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Rintasydpa on maailmanlaajuisesti naisten yleisin sydpatyyppi. Sen ennuste
ldnsimaissa on varhaisen toteamisen ja tehokkaiden hoitomenetelmien
ansiosta kuitenkin yksi kaikkien sydpatyyppien parhaita. Rintasyopéd, kuten
muutkin syovat, syntyy DNA:n mutaatioiden seurauksena. Syopésoluilla on
monia normaalisolukosta poikkeavia ominaisuuksia, joista tarkeimpéna
voidaan pitdd syopasolujen kykyé jakaantua rajattomasti. Rintasyovan
synnylle on merkittavaa rintarauhaskudoksen muuntuminen l&pi elinian.
Tasséd prosessissa, sekd syovan Kkehityksessa mukana on vahvasti
naishormoni estrogeeni. Rintarauhaskudoksen erilaistuneiden solujen myota
mya0s rintasyopid on hyvin monen tyyppisia.

Rintasyovan hoidossa kéytetddn kirurgisia menetelmid, sédehoitoa ja
laékehoitoa. La&kehoito voidaan jakaa solunsalpaajiin, jotka estévat solujen
jakautumista, hormonaalisen hoitoon, jolla pyritdan laskemaan elimiston
estrogeenitasoa, seka tasmaladkitykseen, jossa ladkeaineen vaikutus
perustuu solusignaloinnin héiritsemiseen ja solun kasvun estamiseen.
Hormonaaliset ladkkeet ja tdsmalddkkeet sopivat kuitenkin vain tietyn
tyyppisten rintasyopien hoitoon. Kaikki kdytetyt ladkkeet vaikuttavat myods
normaaliin ~ solukkoon ja aiheuttavat lukuisia haittavaikutuksia.
Haittavaikutusten minimoimiseksi olisi tarke&& kehittad uusia l&dakeaineita
joiden vaikutus voitaisiin kohdentaa spesifisesti vain sydpasoluihin.

Kuljetinproteiinisysteemi L ja sen tdrkeimmaét alamuodot LATL1 ja LAT2
kuljettavat padasiassa solujen kasvulle vélttdmattébmid aminohappoja ja
LAT1:n on todettu yli-ilmentyvan etenkin alkuvaiheen kasvainsoluissa.
Tassé tutkimuksessa tavoitteena oli selvittad viiden Itd-Suomen yliopistossa
kehitetyn aihioladkkeen sopivuutta ihmisen MCF-7 rintasydpasolulinjassa
yli-ilmentyvédn LAT1-kuljetinproteiinin  substraateiksi. Lisaksi ty6ssa
tutkittiin tunnetun LAT1-substraatti gabapentiinin soluunkulkeutumista.
Lupaavimmat tulokset saatiin rakenteeltaan samankaltaisilla aihiolaakkeill,
jotka molemmat inhiboivat LAT1-substraatti leusiinin soluunottoa
merkittévasti. Molempien todettiin myds kayttdvan vain LAT1-valitteista
kuljetusta, osoittaen, ettd nailla aihiolddkkeilla voitaisiin saavuttaa
selektiivinen kulkeutuminen sydpasoluihin.
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Breast cancer is the most common cancer type worldwidely. Due to the
early diagnosis and efficient treatment available today, its prognosis though
is, however, one of the best of all cancer types in Western countries. Breast
cancer, like all cancer types, is caused by DNA mutations. Cancer cells
differ from normal cells in many ways. The most significant difference is
the ability of cancer cell to be divided unlimitedly. Continuous change of
breast tissue throughout its lifetime is remarkable factor in origin of breast
cancer. Female hormone estrogen is strongly involved both in this process
as well as development of the cancer. Since the breast tissue has many
differentiated cell types, there are also various breast cancer types.

Surgical procedures, radiotherapy and pharmacotherapy are all used as
treatments of breast cancer. Pharmacotherapy can be classified to cytotoxic
chemothreapy, endocrine therapy and targeted agents. Cytotoxic therapy
prevents cell division, endocrine therapy reduces estrogen levels and
targeted agents distract cell signaling and cell-growth. However, endocrine
therapy and targeted agents are suitable only in certain cancer types.
Unfortunately, all drugs affect also normal cells and cause many unpleasant
adverse effects. To prevent this, development of new targeted drugs is very
important.

Amino acid transport system L and its subtypes LAT1 and LAT2 transport
large amino acids essential to cell growth. Curiously, LAT1 is found to be
overexpressed especially in initial state cancer cells. The aim of this study
was to test the suitability of five prodrugs as LAT1-substrates in human
MCF-7 breast cancer cell line that overexpresses LAT1-amino acid
transporter protein. The prodrugs were developed at the University of
Eastern Finland. Gabapentin, a known LAT1-substrate, was also studied as
a control compound. The most promising results were obtained by two
prodrugs that were similar by their structure. Both of them inhibited
significantly the cell uptake of LAT1-substrate leucin. They also used only
LAT1-mediated transport which indicates that selective transport to cancer
cells could be achieved with these prodrugs.
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KAYTETYT LYHENTEET

ACN asetonitriili
BCOX1 Rintasyovassa yliekspressoituva geeni
(Breast Cancer Overexpressed Gene 1)
BRCAlja2 Rintasyopageenitlja2
(Breast Cancer 1 and 2 gene)
BSA naudan seerumin albumiini
(bovine serum albumin)
CEF yhdistelmélaake syklofosfamidi, epirubisiini ja 5-
fluorourasiili
(Cycklofosfamii, Epirubicin, 5-fluorouracil)
CMF yhdistelmélaake syklofosfamidi, metotreksaatti, 5-
fluorourasiili
(Cycklofosfamid, Methotrexate, 5-fluorouracil)
DHFR dihyrofolaattireduktaasi
DICS intraduktaalinen karsinooma

(Carsinoma Inductale in situ)

DMSO dimetyylisulfoksidi
DNA deoksiribonukleiinihappo
EGF epidermaalinen kasvutekija

(Ephidermal Growth Factor)

ERBB-2 proto-onkogeeni
(v-erb-b2 avian erythroblastic leukemia viral oncogene
homolog 2)

FBS naudan alkion seerumi

(fetal bovine serum)
GPR161 G-proteiinireseptori
(G-protein coupled Receptor)
HBSS Na'-vapaa suolaliuos



HEPES

HER-2

HOXB9

HPLC

LAT

LHRH

MUC1

Mw

P53

PBS

pH
PTEN

TRIS-puskuri
uUiCcC
VEGF

(Hank’s Balance Salt Solution)
4-(2-hydroksietyyli)-1-piperatsiinietaanisulfonihappo
(4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid )
epidermaalisen kasvutekija-reseptoriperheen geeni
(Human Epidermal growht factor gene 2)
homeoottinen, sydvéan angiogeneesia edistdva geeni
(Homeobox 9)

korkean erotuskyvyn nestekromatografia

(high performance liquid chromatografy)
aminohappojen kuljetusproteiini

(L-type Amino Acid Transporter)

luteinisoivan hormonin vaputtajahormoni
(Luteinizing-Hormone-Releasing Hormone)
musiinia koodaava geeni

(Mucinl, Cell surface associated)

molekyylipaino

kasvurajoitegeeni

isotoninen fosfaattipuskuriliuos

(phosphate buffered saline)

vesiliuoksen happamuutta kuvaava luku
tuumorisuppressiogeeni

(Phosphate and Tensin homolog)
tris(hydroksimetyyli)aminometaani

(Union for International Cancer Control)
verisuonten endoteelin kasvutekija

(Vascular Endothelial Growth Factor)
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| KIRJALLISUUSKATSAUS

1. JOHDANTO

Rintasydpa on sekd maailmanlaajuisesti, ettd Suomessa naisten yleisin
syopatyyppi. Riski sairastua rintasyopaan kasvaa idn myotd; alle 30-
vuotiailla tauti on hyvin harvinainen ja se todetaankin keskimé&&rin 60
vuoden idssa (Suomen syOpérekisteri 2014). Etenkin lansimaissa rintasyopé
on lisdantynyt merkittavasti viime vuosikymmenten aikana, mutta myos
taudin ennuste on parantunut huomattavasti. Rintasyépa todetaan nykyaan
yh& varhaisemmassa vaiheessa ja hoitomenetelmét ovatkin jo hyvin
kehittyneitd. Jopa 90 % rintasydpdapotilaista on nykyaan elossa viisi vuotta
taudin toteamisen jalkeen (Vehmanen 2012).

Yleisin ensimmadinen havainto rintasydvasta on naisen itsensd havaitsema
kyhmy rinnassa. Kyhmyn toteamisen jalkeen rinnat tutkitaan ja potilas
ohjataan mammografiaan eli rintojen réntgenkuvaukseen seké tarvittaessa
ultradanitutkimuksiin (Vehmanen 2012). Kyhmy rinnassa ei aina kuitenkaan
tarkoita syopad, myos hyvénlaatuisia muutoksia l0ytyy paljon. Mikéli
I0ydokset viittaavat pahanlaatuisuuteen, rinnasta otetaan neulandyte eli
biopsia patologin tutkittavaksi. Suomessa kaikille 50- 69-vuotiaille naisille

jarjestetaan rintasyopaseulonta kahden vuoden valein (Vehmanen 2012).

Rintasydpad hoidetaan kirurgisesti, sddehoidolla ja laakehoidolla. Yleensa
kaytetddn kaikkia kolmea hoitomuotoa. Lé&dkehoitona kaytetddn
solunsalpaajia, hormonaalisia hoitoja, seka tasméléakkeitd. Etenkin
solunsalpaajilla on keskeinen asema rintasydvan hoidossa, koska ne yleensa
tehoavat kaikkiin kasvaintyyppeihin (Joensuu ja Huovinen 2013). Niiden
vaikutus kohdistuu nopeasti jakautuviin soluihin, joita syopésolujen liséksi
elimistéssa on mm. luuytimessd, iholla, limakalvoilla ja karvatupissa
(Johansson 2012). Tamén vuoksi solunsalpaajilla on myds monia
vakaviakin haittavaikutuksia, mik& rajoittaa tarpeeksi tehokkaiden
annosmadrien kayttda. Nykyddn onkin kéytdssd myds paremmin juuri
syopasoluihin  vaikuttavia tdsmalddkeaineita, mutta tutkimustyd yhéa
selektiivisempien syopaladkeaineiden kehittdmiseksi on hyvin tarkeaa.
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2. RINTASYOPA

2.1. Rintasy6van esiintyvyys

Maailmanlaajuisesti rintasyopa on toiseksi yleisin syépatyyppi, ja naisilla se
on yleisin todettu syopa (kuva 1). Vuonna 2005 rintasydvan osuus kaikista
syovista oli 25 %. Rintasy0péé esiintyy eniten Lansi- ja Pohjois-Euroopassa
sekda Pohjois-Amerikassa. Vahaisinta esiintyvyys on puolestaan Keski- ja
Ita-Afrikassa seka Ité- ja Keski-Aasiassa. Rintasyopékuolleisuus on kaikista
syopatyypeista  viidenneksi yleisin ja potilaslukuun  suhteutettuna
kuolleisuus on korkein Afrikassa ja Aasiassa (WHO 2012).

Kuva 1. Rintasydvan esiintyvyys maailmanlaajuisesti 2012. lIkdvakioitu maara
100 000 henkeé kohti. (WHO: Globocan 2012).

Rintasyopd on myds Suomessa naisten yleisin syépatyyppi, 32 % kaikista
syovista (Joensuu ja Huovinen 2013). Potilaiden keski-ik& on 60 vuotta ja

rintasyovan esiintyvyys vyleistyy huomattavasti 45. ik&vuoden jalkeen.



Rintasydpa Suomessa on yleistynyt rajusti viime vuosikymmenten aikana;
60-luvulla rintasyOpéatapauksia 16ydettiin vuosittain noin 900, 80-luvulla jo
2000 ja 2010-luvulla noin 5000. Rintasyovén kuolleisuus on kuitenkin pieni.
Vuosina 2007- 2009 seurattujen potilaiden elossaoloprosentti oli vuoden
kuluttua syévan toteamisesta 97 % ja viiden vuoden kuluttua 89 % (Suomen
syOpérekisteri 2014). Suomalaisen naisen riski sairastua rintasy0paan
eldmansa aikana on noin 11 % ja riski rintasyopakuolemaan noin 2 %.
Miesten rintasydpa on hyvin harvinainen, Suomessa tavataan vain noin 20

tapausta vuosittain (Joensuu 2013).

2.2. Rintasyovan riskitekijat

Tarkein rintasyovélle altistava tekijd on korkea estrogeenipitoisuus.
Kuukautiskiertojen runsas maara nostaa estrogeenipitoisuutta, eli varhainen
sukukypsyys ja korkea menopausaalinen ik lisaavat riskia sairastua
rintasyopéaéan (Hakulinen 2008). Vaihdevuosioireiden hoitoon hyvin yleisesti
kéytetty hormonikorvaushoito nostaa selvasti rintasyopériskia etenkin jos
hoidon kesto on yli 5 vuotta. Riski pienenee nopeasti korvaushoidon
paattymisen  jalkeen.  Hormonikorvaushoitona  kaytetddn  yleensa
yhdistelmévalmisteita, joissa mukana on sek& estrogeeni, ettd progesteroni.
Yksin kaytettynd estrogeenin ei ole todettu olevan niin vaarallista
rintasyovan kehittymisen kannalta, mutta se voi puolestaan altistaa
kohtusyovalle ilman progesteronin kohtua suojaavaa vaikutusta (Guzik
2008). Nain ollen pelkk& estrogeenihoito sopii ainoastaan potilaille, joiden
kohtu on poistettu (Lyytinen 2011).

Muita rintasyovan riskitekijoita ovat lapsettomuus, korkea ensisynnytysika,
menopaussin jalkeinen ylipaino ja runsas alkoholin kayttd. Osa rintasyovista
on periytyvia ja geneettinen alttius, etenkin geenien BRCAL ja 2 (Breast
Cancer 1 and 2 gene) olemassa olo lisaa riskia sairastua. Rintasyopéariskia
pienentavat terveellisten elintapojen lisédksi imetys ja liikunta (Joensuu ja
Huovinen 2013).
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2.3 Rinnan rakenne ja kehitys

Rinnat koostuvat rauhas-, side- ja rasvakudoksesta, jotka siséltavat
rintarauhaset ja rintatiehyet (kuva 2). Rinnoissa on noin 20 maitorakkuloita
sisdltdvdd maitorauhasta, joita rintatiehyet yhdistdvat. Maitorauhasten
tehtdvand on tuottaa maito, jonka tiehyet kuljettavat nanneihin.
Rasvakudoksen tehtdvdna on suojata rintaa. Maitorauhasen tiehytputken
pintaa peittdvat luminaalisolut ja niiden alla on myoepitaalisolujen
muodostama basaalisolukerros (Blanpain 2013).

Anatomy of the Female Breast

Chest wall

Ribs:‘\i_.
b Fatty tlissun
g > ty

J \
T - Muscla <

Kuva 2. Rinnan rakenne © Terese Winsolw 2011

Rinnat muuttuvat l&pi elinian. Vastasyntyneella on téysin kehittyneet nannit
ja rintatiehyiden alut. Murrosidssa munasarjojen estrogeenituotanto lisaa
rasvakudoksen madrdd ja myos rintatiehyiden verkosto laajenee.
Kuukautisten aikana lisddntynyt estrogeenituotanto stimuloi rintatiehyiden
kasvua ja progesteroni kierron loppuvaiheessa puolestaan maitorauhasia.
Vaihdevuosien aikana progesteronin, seka etenkin estrogeenin tuotanto
vahenee reilusti. Tdma johtaa rintarauhaskudoksen méaarén vahenemiseen ja

rintojen sidekudos kuivuu ja menettaa elastisuuttaan (Gusterson ym. 2012).

Myds maitorauhasen rakenne muuttuu koko naisen elinidn sikidkaudesta
aina vaihdevuosiin saakka. Kuukautiskierron aikana maitorauhasissa

tapahtuu toistuvaa kasvua ja palautumista, lopullisen muotonsa
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maitorauhanen saa vasta imetyksen aikana. Suurin osa rauhastiehyista
katoaa ja sidekudos muuttuu rasvakudokseksi vaihdevuosien aikana
(Harkonen 2008). Ndma jatkuvat muutokset selittyvéat todennadkoisesti
maitorauhasen kantasolujen yllapitamilla progenitori- eli esiastesoluilla,

jotka erilaistuvat ja jakautuvat (Lindeman ym. 2010).

