR3 (korkea-annos) + Kemoterapia
1200 B AdsR2, AdsR3 (matala-annos) + Kemoterapia B AdlLacZ
u AdLacZ+ Kemoterapia B Kemoterapia
1000
800 T
600
400
200
0

0 3 7 14 21 28 Paiva

Kuva 20. Verihiutaleiden (PLT) ma&ard rottien verenkierrossa eri aikapisteissd geeniterapian,
kemoterapian tai ndiden yhdistelmdhoidon saaneissa ryhmissa sekd kontrolliryhmissd (AdLacZ,
kemoterapia). AdsR2=AdsVEGFR2 geeniterapia, AdsR3=AdsVEGFR3 geeniterapia. Tulokset ilmoitettu
keskiarvoina aikapisteittaint SEM.
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Naiden tulosten lisaksi verindytteistd maaritettiin seuraavat punasoluindeksit: MCH, MCHC
ja MCV. Naiden analyysien tuloksissa ei havaittu muutoksia missdaan hoitoryhmassa eika
tuloksia pidetda merkittavind taman tyon tulosten analysoinnin kannalta, ndin ollen kyseiset

kuvaajat on jatetty tyon ulkopuolelle.

6. POHDINTA

Tutkimus oli ensimmadinen laaja terveille koe-eldimille suoritettu turvallisuus- ja
biodistribuutiotutkimus kaytettdessa liukoisia VEGF-reseptoreita sekd hoitoon yhdistettya
kemoterapiaa. Tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd adenovirusvalitteisen antiangio- ja
antilymfangiogeenisen munasarjasyovan geeniterapian ja tdhan yhdistetyn kemoterapian
mahdolliset haittavaikutukset terveessa koe-eldimessa. Tarkoitus oli myos selvittdd, kuinka
adenovirusvalitteinen sVEGFR2:n ja sVEGFR3:n kayttéon perustuva geeniterapia jakautuu
elimistédn ja eri kudoksiin eli selvittada geenihoidon biodistribuutio. Geeniladkkeiden
kehityksessa on valttamatonta selvittda hoidon leviaminen ja kohdistuminen eri elimiin ja

kudoksiin jo varhaisten prekliinisten tutkimusten aikana (Gonin ja Gaillard 2004).

Adenovirusvektorin kayttoon geeniterapiassa liittyvat tutkimukset ovat osoittaneet, ettd
viruksen  kayttoon voi liittyd turvallisuusongelmia, kuten immuunipuolustuksen
aktivoituminen ja viruksen levidminen ei-kohdesoluihin (Bessis ym. 2004). Kaytettdessa
virusvektoria geeninkuljettimena on sen biodistribuutioon ja mahdollisiin toksisiin
vaikutuksiin kiinnitettdva huomiota ennen siirtymista kliinisiin tutkimuksiin. Tutkimuksessaan
Hiltunen ym. (2000) osoittivat seka verisuonensisdisesti ettda periadventitiaalitilaan (eli
verisuonen uloimman kerroksen, adventitian ymparoivdn alueen) annostellun
adenovirusvalitteisen geenihoidon johtavan laajaan viruksen levidmiseen elimistossa. He
totesivat, ettd adenovirusvdlitteisesti tuotettua siirtogeenia ilmennetddan eniten
maksakudoksessa. Lisdksi tutkimuksessa todettiin, ettd verisuonen sisdinen annostelutapa
voi aiheuttaa ohimenevaa maksasolujen toiminnan hairiotd. Tutkimuksessa he totesivat

my6s molempiin annostelutapoihin liittyvan mahdollisuus immuunivasteen kehittymiseen
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adenovirusta vastaan. Munasarjasyovan geeniterapian biodostribuutio- ja
turvallisuustutkimuksesta saadut tulokset osoittivat myds virusvdlitteisen geeninsiirron
kohdistuvan useisiin eri kudoksiin. Immuunipuolustuksen aktivoitumisesta kertoo myds tassa
tutkimuksessa saadut tulokset neutrofiilien maaran kasvusta, kun koe-eldimille annettiin

geenihoitona korkea hoitoannos.

