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Eturauhassyopa on miesten yleisin syopa ja toiseksi yleisin miesten syOpakuolemien syy
Suomessa. Tutkimukset osoittavat, etta osalla eturauhassyovistd kehittyminen ja kasvu ovat
rippuvaisia androgeenivalitteisesta saatelysta. Taméa tieto on mahdollistanut uusien laakkeiden
kehittdmisen eturauhassydvan hoitoon. Valirx on biolaaketieteellinen yhtié, joka kehittda ja

tuottaa teknologiaa seka tuotteita syévan hoitoon ja diagnostiikkaan.

Opinnaytetydssamme testasimme Valirxille heidan kehittamansa ladkekomponentin Val201:n
vaikutusta eturauhassydpasoluihin. Kaytossamme olivat eturauhassydpasolulinjat PC-3 seka
LNCaP. Testasimme, kuinka Val201 vaikuttaa solujen lisdantymiseen seka kuinka Val201
vaikuttaa PSA:n erittymiseen soluista. Tavoitteenamme on tuottaa soveltamiskelpoisia

tutkimustuloksia, joita Valirx pystyy hyodyntamaan laakekomponentin kehittamisessa.

Kayttdmamme menetelmat olivat WST-1 proliferaatio -menetelma, jota kaytimme solujen
lisdéntymisen tutkimiseen sek& CanAg PSA EIA -menetelma, jolla mittasimme PSA:n erittymista
mediumiin. Molemmat ovat kaupallisia menetelmid. Suoritimme testauksen yhteistydssa Valirx:n

tytaryhtion (ValiFinn) kanssa.

Saimme tuotettua merkittdvia tutkimustuloksia Val201:n  monipuolisista vaikutuksista
syopasoluihin. Tulosten avulla voidaan paatella |aakekomponentin sydpasoluja vahentava
vaikutus seka androgeeniriippuvaisen ettd -rippumattoman eturauhassydvan yhteydessa.
Eturauhassyopadiagnostiikassa kaytossd oleva PSA-arvo testissa vaheni myds Val201:n

vaikutuksesta.

Asiasanat: eturauhassyopa, soluviliely, proliferaatio, androgeenit, psa
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Prostatic cancer is one of the most common cancers among men and the second most common
cause of cancer related deaths in Finland. Research shows that in some of the prostatic cancers
the development and growth are dependent on androgen mediated regulation. This information
has provided the possibility to develop new medication for prostatic cancer treatment. Valirx is a
biomedical company that develops technology and products for cancer treatment and

diagnostics.

Valirx has produced a test peptide Val201 against prostatic cancer. The objective in this study
was to investigate Val201’s impact on prostatic cancer cells. We used in our study prostatic
cancer cells PC-3 and LNCaP. We investigated the effects of Val201 on cell proliferation with
different concentrations and also how Val201 effects the secretion of PSA of the cells. PSA value
is used in prostatic cancer diagnostic. Our goal is to produce material that Valirx can utilize in

their development of the new drug.

In our cell proliferation study we used a commercial WST-1 proliferation kit, and on PSA secretion
study we used a commercial CanAg PSA EIA kit. Our study was conducted in cooperation with

ValiFinn. ValiFinn is a subsidiary of Valirx.

We were able to produce research results of the diverse effects of Val201 on prostatic cancer
cells. Judging from the results, Val201 has a subtractive effect on both androgen depended and

independent prostatic cancer cells. Val201 also reduced the PSA value.

Keywords: prostatic cancer, cell culture, proliferation, androgens, psa
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JOHDANTO

Tyossamme tutkimme ladkekomponentti  Val201:n  vaikutusta eturauhassyopasoluihin.
Kasvatimme koettamme varten ensin PC-3 sekd LNCaP eturauhassyopasoluja. Kun olimme
saaneet tarpeeksi soluja sailoon nestetyppeen, aloimme suorittaa itse koetta. Oletuksena

kokeelle oli, etta Val201 vaikuttaa tiettyihin kinaaseihin katkaisten signaalin valittymisen solussa.

Yleisesti kaytossa olevien eturauhassyopalaakkeiden toimivuus perustuu androgeenien
toiminnan estamiseen. Laakkeiden vaikutukset voivat kuitenkin johtaa androgeeneista
rippumattomaan eturauhassyopaan, jolle tata nykya ei ole tehokasta hoitoa. Val201:n pitaisi

pystya hidastamaan my0s tamantyyppisia syopamuotoja.

Suoritimme komponentin testauksen yhteistydssa ValiFinn:n kanssa. Valirx on Isobritannialainen
biolaaketieteellinen julkinen osakeyhtio. Yhtio kehittaa ja tuottaa teknologiaa seka tuotteita
sydvan hoitoon ja diagnostiikkaan (Valirx 2013, hakupéiva 22.2.2013). Valirx:lla on kehitteilla uusi
ladke rinta- seka eturauhassyovan hoitoon. He ovat tilanneet laakekomponentin testauksen

tytaryhti6 ValiFinn:It4, joka sijaitsee Oulussa.

Tutkimme Val201:n vaikutusta solujen proliferaatioon kaupallisella WST-1 -testilld sekd PSA:n
erittymista soluista kaupallisella CanAg PSA ElA-testilld, joiden avulla selvitimme, mita
vaikutuksia Val201 saa aikaan LNCaP ja PC-3 solulinjoissa synteettisen androgeenin tai
testosteronin 1asna ollessa sekd millainen vaikutus laakekomponentilla on yleisesti
eturauhassyopamarkkerina  kaytetyn PSA:n  arvoihin.  Tutkimuksessamme kaikki solut
ravintoaineiden loputtua kuolevat, eli ajautuvat apoptoosiin. Todistimme Val201:n ajavan
syopasoluja normaalia nopeammin apoptoosiin, silld kaikissa tekemissdmme testeissa tuli
selvasti esille Val201:n suurimpien pitoisuuksien vahentava vaikutus elavien syopéasolujen

maaraan seka PSA-arvoon.



1 OPINNAYTETYON SUUNNITTELUPROSESSI JA TAVOITTEET

Opinndytetyon aiheen saatuamme perehdyimme aluksi teoriataustaan seka laadimme
projektisuunnitelman. Tavoitteemme oli tuottaa soveltamiskelpoisia tutkimustuloksia, joita Valirx
voi hyodyntaa laakkeenkehityksessa. Tutkimustulokset tulevat olemaan hyodyllisia riippumatta
siita, toimiiko komponentti toivotulla tavalla vai ei. Omina tavoitteinamme oli oman ammattitaidon
kehittdminen ja itsevarmuuden lisadminen molekyylibiologisissa tdissa. Projektin jalkeen

toivomme, etta meilléd on parempi taito ja ymmarrys projektin ja tutkimustyon toteuttamisesta.

Tavoitteemme saavuttamiseksi luonnehdimme ty6llemme listan tehtavistd. Tehtdvamme oli
selvittaa:
e Val201-peptidin vaikutus androgeeniherkkiin LNCaP-soluihin synteettisen androgeenin
kanssa
e Val201-peptidin vaikutus androgeeneista riippumattomiin  PC-3-soluihin testosteronin
kanssa

o Val201-peptidin vaikutus PSA:n erittymiseen LNCaP-soluista

1.1 Organisaatio ja aikataulu

Projektin suunnittelua ja toteutusta varten on muodostettava projektiorganisaatio, joka jasentaa
projektin eri henkildiden roolia ja vastuualueita. Projektiorganisaatio muodostuu usein kolmesta

osasta: projektiryhmasta, ohjausryhmésta ja yhteistyokumppaneista (Silfverberg 2007, 49).