2.4. Karsinogeneesi

Syovalla tarkoitetaan sairautta, jossa esiintyy solukon tai kudoksen
epanormaalia kasvua. Karsinogeneesi eli sydvdn synty on padosin
riippumatonta ulkoisista kasvuérsykkeistd. Sydvan synnylle on useita
erilaisia teorioita. Kaikille yhteistd on kuitenkin se, ettd sy0pa syntyy
vaiheittain useiden eri mekanismien vaikutuksesta. L&hes kaikki syovét
saavat alkunsa yhdestd vaurioituneesta solusta, joka alkaa jakautua
hallitsemattomasti. Syntyneisiin tytarsoluihin kertyy lisdd normaalisoluista
poikkeavia muutoksia, kunnes lopulta kyseessé on heterogeenista solukkoa
siséltavé kasvain (Isola ja Kallioniemi 2013, Hanahan ja Weinberg 2010).

SyOpé saa alkunsa aina geenien ja DNA:n mutaatioista. Normaalit solut
sisaltdva proto-onkogeeneja eli esisyOpégeenejd, joiden muuttunut toiminta
aiheuttaa syopaa tai lisdd syopasolukon pahanlaatuisia ominaisuuksia. L&hes
kaikkien ~ onkogeenien  toiminta  liittyy  solukasvun  sdatelyyn.
Kasvunrajoitegeenit puolestaan estdvidt nimensd mukaisesti solujen
jakautumista. Jos niiden toiminta estyy, solut voivat jatkaa jakautumista
rajattomasti. Syévan kehittyminen vaatii yleensa useita mutaatioita naissa

molemmissa geenityypeissa (Isola ja Kallioniemi 2013).

Syovén synty on pitkd prosessi, jossa on useita vaiheita. Ensimmaista
vaihetta kutsutaan initaatioksi, jolloin tapahtuu DNA:n mutaatio. DNA-
mutaatioissa yksi DNA:n nukleotidi katoaa tai muuttuu, ja tdma vaikuttaa
geenin koodaamaan proteiiniin. Pistemutaatio voi siis muuttaa syntyvan
proteiinin  toiseksi tai pysayttdd proteiinisynteesin liian aikaisin.
Kromosomimutaatioissa puolestaan koko kromosomin rakenne muuttuu.
Esimerkiksi translokaatiossa kaksi erilaista kromosomia vaihtavat osia.
Talloin onkogeeni eli sydpageeni voi siirtyd toisen geenin saatelyalueen

yhteyteen, ja johtaa proteiinituotannon moninkertaistumiseen. Geenien
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monistuminen taas on DNA-vaurio, joka syntyy DNA:n kahdentumisessa.
Se johtaa tytdrsoluihin, joissa on normaalia huomattavasti suurempi maara
kopiota onkogeenista. Initaatiovaiheessa muutoksen kohteena ovat yleensa

siis proto-onkogeenit ja kasvunrajoitegeenit (Isola ja Kallioniemi 2013).

Toinen vaihe sydvén synnyssa on promootio, jolloin kohdesolukolle
tapahtuu sydvan synnylle ratkaisevat vauriot. Promootiovaiheeseen liittyy
yleensé kohteena olevan solukon suurentunutta
solunjakautumisaktiivisuutta. Normaalin solunjakautumisen rajallisuudesta
ovat vastuussa kromosomien paissé olevat telomeerit ja DNA-polymeraasi.
Telomeerien alueella polymeraasi ei voi kahdentaa DNA:ta téydellisesti,
jolloin tytassoluihin tulee aina entistd hieman lyhyempi telomeeri ja lopulta
solunjakautuminen ei en&& ole mahdollista ja solu kuolee. Sy6pasoluissa
aktivoituu telomeraasientsyymi, joka estaa telomeerien lyhentymisen ja néin

mahdollistaa loputtoman jakautumisen (Isola ja Kallioniemi ym. 2013).

Promootion jalkeen seuraa progressio, jolloin solukossa tapahtuu lisaa
muutoksia, jotka lisdavét sen pahanlaatuisuutta. Talléin solut alkavat tayttaa
solubiologisesti sydvan tunnusmerkit; syopasolut pystyvét itse tuottamaan
tarvitsemansa kasvusignaalit, solut eivét reagoi ulkoisiin solunjakautumista
rajoittaviin signaaleihin ja ne pystyvat valttamaan apoptoosin eli
ohjelmoidun solukuoleman. Sydpasolut pystyvat myds jakautumaan
rajattomasti ja kasvain kykenee muodostamaan oman verisuonituksen
(angiogeneesi). Tyypillistd on myods kyky tunkeutua ympardéiviin kudoksiin
ja muodostaa etapesdkkkeita (Hanahan ja Weinberg 2010, Blanpain 2013).
Etépesdkkeitd syntyy jos syopasoluja kulkeutuu primaarikasvaimesta
imuneste- tai verenkierron mukana muualle elimistoon. Progressio selittda
myos sen, miksi aina yhdestd solusta alkunsa saanut syopékasvain siséltaa
lopulta ominaisuuksiltaan hyvin erilaista sydpasolukkoa. (Isola ja
Kallioniemi 2013)
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2.5. Rintasydvan synty ja eteneminen

Rintasydvan synnylle on olemassa kaksi teoriaa.  Perinteisen
evoluutioteorian mukaan sy0pd saa alkunsa rintarauhasepiteelin
kantasoluista, joihin kasautuu sattumanvaraisia mutaatioita ja nama
mahdollistavat syovan etenemisen. Kasvaimen fenotyyppi on néin ollen
mutaatioiden madrittamd. Toisen teorian (kantasoluteoria) mukaan
progenitorisolut eli esiastesolut joutuvat mutaation kohteeksi, jolloin
syntyneen  kasvaimen  fenotyyppi on riippuvainen  kantasolun
erilaistumisasteesta  (Olsson  2013).  Mutaation  kohteena  oleva
progenitorisolu voi myds sailyttdd kantasoluille ominaisen jakautumis- ja
erilaistumiskyvyn, jolloin se voi muuttuessaan yllapitdd erilaisten
pahanlaatuisten solujen kasvua ja ndin edesauttaa heterogeenisen kasvaimen

syntyé (Harkonen 2013).

Kaikille rintasyOpatyypeille on yhteistd naishormoni estrogeenin vélillinen
tai valiton vaikutus. Estrogeeni on véalttaméatontd maitorauhasen normaalille
kehitykselle ja se on tehokas kasvainpromoottori saddellesséan eri syista
muuntuneiden solujen kasvua. Rintarauhasen normaalissa epiteelissa
estrogeenireseptoreja esiintyy vain 0sassa luminaalisoluja,
myoepiteelisoluissa reseptoria ei ole. Kantasoluteorian mukaan luminaaliset
syopatyypit saavat alkunsa estrogeenireseptoria ilmentévista
progeteronisoluista ja estrogeeni myds stimuloi téllaisten karsinoomien
kasvua. Syovan edetessa etenkin ERBB2 (v-erb-b2 avian erythroblastic
leukemia viral oncogene homolog 2) eli HER2 (Human Epidermal grownht
factor gene 2) -onkogeenireittien aktivoituminen voi usein johtaa
estrogeenista riippumattomaan kasvuun ja estrogeenireseptoreiden toiminta

voi jopa vaimentua kokonaan. (Harkénen 2008).

Rintasydvan etenemiselle ratkaisevaa on kasvaimen tunkeutuminen tiehyen
tyvikalvon I4pi. Tdman mahdollistaa myoepiteelisolujen muuntuminen tai
katoaminen, jolloin niiden kasvua estédvé vaikutus h&vi&a. Kasvainsoluissa
on my6s mesenkymaalisten eli side- ja tukikuodoksen kantasolujen
ominaisuuksia, jolloin ne voivat irrota alustastaan ja kulkeutua muualle
elimistoon. Naitd muutoksia indusoivat etenkin tukikudoksien muodostamat

kasvutekijat.  Estrogeenireseptorien vaimeneminen edesauttaa myos
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kasvaimen invaasiota. Vaikka estrogeeni lisd&kin estrogeeni-positiivisten
solujen kasvua, se myo6s yllapitad solujen korkeaa erilaistumisastetta ja néin
estdd kasvainsolujen tunkeutumista ympéaroiviin kudoksiin (H&rkonen
2008).

2.5.1. Rintasydpaan liittyvat geenimuutokset

Tutkittaessa perinndllista rintasyopad on loydetty tiettyjd geenejd, joiden
mutaatiot altistavat voimakkaasti pahanlaatuisen kasvaimen synnylle.
Suvuittain esiintyvat syévat ovat yleensa BRCA1, BRCA2 (Breast Cancer 1
and 2 gene) tai p53 geenien muutosten aiheuttamia (Polyak 2007). Nama
kaikki ovat kasvunrajoitegeeneja ja osallistuvat DNA-vaurioiden
korjaamiseen  (taulukko 1). EGF (Epidermal Growth Factor)-
reseptorigeeniperheeseen kuuluva ERBB2 eli HER2-geeni kykenee
muuntamaan maitorauhasen soluja pahanlaatuisiksi ja HER2:n on todettu
olevan yliekspressoitunut suuressa osassa rintasyopia (taulukko 1)
(Harkonen 2008).

Muita rintasyovassa tutkittuja yli-ilmentyvia tai vaimentuneita geeneja ovat
esimerkiksi PTEN (Phosphate and Tensin Homolog), BCOX1 (Breast
Cancer Overexpressed Gene 1), HOXB9 (Homeobox 9) ja MUC1 (Mucinl,
Cell surface associated) (taulukko 1). PTEN on tuumorisuppressorigeeni,
joka sdatelee solujen kasvuun vaikuttavaa signalointia ja apoptoosia. Hairiot
sen toiminnassa edesauttavat syovan kehitysta (Koninki 2006). BCOX1:n
ekspressiota ei havaita normaalissa rintarauhaskudoksessa, joten se on
yhteydessa sydvan kehitykseen vaikka sen tarkkaa toimintamekanismia ei
tunnetakaan (Song ym. 2006). Yksilonkehitystd normaalisti ohjaava
homeoottinen HOXB9 edistdd syovén kehitykselle tarkeitd angiogeneettisia
tekijoitd (Hayashida ym. 2009). MUCL1 koodaa glykoproteiini musiinia ja
sitd esiintyy etenkin epiteelisoluissa. MUC1 yli-ilmentyminen stimuloi
solujen kasvua ja estdd immuunijarjestelméd tuhoamasta sy6pasoluja
(Zaretsky ym. 2006).
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Taulukko 1. Rintasydpéageenit

Geeni Normaali toiminta Toiminnan muutos sydpasolussa
BRCA1 kasvurajoitegeeni vaimeneminen

BRCA2 kasvurajoitegeeni vaimeneminen

p53 kasvurajoitegeeni vaimeneminen

HER2 solusignaloinnin saately yliekspressio

PTEN kasvurajoitegeeni vaimeneminen

BCOX1 ? yliekspressio

HOXB9 yksildnkehityksen ohjaus  yliekspressio

MUC1 glykoproteiini musiinin yliekspressio
tuotanto

Néiden lisdksi on l0ydetty monia muitakin onkogeenejd ja
kasvunrajoitegeenejd, jotka pystyvat muuntamaan rauhasepiteelida ja
saateleméaan kasvainsolujen toimintaa. Nama selittavatkin, miksi rintasyovat
voivat olla hyvin heterogeenisida ja niiden fenotyypit hyvin yksiléllisia
(Harkonen 2008).
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2.6. Rintasyovan toteaminen, luokittelu ja ennusteelliset
tekijat

Rintakudoksen muutosten toteamiseen kadytetddn kolmoisdiagnostiikka,
johon kuuluu rintojen inspektio ja palpaatio kasin, kuvantamistutkimukset,
sekd neulanadytteiden histopatologiset tutkimukset (Sudah 2013). Jos
yksikddn kolmoisdiagostiikan osista viittaa pahanlaatuisuuteen, muutos
poistetaan aina Kirurgisesti. Ensisijainen kuvantamismenetelm& on
mammografia ja tdman  lisdksi  tehdd&n yleensd taydentdva
ultradénitutkimus. Nuorilla (alle 30- v.) naisilla rintakudos on tiiviimpéaa,
jolloin mammografian sensitiivisyys ei valttdmatta ole riittdva. Na&issa
tapauksissa ensisijainen kuvantamismenetelmd on ultradanitutkimus
(Leidenius ja Joensuu 2013). Kaikista epailyttavista 16ydoksistd otetaan
paksuneulanaytteet tai vakuumibiopsia ultradanitutkimuksen yhteydessa.
Néytteita tulee ottaa riittdvan monta mahdollisimman luotettavan diagnoosin
saamiseksi (Sudah 2013). Koska rintasyévan mahdollisia hoitovaihtoehtoja
on nykyaan useita, diagnoosien on oltava riittdvan yksityiskohtaisia. T&man
takia myos syopatyypin mahdollisimman tarkka luokittelu auttaa sopivan

hoidon valinnassa.

Kainalon imusolmukkeiden testaamisella saadaan talla hetkell& tarkein tieto
rintasyovan ennusteesta (Leidenius 2008). Sairaan rinnan puoleisen
kainalon rasvakudos poistetaan leikkauksen yhteydessa ja siitd tutkitaan
metastaattisten imusolmukkeiden madrd. Mitd enemmaén niit4d on, sitd
lyhyempédna voidaan pitdd seka tauditonta aikaa, ettd kokonaiselinaikaa.
Kasvaimen koko médritetddn myo6s aina ja suuren kasvaimen Kkyseessé
ollessa myods kainaloimusolmukemetastaasien riski kasvaa. Kasvaimen
erilaistumisaste, solujen jakautumisnopeus ja angiogeneesi kertovat myds
ennusteesta. Mitd vdhemman syopéasolut ovat erilaistuneet, sitd pienempi on
metastoitumisriski ja sitd parempi on 5-vuotiselossaoloennuste. Solujen
suuri jakautumisnopeus ja verisuoni-invaasio huonontavat ennustetta. Noin
60-80 % kaikista ~ rintasyovista ilmentdd  estrogeeni-  ja

progesteronireseptoreja ja ennuste tdméan tyyppisten kasvainten kohdalla on
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yleensd parempi kuin reseptorien suhteen negatiivisilla kasvaimilla.
Reseptorimadaritykselld on myds merkitystd sopivaa ladkehoitoa valittaessa
(Leidenius 2008).

2.6.1 Histologinen luokittelu

Rintasydvan lopullinen histologinen luokitus tehddan aina leikkauksen
yhteydessd formaliinilla fiksoidusta parafiinileikkeestd. Rintasyopa
luokitellaan yleensd kasvutapansa perusteella kahteen p&atyyppiin.
Duktaalinen karsinooma on rintatiehyista alkanut karsinooma ja
lobulaarinen karsinooma puolestaan on rauhasperdinen syopad. Useita
muitakin rintasyopia tavataan, mutta ne ovat huomattavasti harvinaisempia
kuin edelld mainitut. Lisaksi niiden ennuste on yleensa parempi (Leidenius
& Joensuu 2013).

Duktaalinen karsinooma

Duktaalinen karsinooma saa alkunsa rintatiehyiden soluista ja se edustaa
noin 70 %:a kaikista rintasyovistd. Invasiivinen duktaalinen karsinooma on
sen yleisin muoto, ja sen esiintyvyys on noin 40-70% (Heikkila 2008).
Invasiivisen kasvaimen solut tunkeutuvat rintatiehyen sisalta ympéroivaan
kudokseen ja kasvain voi ndin ollen l&hettaa etdpesakkeitd. Intraduktaalinen
karsinooma, carsinoma inductale in situ (DCIS) ei puolestaan levia
rintatiehyen ulkopuolelle, eikd se siis voi kaytdnndssa metastoitua
(Leidenius & Joensuu 2013). Sen vuoksi se onkin luokiteltu rintasyovén
esiasteeksi, eikd varsinaiseksi syovéksi. Duktaalisen karsinooman
mikroskooppinen kuva on hyvin vaihteleva. Solut voivat kasvaa
nauhamaisina tai mattomaisina rakenteina tai solujonoina. Tuman koko voi
vaihdella paljon (Heikkila 2008).

Lobulaarinen karsinooma

Kaikista rintasyovista noin 10-20% on lobulaarisia karsinoomia (Leidenius
& Joensuu 2013, Heikkila 2008). Kyseessd on rauhasperdinen
kasvaintyyppi, joka on  viime  vuosikymmenind yleistynyt
hormonikorvaushoitojen kayton seurauksena. Lobulaarisella rintasyovalla

on duktaalista suurempi todennakdisyys esiintyd molemmissa rinnoissa.
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Siitd huolimatta sen ennuste on melko samanlainen kuin duktaalisella
karsinoomalla. Invasiivinen muoto lobulaarisesta karsinoomasta voi lahettaa
etdpesakkeitd, etenkin vatsaonteloon. Lobulaarisen karsinooman in situ-
muoto luokitellaan kuitenkin rintasyovéan vaaratekijéksi, ei esi-asteeksi.
Mikroskooppisesti lobulaariselle karsinoomalle on tyypillistd solujen kasvu

jonomaisina rakenteina ja tumat ovat usein pienia (Heikkila 2008).
Muut rintasy6véat

Tubulaarinen karsinooma on hyvin erilaistunut duktaalinen karsinooma,
jossa solut kasvavat nimenséd mukaisesti tubulaarisina eli tiehyen kaltaisina
rakenteina (Leidenius & Joensuu 2013). Kasvain lahettdd harvoin
etapesakkeitd ja sen ennuste on erinomainen. Kaikista rintasyévista noin 2-7
% on tubulaarista karsinoomaa (Heikkila 2008). Harvinainen (1-2 %)
papillaarinen karsinooma esiintyy sek& invasiivisena ettd in Situ-
muotoisena. Useimmiten se esiintyy osana duktaalisita karsinoomaa.
Papillaarisen karsinooman ennuste on yleensa hyva. Kasvaimen solut
muodostavat papillaarisia rakenteita tiehyiden sisalla. Medullaarinen
karsinooma esiintyy laajoina selkeérajaisina solusaarekkeina ja solut ovat
poikkeuksellisen suuria (Leidenius & Joensuu 2013). My6s tdman muodon
ennuste on suhteellisen hyva. Musinoottisen karsinooma on tarkkarajainen,
gelatiinimainen kasvain (Heikkila 2008), jonka solujen ulkopuolella on
paljon limaa. My6s tdmén muodon ennuste on hyva (Leidenius & Joensuu
2013).