Adenovirusvektorin  kdytén turvallisuutta on tutkittu pahanlaatuisen aivokasvaimen
geeniterapiahoidon kehittamisessa kdyttdaen Cerepro® -virusvektoria. Tutkimuksessa taman
virusvektorin kdyton todettiin olevan turvallinen kaytettdessa rottaa koe-eldimena.
Siirtogeenin ilmentymisen todettiin olevan tehokasta ja sen jakautuminen kohdistui
pdadasiassa syOpadkasvaimen alueelle aivoihin (Langford ym. 2009). Tama prekliininen
gliooman geeniterapiatutkimus osoitti adenovirusvilitteisesti tuotetun hoitoproteiinin
tuoton olevan tehokkainta pdivana 3 geeninsiirron jalkeen, mika todettiin myods
kyseiseessdolevassa munasarjasyovan geeniterapiatutkimuksessa ELISA-menetelmalla
SsVEGFR2-hoitoproteiinin ilmentymisen osalta. Langford ym. (2009) totesivat samassa
tutkimuksessaan hoitoproteiinin maaran verenkierrossa laskevan alle maaritystason padivaan
90 mennessd, jolloin adenoviruksen toiminta elimistéssa heikkenee. Tutkimuksessa
hoitogeenin todettiin ilmentyvan aivokudoksen lisdksi eniten perna-, maksa- ja
sydankudoksissa kaytettdessa i.v. annostelua, tdma tulos on linjassa myos tassa

tutkimuksessa saatujen gRT-PCR:n tulosten kanssa.

Suorittamassamme tutkimuksessa saadut tulokset ovat hyvin samansuuntaisia verrattuna
aiempien prekliinisten adenovirusvalitteisten geeniterapiatutkimusten tuloksiin. Tulokset
vahvistavat kasitysta siitd, ettd adenovirusvalitteinen geeniterapia on turvallinen

kdytettdessa verisuonensisdista annostelutapaa.

6.1. Eldinmallin soveltuvuus

Tutkimustulokset osoittivat eldinmallin  soveltuvan geeniterapian sekd geeni- ja

kemoterapian yhdistelmdhoidon tutkimiseen erinomaisesti. Kaytettdessd koe-eldimena
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normaalin immuniteetin omaavaa tervettd rottaa, aiemmissa projektiin liittyvissa toissa
kaytetyn immuunipuutteisen hiiren sijaan, saatiin tietoa immuunipuolustuksen vaikutuksesta
geeni- ja kemoterapiahoitoihin. Koe-eldimet sietivdat hyvin niille annettuja hoitoja, silla
injisointeihin tai nukutukseen liittyvien komplikaatioiden vuoksi menetettiin vain kaksi
eldinta. Toksikologiatutkimuksissa rottaa on kaytetty yleisesti koe-eldimena, joten se valittiin
myo6s tdahan tutkimukseen. Eldinten hyvinvointia seurattiin tutkimuksen aikana nelja viikkoa,
jonka aikana adenovirusvalitteinen geenihoito toimii tehokkaimmin. Hoitojen pitkdaikaisten
vaikutusten selvittamiseksi olisi tarvittu pidempi seuranta-aika. |hmiseen kohdistuvissa
geeniterapiatutkimuksissa Hedman ym. (2009) totesivat adenovirusvilitteisen geeniterapian
olevan turvallinen, kun hoidoissa kaytettiin samaa adenovirusvektoria kuin tassa
tutkimuksessa. Tutkimuksessa geenihoidon pitkaaikaisvaikutuksia tutkittiin 7-10 vuoden ajan

kliinisen sepelvaltimotaudin hoidossa.

Geeniterapian matalan hoitoannoksen ja kemoterapian yhdistelmdhoidon saaneessa
ryhmassa painojen lasku oli tilastollisesti merkitsevaa lahtotilanteeseen verrattuna
aikapisteissa 21 ja 28 paivaa (p<0,05), jolloin eldinten painot laskivat tilapdisesti enemman
kuin muissa hoitoryhmissa (Taulukko 3). Geeniterapiahoitoryhmissa eldinten painot
noudattivat hyvin |dheisesti kontrolliryhma AdLacZ-hoitoryhman eldinten normaalia
painonnousua (Kuva 8). Tulokset koe-eldinten painojen seurannasta osoittivat, ettei
geeniterapia tai geeni- ja kemoterapian yhdistelmdhoito aiheuta merkittavaa

painonmuutosta.

6.2. Hoitojen turvallisuus ja biodistribuutio

6.2.1. Hoitogeenien ilmentyminen kudosnaytteissa

Biodistribuutiota ja mahdollisia hoitojen toksisia vaikutuksia tutkittaessa yleisimmin kaytetty
menetelmd on gRT-PCR, jolla pystytdaan selvittamaan geeninsiirtovektorin kudoskohtainen
ilmentyminen in vivo-olosuhteissa. Tarkedad tdssa analyysissa on maarittdd menetelman