Projektimme asettajana projektiryhméssa toimivat sekd Valirx Plc (tydmme tilaaja) ettd Oulun
seudun ammattikorkeakoulu. Ohjausryhmaamme kuuluivat lehtori Paula Reponen ja kliininen
kemisti Simo Rasi, jotka ohjasivat tydmme sisaltda, hyvaksyivat projektisuunnitelmamme ja
projektimme vali- seka lopputuloksen. Metodiohjaajana toimi lehtori Anneli Holmstrom.

Projektipaallikon tehtaviksi lukeutuvat projektiryhman johtaminen ja ohjaaminen, projektin
toteutumisesta  huolehtiminen, sek& kustannusten arviointi ja silimalld pitdminen.
Projektipaallikkona oli llpo Rajala. Projektipaallikon avustajana toimivat projektisinteerina Ida
Smith ja projektitydntekijand Jouko Roukala. Projektissamme paallikon ja sihteerin roolit ovat

kuitenkin lahinna nimellisia ja kaikki toimivat tasavertaisina kollegoina.



Asiantuntijaryhma koostui henkiloista, joiden asiantuntemusta pystyimme kayttamaan hyvaksi
projektin eri vaiheissa. Projektin sisaltdasiantuntijoina toimivat lehtori Paula Reponen ja
sairaalakemisti Simo Rasi auttoivat meita projektin  sisélldllisessa osuudessa seka
tydskentelymenetelmissé ja tulosten tulkinnassa. Aidinkielen tuntiopettaja Marja Kuure toimi
kantaa ottavana asiantuntijana projektimme Kkirjallisen  osuuden asioissa, seka
englanninkielenopettaja Marketta Rusanen tarkisti ja kommentoi projektimme loppuraportin

englanninkielisen abstract-osion kieliasun.

Tukiryhmaamme kuului joukko muita, projektimme osalta olennaisia henkildita, jotka tavalla tai
toisella vaikuttivat projektimme etenemiseen ja valmistumiseen. Vertaisarvioijina eli opponoijina
meilld toimi kolme henkil6a, jotka toteuttavat samaa projektia, mutta eri solulinjoilla. He pystyivat
tarvittaessa antamaan meille tukea projektimme eri vaiheissa, seka pyydettaessa esittdmaan
omia nakokulmiaan projektistamme. Vertaisarviointia ja -tukea saimme myos koko bioOsn -
ryhmalté. Tietoteknisten ja tiedonhakuun liittyvien ongelmien ilmettya koulustamme 16ytyi myds

atk-teknillista tukea, joiden avulla nama ongelmat saatiin ratkaistua.

Itse projektin, soluviljelyn seka Val201-peptidin testauksen, aloitimme kevaalla 2013. Kasvatimme
soluja noin 2 kuukautta ja tdman jalkeen suoritimme soluproliferaation sekd PSA-mittauksen
soluille. Tyon saimme valmiiksi toukokuun lopulla. Pysyimme suurilta osin laatimassamme
aikataulussa, mutta kesan lahestyessa jouduimme tiivistamaan tyon viimeisia vaiheita. Aikataulun

tiivistaminen ei kuitenkaan vaikuttanut tyon suoritukseen.

1.2 Laadunhallinta

Projektimme vaati toimia, jotta tyGskentelyn ja tulosten laatu saatiin pidettyd mahdollisimman
korkealla. Heti projektitydskentelyn kaynnistyttyd aloimme pitda laboratoriopaivakirjaa, johon
kirjasimme paivittain soluviljelylaboratoriossa tekemamme tyoskentelyn sisallon. Nain pystyimme
tarkistamaan projektin aikana ja sen jalkeenkin eri paivind tehdyt tydvaiheet, jos jotain
kysymyksia tai epailyja koskien jotain projektin spesifisté vaihetta ilmenee, tai jos halutaan jaljittéa
epailtya ongelmakohtaa, kuten epaonnistumista tyoskentelyssa.

Noudatimme tyOskentelyssa GLP:n (Good Laboratory Practice) mukaisia kaytantoja. GLP on
laatujarjestelma, joka toimii laadukkaan laboratoriotyoskentelyn ohjenuorana. Taman



laatujarjestelman ohjeiden noudattamisen tarkoituksena on taata luotettavia testituloksia. (OECD
1998, hakupaiva 19.9.2013).

Valineiston, reagenssien, mediumien ja muiden tarvikkeiden osalta pidimme tiukan linjan
laadunhallinnallisista syista. Kaikki valineet joita kaytimme, olivat luotettavilta valmistajilta peraisin
ja steriileja. Myos mediumit seka reagenssit hankittiin luotettavilta, kaupallisilta yhtioilta, kuten
my0s solulinjat. Kayttopaivayksien tarkistaminen, seka siimamaarainen ulkoinen arviointi tehtiin

jokaiselle valineelle, elatusaineelle ja reagenssille ennen kayttdonottoa.

Tyoskentelytilat puhdistettiin ennen projektin alkua, seka projektitydskentelyn aikana suorittamalla
tilojen puhdistusta desinfektioaineilla joka kerta tydskentelyn yhteydessa. Lisaksi kaikista
tyoskentelystd syntyneista valineroskista, biojatteista seka muista jatteistd hankkiuduttiin

valittdmasti eroon GLP:n laatujérjestelman ohjeiden mukaisesti.

Projektissamme kaytetyt solulinjat on hankittu eettisien standardien mukaan toimivalta
organisaatiolta (ATCC), jolla on 85 vuoden kokemus biologisten materiaalien tarjonnasta
tutkimustyohon (ATCC 2013, hakupaiva 21.2.2013). Oma tydskentelymme soluviljelmien parissa
tapahtui steriileja  suojaimia, materiaaleja ja valineita kayttaen, jolloin  viljelmien
kontaminaatiovaara saatiin mahdollisimman vahaiseksi. Koko viljelylaboratoriotila on puhdistettu
perusteellisesti kemiallisilla desinfektioaineilla ja inkubaattorin ilmanvaihdossa kaytetaan
laadukkaita HEPA -suodattimia, joten pinnoilta tai laboratorion ulkopuolelta tulevien haitallisten

mikrobien (homeet, pdlyt, hiivat) uhka viljeltaville soluille on hyvin minimaalinen.



2 ETURAUHASSYOPA

Eturauhassyopa on miesten yleisin syopa ja toiseksi yleisin miesten syOpakuolemien syy
Suomessa. Uusien tapausten iimestyminen kasvoi vuoteen 2005 asti voimakkaasti, mutta kasvu
on tasaantunut prostataspesifisen antigeenin(PSA) testauksen yleistymisesta johtuen.
Vanhenemisella on selva yhteys syopariskin kasvamiseen: yli 40-vuotiailla eturauhassyopaa on
|0ydetty huomattavasti enemman, kuin nuoremmilla ikaluokilla. (Suomen syoparekisteri 2012,
hakupaiva 21.1.2013.) lan lisaksi syopariskiin vaikuttavat perintotekijat, runsas rasvan saanti,
lihavuus ja tupakointi. (Duodecim 2012, hakupaiva 21.1.2013).