2.6.2. Patologinen luokitus

Tutkittaessa rintasyovan levinneisyytta kaytetaan yleisesti UICC:n (Union
for International Cancer Control) patologista TNM- luokitusta (taulukko 2).
T-luokalla tarkoitetaan kasvaimen kokoa, N-luokalla alueellisten
imusolmukkeiden tilaa ja M-luokalla etépesdkkeitd. Levinneisyysluokitus
tehd&én aina, jos potilaalla on etdpesékkeisiin viittaavia 10ydoksiéa tai oireita,

tai jos syopa on uusiutunut paikallisesti (Joensuu ja Huovinen 2013).
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Taulukko 2. Rintasyovan TNM-luokitus
(Rintasydvéan valtakunnallinen diagnostiikka-

ja hoitosuositus 2013)

Primaarikasvain (pT-luokka)

pTX
pTO
pTis

pT1
pT2

pT3
pT4

pT4a
pT4b

pT4c

pT4c

Primaarikasvainta ei voida maarittaa
Ei viitteitd primaarikasvaimesta

Karsinooma in situ tai Pagetin tauti, jonka yhteydessa ei ole
osoitettavissa kasvainta

Kasvaimen suurin l&pimitta on <2 cm

Kasvaimen suurin I&pimitta on yli 2, mutta korkeintaan 5
cm
Kasvaimen suurin lapimitta on yli 5 cm

Minka tahansa kokoinen kasvain, joka kasvaa
suoraan ihoon tai rintakeh&n seindméan, johon
luetaan kylkiluut,interkostaalilihakset ja serratus
anterior-lihas mutta ei pectorialislihasta

Kasvain on kiinnittynyt rintakeh&n seindméaén

Appelsiini-ihomuutos,haavauma tai saman rinnan alueella
olevia satelliittipesakkeité

Molemmat edelld mainitut (pT4a ja
pT4b)

Inflammatorinen

karsinooma

Alueelliset imusolmukkeet (pN-luokka)

pNX
pNO

pN1mi

pN1

pN2

pN3

Alueellisia imusolmukkeita ei voida méaarittaa

Ei imusolmuke-

etdpesakkeitd

Mikrometastaasi (kooltaan yli 0,2 mm, mutta korkeintaan 2
mm)

Metastasointi 1-3 imusolmukkeessa samanpuoleisessa
kainalossa ja/tai mikroskooppinen metastointi
samanpuolisissa parasternaali-imusolmukkeissa

Metastasointi 4-9 imusolmukkeessa samanpuolisessa
kainalossa tai kliinisesti todettu metastointi samanpuolen
parasternaali-imusolmukkeissa muttei molemmissa

Metastasointi vahintaan 10 kainaloimusolmukkeessa tai
kainalometastasoinnin Kliinisesti todettu metastasointi
samanpuolisissa parasternaali-imusolmukkeissa tai
metastasointi vahintaddn 3 kainaloimusolmukkeessa
mikroskooppisen parasternaalimetastasoinnin lisaksi tai
metastasointi infra-tai supraklavikulari-imusolmukkeissa

Etépesakkeet kauempana (M-luokka)

MX
MO

M1

Etapesédkkeita ei voida madrittaa
Ei

etdpesidkkeitd

Etépesékkeita
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2.6.3. Genotyyppiin perustuva luokittelu

Viime aikoina rintasyovan luokittelussa on alettu kayttdd my0s
genotyyppiin perustuvaa luokittelua perinteiseen mikroskooppiseen kuvaan
perustuvan fenotyypiluokittelun liséksi. Genotyyppiluokittelusta on hyo6tya
etenkin arvioitaessa sybvdn ennustetta ja ladkehoitojen vastetta.
Rintasydvan genotyyppialaryhmat ovat HER2-muoto, luminaalinen A ja B
muoto, sek& basaalinen muoto. HER2 eli ERBB2- geeni koodaa solukalvon
lapdisevéd ja solun kasvua saatelevad solusignaloinnissa mukana olevaa
glykoproteiinia. ERBB2- geenin on todettu olevan monistunut noin 15
%:ssa kaikista rintasyovistd. HER2- rintasyOpatyyppi ei ilmenna estrogeeni-
tai progesteronireseptoreja. Molemmat luminaaliset tyypit ilmentavét
puolestaan estrogeeni- ja mahdollisesti progesteronireseptoreja. A-tyyppi on
ERBB2:n suhteen positiivinen ja B- muoto negatiivinen. Basaalinen muoto
puolestaan on nk. kolmoisnegatiivinen eli on negatiivinen estrogeeni-,
progesteroni- ja HER2-reseptorien suhteen (Heikkil& ja Karja 2013). Naista
kolmesta basaalisen ryhman kasvaimilla on huonoin ennuste, kun taas

luminaalisella A-muodolla ennuste on paras (Polyak 2007).
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3. RINTASYOVAN HOITO

Rintasydvan hoito suunnitellaan yksil6llisesti ottaen huomioon kasvaimen
ennusteelliset ja levinneisyystekijat, sekd potilaan yleinen terveydentila.
Hoitomenetelmé&t ovat leikkaushoito, sédehoito ja ladkehoito (Leidenius ja
Joensuu 2013, Duodecim Kéaypa hoito-suositus 2007).

3.1. Leikkaushoito

Leikkaushoidon suunnitteluun vaikuttavat kasvaimen laatu ja koko, potilaan
ikd, terveydentila ja omat toiveet mahdollisesta rinnan séilyttamisesta
(Jahkola ym. 2007). Leikkaushoidon tavoitteena on poistaa kasvain ja
kainalon alueen imusolmukkeiden metastaasit. Samalla selviaa lopullisesti
kasvaimen koko sekd ennusteeseen vaikuttavat tekijat. Rinnan saéstavalla
leikkauksella poistetaan kasvain ja riittdvasti tervettd kudosta sen ymparilta.
Saastavé leikkaus on nykyddn yha yleisempi, mutta sille on my6s joitain
vasta-aiheita; kasvaimen suuri koko ja huono sijainti seka pieni rinnan koko
ovat usein esteena saastavalle leikkaukselle. Jos potilas on hyvin nuori,
paikallinen uusimisriski on suurempi, joten kokopoisto on suositeltavaa,
samoin kuin rintasyovélle altistavan geenimutaation kantajan kohdalla
(Leidenius ja Joensuu 2013). Osapoistoon tulee aina liittdd mukaan
sédehoito paikallisen uusimisriskin valttamiseksi. Viime aikoina on todettu
ettd saastdvalla leikkauksella ja sddehoidolla saadaan usein yhtd hyva

hoitotulos kuin koko rinnan poistolla (Jahkola ym. 2013)

Masektomiassa eli koko rinnan poistossa pyritdéan saamaan Kkaikki
rintarauhaskudos pois mahdollisimman tarkkaan. Potilaan toiveesta ja
sairauden laadusta riippuen rinnan rekonstruktio voidaan tehdd heti
syopaleikkauksen yhteydessa tai my6hemmin. NyKkyisin
korjausleikkauksilla saadaan varsin tyydyttavia tuloksia eivatkd ne rasita
potilasta kohtuuttomasti (Jahkola 2007).

Rintasyopaleikkauksen yhteydessé poistetaan usein kainalorasvan mukana
kainalon imusolmukkeet tai osa niistd, koska imusolmukkeiden metastaasit
ovat rintasydvan tarkein ennusteellinen tekij& (Leidenius 2013).
Imusolmukkeet tutkitaan ennen leikkausta ultradénelld ja tarvittaesssa

imusolmukkeista otetaan koepalat. Mikéli koepalossa ei ndhda metastaaseja,
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potilaalle tehdd&n yleensa vartijasolmukebiopsia (Vehmanen 2012).
Vartijaimusolmukkeilla tarkoitetaan ensimmaisid imusolmukkeita, joihin
imuneste rinnasta kulkeutuu (Mustonen 2001). Naiden imusolmukkeiden
tila kuvaa hyvin kaikkien kainalon alueen imusolmukkeiden tilaa. Jos
vartijasolmukkeissa ei havaita metastaaseja, voidaan kainalotyhjennyksesta
luopua, koska se aiheuttaa potilaalle usein haittavaikutuksia. Tallaisissa
tapauksissa sédehoito ja laakkeellinen liitdnnéishoito ovat kuitenkin yleensa

valttamattomia (Vehmanen 2012).

3.2. Sadehoito

Postoperatiivinen sddehoito on ollut keskeisessd asemassa rintasyovén
hoidossa jo vuosikymmenien ajan (Schratter-Shen 2012). S&dehoidossa
kaytetddn suurienergista ionisoivaa séteilyd, joka vaurioittaa DNA:ta ja
vaikuttaa nain etenkin jakautumisvaiheessa oleviin soluihin (Kouri ja Sailas
2013). Syopasolujen jakautuminen on normaaleja soluja nopeampaa, joten
sédehoidolla  pyritddn kohdistamaan solujen vaurioittaminen vain
pahanlaatuisiin soluihin. Sadehoidolla on kuitenkin vaikutuksia myos
terveisiin soluihin. Sadehoitoa annetaan potilaille leikkaushoidon jélkeen ja
tarkoituksena on tuhota mahdolliset leikkausalueelle tai imusolmukkeisiin
jaéneet syopasolut (Joensuu ja Huovinen 2013). Sadehoito vahentaa selvasti
paikallista uusiutumisen riskid. Saastdvan leikkauksen jalkeen hoito
paikallistetaan jéljelle jaaneelle rinnan alueelle ja tarvittaessa kainalon
imusolmukkeisiin. Masektomian jélkeen sddehoito on aiheellista vain, jos
kasvain on ollut suuri tai imusolmukkeista on l0ytynyt mestastaaseja.
Talldin sateilyannos kohdistetaan leikkausonteloon ja imusolmukkeisiin
(Vehmanen 2013). Hoitoa annetaan yleensd useita kertoja viikossa 3-5
viikon ajan. Yksi hoitokerta kestdd yleensd muutamia minuutteja.
Sadehoidon kokonaisannoksen jako pienempiin kerta-annoksiin on todettu
olevan yhté tehokasta kuin suuren kerta-annoksen antaminen. Nain voidaan
normaalin kudoksen reaktioita sateilyannokseen vahentdd merkittavasti
(Kouri ym. 2013).
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3.3. Laakehoito

3.3.1. Solunsalpaajat

Sytostaatit eli solunsalpaajat vaikuttavat solujen jakautumista estévasti eika
niilld juurikaan ole tehoa jakautumisen lepovaiheessa oleviin soluihin
(Elonen 2001). Sytostaateilla on useita vaikutusmekanismeja kasvainsolujen
rakenteisiin ja toimintoihin. Ne voivat esimerkiksi hairita tai estdd DNA:n
synteesid tai muodostaa virheellisia DNA-sidoksia. Rintasyovéan hoidossa
kaytetddn yleensd useamman solunsalpaajan yhdistelmaa, jolloin pyritadan
saavuttamaan eri jakautumisvaiheessa olevat solut. Nain pyritddn seka
tehostamaan laakehoidon vaikutusta, ettd véhentdmaéan haittavaikutuksia,
kun yhtd l4&keainetta kaytetddn pienempi maard (Johansson 2012).
Laakehoito toteutetaan yleensa laskimoon annettuna infuusiona ja annostus
suhteutetaan potilaan yleistilaan, kokoon ja muihin sairauksiin. Infuusiot
annetaan kolmen viikon vélein kerta-annoksena, yleenséd kuuden viikon
ajan. Taulukossa 3 on esitelty yleisimpié rintasyovan hoidossa kéytettyja

solunsalpaajia.

Taulukko 3. Rintasydvan hoidossa yleisimmin kaytetyt solunsalpaajat

Vaikuttava

aine Vaikutustapa Antotapa Annostus Kauppanimi(&)
syklofosfamidi alkyloiva aine, DNA- laskimoinfuusio, laskimoon 600- Sendoxan, Endoxan
ketjun  katkeaminen, oraalinen 2400mg/m? 3-4
virheelliset sidokset vkon  valein,
oraalinen  50-
150mg/vrk
epirubisiini topoisomeraasi I1- laskimoinfuusio 60-120mg/m?  Epirubicin
estdja, DNA-synteesin 3-4 vko vilein
esto
fluorourasiili  antinetaboliitti, DNA- laskimoinfuusio 600mg/m? 3-4 Fluorouracil,
vauriot ja synteesin vko vilein Flurablastin
esto
metotreksaatti  foolihappoanalogi, laskimoinfuusio, laskimoon 10- Ebetrex,
DNA-synteesin esto  oraalinen 60mg/m2,oraali Methorexat,
sesti <30mg/m? Metoject, Trexan
maks. 5 pva
ajanttauko 2
vko
doketakseli mitoosinestaja laskimoinfuusio 60-75mg/m2? 3- Taxotere
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Yleisin rintasyévan hoidossa nykyisin kéytetty yhdistelmahoito on CEF
(Cyclophospamide, Ebirubisin,  5-fluorouracil) eli  syklofosfamidin,
ebirubisiinin ja fluorourasiilin yhdistelm&. Syklofosfamidi on alkyloiva
ladkeaine, joka muodostaa kovalentteja sidoksia DNA-ketjun sisééan tai
ketjujen valille (Duodecim Laaketietokanta 2014). Sidosten seurauksena
DNA-ketju usein katkeaa tai muodostuu uusia virheellisid sidoksia.
Syklofosfamidi on aihiolédéke, eli se on inaktiivinen ennen kuin se
metaboloituu maksassa aktiiviseen muotoon (Puistola ja Véhékangas 2014)
(kuva 3). Terapeuttisesti tehokkain syklofosfamidin metaboliitti on 4-

hydroksisyklofosfamidi (Duodecim ladketietokanta 2014).
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Kuva 3. Syklofosfamidin ja 4-hydroksisyklofosfamidin rakenne © 2013 TLC

PharmaChem Inc.

Ebirubisiini (kuva 4) on doksorubisiinin johdannainen, jolla on useita
soluun  kohdistuvia  vaikutuksia ~ (Elonen ja  Tolonen  2014).
Solunsalpaajavaikutuksen  kannalta keskeinen mekanismi  kohdistuu
topoisomeraasi Il- entsyymin toiminnan estoon. Topoisomeraasi Il on
valttdmatdn entsyymi DNA:n kopioinnissa. Epirubisiini kiinnittyy DNA:n ja
topoisomeraasin véliseen kompleksiin estden entsyymin toiminnan ja
aiheuttaa DNA- ketjun katkeamisen. Ndin uuden DNA-ketjun syntetisointi

ei ole mahdollista ja kohdesolu tuhoutuu lopulta apoptoottisesti.
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Kuva 4. Epirubisiinin rakenne © 2013 TLC PharmaChem Inc.

Fluorourasiili (kuva 5) on antimetaboliitti, jonka vaikutus perustuu
tymidylaattisynteesin estoon. Tymidylaatti-entsyymin avulla solu syntetisoi
DNA:n  tymidiini-nukleotideja.  Fluorourasiilin  aiheuttamat  hairiot
entsyymin toiminnassa aiheuttavat DNA:n nukleotideissa epétasapainon,
mika lopulta johtaa vaurioihin DNA:ssa ja sen synteesissa.

Kuva 5. Fluorourasiilin rakenne © 2013 TLC PharmaChem Inc.

Jos CEF-yhdistelmahoito ei jostain syysta sovellu potilaalle, toinen kéytetty
yhdistelmd on CMF (Cyklofosfamid, methotrexate, 5-flurouracil), jossa
epirubisiini on korvattu metotreksaatilla (kuva 6). Metotreksaatti on
foolihapon analogi, joka soluissa estdd dihydrofoolihapporeduktaasin
(DHFR) toimintaa (Duodecim l&&ketietokanta 2014). DHFR:n toiminnan
esto johtaa hairidihin pyrimidiinien ja puriinien synteesissa, ja sitd kautta

muutoksiin myds DNA:n synteesissé.
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Kuva 6. Metotreksaatin rakenne © 2013 TLC PharmaChem Inc.