herkkyys eli geenikopiomaard, joka kudosndytteistd voidaan havaita. FDA:n suosituksen
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mukaan biodistribuutiotutkimuksissa gqRT-PCR:n  herkkyyden tulisi olla alle 100
geenikopiota/ug genomista DNA:ta, mutta yleisimmin tutkimuksissa herkkyydeksi saadaan
10-50 geenikopiota/ug genomista DNA:ta (Gonin ja Gaillard 2004).
Biodistribuutiotutkimuksissa on oleellista maarittda se geeninsiirtoannos, jolla ilmenee
kudostoksisuutta ja jolla pystytdan saavuttamaan kudoksen maksimaalinen hoitoproteiinin
tuotto. Talloin geenihoidon aiheuttamat mahdollisimman vakavat haittavaikutukset
pystytdan havainnollistamaan ja pystytddan kehittamaan kliiniseen kayttéon soveltuva
geenihoitoannos, lisdksi hoidon mahdollisia sivuvaikutuksia voidaan verrata maksimaalisen

hoitoannoksen aiheuttamiin vaikutuksiin (Gonin ja Gaillard 2004).

Taman tutkimuksen tulosten perusteella sVEGFR2- ja sVEGFR3-hoitogeeneja ilmennetaan
tehokkaimmin maksakudoksessa kolme pdivda geeninsiirron jdlkeen, minkda jalkeen
hoitogeenia ilmennettiin yleisesti harvemmin tutkituissa kudoksissa. Tuloksen perusteella
voidaan paatelld, ettd geeninsiirrot olivat onnistuneet ja adenovirusvalitteisella
geeninsiirrolla tuotetun hoitogeenin ilmentymisen olevan tehokkainta maksakudoksessa
(Wei ym. 2008). Tulokset osoittivat adenovirusvilitteisellda geenihoidolla tuotetun
hoitogeenin ilmentyvan my6s pernakudoksessa. Geenihoidon annosmaaralla ei todettu
olevan vaikutusta hoitogeenin ilmentymiseen kudoksissa pdivand 3, mutta korkea
geenihoitoannos lisdsi hieman positiivisten nadytteiden maaraa matalaan hoitoannokseen
verrattuna myohemmissa aikapisteissa 14 ja 28 paivaa. Kemoterapia pidensi hoitogeenien
ilmentymistd maksakudoksissa, kun paklitakseli ja karboplatiini sytostaatteja annettiin koe-
eldimille 1 ja 2 viikkoa geeninsiirron jdlkeen. Tulos vahvistaa ELISA-analyysistd saatuja
tuloksia  sVEGFR2-hoitoproteiinin  pitoisuudesta  verenkierrossa, minkd mukaan

hoitoproteiinia esiintyy verenkierrossa vielad aikapisteessa 14 paivaa (Kuva 9).

Sytostaattien tiedetdan heikentdvan elimistén puolustusmekanismeja ja aiheuttavan
immuunipuutosta, silla kemoterapia vahentda valkosolujen ja neutrofiilien maaraa, tama
voitiin havaita myos saaduista hematologian analyyseistd (Kuva 15 ja 16). Aiemmissa
tutkimuksissa on todettu, ettd immuunipuutos pidentdad verenkierrossa havaittavan
hoitoproteiinin  ilmentymisaikaa koe-eldimissa verrattuna normaalin immuniteetin

omaavaan eldimeen (Wei ym. 2008). Tassa tutkimuksessa saadut tulokset sytostaattien
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vaikutuksesta sVEGFR2- ja sVEGFR3-hoitogeenien pidentyneeseen ilmentymisaikaan
verenkierrossa vahvistavat aiempia tutkimustuloksia. Tutkimuksissa on todettu, ettd
sytostaattien kaytostd seuraa immuunipuolustuksen heikkeneminen, mikd saattaisi
puolestaan vahentaa virusvasta-aineiden muodostumista. Virusvasta-aineiden tuoton
vdaheneminen parantaisi todennakdisesti myods geenihoidon tehokkuutta, kun adenoviruksen
vaikutusaikaa elimistdssa saataisiin pidennettyd, tama saattaisi mahdollistaa myds
adenovirusvilitteisen geenihoidon toistamisen (Thaci ym. 2011). Naiden tulosten perusteella
kemoterapian voidaan todeta olevan geeniterapian ohella merkittava tekija geenihoidon
vaikutuksen tehostamiseksi ja hoitotuloksen parantamiseksi. Kemoterapian vaikutus
virusvasta-aineiden tuoton vahentdjana voi olla myds merkittavaa, tama havainto on hyva

huomioida arvioitaessa geeniterapian tehokkuutta.