Eturauhassydpa on hyvin monimuotoinen tauti. Sydpaan johtavien mutaatioiden satunnaisuuden
takia jokainen eturauhasen syopa on yksilollinen - tasta syysta oireet ja kliiniset toimenpiteet
vaihtelevat tapausten kesken (Gelmann 2008.) Oireita voivat olla tihed virtsaamistarve,
virtsasuihkun  heikkous, virtsatietulehdus, verivirtsaisuus tai luustokivut kylkiluissa ja
selkarangassa. Huomioitavaa on tosin, etta virtsaamishairioita aiheuttavat monet muutkin
sairaudet, joten pelkkien oireiden perusteella diagnoosia on mahdoton tehda. (Nurmi, Lukkarinen,
Ruutu, Taari & Tamminen 2002, 243.)

2.1 Eturauhanen

Eturauhanen sijaitsee lantionpohjan lihasten paalla, virtsarakon alapuolella ja ymparoi
virtsaputken alkuosaa. Eturauhanen jaetaan neljaan vyohykkeeseen. Etuvydhyke koostuu side- ja
lihaskudoksista eika sisélla rauhaskudosta. Rauhasrakenteet muodostavat keskusvyohyke ja
perifeerinen vydhyke. Valittdmasti virtsaputken ymparilld kurojalihaksen ja keskusvybhykkeen
valissa on valivydhyke. Valtaosa eturauhassydvisté lahtee likkeelle perifeerisen vydhykkeen
alueelta. (Nurmi ym. 2002, 37-39.)

Eturauhasen tehtava on erittaa ja varastoida nesteitd, jotka luovat siittidille sopivan ympariston.
Nesteet ovat osa siemennestettd, jossa ne edesauttavat siittididen elinkykya ja liikkuvuutta.
(Nurmi ym. 2002, 36-37.)



2.2 Androgeenit ja niiden merkitys eturauhassyovassa

Androgeenit eli "mieshormonit’ ovat eturauhasen rakenteen kehittymiselle ja toiminnalle
valttamaton saatelytekija. Androgeenien ansiosta eturauhasen kudokset erittavat kasvutekijoita,
jotka toimivat eturauhasen toiminnan ja solujakautumisen saatelijoind. Samalla tavalla
eturauhasen syopien kehittyminen ja kasvu ovat riippuvaisia androgeenivalitteisesta saatelysta.
Se, joka androgeenien vaikutuksia valittda, on androgeenireseptoriproteiini, jota esiintyy kaikissa
androgeenivalitteisen saatelyn alaisissa kudoksissa. Myds androgeenireseptorin synteesi on

androgeenien saatelema. (Gelmann 2008.)

Edelld mainittua tietoa kaytetdan hyvaksi edenneen eturauhassyovan laakkeissa ja niiden
kehittamisessa. Tyypillisina esimerkkeina ovat androgeeninriistohoidot, joissa androgeenien
maaraa pyritaan vahentamaan verenkierrossa, seka androgeenireseptorisalpaajat, jotka estavat
androgeenireseptorien  aktivoitumista.  Ongelmana on, ettd hoidon  seurauksena
androgeenivélitteisesta saatelystd vapaat syOpasolut lisaantyvat, mikd aiheuttaa usein
androgeeneista riippumattoman syovan, johon ei tata nykya ole parantavaa hoitokeinoa.
(Gelmann 2008.)

2.3 PC-3 & LNCaP -solulinjat

PC-3-solulinjat ovat peraisin IV -tyypin eturauhassyopaa sairastaneen miehen luumetastaasista
ja ne eristettiin ensimmaisen kerran 1979. Niita kaytetaan paljon edenneeseen eturauhassyopaan
littyvissa tutkimuksissa, tarkemmin niiden biokemiallisin ominaisuuksiin littyen sek& niiden
reaktioihin kemoterapiaa kohden. PC-3-solut ovat ominaisuuksiltaan hyvin metastasoivia, joten
niiden tutkiminen on tarkeaa eturauhassydvan mekanismien ymmartamiseksi. Ne eivat mydskaan
reagoi androgeeneihin tai glukokortikoideihin eivatka tuota prostata-spesifista antigeenia (PSA).
(Pubmed 1979, hakupaiva 4.10.2013.)
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KUVIO 1. PC-3-soluja

LNCaP-solut ovat alkujaan ihmisesta eristettyjd androgeeniherkki@ eturauhassydpasolujen
klooneja. Nama solut eristettin vuonna 1977 eraan eturauhassyopaa sairastaneen miehen
metastaattisesta leesiosta. Kyseisten solujen kayttd on laaja-alaista onkologiassa, silla ne
tuottavat PSA:ta, kasvavat hyvin in vitro -olosuhteissa ja jakautuvat nopeasti (jakautumisaika n.
60 tuntia) seka ovat alttiita androgeenien vaikutukselle. (Pubmed 1983, hakupaivé 5.10.2013.)

KUVIO 2. LNCaP -soluja

11



PC-3 ja LNCaP -solulinjat ovat siis toiminnaltaan hyvinkin erilaisia. LNCaP-solujen on huomattu
fysiologiselta toiminnaltaan olevan lahempana adenokarsinoomatyyppistad (rauhasepiteelista

lahtenytta) sydpaa kuin PC-3-solut in vitro -olosuhteissa. (Pubmed 1983, hakupaiva 5.10.2013.)
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3 APOPTOOSI

Apoptoosi on ohjelmoitu solukuolema, jossa solut noudattavat valmiina olevaa toimintaohjelmaa.
Apoptoosin jalkeen on jaljella rakkuloita, jotka sisaltavat hajonneen solun osia. Solun DNA hajoaa
eripituisiksi paloiksi, tuma hajoaa pienemmiksi kappaleiksi ja solun tukiranka hajoaa. Solun
solukalvo poimuuntuu ja muodostuu rakkuloita, joiden sisassa on solumateriaalia. Fagosytoivat
solut fagosytoivat rakkulat sisadnsa seka tuhoavat lopullisesti solun makromolekyylit.
Apoptoosiohjelma estaa solunsisaisten molekyylien joutumisen solukalvon ulkopuolelle. Koska
materia pysyy aina solukalvon sisassa, ei synny tulehdusreaktiota. Apoptoosi on hallittu prosessi,
haluttu lopputulos. Solu kaynnistaad apoptoosin esimerkiksi, jos solu kay turhaksi tai haitalliseksi.
On tarkeaa, ettd solun eldméankaari paattyy apoptoosiin. Apoptoosin toiminnan estymisen on
todettu olevan oleellinen osa sydvan syntyyn liittyviin solumuutoksiin. (Heino & Vuento 2007, 281-
286.)

Solu tietdd kaynnistaa apoptoosin, kun solun pinnalla olevat tietyt reseptorit aktivoituvat tai kun
esimerkiksi DNA-vaurio johtaa sisalta kasin ohjelmoituun apoptoosin kaynnistykseen. Oli sitten
apoptoosin kaynnistava tekija solun ulkoinen tai sisainen, on lopputulos aina sama seka

apoptoosi tapahtuu aina samoin mekanismein. (Heino & Vuento 2007, 281-286.)