Edelld mainittuihin  yhdistelmiin voidaan liséksi tarvittaessa lisata
taksaanihoito. Taksaaneista yleisimmin kaytetdan doketakselia (kuva 7).
Doketakseli on mitoosin estdja, joka sitoutuu solujen mikrotubulusten
tubuliiniproteiinin  ja stabiloi mikrotubuluksia (Elonen 2001). Nain
mikrotubulusten normaali toiminta mitoosin aikana héiriintyy, eivétkd ne

VoI erottaa vastinkromosomipareja toisistaan.

Kuva 7. Doketakseli rakenne © 2013 TLC PharmaChem Inc.

3.3.2. Hormonaalinen hoito

Hormonaalinen lddkehoito tehoaa vain estrogeenireseptoripositiivisiin
syopatyyppeihin ja sitd voidaan antaa sekd pre- ettd menopausaalisille
potilaille (Joensuu ja Huovinen 2013). Hormonaalisessa hoidossa kaytetaan

tamoksifeenia ja aromataasinestdjia (Huovinen ja Tanner 2013). Taulukossa
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4 on esitelty Suomessa rintasydvan hoidossa kaytettdvat hormonaaliset
laékkeet.

Taulukko 4. Rintasydvén hoidossa kéytetyt hormonaaliset 1aédkkeet

Vaikuttava aine  Vaikutustapa Antotapa Annostus Kauppanimi(a)
tamoksifeeni antiestrogeeni oraalinen  20mg/vrk 5v.  Tadex, Tamofen
ajan
anastrotsoli aromataasin estdja  oraalinen  1mg/vrk 5v. Anastrozol,
ajan Anazol,
Arimidex
letrotsoli aromataasin estdja  oraalinen  2.5mg/vrk 5. Femar,
ajan Letrolan,
Letrozol
eksemestaani aromataasin estdjad  oraalinen  25mg/vrk 5v.  Aromasin,
ajan Exemestan,
Xemestan

Tamoksifeeni (kuva 8) on antiestrogeeni, joka sitoutuu estrogeenin kanssa
samaan solukalvon reseptoriin ja estaa ndin estrogeenin vaikutuksia solussa
(Véhékangas ja Puistola 2014).
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Kuva 8. Tamoksifeenin rakenne © 2013 TLC PharmaChem Inc.

Aromataasinestdjia pidetddn nykyaan tehokkaampana kuin tamoksifeenia
(Joensuu ja Huovinen 2013). Rintasydvan hoidossa kaytettyja aromataasin
estdjid ovat anastrosoli, letrotsoli ja eksemestaani (kuva 9). Niiden vaikutus
perustuu estrogeenin synteesin estoon. Aromataasin estdjat soveltuvat vain

postmenopausaalisille potilaille, silla toimivat munasarjat voivat alkaa
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kompensoida hormonivajetta ja ndin potilaalle voi kehittyd munasarjojen
kudoksen liikakasvua (Joensuu ja Huovinen 2013). Postmenopausaalisilla
naisilla androgeenejéd (androsteenidioni ja testosteroni) muodostuu lahinna
lisdamunuaisissa ja aromataasienstyymin avulla androsteenitioni muuttuu
edelleen estroniksi ja lopulta estradioliksi. Anastrosoli, letrotsoli ja
eksemestaani sitoutuvat kilpailevasti aromataasiin estden ndin luonnollisten
substraattien  kiinnittymisen. Aromataasin estijat inhiboivat siis jo
estrogeenin synteesia kun tamoksifeeni vain estdad elimistosséd jo olevan

estrogeenin vaikutusta (Duodecim l&éketietokanta 2014).
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Kuva 9. Anastrosolin, letrotsolin ja eksemestaanin rakenne © 2013 TLC

PharmaChem Inc.
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3.3.3. Tasmalaakkeet

Syovén synnystd, kasvusta ja levidmisestd on nykyddn paljon tietoa ja tdma
on mahdollistanut  tdsmalddkkeiden kehityksen.  Té&smalddkkeelld
tarkoitetaan ladkeainetta, joka pystyy hairitsemaan nimenomaan syopasolun
kasvua ja toimintaa vaikuttamatta terveisiin soluihin. Taulukossa 5 on
esitelty Suomessa rintasyOvan hoidossa kaytettyjd tdsmélaakkeitd. Talla
hetkelld kéytetyin tdsmaladke on trastutsumabi.

Taulukko 5. Rintasyévan hoidossa kaytettyja
tédsmalaédkkeitd
Vaikuttava
aine Vaikutustapa Antotapa Annostus  Kauppanimi(d)
trastutsumabi  HER2-vasta-aine laskimoinfuusio, 6-8mg/kg 3 Herceptin,
injektio ihon vko valein Kadcyla
alle tai 4-
2mg/Kkg
1xvko, ihon
alle 600mg
lapatinibi HER2-vasta-aine oraalinen 1250- Tyverb
1500mg/vrk

pertutsumabi HER2-vasta-aine laskimoinfuusio aloitus Perjeta
840mg,

jatko
420mg
3vko valein

bevasitsumabi VEGF-vasta-aine laskimoinfuusio  5-15mg/kg ~ Avastin
3vko valein

Tasmalaakitys on kayttokelpoinen kun syovéssa havaitaan HER2- geenin
monistuma tai syopa ilmentdd HER2- proteiinia (Joensuu ja Huovinen
2013). Trastutsumabi (kuva 10) on monoklonaalinen vasta-aine HER2-
reseptorille. Monoklonaalisella vasta-aineella tarkoitetaan yhden antigeenin
tietylle epitoopille eli vasta-aineen sitoutumiskohdalle spesifistd vasta-
ainetta. Trastutsumabi sitoutuu HER2- reseptorin solunulkoiseen osaan
estden sen aktivoitumista ja viestinvélitystda (Duodecim ladketietokanta
2014). Nain solukasvu hidastuu. Trastutsumabi saa my6s aikaan
immuunireaktion k&ynnistymisen luonnollisten tappajasolujen vélityksella
(Isola ja Kallioniemi 2013). Trastutsumabin k&yttd yhdessd taksaanien

kanssa lisda sen tehoa huomattavasti (Bono ja Joensuu 2010).
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Kuva 10. Trastutsumabin rakenne © Leanne Berry

Syopésolun entsyymit voivat saada HER2-reseptorin solunulkoisen osan
irtoamaan, mutta solun siséan jaa yhéa reseptorin solun siséinen osa p95, joka
voi edelleen yll&pitdd solun kasvua (Bono ja Joensuu 2010). Lapatinibi
(kuva 11) on tasmaélaédke, joka padsee tunkeutumaan syopéasolun sisaan,

missa se sitoutuu p59-osaan ja estaa tata kautta solun kasvua.

Kuva 11. Lapatinibin rakenne © 2013 TLC PharmaChem Inc.

Pertutsumabi (kuva 12) puolestaan sitoutuu HER2-reseptorin solun
ulkoiseen osaan, mutta eri kohtaan kuin trastutsumabi. Ladke estad HER2:n
vuorovaikutusta muiden HER-sukuisten reseptorien kanssa (Duodecim
ladketietokanta 2014). Kaikkien yll& mainittujen signalointireittien
estyminen johtaa solun kasvun pysdhtymiseen ja lopulta apoptoosiin
(Duodecim Ladketietokanta 2014).
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Kuva 12. Pertutsumabin rakenne © 2011 Genetech Inc.

Neljés rintasydvan hoidossa kaytetty tasmaladdke bevasitsumabi (kuva 13)
on my6s monoklonaalinen vasta-aine ja sen kohteena on verisuonten
endoteelin kasvutekija VEGF (vascular endothelial growth factor) (Bono ja
Joensuu 2010). VEGF:n aktiivisuuden estdminen véhentda kasvaimen
verisuonitusta ja uusien suonien muodostumista, ja sitd kautta kasvaimen
kasvua (Duodecim ladketietokanta 2014). Bevasitsumabia kéytetddn yleensa

yhdistelmé&hoitona solunsalpaajien kanssa (Bono ja Joensuu 2010).
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Kuva 13. Bevasitsumabin rakenne © 2006 Kidney Cancer Institute
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3.3.4. Neoadjuvanttihoito

Neoadjuvanttihoidolla tarkoitetaan ennen leikkausta annettavaa ladkehoitoa
(Auvinen 2013). Hoidon tarkoituksena on pienentdd kasvaimen kokoa,
jolloin potilaalle voidaan mahdollisesti tehdd saastavd leikkaus
masektomian  sijaan  (Thompson ja  Moulder-Thompson 2012).
Neoadjuvanttihoito on suositeltavaa my06s niissé tapauksissa, joissa sairaus
on edennyt paikallisesti rinnan tai kainalon imusolmukkeiden alueella
(Auvinen 2013) tai jos kasvaimen ennuste on huono (Thompson ja
Moulder-Thompson  2012). Neoadjuvanttihoito mahdollistaa  myds
kasvaimen hoitoihin reagoinnin seuraamisen, jolloin tehoamaton hoito
huomataan yleensd nopeammin. Sydvéan hoidossa kaytettavilla la&kkeilld on
aina haittavaikutuksia, ja nain potilas voi séastya turhilta hoidoilta

(Thompson ja Moulder-Thompson 2012).

Ennen neoadjuvanttihoidon aloittamista selvitetddn kasvaimen koko,
histologia, erilaistumisaste ja mahdolliset estrogeeni-, progesteroni- ja
HER2-reseptoripositiivisuudet. Myos kainaloimusolmukkeiden tila tutkitaan
ennen laékityksen valintaa ja aloitusta (Auvinen 2013). Hoito aloitetaan
yleensd  solunsalpaajilla;  antrasykliinilla, taksaanilla tai  ndiden
yhdistelmélld. Kuureja pyritddn antamaan 6-8 perakkaista ennen leikkausta
(Thompson ja Moulder-Thompson 2012). HER2- reseptoripositiivisessa
syovassa kaytetddn ensisijaisesti taksaanin ja trastutsumabin yhdistelmé&a.
Tarvittaessa ndma voidaan yhdistaa muihin tasméalaakkeisiin pertutsumabiin
tai lapatinibiin. Estrogeenipositiivista kasvainta hoidettaessa
sytostaattilaékityksen sijasta voidaan kayttdd aromataasinestdjid tai
antiestrogeeneja. Hoitojen kesto neoadjuvanttihoidossa on sama kuin
liitannaisladkehoidossa (kpl 3.3.5.) (Auvinen 2013).

3.3.5. Liitannaislaakehoito

Rintasy0pad on usein levinnyt rinnan ja kainalon alueen imusolmukkeiden
ulkopuolelle, vaikka sité ei aina voidakaan todeta
levinneisyystutkimuksissa. Tdma vuoksi lahes kaikille potilaille aloitetaan
liitdnndisld&kehoito mahdollisimman pian leikkauksen jalkeen. Yleensa
mittarina ké&ytetadn yli 10 % uusiutumisriskid (Duodecim Kaypahoito 1997).

Hoidot pyritdan aloittamaan 6-8 viikon kuluttua leikkauksesta (Huovinen ja
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Tanner 2013). Laakehoitona kaytetddn solunsalpaajia eli sytostaatteja,
hormonaalisia hoitoja sekd tdsmélaakkeitd (Joensuu ja Huovinen 2013).
Sopivaa liitdnnaisladkehoitoa valitessa luokitellaan kasvain
hormonireseptorien ja HER2- geeni-ilmentymisen perusteella, seka
arvioidaan uusiutumisriski. Jos uusiutumisriski on hyvin pieni ja kasvain
estrogeeni-positiivinen, voidaan solunsalpaajahoito jattdd pois ja kayttada
vain hormonaalista l&akitysta (K&ypa hoito 1997). Huomioon on otettava
myo6s potilaan ikd, muut sairaudet ja yleiskunto. Esimerkiksi sytostaatit
vahentavat uusiutumisriskid kaikissa syopatyypeissd, mutta laakityksen
haittavaikutukset rajoittavat sen kayttoéa (Auvinen 2013). Alle 35-vuotiaille
potilaille pyritadn aina aloittamaan liitdnnaislaakehoito, silla uusiutumisriski
nuorilla potilailla on aina suurempi. Jos potilas saa kaikkia liitannéishoitoja,
hoito aloitetaan solunsalpaajilla, jonka jalkeen annetaan sédehoito.
Mahdolliset hormonaaliset hoidot ja tdsmaladkitys voidaan aloittaa yhta
aikaa sddehoidon kanssa (Kéypa hoito 1997).

Solunsalpaajaléékityksesséd kaytetddn CEF- tai CMF-yhdistelmas, jota
potilas saa yhteensd 6-8 kerta-annoskuuria kuuria kolmen viikon valein
(Huovinen ja Tanner 2013). Hormonaalinen hoito jatkuu huomattavasti
pidempéén, yleensa noin 5 vuoden ajan. Tamoksifeeni sopii seka pre- etta
postmenopausaalisille potilaille. Koska kaikissa estrogeeni-positiivisissa
syovissé estrogeeni on térkein kasvutekija, premenopausaalisille potilaille
yksi vaihtoehto solunsalpaajien lisdksi on munasarjasuppressio eli
munasarjojen estrogeenituotannon lopettaminen (Kaypa hoito 1997).
Suppressioon  voidaan kayttdd LhRh (luteinizing-hormone-relasing
hormone)-analogeja eli luteinisoivan hormonin  vapauttajahormonin
analogeja. Talldin aivolisakkeen luteinisoivan hormonin eritys estyy ja sen
vaikutuksesta munasarjojen estrogeenituotanto  loppuu  (Duodecim
la&ketietokanta  2014).  Vaikutus ei  kuitenkaan ole  pysyva.
Estrogeenituotanto voidaan myo6s lopettaa munasarjojen sadehoidolla tai
kirurgisella poistolla. Naitd menetelmia kaytetd&dn nykyaan kuitenkin hyvin
vahan. Postmenopausaalisille potilaille voidaan kéyttdd tamoksifeenia,
letrotsolia tai anastrotsolia viiden vuoden ajan tai vaihtoehtoisesti naista

kahta erilaista kutakin 2-3 vuoden ajan niin ettd yhteishoitoajaksi tulee viisi
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vuotta. Tamoksifeenihoidon jalkeen joissakin tapauksissa voidaan hoitoa
jatkaa eksemestaanilla. HER2-positiivisessa syodvéassd solunsalpaajien
jalkeen aloitetaan vuoden ajaksi myos trastutsumabi, jota voidaan kéyttaa
yhtd aikaa sddehoidon ja hormonaalisten hoitojen kanssa (Huovinen ja
Tanner 2013)

3.3.6. Laakehoito erityistapauksissa

Levinneen rintasydvan hoito

Levinnyttd rintasy6pad ei yleensa koskaan voida téysin parantaa. Kaikilla
hoitomuodoilla on my6s haittavaikutuksia ja hoitojen vaikutus elinajan
pidentdmiseen on rajallinen. Keskeistd onkin potilaan eldmanlaadun
parantaminen, joten kéytettdvistd hoitomuodoista on aina keskusteltava
perusteellisesti potilaan kanssa. Hoidon kesto arvioidaan yksiléllisesti,
hoitoa on jarkevad jatkaa vain niin kauan kuin siitd saatavat hyddyt ovat
suurempia kuin haitat (Joensuu ja Huovinen 2013, Kataja 2008).

Levinneessd rintasyovassa metastaaseista kannattaa aina tehda erillinen
reseptori- ja HER2-méaéritys, koska -etépesdakkeiden tyyppi voi erota
priméarikasvaimesta (Huovinen 2013). Kun kyseessa on hormoni-
reseptoripositiivinen syopd, hoito aloitetaan yleensd antiestrogeenilla tai
aromataasin estdjilld (Joensuu ja Huovinen 2013). Noin 70 % levinneista
rintasyovistd on hormonireseptoripositiivisia (Saarto 2008). Hormonaalinen
hoito on melko hyvin siedettyd ja vaste hoidolle voi kestdd jopa vuosia
(Joensuu ja Huovinen 2013). Premenopausaalisilla potilailla kaytetdan
tassakin tapauksessa tamoksifeenia tai munasarjasuppressiota aiheuttavia
ladkkeitd, tai molempia yhdessa. Postmenopausaalisilla potilaille paras tulos
saadaan yleensd aromataasin estdjilla. Jos kaytetylla ladkkeella ei saada
haluttua vastetta, kokeillaan seuraavana hoitona muita hormonaalisen
hoidon vaihtoehtoja. Optimaalista jarjestystd hormonaalisille hoidoille ei ole
voitu esittdd. Jos sairaus etenee hormonaalisesta hoidosta huolimatta,
voidaan valill4 siirtyd solunsalpaajiin ja palata jalleen hormonaaliseen

hoitomuotoon (Huovinen 2013).