Hoitogeenien sVEGFR2 ja sVEGFR3 kudoskohtaisessa ilmentymisessa havaittiin vaihtelua.
sVEGFR3:a ei ilmennetty munuais- ja kohtunaytteissa, kun taas sVEGFR2:a ei ilmennetty
keuhko-, munuais-, sydan-, luurankolihas-, munasarja- ja kohtundytteissa. Useat
geeniterapiatutkimukset ovat osoittaneet verisuonensisadisesti annostellun
adenovirusvalitteisen geeninsiirron kohdentuvan tehokkaimmin runsasverisuonisiin
kudoksiin kuten maksaan, keuhkoihin, munuaisiin, sydameen ja munasarjoihin (Alemany ja
Curiel 2001; Wood ym. 1999; Garcia-Banuelos ym. 2002). Tutkimuksessamme saatu tulos
vahvistaa aiempia tutkimustuloksia siirtogeenien kudoskohtaisesta ilmentymisesta.
Tutkimuksessa  sVEGFR3-hoitogeenia ilmennettiin  yleisesti useamman  eldimen
kudosnaytteissa kuin sVEGFR2-hoitogeenia. Siirtogeenien ilmentymisessa havaitut vaihtelut
saattoivat johtua vaihtelusta todellisten infektiivisten viruspartikkeleiden maardssa eri

adenovirusvektorin tuotantoerien valilla.

gRT-PCR:n tulokset osoittivat sekda sVEGFR2- ettd sVEGFR3-hoitogeenien ilmentyvan
useimpien koe-eldinten maksakudoksessa. ELISA:lla saadut tulokset (Kuva 9) vahvistavat
gRT-PCR:lla saatuja tuloksia hoitoproteiinien tuoton nopeasta kaynnistymisesta, silla
hoitoproteiineja havaittiin plasmanaytteistad jo kolmen paivan kuluttua geeniterapiahoidon
jalkeen (Langford ym. 2009). gRT-PCR:n tulosten perusteella siirtogeeneja ilmennetiin jonkin

verran vield kuukauden kuluttua geeninsiirroista. Tata tulosta vahvistavat myds aiemmat
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tutkimustulokset, joissa on osoitettu ettd adenovirusvektoria kaytettdessd hoitogeenin
ilmentyminen alkaa vahentya alle maaritysrajan 30 paivan kuluttua geeninsiirrosta ja

adenoviruksen tehokkuus hoitoproteiinin tuottamiseksi vahenee (Langford ym. 2009).

Tutkimuksen tuloksia tullaan hyddyntamaan adenovirusvektorin toimintaan perustuvien
geeniterapiamenetelmien turvallisuuden ja biodistribuution arviointiin, seka virusvektorin

kayttdmahdollisuuksien arviointiin siirryttdaessa kliinisiin tutkimuksiin.

6.2.2. Hoitoproteiinien pitoisuus verenkierrossa

Munasarjasydpakasvain levidaa usein laajalle vatsaonteloon ja elimisté6n. Syovan luonteesta
johtuen sen hoitamisessa verisuonensisdistd hoidon annostelutapaa pidetdan oletettavasti
tehokkaimpana ja menetelman avulla pystytdaan tehokkaimmin vaikuttamaan kehittyvan
kasvaimen veri- ja imusuonitukseen. Liukoisen hoitoproteiinin sVEGFR2-pitoisuus eldinten
verenkierrossa maaritettiin aikapisteittdin hoidon tehokkuuden arvioimiseksi (Kuva 9). Takei
ym. (2007) ovat osoittaneet, etta sVEGFR1:n kadyttéon perustuvalla AAV-vdlitteiselld
geeninsiirrolla  saavutetaan riittavd tehokkuus  munasarjasyopakasvaimen  koon
pienentamiseksi silloin, kun liukoisen reseptorin pitoisuus verenkierrossa on yli 1000
pg/ml:ssa. sSVEGFR2-hoitoproteiinin osalta tdma aiemmissa tutkimuksissa riittavan
tehokkaaksi osoitettu hoitoproteiinin pitoisuus saavutettiin aikapisteessa 7 paivaa eli viikko
geeninsiirron jdlkeen korkean geenihoitoannoksen saaneessa hoitoryhmaéassa (Kuva 9).
Liukoisen = VEGFR2-proteiinin  pitoisuus  verenkierrossa lisdantyi myds matalan
geenihoitoannoksen saaneessa hoitoryhmassa tdssd aikapisteessa mutta jai vahaiseksi
verrattuna korkean hoitoannoksen saaneen ryhman proteiinipitoisuuteen. Tulokset
osoittavat adenovirusvalitteisestda geeninsiirrosta seuraavan hoitoproteiinin tuoton olevan
runsainta aikapisteessa 7-14 paivaa, minka jalkeen proteiinipitoisuus verenkierrossa laskee ja
loppuu neljan viikon kuluessa viruksen injisoinnista verenkiertoon (Yang ym. 1994).
Adenoviruksen kadytt0a geeniterapiassa voi hankaloittaa hoidon kertaluonteisuus. Viruksia
vastaan elimistéssa mahdollisesti kehittyvat virusvasta-aineet saattavat estda toisen