Solun pintareseptorit esimerkiksi CD95 (Fas) seka tuumorinekroositekijan reseptori 1(TNFR-1),
voivat kaynnistaa apoptoosin. Solun sisalla mitokondrio reagoi solun mahdollisiin stressitekijoihin
(mm. myrkylliset |aakeaineet, virukset, sateily) erittdmalla sytokromi c:td. Seka reseptorin
aktivoituminen ettd sytokromi c:n erittyminen aiheuttavat kaspaasien aktivoitumisen. Kaspaasit
ovat ryhma solunsisdisia kysteiini-proteaaseja, jotka voidaan jakaa kahteen toiminnalliseen
ryhméén.  Aloitteentekijakaspaasit ~ laukaisevat  suorittajakaspaasien  aktiivisuuden.
Suorittajakaspaasit hajottavat useita solun proteiineja. Osa kaspaaseista itse hajottavat solun
rakennetta, kun taas toiset poistavat inhibiittoreita entsyymeistd mahdollistaen entsyymin
toiminnan. Esimerkiksi DNA:n hajoaminen tapahtuu, kun kaspaasi poistaa nukleaasin inhibiittorin.
Osa kaspaaseista taasen hajottavat apoptoosin estajia. Naiden kolmen toiminnan summana
solun sisaltd hajoaa ja muodostuu solurakkuloita. Jotta suorittajakaspaasit pystyvat toimimaan,
on aloitteentekijakaspaasien proteolyyttisesti pilkottava siita pois prodomeerit ja kaspaasista
muodostuu dimeeri. Dimeeri on yhdiste, joka koostuu kahdesta identtisesta tai samankaltaisesta
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molekyylista. Prodomeeni on toiminnallisesti tai rakenteellisesti itsendinen osa. (Heino & Vuento
2007, 281-286.)

14



4 PROJEKTIN TOTEUTUS JA MENETELMAT

Aloitimme projektin solujen kasvatuksella. Kasvatimme seka kerasimme nestetyppeen sailoon
tarvittavan maaran PC-3 sekd LNCaP-eturauhassyOpasoluja. Nailld soluilla tutkimme solujen
proliferaatiota ja sen muutosta Val201:n lisdyksen jalkeen seka soluviljelmien mediumiin

erittyneen PSA:n maaraa. Projektimme jakautui siis kahteen erilliseen tydvaiheeseen.

TAULUKKO 1. Projektin tybvaiheet

[ VAIHE | ]
SOLUVILIELYN ALOITUS
| |
SOLUJEN KASVATUS
SAILONTA NESTETYPPEEN SOLLIEN JAKD
SAILONTA MESTETYPPEEM SOLUIEN JAKD
SAILONTA NESTETYPPEEN SOLUJEN JAKD
[ WVAIHE 11 ]

SOLUJEM SULATUS
1
SOLUIEN KASWVATUS

SOLUWEN JAKO MONIKAIVOALUSTALLE +
REAGEMSSIEM LISAYS

VWST-1 PROLIFERAATIO CanAg PSA ElA
KOE PSA MITTAUS

41  Soluviljely

Soluviljely tarkoittaa tekniikkaa, jonka avulla eukaryoottisoluja voidaan lisata in vitro -oloissa.
Soluviljely on siis solujen kasvattamista alustalla elavan organismin tai solun ulkopuolella. Jotta

soluviljely onnistuisi, on viljelyolosuhteiden oltava mahdollisimman samankaltaiset, kuin ne
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olisivat todellisuudessa in vivo -olosuhteissa. Pyritaan luomaan samanlainen ymparistd kuten

elédvan organismin tai solun sisalla. (Turpeenoja 2005, 226,186.)

Paatekijat onnistumisen takaamiseksi ovat ravintoaineet, kasvutekijat, pH seka lampdtila.
Soluviljelyssa kéytetaan elatusnestettd, joka sisaltda solun elamalle valttamattdmat orgaaniset ja
epaorgaaniset aineet. Naita aineita ovat mm. aminohapot, glukoosi, vitamiinit, ionit, vesi.
Elatusnesteen pH on saadetty puskurien avulla sekd usein sen mukaan, millaista solua
kasvatetaan, on elatusaineeseen lisatty my0s seerumia, joka sisaltaa kasvutekijéita. Kasvatuksen
aikana lampdtila, kosteus seka happi- ja hiilidioksidipitoisuus pidetaan vakiona. (Turpeenoja
2005, 186-187.)

Tarkeaa on myos tydtilojen puhtaus. Soluviljelmat ovat herkkia kontaminaatioille ja taman vuoksi
vaativat puhtaan ja steriilin tydympariston seka valineet. Puhtautta yllapidetadn mm. erillisella
soluvilielyhuoneella, jossa viljely suoritetaan laminaarikaapissa. Tyontekijat huolehtivat omasta
hygieniastaan seka kayttavat pitkahihaisia tyotakkeja. Kaytettavat liuokset, valineet seka kaikki,
mikd on kosketuksissa soluvilielman kanssa, on huolellisesti sterilisoitava. Vilielman
kontaminaation voi aiheuttaa erilaiset mikro-organismit (esim. bakteeri, mykoplasma, hiiva).
Kaikki kontaminaation aiheuttajat on otettava huomioon tyoskentelyssa. Tartunta voi tulla ilmasta,
tyoskentelytasoista, liuoksista ynna muusta, mika on kosketuksissa viljelman kanssa.
Tydskentelyolot on mahdoton pitaa taysin steriileind, mutta niiden tulee olla puhtaita. (Freshney
2005, 73.)

Kasvatimme soluja noin kaksi kuukautta. Taman kahden kuukauden aikana sailoimme
saannollisin valiajoin osan soluista nestetyppeen seka jaoimme solut uudelle kasvualustalle
kasvamaan. Solut kayttavat kasvamiseensa elatusnesteessa (medium) olevia ravintoaineita. Kun
ravintoaineet loppuvat tai solujen kasvuympariston pinta-ala loppuu, alkavat solut kuolla.
(Turpeenoja 2005, 186-187) Taman vuoksi on solut muutaman paivan jalkeen joko sail6ttava
nestetyppeen tai jaettava kasvamaan uudelle kasvualustalle uudessa elatusaineessa. Soluja
kasvatimme 37 °C lampoétilassa seka 5 % hiilidioksidipitoisuudessa. Elatusnesteina kaytimme

LNCaP-soluissa DMEM mediumia seka PC-3 soluissa RPMI mediumia.