Reseptorinegatiivisten sydpien ensisijainen hoitomuoto on solunsalpaajat.

Solunsalpaajia kaytetddn hoitona myos, jos sairaus on hyvin nopeasti
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etenevd ja valittomasti potilaan henked uhkaava (Joensuu ja Huovinen
2013). Solunsalpaajilla saavutettava hoitovaste on yleensa alle vuoden
mittainen ja niitd voidaan kayttdd yksittdin tai yhdistelménd. Yleensa
yhdistelméhoidoilla saavutetaan hieman parempi hoitovaste. Mikaan
yksittdinen solunsalpaaja ei ole levinneen rintasydvdn hoidossa
osoittautunut selkeasti ylivertaiseksi (Kataja 2008). HER2-positiivisen
levinneen sydvan hoito aloitetaan solunsalpaajien (yleensa taksaani) ja
trastutsumabin yhdistelmélld, jonka on osoitettu lisddvan elinaikaa noin
puoli vuotta pelkk&éan solunsalpaajahoitoon verrattuna (Joensuu ja Huovinen
2013). Kaikkien kolmen reseptorin suhteen negatiivista syopad hoidetaan
vain solunsalpaajilla (Kataja 2008).

Rintasyopapotilaan hormonikorvaushoito

RintasyOpdapotilaat karsivat vaihdevuosioireista kuten terveetkin naiset.
Suurimpina ongelmina ovat kuumat aallot ja hikoilu. Niiden hoidossa
serotoniinin takaisinoton estajat, lahinna venlaflaksiini ja beetasalpaajista

propranololi ovat osoittautuneet kéyttokelpoisiksi (Joensuu ym. 2013).
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Kuva 14. Venlaflaksiinin ja propranololin rakenne © Sinco Pharmachem 2012,

Journal of Pharmacy and Bioallied Sciences 2013

Estrogeenia ja progesteronia tai niiden yhdistelm&a sisaltavia
hormonikorvaushoitoja tulisi rintasyopéapotilailla kayttad hyvin harkitusti ja
lyhytaikaisesti (alle viisi vuotta), silla ne lisdavét syévan uusiutumisriskia.

Niiden kaytolle ei kuitenkaan ole ehdotonta estettd mikéli potilaan syopé on
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hoidettu ja potilas karsii vaihdevuosioireista huomattavasti (Kéypa hoito
1997).

3.4. Laakehoidon haitat

Kaikki rintasyovan hoidossa kaytettdvat menetelmat aiheuttavat myos
haittavaikutuksia. Syopéasolut ovat lahtdisin elimiston normaalista solukosta,
jolloin niiden tuhoaminen on erittdin haastavaa eikd elimiston terveisiin
soluihin  kohdistuvilta haitoilta voida valttyd. Pitkddn kaytettyjen
syopaladkkeiden haitat ovat onneksi jo hyvin tunnettuja ja niitd voidaan
nykyéén hoitaa tai pyrkia vélttdmaan kokonaan. Rintasydpapotilaan hoito on
kuitenkin tasapainottelua hoidon hydtyjen ja haittojen vélilla ja jokainen
potilas reagoi hoitoihin yksil6llisesti (Joensuu ja Huovinen 2013, Kaypa
hoito 1997, Huovinen 2013).

3.4.1. Solunsalpaajien haittavaikutukset

Solunsalpaajien vaikutus perustuu niiden kykyyn estdd syopasolujen
jakautumista. Tastd johtuen ne vaikuttavat myods elimiston terveisiin
nopeasti  jakautuviin  soluihin. Tallaisia ovat etenkin luuytimen,
limakalvojen, ihon ja karvatupen solut. Limakalvot voivat kuivua ja niihin
tulla haavaumia, jotka pahimmillaan voivat johtaa antibiooteilla
hoidettavaan  verenmyrkytykseen. Karvatupen solujen tuhoutuminen
aiheuttaa hiusten ja muiden ihokarvojen 1&aht6a. Vaikutus ei kuitenkaan ole
pysyva vaan Kkarvoitus kasvaa takaisin hoidon loputtua. Luuytimessa
muodostuvien verisolujen, etenkin valkosolujen tuotanto laskee. Tadmén
vuoksi koko immuniteetti heikkenee ja altistaa potilaan monille infektioille.
Lahes kaikki solunsalpaajat ovat teratogeenisia eli sikidvaurioita
aiheuttavia. Koska solunsalpaajat ovat tehottomia liian pienill& annoksilla,
hoidossa pyritddn aina antamaan mahdollisimman suuri annos potilaan
elimistdn sietokyvyn rajoissa (Johansson 2012, Duodecim ladketietokanta
2014).

Syklofosfamidi aiheuttaa yleisimpien haittavaikutusten lisaksi usein verista
virstatieinfektiota, joka johtuu alkyloituvista metaboliiteista munuaisissa.
Hyvin suurilla annoksilla syklofosfamidi voi aiheuttaa rytmihéiridita.

Epirubisiinin merkittavin kerta-annosta rajoittava haitta on luuydinsupressio
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ja myos epirubisiini voi aiheuttaa rytmihairioitd. Epirubisiinin annossa on
oltava hyvin huolellinen, suonen ulkopuolelle joutunut l&ddkeaine aiheuttaa
usein hyvin hankalan paikallisen kudosvaurion. Fluorourasiilin suurimmat
haitat kohdistuvat koko ruuansulatuskanavan alueelle alkaen suun
limakalvovaurioista vatsakipuihin ja veriseen ripuliin. Hiukset voivat lahtea
taysin aiheuttaen kaljuuntumisen ja iho-oireet sekd silméatulendukset ovat
hyvin yleisid. Metotreksaatin yleisimmat haitat ovat hyvin samankaltaisia
fluorourasiilin kanssa, joskin luuydinsupressio on metotreksaattia saavilla
potilailla ~ vield  yleisempéa. Metotreksaatti aiheuttaa  usein
keuhkotulehduksen, joka voi helposti sekoittua viruksen aiheuttamaan
infektioon. Ainoana hoitona on lad&kkeen kayton lopettaminen, tosin
annostelua voidaan jatkaa potilaan oireiden parannuttua. Doketakselin ja
muiden taksaanien tarkeimmat haitat kohdistuvat luuytimeen, missa etenkin
valkosolujen maaré laskee. Haittavaikutuksiin liittyy usein my6s kuume.
Anemia on myo6s varsin yleista taksaaneja saavilla potilailla (Duodecim

laéketietokanta).

3.4.2. Hormonaalisten hoitojen haittavaikutukset

Hormonaalisten laékkeiden haittavaikutukset ovat padosin elimiston
normaaleja reaktioita estrogeenin  puutteeseen ja  muistuttavatkin
vaihdevuosioireita (Duodecim ladketietokanta 2014). Yleisimpid ovat
hikoilu ja kuumat aallot. Tamoksifeeni voi suurentaa kohtusyovan riskia
seka aiheuttaa laskimotukoksia (Joensuu ja Huovinen 2013). Aromataasin
estajia kaytettdessa elimiston estrogeenitasot laskevat hyvin pieniksi, jolloin
luuntiehyden pienentyminen on hyvin yleinen haittavaikutus. Osteoporoosin
mahdollisuutta suurentaa aromataasin estdjien pitkdaikainen kayttd ja
postmenopausaalisten potilaiden valmiiksi kohonnut osteoporoosiriski.

Muuten kaikki aromataasin estdjét ovat hyvin siedettyja (Sailas 2008).

3.4.3. Tasmaladkkeiden haittavaikutukset

Rintasydvan tdsmaladkkeistd tutkituin on trastutsumabi, joka on yleisesti
hyvin siedetty l4d&keaine (Joensuu ja Huovinen 2013). Trastutsumabin
infuusioon liittyy useilla potilailla viluisuutta ja lammonnousua, ja sen
kéayttd pienentdd elimiston neutrofiilien maaraa ja altistaa néin infektioille.

HER2- reseptorin esto voi johtaa syddmen pumppauskyvyn huononemiseen,
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joskin varsinainen kliininen syddmen vajaatoiminta kehittyy hyvin pienelle
madralle potilaita. Pumppauskyvyn muutokset korjautuvat yleensd hoidon
paatyttya (Duodecim l&&ketietokanta 2014).

Lapatinibin yleisimmat haitat kohdistuvat ruuansulatuskanavaan; potilailla
esiintyy usein pahoinvointia ja ripulia. La&kitys usein my0ds vésyttaa ja voi
aiheuttaa ihottumia. Pertutsumabin haittavaikutukset ovat hyvin samanlaisia
kuin trastutsumabin, joskin se aiheuttaa usein vield enemmaén
ruuansulatuskanavan oireita. Bevastitsumabin haitat liittyvat sen VEGF:n
toiminnan estoon. Verenpaine nousee lahes Kkaikilla potilailla, jolloin
laskimoveritulppien riski lisdéntyy. My6s haavat paranevat huonosti ja

limakalvot vuotavat herkasti verta (Duodecim ladketietokanta 2014).

3.5. Ladkehoidon tulevaisuus

Rintasydvan, kuten monien muidenkin sydpatyyppien padasiallisin
laékkeellinen hoitomuoto on solunsalpaajat. Solunsalpaajat ovat yleensa
hyvin tehokkaita rintasyévén hoidossa, mutta ne aiheuttavat myos runsaasti
haittavaikutuksia. Solunsalpaajien vaikutus perustuu niiden kykyyn estaa
syopasolujen kasvua ja jakaantumista. Ne Kkuitenkin vaikuttavat myos
osittain elimistdn normaaleihin, terveisiin soluihin ja tdman vuoksi
haittavaikutukset ovat merkittdvia (Kervinen ja Gahmberg 2004).
Tehotakseen syopasoluihin solunsalpaajahoidon annostuksen on oltava
riittdvan suuri ja haittavaikutukset usein rajoittavat riittdvaa annostelua.
Haittavaikutukset myos kestavat pitkddan solunsalpaajahoidon loputtua ja
monet potilaat kokevat hoitojen jalkeisen toipumisajan hyvin pitkana (Sailas
ja Leinonen 2012). Nykyaan tiedostetaan myo6s syopasolujen mahdollinen
resistenssi solunsalpaajille, sek& solunsalpaajien farmakokinetiikan suuri

vaihtelu potilaiden valilla (Elonen 2001).

Hormonaalisten hoitojen haluttu vaikutus, eli estrogeenitasojen lasku,
aiheuttaa myos paljon epamukavia haittoja. Solunsalpaajahoitoon verrattuna
hormonaalisen hoidon haittavaikutukset ovat usein lievi4, mutta hoidon
kesto on puolestaan hyvin pitkd, usein vuosia. Tdman vuoksi monet potilaat
kokevat myds hormonaalisen hoidon haittavaikutukset hyvin raskaina

(Sailas ja Leinonen 2012).
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Syopélaakkeiden kehitys on ollut hyvin laaja-alaista 1900- luvun alusta
saakka (Kervinen ja Gahmberg 2004). Tana aikana ymmaérrys syovén
kehityksestd, seka syOpasoluissa ilmenevistda molekyylibiologisista
ominaisuuksista on lisdédntynyt huomattavasti. Taman tiedon myota
ladkkeiden vaikutus pyritddn nykyaan kohdistamaan vain haluttuihin
soluihin tai syovan etenemisen kannalta muuten merkittaviin tekijoihin.
Esimerkiksi ~ syopéasoluissa  runsaasti  yli-ilmentyvat  geenit  ja
kasvainsolukolle tyypillinen angiogeneesi eli verisuonten uudismuodostus
ovat tdsmaldaakkeiden haluttuja vaikutuskohteita. Rintasydvan hoidossa naita
tdsmaladkkeitda on jo kaytossd, vaikka ne eivdt olekaan mahdollistaneet
solunsalpaajahoidosta luopumista (Bono ja Joensuu 2010).

Aihiolééketeknologiaa voidaan hyodyntdd myos  syOpaladkkeiden
kehityksessa. Aihioldadke on inaktiivinen ladkeaineen muoto, josta laékeaine
vapautuu elimistossa tapahtuvan kemiallisen tai entsymaattisen reaktion
seurauksena. Halutun vaikutuksen aikaansaamiseksi l4&keaineen on
saavutettava  vaikutuspaikkansa  mahdollisimman  tehokkaasti  ja
aihioladketeknologialla tdménkaltainen kohdentaminen voidaan saavuttaa
esimerkiksi hyodyntamalla syopasoluissa yli-ilmentyvid kuljetinproteiineja
(Peura ym. 2011). Aihioldékkeet ja tasmalaékket ovat siis hyvin tarkedssa

roolissa rintasyovan tulevaisuuden la&kehoidossa.
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Il KOKEELLINEN OSA

4. TUTKIMUKSEN TAUSTA JA TAVOITTEET

Systeemi L on solujen ravinnonsaannin kannalta tarked aminohappojen
kuljetussysteemi, joka siséltad ainakin nelja kuljetinproteiinia LAT1-4 (L-
type Amino Acid Transporter 1-4) (Shennan ja Thomson 2008). Naistéa
merkittdvimpid ovat alamuodot LAT1 ja LAT2. LATL1 on heterodimeerinen
membraaniproteiini, jonka toiminnallinen muoto siséltdd glykoproteiini
CD98:n ja 4F2hc:n. LAT1 kuljettaa etupaassé haaraketjuisia ja aromaattisia
aminohappoja, joilla on tarked rooli solujen kasvussa ja metaboliassa
(Shennan ja Thomson, 2008). Kuljetinproteiini on Na*-riippumaton ja sita
esiintyy melko spesifisesti veri-aivoesteessd, istukassa ja etenkin
syopasoluissa  (Yanagida ym. 2001). LAT2 puolestaan esiintyy
huomattavasti runsaammin terveissa soluissa eripuolilla elimistéa ja se
kuljettaa useampia, mutta usein pienempid aminohappoja kuin LAT1
(Uchino ym. 2002, Khunweeraphong 2012). LAT1 on hyvin
substraattispesifinen, joten sen kautta kulkevia ldékeaineita on vahéan (del
Amo ym. 2008).

Tunnettuja ladkeaineita, joiden tiedetddn kulkevan LAT1:n kautta ovat mm.
gabapentiini, melfalaani ja levodopa (Uchino ym. 2002). Gabapentiinia
kaytetddn epilepsian ja neuropaattisen kivun hoitoon. Gabapentiini lapéaisee
veri-aivoesteen LAT1-vélitteiselld kuljetuksella (Dickens ym. 2013).
Melfalaani puolestaan on sytostaatti, joka lamaa luuytimen toimintaa
(Kthne ym. 2009). Melfalaani on tehokas ladkeaine sydvéan hoidossa, mutta
silla on myds monia vakavia haittavaikutuksia LAT1-selektiivisesta
syodpasoluun kulkeutumisesta huolimatta (Lin ym. 2004). Dopamiinin
esiaste levodopa on Parkinsonin taudin hoidossa tdrkein oraalinen
hoitomuoto ja myos levodopa kulkeutuu aivoihin LATZ1-valitteisesti
(Pekkonen 2008).

Ihmisen rintasyOpésolulinjassa MCF-7 (Michigan Cancer Foundation-7)
esiintyy sekd LAT1 ettd LAT2 kuljetinproteiineja, mutta LAT1:n madrén on

osoitettu olevan huomattavasti suurempi (Shennan & Thomson, 2008).
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Aihiolaaketeknologialla voidaan ndin ollen kohdistaa haluttu vaikutus vain
syopasoluihin  LAT1:n kautta. Tama voisi vahentdd haittavaikutuksia
terveissa soluissa, jotka ilmentavat padasiassa vain LAT2-kuljetinproteiinia.

Taman tutkimuksen tarkoituksena oli tutkia viiden 1td-Suomen Y liopistossa
valmistetun aihioldékkeen seka gabapentiinin LAT1-spesifisyyttd. LAT1-
affiniteettikokeilla pyrittiin selvittdamaan, estddko tutkittava aine tunnetun
LAT1-substraatti  leusiinin  soluunottoa  (Matsumoto ym. 2013).
Soluunottokokeilla selvitettiin  puolestaan kuinka paljon ladkeainetta
kulkeutuu solun sis&an. Affiniteettikokeissa mitattiin radioaktiivisesti
leimatun leusiinin (**C leusiini) antamia tuikkeita nestetuikelaskurilla ja
soluunottokokeissa ~ varsinaisen  tutkittavan  aineen  pitoisuuksia
massaspektrometrisesti. Nain ollen soluunottokokeet kertovat todellisesta
kuljetuksesta suoraviivaisemmin kuin affiniteettikokeet. Koska aktiiviset
kuljetusmekanismit eivat toimi kylmissé olosuhteissa, kylméssa tehdyilla
kokeilla pyrittiin selvittdm&an passiivisen soluunkulkeutumisen maara
kokonaissoluunotosta. LAT1/LAT2-selektiivisyyttd tutkittaessa kaytettiin
apuna suurina pitoisuuksina alaniinia ja tryptofaania, joista alaniini on
LAT2-substraatti ja tryptofaani spesifinen LAT1-substraatti. Koska LAT1-
kuljetus ei ole Na'-riippuvaista, puskuriliuoksien pH:n s&idén avulla
(NaOH ja KOH) avulla pyrittiin selvittdméaéan, olisiko kuljetuksessa mukana

jokin Na*-riippuvainen kuljetusmekanismi.