hoitokerran antamisen, kun vasta-aineet estdvat virusvektoreiden tehokkaan toiminnan
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(Bessis ym. 2004). Tolcher ym. (2006) osoittivat kliinisessa vaiheen | tutkimuksessaan
adenovirusvalitteisen Ad5CMV-p53 geeniterapian olevan turvallinen annettaessa hoitoa
potilaille verisuonensisdisesti kolmen pdivan valein. Vatsaontelonsisdisesti annostellun
Adp53-geenihoidon on myods osoitettu olevan turvallinen kliinisessa tutkimuksessa, kun
munasarjasyopapotilaille annettiin adenovirusvalitteista geenihoitoa viiden pdivan ajan
kolmen viikon valein (Wolf ym. 2004). Edellda mainituissa tutkimuksissa saadut tulokset ovat
lupaavia ja viittaavat siihen, ettd adenovirusvilitteista geeniterapiaa pystyttdisiin antamaan

hoidettaville potilaille useampana hoitokertana.

Tutkimuksessa suoritetun gRT-PCR:n ja sen tulosten perusteella sVEGFR3-siirtogeenia
ilmennettiin useamman koe-eldimen maksakudoksessa eri aikapisteissa verrattuna sVEGFR2-
siirtogeenin ilmentymiseen. sVEGFR3-hoitoproteiinia olisi todennakdisesti 16ytynyt myds
koe-eldinten verenkierrosta, mikali sen pitoisuuden maarittaminen plasmanaytteista olisi

onnistunut ELISA-menetelmalla.

Tassa tutkimuksessa saadut tulokset osoittivat kemoterapian pidentdavan sVEGFR2-
hoitogeenin ilmentymista viikolla (Kuva 9). Pidentynyt sVEGFR2:n ilmentyminen
verenkierrossa on  todenndkdisesti  seuraus  kemoterapiahoidon  aiheuttamasta
heikentyneestd vastustus- ja puolustautumiskyvysta. Arvioitaessa geenihoidon tehokkuutta
ja vaikutusaikaa, on merkittavaa etta hoidon kestoa saadaan pidennettyd kemoterapian

avulla.
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6.2.3. Histologia

Tutkimuksen tarkoituksena oli maarittdaa geenihoitoannoksen maksimaalinen maara, jolla
saavutetaan kudosmuutoksia. Kudosmuutoksia saatiin esille histologisten tulosten
perusteella korkealla geenihoitoannoksella ja hoitojen vaikutukset nayttivat kohdistuvan
pddasiassa maksakudokseen. Kahden koe-eldimen keuhkokudosleikkeissa havaittiin lievia
kudosmuutoksia, mutta havaintojen pienestda maarasta johtuen niitd ei voida pitaa
merkittavan yleisind. Histologisia kudosmuutoksia oli havaittavissa aikapisteissa 14 ja 28
paivaa eli kahdesta neljaan viikkoa geeninsiirron jalkeen, mutta aikapisteessa 3 paivaa hoidot

eivat olleet aiheuttaneet nakyvia muutoksia.

Tulokset osoittivat, etta kemoterapia yhdistettyna geeniterapian korkeaan hoitoannokseen
1x10™ vp:a yksittdisen VEGF-reseptorin osalta voi aiheuttaa histologisia muutoksia,
kudosmuutosten  esiintyessa kahdeksalla  koe-eldgimella  tdssa hoitoryhmassa.
Kudosmuutoksia havaittiin huomattavasti vdahemman kun geenihoitoannosta vahennettiin
1x10"° vp:iin, joten geenihoidon voidaan todeta olleen turvallinen tdlla hoitoannoksella.
Korkean geenihoitoannoksen saaneessa hoitoryhmdssa havaittu verenvuoto kahden koe-
eldimen keuhkokudosnaytteissa (Kuva 10G) saattoi johtua teknisista syista ja mahdollisesta
verenvuodosta kudosleikkeitd otettaessa. Tassa hoitoryhmadssa yhdella koe-eldimella

havaittiin lievia epaspesifisia maksan tumakoon muutoksia (Kuva 10L).