Pipetoimme lopuksi solut, Val201 peptidin, R1881, testosteronin seka kasvumediumin 96-
kuoppalevylle. Aluksi solut laskettiin ja jokaiseen kuoppaan lisattin noin 50 000 solua. R1881

lisattin LNCaP-soluihin kahtena eri pitoisuutena, 1 nM ja 10nM. R1881 on synteettinen
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androgeeni, joka LNCaP-soluissa vahvistaa kasvureaktiota, silld LNCaP on androgeeniherkka
solulinja. Se laitettiin testiin mukaan "kilpailuttamaan" Val201:s4. LNCaP-solut sek&d R1881 luovat
eturauhassyopatyyppisen koeympariston, jossa R1881 kiihdyttad solujen jakaantumista, kuten
androgeenit normaalisti kehossa eturauhassyovassa. Tavoitteena oli nahda, kuinka Val201:ssa
rittdéa tehoa hidastamaan tallaista kasvua, ja saada selville, kohdistuuko Val201:n vaikutus
hormonaaliseen signalointireittiin vai johonkin muuhun? Siksi lisdsimme 1nM:n ja 10nM:n
pitoisuudet R1881:sta. Testosteronia lisattiin PC-3-soluihin myds kahtena eri pitoisuutena, 1nM ja
10nM. Oletuksena on, etta androgeeneista riippumattomissa PC-3-soluissa pitoisuusero ei pitaisi
nakya. Niiden ei pitisi vaikuttaa mitenkdan PC-3 solukasvua estavasti eikd milldan tavalla
hidastaa Val201:n tehoa.

Teimme yhteensa 3 sisalloltaan identtista 96-kuoppalevya. Aina yhdella mittauskerralla otimme
kasittelyyn yhden alustan ja jatimme loput kasvamaan seuraavaan kertaan. Nain seurasimme

my0s kasvuajan vaikutusta tuloksiin.

4.2 Proliferaatio

Kun solut on saatu soluvilielymenetelmalla soluille ihanteelliseen ymparistoon, alkavat solut
kasvaa. Kasvu voi perustua yksittaisten solujen suurenemiseen tai solujen lukumaaran
lisdéntymiseen. Proliferaatiolla tarkoitetaan solujen lukumaaran lisdantymista. (Niemi, Virtanen,
Vuorio 1994.) Toteutimme solujen proliferaatiotestin  kdyttaen  kaupallista WST-1-
proliferaatiomenetelmda.  Tulokset saimme  mittaamalla  soluvilielmien  absorbanssin
monikaivospektrofotometrilla. Mittaus suoritettiin LNCaP-soluille 24.5.13, 27.5.13 ja 29.5.13. PC-3

soluille mittaukset suoritettiin samoina paivina seka myods 30.5.13.

421 WST-1 Proliferaatio

Metodi perustuu reaktioon, jossa solun entsyymit pilkkovat tetrasolium-suolat varilliseksi
formatsaaniksi. Kokeessa lisataan WST-1-reagenssia mittauksen kohteena olevaan
soluliuokseen, jossa solujen entsyymit pilkkovat WST-1-reagenssin tetrasolium-suolat
formatsaaniksi. Soluliuoksessa alkaa muodostua formatsaanipohjaista varia. Kun elavien solujen
maara lisaantyy, kasvaa my0s mitokondriaalisten dehydrogenaasien kokonaisaktiivisuus
naytteessd. Dehydrogenaasi on entsyymi, joka hapettaa substraatin pelkistysreaktiolla. Tama
entsyymien aktiivisuuden lisdéntyminen taas johtaa suurempaan formatsaanivarin maaraan, joka

taas suoraan korreloi aineenvaihdunnallisesti aktiivisten solujen maaraan viljelmassa.
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Aineenvaihdunnallisesti aktiivisten solujen (elavien solujen) tuottaman formatsaanivarin maara

mitataan monikaivospektrofotometrillé. (Roche Applied Sciences. 2011, hakupéiva 16.5.2013.)

Lisdsimme kaivoihin pipetointikaavion(lite 3) mukaisesti solut (PC-3 & LNCaP), Val201:n seka
muut reagenssit. Kun kaikki komponentit oli lisatty, siirrettin kuoppalevyt lampokaappiin.
Mittasimme absorbanssin levyilta tietyin véliajoin, ndin seurasimme proliferaatiota kasvatuksen

aikana seka arvioimme tulosten perusteella Val201:n vaikutusta solujen lisdantymiseen.

Absorbanssi mitattiin Victor-spektrofotometrilla kahdella eri aallonpituudella, 450 nm ja 650 nm.

4.3 PSA-mittaus

PSA:n, prostataspesifisen antigeenin, on todettu olevan koholla eturauhassyévan yhteydessa.
Seerumin PSA maaritykselld on tarked merkitys diagnostiikassa ja syovan levinneisyyden
arvioinnissa. Korkeita S-PSA pitoisuuksia on havaittu erityisesti levinneissa prostatasyovissa.
(Holmia ym. 2006, 680-618.) Kun sy0pa alkaa kehittyd eturauhasessa, prostataspesifista

antigeenia paasee vereen ja sen taso veressa nousee. (Norlen ym. 2008, 36).

PSA on eturauhasepiteelin solujen tuottama proteaasi, proteiinia pilkkova entsyymi, jonka tehtava
on sailyttaa ejakulaatti nestemaisena. (Holmia ym. 2006, 680-618.) PSA muuttaa siemennesteen
helposti juoksevaksi, jotta siittiot paasevat likkumaan paremmin. (Norlen ym. 2008. 36).
Entsyymia kutsutaan prostataspesifiseksi koska se on eturauhasepiteelin tuottamaa. (Holmia ym.
2006, 680-618).

PSA mitattiin soluvilielman mediumista kaupallisella CanAg PSA EIA-menetelmalla. Mediumia
keréattiin aina viikon vélein kahden viikon ajalta ja pakastettiin naytteen sailymisen vuoksi. PSA:t

mitattiin sulaneista naytteista yhdella kertaa 29.5.13.

431 CanAgPSAEIA

CanAg PSA EIA on immunokemiallinen menetelmd. Immunokemiallisessa maarityksessa
mitataan joko yhdisteen antigeenin (Ag) tai vasta-aineen (antibody, Ab) pitoisuutta kayttaen
hyvaksi antigeenin ja sille spesifisen vasta-aineen ominaisuutta sitoutua toisiinsa. PSA on

prostataspesifinen antigeeni. Antigeenilla tarkoitetaan yhdistetta, joka sitoutuu spesifiseen vasta-
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aineeseen seka vasta-aineilla tarkoitetaan immunoglobuliineja, jotka kykenevat sitomaan erilaisia

luonnossa olevia tai synteettisia yhdisteita. (Halonen 2004, 90.)

Immunokemiallisia maaritysmenetelmia ovat joko kilpaileva tai ei-kilpaileva kaksoisvasta-aineisiin
perustuva menetelma. (Halonen 2004, 90.) CanAg PSA EIA perustuu menetelmaan, jossa
kdytetadn kahta vasta-ainetta. (Fujirebio Diagnostics Inc. 2009, hakupédiva 16.5.2013).
Kaksoisvasta-ainemenetelmassa toinen vasta-aine on sidottu esim. kuoppalevyn kuopan pintaan
kiinni. Naytteen lisaamisen jalkeen mahdollinen antigeeni tarttuu pohjassa kiinni oleviin vasta-
aineisiin. Taman jalkeen ylimaaraiset ei-sitoutuneet yhdisteet pestaan helposti pois ja lisataan
leimattu vasta-aine. Leiman avulla voidaan havainnoida sitoutuneet vasta-aineet. Leimattu vasta-
aine sitoutuu myods tutkittavaan antigeeniin. Jalleen pestaan pois ei-sitoutuneet vasta-aineet ja
jalielle jaa vain muodostuneet kaksoisvasta-ainekompleksit. Kiteytettynd kaksoisvasta-
ainemaarityksissd muodostuu vasta-aine kompleksi ns. sandwich. Lopuksi sitoutunut leimattu
vasta-aine maaritetdan. Leimatun vasta-aineen maara on suoraan verrannollinen mitattavan
yhdisteen pitoisuuteen. (Halonen 2004, 90-92.)