5. MATERIAALIT JA MENETELMAT

5.1. K&ytetyt reagenssit, liuottimet ja laitteet

Tutkittavina aineina olivat kaupallinen gabapentiini (M,, 171.24g/mol) seké
Farmaseuttisen kemian laitoksella (Itd&-Suomen Yliopisto) valmistetut
aihioladkkeet UEF-PD-1004*0.1 H,O (M,, 387.29g/mol), UEF-PD-1005
(My, 437,57g/mol), KAM-031 (M, 306,41g/mol), KAM-269 (M,
306,41g/mol) ja KAM-198 (M,, 356,89g/mol) (kuva 15). Kaikki tutkitut
aineet sisalsivat aromaattisen ryhman. Kaytetty vesi oli laitoksella
puhdistettua Milli-Q-vettd (ks. taulukko 6). Kaikki kokeet suoritettiin
kolmella rinnakkaisella naytteell&.
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Kuva 15. Tutkittavien aineiden rakennekaavat.
Solujen kasittelyssa kaytetyt liuokset
medium DMEM (1x), Gibco Life Technologies, Suomi
I-glutamiini  L-glutamine (100x), EuroClone, Italia
penisilliini Penicillin+Streptomycin(100x), EuroClone, Italia
streptomysiini Penicillin+Streptomycin(100x), EuroClone, ltalia
FBS Fetal Bovine Serum, Gibco Life Technologies, Yhdysvallat
PBS Phosphate buffered Saline, Gibco Life Technologies,
Yhdysvallat

trypsiini Trypsin (10x) Gibco Life Technologies, Yhdysvallat
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Solukokeissa kaytetyt aineet

HBSS (valmistettu Farmaseuttisen kemian laitoksella 11.4.2014, Ita-
Suomen Y liopisto)

dimetyylisulfoksidi (DMSOQ), Sigma Aldrich, Saksa

natriumhyrdroksidi (NaOH) (valmistettu Farmaseuttisen kemian laitoksella
14.2.2014, 1t4&-Suomen Yliopisto)

14C Leusiini (hiilil4-radioleimattu leusiini), Perkin Elmer, Yhdysvallat
Alaniini, Sigma Life Service, Yhdysvallat
Tryptofaani, Sigma Aldrich, Japani

nestetuikeliuos Ultima Gold, Perkin Elmer Inc., Yhdysvallat

Hajoamiskokeissa kaytetyt aineet

TRIS-puskuri, pH 7.4 (tris(hydroksimetyyli)aminometaani), (valmistettu
Farmaseuttisen kemian laitoksella 12,3.2014, 1t4&-Suomen Yliopisto)

asetonitriili (ACN), Sigma Aldrich, Saksa

10% perkloorihappo (valmistettu Farmaseuttisen kemian laitoksella, Ita-
Suomen Y liopisto)

rotan 20% maksahomogenaatti (valmistettu Farmaseuttisen kemian
laitoksella xx, 1t&-Suomen Y liopisto)

Proteiinimaarityksissa kaytetyt aineet
Bio-Rad 500-0006, Protein Assay Dye Reagent Concentrate, BioRad, Saksa

BSA (valmistettu Farmaseuttisen kemian laitoksella 24.2.2014, 1t4-Suomen
Yliopisto)

Puskuriliuoksena kaikissa solukokeissa oli Na* -vapaa HBSS-liuos (Hank’s
Balance Salt Solution), joka sisalsi 125 mM koliinikloridia, 4.8 mM KClI,
1.2 mM MgSOy, 1.2 mM KH;PO,4, 1.3 mM CaCl, 5.6 mM glukoosia ja 25
mM HEPES. HBSS-liuoksen pH oli saadetty 7.4:4an natriumhydroksidilla
tai kaliumhydroksidilla.
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Taulukossa 6 on esitetty kaikki erikoistydssa kaytetyt laitteet.

Taulukko 6. Erikoistydssa kaytetyt laitteet.

Laite

Merkki ja malli

Valmistaja

Analyysivaaka;
Analyysivaaka,
Fotometri

Inkubaattori
Mikroskooppi
Milli-Q-veden

puhdistaja
Nestetuikemittari

Sentrifugi
Sentrifugi,
Ravistelija
pH-mittari

Vesihaude

Mettler Toledo MT5
Mettler AT261 Delta Range

EnVision 2104 Multilabel
Reader
HERA Cell

Olympus CKX 41
Milli-Q-Gradient A10

Trilux MicroBeta 1450
Eppendorf Centrifuge 5415C
Eppendorf Centrifuge 5804R
Vortex Genie 2

Orion 3 Star

Heto

Mettler -Toledo GmbH, Sveitsi
Mettler -Toledo GmbH, Sveitsi
Perkin Elmer Wallac, USA

Kendro, Saksa

Olympus Optical Co Ltd.,
Japan

Millipore Corporation, USA
Perkin Elmer Wallac, USA
Eppendorf, Saksa
Eppendorf, Saksa

Scientific Industries, USA

Thermo Electro Corporation,
USA
Prolab Oy, Suomi

5.2. Solujen kasittely

MCF-7 rintasyopasolujen kasvualustana kaytettiin mediumia, joka sisélsi
penisilliinid, streptomysiinid, |-glutamiinia ja elatusaine FBS:&44 (Fetal
Bovine Serum). Soluille vaihdettiin tuore medium 2-3 péivan valein. Jos
solumaljat olivat kasvaneet liian taysiksi, solut jaettiin uusille maljoille.
Kokeita varten solut pestiin 5 ml:lla PBS:&a (Phosphate Bufferd Saline) ja
lisattiin 2 ml trypsiinia irroittamaan solut maljoilta. Trypsiinin kanssa soluja
inkuboitiin noin 5 minuuttia +37 °C:ssa ja lisattiin tdmén jalkeen 5 ml
mediumia. Solususpensio siirrettiin koeputkeen ja sentrifugoitiin 1200 rpm
3 minuuttia. Solujen paalta poistettiin medium ja solusakka suspensoitiin 5
ml:aan mediumia. Tdmén jalkeen solususpensiota otettiin 30 pl Birkerin
laskukammioon ja laskettiin solujen maara/ml. Solujen méarén perusteella
otettiin tarvittava mé&ara solususpensiota ja mediumia, suspensoitiin
huolellisesti ja jaettiin solut 24-kuoppalevylle. Kuoppalevylle suspensiota
tuli 500 pl/kuoppa ja soluja oli keskimaarin 100 000/kuoppa. Levya
inkuboitiin +37 °C:ssa noin vuorokausi ennen kokeen suoritusta.
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5.3. LAT1-affiniteettikokeet

5.3.1.Kaytetyt koeliuokset ja niiden valmistus

LAT1-affinitteettikokeet tehtiin kaikille kuudelle tutkittavalle aineelle.
Kontrolliliuoksena kaytettiin HBSS-liuosta johon lisattiin radioleimattua
leusiinia 5 pl/10 ml. *C leusiinin aktiivisuus oli 0,05 pCi/ml. HBSS:n pH
oli s&adetty natriumhydroksidilla tai kaliumhydroksidilla ja osassa kokeissa
kaytettiin molempia puskureita. Natriumin lasndololla puskuriliuoksessa
pyrittiin selvittamain onko kuljetuksessa mahdollisesti mukana jokin Na®-
riippuvainen kuljetinproteiini, koska LAT1:n toiminta ei ole riippuvaista
natriumista. Tutkittavista aineista valmistettiin 40 mM tai 10 mM kantaliuos
DMSO:ssa (dimetyylisulfoksidi) josta laimennettiin tutkittavat pitoisuudet
HBSS:11a. Koeliuoksissa tutkittavien aineiden pitoisuudet olivat 50 ja 100
UM ja *C leusiinin 0,17 puM. Osassa affiniteettikokeita koeliuoksissa oli
mukana alaniini pitoisuudella 2 mM (taulukko 7). Alaniini on LAT2-
substraatti, joten jos sen lasndollessa ld&keaineen affiniteetti LAT1:seen on
suurempi kuin ilman sité, voidaan olettaa etta ladkeaine kéyttaa seka LAT1-
ettd LAT2-kuljetusta.

Taulukko 7. LAT1-affiniteettikokeet 1*C leusiini

Laékeaine Tutkitut pitoisuudet Kaytetty puskuri
Gabapentiini 50uM HBSS Na+
50uM + 2mM alaniini HBSS Na+ ja Na-
UEF-PD-1004 50uM HBSS Na+
50uM + 2mM alaniini HBSS Na+ ja Na-
UEF-1005 50uM HBSS Na-
100pM HBSS Na-
KAM-031 50uM HBSS Na+
50uM + 2mM alaniini HBSS Na+ ja Na-
KAM-269 50uM HBSS Na+ ja Na-
KAM-198 50uM HBSS Na+

50uM + 2mM alaniini

46

HBSS Na+ ja Na-



5.3.2. Kokeen suoritus

MCF-7 rintasydpasoluja jaettiin 24-kuoppalevylle 1x10° solua/kuoppa.
Solut jaettiin  kuoppalevylle koetta varten edellisend pdivana.
Kasvatusmediumin poiston jalkeen solut pestiin kaksi kertaa 500 pl:lla
esilammitetylld HBSS- puskuriliuoksella. Pesujen jélkeen soluja esi-
inkuboitiin +37 °C:ssa 10 minuutin ajan. Tamén jalkeen HBSS poistettiin ja
soluja inkuboitiin 5 min ajan 250 pl:lla koeliuoksia. Kaikkia koeliuoksia ja
kontrolleja oli kolme rinnakkaista kuoppaa. Inkuboinnin jalkeen solujen
paalle lisattiin 500 pl jadkylméa HBSS:&4 ja kuoppalevy siirrettiin
jadhauteeseen. Jadhauteella solut pestiin kaksi kertaa 500 pl:lla ja&dkylmaa
puskuriliuosta. Pesujen jalkeen solut hajotettiin eli lyysattiin 500 pl:lla 0,1
M natriumhydroksidilla 1 tunnin ajan. Lyysatut solut Kkerattiin
nestetuikeputkiin, joissa oli 3,5 ml nestetuikeliuosta ja mitattiin néytteiden
ja kontrollien beetaséteily nestetuikemittarilla. Kolme rinnakkaista kuoppaa
pakastettiin proteiinimaaritystd varten. Proteiinimadritysta varten solut

kasiteltiin kuten varsinaiset tutkittavat solut.

5.4. Soluunotto-ja LAT1/LAT2-selektiivisyyskokeet

5.4.1. Kaytetyt koeliuokset ja niiden valmistus

Soluunotto- ja LAT1/LAT2-selektiivisyyskokeissa ladkeaineista oli 40 mM
kantaliuokset DMSO:ssa. Kantaliuoksista laimennettiin  tutkittavat
pitoisuudet HBSS:114 joka sisélsi 0.5 % DMSO:ta. Selektiivisyyskokeissa
laékeaineiden lisaksi koeliuoksiin lisattiin 2 mM alaniini tai tryptofaani.
Alaniini on LATZ2-substraatti ja tryptofaani LATI1-subsraatti eli jos
ladkeaine kayttdd vain LAT1- kuljetusta sen solunsisdisen mééran pitéisi
alaniinin kanssa olla samaa luokkaa kuin ilmankin. Tryptofaanin kanssa
laékeaineen maaran tulisi olla hieman pienempi tryptofaanin kilpaillessa

samoista reseptoreista.

Soluunotto-kokeet gabapentiinille, UEF-PD-1004:1le ja KAM-269:1le tehtiin
pitoisuuksilla 6.25, 12.5, 25, 50, 75, 100, 200 ja 400 puM. Selektiivisyyskoe
gabapentiinille tehtiin samoilla pitoisuuksilla kuin soluunottokoe, mutta

koeliuoksessa oli lisstnd 2 mM alaniini tai tryptofaani. KAM-269:n
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selektiivisyyskokeet tehtiin pitoisuuksilla 50 pM ja 2 mM alaniini tai
tryptofaani.

Koeliuokset tehtiin HBSS-puskuriin jossa oli mukana 0.5 % DMSO ja tata
kaytettiin myods solujen pesuihin.

5.4.2. Kokeiden suoritus

Kokeita varten MCF-7 rintasyopésolut jaettiin edellisend paivana 24-
kuoppalevylle. Koepdivana solut pestiin 500 pl:lla HBSS:a kaksi kertaa ja
esi-inkuboitiin +37 °C:ssa 10 minuuttia. Koeliuoksia lisattiin soluille 250 pl
(3 rinnakkaista/pitoisuus) ja inkuboitiin 10 minuuttia. Reaktio pysaytettiin
lisdédmalla soluille 500 pl:aa jadkylmaa HBSS:&. Solut pestiin jd&hauteella
500 pl:lla HBSS:a kaksi kertaa ja lyysattiin 250 pl:lla 0,1 M NaOH:a 1
tunnin ajan. Lyysauksen jalkeen 200ul Kkutakin naytettd Kkerdttiin
eppendorputkiin. Putket pakastettiin ja tulokset maéaritettiin my6hemmin
massaspektrometrilla. Jokaiselta levyltd pakastettiin 3 kuoppaa

proteiinimaarityksia varten.

5.5. Passiivinen diffuusio

5.5.1. Kaytetyt koeliuokset ja niiden valmistus

Tutkittaessa passiivista diffuusiota lddkeaineista oli 40 mM kantaliuokset
DMSO:ssa, joista laimennettiin tutkittavat pitoisuudet 0.5 % DMSO
HBSS:Ia.

Kokeet tehtiin gabapentiinille, KAM-269:lle ja UEF-1004:lle pitoisuuksilla
12.5, 50 ja 100 uM. Koeliuokset tehtiin HBSS-puskuriin jossa oli mukana
0.5 % DMSO ja tata kaytettiin myds solujen pesuihin.
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5.5.2. Kokeen suoritus

Kokeet suoritettiin - muutoin  samalla tavoin kuin soluunotto- ja
selektiivisyyskokeet, mutta kaikki solujen pesut ja inkuboinnit tehtiin
jadhauteella jaakylmilla pesu- ja koeliuoksilla. Proteiiniméarityksia varten
pakastettiin 3 rinnakkaista naytettd. Myds passiivisen diffuusiokokeen

tulokset madritettiin massaspektrometrisesti.

5.6. Kemiallinen ja entsymaattinen stabiilisuus

5.6.1. Korkean erotuskyvyn nestekromatografia

Néytteet analysoitiin korkean erotuskyvyn nestekromatografisesti (HPLC)
kolonnilla (Sigma-Aldrich Supelco HS F5), jonka sisahalkisija oli 2.1mm,
pituus 5¢cm ja partikkelikoko 3pum. Naytteet ajettiin gradienttimenetelmalla
(kuva 16). UV-valon aallonpituus oli 254 nm, virtaus 0,3ml/min, lampétila

30 °C ja injektiomaéara 10 pl.

Gradienttiajo-olosuhteet
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Kuva 16. HPLC-menetelmén gradienttiajo-olosuhteet.
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5.6.2. Kemiallinen stabiilisuus

UEF-1004:lle tehtiin kemiallinen stabiilisuuskoe, jossa sen hajoamista
seurattiin kahden viikon ajan 50 uM pH 7,4 TRIS- puskurissa. Puskuria
pipetoitiin kolmeen rinnakkaiseen koeputkeen 1920 pl ja esilammitettiin
vesihauteella +37 ©°C:ssa magneettisekoittajan kanssa. Lé&&keainetta
pipetoitiin  ldmmitettyyn  puskuriliuokseen 80 pl.  Naytteenotossa
mahdollinen reaktio pysaytettiin ACN-liuoksella, jota pipetoitiin valmiiksi
950 pl eppendorfputkiin ennen naytteiden ottamista. Naytettd otettiin
kerralla 50 pl ja vorteksoinnin jélkeen analysoitiin edelld kuvatulla HPLC-
menetelmalla. Naytteet keréattiin aikapisteissa 1 min, 72 min, 3 h, 6 h, 28 h,
48 h, 72 h,92.5 h, 167.5 h, 239 h ja 336 h.