Kudosmuutoksia oli eniten havaittavissa AdLacZ:n ja kemoterapian yhdistelmahoidon
saaneessa hoitoryhmassa sekd geenihoidon korkean annoksen ja kemoterapian
yvhdistelmdhoidon saaneissa hoitoryhmissda. Kudosmuutosten rajoittuessa viiteen
ndytteeseen, voidaan todeta hoitojen aiheuttamien muutosten olleen vahaisia. Kontrolleina
toimineissa hoitoryhmissa AdLacZ tai kemoterapia ei havaittu kudosmuutoksia, mika
osoittaa sytostaattihoitojen sekd adenovirusten kdayton olevan turvallista. Geeniterapian ja
kemoterapian yhdistelmahoidon aiheuttamat epaspesifiset kudosmuutokset voivat johtua
sytostaattien sekd geeniterapian aiheuttamasta rasituksesta maksakudosta kohtaan, kun
ladkeaineet kulkeutuvat kudoksen lapi, ndin ollen naitd muutoksia ei voi pitda merkittavan

suurina arvioitaessa hoitojen kudostoksisuutta.
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6.2.4. Kliininen kemia ja hematologia

Kliinisen kemian ja hematologian analyyseista saadut tulokset osoittivat, etteivat
geeniterapia, kemoterapia tai ndiden yhdistelmahoito aiheuta koe-eldimille merkittavia
sivuvaikutuksia tai tulehdusreaktioita. Kliinisen kemian analyyseissa maksakudoksen
toiminnasta kertovien ALAT ja AFOS arvojen osalta saadut tulokset osoittivat, etteivat
geeniterapia tai tahan yhdistetty kemoterapian yhdistelmahoito aiheuta koe-eldimille
pitkadaikaisia maksa-arvojen muutoksia (Kuva 11 ja 12). Maksa-arvot ovat normaalit niiden
pysyessa viitearvon alapuolella. Valiaikainen nousu mahdollisista maksan vaurioista
kertovissa tuloksissa aiheutuu todennakoisesti geeninsiirtovektorin  kohdistamasta
hetkellisesta rasituksesta maksakudokseen. Vektorin aiheuttama rasitus maksakudosta
kohtaan voidaan todeta myds histologian analyyseista, joissa AdLacZ:aa ja kemoterapiaa
saaneessa hoitoryhmadssa havaittiin lievia maksan tumakoon muutoksia. Syopatutkimuksissa
kohonneet maksa-arvot voivat myods johtua syovan metastasoinnista kudokseen, joten
geenihoidon vaikutusta on tarkead tutkia terveillda koe-eldimilld. Toksisuus- ja
biodistribuutiokoe osoitti, ettd terveiden koe-eldinten maksatoksisuutta voidaan vahentaa
pienentamallda kaytettyd geenihoitoannosta. Kadytettdessa matalaa geenihoitoannosta
sVEGFR2-hoitoproteiinin maara verenkierrossa oli kuitenkin vahaisempi kuin kaytettdessa
korkeaa geenihoitoannosta (Kuva 9). Tassa tutkimuksessa hoitojen ei todettu vaikuttavan
munuaisten toimintaan KREA-arvojen (Kuva 13) pysyessd normaalitasolla kaikissa
hoitoryhmissa ja histologisten naytteiden ollessa normaalit munuaiskudosten osalta. LDH-
arvoissa havaittiin vaihtelua kun eldimet eivat olleet saaneet hoitoja, tdma tulos kertoo
suuresta LDH-arvon vaihteluvalista myos normaalitilassa ja kuuluu normaaliin fysiologiseen

vaihteluun, sama muutos on havaittavissa myos ihmiselld (Kuva 14).

Valkosolujen maaran vahentyminen eli leukopenia kuuluu normaaliin kemoterapiahoidon
sivuvaikutukseen, tdma muutos havaittiin myos koe-eldimilla (Kuva 15). Valkosolujen maaran
vahentyminen johtaa odotettavasti myos neutrofiilien maaran vahentymiseen, muutos
havaittiin kemoterapiahoidon jalkeen geeniterapian korkean hoitoannoksen ja kemoterapian
saaneessa hoitoryhmdassda (ryhma VI) (Kuva 16). Geeniterapian todettiin lisddvan