CanAg PSA EIA menetelmassa kaytetdan hiirestd eristettyja biotinyloitua anti-PSA
monoklonaalista vasta-ainetta seka piparjuuriperoksidaasilla (HRP) leimattua anti-PSA
monoklonaalista vasta-ainetta. (Fujirebio Diagnostics Inc. 2009, hakupaiva 16.5.2013).
Monoklonaalisella vasta-aineella tarkoitetaan yhden antigeenin tietylle epitoopille (antigeenin
sitoutumiskohta) spesifista vasta-ainetta. (Solunetti 2006, hakupadiva 3.9.2013). Koska
menetelmassa kaytetddn spesifisia monoklonaalisia vasta-aineita, voidaan nayte ja leimattu
vasta-aine inkuboida samanaikaisesti ensimmaisen vasta-aineen kanssa. (Halonen 2004, 92).
Muodostuneet kompleksit sitoutuvat kiinni kaivon pohjaan kiinnitettyyn streptavidiiniin. (Fujirebio
Diagnostics Inc. 2009, hakupéaiva 16.5.2013)

EIA tarkoittaa entsyymi-immunomaaritystd. EIA:ssa leimana kaytetdan entsyymeja, tassa
tapauksessa piparjuuriperoksidaasia. Entsyymileima tarvitsee substraatin, joka aikaansaa
havaittavan reaktion. (Halonen 2004, 94). Tama entsyymireaktio muodostaa varin nayttessa.
Kayttdmassdmme menetelmassa naytteessa oleva PSA-antigeeni varjaytyy siniseksi. Varin
voimakkuus on suoraan verrannollinen PSA:n maaraan naytteessa. Mita voimakkaampi vari, sita
enemman PSA:ta on naytteessa. (Fujirebio Diagnostics Inc. 2009, hakupaiva 16.5.2013.) Kun
vasta-aineet seka antigeeni ovat inkuboituneet kaivoissa tunnin verran, pestdan pohjaan

sitoutumattomat  kompleksit pois. Seuraavaksi lisatdan HRP-substraattia  varireaktion
19



aikaansaamiseksi ja sen jalkeen 30 min substraatin lisayksesta stop-reagenssia, joka estaa
reaktion etenemisen. Naytteen absorbanssi mitataan stop-reagenssin lisaamisen jalkeen
aallonpituudella 405nm. Absorbanssi mitataan 15 min kuluessa. (Fujirebio Diagnostics Inc. 2009,

hakupéaiva 16.5.2013.) Liitteessa 3 on esitetty tarkempi tydohje menetelmalle.

Menetelma on laimentamatta luotettava PSA:n pitoisuuteen 60 ug/L asti, jolloin sitd suuremmista
arvoista ei voi tuottaa laadukkaita tuloksia. Tyossamme kayttamat solut erittivat runsaasti
enemman PSA:ta, joten laimensimme naytteet naisseerumilla. Laimennussuhteeksi paatimme

valita 1:20, jolloin lopulliset tulokset oli kerrottava vielé 20:11a.

43.2 Mittaus spektrofotometrilla

Entsyymin sek& substraatin reaktiossa muodostuneen reaktiotuotteen maara mitattin UV/VIS-
spektrofotometrilld. Spektrofotometrin toiminta perustuu naytteeseen tulevan ja sen lapi
kulkeneen valon intensiteettien suhteen mittaamiseen aallonpituuden funktiona. Mita enemméan
naytteessa on ollut PSA:ta, sitd enemman on muodostunut vériainetta ja sitd suurempi on
naytteen absorbanssi. Mitda tummempi nayte on, sitd vahemman se paastaa valoa lavitseen.
(Jaarinen ym. 2005, 55,61.)

CanAg PSA EIA menetelmédn mukana tulleiden kalibraatioliuoksilla mitattiin tutkimukselle
kalibraatiokayra. Kalibroinnissa kaytetaan vertailumateriaaleja, joissa pitoisuus on tunnettu.
Menetelmén kalibraatioliuosten pitoisuudet olivat 0 pg/L, 1 pg/L, 2 pg/L, 10 pg/L, 30 ug/L ja 60
Mg/L. Kalibrointiliuokset sisalsivat ihmisen PSA:ta Tris-HCL puskuroidussa suolaliuoksessa,
sisaltden myds haran seerumin albumiinin, reagoimattoman keltaisen variaineen seka 0,01%
metyyli-isotiatsolinonia  (MIT). (Fujirebio Diagnostics Inc. 2009, hakupaiva 16.5.2013.)
Pitoisuuksien avulla maéritetdan mittaussignaalin tason ja analyytin pitoisuuden valinen yhteys,

eli kalibraatiokayra.

Kalibroinnin pysyvyytta ja tulosten luotettavuutta testataan kontrollinaytteilld. Kontrollindytteet
ovat liuoksia, joiden pitoisuus tunnetaan. (Jaarinen ym. 2005, 18,25.) Testissé kaytettiin
menetelman mukana tulleita kontrolleja 1 ja 2 (pitoisuudet 2,8-5,2 pg/L ja 14,4-21,6 pgl/L).
Kontrollit sisalsivat ihmisen PSA:ta Tris-HCL puskuroidussa suolaliuoksessa, jossa myos haran
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seerumin albumiinia sek& sailontaaineena 0,01% metyyli-isotiatsolinoni  (MIT). (Fujirebio
Diagnostics Inc. 2009, hakupaiva 16.5.2013.)
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5 TULOKSET JA ARVIOINTI

Tulosten analysoinnissa taytyi yrittaa nahda kokonaiskuva yksittaisten tulosten joukosta, silla
saamiamme tuloksia ei voida sanoa taysin tarkoiksi useiden muuttujien takia. Voidaan spekuloida
esimerkiksi, ovatko juuri sama maara soluja mittauskaivoa kohti, kerkeavatkd kayttamamme
reagenssit vaikuttaa ensimmaisen paivan mittauksissa viela ja alkaako 6.-8. paivien kohdalla
niiden vaikutus jo lakata kaivoista. Taman takia otimme muita mittauspaivia enemman huomioon
neljannen paivan tulokset, jotka mielestamme nayttivatkin laadukkaimmilta. Opinnaytetyon kaikki

tulokset l0ytyvat liitteista 2-9.

Kaavioissa pitoisuudet on merkitty selkeytyksen vuoksi potenssimuotoihin. Esimerkiksi 1nM
pitoisuus on merkitty potenssiksi ~° ja 10nM potenssiksi ~8. R1881 synteettinen androgeeni on

merkattu isolla kirjaimella R ja testosteroni isolla kirjaimella T.