5.6.3. Entsymaattinen stabiilisuus

Entsymaattista stabiilisuutta tutkittaessa UEF-1004:n hajoamista seurattiin
vuorokauden ajan 20 9%:ssa rotan maksahomogenaatissa (valmistettu
Farmaseuttisen kemian laitoksella, Itd-Suomen Yliopisto). Pakastettu
maksahomogenaatti  sulatettiin  ja  kahta rinnakkaista  koeputkea
esilammitettiin - +37 °C:ssa magneettisekoittajan kanssa. Sulanutta
maksahomogenaattia pipetoitiin koeputkiin 750 pl ja lisattiin 750 ul 50 uM
UEF-1004:44. Naytteenottoa varten eppendorfputkiin pipetoitiin valmiiksi 5
pl 10 % perkloorihappoa ja néytetta otettiin kerralla 50 pl. Eppendorfputkia
vorteksoitiin 30 sekuntia ja liséttiin naytteeseen 55 pl milliQ-H,O:ta. Tdmén
jalkeen naytteitd sentrifugoitiin 14 000 rpm 5 minuuttia ja supernatantit
siirrettiin HPLC-vialleihin. Néaytteet kerattiin aikapisteissa 0 min, 2 min, 5
min, 10 min, 20 min, 30 min, 60 min, 90 min, 2 h,3h,4h,5h, 6 hja 24 h.

5.7. Proteiinimaaritys

Proteiinimadritystd varten valmistettiin standardit 1 mg/ml BSA:sta
laimentamalla milli-Q-H20:1la. Standardien pitoisuudet olivat 0, 0.025,
0.05, 0.1, 0.15, 0.20, 0.25 ja 0.35 mg/ml. Jokaista standardipitoisuutta ja
naytettd pipetoitiin 96-kuoppalevylle 10 pl 3 rinnakkaista kuoppaa. Tamén
jalkeen liséttiin 200 pl Bio-Rad reagenssia, joka oli laimennettu 1:5 milli-Q-
H,O ja suodatettu Whatman 1- suodatinpaperilla folion sisalld pimeéssa.
Mittaus suoritettiin fotometrilla  aallonpituudella 595 nm.

Proteiinimadrityksen  tuloksia  kaytettiin ~ soluun kulkeutunutta
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ladkeainemaaréd laskettaessa. L&&keaineen pitoisuus kerrottiin naytteen
tilavuudella jolloin saatiin ld&keaineen mé&ard mooleina. Proteiiniméaara
(mg/ml) jaettiin proteiinimaaritysnaytteen tilavuudella ja talla jaettiin
la&keaineen moolimé&ara, jolloin saatiin selville la&keaineen maara mg/ml.
Ladkeaineen maara jaettiin inkubaatioajalla 10 minuuttia, jolloin saatiin
lopulliset tulokset eli solunsiséinen laakeainemadra muodossa mol/mg/min.
Proteiinimadritykset tehtiin myos kokeille, joissa proteiinimadréa ei kaytetty
tuloksia tulkittaessa. Na&in saatiin selville ovatko kaikkien kokeiden
olosuhteet kutakuinkin samanlaisia eli onko soluja keskimaarin yhta suuri

madra jokaisessa kokeessa.
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6. TULOKSET JA NIIDEN KASITTELY

6.1. LAT1-affiniteettikokeet

Affiniteettikokeissa seurattiin estddko tutkittava lddkeaine LAT1-substraatti
4C leusiinin soluunottoa (kuvat 17 ja 18). Leusiinin soluunkuljetuksessa
ovat mukana seka LAT1- ettd LAT2- kuljetinproteiinit, mutta LAT1:n osuus
on osoitettu olevan merkittavampi (Matsumoto ym. 2013). Leusiini saattaa
kéayttdd myos jotain kolmatta Kkuljetusproteiinia. Taman tiedon avulla
affiniteettikokeiden olosuhteita pystyttiin saatdméan ja ndin Ssaamaan
viitteitd siitd, mitd kuljetusmekanismia tutkittava aine kayttdd. Osassa
kokeita oli mukana spesifinen LAT2-substraatti alaniini. Jos inhibitio oli
suurempi alaniinin kanssa, ladkeaineen todettiin kayttavan sekd LAT1-ettd
LAT2-kuljetusta. Puskuriliuoksen natriumlisaykselld selvitettiin, onko
kuljetuksessa ~ mahdollisesti ~ mukana  jokin  natriumriippuvainen

kuljetinproteiini.

Gabapentiini inhiboi '*C leusiinin soluunottoa hyvin vahan (12 %).
Alaniinin kanssa natriumvapaassa puskuriliuoksessa inhibitio oli hieman
suurempi  (26%), samoin alaniinin  kanssa natriumia sisdltavassa
puskuriliuoksessa (24%). Taman kokeen perusteella gabapentiinin
affiniteetti LAT1:seen on melko huono ja gabapentiini nayttaisi kayttdvan
myo6s LAT2-kuljetusta. Hajonta tuloksissa on kuitenkin suurta, joten tulosta
ei voida pitaa kovin luotettavana. UEF-PD-1004 ei inhiboinut *C leusiinin
soluunottoa lainkaan, natriumin kanssa inhibitio oli hieman suurempaa (7
%). Sen kuljetukseen voi siis liittyd jokin natriumriippuvainen
kuljetinproteiini. Hajonta ndissékin tuloksissa oli suurta, mutta tuloksista
voidaan paatella ettd UEF-PD-1004 ei ole hyva LAT1-substraatti. KAM-
269 sen sijaan esti C leusiinin soluunottoa natriumista riippumatta
molemmissa puskuriliuoksissa hyvin selvasti (81-83 %). Téasta voidaan siis
paatelld, ettda KAM-269 kayttad selkeasti LAT1-kuljetusta, eikd mukana ole

muuta kuljetinproteiinia.
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Kuva 17. Gabapentiinin, UEF-PD-1004:n ja KAM-269:n  LAT1-
affiniteettikokeiden tulokset kontrolliin  verrattuna. Tutkittavien aineiden
pitoisuudet olivat 50 UM ja alaniinin 2. mM.

150-
1001
x
0
&
S
'QO’ Q/ %?‘
& &
N2

Kuva 18. UEF-PD-1005:n, KAM-198:n ja KAM-031:n LAT1-affiniteettikokeiden

tulokset kontrolliin verrattuna. KAM-198:n ja KAM-031:n tutkittavat pitoisuudet
olivat 50 uM ja alaniinin 2 mM.
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UEF-PD-1005 ei inhiboinut **C leusiinin soluunottoa ollenkaan 50 pM
pitoisuudella ja 100 uM pitoisuudellakin inhibitio oli vain 7 % eli sen ei
todettu kayttavan LAT1-valitteista kuljetusta. KAM-198:lla oli suurin *C
leusiinin inhibitio, 89-98 %. Puskuriliuoksen natriumsa&dolla tai alaniinin
lisdykselld ei ollut vaikutusta tahén tulokseen. Tamén perusteella KAM-
198:n kuljetuksessa ei ole mukana muuta kuljetinproteiinia ja ladkeaine on
hyva LAT1-substraatti. KAM-031 inhiboi *C leusiinia ilman alaniinia 48
%, alaniinin kanssa ilman puskuriliuoksen natriumia 41% ja alaniinin
kanssa natriumin l&sndollessa 61%. Alaniinin kanssa natriumin I&sndollessa
ei kuitenkaan tule esille LAT2-kuljetuksen osuutta, joten tdma kokeen osuus
luultavasti epdonnistui. Tulosten perusteella ladkeaine kayttéisi siis padosin
LAT1-valitteista ja hieman LAT2-vélitteistd kuljetusta. Natriumriippuvaisen
kolmannen kuljetinproteiinin  mahdollisesta olemassaolosta ei voida

luotettavasti sanoa mitaan.

6.2. Soluunottokokeet

Soluunottokokeissa mitattiin soluun sisadn kulkeneen ladkeaineen mé&aréa.
Kaikissa tutkittavissa aineissa on havaittavissa LAT1-kuljetuksen
saturoituminen ladkeaineen pitoisuuden kasvaessa (kuva 19) Gabapentiinin
Vmax 0li 35,54 + 6,14 pmol/mg/min ja Ky, 145,5 + 37,72 uM. Gabapentiinin
tuloksia laskettaessa otettiin huomioon vain pitoisuudet 6,25-100 pM, silla
pitoisuudet 200 ja 400 uM osoittautuivat soluille liian vahvoiksi. UEF-PD-
1004:n Vpax 0li 13,38+2,677 pmol/mg/min ja Ky, 115,8+45,88 uM. KAM-
269:n Vpmax Saatiin 142+35,69 pmol/mg/min ja Ky, oli 397,1+157,4 uM.
Tutkittavilla pitoisuuksilla ndista aineista solunsiséisen ld&keaineen maara
oli suurin KAM-269:114 ja pienin UEF-PD-1004:11a. Suurin Vs arvo oli
KAM-269:11a eli tutkittavista aineista silld on suurin LATI1-
kuljetuskapasiteetti. K., arvoissa ei ollut kovin suura eroa tutkittavien
aineiden valilla, koska hajontaa oli paljon, joten tdman perusteella ei saatu
selkedsti esille mika sitoutuu parhaiten LAT1:seen. KAM-269:n K, arvo oli
muihin tutkimuksen tuloksiin (suuri kuljetuskapasiteetti ja affiniteettikokeen
perusteella LAT1-selektivisyys) nahden huomattavan suuri, joten tulosta ei
VoI pitad taysin luotettavana.
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Kuva 19. Soluunottokokeet A) gabapentiini, B) UEF-PD-1004, C) KAM-269

6.3. Passiivinen diffuusio

Kylméssd suoritetuilla  soluunottokokeilla tutkittiin, kuinka paljon
ld&keainetta kulkeutuu soluun passiivisesti (kuva 20). Gabapentiinin ja
KAM-269:n kohdalla ndhdaan, ettd ladkeaineen kokonaismé&ard solussa
aktiivisen transportterin avulla on huomattavasti suurempi passiiviseen
soluunottoon verrattuna. UEF-1004 puolestaan n&yttaisi menevan soluun
enemman passiivisesti kuin aktiivisella kuljetuksella. Né&in ollen UEF-
1004:n kohdalla soluunottokokeista saadut V. ja Km-arvot eivat kerro
LAT1-kuljetuksen tilanteesta, vaan mukana on jokin tuntematon

kuljetusmekanismi, joka todennékdisesti kuljettaa ladkeainetta ulos solusta.
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Kuva 20. Passiivinen diffuusio A) gabapentiini, B) UEF-PD-1004, C) KAM-269.

6.4. LAT1/LAT2-selektiivisyys

LAT1/LAT2-selektiivisyys-kokeissa tutkittiin  ladkeaineen  soluunoton
mekanismia; kayttdako ladkeaine LAT1-ja/tai LAT2-kuljetinproteiineja ja
missa madrin._Gabapentiinin tuloksissa otettiin huomioon pitoisuudet 6,25-
100 pM. Gabapentiinin soluunotto oli tryptofaanin lasnéollessa noin puolet
vahemman kuin alaniinin lasndollessa (kuva 21). Gabapentiinin voidaan
siis sanoa kayttdvan padosin LATI1-valitteista kuljetusta, koska
solunsiséinen l&4&keainemdard oli pienempi kun gabapentiini joutui
kilpailemaan kuljetinproteiinista tryptofaanin kanssa. Kun mukana oli
alaniini, joka k&yttdd LAT2-kuljetusta, ero soluunottokokeessa soluun

paésseeseen gabapentiinin maarédan oli huomattavasti pienempi. Naiden
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tulosten perusteella gabapentiinin voidaan sanoa kéyttavan LAT2-kuljetusta

vain hyvin vahan.
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Kuva 21. Gabapentiinin LAT1/LAT2-selektiivisyys A) tryptofaani, B) alaniini

KAM-269:1la ei ollut merkittdvdaa eroa soluunotossa tryptofaanin tai
alaniinin lasna ollessa; trypofaanin kanssa tosin hajontaa oli enemman (kuva
22). Tama voisi siis viitata suurempaan Kkilpailuun tryptofaanin kuin

alaniinin kanssa ja ndin ollen ld&keaine kayttaisi LAT1-kuljetusta.
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Kuva 22. KAM-269:n LAT1/LAT2-selektiivisyys, ladkeaineen pitoisuus 50 uM,

tryptofaanin/alaniinin 2 mM.
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6.5. Kemiallinen ja entsymaattinen stabiilisuus
UEF-1004:11a ei ollut kemiallista hajoamista 50 mM TRIS-puskurissa
kahden viikona aikana eikd entsymaattista hajoamista 20 % rotan
maksahomogenaatissa vuorokauden aikana. Aihioldéke ei siis péase
vapautumaan biologisessa kudoksessa tutkittavana aikana.

6.6. Proteiinimaaritykset

Proteiinimadrat vaihtelivat eri kokeissa valilla 0,023-0,323 mg/ml eli
kokeiden solumé&érat ovat vaihdelleet jonkin verran. Osa solumaljoista pa&si
tutkimuksen aikana kasvamaan hieman liian téyteen, joten tdma selittda
joidenkin kokeiden pienen proteiinimaarén. Jos maljat ovat liian tdynna

soluja, solujen normaali toiminta hairiintyy.
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7. POHDINTA

LAT1-substraateiksi sopivat suuret aminohapot, joissa on aromaattisen
rakenteen lisdksi suuria tai haarautuneita sivuketjuja, sekd vapaa
karboksyyli- ja aminoryhma (Uchino ym. 2002). Yleisimpia LAT1-
substraatteja  ovat  luonnolliset aminohapot leusiini, isoleusiini,

fenyylialaniini ja tryptofaani (Yanagida ym. 2001).

Gabapentiinin on osoitettu l&péisevan veri-aivoesteen LAT1-valitteiselld
kuljetuksella. Gabapentiinin plasmapitoisuuksia tutkittaessa on havaittu,
ettd plasmapitoisuudet eivat korreloi taysin annetun annoksen kanssa, vaan
gabapentiinin maara plasmassa saturoituu.  Tutkittaessa gabapentiinin
soluunottoa  LAT1-transfektoidussa HEK-293 solulinjassa (Human
embryonic kidney) gabapentiinin V. arvoksi on saatu noin 5100
pmol/milj.solua/mg ja Ky, on ollut noin 220 uM. Korkea Vmax arvo antaa
viitteitd kuljetinproteiinin suuresta kuljetuskapasiteetista ja pieni Kp arvo
puolestaan kertoo substraatin suuresta affiniteetista proteiiniin. Samassa
tutkimuksessa on selvésti pystytty osoittamaan ettd LAT2-vélitteisella

kuljetuksella ei ole merkitysta gabapentiinin osalta (Dickens ym. 2013).

LAT1-affiniteettikokeessa gabapentiini esti LAT1-ja LATZ2-substraatti
leusiinin soluunottoa hyvin vahan. Kun mukana oli alaniini, joka sitoutuu
LAT2- kuljetinproteiiniin, **C leusiinia paasi soluun sisain hieman
vahemman. Taman perusteella voidaan siis arvioida ettd gabapentiini menee
soluun seka LATL:n ettd LAT2:n kautta. Soluunottokokeessa jatettiin pois
pitoisuudet 200 ja 400 pM, jolloin saatiin selkedsti esille gabapentiinin
méaarén saturoituminen pitoisuuden kasvaessa. Voi olla, ettd suuremmat
pitosuudet olivat liilan vahvoja tutkimuksessa kaytetyille soluille ja tdmén
takia niiden kanssa lasketut tulokset vaaristyivat. Gabapentiinin Vmax oli
pieni Dickensin tuloksiin verrattuna, joten tdman tutkimuksen perusteella
gabapentiinin suhteen kuljetuskapasiteetti on melko huono. K arvo
puolestaan oli melko ldhellda Dickensin saamaa arvoa ja tdma kertoo, ettéd
tulokset ovat vertailukelpoisia ja gabapentiinilla on kohtalaista affiniteettia
LAT1:een. Dickensin tutkimuksessa kaytetyissa trasfektoiduissa soluissa on
todennékdisesti ollut huomattavasti suurempi LATI1-ilmentyminen kuin