ohimenevasti valkosolujen sekd neutrofiilien maaraa viikon kuluttua geeninsiirrosta.
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Tutkimuksissa ainakin VEGFR2:n ja VEGFA:n on todettu aktivoivan luuydintd ja sielld
tapahtuvaa valkosolujen kypsymistda, mika voi selittdada havaittua muutosta valkosolujen
maaran lisdantymisessd myos tdssa geeniterapiatutkimuksessa (Larrivee ym. 2003; Podar ja
Anderson, 2005). Neutrofiilien osuuden kasvu saattoi olla seuraus elimistén normaalin
puolustusreaktion kaynnistymisesta virusinjektion jalkeen, sen sijaan kemoterapiahoitojen
seurauksena havaittu neutrofiilien maaran vdaheneminen on normaali sytostaattihoidon
sivuvaikutus. Punasolujen maaran vahentyminen eli anemia on normaali kemoterapiahoidon
sivuvaikutus, mika havaittiin kaikissa sytostaatteja saaneissa hoitoryhmissa (Kuva 17).
Samankaltainen muutos havaittiin hemoglobiinin ja hematokriitin arvoissa ja tata pidetaan
normaalina kemoterapiahoidon sivuvaikutuksena (Kuva 18 ja 19). Kemoterapia aiheutti
valiaikaisesti trombosytopeniaa sytostaatteja saaneissa hoitoryhmissa (ryhmat V, VI, VII).
Verihiutaleiden maaran vaheneminen kuuluu my6s normaaliin paklitakselin ja karboplatiinin
sivuvaikutukseen (Kuva 20). Hematologian tuloksissa ei havaittu hoidosta aiheutuneita
muutoksia geeniterapiaa saaneissa hoitoryhmissa (ryhmat Il ja IV), tdman perusteella
voidaan todeta ettei adenovirusvalitteinen AdsVEGFR2 ja AdsVEGFR3 -geeniterapia vaikuta
merkittavasti hematologian parametreihin. MCH, MCHC ja MCV ovat perusverenkuvan ja
punasolujen ominaisuuksia kuvaavia arvoja eli punasoluindekseja, joissa ei havaittu

muutoksia missadn hoitoryhmassa.

6.3. Biologisten ladkkeiden tulevaisuus

Biologiset ladkkeet ovat geenitekniikalla tuotettuja, kemiallisten ladkkeiden kdytdn kanssa
kilpailevia tasmaldadkevalmisteita, joilla pyritdan vaikuttamaan sairauden kehittymisen
taustalla oleviin molekyylitason muutoksiin. Nama niin sanotut Advanced Therapy Medicinal
Product -valmisteet (ATMP) ovat geeniterapiavalmisteita, joilla muokataan ihmisen perimaa
tai kudoksia terapeuttisessa tarkoituksessa. Biologisten ldadkkeiden kaytté perustuu
esimerkiksi tietyn geenin ilmentamiseen ja tastd seuraavan proteiinin tuottoon elimistdssa,
kuten tdssad tutkimuksessa tuotettiin munasarjasydpakasvaimelle hoitoproteiinina toimivia
sVEGFR2:a ja sVEGFR3:a. Perinteiset kemialliset ladkkeet on yleisesti tarkoitettu sairauksien

oireiden hoitoon, sen sijaan biologisilla tasmalaakkeilla tdhdatdan vakavien ja tehokasta
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hoitomuotoa vailla olevien sairauksien kuten sydpien, sydan- ja verisuonisairauksien seka
immuunipuutostautien kehittymisen estamiseen tuottamalla terapeuttisia molekyyleja
(Salmikangas 2011; Vesterinen ja Ekman 2011). Biologisia laakkeitd on kaytetty
menestyksekkaadsti reuman hoidossa inhiboimalla TNF:den ja interleukiini-1:n toimintaa
(Maini ym. 1995). Tasmaladkkeiden kaytto tulevaisuudessa on perusteltua myos vaikeasti
parannettavan munasarjasyovan hoidossa, talla hetkella tdman syovan hoidossa on jo
kaytossa esimerkiksi monoklonaalinen vasta-aine Bevacizumabi eli Avastiini® (Hurwitz ym.

2004; Mabuchi ym. 2008).

ATMP-laakkeiden kehitysta valvotaan ja niiden myyntiin liittyvia lupahakemuksia kasitellaan
Euroopan ladkevirastossa (www.ema.europa.eu). Ladkekehitystd valvoo myods Yhdysvaltain
elintarvike- ja ladkevirasto (http://www.fda.gov/). Biologisten ladkkeiden tutkimus- ja
kehitystyd on hyvin kallista, ndin ollen ainoastaan yksittdisille solu- ja geeniladkkeille on
hyvaksytty myyntilupa maailmanlaajuisesti. Suurin osa biologisten tdasmaldadkkeiden
kehitysta koskevista tutkimuksista keskittyy hoitojen turvallisuuden arviointiin, mika on
oleellista tutkittaessa hoitojen mahdollisia sivuvaikutuksia (Hedman ja Puomila 2011). Tahan
mennessa Euroopassa ei ole myodnnetty yhtaan myyntilupaa geeniterapiaan tai
vektorirokotteiden kayttéon perustuvalle ladkevalmisteelle, mikda johtuu muun muassa
puutteista ATMP-ladkkeiden tuotantomenetelmissd seka tiukasta ladkkeiden tuotantoon

liittyvasta lainsaadannosta (Shaw ja Yla-Herttuala 2011).