5.1 Proliferaatiokoe

Soluproliferaatiotestin tulosten laskemisen ja arvioinnin avuksi keskiarvoistimme kaikki luotettavat
rinnakkaiset absorbanssit ja lisdsimme ne taulukkoon, josta loimme testeille erilliset paiva- seka
pitoisuuskohtaiset kaaviot. LNCaP-solujen proliferaatiotestin tuloksiksi valitsimme yhden tunnin
inkubaatioajan jalkeiset absorbanssiarvot ja PC-3 -soluille puolen tunnin inkubaation jalkeiset
arvot. Nama tulokset olivat luotettavimmat ja arviointiin sopivimmat, silla ne eivat ylittdneet
absorbanssiarvoa 3.00, mitka olisivat olleet lian suuret testin arvioimiseen, kuten pidempien
inkubaatioiden arvoille kavi. PC-3 -soluista saimme myos kahdeksannen péaivan tulokset 1nM:n
testosteronin kanssa, mutta solujen kiihtynyt irtaantuminen kasvualustalta 8. paivana antoi
epailyksen kasvatusmediumin tehon loppumisesta pitkdn kasvatusajan jalkeen ja jatimme

tulokset pois arvioinnista.

5.1.1 LNCaP-tulokset

LNCaP-soluissa on nahtavissa huomattavaa solujen vahenemisen maaraa molemmissa R1881-
pitoisuuksien tuloksissa. Yleisesti ottaen myds suuremmat ladkepitoisuudet nayttavat vahentavan
soluja enemman kuin pienemmat, kuten voidaan olettaakin. Testissé kaytetyn synteettisen
androgeenin R1881 oletetut ominaisuudet tulevat myds tuloksissa esille. Androgeenin suurempi

(10nM) pitoisuus estaa voimakkaammin solujen kuolemista kuin pienempi (1nM).
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Selvimméat muutokset saimme aikaan 1nM R1881:n ja Val201:n kilpailusta 4. testipaivan
kohdalla. Kuvio 4 osoittaa, ettad suurten ja pienten la@kepitoisuuksien vélinen ero on vajaa yksi

absorbanssiyksikkd, mika kertoo jo ladkkeen tehokkaasta vaikutuksesta tassa testissa.
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KUVIO 3. LNCaP + 1nM R1881 synteettinen androgeeni, péivé 4.

10nM R1881:n ja Val201:n koe antoi valtavasti tarkedd@ tutkimustietoa. Ihanteellisia tuloksia
saadaan jokaisen testipaivan kuvioista. Kuviosta 5. selvidd kuinka androgeeni on pitanyt
solumaaran kontrollinaytteissa yhta korkealla, mutta Val201-k&sitellyt naytteet ovat pystyneet
ohittamaan androgeenin vaikutusta voimakkaasti laskien elavien solujen maaraa testin edetessa.
Tulokset osoittavat myods selvasti laakepitoisuuden maaran vaikuttavan —solumaaran

vahenemiseen suoraan verrannollisella tavalla.
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KUVIO 5. LNCaP + 10nM R1881 synteettinen androgeeni, proliferaatiokuvaaja

Tulokset osoittavat Val201:n vahentavan soluproliferaatiota LNCaP -solulinjan sydpasoluissa ja
suurempien pitoisuuden toimivan tehokkaammin proliferaatiota vastaan, kuin pienet. Androgeeni
vaikuttaa Val201:std vastaan ja hidastaa laakekomponentin tehoa enemman suurissa

androgeenipitoisuuksissa.

5.1.2 PC-3-tulokset

PC-3 -proliferaatiotestisséa kaytetyn testosteronin ei oletettu vaikuttavan mitattuihin arvoihin
merkittavasti ja molempien testosteronipitoisuuksien samantapainen kayttaytyminen seka
arvoalueet tuloksissa viittaavat nain olevan myoés meidan kokeessamme. Kuten LNCaP-testiss3,

my0s PC-3:ssa tarkea huomio on suurten pitoisuuksien tehokkaampi vaikutus soluihin.
Neljas testipaiva on ollut merkittavin sek& 1nM ettd 10nM testosteronin kanssa toteutetuista PC-3

-soluproliferaatiokokeista. Kuvioissa 6 ja 7 on selvasti néhtavissa korkeampien Val201-

pitoisuuksien soluja vahentava vaikutus.
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KUVIO 6. PC-3 + 1nM testosteroni, péivé 4
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KUVIO 7. PC-3 + 10nM testosteroni, péiva 4
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Tuloksista voimme paatella, etta Val201 pystyy tehokkaasti laskemaan myds
androgeeniriippumattomien PC-3 sy0pasolujen maaraa ja, ettd suuret pitoisuudet vahentavat
proliferaatiota huomattavasti enemman kuin pienet. Soluihin lisatylla testosteronilla ei ole

merkittavaa vaikutusta Val201:sta vastaan.

5.2 PSA-testi

PSA-testin  kalibraattorien avulla kayttamamme spektrofotometri loi kuvaajan (lite 9)
absoluuttisten arvojen maarittamiseksi absorbanssista mikrogrammoiksi litraa kohti(ug/L), joka on
Suomessa kaytossa oleva yksikkd myods PSA-arvojen diagnostisessa analysoinnissa seka
ladkehoidon tehon arvioinnissa. Kuvaajalta selviad tiettyd absorbanssia vastaava PSA:n
absoluuttinen arvo. Lopuksi meidan piti viela kertoa 1:20 naisseerumilla laimennettujen
naytteiden tulokset 20:la saadaksemme lopulliset vastaukset. Loimme myds PSA:sta

vertailutaulukot ja -kaaviot selkeyttaaksemme arviointia.

5.21 PSA-tulokset

PSA-testissa oleellisimmat tulokset tulivat lahes yksinomaan 10nM R1881 synteettiselld
androgeenilla kasiteltyjen solujen tuloksista. Kuviossa 8. on esitetty, kuinka solujen maara laskee

suurien ladkepitoisuuksien kanssa enemman myos PSA-testissa, mika oli toivottavaakin.
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KUVIO 8. PSA-testi + 10nM R1881 synteettinen androgeeni
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Naiden tulosten perusteella Val201 -peptidi, solujen vahentymisen myoéta, hidastaa myds PSA:n
erittymista syopasoluista. Merkillepantavaa tassa on se, etta laakekomponentista tehtyjen
lagkevalmisteiden hoitovastetta voitaisiin mahdollisesti seurata nykyaikaisilla eturauhassyovan

seurantamenetelmilla.
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6 POHDINTA

Opinnaytetyon suorittaminen oli seka haasteellista ettd palkitsevaa. Aihe oli meille erittain
mielenkiintoinen, mika lisasi tyon suorituksen mielekkyytta. Koimme itsemme etuoikeutetuiksi,
olla edes pienena osana mukana uuden syopaladkkeen kehittdmisen prosessissa. Haittapuolena
aiheeseen liittyen oli tyon salaisuus, informaatiota ei ollut paljoa tarjolla. Koska aihe oli myds uusi,
teorian loytaminen oli osittain haasteellista. Yhteistyd kemisti Simo Rasin kanssa auttoi tassa
asiassa kuitenkin paljon. Ajoittain aikataulussa pysyminen tuotti haastetta, varsinkin kun
useamman henkilon aikataulut piti saada sopimaan yhteen. Tutkimustyon suorittaminen vaati

paljon joustavuutta sekd etukateen suunnittelua.