tdméan  tutkimuksen MCF-7 rintasyopésoluissa ja tdma selittda
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kuljetuskapasiteetissa  esiintyvén eron. Kylméssd  suoritetussa
soluunottokokeessa mitattiin, kuinka paljon ladkeainetta kulkee soluun
passiivisen kuljetuksen avulla. Aktiiviset kuljetusproteiinit eivét enda toimi
kylmissa (+4 °C) olosuhteissa. Gabapentiinin kohdalla havaittiin etta
kylméassé soluun pdadse vain noin kymmenesosa aktiiviseen kuljetukseen
verrattuna. LAT1/LAT2-selektiivisyyskokeessa tunnetun LAT1-substraatti
tryptofaanin kanssa solunsisdinen gabapentiinin m&&ard oli noin puolet
pienempi kuin soluunottokokeessa ilman Kilpailevaa substraattia. Myds
tassd tutkimuksessa jatettiin suurimmat pitoisuudet 200 ja 400 UM pois
tuloksia laskettaessa, silla reaktio ei nayttanyt en&éd noudattavan Michaelis-
Mentenin kinetiikka kun suuremmat pitoisuudet otettiin muukaan. Tamakin
siis viittaa siihen, ettd pitoisuus oli liian vahva tutkimuksen soluille.
Alaniini on LATZ2-substraatti ja jos ladkeaine kayttda LATL1-vilitteista
kuljetusta, alaniinin lasndollessa solunsisaisen la&keaineen méaran tulisi olla
samaa luokkaa kuin ilman alaniinia. T&ssé tutkimuksessa alaniinin
lasndollessa ei saatu esille selkedd saturaatiota gabapentiinin pitoisuuden
kasvaessa, eikd reaktio noudattanut Michaelis-Mentenin kinetiikka.
LAT1/LAT2-selektiivisyyskokeessa voidaan kuitenkin nahda, etta
solunsiséisen gabapentiinin maara alaniinin kanssa oli hieman suurempi
kuin soluunottokokeessa ilman alaniinia. T&m4 viittaa selektiiviseen LAT1-
valitteiseen  kuljetukseen  affiniteettikokeen  tuloksista  poiketen.
Soluunottokokeissa saadaan selville todellinen solunsiséisen l&&keaineen
kokonaismaara, kun taas affiniteettikoe mittaa vain la&keaineen kykyéa
syrjayttaa tunnettu substraatti. Taman takia affiniteettikoe ei siis suoraan
kerro mitd kuljetinproteiinia laékeaine kayttdd, vaan Kkyseessa on
kilpailutilanne tunnetun substraatin kanssa. Té&ssa4 kokeessa voidaan siis
paatella, ettd leusiinilla on parempi affiniteetti LAT1:seen Kkuin
gabapentiinilla ja tdima on vaaristanyt affiniteettikokeen tuloksia. Kaikissa
gabapentiinin  kokeissa solujen proteiinimé&érat vaihtelivat hieman ja
kaupallisen  gabapentiinin  liukoisuuden kanssa oli  kantaliuosten
tekovaiheessa ongelmia. N&mé seikat voivat myos selittdd selkedna LAT1-
substraattina pidetyn gabapentiinin tassé tutkimuksessa esiin tulleet hieman

poikkeavat tulokset.
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UEF-PD-1004 ei  nayttdnyt olevan  LAT1-substraatti. LAT1-
affiniteettikokeessa aihiolaake ei estanyt '*C leusiinin soluunottoa juuri
ollenkaan ja myo6s soluunottokokeesta saadut ld&keaineen kokonaismaarat
olivat hyvin pienid muihin tutkittaviin aineisiin verrattuna. Erikoista UEF-
PD-1004:n kohdalla oli myds se, ettd passiivisessa diffuusiossa
solunsiséisen  ladkeaineen  mé&&ard oli  ldhes  kymmenkertainen
soluunottokokeeseen verrattuna. UEF-PD-1004 on probenesidi-aihiolééke ja
probenesidi on P-glykoproteiinin substraatti. P-gp on puolestaan soluista
yleisesti l1oytyva effluksiproteiini, joka pumppaa aineita ulos solusta.
Effluksiproteiinit eivat myosk&dan toimi kylméssd, joten passiivisen
diffuusion suurempi solunsiséinen ladkeainemaara selittyy todennakdisesti
P-gp:n toiminnalla. Vaikka UEF-PD-1004:n rakenne on erilainen kuin
probenesidilla, aihiolddke todennékodisesti on myds P-gp-substraatti.
Kemiallista ja entsymaattista stabiilisuutta tutkittaessa UEF-PD-1004:n ei
havaittu vapauttavan aktiivista la&keainetta eli probenesidid, mik& kertoo

aineen sopimattomuudesta aihioldékkeeksi.

KAM-269 inhiboi **C leusiinin soluunottoa hyvin selvasti. Kontrolliin
verrattuna aihiolaakkeen lasnéollessa **C leusiinin maara oli vain noin 20
%. LAT1-affiniteettikokessa ei ollut mukana alaniinia, joten sen perusteella
ei voida varmasti sanoa kayttadko ladkeaine mahdollisesti molempia
kuljetusproteiineja, sekd LAT1:sta ettd LAT2:sta. Koska *C leusiinin
inhibitio kuitenkin selvésti oli melko suuri, voidaan olettaa ettd ladkeaine
kayttdd suurimmaksi osaksi LAT1-vélitteista kuljetusta. Soluunottokokeessa
néhdaan ettd, ladkeaineen mééra saturoituu pitoisuuden kasvaessa. KAM-
269:n Ky oli suurempi kuin gabapentiinin, samoin V., joten téasté
paatellen KAM-269:n LAT1- kuljetuskapasiteetti on suurepi kuin
gabapentiinin, mutta affiniteetti reseptoriin olisi naiden tulosten perusteella
huonompi. Soluunottokokeessa ndhd&an kuitenkin, ettd KAM-269 menee
tutkittavista l&akeaineista tehokkaimmin solun sisd@dn. Se myds inhiboi
leusiinin soluunottoa paremmin, joten saatu Kpn-arvo ei voi olla todellinen.
Soluunottokoe olisi hyva toistaa useammalla yli 100 puM pitoisuudella,
jolloin  voitaisiin  saada lisd44d selkeyttd tuloksiin. LAT1/LAT2-
selektiivisyyskoe KAM-269:lle tehtiin vain yhdellda pitoisuudella ja
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tryptofaanin ja alaniinin l&sndollessa ei saatu esille selkedd eroa soluun
paasseen ladkeaineen madréssd. Tryptofaanin lasndollessa hajontaa
tuloksissa oli kuitenkin eniten, joten tdman ja affiniteettikokeen perusteella
laékeaine voisi kayttdd LATI1-vélitteistd kuljetusta. Kylmassa suoritetussa
soluunottokokeessa laakeaineen ei havaittu menevan soluun passiivisesti
juuri ollenkaan, joten tdmakin kertoo melko luotettavasti LAT1-vélitteisesta
kuljetuksesta ja toisaalta vahvistaa soluunottokokeen tulosten mahdollista
virheellisyyttd. Lisatutkimukset useammalla tutkittavalla pitoisuudella
toisivat varmasti lisdaa selvyytta KAM-269:n sopivuudesta LATI1-
substraatiksi.

Muille tutkittaville la&keaineille tehtiin vain LAT1-affiniteettikokeet. UEF-
PD-1005:114 ei havaittu inhibitiota juuri ollenkaan ja tdmén perusteella se ei
ole LAT1-substraatti. KAM-031 inhiboi **C leusiinia ilman alaniinia ja
alaniinin kanssa ilman natriumia ladhes yhtd paljon, alaniinin kanssa
natriumin lasnéollessa vield enemman. Tuloksen perusteella KAM-031 siis
kayttéaisi paasaantoisesti LAT1-valitteistd kuljetusta ja mahdollisesti myos
LAT2-valitteista kuljetusta. Natriumriippuvaisen kolmannen
kuljetinproteiinin lasndolosta ei saatu luotettavaa tietoa. Tasséd kokeessa
proteiinimaard jai hyvin pieneksi ja tama selittdd kokeen epaloogisen
tuloksen. Affiniteettikokeella ei siis saada t&ssdk&&n tapauksessa kovin
luotettavaa tulosta, soluunotto- ja selektiivisyyskokeet olisivat varmasti

aiheellisia, vaikka ne ovatkin hieman tydlaampia kuin affiniteettikoe.

KAM-198 inhiboi **C leusiinia kaikista tutkittavista aineista eniten, *C
leusiinin soluun kulkeutunut mé&aré kontrolliin verrattuna oli vain noin 10
%. Alaniinin tai natriumin lisdykselld ei ollut vaikutusta tulokseen, joten
affiniteettikokeen perusteella ladkeaine kayttdisi vain LAT1-valittesita

kuljetusta.

Tutkittavista aineista rakenteeltaan hyvin samankaltaisia olivat KAM-198 ja
KAM-269. Naéiden tulokset olivat my6s samansuuntaisia eli ne
todennékoisesti ovat sopivimpia selektiivisiksi LAT1-substraateiksi ja ne

kannattaisi néin ollen valita jatkotutkimuksia varten.
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8. YHTEENVETO

Syovélla tarkoitetaan sairautta, jossa solut alkavat kasvaa epdnormaalisti ja
hallitsemattomasti (Isola ja Kallioniemi 2013). Sy0péd syntyy vaiheittain
useiden eri mekanismien vaikutuksesta ja se saa harvoin alkunsa pelkastaan
ulkoisista arsykkeista. Syovéan synnyn voidaankin sanoa johtuvan geeneissa
ja DNA:ssa tapahtuvista mutaatioista (Hanahan ja Weinberg 2010).

Rintasyopa on naisten yleisin syopatyyppi ja sitd esiintyy etenkin
vaihdevuosi-ian ylittaneilld naisilla (WHO 2012). Naisen rinnat kehittyvét
syntymastd menopaussiin saakka (Gusterson 2012). Niiden solukko on
hyvin muuntautumiskykyistd ja talla voidaan katsoa olevan yhteys myos
sydvan syntyyn. Rintasydvéan synnysta on olemassa kaksi toisistaan eridvaa
teoriaa; ensimmadisen teorian mukaan rintasyopa saa alkunsa
rintarauhasepiteelin ~ kantasoluista,  joihin  kasautuu  mutaatioita
sattumanvaraisesti, kun taas toisen teorian mukaan rintakudoksen
progenitorisolu (esiastesolu) mutatoituu ja sydvéan kehitys riippuu tdman
jalkeen solun jakautumis- ja erilaistumiskyvysta (Olsson 2013 ja Harkonen
2013). Rintarauhasen kehitys vaatii aina naishormoni estrogeenin lasnéolon
ja estrogeenin valillinen tai Vvéliton vaikutus onkin yhteistd Kaikille
rintasyopatyypeille (Harkénen 2013). Elimiston korkea estrogeenipitoisuus
on tarkein rintasydvalle altistava riskitekija ja muita ovat mm. pitkaaikainen
hormonikorvaushoito menopaussin jalkeen, lapsettomuus ja perinndlliset
tekijat seka elintavat (mm. Guzik 2008, Hakulinen 2008).

Rinnan solujen monimuotoisuudesta johtuen my6s syOpatyypit ovat
erilaisia. Kasvaimen loytyessd sen luokitus auttaa valitsemaan oikean
hoitomuodon. Histologisessa luokituksessa karsinoomat erotellaan niiden
kasvutavan perusteella. Rintasyovassd yleisimpia kasvaintyyppeja ovat
duktaalinen karsinooma (noin 70 % kaikista) ja lobulaarinen karsinooma
(noin 10-20% kaikista). Duktaalinen karsinooma saa alkunsa rintatiehyista,
kun taas lobulaarinen on puolestaan rauhasperdinen kasvaintyyppi
(Leidenius ja Joensuu 2013). Kansainvalinen TNM-luokitus perustuu
patologisiin  tutkimuksiin,  joissa  maéaritetddn  kasvaimen  koko,
kainaloimusolmukkeiden tila ja etdpesdkkeiden méara (Joensuu ja Huovinen
2013). Nykyaan méaéritetddn myos kasvaimen genotyyppi. Genotyypill& on
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merkitysta etenkin l&ékityksen valinnassa ja genotyyppijaottelu perustuu
kasvaimesta mahdollisesti 16ytyviin estrogeeni-, progesteroni- ja HER2-
reseptoreihin (Heikkila ja Karja 2013).

Rintasyopdd hoidetaan Kirurgisesti, sédehoidolla seka la&kitykselld.
Leikkaushoidossa pyritdan aina poistamaan koko kasvain mahdollisimman
tarkasti. Joissakin tapauksissa haluttuun tulokseen pdadstdan vain itse
kasvaimen poistolla, mutta usein joudutaan poistamaan koko rinta (mm.
Jahkola ym. 2013, Leidenius ja Joensuu 2013). Sadehoidon tarkoituksena on
vaurioittaa syopasolun DNA:ta ja néin hairitd jakautumisvaiheessa olevien
solujen kasvua. Se pystytddn myos kohdistamaan vain kehon sairaalle
alueelle (Kouru ja Sailas 2013). Ladkehoidossa kaytetadn solunsalpaajia,

hormonaalisia, seké tdsmalaakkeita.

Syopésoluille on ominaista normaalisoluihin verrattuna huomattavasti
nopeampi kasvu- ja jakautumissykli. Solunsalpaajat estédvat solujen
jakautumista vaikuttamalla eri tavoin DNA:han ja ovat tamén vuoksi
tehokkaita syovéan hoidossa (Elonen 2001). Rintasydvan hoidossa kaytetaan
ldhes aina useamman solunsalpaajan yhdistelmé&hoitoa, yleisimpana
syklofosfamidin, epirubisiinin ja flurourasiilin yhdistelma& (CEF) tai
syklofosfamidin, metotreksaatin ja flurourasiilin yhdistelmda (CMF)
(Duodecim Laaketietokanta 2014). Hormonaalista laakitysta voidaan
kayttad, jos syopa on tyypiltddn estrogeenireseptoripositiivinen (Joensuu ja
Huovinen 2013). Antiestrogeeni tamoksifeenid voidaan kayttdd Kkaikille
rintasyopépotilaille. Uudemmat ja tehokkaammat aromataasin estdjat
soveltuvat vain menopaussin ohittaneille naisille. Jos rintasydpasolut
ilmentdvat HER2-reseptoria, myos uudet tdsméalédékkeet ovat hyva
vaihtoehto ladkehoidossa. Kéytetyt tdsmaldakkeet estavat HER2- reseptorin
normaalia toimintaa esimerkiksi estdmalla sen aktivoitumista ja solun
signalointireitteja. Tasmaladkeella voidaan myos estdd kasvainsolukolle
ominaista verisuonten uudismuodostusta VEGF:n vasta-aineen avulla (Bono
ja Joensuu 2010, Duodecim Lé&&ketietokanta 2014). Kaikki rintasytvén
hoidossa kéytetyt ladkkeet aiheuttavat myds haittavaikutuksia. Etenkin
solunsalpaajien solun jakaantumista estdva vaikutus ulottuu sydpasolujen

lisaksi moniin elimiston terveisiin, nopeasti jakautuviin soluihin. (Elonen
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2001). Hormonaalisella hoidolla pyritddn puolestaan véhentamaan elimiston
estrogeenipitoisuuksia ja hoito voi kestdd useita vuosia. Ta&ma altistaa
potilaat vaihdevuosioireiden kaltaisille haittavaikutuksille (Duodecim
Ladketietokanta 2014). Tasmalddkkeet ovat yleisesti hieman paremmin
siedettyjd, joskin tdysin ilman haittoja niidenk&an kayttajat eivét selvia.
Tasmélaakkeitd voidaan kuitenkin pitdd tulevaisuuden l&&kkeina
rintasyovéankin hoidossa, silla niiden avulla ladkeaineen vaikutus saadaan

paremmin kohdistettua vain syopasoluihin.

Rintasydpa on aina hyvin yksildllinen sairaus ja erilaisia kasvaintyyppeja on
paljon. Hoito on suunniteltava jokaisen potilaan kohdalla erikseen
kasvaintyypin ja potilaan idn, menopaussiasteen ja yleiskunnon mukaan.
Mitd paremmin rintasyovén solubiologiset ominaisuudet ja syopasolujen
proteiinien ja geenien toiminta tunnetaan, sitd paremmin on mahdollista
kehittda laakeaineita, joiden vaikutus ei kohdistu elimiston terveisiin
soluihin. N&in saadaan vahennettya haittavaikutuksia ja tehostettua hoitoa.
Rintasyodpasolujen ilmentdmié geenejd ja reseptoreja tunnetaan nykyaan jo
hyvin paljon. Perinndllisessa rintasyovassa on l0ydetty kaksi eri
kasvunrajoitegeenia, BRCA 1 ja BRCA 2, joiden vaimentamisella on selva
yhteys syovéan kehitykselle (Polyak 2007). Myds monien muiden
vaimentuneiden tai yli-ilmentyvien geenien on todettu olevan merkittava
tekijé rintasyovan synnylle (mm. Song ym. 2006, Zaretsky ym. 2007).
Syopésolujen pinnalta on myds l6ydetty normaalisolukossa huomattavasti
vahemman esiintyvid proteiineja ja yksi ndista on aminohappojen
kuljetukseen osallistuva LAT1- kuljetinproteiini (Shennan ym. 2004).
LAT1:n kuljettamilla aminohapoilla on térked rooli solun kasvussa ja
metaboliassa (Shennan ja Thompson 2008). Lisatutkimuksien ja
aihioladketeknologian avulla voisi olla mahdollista kehittdd LAT1-
spesifinen laakeaine jonka kohteena olisivat vain sydpasolut. N&in se voisi
olla kéayttokelpoinen myds rintasydvan hoitoon.

Tassa tutkimuksessa tuli selvasti esiin LAT1:n substraattispesifinen luonne
kuljetinproteiinina, joten sitda kayttdvan aihiolddkkeen rakenne on

suunniteltava tarkkaan. Tutkimuksen kokeellisessa osassa selvitettiin viiden
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aihioldadkkeen mahdollista sopivuutta LAT1-substraateiksi ja ndista kaksi

osoittautui jatkotutkimusten arvoisiksi.
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