Biologisten tasmalaakkeiden kehitys ja niiden kaytén turvallisuus on haasteena ladkkeiden
tuotannossa. Geeninsiirtovektoreiden ei-toivottu kohdistuminen ihmisen perimdan voi
johtaa ennalta arvaamattomien sairauksien kehittymiseen ja virusten kayttoon voi liittya
infektio- seka tuumorigeenisyysriski, mika puolestaan liitetaan virusten mahdollisuuteen
aktivoida onkogeeneja (Salmikangas 2011). Geeniterapian riskit ovat tulleet esille muun
muassa kehitettdessa hoitoa vakavaan perinnélliseen SCID-immuunipuutesairauteen, kun
retrovirusvektorin genomiin integroitumisen seurauksena hoidetulle lapsipotilaalle kehittyi
leukemia (Fischer ym. 2002). Perimaan integroituvien vektoreiden kayttéon liittyneet
tutkimukset, joissa vektoreiden kaytolla havaittiin olevan vakavia haittavaikutuksia, ovat yli

10 vuoden takaisia. Geenitekniikan nopean kehityksen myo6ta virusvektoreiden toimintaa ja
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niiden kayttoon liittyvdd mutageneesiriskia osataan nykyaan tutkia ja ennakoida aiempaa
paremmin (Vesterinen ja Ekman 2011). Biologisten tasmalaakkeiden kehittdminen on
herattinyt odotuksia ja mahdollisuuksia uusien hoitomuotojen kehittamiseksi. Samalla
kuitenkin geenihoitoihin liittyviin riskeihin ja turvallisuuteen on kiinnitettava erityista
huomiota. Biologisten l|adkkeiden kdyton kehittdminen munasarjasyovan hoitoon on
perusteltua sydvan aggressiivisuuden ja suuren kuolleisuuden vuoksi. Leikkaus- ja
kemoterapiahoitojen rinnalle tarvitaan nykyistd tehokkaampia hoitomuotoja, jotta
munasarjasyovan paranemisennustetta saadaan kohennettua. Tarkeaa olisi kehittda tehokas

hoitomuoto, joka kohdistuu nykyisida menetelmia paremmin itse syopakudokseen.

6.4. Geenihoidon kliiniset sovellukset tulevaisuudessa

Taman tutkimuksen tulokset osoittivat verisuonensisdisesti annetun adenovirusvalitteisen
AdsVEGFR2 ja AdsVEGFR3 geeniterapian olevan hyvin siedetty kdytettdessa rottaa koe-
eldimena. Tulosten perusteella voidaan todeta ettei matala geenihoitoannos (2x10%° vp)
yhdistettynd kemoterapiaan ole toksinen terveille koe-eldimille, sen sijaan lievid
kudosmuutoksia havaittiin 10 kertaa suuremmalla kokonaisgeenihoitoannoksella (2x10* vp)
kun hoito yhdistettiin kemoterapiaan. AdLacZ-kontrolliryhman tulokset olivat hyvin
samansuuntaisia pelkdn geeniterapian saaneiden hoitoryhmien tuloksiin verrattuna, nain
ollen ei voi sanoa aiheutuuko havaitut geeniterapian sivuvaikutukset adenoviruksen vai
hoitogeenin kadytosta. Pelkan kemoterapiahoidon ei todettu aiheuttavan kudosmuutoksia,
lisdksi itsendisesti annettu geeniterapia ei aiheuttanut merkittavia sivuvaikutuksia.
Kemoterapian todettiin pidentdavan hoitogeenien ilmentymistd verenkierrossa, tama
havainto on eduksi kun arvioidaan geenihoidon tehokasta vaikutusaikaa.
Biodistribuutiotutkimus osoitti, ettd hoitogeeneja ilmennetdaan useimpien koe-eldinten
maksa- ja pernakudoksissa kolme pdivda geeninsiirron jalkeen. Tutkimuksessa saatujen
tulosten seka aiempien projektiin liittyneiden lupaavien tutkimustulosten perusteella on
tavoitteena aloittaa adenovirusvilitteisen antiangio- ja antilymfangiogeenisen geeniterapian
ja kemoterapian yhdistelmahoidon soveltaminen kliinisissa ihmisen munasarjasyévan

tutkimuksissa (Sallinen ym. 2009; Sopo ym. 2012).
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