Apuna toimineet ohjaajat selkeyttivat ja avustivat tyon tekemisessa erinomaisesti. He esittivat
aiheen ja siihen liittyvat tyotehtavat tavoilla, mika sai meidat kiinnostumaan tyosta entista
enemman. He saivat meidat tuntemaan tekevamme jotain todella tarkeaa ja arvokasta, jolloin
suhtauduimme ty6honkin sen vaatimalla arvokkuudella. Ohjaajien tukea oli aina tarjolla seka itse
tyon, etta opinnaytetyon raportin etenemiselle. Heidan osallisuutensa oli meille korvaamaton apu

tyosta suoriutumiseen.

Koko opinnaytetyd opetti meille paljon, varsinkin suunnittelun tarkeydesta. Hyvin etukateen
suunniteltu tyo vaihe vaiheelta on tarkeaa. On hyva miettia etukateen jokainen tydvaihe: mita
tullaan tekemaan, miten se tullaan tekemaan seka mité kaikkea tarvitaan sen tekemiseen. On
usein vaikea arvioida tyon keston pituutta, siksi on osattava toimia yhteistydssa ja joustavasti.
Yhteistyd tulee suureen merkitykseen ryhmatyéssa. Kaiken organisointia, tyonjakoa,

kommunikointia ynna muuta tuli opittua paljon.

Opimme laboratoriotyoskentelystd ~ solulaboratoriossa mitd  kaikkea on huomioitava
tydskenneltaessa solujen kanssa. Omaan ty6honsa piti suhtautua kriittisesti. Jos vahaékaan
epailee esimerkiksi kontaminaatiota, oli parempi olettaa, ettd kontaminaatio oli tapahtunut ja
aloittaa tyOvaihe alusta. Tyon ansiosta varmuus molekyylibiologisissa, erityista tarkkuutta

vaativissa tyosuorituksissa parani huomattavasti.

Pidimme tyon aikana laboratoriopdivakirjaa, johon kirjasimme mita teimme paivan aikana. Asiat

piti opetella kirjaamaan niin, ettd my0s seuraavana paivana laboratoriossa tyoskenteleva
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ymmartaa tekstista tarkkaan mita on tehty. Merkinnat myos mika soluviljelymalja sisaltaa mitakin
soluja oli tarkoin merkittava. Mittauksia suorittaessa paasimme palauttelemaan mieleen kuinka
tuottaa luotettavia tuloksia ja mita kaikkea on huomioitava, jotta voit luottaa koneen antamaan
lukemaan. Suoritimme kalibrointia, kontrollien mittausta, vertailumittauksia ja taustamittauksia

varmistaaksemme, etta laite toimii halutulla tavalla.

Saimme oleellista tietoa ValiFinn:lle 1aakepeptidin toimivuudesta: Val201 hidasti seka
androgeeniriippuvaisten etta androgeeniriippumattomien eturauhassyopasolulinjojen
proliferaatiota ja laski samalla naytteista erittyvan PSA:n maaraa, mika antaa laakepeptidille
valoisan  tulevaisuudenkuvan. Laakettd voitaisiin  kayttdd siis hormonaalisen ja
androgeeninestolaakityksistd  muodostuneen  androgeenirippumattoman  eturauhassyovan
hoitoon. Liséksi hoidon tehokkuutta voitaisin arvioida jo kaytosséa olevalla PSA:n

mittausmenetelmilla.

Koemme saavuttaneemme tavoitteemme seka loytaneemme vastaukset listaamiimme tehtaviin.
Saimme kaikki paljon uutta kokemusta tutkimustyon suorittamisesta seka kehitimme omaa
ammattitaitoamme molekyylibiologisissa toissa. Ryhmatyoskentelymme toimi hyvin ja saimme
jaettua tyot niin, ettd jokainen paasi osallistumaan kaikkiin tyon osiin. Tuloksista saimme
vastaukset tehtaviimme seka tuotettua hyddyllista informaatiota Valirx:lle. Saamiamme tuloksia
arvostettin  my0s heidan osaltaan, jolloin tunsimme onnistuneemme tassa tarkeassa
tutkimuksessa. Toki komponentti vaatii viela paljon lisatestauksia ennen kuin sita voidaan alkaa
muodostaa laakevalmisteeksi, mutta naiden tulosten pohjalta heidan on varmasti hyva jatkaa

eteenpain.
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CANAG EIA PSA -TYOOHJE

LITE1

Vaihe

Pullo/Levy

Ohje

1. Valmista pesuliuos

Valmista vasta-aineliuos

| WASHBUF | 25X

| CONJ | Anti-PSA

| BIOTIN | Anti-PSA

Livota 50 ml pesukonsentraattia 1200 ml:aan

puhdistettua vetta

Sekoita 50 ml HRP Anti-PSA:ta ja 1 ml Bioiini Anti-
PSA:ta PER STRIP:
STRIP HRP Anti-PSA Biotiini Anti-PSA
lkm (WL) (WL)
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2. Pesu

MICROPLATE

Pese jokainen kaivo kerran pesuliuoksella

3. Lisa kalibraatioliuokset,
kontrollit seka naytteet

| CAL | PSA
0, 2,10, 30, 60

| CONTROL | PSA
1,2

Lisaa 25 plL/kaivo

4. Lisaa vasta-aineliuos

Lisa& 100 pL jokaiseen kaivoon

5. Inkubointi

MICROPLATE

Laita levy inkuboitumaan  sekoittajaan  1h
huoneenldmméssa

6. Pesu

MICROPLATE
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Pese jokainen kaivo kuusi kertaa pesuliucksella

7. Lisda HRP-substraatti

SUBS T™B

Lisaa 100 pL jokaiseen kaivoon

8. Inkubointi

MICROPLATE

Laita levy inkuboitumaan 30 min sekoittajaan

huoneenlampddn

9. Mittaa absorbanssi

MICROPLATE

Mittaa absorbanssi aaltopituudella 650nm

Vaihtoehto 9. Lisaa Stopliuos

STOP

Lisaa 100 L jokaiseen kaivoon

Vaihtoehto 10. Inkubointi

MICROPLATE

Laita levy inkuboitumaan 1 min sekoittajaan

huoneenlampddn

Vaihtoehto 11. Mittaa absorbassi

MICROPLATE

Mittaa absorbanssi aallonpituudella 405nm 15 min
kuluessa

N




LNCAP PROLIFERAATIOKUVAAJAT LITE 2
LNCaP + R1881 1nM
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PAIVAKOHTAISET KUVIOT, LNCAP + R™°M LITE 3

LNCaP + 1nM R1881, paiva 1
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PAIVAKOHTAISET KUVIOT, LNCAP +R™8M LITE 4
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Abs. 440nm

2,5

2,0

1,5

1,0

0,5

0,0

LNCaP + 10nM R1881, paiva 6

Kontrolli +
R-3M

SM + 8M+ SM + 8M + SM +
Val2017°M  Val201°M  Val201 M Val201”’M  Val201™°M

37




PC-3 PROLIFERAATIOKUVAAJAT LITE 5

PC-3 + testosteroni 1nM
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PAIVAKOHTAISET KUVIOT PC-3 + T-°M LIITE 6

PC-3 + 1nM testosteroni, paiva 1
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PC-3 + 1nM testosteroni, paiva 6
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PAIVAKOHTAISET KUVIOT PC-3 + T-°M LITE 7
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PSA KALIBRAATIOKUVAAJA

LITE 8
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PSA-ARVOT LNCAP SOLUISSA + R°M / R"8M LITE 9
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